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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por varias espécies de vermes
trematodeos e acredita-se que mais de 249 milhdes de pessoas sdo afetadas em todo o0 mundo,
sendo 700 milhGes de pessoas em &rea de risco. No Brasil, apenas o Schistosoma mansoni é
encontrado como agente etiologico da esquistossomose, responsavel por mais 6bitos que a
dengue, leishmaniose visceral e a malaria no pais. Atualmente, existe apenas um
medicamento indicado para o tratamento da esquistossomose mansonica (Praziquantel) e o
desenvolvimento de novos farmacos se tornou imprescindivel devido ao risco de resisténcia
do parasito frente a este farmaco. Sendo assim, este estudo teve como proposta avaliar o
perfil parasitologico, imunoldgico e histolégico em camundongos infectados com
Schistosoma mansoni apos o tratamento com o fitoterapico comercial, composto por mentol
(30-55%) e mentona (14-32%), preparado a partir das folhas de Mentha piperita L., e avaliar
0 possivel efeito genotdxico do fitoterapico frente a células de vermes adultos recuperados
desses animais tratados utilizando a técnica de Ensaio Cometa. Camundongos fémeas,
Balb/c foram divididos em 6 grupos: Controle Negativo, Controle Positivo, Mentha 15,
Mentha 60, PZQ e Cremophor. Os animais foram infectados com 80 cercarias de
Schistosoma mansoni e submetidos a 60 ou 15 dias de tratamento com o fitoterapico teste.
Foi administrada Unica dose de 400 mg/kg de Praziquantel ao grupo PZQ. Os animais foram
eutanasiados 61 dias apos a infeccdo, na qual foi avaliado o perfil celular (contagem total e
diferencial de leucdcitos sanguineos e do lavado da cavidade peritoneal (LCP), perfil
imunologico (dosagem de IL-10, IL-4 e IFN-¥) por ELISA e o perfil histoldgico de figado e
intestino dos camundongos submetidos ao tratamento. Foi realizada a técnica de Kato-Katz
para quantificacdo de ovos/grama no 45° e 60° dia ap0s a infeccao e realizada a contagem de
vermes adultos recuperados do sistema porta-hepatico por perfusdo. A analise estatistica foi
feita pelo programa GraphPad Prism 5 (2005), usando o teste ndo paramétrico (One-way
ANOVA) por meio da andlise da variancia (Tukey), considerando-se p<0,05. Os resultados
demonstraram que ambos 0s grupos tratados com o fitoterapico alteraram o comportamento
da infeccdo. O tratamento mais prolongado com o fitoterapico (Mentha 60) apresentou
reducdo no nimero de ovos de S. mansoni nas fezes, figado e intestino dos camundongons,
além de reduzir o numero de granulomas hepéticos, quando comparado ao Controle Positivo.
Neste mesmo grupo, a reducdo de eosinofilos sanguineos chegou a 84%, além de diminuir
0s niveis de IL-4 e IL-10 significativamente quando comparado ao Controle Positivo,
indicando uma provavel imunomodulacdo neste modelo de infeccdo experimental. O
tratamento com o fitoterapico ndo possui efeito genotdxico sobre vermes adultos de S.
mansoni neste modelo. Portanto, sugere-se que o tratamento com o fitoterapico por tempo
prolongado, composto por mentol e mentona, preparado a partir de folhas da Mentha piperita
L., possui uma acdo imunomoduladora e antiinflamatoria neste modelo experimental de
esquistossomose mansodnica murina, podendo contribuir para a diminuicdo dos efeitos
patologicos ocasionados pela infec¢do por S. mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Mentha piperita L., imunomodulacéo, genotoxico,

