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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca infecciosa provocada por helmintos do género Schistosoma.
Mundialmente cerca de 206 milhdes de pessoas sdo atingidas e 200 mil vao a ébito. No
Brasil, somente S. mansoni € encontrado e causa a esquistossomose mansénica. O tratamento
se restringe a apenas um farmaco, o praziquantel (PZQ), que é utilizado ha 43 anos. Porém,
casos de vermes com perda de sensibilidade ao farmaco foram relatados e a pesquisa por
novas alternativas que auxiliem na terapéutica da doenga sdo necessarios. Dessa forma,
avaliou-se os efeitos da associacdo de mentol e mentona em composicdes definidas, 70% e
30% respectivamente, além de sua complementacdo ao PZQ, no controle da inflamacao
durante a fase cronica da doenca. Foram realizados experimentos in vitro, avaliando a
citotoxicidade dos compostos e a produgdo de 6xido nitrico (NO), frente a macréfagos (RAW
264.7), além de 2 experimentos in vivo, independentes e distintos. O experimento 1, avaliou
mentol+mentona, nas doses de 70 mg/kg e 100 mg/kg por 15 dias e o grupo tratado com PZQ
(dose unica de 400 mg/kg). O tratamento iniciou-se 45 dias apds a infeccdo e a eutanasia dos
animais foi realizada no 61° dia. O experimento 2, avaliou o grupo tratado apenas com
mentol+mentona (100 mg/kg) por 13 dias, grupo PZQ (dose Unica de 100 mg/kg)
complementado com 13 dias de mentol+mentona (100 mg/kg), além do grupo tratado
somente com PZQ (dose Unica de 100 mg/kg). Os tratamentos iniciaram-se 40 dias apds a
infeccdo e a eutanasia dos animais ocorreu no 55° dia p6s infeccdo. Nos experimentos in vitro
ndo houve citotoxicidade e nem producdo de Oxido nitrico. Para o experimento 1, o
tratamento com 100 mg/kg de mentol+mentona, promoveu a redugdo de ovos nas fezes de
14,3%, reducdo de 37,8% para vermes adultos de S. mansoni e 21,7% de reducdo dos
granulomas hepaticos. Ambos o0s tratamentos com mentol+mentona reduziram
significativamente o nimero de leucocitos sanguineos e do Lavado da Cavidade Peritoneal
(LCP) e os eosinofilos. Para a citocina IL-4 houve reducéo significativa dos niveis em todos
0s grupos tratados em relacdo ao controle positivo e para IL-10, somente o grupo tratado com
100 mg/kg de mentol+mentona diminui significativamente em relagéo ao grupo praziquantel.
Foi observado um menor nimero de granulomas no grupo tratado com 100 mg/kg de
mentol+mentona. O parénquima hepéatico dos grupos tratados com mentol+mentona
apresentaram-se mais preservados, em relacdo ao controle positivo. Para o experimento 2, 0s
resultados obtidos para reducdo de nimero de ovos (14,3%) e vermes adultos de S. mansoni
(70,8%), foram melhores no grupo PZQ complementado aos compostos. Houve reducéo
significativa de eosinéfilos sanguineos e do LCP somente nos grupos que tiveram
mentol+mentona em seu tratamento. Para a quantificacdo de citocinas IL-10 e IL-4
observamos resultados semelhantes aos do experimento 1. Os resultados sugerem que
mentol+mentona em composicdo definidas, inclusive sua complementacdo ao tratamento
convencional (PZQ), demonstraram propriedades antiparasitarias e sobretudo agdo anti-
inflamatdria, promovendo assim, aumento da protecdo do individuo infectado frente as
complicacdes da fase cronica durante a esquistossomose mansoénica.

Palavras chave: Terapéutica; S. mansoni; Anti-inflamatério; Antiparasitario; Mentha X
piperita L.



ABSTRACT

Schistosomiasis is an infectious disease caused by helminths of Schistosoma genus. Around
206 million people worldwide are infected and 200,000 die. In Brazil, only S. mansoni is
found and causes mansonic schistosomiasis. The treatment is restricted to only one drug,
praziquantel (PZQ), which has been used for 43 years. However, cases of worms with loss of
drug sensitivity have been reported and the search for new alternatives that aid in the disease’s
treatment are necessary. In this way, the effects of the association of menthol and menthone in
defined compositions, 70% and 30% respectively, were evaluated, in addition to its
complementation to the PZQ, in inflammation during the chronic’s phase disease. In vitro
experiments were performed, evaluating the cytotoxicity of the compounds and the ability to
induce the production of nitric oxide (NO) against macrophages (RAW 264.7), in addition to
two in vivo experiments independent and distinct. Experiment 1 evaluated menthol +
menthone at doses of 70 mg/kg and 100 mg/kg for 15 days and the PZQ-treated group (single
dose 400 mg/kg). Treatment started 45 days after infection and euthanasia was performed at
61 days post infection. Experiment 2 evaluated the group treated with menthol + menthone
(100 mg/kg) for 13 days, PZQ group (single dose 100 mg/kg) supplemented with 13 days of
menthol + menthone (100 mg/kg) and the group treated with PZQ alone (single dose of 100
mg/kg). Treatment started 40 days after infection and euthanasia was performed at 55 days
post infection. In the in vitro experiments, there was no cytotoxicity or nitric oxide
production. For the experiment 1, the treatment with 100 mg/kg of menthol + menthone
promoted the reduction of eggs in the faeces of 14.3%, reduction of 37.8% for adult worms of
S. mansoni and 21.7% reduction of hepatic granulomas. Both menthol + menthone treatments
significantly reduced the number of blood leukocytes and peritoneal cavity lavage (LPC) and
eosinophils. For the IL-4 cytokine, there was a significant reduction in levels in all treated
groups compared to the positive control and IL-10, only the group treated with 100 mg/kg of
menthol + menthone decreased significantly in relation to the praziquantel group. A lower
number of granulomas were observed in the group treated with 100 mg/kg menthol +
menthone. The hepatic parenchyma of the groups treated with menthol + menthone were
more preserved, in relation to the positive control. For experiment 2, the results obtained to
reduce number of eggs (14.3%) and adult worms of S. mansoni (70.8%) were better in the
PZQ group supplemented to the compounds. There was a significant reduction in blood
eosinophils and LPC only in the groups that had menthol + menthone in their treatment. The
results suggest that menthol + menthone in defined compositions, including its
complementation to conventional treatment (PZQ), demonstrated antiparasitic properties and
above all anti-inflammatory action, thus promoting increased protection of the infected
individual against the complications of the chronic phase during mansonic schistosomiasis.

Keywords: Therapeutics; S. mansoni; Anti-inflammatory; Antiparasitic; Mentha X piperita L.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacéo

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que afeta cerca de 206 milhdes de
pessoas distribuidas em 78 paises, sendo que 92% dessas vivem no continente africano.
Mundialmente as complicagdes da esquistossomose levam a 6bito cerca de 200 mil pessoas
por ano. A doenca pode ser encontrada na forma intestinal e urogenital, sendo as espécies
Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. guiineensis e S. intercalatum causadores
da forma intestinal e S. haematobium, causador da forma urogenital (WHO, 2017). Porém, no
Brasil encontramos somente a espécie S. mansoni, que além das condi¢cGes ambientais
propicias, encontrou aqui seu hospedeiro intermediario, os moluscos do género Biomphalaria,
sobretudo B. glabrata. Esses fatores contribuiram para a disseminacdo da esquistossomose
mansoénica no pais (KATZ; ALMEIDA 2003; NEVES, 2005; ABATH et al, 2006).

A esquistossomose mansonica afeta cerca de 6 milhdes de brasileiros. Dados dos anos
de 1996 a 2015 do Sistema de Informac6es sobre Mortalidade (SIM) do Ministério da Saude
(MS), revelam que 10.628 pessoas vieram a Obito em decorréncia das complicacbes da
doenca. A doenca é considerada endémica nos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais
(predominantemente no Norte e Nordeste do Estado) (COURA; AMARAL, 2004; WHO, 2008g;
BRASIL, MS, 2014).

O Unico farmaco recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) € o
Praziquantel (PZQ), que ja é utilizado ha 43 anos no tratamento da doenca. Apesar de possuir
boas taxas de reducdo da carga parasitaria, PZQ néo previne reinfeccdes, ndo é eficaz na fase
aguda da doenca e o intenso uso contribui com o surgimento de cepas de vermes com perda
de sensibilidade. Dessa forma, a busca por tratamentos alternativos que auxiliem no controle
da esquistossomose torna-se necessario (FALLON; DOENHOFF, 1994; RASO et al., 2004;
FREZZA, 2013; CIOLI et al., 2014).

A utilizacdo de plantas para o tratamento de doengas é uma pratica milenar e
transmitida de geracdo a geracdo. Alguns estudos demonstraram que Mentha x piperita L.,
conhecida popularmente como horteld pimenta, possui iniUmeras propriedades medicinais,
como: antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladoras, analgésicas, anti-inflamatorio,
anticancerigeno, antiviral, antialérgico e antitumoral (McKAY; BLUMBERG, 2006;

TREVISAN et al., 2017). Além dessas, nosso grupo de pesquisa mostrou que o extrato de



Mentha x piperita L. e o 6leo essencial em cépsula, composto por mentol e mentona, possuem
efeitos contra S. mansoni no modelo murino (DEJANI et al., 2014; ZAIA et al., 2016;
FEITOSA etal., 2018).

Dessa forma, o presente estudo avaliou o efeito de uma formulacdo constituida
somente de mentol e mentona, com concentracOes definidas, 70% e 30% respectivamente,
durante a fase crénica da esquistossomose murina e também em estudos in vitro sobre sua
citotoxicidade. Além do mais, buscamos avaliar o potencial anti-inflamatério que esses
compostos possuem e que podem complementar o efeito do tratamento convencional
realizado com praziquantel. Ao promover uma reducgdo dos processos inflamatdrios crénicos,
o individuo infectado estard menos sujeito a sofrer complicagdes mais graves devido a doenca

e que podem leva-lo a dbito.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Esquistossomose

Em 1852, Bilhartz descreveu um parasito intravascular ao qual denominou de
Distomum haematobium, dessa forma a doenca ficou conhecida como Bilharzia ou
Bilharziose (KATZ; ALMEIDA, 2003). Entretanto, foi em 1858 que Weinland denomina o
género desse parasita de Schistosoma, devido a morfologia do macho dessa espécie que
apresenta o corpo fendido, assim, “schito” (fenda) e “soma” (corpo) (NEVES, 2005). O caso
mais antigo da doenca data de 5 mil anos atras, pois pesquisadores encontraram ovos de
Schistosoma haematobium em mumias egipcias, além de encontrarem antigenos do parasita e
lesbes nos tecidos. Ovos da mesma espécie citada, foram também encontrados em rins de
mumias egipcias de cerca de 3 mil anos atras. Da mesma forma, ovos de S. japonicum foram
encontradas em mumias chinesas de cerca de 2.100 anos (RUFFER, 1910; GONCALVES;
ARAUJO; FERREIRA, 2003).

Os maiores grupos afetados pela esquistossomose sdo populagdes com condigOes
sanitarias precérias, para as quais 0 acesso ao saneamento basico adequado ndo existe ou
ainda esta em desenvolvimento. Os riscos de contamina¢do aumentam em pessoas que entram
em contato com aguas contaminadas com cercarias do parasita, devido as atividades rotineiras
agricolas, domésticas, ocupacionais ou recreativas, além da higiene inadequada. Ademais,
pessoas imunodeprimidas, ou seja, que ja estdo afetadas por doencas como Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), neoplasias ou insuficiéncia renal, sdo mais suscetiveis a
infeccdo e desenvolvem quadros graves da doenca por ter seu sistema imune comprometido
(REY, 2008; PALMEIRA et al., 2010; SHOLTE et al., 2014; BRASIL, MS, 2014; WHO,
2017).

Um fator que colabora para a incidéncia da doenca sdo as migracdes para areas
urbanas, movimentos populacionais e o numero crescente de turistas, que acabam
introduzindo a doenca em novas areas. A doenca é endémica em 78 paises, e a forma
intestinal da doenca atinge areas como Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Venezuela,
Suriname, China, Indonésia, Filipinas e Distritos do Camboja. A forma urogenital esta
presente na Africa, Médio Oriente e Cdrsega (Franca) (WHO, 2017). O mapa de distribuicio

da esquistossomose pelo mundo, pode ser observado na Figura 1:



Figura 1- Distribuicdo da esquistossomose no mundo, 2016
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Mapa mundial da distribuicdo geografica da esquistossomose. O mapa aborda locais ndo
endémicos, locais que necessitam de confirmacdo da interrupcdo na transmissdo da doenca,
locais com o status de transmissdo da doenga ndo determinado e locais endémicos para a
esquistossomose. Fonte: Adaptado de WHO, 2016.

2.2 Esquistossomose mansonica no Brasil

Acredita-se que durante o trafico de escravos e imigrantes orientais e asiaticos, as
espécies S. mansoni, japonicum e haematobium chegaram as Américas. Entretanto, somente
S. mansoni adaptou-se ao Brasil devido as condigfes ambientais e ao encontro de seu
hospedeiro intermediario, os moluscos do género Biomphalaria. O Schistosoma mansoni foi
descrito pela primeira vez no Brasil em 1908 pelo médico Piraja da Silva (KATZ; ALMEIDA
2003; NEVES, 2005; ABATH et al, 2006).

No Brasil, cerca de 6 milhGes de pessoas encontram-se afetadas pela esquistossomose
mansoénica (WHO, 2008). Foram registrados pelo Sistema de Informagdes de Agravos de
Notificacdes (SINAN), 129.509 casos, entre 0s anos de 2007 a 2015. Em 2009, dados da
Secretaria do Estado da Salde de Sdo Paulo (SESSP) revelaram que a esquistossomose
mansonica causa mais Obitos que a dengue, leishmaniose visceral e malaria no Brasil (SESSP,
2009).

A doenca é considerada endémica nos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte (faixa litordnea), Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais
(predominantemente no Norte e Nordeste do Estado). Focos sdo encontrados em Para, Maranhao,
Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goiés e no



Distrito Federal (COURA; AMARAL, 2004). A Figura 2 mostra a distribuicdo geogréfica da

esquistossomose no Brasil.

Figura 2- Distribuigdo da esquistossomose mansonica no Brasil
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O mapa apresenta a distribui¢do da esquistossomose mansonica de acordo com a faixa de
positividade por municipio. Fonte: OMS, 2015.

2.3 O agente etioldgico da esquistossomose mansonica: Schistosoma mansoni

A espécie Schistosoma mansoni foi descrita e nomeada pelo médico inglés Louis
Sambon em 1907. Este nome foi uma homenagem a Patrick Manson, importante médico que
fez grandes descobertas na parasitologia (KATZ; ALMEIDA, 2003; COURA; AMARAL,
2004).

O parasito S. mansoni € um platelminto classificado como trematodeo intravascular
(classe Trematoda), subclasse Digenea e familia Schistosomatidae. Apresentam sexos
separados e um acentuado dimorfismo sexual, o que os distinguem das outras espécies
pertencentes a Digenea (REY, 2008).