tratamento.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by several species of trematode worms and it
Is believed that more than 249 million people are affected worldwide, with 700 million
people living in risk areas. In Brazil, only the Schistosoma mansoni is found as the etiologic
agent of schistosomiasis, responsible for more deaths than dengue, visceral leishmaniasis
and malaria in the country. Currently, there is only one drug indicated for the treatment of
schistosomiasis (Praziquantel) and the development of new drugs has become essential due
to parasite resistance risk against this drug. Thus, this study aimed to evaluate the
parasitological, immunological and histological profile in infected mice with Schistosoma
mansoni, after treatment with an herbal business, consisting of menthol (30-55%) and
menthone (14-32%), prepared from the leaves of Mentha piperita L. In addition, we
evaluated the possible genotoxic effect of the herbal in cells of adult worms recovered from
these treated animals using the comet assay technique. Female BALB/c mice were divided
into 6 groups: Negative Control, Positive Control, Mentha 15, Mentha 60, PZQ and
Cremophor. Each animal was infected with 80 cercariae of Schistosoma mansoni and treated
60 or 15 days with the herbal test. Single dose of 400 mg/kg of Praziquantel to PZQ group
was administered. The animals were killed 61 days after the infection, in which were
evaluated the cellular profile (total and differential counts of blood leukocytes and peritoneal
cavity lavage), immune profile (IL-10, IL-4 and IFN -¥ measurement by ELISA) and
histological profile of liver and intestine of treated mice. Kato-Katz's technique was
performed for quantifying eggs/gram at 45 and 60 days after infection and carried out adult
worms recovered by perfusion of the hepatic portal system. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism 5 (2005), using the non-parametric test (One-way
ANOVA) through the analysis of variance (Tukey), considering p<0.05. The results showed
that both groups treated with the herbal alter the behavior of the infection. The longer
treatment with herbal (Mentha 60) decreased the number of S. mansoni eggs in the feces,
liver and intestine of mice and reduced the number of hepatic granulomas, when compared
to the Positive Control. In the same group was observed a reduction of blood eosinophils
(84%) and a decrease the IL-4 and IL-10 levels when compared to the Positive Control,
indicating a probable immunomodulation in this experimental infection model. Treatment
with herbal medicine has no genotoxic effect on adult worms of S. mansoni in this model.
Therefore, it is suggested that treatment with the herbal medicine for a long time, consisting
of menthol and menthone, prepared from leaves of Mentha piperita L., has an
immunomodulatory and anti-inflammatory action in this experimental model of murine
schistosomiasis mansoni, contributing to the decrease in pathological effects caused by
infection with S. mansoni.

Keywords: Schistosoma mansoni, Mentha piperita L., immunomodulation, genotoxic,
treatment.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por varias espécies de vermes
trematodeos e acredita-se que, mais de 249 milhdes de pessoas sdo afetadas em todo o
mundo, das quais 90% vivem no continente africano (WHO, 2014). Setenta e oito paises sdo
areas endémicas para a doenga (WHO, 2013) e 700 milhdes de pessoas vivem em &rea de
risco (ESPIRITO-SANTO, 2012). A esquistossomose é causada por varias espécies de
Schistosoma, sendo prevalente em comunidades pobres que ndo possuem saneamento
adequado e nem agua potavel. A forma urogenital é causada pelo Schistosoma haematobium
e a esquistossomose intestinal pode ter como agente etioldgico diversas espécies como: S.
guineensis, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni e S. mekongi (WHO, 2013).

Além do continente africano, a regido mediterranea detém 16 paises endémicos para a
infeccdo, seguido de 10 paises nas regides das Américas, 6 no oeste do Pacifico, 3 no sudeste
Asiético e a Turquia, Unico pais Europeu endémico para a esquistossomose (INOBAYA et
al, 2014).

Na figura 1 temos o mapa (Gryseels et al, 2006) mostrando as localidades geogréaficas
que cada espécie de Schistosoma pode ser encontrada. No Brasil, apenas o Schistosoma
mansoni pode ser encontrado.

No Brasil, apenas o Schistosoma mansoni é encontrado como agente etioldgico da
esquistossomose e é causa de mais Obitos que a dengue, leishmaniose visceral e a maléria
(SESSP, 2009). Apos a Malaria, a esquistossomose € a principal doenca parasitaria quando
comparado extensdo de areas endémicas e quantidade de pessoas infectadas no mundo
(LESCANO et al, 2004).

Criancas em idade escolar constituem o grupo com maior vulnerabilidade e exposicao as
parasitoses. Elas também estdo mais expostas a esquistossomose pelo maior contato com a
agua em atividades recreativas em rios e lagos. No Brasil, a faixa etaria de maior prevaléncia
da esquistossomose abrange dos seis aos vinte anos. Uma vez que se associa a pobreza e aos
habitos culturais de uma determinada populagdo, representa um importante indicativo do
nivel socioeconémico (PALMEIRA et al, 2010).
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Figura 1. Distribuicao da Esquistossomose Mundial. (Gryseels et al, 2006)

Acredita-se que no Brasil existam 6,79 milhdes de portadores de esquistossomose
mansoénica (WHO, 2013) sendo a regido Nordeste a mais prejudicada (Ministério da Saude,
2013), como mostrado na figura 2. A evolucdo da doenca e suas manifestacoes clinicas sao
influenciadas por fatores tais como a carga parasitaria e a condi¢do nutricional do individuo.
A esquistossomose esta quase sempre associada também a desnutricdo, porque incide com
frequéncia na parcela populacional menos favorecida economicamente (COUTO et al,
2008).

Ovos depositados por vermes adultos podem ficar retidos no figado e induzir o
desenvolvimento de lesGes granulomatosas que por fim conduzem a fibrose hepatica e
hipertensdo portal. A resposta imune contra ovos de S. mansoni é caracterizada por
interleucinas Th2 na fase crénica (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (LA FLAMME, PATTON,
PEARCE, 2001; WYNN et al, 1994).



~~

Faixa de positividade (%)

B s
5-15
Bl - s
sem dados &
T/ Ministério da
TN 2 Saude, 2014

Figura 2. Distribui¢do da Esquistossomose no Brasil em 2012.

1.1. Classificagdo e Ciclo Bioldgico do Schistosoma mansoni

A esquistossomose € causada por vermes sanguineos do género Schistosoma (Filo
Platyhelminthes). S&o didicos e possuem um complexo ciclo de vida compreendendo varios
fendtipos distintos morfologicamente entre hospedeiros intermediario e definitivo
(BERRIMAN et al, 2009). Diferentes antigenos especificos de cada estagio de vida podem
ser encontrados entre esquistossdmulo, cercaria, ovos e vermes adultos (JACOBS et al,
1997).

Os vermes adultos sdo brancos ou acinzentados com 7-20 mm de comprimento com o
corpo cilindrico apresentando-se com duas ventosas terminais, um tegumento complexo, um
tubo digestivo cego e érgdos reprodutores. O corpo do macho forma um sulco ou canal



ginecoforo, onde se estabelece a fémea, mais longa e fina. Apds a formacdo do casal, eles
passam a viver dentro do plexo venoso perivesical ou mesentérico. Eles se alimentam de
sangue e globulinas através da glicélise anaerobia. Os detritos sdo regurgitados no sangue
do hospedeiro (GRYSEELS et al, 2006), podendo sobreviver de 5-10 anos dentro do
hospedeiro (HAMS, AVIELLO, FALLON, 2013).

Existem trés principais espécies que afetam o homem em todo o mundo: Schistosoma
mansoni, S. haematobium e S. japonicum. No Brasil, apenas o Schistosoma mansoni é
causador da doenca (ABATH et al, 2006; WHO, 2013).

O S. mansoni apresenta um ciclo biol6gico heteroxénico, tendo como hospedeiro
intermediario um molusco. Trés espécies de caramujos de &gua doce sdo conhecidas:
Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila (ABATH et al, 2006).

Apesar dos humanos serem 0s principais hospedeiros, roedores e primatas também
podem se infectar (GRYSEELS et al, 2006). O homem ou outros animais se infectam
durante o contato com a agua doce contaminada com cercarias, que sao liberadas pelas vérias
espécies de caramujos e penetram ativamente através da pele intacta. Apos a penetracéo, as
cercarias se transformam em esquistossdmulos. Apos alguns dias no tecido subcutaneo, os
esquistossdmulos migram primeiramente ao pulmdo e, em seguida para todos os tecidos
através da migracdo intravascular. Aqueles que conseguem chegar ao figado atingem a
maturidade sexual e se fixam nas veias do sistema porta-hepatico, onde se acasalam em torno
do 25° dia e a fémea realiza a postura dos ovos no interior das veias mesentéricas. Os ovos
atravessam a parede dos vasos e chegam ao lumen intestinal, sendo liberados juntamente
com as fezes a partir do 35° dia ap0s a infeccdo (STAVITSKY, 2004). Em média, cada casal
de Schistosoma mansoni podem eliminar 300 ovos por dia durante toda a sua vida
(INOBAYA et al, 2014).

Os ovos eliminados ganham o ambiente aquatico e liberam os miracidios que infectam
0s moluscos do género Biomphalaria, desenvolvendo-se em esporocistos e em seguida a
cercarias infectantes. Alguns dos ovos liberados pela fémea ficam retidos nos tecidos ou no
sistema porta alojando-se nos sinusdides e induzindo o granuloma hepatico (STAVITSKY,
2004), como esquematizado na figura 3.

A infeccdo é normalmente adquirida através de atividades como lavar roupas, natacao,
banho, pesca e agricultura. Os moluscos habitam lugares com um fluxo moderado de &gua e
a infeccdo aumenta exponencialmente com o maior tempo de contato com a &gua, atingindo
0 pico em 30 minutos (GRAY et al, 2011).