O macho é de cor branca, mede aproximadamente 1 cm de comprimento e 0,11 cm de

largura. Enquanto a fémea tem um corpo mais longo e mais fino que o do macho, mede em



média 1,2 cm de comprimento e 0,016 cm de largura. As fémeas apresentam coloragdo
acinzentada, mais escura que o do macho (REY, 2008). O corpo do macho possui um sulco,
denominado, canal ginecéforo, onde a fémea se aloja (GRYSSELS et al, 2006; REY, 2008).

Os vermes adultos possuem tegumento como revestimento externo, que se apresenta,
sobretudo nos machos, em VAarios e pequenos tubérculos, que se faz mais abundante na
superficie dorsal (REY, 2008). O tegumento estd envolvido em diversos processos
metabolicos como a nutri¢do, regulacdo osmdtica e ainda como barreira ao sistema imune do
hospedeiro (VAN HALLEMOND et al., 2006). Através do tegumento e por transporte
passivo algumas proteinas do hospedeiro sdo incorporadas ao verme, que assim pode passar
desapercebido do sistema imune de seu hospedeiro (BRASCHI et al., 2006).

A nutricdo ocorre por meio do sangue e globulinas, porém, para carboidratos e
aminoacidos, a nutricdo ocorre por absorcdo no tegumento, onde se encontram
transportadores de nutrientes. O tubo digestivo do S. mansoni é incompleto, ou seja, suas
excretas sdo regurgitadas no sangue do hospedeiro (REY, 2008; GRYSEELS et al, 2006).

Os ovos da espécie S. mansoni sdo caracteristicos por possuirem uma espinha lateral,
denominada espicula e medem de 110 a 180 um de comprimento por 45 a 70 um de largura.
As fémeas ovipdem cerca de 300 ovos por dia, das quais a maioria € eliminado junto as fezes
do hospedeiro, porém alguns ficam retidos na mucosa instestinal e nos capilares do sistema
portal do mesmo (VAN DER WERF et al, 2003; REY, 2008). Os vermes adultos de S.

mansoni, assim como 0s ovos, podem ser observados na Figura 3-A e 3-B.



Figura 3- Casal de vermes adultos e ovos de S. mansoni

A espécie S. mansoni apresenta acentuado dimorfismo sexual, assim, a fémea apresenta-se
maior e mais fina quando comparada ao macho e com coloracdo acinzentada, ja 0 macho
apresenta-se menor, com coloragdo branca e presenca do chamado canal ginecéforo, onde a
fémea se aloja. Os ovos sdo caracteristicos da espécie devido a presenca da espicula lateral. A:
Fémea e macho de S. mansoni. B: Ovos de S. mansoni. Fonte: CDC images e Banco de
imagens Xistose.

2.4 O hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni: Moluscos Biomphalaria sp

Para completar o ciclo bioldgico de S. mansoni é indispensavel seu hospedeiro
intermediario: moluscos do género Biomphalaria. No Brasil, das 10 espécies descritas na
literatura, sdo encontradas trés espécies suscetiveis a infeccdo natural por S. mansoni:
Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Os Biomphalarias podem atingir 40
mm de diametro e 11 mm de largura, sdo os maiores moluscos da familia Planorbideos e
vivem em aguas paradas ou com fraca correnteza (BEZERRA, 2000; REY, 2008).

A espécie B. glabrata (Figura 4-A) é amplamente distribuida no territorio brasileiro,
possibilitando assim a grande difusdo da esquistossomose pelo territério nacional, além disso,
é dita como a mais adaptada ao helminto S. mansoni devido a altas taxas de infeccdo e
eficiéncia na transmissdo (CARVALHO et al, 2008). Durante a reprodugdo, os moluscos,
depositam capsulas contendo os ovos envoltos em uma substancia gelatinosa de cor
amarelada transparente (Figura 4-B). Em cada capsula podemos encontrar de 1 a mais de 100
ovos que em temperatura media de 26°C, eclodem em sete dias, e em torno de 30 dias apds a
ecloséo, alcangam a maturidade sexual. S&o hermafroditas e possuem capacidade de entrar em
estagio fisioldgico vegetativo em periodos de seca. Essas sdo caracteristicas que possibilitam

a expansdo e preservacdo da espécie para outros habitats (TUAN, 2009).



Figura 4- Moluscos da espécie Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario de S.
mansoni
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B. glabrata é a espécie mais adaptada a infeccdo natural ao S. mansoni. Vivem em &guas
paradas ou com fraca correnteza. A: Exemplar da espécie B. glabrata; B: Capsulas contendo
ovos envoltos em uma substancia gelatinosa de cor amarelada transparente. Fonte: Arquivo
pessoal.

O molusco B. glabrata ocorre em locais com incidéncia da esquistossomose
mansénica (Figura 5). A distribuicdo da espécie B. glabrata abrange uma ampla faixa em
varias areas: Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Goiés, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Parang, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo e Sergipe, linha costeira, além do Distrito Federal (BEZERRA, 2000; CARVALHO et
al, 2008).



Figura 5- Distribuicdo espacial de Biomphalaria glabrata
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As éareas de distribuicdo de B. glabrata coincidem com os locais endémicos e focos para a
esquistossomose mansonica no Brasil. Fonte: Carvalho et al., 2004.

2.5 Ciclo de transmisséo da esquistossomose mansonica

O ciclo biolégico do S. mansoni (Figura 6) é do tipo heteroxénico, ou seja, é
necessario um hospedeiro intermediério e um hospedeiro definitivo (ABATH et al, 2006).
Envolve cinco formas e estagios de desenvolvimento de S. mansoni: ovos, miracidio,
esporocisto (desenvolve no hospedeiro invertebrado), cercaria (forma infectante ao

hospedeiro vertebrado), esquistossdmulo e vermes adultos (macho e fémea) (NEVES, 2005).
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Figura 6- Ciclo biol6gico do S. mansoni
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(1) Os ovos sdo eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo. (2) Os miracideos eclodem
dos ovos e nadam livremente em busca do hospedeiro intermediario; (3) Os miracideos
penetram no molusco de género Biomphalaria sp. (4) No molusco, os miracideos sofrem
alteracbes morfoldgicas e multiplicam-se. (5) Cercérias sdo eliminadas do hospedeiro
intermediario, sendo a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. (6) Cercarias penetram
ativamente na pele do hospedeiro definitivo. (7) Durante a penetracdo, as cercérias perdem
sua cauda bifurcada e sdo denominadas de esquistossdmulos. (8) Os esquistossomulos
ganham a circulagdo e migram para diferentes 6rgaos, como pulmdo, intestino e figado. (9)
Apdbs aproximadamente cinco semanas 0s esquistossomulos transformam-se em vermes
adultos no sistema porta-hepatico. (10) Os casais de vermes migram para as veias
mesentéricas, onde inicia-se a oviposicao. Parte dos ovos ganham a circulacdo do hospedeiro,
enquanto outros, séo eliminados em suas fezes. Fonte: Adaptado de Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)

Os caramujos pertencentes ao género Biomphalaria, sobretudo B. glabrata,
possibilitam a reproducdo assexuada do helminto formando a cercéria, fase infectante para o
homem, que é o principal hospedeiro definitivo do parasita, possibilitando a sua reproducédo
de forma sexuada (OLIVEIRA; SANTOS, 2002;)

A transmiss&o inicia-se quando o hospedeiro definitivo elimina em suas fezes ovos do

S. mansoni na agua, permitindo assim que as larvas ciliadas denominadas miracidios eclodam
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(CIMERMAN; CIMERMAN, 2010). Essa é a forma infectante para o hospedeiro
intermediario.

Os miracidios, entdo, nadam ativamente e penetram nos moluscos e apos 48h, perdem
sua mobilidade, ao perder seus cilios, e transformam-se em esporocistos primarios. Este
origina os esporocistos secundarios que se reproduzem por divisao binéria. Apos 25 a 35 dias,
esses esporocistos dao origem as cercérias. Um miracidio gera aproximadamente 100.000
cercarias (SOUZA et al., 2011). A cercaria € a forma infectante para o hospedeiro definitivo.

As cercarias saem do tecido mole do molusco, ganhando o ambiente aquatico. Nesse
ambiente, elas podem sobreviver por até dois dias. Ao encontrar o hospedeiro definitivo
penetram ativamente através da pele, perdendo sua cauda bifurcada e transformando-se em
esquistossdmulos, assim, inicia-se o processo infeccioso (COUTINHO; DOMINGUES, 1993;
PARISE-FILHO; SILVEIRA, 2001).

Os esquistossdbmulos migram via circulacdo sanguinea e linfatica para o coragéo,
pulm&o, figado e veias mesentéricas, onde alcangam a maturidade em 28 a 48 dias apo6s a
penetracdo. No figado ocorre o processo de maturacdo sexual, onde o macho e fémea copulam
e apds, migram paras as veias mesentéricas inferiores onde a fémea inicia a oviposicao
(COUTINHO; DOMINGUES, 1993; CARVALHO et al.,, 2005). O ciclo biolégico se
completa quando apo6s aproximadamente 45 dias 0 hospedeiro definitivo passa a eliminar
ovos em suas fezes (PARISE-FILHO; SILVEIRA, 2001).

2.6 Imunopatologia da esquistossomose mansénica

A esquistossomose pode ser classificada em fase aguda e fase cronica. E durante a fase
aguda que podem ocorrer as alergias, urticarias e lesGes maculopapulosas, as chamadas
dermatites cercariana, causadas pela penetracdo via cutanea das cercarias, essas manifestacdes
sdo tipicas em uma infeccdo primaria, comum em turistas e imigrantes (KATZ; ALMEIDA,
2003; BURKE et al, 2009). Porém, a fase aguda pode se apresentar de forma assintomatica, e
ser confundida com outras patologias, principalmente em casos de reinfec¢do (GRYSEELS et
al., 2006).

A fase cronica, inicia-se aproximadamente seis meses apés infec¢do, e pode durar
varios anos. Relaciona-se principalmente com a localizacdo dos vermes e a quantidade de
ovos que ficam presos aos tecidos, principalmente no figado, levando a hipertensdo portal e
processos fibroticos (BARBOSA, 2001; CIMERMAN; CIMERMAN, 2010).
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A fibrose decorre dos processos granulomatosos, que por sua vez, sdo resultados de
antigenos secretados pelos proprios ovos (SEA-Soluble Egg Antigen). Os granulomas
destroem os ovos, porém esta reacdo leva a formacao de fibras de colageno e o seu acumulo
resulta na chamada fibrose (ROSS et al., 2002; GRYSEELS et al., 2006). Os granulomas séo
compostos principalmente por macréfagos, eosinofilos e linfocitos (CHEEVER et al., 2002).
Além da fibrose hepética e hipertensdo portal, complicacbes como hepatoesplenomegalia e
ascite relacionam-se com a morbidade da esquistossomose mansonica (VAN der WERF et al.,
2003).

O estagio inicial da infeccdo € caracterizado por resposta imunoldgica tipo Thi,
produzindo citocinas pré-inflamatorias IL-1, IL-2, IL-6, interferon gama (IFN- ¥) e fator
necrose tumoral (TNF- a), que agem principalmente contra a migracao dos esquistossdmulos
e das formas imaturas do verme. Devido a oviposicdo e aos antigenos liberados pelos ovos, a
resposta Thl € modulada e predomina uma resposta tipo Th2, produzindo citocinas anti-
inflamatorias IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (MACDONALD, 2002; BURKE et al., 2009;
CHUAH et al., 2014). A citocina IL-4 possui papel importante, pois induz a diferenciacéo de
linfécitos B, para que esses produzam IgG e IgE que sdo anticorpos que atuam na resposta
imunoldgica anti-helmintica (SILVEIRA-LEMOS, 2008; SOMMER; WHITE, 2010). E
relacionada a reacdo granulomatosa e pode regular a deposicdo de ovos nos tecidos
(FALLON, 2000).

Apbs a fase inicial cronica, a resposta Th2 deve ser modulada, para que 0S processos
fibroticos e a morbidade crénica ndo se intensifiquem (PEARCE; MACDONALD, 2002). A
IL-13 ¢ a principal citocina responsavel pelo desenvolvimento das formas graves de fibrose
(FALLON et al., 2000; OLIVEIRA et al.,, 2006; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).
Assim, a producdo de IL-10 possui um importante papel durante esquistossomose, esta é
descrita como protetora, pois impede a progressdao da doenca em formas mais graves,
regulando o tamanho e a formacéo dos granulomas (SOUZA et al., 2011).

As respostas imunes tipo Thl e Th2, regulam-se reciprocamente, pois a citocina IL-4
inibe producdo de citocinas Th1l, enquanto a citocina IFN-¥ inibe produgéo de citocinas Th2.
Esse balango entre as respostas € importante, pois o predominio de somente um dos perfis
pode ser prejudicial e letal para o hospedeiro (PEARCE; MACDONALD, 2002).
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2.7 Praziquantel (PZQ)

Praziquantel é um farmaco pertencente a classe das pirazinoisoquinolonas. A empresa
farmacéutica Merck da Alemanha foi a responsavel pela sua sintese. Inicialmente, em 1970,
PZQ seria destinado ao uso como calmante e tranquilizante. Nessa mesma década, em 1975,
as propriedades antihelminticas do PZQ foram confirmadas pela Bayer. E em 1978, PZQ
passou a ser comercializado internacionalmente com o nome de Biltricide (THOMAS;
GONNERT, 1977; XIAO; CATTO; WEBSTER, 1985).

PZQ tem sido amplamente utilizado contra trematédeos e cestoides e é o Unico
farmaco recomendado pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), para o tratamento da
esquistossomose. 1sso deve-se ao seu baixo custo, por ser um tratamento realizado em uma
Unica dose e por ser ativo contra as cinco espécies causadoras da esquistossomose. Além
disso, possui poucas reacdes adversas e € considerado seguro quando usado por mulheres
gravidas ou que estdo amamentando (CHAI, 2013; CIOLI et al., 2014).

O mecanismo de acdo do PZQ contra o verme decorre de alteracdes morfologicas e
fisioldégicas como, aumento da atividade motora, seguido de contragdes musculares e
formacdo de vesiculas no tegumento, devido a capacidade do medicamento em alterar o
equilibrio de ions de célcio nas células do verme e através da desregulacdo de bombas de
sodio (Na+) e potassio (K+) (XIAO; CATTO; WEBSTER, 1985). As contracbes musculares
fazem com que os vermes percam a capacidade de fixacdo, e assim sdo arrastados para o
figado, onde reagBes inflamatdrias ocorrem. A formacdo de vesiculas, desestabilizam o
tegumento do verme e faz com que morram imediatamente ou que haja exposicdo de seus
antigenos, levando o sistema imune do hospedeiro a reconhecé-los e elimina-los
(GREENBERG, 2005; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008; CHAI, 2013).

A OMS recomenda uma dose Unica de 40 mg/kg de PZQ para o tratamento contra S.
mansoni, S. haematobium e S. intercalatum e uma dose Unica de 60 mg/kg para S. japonicum
e S. mekongi (WHO, 2017; WHO, 2008b). Em modelos experimentais murinos, costuma-se
utilizar a dose de 400 mg/kg de PZQ devido ao intenso metabolismo dos roedores, essa dose
foi utilizada para o experimento 1, entretanto, para o experimento 2, escolhemos uma dose
menor (100 mg/kg) pois assim, seria possivel avaliar a agdo da complementacdo da
associacdo dos compostos mentol e mentona ao tratamento com PZQ.