Atualmente, a técnica parasitologica Kato-Katz é o método recomendado para o
diagndstico de esquistossomose por S. mansoni, porque ele é um método quantitativo,
relativamente barato e simples. Entretanto, a sensibilidade desta técnica diminui ao passo
que a prevaléncia e a intensidade da infeccdo sdo baixas. Nestes casos, a utilidade do PCR
para deteccdo de DNA de S. mansoni, apesar de ser mais cara e mais complexa, apresenta
uma sensibilidade maior que a técnica anterior. A especificidade deste teste € de 100%,
demonstrada pela auséncia da amplificacdo de DNA de outros helmintos (Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Taenia solium, and Thrichiuris trichiuria), que co-
infectam pessoas nas areas endémicas para esquistossomose (ABATH et al, 2006; GRAY et
al, 2011).

Todos os estagios evolutivos do Schistosoma mansoni sao capazes de expressar centenas
de antigenos, podendo estimular fortemente e ser facilmente detectado pelas respostas
imunes celular e humoral. Além disso, os produtos regurgitados pelos vermes adultos e
liberados na corrente sanguinea sdo antigénicos e sdo a base de ensaios diagndsticos
(COLLEY, SECOR, 2014).
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Figura 3. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. (1) Cercérias de S. mansoni penetram
ativamente no hospedeiro definitivo (homem) atravées da pele intacta. As cercarias perdem a
cauda bifurcada e passam a serem chamadas de esquistossomulos. (2) Os esquistossomulos
ganham a circulacdo e migram para diversos 6rgaos, como pulmao, figado e intestino. (3)
Apobs 5 semanas, 0s esquistossdbmulos evoluem para vermes adultos nas veias do sistema
porta-hepatico, acasalam-se e iniciam a oviposic¢do. (4) Os ovos eliminados através das fezes
do hospedeiro definitivo ganham o meio externo aquatico e liberam uma nova forma
evolutiva, o miracidio. (5) O miracidio é capaz de nadar livremente até encontrar e penetrar
no tecido mole do hospedeiro intermediario, o caramujo Biomphalaria sp. (6) No hospedeiro
intermediario, hd formacdo de novas cercarias que sdo eliminadas no ambiente aquético,
sendo a forma infectante para outros hospedeiros definitivos (Adaptado de: Castro et al,
2013).



1.2. Esquistossomose - Aspectos imunopatoldgicos

ApOs a penetracdo das cercarias na pele intacta, urticaria e lesdes papulosas podem
aparecer e permanecer por dias no local. Essas lesdes podem se desenvolver em poucas horas
e geralmente sdo mais graves em infec¢des primarias, como ocorre com turistas e imigrantes
(ROSS et al, 2002; GRYSEELS et al, 2006).

A Esquistossomose aguda é uma reagdo de hipersensibilidade sistémica contra
esquistossomulos migratorios, ocorrendo entre poucas semanas € meses apds a primo
infeccdo. Ela é comum em areas com altas taxas de transmissdo. Sugere-se que 0s sintomas
sdo mediados por complexos imunes, e a maioria dos casos inicia com deposic¢ao de ovos no
interior dos tecidos. Os sintomas comuns incluem febre, fadiga, dor de cabeca, mialgias,
tosse ndo produtiva, dor no hipocéndrio direito e diarréia sanguinolenta. Nem todos os
pacientes eliminam ovos nas fezes, mas todos apresentam eosinofilia e testes sorologicos
positivos (ROSS et al , 2002; GRYSEELS et al, 2006).

A esquistossomose resulta de uma resposta imunolégica do hospedeiro contra ovos de
Schistosoma e reacdo granulomatosa provocada por antigenos secretados por eles (SEA-
Soluble Egg Antigen). Os granulomas destroem o ovo, mas resultam em uma deposicao
fibrética no tecido. A maioria desses granulomas desenvolvem-se nos locais de méaxima
acumulacao de ovos. Os granulomas periovulares tém sido encontrados em muitos tipos de
tecidos, incluindo pele, pulmdes, cérebro, glandulas adrenais e mdsculo esquelético,
entretanto os focos principais sdo intestinos e figado (ROSS et al , 2002)

Ovos de Schistosoma mansoni migram através da parede intestinal e induzem uma
inflamacdo necessaria para a translocacao para dentro do limen intestinal e excre¢do pelas
fezes. Os sintomas resultantes incluem hiperplasia, ulceragéo, formagéo de microabcessos e
polipos. Muitas das lesdes estdo situadas no intestino grosso e no reto. Os sinais e sintomas
mais comuns sdo dores abdominais cronicas ou intermitentes, perda de apetite e diarreia com
ou sem sangue. Essas -caracteristicas dificilmente ndo sdo diagnosticadas como
esquistossomose em areas endémicas. Diarréia € mais comum em criangas e apresenta forte
correlagdo com a esquistossomose (GRYSEELS et al, 2006; ROSS et al, 2002).

Esquistossomose hepatica inflamatoria € uma reagdo inicial contra ovos presos nos
espacos presinusoidal e periportal hepatico. Esta é a principal causa de hepatomegalia por
Schistosoma em criancas e adolescentes. Esse tipo de hepatomegalia é encontrado em 80%
das criangas infectadas e € menos comum e intensa em adultos (GRY SEELS et al, 2006).



A deposicdo de coldgeno periportal leva a uma progressiva obstru¢do do fluxo
sanguineo, hipertenséo portal e varizes, sangramento por varizes e esplenomegalia. A fibrose
periportal pode ser detectada por ultrassonografia, tomografia computadorizada ou
ressonancia magnetica e é caracteristica de esquistossomose. A fungdo hepatocelular é
preservada até estagios tardios da doenca. A arquitetura lobular é mantida e hiperplasia
regenerativa nodular ndo ocorre (ROSS et al , 2002; GRAY et al, 2011).

As principais lesdes na infeccdo crénica ndo sdo devidas aos vermes adultos, mas sim
pela deposicdo de ovos nos tecidos durante ou ap6s a migracao dos vermes, no figado, baco,
pulmdo ou sistema cerebroespinhal. Os ovos secretam enzimas que provocam reagoes
granulomatosas e inflamacgdes eosinofilicas tipicas, que sdo progressivamente substituidas
por depositos fibréticos. A severidade dos sintomas esta relacionada tanto com a intensidade
da infeccdo quanto pela resposta imunologica do hospedeiro. Ao contrario de outras doencas
hepatocelulares, como a cirrose, a funcdo hepatica parece nao ser afetada. Esse processo
pode levar de 5 a 15 anos, momento em que a infecgdo pode ndo estar mais presente ou
detectavel (GRYSEELS et al, 2006).

No hospedeiro infectado, a doenca € caracterizada pela presenca de granulomas,
imunopatologia resultante da infiltragdo celular e fibrose residual ao redor dos ovos. O
modelo de esquistossomose em murinos apresenta muitas das caracteristicas da doenca
humana, incluindo a patologia do figado e hipertensao portal (LANGLEY, BOROS, 1995;
CHIARAMONTE et al, 1999), sendo assim um 6timo modelo para estudo da doenca e
possiveis tratamentos. O processo granulomatoso na esquistossomose € dependente de
linfocitos TCD4* e macrdéfagos (PARRA et al, 1992) e requer o recrutamento e a migracao
de células inflamatdrias circulantes para o local da deposicdo dos ovos. Mastdcitos e
macrofagos sdo conhecidos por participar dos mecanismos de defesa do hospedeiro e das
reacOes & infeccdo parasitaria, incluindo a esquistossomose (KHALIL, 1996). A inflamacéo
granulomatosa que ocorre ao redor dos ovos do parasita € considerada a lesdo bésica na
patologia da esquistossomose e € mediada pela resposta imune contra antigenos soltveis dos
ovos (SEA) (PARRA et al, 1992).

A resposta imunoldgica inicial da infeccdo por S. mansoni é fortemente Thl, e
inicialmente contra antigenos do verme. Deve ser notado também que uma resposta Th2 é
iniciada. Com o acasalamento dos vermes adultos e o inicio da producéo de ovos ap0s 5-6
semanas de infeccdo, a resposta imune altera marcantemente, levando a uma diminui¢do dos

componentes Thl e aumento de uma potente resposta Th2. A mudanca para o tipo Th2 é



uma consequéncia da producdo de ovos pelos vermes fémeas maduros. Os ovos de S.

mansoni séo potentes indutores de reposta Th2 quando injetados em camundongos virgens
(HAMS, AVIELLO, FALLON, 2013). Camundongos infectados exibem duas fases

imunologicas distintas. A fase aguda é vista oito semanas apds a infeccéo e é caracterizada

pela vigorosa formacao granulomatosa e respostas de hipersensibilidade tardia, com grande
quantidade de IL-2 e IL-4 sendo produzida (DUNNE, COOKE, 2005). Na fase cronica, 16

a 20 semanas apos a infeccdo, ha uma marcada diminuigédo da inflamacao granulomatosa,

com diminuicdo da resposta linfoproliferativa e diminuicdo da producdo de citocinas

(CHEEVER et al, 2002). Os granulomas sédo compostos por diversas células, principalmente
por macrofagos, linfocitos e eosindfilos (PEARCE, MACDONALD, 2002).
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Figura 4. Resposta imunoldgica durante a infeccdo por Schistosoma mansoni. Adaptado
de DUNNE & COOKE, 2005.