Em 2016, foram 88 milhdes de pessoas tratadas para a esquistossomose no mundo,
entretanto, esse numero representa apenas 35,6% de toda populacdo que necessita de
tratamento (WHO, 2017; WHO, 2008b). Quando usado corretamente, o tratamento com PZQ
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possui uma taxa de cura de 60-90% contra S. mansoni e de 75-85% para S. haematobium
(RASO et al., 2004; CIOLI et al., 2014).

Apesar de suas vantagens, algumas limitacfes do praziquantel devem ser levadas em
consideracdo. O Praziquantel ndo possui uma boa eficacia quando administrado nos primeiros
dias de infeccdo, por ndo agir ou agir pouco sobre as formas imaturas do verme (GRYSEELS
et al. 2001). O uso recorrente do tratamento, principalmente em &reas endémicas para a
doenca, leva a outro problema, casos de linhagens com perda de sensibilidade ao farmaco
(FALLON; DOENHOFF 1994; FREZZA, 2013). O tratamento de infectados com PZQ no
surto de esquistossomose mansonica em Senegal, revelou taxas de curas reduzidas, entre 18%
a 36%. No Egito, foram relatados casos sem cura, mesmo apo6s trés doses de PZQ
(DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

2.8 Mentha x piperita L. e seus principais constituintes: mentol e mentona

A utilizacdo de plantas medicinais € uma alternativa a medicina tradicional, ¢ uma
pratica popular, ja que os conhecimentos sobre 0 uso das plantas ou partes da mesma, para o
tratamento ou prevencdo de doencas, é passado de geracdo em geragdo (ROSA; BARCELOS;
BAMPI, 2012).

Vaérios estudos cientificos buscam nas plantas medicinais propriedades que possam
auxiliar na terapéutica da esquistossomose. O estudo in vitro de De Almeida et al (2016)
demonstra as propriedades contra vermes adultos de S. mansoni dos extratos brutos de
Artemisia absinthium e Tanacetum parthenium. O estudo in vivo de El-Deen, Brakat e
Mohamed (2017) mostrou a acdo antifibrdtica do extrato de folhas de alcachofra, além da
reducdo no tamanho dos granulomas hepaticos. Além dessas plantas, Eremanthus goyazesis,
Milletia thoningi e Berheya speciosa mostraram bons resultados na terapéutica contra
esquistossomose (CASTRO et al., 2013).

O género Mentha compreende a aproximadamente 30 espécies diferentes de plantas,
que sdo conhecidas popularmente no Brasil, como hortelds ou mentas. Pertencem a familia
Lamiaceae e ordem Tubiflorae (DORMAN et al., 2003). Séo distribuidas em todo mundo e
possuem como origem, a Europa meridional e a regido do Mediterraneo (LORENZI;
MATOS, 2002).

As espécies mais utilizadas popularmente sdo: Mentha spicata L., Mentha
rotundifolia, Mentha citrata, Mentha crispa L.; Mentha arvensis e a Mentha x piperita L., a

mais famosa das hortelds. Essas espécies se diferenciam através de sua morfologia e pela
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quantidade e composicao dos 6leos essenciais (OE) produzidos (LORENZI; MATOS, 2002;
SILVA et al., 2006).

Mentha x piperita L. € uma planta conhecida popularmente como horteld-pimenta,
menta ou horteld-apimentada (Figura 7). Seu uso medicinal é recomendado para o tratamento
de nduseas, colicas gastrointestinais, flatuléncias, calculos biliares, ictericia, ansiedade,
expectoragdo e expulsédo de vermes intestinais (LORENZI; MATOS, 2002). Propriedades
antinociceptivos, anti-inflamatorios, antimicrobianos, anticancerigenos, antiviral, antialérgico
e antitumoral, demonstram a utilidade de M. x piperita para o tratamento ou prevencdo de
diversas doengas (TREVISAN et al., 2017). Além dessas caracteristicas, nosso grupo por
meio de Dejani (2014), em modelo murino infectado com S. mansoni, demonstrou as

propriedades imunomoduladoras e antiparasitarias do extrato bruto de Mentha x piperita L.

Figura 7- Folhas de Mentha x piperita L. (horteld-pimenta) e a estrutura quimica de seus
principais compostos mentol e mentona

.\‘\k

Mentona

CHs

Mentha x piperita L é a espécie do género Mentha, com maior percentual de mentol e
mentona em seu oléo essencial. Fonte: Adaptado de:
https://thenutritioncoach.wordpress.com/2009/06/18/oleo-de-menta-peppermint-ou-mentha-
piperita-1/. Acesso em 05 de janeiro de 2018.

Os principais constituintes do OE do género Mentha s&o: mentona, metil acetato,
mentol, pulegona, 1,8 cineol, a-pineno, B-canofileno, B-pineno, geraniol, limoneno e L-
linalol. Entretanto, mentol e mentona sdo 0s componentes considerados de maior importancia
e M. x piperita recebe destaque como uma das maiores produtoras desses compostos
(LORENZI; MATOS, 2002; KUMAR et al., 2011).
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O sitio da biossintese dos 6leos essenciais em Mentha x piperita L. estd localizado
especificamente nas células secretoras dos tricomas glandulares. Os 6leos essenciais extraidos
da Mentha x piperita L. sdo constituidos principalmente de mentol (30-55%), mentona (14-
32%), baixos teores de pulegona (4%), mentofurano (1-9%) e de acetato de mentila (2,8-10%)
(SCRAVONI et al., 2006; PEGORARO et al., 2010; BEHN et al., 2010).

Mentol e mentona sdo classificados como monoterpenos. Através da acdo da enzima
citoplasmatica mentona redutase, mentol é originado a partir da mentona (DAVIS et al., 2005;
CROTEAU et al., 2005; PATEL et al., 2007). Mentol esta incluso em produtos cosméticos, de
limpeza, farmacéuticos, alimenticios e de higiene pessoal. Porém, também possui
propriedades medicinais, como atividade antibacteriana, analgésica, antifingica e até
anticancerigena. A mentona é muito utilizada na industria de perfumes e aromatizantes e
também esté inclusa em produtos de limpeza, higiene, remédios e alimentos (PATEL et al.,
2007; PAULUS et al., 2007; ALANKAR, 2009; KAMATOU et al., 2013).

Alguns estudos vém demonstrando os potenciais efeitos e usos de mentol e mentona.
O estudo de Cortellini (2017), mostra resultados promissores no uso de mentol como
tratamento topico para neuropatia periférica, provocada pela quimioterapia nos tratamentos
contra o cancer; O estudo de Wright et al (2017), demonstra o uso de mentol como analgésico
nos tratamentos que utilizam terapia fotodindmica; Xue et al (2015), mostra o potencial efeito
antidepressivo da mentona in vivo; e nosso grupo por meio de Zaia et al (2016) demonstraram
que a capsula de oOleo essencial de Mentha x piperita L., composta apenas por mentol e
mentona, possui propriedades anti-inflamatorias e seu tratamento prolongado pode auxiliar no

tratamento da esquistossomose mansonica.



17

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a citotoxicidade da associacdo de mentol e mentona e a produgdo ou néo
de oxido nitrico pelos macréfagos (RAW 264.7) pds exposicdo aos compostos. Além de,
avaliar o efeito da associacdo dos compostos, assim como sua complementacédo ao tratamento
com praziquantel para o controle da inflamacdo durante esquistossomose mansonica murina
(Balb/c).

3.2 Objetivos especificos

1°) Experimentos In vitro

- Realizacdo do ensaio de citotoxidade em macréfagos frente a exposicdo ao mentol +
mentona em diversas concentragoes;

- Avaliacdo do efeito na producédo de 6xido nitrico pelos macrofagos pds exposicao a diversas

concentracdes de mentol + mentona.

2°) Experimentos In vivo

- Avaliacdo da carga parasitaria em camundongos submetidos ou ndo aos diferentes
tratamentos (contagem de ovos nas fezes e contagem de vermes adultos no sistema porta-
hepético e mesentérico);

- Contagem celular total e diferencial do sangue e do lavado da cavidade peritoneal (LCP);

- Quantificagdo das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-¥ no plasma dos camundongos;

- Avaliacdo do infiltrado celular e deposicdo de colageno no figado dos animais tratados ou

ndo através de anélise histoldgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do mentol e mentona

Os compostos Mentol (Lote BCBK8909V) e mentona (Lote MKBQ7806V), utilizados
na parte in vitro e in vivo do presente estudo, foram obtidos a partir da Sigma Aldrich. Todos
os tratamentos foram realizados buscando uma composicéo final de 70% de mentol e 30% de

mentona.

4.1.1 Preparo das solucdes para tratamento in vitro

Foi preparado uma solugdo mée na concentracdo de 15.000 pg/mL constituida de 70%
de mentol diluido em 5% de DMSO e 30% de mentona, sendo o volume final de 5 mL
ajustado com meio de cultura DMEM. A partir da solucdo mde foram realizadas as
concentragdes de: 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5
png/mL. Sendo que a concentracdo maxima de DMSO utilizada nas concentracfes testadas in

vitro foi de menos de 1%.

4.2 Experimentos in vitro

4.2.1 Cultivo de macrdéfagos (RAW 264.7)

Todos o0s experimentos in vitro foram realizados utilizando macréfagos de
camundongos Balb/c da linhagem RAW 264.7. Os macrdfagos foram escolhidos por serem
considerados primeira linha de defesa do nosso organismo frente a uma inflamacéo,
participam ativamente da fagocitose, sdo apresentadores de antigenos (AG), secretam
citocinas pré inflamatorias e produzem 6xido nitrico (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014).

A linhagem RAW 264.7 foi cultivada em garrafas para cultivo celular, contendo meio
DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibidtico
(Estreptomicina/Penicilina (0,1 g/L), em estufa sob tensdo constante de 5% de CO, a 37°C. O
meio foi trocado de acordo com a necessidade celular, assim como a realizagcdo do repique

celular, até obter quantidade suficiente de células para a realiza¢do dos testes.
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4.2.2 Teste do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)

Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pogos de fundo plano (Global Trade
Tecnnology) onde foram distribuidos 200uL (concentragdo de 1x10° células/pogo) de células
(macréfagos RAW 264.7) dispersas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina (Sigma-Aldrich).

As placas foram incubadas em estufa sob tensdo constante de 5% de CO,. Apos a
aderéncia dos macrofagos, esses foram expostos a diferentes concentracdes da solugdo de
mentol e mentona: 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5
pg/mL dispersos em meio de cultura. Também foram feitos pocos para o controle negativo
(células + meio de cultura), controle positivo (SDS 10%) e DMSO (meio de cultura + 1% de
DMSO), além de pogos com macréfagos expostos a 100ng/mL de LPS (Lipopolissacarideo de
Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma Chemical. Co, EUA) para o teste de reacdo de
Griess. O teste foi realizado em sextuplicata e as placas incubadas por 24, 48 e 72hs a 37°C,
em estufa sob tensdo constante de 5% de CO..

O sobrenadante foi descartado e foram adicionadas 100uL de uma solu¢do de MTT
(Sigma-Aldrich) a Img/mL em meio DMEM sem suplementacdo e incubadas nas mesmas
condigdes anteriores por trés horas. O sobrenadante foi descartado e a cada pogo foi
adicionado 100uL de alcool isopropilico para a solubilizagdo dos cristais de formazana
formados. A leitura da densidade Optica (absorbancia) foi determinada em leitora de placas
(TP-Reader NM) em comprimento de onda de 540nm, com filtro de referéncia de 620nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle negativo como
100% de viabilidade (MOSMANN, 1983).

4.2.3 Dosagem de 6xido nitrico no sobrenadante - Reacdo de Griess

O oxido nitrico foi quantificado indiretamente pelo acimulo de nitritos (NOz -) no
meio de cultura e utilizando o reagente de Griess, contendo nitrito de sédio (NaNO2) como
padrdo, de acordo com literatura (GREEN et al., 1982). Os testes foram realizados em
triplicata.

Foram retiradas do teste de MTT, aliquotas de 50 uL dos sobrenadantes de cada pogo
contendo concentracdes diferentes das solugcdes de mentol e mentona, controle negativo e

controle positivo LPS, que foi usado como agente estimulante para a producdo de 6xido
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nitrico. Os sobrenadantes foram transferidos para outra placa e entdo adicionado a cada pogo
50 uL de reagente de Griess, constituido de 0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina, 1% de
sulfanilamida em solugdo de &cido fosférico a 2,5%. Ap6s 10 min a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz, as placas foram lidas em espectrofotémetro UV /Visivel de microplacas com
comprimento de onda de 540nm (TP-Reader NM). A concentracdo de NO foi calculada a
partir de uma curva padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares de NaNO>

em meio DMEM incompleto.

4.3 Experimentos In vivo

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/c, pesando entre 15 e 18
gramas, provenientes da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. Todo
o delineamento experimental desse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sdo Carlos, protocolo n°® 5576230616 (anexo).

Os animais foram alocados com livre acesso a agua e racdo para roedores no Biotério
do Departamento de Morfologia e Patologia da Universidade Federal de S&o Carlos —
UFSCar.

4.3.2 Infeccdo dos camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni

A infeccéo foi realizada a partir de cercarias de S. mansoni da linhagem BH (oriunda
de Belo Horizonte — Minas Gerais, Brasil) retiradas de caramujos Biomphalaria glabrata
mantidos no moluscario do Departamento de Biologia Animal, IB, Unicamp, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Silmara Marques Alegretti.

Camundongos de linhagem Balb/c fémeas, foram infectados com aproximadamente 80
cercarias de S. mansoni da linhagem BH utilizando a técnica de imersdo caudal durante duas
horas com exposi¢do a luz e temperatura de aproximadamente 28°C, de acordo com o
protocolo descrito por Olivier & Stirewalt (1952). Apos duas horas de exposi¢do da cauda de
cada animal a 80 cercarias previamente contadas, foram realizadas novas contagens com
auxilio de uma lupa estereoscopica, que nos permitiram definir quantas cercarias penetraram

ativamente nos camundongos.
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4.3.3 Tratamento dos camundongos

A média de peso e a quantidade de animais de cada grupo foi utilizada para os calculos
das doses de cada tratamento, que foi realizado via gavagem, sendo o método de aplicacdo de
substancias liquidas de forma oral (TURNER et al., 2011). Para isso, foi utilizada uma canula
de aco-inoxidavel apropriada acoplada a uma seringa, sendo administrado um volume final de
200 pL das solugbes, todos os dias durante o tratamento, sempre no mesmo horario. A
alimentacdo (agua e racdo) foram previamente retiradas dos camundongos uma hora antes da
execucao dos tratamentos, visto que o volume estomacal dos camundongos é reduzido.

O Praziquantel foi obtido a partir de comprimidos do medicamento Tenil® Vet, 50
mg (Laboratério ATRAL, S.A. Portugal), que foram macerados, pesados em balanca
semianalitica e diluidos com DMSO a 3%, a fim de obter a dose de 400 mg/kg (conforme
protocolo terapéutico recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude — OMS), para o
experimento 1 ou obter a concentragdo de 100 mg/kg para o experimento 2, uma concentracao
menor que a recomendada, para que a acdo da complementacdo com o mentol e mentona
pudesse ser observada. O PZQ foi administrado em dose Unica.

Para as solugdes de mentol e mentona foram feitos calculos para as doses de 70 mg/kg
e 100 mg/kg. As solucgdes foram feitas utilizando 70% de mentol diluido em 3% de DMSO +
30% de mentona, sendo o volume final de 2 mL ajustado com &gua filtrada. As solucdes de
mentol e mentona foram realizadas diariamente durante o tempo de experiéncia, sendo 15 dias

para o experimento 1 e 13 dias para o0 experimento 2.

4.3.4 Delineamento experimental: Experimento 1 e Experimento 2

Foram realizados dois experimentos diferentes e independentes, ditos como amostral.

a) Experimento 1
O experimento 1, foi realizado para a triagem e escolha da dose mais adequada de
mentol e mentona, entre de 70 mg/kg e 100 mg/kg.

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais conforme Tabela 1:
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Tabela 1- Grupos Experimentais com camundongos Balb/c — Experimento 1
Grupos Numero de Tratamento:

camundongos Dose administrada

1-Controle negativo (C-)
2- Controle positivo (C+) *
3-PZQ *

4- MO+MA 70 *

5- MO+MA 100 *

400 mg/kg/0,2 mL (praziquantel)
70 mg/kg/0,2 mL (mentol + mentona)

oo oo o1 o b

100 mg/kg/0,2 mL (mentol + mentona)

*Camundongos infectados com cercarias de S. mansoni

O experimento 1 seguiu o desenho experimental da Figura 8:

Figura 8- Delineamento experimental 1

EXPERIMENTO 1

Tratamentopor 15
dias: 70 mg/kg e 100
mg/kg de mentol +
mentona

~
@ ﬁﬁ Dose Unica: 400 mg/kg de PZQ. d J
|

N
l l l |
[0 Dias péds infeccio [ | | I

Tempo (dias)

45 60 61 62
Infeccdo com 80 Inicio dos Fim dos Avaliagdo Eutanasia
Celcanas tratamentos  tratamentos parasitaria .
(linhagem BH) s - Quantificagdo dos vermes
trat:mento adultos— Perfusdo

Técnica de imersdo
caudal - Olivier & - Analise leucocitaria—
Stirewalt, (1952) Sangue e LCP (Contagem

global e diferencial)

(Kato-Katz)

- ELISA (IL-4, IL-10, IFN-¥)
- Histologia (figado)

O experimento 1 avaliou as doses de 70 mg/kg e 100 mg/kg de mentol+mentona, apds 45
dias de infeccdo, pelo tempo de 15 dias. O tratamento com praziquantel (400 mg/kg) foi
realizado no mesmo dia, porém em dose Unica. A avaliacdo parasitaria foi realizada apés 61
dias e a eutanasia apos 62 dias do dia inicial (dia zero).
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b) Experimento 2

O experimento 2 foi realizado utilizando a doses escolhida no experimento 1, de 100
mg/kg da solucdo de mentol e mentona. Assim, uma concentracdo menor do praziquantel
(PZQ 100 mg/kg) recebeu a complementacdo terapéutica com mentol e mentona (MO+MA
100 mg/kg).

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais conforme tabela 2:

Tabela 2- Grupos Experimentais com camundongos Balb/c- Experimento 2

Grupos NUmero de Tratamento:
camundongos Dose administrada
1- Controle negativo (C-) 5 -
2- Controle positivo (C+) * 3 -
3- PZQ 100* 5 Dose unica com 100 mg/kg/0,2 mL

(praziquantel)

4- PZQ/MO+MA 100* 6 Dose unica com 100 mg/kg/0,2 mL de
PZQ + 13 dias com 100 mg/kg/0,2 mL

(mentol + mentona)

5- MO+MA 100* 3 13 dias de tratamento com 100 mg/kg/0,2

mL (mentol + mentona)

*Camundongos infectados com cercérias de S. mansoni
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O experimento 2 seguiu o desenho experimental da Figura 9:

Figura 9- Delineamento experimental 2

EXPERIMENTO 2

Tratamento por 13 dias: 100
meg/kg de mentol +
mentona
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Técnica de imers&o caudal - (Kato-Katz) vermes adultos — Perfusdo

Olivier & Stirewalt, (1952)
- Analise leucocitaria—
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- ELISA (IL-4, IL-10, IFN-¥)

O experimento 2 avaliou as doses de 100 mg/kg de mentol+mentona, e tratamento com dose
unica de 100 mg/kg de PZQ complementado com mentol+mentona na dose de 100 mg/kg,
apos 40 dias de infeccdo, pelo tempo de 13 dias. O tratamento com praziquantel (100 mg/kg)
foi realizado no mesmo dia, porém em dose Unica. A avaliacdo parasitaria foi realizada ap6s
54 dias e a eutanésia apds 55 dias do dia inicial (dia zero).

4.3.5 Quantificacdo dos ovos de Schistosoma mansoni (Kato-Katz)

A contagem de ovos de S. mansoni nas fezes dos animais infectados foi realizada por
meio do método adaptado de Kato-Katz, e utilizado o Kit Helm Teste, comercializado pelo
Laboratdrio Bio-Manguinhos da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (KATZ; PEIXOTO,
2000).

Todos os animais dos diferentes grupos foram alojados em caixas individuais, dessa
forma, obtidas as fezes para a confeccdo da lamina. As fezes foram peneiradas em tela de
nylon e utilizadas para preenchimento total de um orificio com didmetro conhecido,
posteriormente colocada sobre uma lamina parasitoldgica (50 x 76 mm). Apos, as fezes foram
recobertas e pressionadas com uma laminula de papel celofane previamente impregnada com
solucgéo de verde malaquita (solucdo diafanizadora), que permite o clareamento e preservagao

do material. Foi realizada uma lamina por animal e a leitura realizada em microscopio optico.



25

Para o experimento 1, o0 método Kato-Katz foi realizado no 61° dia, ap6s 15 dias de
tratamento. Para o experimento 2, o método foi realizado no 54° dia, apds 13 dias de
tratamento. Para assim, avaliar o efeito dos tratamentos sobre a carga parasitaria dos animais
infectados e tratados.

O namero de ovos por grama de fezes foi determinado através da férmula padronizada

pelo Kit Helm Teste, Bio-Manguinhos: nimero de ovos contados x 24 = ovos/grama de fezes.

4.3.6 Obtenc6es do sangue e do Lavado da Cavidade Peritoneal (LCP)

No dia 62 (Experimento 1) e dia 55 (Experimento 2) apos infeccdo, os animais foram
previamente anestesiados utilizando camera de CO», para obtencdo do sangue, e logo apds
ocorreu a eutanasia por sangria total. Foi obtido o lavado da cavidade peritoneal (LCP) e o
sangue dos animais de todos os grupos estudados.

A coleta de sangue dos animais foi realizada pela técnica de punc¢édo da veia braquial
esquerda (YOUNG; CHAMBERS, 1973) e foi utilizado como anticoagulante 0 EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), na concentracdo aproximada de 1M. O sangue foi utilizado para a
contagem global e diferencial de leucdcitos e para posterior analise do plasma.

Para a coleta do LCP, foi utilizado uma solucdo de PBS (Phosphate Buffer Saline),
contendo 0,5 % de citrato de sodio (PBS/Citrato). Foi injetado 3 mL desse tampdo no
peritbnio dos animais, a regido foi homogeneizada 10 vezes e colhido aproximadamente 3 mL
de material biolégico com auxilio de seringa e agulha. O LCP foi utilizado para contagem

global e diferencial dos leucdcitos.

4.3.7 Quantificagdo dos vermes adultos de Schistosoma mansoni

Todos os animais foram submetidos ao processo de perfusdo. Os vermes localizados
no sistema porta-hepéatico e mesentéricos dos animais foram recuperados mediante técnica de
perfusdo (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956; DUVALL; DEWITT, 1967). Apds recuperacao,
os vermes foram contados em casais (fémeas + machos), fémeas separadas e machos

separados, e assim quantificando o nimero total de vermes encontrados em cada tratamento.
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4.3.8 Grau de reducdo da carga parasitaria: Ovos e vermes adultos

O grau de reducéo da carga parasitaria foi determinado pela comparacéo entre a média
do nimero de vermes ou ovos recuperados em cada grupo experimental e seu respectivo

controle, de acordo com a formula:

GR=RGC — RGE x 100
RGC

Onde GR € grau de reducdo, RGC € a média de recuperagdo no grupo controle
positivo e RGE, a média da recuperacdo no grupo experimental (FONSECA et al., 2004).

4.3.9 Contagem total e diferencial de leucécitos do Lavado da Cavidade Peritoneal
(LCP) e do sangue

a) Contagem Global

O numero total de leucocitos/mm3 no sangue e LCP foram determinados utilizando
solucdo de Turk para a lise das hemécias na dilui¢do 1:20. As amostras foram colocadas em
camara de Neubauer e a contagem foi realizada em quatro quadrantes utilizando microscopio

optico (Microscopio Nikon YS2) com aumento de 400x.

b) Contagem Diferencial

A contagem diferencial das células do sangue foi realizada pela confeccéo de laminas
através da técnica de esfregaco sanguineo. Para a contagem diferencial do LCP as laminas
foram feitas através de citocentrifuga (Serocito Mod. 2400-Fanem) a 1500 rpm por 3 minutos.
As laminas de LCP e sangue foram corados com corante Panético-Laborclin (Laborclin-LB -
Lote 40513040) e contadas 100 células, utilizando microscopio éptico (Microscopio Nikon
YS2) em aumento de 1000x. Os dados mostrados referem-se somente aos eosinéfilos

sanguineos e do LCP.

4.3.10 Quantificacdo de citocinas — ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Foi utilizado para o ELISA, Kits BD Biosciences® para as citocinas 1L-4, 1L-10 e
IFN-¥. A quantificacdo das citocinas encontradas no plasma dos camundongos tratados ou

néo, seguiu os procedimentos de acordo com o fabricante.
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Para a dosagem, foi realizado um pool de amostras e testadas em triplicata, foi
utilizado placas de microtitulagdo de 96 pocos. Essas placas foram sensibilizadas com 100
pl/poco de solucdo contendo o anticorpo de captura de cada citocina diluido no tampéo
correspondente a cada citocina. O fator de diluicdo de cada citocina seguiu o catalogo do
fabricante. As placas foram incubadas por até 18 horas a 4°C. Ap0s esse periodo as placas
foram lavadas trés vezes em lavadora de placas com solugdo 0,05% Tween 20 em PBS.
Foram adicionadas as placas 200 ul/pogo de solugéo contendo 10% de lactose (leite desnatado
em pod) + PBS para bloqueio dos sitios de ligacdes inespecificos. Apos 1 hora de incubacao
em temperatura ambiente, as placas foram lavadas quatro vezes. A seguir foi adicionado o
padrdo (curvas) com as respectivas diluigdes das citocinas e as amostras (100 pl/pogo). Apos
incubacdo em temperatura ambiente por 2 horas, foi realizada a lavagem das placas por trés
vezes e adicionado 100 pl de anticorpo de deteccdo com streptoavidina conjugado com a
enzima peroxidase (HRP) ficando incubadas em temperatura ambiente por 1 hora e meia, ao
abrigo de luz. As placas foram lavadas e, foram adicionados 100 pl de Tetrametilbenzidina
(TMB- Revelador), posteriormente incubadas por até 30 minutos (de acordo com as
amostras). A reacdo completa foi bloqueada adicionando 50ul/poco de Solucdo Stop (2N
H2S0a). A curva foi interrompida assim que houve a observacao de sua revelagao.

O diluente utilizado durante todo processo e utilizado para os brancos foi uma solugéo
de 1% de albumina (BSA Sigma). A leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda
de 450nm em leitora de microplacas (TP-ReaderNM). As concentracdes foram calculadas a
partir da curva de titulacdo dos padrdes de citocinas e as concentracfes finais expressas em

pg/mL.

4.3.11 Extracao dos 6rgaos

Com auxilio de instrumentos cirurgicos removeu-se os figados dos animais,
brevemente, os 6rgdos retirados foram armazenados em formol tamponado a 10%, evitando
assim o processo de autdlise celular e impedindo a destruicdo do tecido e endurecimento do

material para melhor capacidade de coloracdo do material.
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4.3.12 Estudos histoldgicos

As laminas foram confeccionadas pela técnica Ana Maria da Rocha do laboratorio de
Anatomia Patolégica, do Departamento de Patologia da FMRP —USP, sob a responsabilidade
do Prof. Dr. Edson Soares Garcia

Os figados foram removidos dos camundongos dos diferentes grupos, 62 dias
(Experimento 1) apés infeccdo, e mantidos em formol tamponado 10% até a confeccdo das
laminas histoldgicas. Inicialmente esses tecidos foram desidratados com banhos de alcool em
diferentes concentragdes (70%, 80%, 90%, 95%, 100% por 4 vezes, com intervalos de uma
hora), clareado (2 vezes) com xilol. Apos clareamento, foram mantidos em parafina (60° C)
por 4 horas e por fim, foram incluidos em blocos de parafina e seccionados em cortes de 5
micrémetros, através de um micrétomo.

As laminas foram coradas sob duas colora¢bes: H.E (Hematoxilina/Eosina) para
andlises da inflamacdo, granulomas, ovos e composicdo celular e pela coloracdo de
Tricrédmico de Gomori (T.G) para a analise de deposicdo de coldgeno nos érgdos. Os ovos
integros e granulomas foram contados nos cortes das laminas coradas com H.E. Trés cortes de
figado foram analisados em sua totalidade.

As laminas foram escaneadas no Equipamento Multi-Usuéario (EMU) da FAPESP
(2014/50256-4) Pannoramic Desk (3D Histech), alocado no Laboratério de Imunologia
Aplicada, no Departamento de Genética e Evolucdo — DGE, da Universidade Federal de Séo
Carlos — UFSCar, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo Carneiro Borra. As imagens
foram feitas no programa Pannoramic Viewer 1.15.4 (3D Histech).

5. ANALISE ESTATISTICA

Para todos os dados obtidos, foi aplicado o Teste de Normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, através do software SigmaStat. Os resultados paramétricos foram analisados
utilizando o teste One-way ANOVA (One-Way analysis of variance), pos-teste pelo Método
de Tukey (Compare all pairs of columns). Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis e pés-teste pelo método de Dunns (Compare all pairs of columns). Foi
utilizado o software GraphPad Prism verséo 5.0, 2005 (San Diego, California) para a analise e
gréficos. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05 e expressos com
média £ EPM. Nos ensaios de citotoxicidade, a % de viabilidade das células foi calculada

usando a média do controle (-) como 100% de viabilidade.
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados in vitro

6.1.1 Citotoxicidade celular in vitro dos compostos mentol e mentona

A percentagem de células vivas no teste de MTT com a duracdo de 24 horas, mostrou
que todas as concentracdes testadas com as solucdes de mentol (MO) e mentona (MA), ndo
foram citotdxicas frente a macrofagos (RAW 264.7). A viabilidade celular apresentou-se com
mais de 70% de células, correspondendo ao minimo de % células vivas (Figura 10). Todas as
concentracdes testadas de mentol+mentona, C- e DMSO 1% foram significativas quando

comparadas ao grupo C+ (SDS 10%).