O Interferon-gama (IFN-y) foi demonstrado durante as fases iniciais da formacgéo de
granulomas hepaticos em ratos infectados e a interleucina-12 (IL-12) é vista como
estimuladora da fibrogénese, pois possui atividades estimulantes sobre as células NK na
producdo de IFN-y, bem como os linfocitos TCD4* e TCD8* (WYNN et al, 1994). O
desenvolvimento de tecido fibroso faz parte naturalmente do processo de cura ap6s um dano.
Além disso, existe ainda uma deposicdo excessiva de coladgeno que interfere com o
funcionamento normal do tecido afetado. De fato, a sintese de colageno e o tecido cicatricial
sdo as principais manifestaces de uma grande variedade de doencas cronicas e debilitantes,
incluindo doengas autoimunes, alérgicas e infecciosas (CHIARAMONTE et al, 1999).

A fibrose tem seu inicio em granulomas durante a fase crbnica da inflamacédo
granulomatosa (Figura 5). Uma variedade de moléculas estimula a diferenciacdo de células
estreladas hepaticas em miofibroblastos que secretam proteinas de matriz extracelular,
incluindo o colageno (STAVITSKY, 2004). As células estreladas hepaticas (CEH) séao
células perisinusoidais que armazenam vitamina A e produzem fatores de crescimento,
citocinas, prostaglandinas e outras substancias bioativas (BRANDAO et al, 2006).

Em modelo murino de esquistossomose, diversas citocinas associadas ao padrdo Th2,
incluindo IL-4, IL-5 e IL-13, sdo induzidas apos a infeccdo com S. mansoni e contribuem
para muitos aspectos da resposta imune do hospedeiro contra o parasito (CHIARAMONTE
et al, 1999). A IL-13 tem um papel muito importante na patogénese da esquistossomose,
podendo ser considerada uma citocina dominante responsavel pelo desenvolvimento da
fibrose hepatica (HAMS et al, 2013). Em experimento com animais deficientes de IL-4 foi
possivel verificar que IL-13 ¢é a principal citocina do tipo Th2 que conduz a formacéo de
MRNA para a produc¢éo de colagenos tipo | e tipo 111 e fibrose hepatica em camundongos
infectados com S. mansoni (CHIARAMONTE et al, 1999). Sugere-se que a IL-10 seja uma
potente citocina inibitoria, contribuindo com a supressdo da resposta granulomatosa
(WYNN et al, 1994). Segundo Falcdo et al (1998), IL-10 possui um importante papel na
regulacdo da formacéo do granuloma in vitro e do tamanho do granuloma in vivo, sugerindo,
portanto, que esta citocina desempenha um importante papel no controle da patologia da
doenca causada por S. mansoni. A polarizacdo das respostas Th2 induzidas pelos ovos é

muito influenciada pela IL-10, sugerindo, portanto, que o hospedeiro é de fato protegido dos
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danos teciduais e dos efeitos letais da polarizacdo das respostas imunes (HOFFMANN,
CHEEVER, WYNN, 2000).

Trés citocinas: fator estimulante de crescimento monocitico/granulocitico (GM-CSF),
IL-3 e IL-5 sdo reconhecidas atualmente por promover eosinopoiese (KROEGEL et al,
1994). A IL-5 também melhora a adesdo de eosinofilos as células endoteliais e induz
quimiotaxia de eosindfilos in vitro e in vivo (KROEGEL et al, 1994). Sendo importantes por
manter o numero de eosindfilos circulantes mais elevados.

Mesmo com todas as defesas imunoldgicas do hospedeiro contra este trematddeo, estes
parasitas conseguem sobreviver no interior do hospedeiro por muitos anos. Isso se deve, em
parte, @ mecanismos do parasita em regenerar continuamente seu tegumento e também a uma
habilidade de mimetizar ou adquirir antigenos do hospedeiro (COLLEY, SECOR, 2014),

permitindo sua evasao das respostas imunes contra o parasita.
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Figura 5. O granuloma na Esquistossomose mansonica. A principal patologia da
esquistossomose mansonica é deposicao de ovos no tecido hepatico, levando a formacéo de
uma resposta imune granulomatosa. Adaptado de PEARCE, MACDONALD, 2002.