Figura 10- MTT 24 horas
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Mentol + mentona 24 horas Bl C+ (Células + SDS 10%)

A percentagem da viabilidade dos macréfagos (RAW 264.7) no tempo de 24 horas foi
calculada usando a média do C- (células + meio de cultura) como 100% de viabilidade. Os
dados representam a média = SEM. (X) representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos de todos as diferentes concentragbes de mentol+mentona, do controle negativo
(células + meio de cultura) e do DMSO 1%, quando comparados com 0 grupo controle
positivo (Células + SDS 10%). A analise foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e pos-teste pelo Método de Dunns. A diferenca foi considerada significativa
quando p < 0,05.
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O teste MTT realizado com 48 horas de duracdo, também mostrou que todas as
concentracOes testadas ndo foram citotdxicas e atenderam ao minimo de % de células vivas,
que corresponde a 70% (Figura 11). Todas as concentracfes testadas de mentol + mentona, C-

e DMSO 1%, foram significativas quando comparadas ao grupo C+ (SDS 10%).

Figura 11- MTT 48 horas
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A percentagem da viabilidade dos macréfagos (RAW 264.7) no tempo de 48 horas foi
calculada usando a média do C- (células + meio de cultura) como 100% de viabilidade. Os
dados representam a média £ SEM. (X) representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos de todos as diferentes concentracdes de mentol+mentona, do controle negativo
(células + meio de cultura) e do DMSO 1%, quando comparados com 0 grupo controle
positivo (Células + SDS 10%). A analise foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e pds-teste pelo Método de Dunns. A diferenca foi considerada significativa
quando p < 0,05.
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O teste MTT realizado com a duracdo de 72 horas (Figura 12) mostra que as
concentragOes testadas ndo foram citotdxicas. A percentagem de células vivas corresponde ao
minimo consideravel (70%). Todas as concentracdes testadas de mentol + mentona e o C-
foram significativas quando comparadas ao grupo C+ (SDS 10%). As concentracdes de 125,
1000 e 1500 pg/mL da solucdo de mentol + mentona e o C- (células + meio de cultura), foram
significativos em relacdo ao DMSO 1%.

Figura 12- MTT 72 horas
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A percentagem da viabilidade dos macrofagos (RAW 264.7) no tempo de 72 horas foi
calculada usando a média do C- (células + meio de cultura) como 100% de viabilidade. Os
dados representam a média + SEM. (X) representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos de todos as diferentes concentragfes de mentol+mentona, do controle negativo
(células + meio de cultura) quando comparados com o grupo controle positivo (Células + SDS
10%). (y) representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos das concentracdes de
mentol + mentona (125, 1000 e 1500 pg/mL) e controle negativo (Células + meio de cultura),
quando comparados com o grupo DMSO 1%. A analise foi realizada utilizando o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis e pos-teste pelo Método de Dunns. A diferenca foi considerada
significativa quando p < 0,05.
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6.1.2 Analise da producdo de Oxido Nitrico (NO) pelos macrofagos (RAW 264.7) —
determinacao de Nitritos (NO2)

Nossos resultados demonstram, que no teste de 24 horas, nenhuma das concentragdes
de mentol+mentona testadas foi capaz de estimular a producdo de éxido nitrico pelos
macrofagos (Figura 13). Todas as concentragfes foram significativamente diferentes do C+
(Células + LPS 100 ng/mL), que estimulou os macrofagos a produzirem oxido nitrico devido
ao LPS.

Figura 13- Reacdo de Griess - 24 horas.
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O o&xido nitrico (NO) foi medido indiretamente pela presenca de nitritos (NO2 -) nos
sobrenadantes de cultivo de macréfagos (RAW 264.7) previamente expostos por 24 horas a
diferentes tratamentos. Os dados representam a média = SEM. (X) representa a diferenca
significativa entre o0s resultados obtidos de todas as diferentes concentragcbes de
mentol+mentona, C- (Células + meio de cultura) e do DMSO 1%, quando comparados com 0
grupo controle positivo (Células + LPS 100 ng/mL). A andlise foi realizada utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA e pdls-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa quando p < 0,05.
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O teste de Reagdo de Griess realizado no tempo de 48 horas, demonstra também que
nenhuma das concentragdes testadas estimulou a producdo de éxido nitrico pelos macréfagos.
Todas as concentragdes de mentol+mentona, DMSO 1% e controle negativo, séo
significativamente diferentes quando comparadas ao C+ (Células + LPS 100 ng/mL). Os

resultados sdo mostrados na Figura 14.

Figura 14- Reacdo de Griess - 48 horas
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O o&xido nitrico (NO) foi medido indiretamente pela presenca de nitritos (NO2 -) nos
sobrenadantes de cultivo de macrofagos (RAW 264.7) previamente expostos por 48 horas a
diferentes tratamentos. Os dados representam a média £ SEM. (X) representa a diferenca
significativa entre o0s resultados obtidos de todas as diferentes concentracbes de
mentol+mentona, C- (Células + meio de cultura) e do DMSO 1%, quando comparados com 0
grupo controle positivo (Células + LPS 100 ng/mL). A analise foi realizada utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa quando p < 0,05.
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A Figura 15 mostra os resultados do teste de Reacdo de Griess realizado no tempo de
72 horas. Néo houve produgdo de 6xido nitrico em nenhuma das concentragdes testadas, todas
as concentracfes de mentol+mentona, DMSO 1% e controle negativo, sdo significativamente

diferentes quando comparadas ao C+ (Células + LPS 100 ng/mL).

Figura 15- Reacéo de Griess - 72 horas.
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O Oxido nitrico (NO) foi medido indiretamente pela presenca de nitritos (NO2 -) nos
sobrenadantes de cultivo de macréfagos (RAW 264.7) previamente expostos por 72 horas a
diferentes tratamentos. Os dados representam a média £ SEM. (X) representa a diferenga
significativa entre o0s resultados obtidos de todas as diferentes concentragdes de
mentol+mentona, C- (Células + meio de cultura) e do DMSO 1%, quando comparados com 0
grupo controle positivo (Células + LPS 100 ng/mL). A andlise foi realizada utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA e pols-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa quando p < 0,05.
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6.2 Resultados in vivo- Experimento 1

6.2.1 Infeccdo dos camundongos com S. mansoni

Ap0s o processo de imersdo caudal por aproximadamente 2 horas, as cercarias que nao
penetraram na cauda dos animais foram contadas. Assim, na Tabela 3 podemos observar a
percentagem de eficacia na infeccdo dos camundongos, que foi de 92,65%. Inicialmente,
foram infectados 25 animais (25 amostras), porém no decorrer do experimento 1, trés animais

vieram a Obito decorrentes da infeccdo com cercérias de S. mansoni.

Tabela 3- Percentagem da eficacia total na infec¢cdo dos camundongos- Experimento 1

Quantidade total de Quantidade total de
cercarias cercéarias que nao % de eficécia total de
(80 cercarias por tubo*25 penetraram na cauda dos infeccéo
tubos) animais
2000 147 92,65%

Eficécia da infec¢do dos camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni (BH).
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6.2.2 Quantificacdo de ovos de S. mansoni nas fezes dos camundongos

A Figura 16 mostra a analise da quantificacdo de ovos/grama de fezes através do
método de Kato-Katz. A técnica foi realizada no 61° dia apés infeccdo dos animais com
cercarias de S. mansoni e apds término dos tratamentos propostos. Nossos resultados
demonstram que o tratamento com praziquantel foi significativamente eficaz na reducdo de
ovos de S. mansoni quando comparado ao controle positivo (grupo infectado e sem

tratamento).

Figura 16- Kato-Katz Experimento 1.
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Quantificacdo do nimero de ovos de S. mansoni (ovos/grama) 61 dias pés-infeccdo. Os dados
representam a media £ SEM. (X) representa a diferencga significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ; MO+MA 70 e MO+MA 100), quando
comparados com 0 grupo controle positivo (grupo infectado e sem tratamento). A andlise foi
realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
A diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05.
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6.2.3 Quantificacdo de vermes adultos de S. mansoni

Os vermes adultos de S. mansoni foram recuperados e contados mediante processo de
perfusdo do sistema porta-hepatico e mesentérico. A perfusdo foi realizada 62 dias apos
infeccdo dos camundongos com cercarias do parasita. Em relagdo ao numero de vermes
adultos recuperados (Figura 17), nenhum grupo infectado e tratado obteve reducéo

significativa quando comparado ao controle positivo.

Figura 17- Perfuséo Experimento 1.
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Numero total de vermes adultos de S. mansoni recuperados 62 dias apés a infeccdo. Os dados
representam a média do nimero de vermes adultos £ SEM, utilizando o teste paramétrico
One-way ANOVA e pds-teste pelo Método de Tukey.
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6.2.4 Grau de reducdo da carga parasitaria: Ovos e vermes adultos

A reducdo da carga parasitaria foi calculada conforme Fonseca et al (2004) e pode ser
observada nas Tabela 4 e 5. Para ovos, o tratamento de 100 mg/kg de mentol + mentona,
obteve uma reducdo de 14,3% no ndmero de ovos eliminados pelos animais desse grupo,
enquanto PZQ obteve reducdo de 82,8%. Para vermes, o grau de reducdo (GR) do grupo
experimental tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona foi de 13,33%, no grupo tratado com
100 mg/kg de mentol+mentona a reducdo foi de 37,8% e no grupo tratado com praziquantel,
de 54,7%.

Tabela 4- Percentagem de Reducdo da carga parasitaria (Ovos) — Experimento 1

Grupos Experimentais Média do nimero de ovos % Reducdo (GR)
Controle Positivo 224 -

PZQ 38,4 82,8

MO + MA 70 388 N&o houve reducdo
MO + MA 100 192 14,3

Reducdo da média de ovos contados através do método Kato-Katz ap6s 61 dias de infeccao.
Controle positivo (grupo infectado e sem tratamento); PZQ (grupo infectado e tratado com
400 mg/kg de praziquantel); MO+MA 70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de
mentol+mentona) e MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de
mentol+mentona)

Tabela 5- Percentagem de Reducdo da carga parasitaria (Vermes adultos) —
Experimento 1

Grupos Experimentais Média do namero de vermes % Reducao (GR)
Controle Positivo 7,5 -

PZQ 3,4 54,7

MO+MA 70 6,5 13,3

MO+MA 100 4,66 37,8

Reducdo da média de vermes adultos recuperados por perfusdo do sistema porta hepético e
mesentérico dos camundongos apds 62 dias de infec¢do. Controle positivo (grupo infectado e
sem tratamento); PZQ (grupo infectado e tratado com 400 mg/kg de praziquantel); MO+MA
70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona) e MO+MA 100 (grupo
infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona)
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6.2.5 Contagem global e diferencial de leucdcitos do Lavado da Cavidade Peritoneal
(LCP) dos camundongos infectados com Schistosoma mansoni tratados ou néo tratados

A andlise de leucdcitos totais do LCP (Figura 18-A) mostrou que todos os tratamentos
foram significativamente eficazes na redugdo do nimero dessas células, quando comparado
ao grupo controle positivo. Quanto aos eosinofilos apenas os grupos tratados com mentol +
mentona foram significativos quando comparados ao controle infectado e sem tratamento
(Figura 18- B).

Figura 18- Contagem global e diferencial de leucocitos do lavado da cavidade peritoneal
apods 62 dias de infeccdo/ Experimento 1
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A: Contagem global de leucécitos LCP/mm3; B: Contagem diferencial de eosindfilos LCP
/mm3. Os dados representam a média £EPM. (X) representa diferenca significativa entre os
resultados obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ, MO+MA 70 mg/kg e MO+MA 100
mg/kg) quando comparados com 0 grupo controle positivo (grupo infectado e sem
tratamento). O controle negativo (C-) refere-se ao grupo sem infeccdo e sem tratamento. A
diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05, utilizando o teste paramétrico One-
way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
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6.2.6 Contagem global e diferencial de leucocitos sanguineos dos camundongos
infectados com Schistosoma mansoni tratados ou néo tratados

A analise da contagem global de leucdcitos sanguineos (Figura 19-A), mostrou que
ambos o0s grupos tratados com mentol + mentona (70 mg/kg e 100 mg/kg) foram
significativos em suas redugdes, quando comparados ao grupo controle positivo e ao grupo
tratado com praziquantel. Quanto a contagem diferencial de eosinéfilos sanguineos (Figura
19-B), todos os grupos infectados e tratados com mentol e mentona mostraram-se
significativos menores quando comparados ao grupo controle positivo. O grupo tratado com
100 mg/kg de mentol+mentona, reduziu significativamente o nimero de eosinéfilos quando

comparado ao grupo tratado com praziquantel.

Figura 19- Contagem global e diferencial de leucécitos sanguineos apés 62 dias de
infecgdo/ Experimento 1.
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A: Contagem global de leucdcitos sanguineos/mm3; B: Contagem diferencial de eosinofilos
do sangue /mmg3. Os dados representam a média EPM. (#) representa diferenca significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados e tratados (MO+MA 70 mg/kg e MO+MA
100 mg/kg) quando comparados com o grupo PZQ (grupo infectado e tratado com 400 mg/kg
de PZQ). (X) representa diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados e tratados (MO+MA 70 mg/kg e MO+MA 100 mg/kg) quando comparados com 0
grupo controle positivo (grupo infectado e sem tratamento). O controle negativo (C-) refere-se
ao grupo sem infeccdo e sem tratamento. A diferenca foi considerada significativa quando p <
0,05, utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pds-teste pelo Método de Tukey
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6.2.7 Quantificacéo de citocinas do plasma

Foram analisadas a producéo de trés citocinas: IL-4, IL-10 e IFN-x, através do ensaio
imunoenzimatico ELISA. O grupo tratado com 70mg/kg de mentol+mentona e grupo tratado
com Praziquantel tiveram reducdo significativa de IL-4 quando comparadas ao controle
positivo (Figura 20-A), porém, o grupo MO+MA 100, reduziu em 33,7% os niveis de IL-4,
quando comparado ao grupo controle positivo, embora de forma ndo significativa. Para a
citocina IL-10 (Figura 20-B), apenas o grupo MO+MA 100 mostrou-se significativa
diminuicdo em relacdo ao grupo tratado com PZQ. A citocina IFN-y ndo obteve resultado
significativo (Figura 20-C). Entretanto, € possivel observar uma discreta reducdo na

concentracédo dessas citocina em todos 0s grupos tratados em relacdo ao controle positivo.