1.3. Controle da Esquistossomose

A atividade anti-helmintica dos derivados de pirazinoisoquinolona foi primeiramente

descrita por E. Merck e Bayer A.G em 1972 na Alemanha. Posteriormente, em 1975, entre
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um grande numero de compostos relacionados, o Praziquantel (PZQ) foi desenvolvido como
um novo anti-helmintico de largo espectro contra trematodeos e cestédeos (CHAI, 2013).

Desde o seu desenvolvimento, ele tem sido utilizado e logo se tornou a Unica droga de
escolha para o tratamento da esquistossomose humana. Seu grande uso foi devido a alta
eficacia, excelente tolerabilidade, poucos e transientes efeitos colaterais, facil administracdo
e custo competitivo (WANG, WANG, LIANG, 2012). Os seus efeitos colaterais ja
registrados incluem nausea, vomitos e dores abdominais. Em infec¢bes pesadas, colicas
agudas com diarreia sanguinolenta podem ocorrer logo apds o tratamento. Apesar disso, 0
PZQ apresenta toxicidade muito baixa em animais e é considerado seguro para o tratamento
de criancas e mulheres gravidas (GRYSEELS et al, 2006).

O PZQ é produzido atualmente por vérios fabricantes ao redor do mundo e é utilizado
em larga escala para o tratamento de infec¢des por helmintos em animais e humanos (CHAI,
2013). A quimioterapia baseado no PZQ tem sido aplicada na estratégia de controle mundial
da doenca, reduzindo muito a prevaléncia e intensidade das infec¢bes (WANG, WANG,
LIANG, 2012).

Ainda ndo se conhece completamente 0 mecanismo de acdo do PZQ, porém um rapido
influxo de ions calcio (Ca?*) acompanhado por mudancas morfoldgicas no verme, que
incluem rapidas contragdes musculares e formacao de bolhas e vaclolos no tegumento estdo
entre 0s mecanismos de a¢do sugeridos para 0 PZQ. Células imunes do hospedeiro como os
granulécitos, macréfagos e os anticorpos foram reportados por contribuir muito para 0s
efeitos do PZQ in vivo (ROSS et al, 2002). Em modelos animais, a presenca de anticorpos
tem sido considerada essencial para esta eficdcia. O PZQ aumenta a susceptibilidade de o
parasita ser facilmente atacado por anticorpos do hospedeiro pela exposicdo de dois
antigenos de superficies do verme (CHAI, 2013).

O PZQ é rapidamente absorvido através do intestino, em uma taxa de 80% apds uma
administragdo de forma oral em humanos. A maioria do farmaco absorvido é metabolizada
no figado pelo sistema Citocromo p450 e excretado principalmente pela urina, além de bile
e fezes, em um tempo de 24 horas. O tempo de meia vida do PZQ em humanos é de 1 a 2
horas (CHAI, 2013) e a droga nao é capaz de eliminar a fase larvaria (esquistossdmulos) que
estdo presentes de 3 a 21 dias apos a infeccdo, ndo sendo, portanto, aconselhavel o seu uso
para profilaxia (ROSS et al 2002).

Algumas terapias requerem de 2 a 3 doses de 20 mg/kg dado entre 6 e 8 horas. Programas

de controle comunitarios tratam seus pacientes usualmente com uma dose Unica de 40
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mg/kg, no qual apresenta cura com seguranga de 60-90% dos pacientes e reducdo de 80-95%
no nimero de ovos excretados (CIOLI et al, 2014). Pacientes que continuam liberando ovos
viaveis devem ser retratados com a mesma dose, sendo aconselhavel, principalmente, se a
eosinofilia e altos titulos de anticorpos persistirem (GRAY et al, 2011).

O Praziquantel tem sido utilizado h& mais de 40 anos para o tratamento de helmintoses,
principalmente contra espécies de Schistosoma, sendo recomendado pela Organizacao
Mundial da Satude (OMS) para esse tipo de doenca. Uma grande preocupacéo foi gerada no
campo cientifico depois de registros mostrando a habilidade de selecionar resisténcia ao PZQ
in vitro (CHAI, 2013) e relatos de possivel perda de sensibilidade ao PZQ em povoados do
Senegal (GRYSEELS et al, 2011) e Egito (ISMAIL et al, 1999). A atual disponibilidade de
apenas uma droga confiavel para o tratamento da esquistossomose sugere prioridade no
desenvolvimento de novas drogas (WEBSTER et al, 2010).