Figura 20- Quantificacio das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-¥/ Experimento 1
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Anélise das citocinas: IL-4, IL-10 e IFN-y através do ensaio imunoenzimético ELISA. A: IL-
4 (pg/mL); B: IL-10 (pg/mL; C: IFN-¥ (pg/mL). Os dados representam a média £ SEM. Foi
usado o pool de plasma de cada grupo e analisado em triplicata. (X) representa diferenca
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados tratados (PZQ, MO+MA 70),
guando comparados com o grupo controle positivo (grupo infectado e sem tratamento). (#)
representa a diferenga significativa entre o resultado obtido do grupo infectado e tratado
(MO+MA 100 mg/kg), quando comparado com o grupo PZQ (400 mg/kg). O controle
negativo (C-) refere-se ao grupo sem infeccdo e sem tratamento. A anélise foi realizada
utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey. A
diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05.
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6.2.8 Andlise histoldgica do figado apds 62 dias apds infeccéo

No dia 62 ap06s a infeccdo, os figados dos animais pertencentes aos diferentes grupos,
infectados ou ndo, tratados ou ndo, foram extraidos para andlise histoldgica. As Figuras 21 e
22 mostram a coloracdo H.E em aumento de 50x e 200x, respectivamente. E a figura 23 e 24,
a coloracéo T.G nos aumentos de 50x e 200x respectivamente.

O figado do grupo controle negativo, apresenta-se com o parénquima preservado, sem
a presencas de granulomas ou ovos, com hepatocitos dispostos de maneira organizada
(Figuras 21-A e 22-A). A deposicdo de colageno apresenta-se de forma normal, somente ao
redor dos vasos (Figura 23-A e 24-A).

No figado do grupo infectado e sem tratamento (Controle positivo), observa-se a
presenca de inimeros granulomas periovulares bem caracterizados, granulomas pericanulares
e perivasculares, com formacdo de infiltrado linfocitario misto (macrofagos, eosindfilos,
neutrofilos). Os granulomas apresentam-se em sua maioria, com a presenca de ovos integros
em sua regido central (Figura 21-B e 22-B). A deposicdo de coladgeno apresenta-se
predominante ao redor dos ovos, concomitante aos granulomas, caracterizando 0s processos
fibroticos (Figura 23-B e 24-B).

O figado dos animais tratados com praziquantel apresenta-se com o parénquima
preservado, com a presenca de granulomas periovulares e pericanulares, e infiltrado
linfocitario. Os ovos apresentam-se, em sua maioria, desintegrados (Figura 21-C; 22-C). A
deposicdo de colageno esta presente ao redor dos vasos, canaliculos e dos ovos juntamente
aos granulomas (Figura 23-C e 24-C).

Nos grupos tratados com mentol+mentona (MO+MA 70 e MO+MA 100), observam-
se a presenca de granulomas periovulares menores quando comparados aos do grupo
infectado e sem tratamento e presenca de infiltrado celular (Figura 21-D, 21-E, 22-D e 22-E).
O material colagenoso se apresenta ao redor dos vasos, canaliculos e dos ovos juntamente aos
granulomas. E possivel observar o parénquima hepético mais preservado quando comparado

ao grupo controle positivo (Figura 23-D, 23-E, 24-D e 24-E).
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Figura 21- Analise histoldgica de figado ap6s 62 dias de infeccdo/ Experimento 1. (H.E

Foram analisados trés cortes de figado por grupo, sendo estes de grupos infectados ou
ndo/tratados ou ndo. A: Controle Negativo (grupo sem infeccdo e sem tratamento); B:
Controle Positivo (grupo infectado e sem tratamento); C: PZQ (grupo infectado e tratado com
400 mg/kg); D: MO+MA 70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona);
E: MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona). As setas
indicam granulomas. Coloragdo H.E. Aumento: 50x (500 pm).

Figura 22- Analise histoldgica de figado apds 62 dias de infeccdo/ Experimento 1- (H.E
200Xx).

Foram analisados trés cortes de figado por grupo, sendo estes de grupos infectados ou
ndo/tratados ou ndo. A: Controle Negativo (grupo sem infeccdo e sem tratamento); B:
Controle Positivo (grupo infectado e sem tratamento); C: PZQ (grupo infectado e tratado com
400 mg/kg); D: MO+MA 70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona);
E: MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona). As setas
indicam granulomas e na imagem 22-B, ovo integro no centro do granuloma. Coloracéo H.E.
Aumento: 200x (100 pm).
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Figura 23- Andlise histoldgica de figado apos 62 dias de infeccdo/ Experimento 1- (T.G

Foram analisados trés cortes de figado por grupo, sendo estes de grupos infectados ou
ndo/tratados ou ndo. A: Controle Negativo (grupo sem infeccdo e sem tratamento); B:
Controle Positivo (grupo infectado e sem tratamento); C: PZQ (grupo infectado e tratado com
400 mg/kg); D: MO+MA 70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona);
E: MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona). As setas
indicam granulomas. Coloracdo T.G. Aumento: 50x (500 pm).

Figura 24- Andlise histoldgica de figado apos 62 dias de infeccdo/ Experimento 1- (T.G

Foram analisados trés cortes de figado por grupo, sendo estes de grupos infectados ou
ndo/tratados ou ndo. A: Controle Negativo (grupo sem infeccdo e sem tratamento); B:
Controle Positivo (grupo infectado e sem tratamento); C: PZQ (grupo infectado e tratado com
400 mg/kg); D: MO+MA 70 (grupo infectado e tratado com 70 mg/kg de mentol+mentona);
E: MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona). As setas
indicam granulomas e na imagem 24-B, ovo desintegrado no centro do granuloma. Coloragdo
T.G. Aumento: 200x (100 pm).
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Foi observada uma diminuicdo da quantidade de ovos (Tabela 6) e quantidade de
granulomas (Tabela 7), nos grupos tratados com mentol e mentona, quando comparados ao

grupo controle positivo. N&o houve resultados significativos entre 0s grupos.

Tabela 6- Quantidade ovos no tecido hepéatico/ Experimento 1.

Ovo/lamina
Grupos (Média £ SEM) Reducéo (%)
Controle Positivo 36+08 .
PZQ 1+0,5 (ns) 72,2
MO+MA 70 1,6 £1,2 (ns) 55,5
MO+MA 100 2,3+0,8 (ns) 36,1

Os dados representam a média + SEM. A leitura foi realizada em cortes histoldgicos corados
com HE. Foi realizado 3 cortes por grupo (n=3). A analise foi realizada utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa quando p < 0,05. (ns) = ndo significativo em relacdo ao controle
positivo.

Tabela 7- Quantidade de granulomas no tecido hepéatico/ Experimento 1.

Granuloma/lamina

Grupos (Média + SEM) Reducao (%0)
Controle Positivo 2320 .
PZQ 15 + 4,0 (ns) 34,8
MO+MA 70 19,6 + 2,3 (ns) 14,8
MO+MA 100 18 +5,5 (ns) 21,7

Os dados representam a média + SEM. A leitura foi realizada em cortes histoldgicos corados
com HE. Foi realizado 3 cortes por grupo (n=3). A analise foi realizada utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa quando p < 0,05. (ns) = ndo significativo em relacdo ao controle
positivo.
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6.3 Resultados in vivo- Experimento 2

6.3.1 Infeccdo dos camundongos com S. mansoni

A infeccdo dos camundongos foi realizada pelo processo de imersdo caudal por
aproximadamente 2 horas, as cercérias que ndo penetraram na cauda dos animais foram
contadas. Na Tabela 8 podemos observar a % de eficacia na infeccdo dos camundongos do

experimento 2, que foi de 98%.

Tabela 8- Percentagem da eficécia total na infeccdo dos camundongos — Experimento 2

Quantidade total de Quantidade total de
cercarias cercarias que nao % de eficacia total de
(80 cercarias por tubo*25 penetraram na cauda dos infeccéo
tubos) animais
2000 40 98%

Eficacia da infeccdo dos camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni (BH).
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6.3.2 Quantificacdo de ovos de S. mansoni nas fezes dos camundongos

O teste de Kato-Katz foi realizado 54 dias ap6s infec¢do com cercérias de S. mansoni.
Os grupos tratados PZQ 100 e PZQ/MO+MA 100 obtiveram reducdo significativa do nUmero
de ovos, quando comparados ao grupo controle positivo. O resultado pode ser observado na
Figura 25.

Figura 25- Kato-Katz Experimento 2.
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Quantificacdo do numero de ovos de Schistosoma mansoni (ovos/grama) 54 dias pos-
infeccdo. Os dados representam a média + SEM. (X) representa a diferenca significativa entre
os resultados obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ; MO+MA 70 e MO+MA 100),
quando comparados com o grupo controle positivo (grupo infectado e sem tratamento). A
analise foi realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pds-teste pelo Método
de Tukey. A diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05.
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6.3.3 Quantificacdo de vermes adultos de S. mansoni

A perfusdo do sistema porta-hepatico e mesentérico, foi realizado 55 dias apés
infecgdo dos camundongos com cercérias de S. mansoni. Na Figura 26, observa-se que todos
0s grupos tratados reduziram significativamente o numero de vermes adultos, quando

comparado ao grupo sem tratamento (C+).

Figura 26- Perfusdo Experimento 2.
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Numero total de vermes adultos de S. mansoni recuperados 55 dias apo6s a infec¢do. Os
dados representam a média £ SEM. (X) representa a diferenca significativa entre os resultados
obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ; MO+MA 70 e MO+MA 100), quando
comparados com o grupo Controle Positivo (grupo infectado e sem tratamento). A analise foi
realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
A diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05.
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6.3.4 Grau de reducéo da carga parasitaria: Ovos e vermes adultos

Através da formula proposta por Fonseca et al (2004), foi possivel analisar o grau de
reducdo da carga parasitaria (Tabela 9 e 10). Para os ovos, o tratamento de 100 mg/kg de
mentol + mentona, obteve uma reducdo de 15,4% no ndmero de ovos eliminados pelos
animais desse grupo, enquanto PZQ obteve redugdo de 37%. E o grupo tratado com 100
mg/kg de PZQ complementado ao mentol+mentona 100mg/kg, obteve reducdo de 43%. Para
vermes, o0 grau de reducdo do grupo experimental tratado com 100 mg/kg de praziquantel foi
de 52%, no grupo tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona a reducdo foi de 34,3% e a
maior reducdo foi do grupo tratado com 100 mg/kg de PZQ complementado com 100 mg/kg

de mentol+mentona, com 70,8%.

Tabela 9- Percentagem de Reducdo da carga parasitaria (Ovos) — Experimento 2

Grupos Experimentais Meédia do niumero de ovos % Reducéo (GR)
Controle Positivo 312 -

PZQ 100 196,8 37
PZQ/MO+MA 100 177,6 43

MO + MA 100 264 15,4

Reducdo da média de ovos contados através do método Kato-Katz apds 54 dias de infeccdo.
Controle positivo (grupo infectado e sem tratamento); PZQ (grupo infectado e tratado com
100 mg/kg de praziquantel); PZQ/MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com dose Unica de
100 mg/kg de PZQ e mais 13 dias com 100 mg/kg de mentol+mentona) e MO+MA 100
(grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de mentol+mentona).

Tabela 10- Percentagem de Reducdo da carga parasitaria (Vermes adultos) —
Experimento 2

Grupos Experimentais Média do namero de vermes % Reducao (GR)
Controle Positivo 35 -

PZQ 100 16,8 52

PZQ/MO + MA 100 10,2 70,8

MO + MA 100 23 34,3

Reducdo da média de vermes contados através da perfusdo do sistema porta hepético e
mesentéricos dos camundongos ap6s 55 dias de infeccdo. Controle positivo (grupo infectado e
sem tratamento); PZQ (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de praziquantel);
PZQ/MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com dose Unica de 100 mg/kg de PZQ e mais
13 dias com 100 mg/kg de mentol+mentona) e MO+MA 100 (grupo infectado e tratado com
100 mg/kg de mentol+mentona).
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6.3.5 Contagem global e diferencial de leucdcitos do Lavado da Cavidade Peritoneal
(LCP) dos camundongos infectados com Schistosoma mansoni tratados ou néo tratados

A analise global de leucdécitos do LCP (Figura 27-A) mostrou que o tratamento de 100
mg/kg de mentol e mentona foi significativo em sua reducdo quando, comparado ao grupo
tratado com 100 mg/kg de PZQ. Apesar de ndo significativo, o grupo PZQ/ MO+MA 100
reduziu em 13,15% e MO+MA 100 reduziu em 33,11%, quando comparados ao numero de
leucdcitos do grupo controle positivo. Quanto aos eosindfilos (Figura 27-B), 0s grupos
PZQ/MO+MA 100 e MO+MA 100, obtiveram reducéo significativa, quando comparados ao

controle positivo.

Figura 27- Contagem global e diferencial de leucdcitos do lavado da cavidade peritoneal
apos 55 dias de infec¢do/ Experimento 2.
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A: Contagem global de leucdcitos LCP/mm3; B: Contagem diferencial de eosintfilos LCP
/mm3. Os dados representam a média £EPM. (X) representa diferenca significativa entre os
resultados obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ 100, PZQ/MO+MA 100 e MO+MA
100 mg/kg) quando comparados com o grupo Controle positivo (grupo infectado e sem
tratamento). (#) representa diferenca significativa entre os resultados obtidos dos grupos
infectados e tratados (PZQ/MO+MA 100 e MO+MA 100) quando comparados com 0 grupo
PZQ 100 (grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de praziquantel). O controle negativo (C-
) refere-se ao grupo sem infecg@o e sem tratamento. A diferenca foi considerada significativa
guando p < 0,05, utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e pds-teste pelo Método de
Tukey.
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6.3.6 Contagem global e diferencial de leucdcitos sanguineos dos camundongos
infectados com Schistosoma mansoni tratados ou n&o tratados

Na contagem global de leucdcitos sanguineos (Figura 28-A), os grupos PZQ 100 e
PZQ/MO+MA 100 mostraram-se significativos menores em relacdo ao controle positivo. O
grupo MO+MA 100, obteve reducéo de 26,7%. Para os eosindfilos sanguineos (Figura 28-B),
0s grupos PZQ/MO+MA 100 e MO+MA 100 obtiveram reducdo significativa quando

comparados ao controle positivo.

Figura 28- Contagem global e diferencial de leucécitos sanguineos apés 55 dias de
infecgdo/ Experimento 2.
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A: Contagem global de leuctcitos Sangue/mm3; B: Contagem diferencial de eosindfilos
Sangue/mm3. Os dados representam a média £EPM. (X) representa diferenca significativa
entre os resultados obtidos dos grupos infectados e tratados (PZQ 100, PZQ/MO+MA 100 e
MO+MA 100 mg/kg) quando comparados com o grupo Controle positivo (grupo infectado e
sem tratamento). O controle negativo (C-) refere-se ao grupo sem infeccdo e sem tratamento.
A diferenca foi considerada significativa quando p < 0,05, utilizando o teste paramétrico One-
way ANOVA e pés-teste pelo Método de Tukey.
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6.3.7 Quantificacédo de citocinas do plasma

A partir do plasma, trés citocinas foram quantificadas pelo ensaio imunoenzimatico
ELISA: IL-4, IL-10 e IFN- x. Para a citocina IL-4 (Figura 29-A), todos os grupos tratados
obtiveram reducdo significativa quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento. O
grupo PZQ/MO+MA 100 também mostrou reducdo significativa, em relagdo ao grupo tratado
somente com PZQ na concentracdo de 100 mg/kg. Para a citocina IL-10 (Figura 29-B),
apenas o grupo MO+MA 100 mostrou significativo quando comparado ao grupo PZQ 100.
Enquanto que, para a citocina IFN-¥ (Figura 29-C), ndo houve significancia, entretanto todos

0s grupos tratados aumentaram discretamente os niveis de IFN-v.

Figura 29- Quantificacdo das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-¥/ Experimento 2.
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A: Andlise das citocinas: IL-4, IL-10 e IFN-¥ através do ensaio imunoenzimético ELISA
IL-4 (pg/mL); B: IL-10 (pg/mL; C: IFN-x (pg/mL). Os dados representam a média £ SEM.
Foi usado o pool de plasma de cada grupo e analisado em triplicata. (X) representa diferencga
significativa entre os resultados obtidos dos grupos infectados tratados (PZQ 100,
PZQ/MO+MA 100 e MO+MA 100), quando comparados com o grupo Controle Positivo
(grupo infectado e sem tratamento). A andlise foi realizada utilizando o teste paramétrico
One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey. A diferenca foi considerada
significativa quando p < 0,05.




53

7. DISCUSSAO

A esquistossomose € uma doenca helmintica de grande relevancia, sendo responsavel
por cerca de 200 mil mortes por ano e aproximadamente 206 milhdes de pessoas necessitam
de tratamento. No Brasil, encontramos somente a espécie S. mansoni, causadora da
esquistossomose mansonica que afeta cerca de 6 milhdes de pessoas no pais (WHO, 2017;
ABATH et al, 2006). O maior problema enfrentado pela doenca é o seu tratamento limitado,
que culmina em casos de vermes resistentes, devido ao intenso uso, principalmente em areas
endémicas, do medicamento praziquantel (PZQ), usado como Unico tratamento por mais de
40 anos. Além disso, o medicamento € pouco eficaz contra as formas mais jovens do verme e
ja tem relatos de vermes com perda de sensibilidade.

O uso de plantas medicinais e suas diferentes aplicacbes para prevencdo, cura ou
tratamento de doengas é considerada uma das praticas mais antigas da humanidade. Essas,
sem duavida, sdo uma importante fonte de compostos biologicamente ativos (ANDRADE;
CARDOSO; BASTOS, 2007). Dessa forma, o uso de plantas na busca de tratamentos
alternativos ou que auxiliam no tratamento com o farmaco de escolha contra a
esquistossomose mansonica torna-se valioso.

Nosso estudo propds avaliar os efeitos citotoxicos, anti-inflamatdrios,
imunomodulador e parasitario, da associacdo de mentol e mentona, com composicdes
definidas (sendo 70% mentol e 30% mentona), durante a esquistossomose murina,
complementando ou ndo o tratamento convencional com PZQ. Esses compostos sdo extraidos
de plantas do género Mentha, sobretudo de Mentha x piperita L., a maior produtora de mentol
e mentona. Além disso, buscou-se complementar o efeito de PZQ numa concentragdo menor
gue a recomendada pela OMS, com tratamento diario de mentol+ mentona.

Apesar da utilizacdo medicinal de plantas ser uma pratica milenar, é imprescindivel
que sejam realizados estudos que comprovem a eficacia e seguranca no uso dessas plantas,
pois muitas s@o utilizadas de forma incorreta, podendo causar intoxicagdes variadas desde
uma simples dermatite ou até a morte (CARNEIRO et al, 2014). Dessa forma, o presente
estudo buscou inicialmente avaliar a citotoxicidade da associagdo dos compostos mentol e
mentona, em diferentes concentragdes frente aos macrofagos (RAW 264.7).

O estudo de Silva et al (2017), demonstrou a nédo citotoxicidade do composto mentol
nas concentracbes de 50 e 100 pg/mL, testada por 24 horas sobre a linhagem L929 de
fibroblastos. Cabe ressaltar que 70% do nosso tratamento in vitro é composto de apenas

mentol. Enquanto que, Sun et al (2014) testa a citotoxicidade do Gleo essencial de M. x
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piperita oriunda da China, sobre macréfagos (RAW 264.7), nas concentragdes de 5, 25, 50 e
100 pg/mL por exposicdo de 24 horas e nenhuma das concentracdes foi citotdxica, permitindo
viabilidade celular acima de 80%. As concentragdes mais baixas do nosso estudo de 62,5 e
125 ug/mL da associacdo de mentol e mentona, também demonstraram nédo citotoxicidade
frente a linhagem de macréfagos (RAW 264.7). Esses dados demonstram que 0s compostos
mentol e mentona permitem viabilidade de células diferentes, no caso fibroblastos e
macrofagos (nas concentracGes citadas). Nenhuma das concentracdes testadas em nosso
estudo, inclusive as concentra¢6es maiores de 250, 500, 100 e 1500 pg/mL foram citotoxicas
para macrofagos (RAW 264.7). Além do mais, nosso trabalho avaliou trés tempos de
exposicdo diferentes: 24, 48 e 72h (Figuras 10, 11 e 12).

Uma outra propriedade de Mentha x piperita L., particularmente importante para
nosso estudo, foi demonstrada pelo nosso grupo, onde Correia et al (2010), avaliou o extrato
de Mentha x piperita L. em concentragfes acima de 1000 pg/mL que mostrou atividade
contra vermes adultos de S. mansoni in vitro, causando separacdo dos casais e diminuindo a
atividade motora do tegumento. Ndo sabemos se de fato os efeitos causados derivam do
extrato bruto como um todo ou se somente alguns principios ativos de Mentha x piperita L.,
in vitro, seriam capazes de agir contra os vermes de S. mansoni, porém esse fato abre portas
para novos estudos, onde mentol e mentona poderiam ser testados in vitro.

Um outro parametro analisado in vitro foi a producdo ou ndo de 6xido nitrico (NO)
por macréfagos, expostos a diferentes concentracdes da associacdo de mentol e mentona. O
NO esta envolvido em processos que favorecem o aumento de vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, agregacdo plaquetaria, producdo de prostaglandinas, e ainda, pode
ser considerado como um mediador inflamatoério. NO ¢é sintetizado pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), que estd presente sob trés tipos de isoformas (nNOS (neuronal), eNOS
(endotelial) e INOS (induzivel), e essa ultima (iNOS), estd presente nos processos
inflamatérios. Em repouso, macréfagos ndo produzem iNOS (PACHER; BECKMAN;
LIAUDET 2007; COLEMAN, 2002). Assim, quando macréfagos estdo ativos, durante uma
inflamacdo, passam a produzir 6xido nitrico.

Karimian et al (2013) demonstram em seu trabalho que macréfagos (J774A-1),
expostos a fracdo hexano do extrato de M. longifélia (0,05, 0,10 e 0,10 mg/mL) e estimulados
com LPS, tiveram redugdes significativas de NO. Enquanto que, Sun et al (2014) utilizando
macrofagos (RAW 264.7) estimulados com LPS e tratados com 100 pug/mL do OE de M. x
piperita L., obteve inibicdo de 34,3% na producdo de NO. Esses trabalhos diferem dos nossos

pois, os autores realizaram a estimulacdo de macréfagos com LPS e apos, realizaram
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tratamento com plantas do género Mentha e assim, obtiveram redugdes nos niveis de
producdo de NO. Enquanto que no nosso estudo ndo houve a estimulagdo com LPS, apenas
exposicdo com diferentes concentracdes de MO+MA e comparagcdo com o grupo estimulado
com LPS, mas sem tratamento com mentol e mentona (Figuras 13, 14 e 15). Entretanto, esses
dados podem sugerir que de fato, o género Mentha possui propriedades anti-inflamatorias
visto que, ndo induz macrdfagos a produzirem NO e além do mais, podem auxiliar modulando
macrofagos a reduzirem a producdo de NO em situacdes de inflamacéo.

Dentro da fisiopatologia da esquistossomose mansodnica, 0 NO possui funcbes que
devem ser mantidos em homeostase. A producdo de NO aumenta no figado do hospedeiro
quando se inicia a oviposicao pelas fémeas de S. mansoni. Em contrapartida, com o aumento
de resposta do tipo Th2, a resposta Th1l diminui e ocorre a regulacdo de producdo excessiva
de NO (BRUNET et al, 1999). Entretanto, Patton (2002), observaram em seu estudo que
camundongos deficientes em IL-4 (citocina de perfil Th2), tinham niveis em excesso de NO e
de IFN-¥, e desenvolveram granulomas bem estruturados e uma sindrome aguda, levando os a
morte. Isso decorreu da falta de resposta Th2 que ndo regulou NO. Quando NO ¢é produzido
de maneira controlada durante a esquistossomose mansonica, danos hepatocelulares e
fibréticos podem ser limitados (HESSE et al., 2001). Ainda, um estudo de Shen et al (2017),
sugere que sdo os altos niveis de expressdo de iINOS que explicam a ndo susceptibilidade de
algumas espécies de ratos a infeccdo com S. japonicum.

PZQ é recomendado pela OMS para tratamento em humanos na dose Unica de 40
mg/kg para S. mansoni (WHO, 2008b). Nos experimentos utilizando camundongos, a dose é
ajustada devido ao intenso metabolismo dos roedores, assim usualmente utiliza-se uma dose
Unica de 400 mg/kg (10x mais que a recomendada). A dose Unica de 400 mg/kg foi utilizada
no experimento 1, para comparacdo com os diferentes tratamentos utilizando mentol e
mentona. Para o experimento 2, buscando avaliar de fato, a contribuicdo da complementacéo
da associagdo de mentol e mentona ao tratamento com PZQ, baixamos a dose para 100 mg/kg
de acordo com o estudo de Keiser et al (2011), que associaram o PZQ a mefloquina
(medicamento para tratamento de malaria). Nesse estudo foi demonstrado que a dose Unica de
100 mg/kg de PZQ em camundongos (NMRI) infectados com 80 cercarias de S. mansoni
(LS), reduziu o numero de vermes em 15%, enquanto que o melhor tratamento combinado
(100mg/kg de PZQ + 100 mg/kg de mefloquina) reduziu em 86% o nimero de vermes. Em
nosso estudo o grupo tratado com apenas a dose Unica de 100 mg/kg de PZQ, obteve reducédo
de 52% no numero de vermes (Tabela 9), porém utilizamos linhagens de camundongos
(Balb/c) e de cercarias de S. mansoni (B.H) diferentes. No estudo de Clercq (2000), foi
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realizado a associacdo de PZQ e artesunato (derivado da artemisina- extraido de Artemisia
annua) para o tratamento de pacientes humanos diagnosticados com esquistossomose
mansoni no Senegal. A taxa de reducdo de ovos ap6s 5 semanas do tratamento, foi maior para
o tratamento associado (89%) do que os tratamentos que receberam sé artesunato (59%) ou sé
praziquantel (84%). Embora nosso estudo, ndo seja de uma associagdo, tivemos bons
resultados com o grupo PZQ complementado ao mentol e a mentona (Figuras 25 e 26).

Em nosso estudo, a analise de ovos nas fezes dos animais do primeiro experimento,
ocorreu no dia 61° apos infeccdo com cercarias de S. mansoni (B.H) e nenhum dos
tratamentos com mentol e mentona no tempo de 15 dias, obtiveram reducdo significativa,
porém o grupo MO+MA 100 reduziu em 14,3% o nimero de ovos e em 37,8% o numero de
vermes (Figuras 16 e 17; Tabelas 4 e 5). Para o segundo experimento, a analise de ovos nas
fezes dos animais, ocorreu no 55° dia apos a infeccéo e os tratamentos com mentol e mentona
foram por 13 dias. O grupo tratado com 100 mg/kg de mentol e mentona, obteve uma redugao
no nimero de ovos de 15,4%, ndmero semelhante ao do tratamento por 15 dias do
experimento 1, e reducdo de 34,3% de reducao dos vermes adultos (Figuras 25 e 26; Tabelas
9 e 10). J& o grupo PZQ/MO+MA 100, obteve reducdo de ovos de 43% e de 70,8% de
reducdo de vermes, numeros superiores a reducdo encontrada no grupo tratado apenas com
PZQ (100 mg/kg), que foi de 37% para ovos e de 52% para vermes (Figuras 25 e 26; Tabelas
9 e 10). Em nosso grupo Zaia et al (2016), realizou o tratamento de camundongos infectados
com cercarias de S. mansoni (linhagem B.H), com 50 mg/kg de uma capsula contendo apenas
mentol e mentona (30-55% de MO e de 14-32% de mentona), e observou a reducéo de 8,4%
no namero de ovos no grupo tratado por 60 dias e reducdo de 28,4% no grupo tratado por 15
dias. Enquanto que, outro estudo do nosso grupo realizado por Dejani (2014), demonstrou que
a administracdo por 49 dias de 100 mg/kg do extrato bruto de Mentha x piperita L., em
camundongos Balb/c infectados com cercarias de S. mansoni (linhagem L.E), leva a reducéo
de 35,2% no numero de vermes e de 51,7% de reducdo no nimero de ovos encontrados nas
fezes. E nosso estudo, realizado por Feitosa et al (2018), mostrou que camundongos tratados
por somente 14 dias com os compostos mentol e mentona em capsula, na concentracao de 30
mg/kg, reduz os ovos de S. mansoni em 62,80%. Esse trabalho utilizou camundongos Swiss e
linhagem diferente de cercarias (L.E). Dessa forma, sugerimos que ndo €& necessario um
tratamento prolongado para que ocorra a acdo parasitaria do tratamento com mentol e
mentona, quando as composic¢des estdo definidas (70% MO e 30% MA), na concentragdo de

100 mg/kg. Porém outros componentes presentes no extrato bruto da planta e diferentes
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linhagens de cercarias de S. mansoni utilizadas na infecgdo dos camundongos, podem influir
sobre os resultados, sobretudo na reducéo de ovos eliminados nas fezes dos animais.

O granuloma pode ser definido como um conjunto organizado de células, que formam
uma estrutura esférica, circundando o ovo. Sua formacao € induzida pelos antigenos liberados
pelos ovos (SEA) e mediada por linfocitos T CD4+, TNF, Thl e Th2 e linfdcitos T CD8. Seus
principais constituintes sdo eosinofilos, macrofagos, linfocitos e neutrdfilos que induzem
resposta inflamatoria e fibrotica (LENZI et al., 1991; SWARTZ et al., 2006; CHEEVER et
al., 2002). Em nosso estudo foi realizado a contagem global do ndmero de leucdcitos
sanguineos e do LCP nos animais. Em ambos experimentos encontramos reducfes de
leucdcitos nos grupos tratados com a associacdo de mentol e mentona (Figuras 18-A, 19-A,
27-A e 28-A). No trabalho de Sharafi et al (2010), houve diminuicdo de 38,3% nas contagens
de leucdcitos sanguineos, de animais tratados por 30 dias com 6leos fitoquimicos bioativos de
Mentha x piperita L., nas concentragdes de 100 a 200 mg/kg. Sugere-se que essas reducdes
ocorreram, devido ao potencial anti-inflamatério que Mentha x piperita L. possui.

Os eosindfilos constituem cerca de 50% dos granulomas esquistossomoticos. Quando
ativados, os eosindfilos induzem inflamacéo e liberam granulos eosinofilicos. Esses granulos
sdo constituidos de proteina bésica principal, proteina catidnica eosinofilica, neurotoxina
derivada de eosinodfilos e peroxidase eosinofilica. Esses componentes séo toxicos sobre 0s
parasitas. Entretanto, a proteina bésica principal, também ¢é téxica para o hospedeiro,
causando lesdes teciduais (HOGAN et al., 2008; SWARTZ et al., 2006). Essas divergéncias
causam questionamentos sobre o papel dos eosindfilos perante a defesa do hospedeiro, 0 mais
provavel é que durante uma infeccdo ndao ocorra exacerbada eosinofilia ou eosinopenia. Em
nosso trabalho analisamos os eosinéfilos pela contagem diferencial do LCP e do sangue dos
animais. No primeiro experimento todos 0s grupos que receberam tratamentos com
mentol+mentona reduziram significativamente o nimero de eosinéfilos do LCP e do sangue
(Figura 18-B e 19-B). No segundo experimento, houve reduces significativas no nimero de
eosindfilos do LCP, nos grupos PZQ/MO+MA e MO+MA 100 quando comparados ao grupo
controle positivo. No sangue, o0 mesmo perfil repete-se, apenas o grupo PZQ/MO+MA e o
grupo MO+MA 100, reduziram significativamente os eosinofilos sanguineos (Figura 27-B e
28-B). Esses dados sugerem que mentol e mentona podem modular o recrutamento dos
eosinofilos, pois os grupos tratados somente com PZQ (400 ou 100 mg/kg) ndo foram
eficazes na reducdo dos eosinofilos no sangue e nem no LCP. Nossos dados corroboram com
0 de Zaia et al (2016), que demonstraram redugdo no nimero de eosinofilos sanguineos, no

grupo tratado por 60 dias com 50 mg/kg de mentol e mentona em cépsula. O grupo tratado
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com dose Unica de 400 mg/kg ndo obteve reducdes de eosinofilos no sangue e nem LCP. E
Feitosa et al (2018), também demonstraram que grupos tratados com mentol e mentona em
capsula, por 14 dias, nas doses de 30 e 50 mg/kg foram significativos em suas reducdes
guando comparados ao controle positivo, infectado e sem tratamento. Esses dados
demonstram o potencial de regulacdo inflamatoério de mentol e mentona.

A fase aguda da esquistossomose tem perfil de citocinas do tipo Thl, que sdo citocinas
pré inflamatorias como IFN-¥, TNF-a, IL-6 e IL-1. Durante fase cronica a resposta do tipo
Thl sofre reducdo, e prevalece resposta do tipo Th2, que tem seu pico de producdo
aproximadamente 7 a 8 semanas ap0s a infec¢do (PEARCE; MACDONALD, 2002; BURKE
et al., 2009; STAVITSKY, 2004). Nossos experimentos analisaram a producdo de citocinas
oito semanas apoOs infeccdo para o experimento 1 e sete semanas apds infeccdo para o
experimento 2. Apesar disso, observa-se que para ambos experimentos, ocorreu discreto
aumento da citocina IFN-¥, nos grupos tratados (Figuras 20-C e 29-C). O estudo de Fallon
(2000) em modelo murino, demonstrou uma atividade de reducdo da deposicdo de colageno,
mediado por citocinas tipo Thl, principalmente a IFN-y. Trabalhos in vitro também tem
demonstrado que a IFN-y é uma citocina antifibrogénica, inibindo a producédo de proteinas de
matriz extracelular (ROCKEY; CHUNG, 1994). Esses dados sugerem que 0s animais tratados
com mentol e mentona, possam apresentar um processo fibrético reduzido.

A imunomodulacdo durante resposta Th2 na esquistossomose € de extrema
importancia, pois garante que ndo ocorra exacerbacdo dos processos granulomatosos e
fibréticos da fase cronica (FALLON et al., 2000). A citocina IL-10, sendo considerada uma
citocina regulatéria possui papel importante para sobrevivéncia do hospedeiro, pois controla a
morbidade da esquistossomose. Dessa forma, IL-10 é dita como uma citocina protetora
(SOUZA et al., 2011). A transicdo da fase aguda para a cronica € marcada por niveis maiores
de IL-10 (PEARCE; MACDONALD, 2002). Nossos resultados em ambos experimentos
demonstraram aumento da citocina IL-10 em todos os grupos infectados e tratados, porém
sem significancia quando comparados ao controle positivo (Figuras 20-B e 29-B). Porém, 0s
niveis aumentados de 1L-10, podem sugerir que houve diminuicdo da resposta inflamatéria
nesse modelo experimental.

Nossos resultados para a producdo das citocinas IFN-¥ e IL-10, vao de encontro aos
resultados encontrados por outro estudo de nosso grupo, realizado por Dejani (2014). As
citocinas foram analisadas sete semanas apds infecgdo por S. mansoni e o grupo tratado por
49 dias com 100 mg/kg de extrato bruto de Mentha X piperita L. apresentaram aumento nos

niveis das citocinas IFN-x e IL-10 assim como no presente trabalho. Demonstrando que néo
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ha necessidade de tratamentos prolongados com mentol e mentona, quando se apresentam em
composicdes definidas (70% de mentol e 30% de mentona).

A IL-4 esta relacionada com a reacdo granulomatosa e € uma importante citocina na
iniciacdo da resposta inflamatoria, principalmente no perfil Th2 (FALLON, 2000;
SILVEIRA-LEMOS, 2008). Estudos feitos com camundongos demonstraram que durante a
fase cronica da esquistossomose, houve expressdo de niveis maiores de IL-4, e esta € descrita
como uma citocina indutora do coldgeno (FERTIN et al., 1991; SEMPOWSKI; DERDAK;
PHIPPS, 1996). Nossos resultados demonstraram reducdo da producdo dessa citocina em
todos os grupos tratados, tanto no experimento 1, quanto no experimento 2 (Figura 20-A e 29-
A). A baixa expressdo de IL-4 diminui a resposta inflamatoria do tipo Th2, o que néo
favorece a proliferacdo e atividade dos eosinéfilos (SWARTZ et al., 2006). Dessa forma, 0s
niveis reduzidos de IL-4 corroboram com a reducdo dos eosinofilos encontrados nos grupos
tratados com a solucdo de mentol e mentona e sugere-se que houve menor nimero de ovos e
consequentemente, menor nimero de granulomas nesses grupos comparado ao controle
positivo (Figuras 18-B; 19-B; 27-B; 28-B e Tabelas 6 e 7).

As principais complicacdes da esquistossomose mansdnica, decorrem principalmente
da localizacdo dos vermes e do acumulo de ovos presos aos tecidos, durante fase cronica da
doenca. Esses ovos ao liberar seus antigenos, principalmente os sollveis (SEA), recrutam
células que ao tentar destrui-los formam os granulomas. Com a desintegracdo dos ovos, 0
granuloma diminui, mas as fibras colagenas formadas durante a fibrose levam a aumento da
pressdo sanguinea e aumento do didmetro da veia porta. Essas alteracbes podem levar ao
quadro de bloqueio da circulacdo pré-sinusoidal no figado que acarreta na hipertensao portal,
varizes gastrointestinais, ascite e hepatoesplenomegalia, € em casos mais graves a morte do
individuo infectado. Portanto, o figado pode ser considerado como o 6rgdo com maior
comprometimento durante a esquistossomose mansénica (GRYSEELS et al., 2006; PEARCE;
MACDONALD, 2002).

Estudos histolégicos foram realizados somente para o experimento 1. Os figados
foram analisados 62 dias apds a infeccdo com S. mansoni. Ao observar as fibras de colageno
nos grupos tratados com a associagdo de mentol e mentona, observa-se maior deposi¢do no
grupo tratado com 70 mg/kg, pois esse apresenta maior nimero de granulomas hepaticos.
Porém ambos grupos tratados com solugdo mentol e mentona apresentaram um parénquima
hepéatico mais preservado quando comparado ao figado dos animais infectados e sem nenhum
tratamento (Figuras 23-A, 23-D e 23-E e Figuras 24-A, 24-D e 24-E). A contagem de ovos,

somente leva em consideracdo ovos integros. Ao realizarmos a contagem de ovos no figado
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dos animais do grupo MO+MA 70, percebemos que ao mesmo tempo que ha menor nimero
de ovos integros (55,2%), também ha muitos ovos que j& foram desintegrados e ao seu redor
os granulomas, dessa forma ha mais granulomas nesse grupo do que no grupo MO+MA 100.
Ja o grupo MO+MA 100, apresenta maior niumero de ovos integros, e por iSso menor
percentual de reducgdo (36,1%), porém, possui menor numero de granulomas. Esses dados
podem ser observados nas tabelas 6 e 7. Zaia et al (2016) demonstram que camundongos
tratados com cépsula de mentol e mentona por 15 dias na concentragdo de 50 mg/kg
obtiveram 7% de reducdo nos granulomas, reducdo abaixo do que observamos em Nnosso
estudo utilizando uma concentracdo maior e com composic¢des definidas de mentol+mentona.
Enquanto que no mesmo trabalho, o grupo tratado com 400 mg/kg de PZQ reduziu
granulomas em 36,1%, reducdo semelhante ao que encontramos em nosso estudo no grupo
tratado com PZQ, que foi de 34,8%. Outro trabalho do nosso grupo, Feitosa et al (2018),
demonstraram que grupos tratados com mentol e mentona em capsula associado ao acido
acetilsalicilico (AAS), foram capazes de produzir mais colageno tipo Il em seu tecido
hepético, caracterizando melhor cicatrizagdo nos processos fibroticos. Entretanto, esse
trabalho utilizou-se de método de coloragédo Picro-Sirius que identifica os tipos de colagenos,
através da cor observada por microscopia com lente polarizada.

Ao realizarmos a complementacdo do PZQ (100 mg/kg) com a associa¢do de mentol e
mentona (100 mg/kg) obtivemos melhores resultados, do que quando realizamos o tratamento
utilizando somente os compostos ou somente PZQ. Dessa forma podemos sugerir que 0 uso
desses compostos podem ser uma forma eficaz de auxiliar o tratamento tradicional. O fato de
realizarmos o tratamento utilizando composic¢des definidas de mentol e mentona, 70% e 30%
respectivamente, podem facilitar a construgdo de um medicamento, pois estes compostos
podem ser sintetizados. Porém, visto que nossos resultados derivam de experimentos
amostrais € de fundamental importancia que mais estudos sejam realizados, buscando a
melhor compreensdo dos dados ja obtidos.

Por fim, nossos resultados sugerem que a associacdo de mentol e mentona, além de
sua complementacdo ao tratamento com PZQ, podem contribuir para a modulacdo do
processo inflamatdrio durante a esquistossomose murina, e isso contribui para um potencial
efeito antiparasitario e anti-inflamatorio nos diferentes tratamentos utilizando os compostos

mentol+mentona.
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8. CONCLUSOES

V.

VI.

VII.

O tratamento composto por 70% de mentol associado a 30% de mentona, apresentam
efeitos antiparasitarios e anti-inflamatérios durante infeccdo experimental com S.

mansoni em modelo murino;

Apesar de mentol e mentona serem os principais constituintes de Mentha x piperita L.,
outros componentes de seu Oleo essencial podem auxiliar na reducdo da carga

parasitaria de camundongos infectados experimentalmente com S. mansoni;

Os efeitos antiparasitarios foram melhores demonstrados no tratamento utilizando 100
mg/kg da associacdo de mentol e mentona, que promoveu redu¢do no nimero de ovos
eliminados nas fezes, reducao de vermes adultos de Schistosoma mansoni e reducgéo de

granulomas no tecido hepatico;

O efeito anti-inflamatério foi demonstrado perante reducdo de leucdcitos totais e
namero de eosinofilos do sangue e do Lavado da Cavidade Peritoneal, além da
reducdo significativa observada nos niveis de IL-4 em grupos tratados com 0s

compostos, promovendo reducgéo de granulomas;

A complementacdo de uma dose menor de praziquantel (100 mg/kg) com a associacao
de mentol e mentona (100 mg/kg), apresentam melhores resultados do que os
tratamentos realizados de forma isolada (somente 100 mg/kg de mentol e mentona ou
somente 100 mg/kg de PZQ) para o controle da esquistossomose murina, sobretudo na

reducdo da carga parasitaria;

Nossos resultados sugerem que a associacdo de mentol e mentona, na composi¢ao
apresentada, 70% mentol e 30% mentona, ndo necessita de tratamentos prolongados

para gque seus efeitos sejam observados;

A associacdo de mentol e mentona ndo s&o citotoxicos e sugerem maior seguranga na

elaboracdo de um medicamento que utilize esses compostos.
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Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da complementacéo terapéutica do praziquantel ao mentol e mentona durante
esquistossomose mansonica experimental”, protocolada sob o CEUA n? 5576230616, sob a responsabilidade de Karina Alves
Feitosa - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - est4 de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com
o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao
Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 18/08/2016.

We certify that the proposal "Effect of complementary therapeutic of praziquantel to menthol and mentona during experimental
schistosomiasis mansoni", utilizing 50 Isogenics mice (50 females), protocol number CEUA 5576230616, under the responsibility of
Karina Alves Feitosa - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos
(CEUA/UFSCAR) in the meeting of 08/18/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2016 a 02/2018 Area: Genética E Evolugao
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Resumo: A esquistossomose mansodnica causada pelo trematddeo intravascular Shistosoma mansoni é atualmente considerada
como uma parasitose de grande relevancia mundial e de salde publica. Estima-se que 249 milhdes de pessoas estao infectadas
pela doenga em aproximandamente 78 paises. Para seu tratamento, apenas um farmaco é recomendado pela Organizagao Mundial
da Salde, o Praziquantel. Além disso, estudos mostram a perda de sensibilidade dos parasitas a este medicamento, e este atua
principalmente nas formas adultas do S. mansoni. Dessa forma, novos métodos de tratamento para o controle da esquistossomose
faz-se necessario. A fitoterapia é uma alternativa valiosa, e ha alguns anos nosso grupo vem demonstrando o efeito da planta
Mentha piperita L. (horteld pimenta), como potencial fitofarmaco para o controle da esquistossomose. Em estudos iniciais
avaliamos o efeito do extrato bruto dessa planta no modelo murino da esquistossomose e resultados promissores mostraram
alteragdes na infeccdo contribuindo para o controle da infecgdo pelo S. mansoni. Mas, sabe que formular um farmaco usando um
extrato bruto traz sérias dificuldades. Assim, iremos avaliar por meio da mentona e mentol (substancias puras) em diferentes
formulagdes o potencial dessa planta como fitoférmaco e anti-inflamatério no controle da esquistossomose mansdnica utilizando o
modelo murino, e ainda testar a associagcdo dessa melhor dose ao farmaco de escolha, o Praziquantel. Buscamos assim, uma
potencializagdo na resposta do hospedeiro em relagdo a esquistossomose mansonica e também propiciar um uso seguro e
adequado das plantas medicinais que ja sdo amplamente utilizadas na cultura popular.
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