Apos a introdugdo do PZQ no mercado, foram sintetizados e testados diversos derivados
do PZQ, porém nenhuma delas foi tdo eficaz quanto a droga recomentada (CIOLI et al,
2014).

O Oxamniquine foi descrita em 1960 (INABAYA et al, 2014) e é a Unica droga
alternativa a infec¢do por S. mansoni, porém possui limitada disponibilidade devido sua
eficacia apenas a espécie mansdnica. Além dele ndo atuar contra outras espécies de
Schistosoma, ele pode provocar efeitos colaterais mais acentuados, induzir ao sono e causar
epilepsias. Seu alto custo levou a substituicdo pelo PZQ em paises como o Brasil (CILI et
al, 2014) e desde 2010 esse farmaco ndo tem sido recomendado como opcdo para tratar a
esquistossomose mansonica.

Um grupo alternativo de drogas compreende alguns derivados da artemisinina, composto
isolado da Artemisia annua L., como o artesunato e o artemether (INOBAYA et al, 2014).
O Artemether, bem conhecido por possuir atividade anti-malarial, também tem sido estudado
para o tratamento de infecgdes humanas por espécies de Schistosoma. Ele é capaz de matar
esquistossdmulos de S. mansoni durante os primeiros 21 dias de infec¢do, porém o uso de
Artemether em areas onde a malaria é endémica seria desaconselhavel devido ao potencial
em selecionar cepas resistentes de Plasmodium falciparum (ROSS et al, 2002; GRYSEELS
et al, 2006).

O Furoxan, um antioxidante encontrado em vertebrados, se mostrou ativo contra formas
adultas e juvenis in vitro e foi altamente efetivo in vivo quando administrado por 5 dias

intraperitonealmente em camundongos (CIOLI et al, 2014).
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O contato com a &gua infectada ndo pode ser sempre evitada, especialmente por
trabalhadores como pescadores, fazendeiros e produtores de arroz que vivem em areas
endémicas (INOBAYA et al, 2014). A administracdo de droga em massa tem sido
implementada em varios paises no Programa Nacional de Controle a Esquistossomose, em
Uganda, Serra Leoa, Nigéria, Brasil, entre outros. Esse programa é frequentemente
complementado com outras estratégias, como o controle de caramujos (INOBAYA et al,
2014).

Mais de 42 milhdes de pessoas foram tratadas com PZQ em 2012, porém esse ndmero
representa apenas 14,4% da populagdo estimada que necessita de tratamento. O
medicamento é amplamente distribuido através do sistema escolar e facilmente
administrado, sem necessidade de supervisdo médica, ndo produzindo sérios efeitos
colaterais e pode ser dosado atraves do peso das criancas (CIOLI et al, 2014). Entretanto, no
Brasil apenas as Secretarias de Saude fazem a distribui¢do do PZQ com solicitacdo e pedido
medico, ndo sendo encontrado esse farmaco para compra nas farmacias.

O controle da doenca através da eliminacdo completa dos caramujos é uma tarefa muito
complexa. Isso iria requerer recursos humanos e materiais para uma aplicacdo eficiente,
assim como dados epidemioldgicos e malacolégicos. Além disso, a toxicidade dos
moluscicidas para outros organismos aquaticos, incluindo os peixes, originaria problemas
ecoldgicos e econémicos (GRYSEELS et al, 2006). A niclosamida é o Unico moluscicida
recomendado pela OMS. Para este tipo de controle ser eficaz deve ser realizado 2 vezes ao
ano e em grandes areas torna uma ferramenta muito cara e pouco efetiva (INOBAYA et al,
2014). Geralmente, os moluscicidas utilizados apresentam um tempo de vida curto e poucos
caramujos sobreviventes sdo suficientes para repovoar os locais tratados. Os caramujos
também podem ser combatidos utilizando predadores ou organismos competidores como
peixes ou diferentes espécies de caramujos, porém essas abordagens permanecem
indisponiveis (CIOLI et al, 2014).

No Egito, a combinacdo da quimioterapia, controle do caramujo e melhoria nas
condicGes da agua e saneamento resulta em uma menor morbidade, prevaléncia e severidade
da infeccdo. Na China, o Programa Nacional de Controle da Esquistossomose foi primordial
para a reducdo da taxa de infeccdo para menos de 1% para 2015, incluindo tratamento em
massa com PZQ e uma intensa educacdo sanitaria (INOBAYA et al, 2014).

O principal problema da quimioterapia é que ela ndo previne a re-infeccdo, tendo a
necessidade de repetidos tratamentos, principalmente em areas endémicas para a doenga. No
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final do século de 1970, o estudo de vacinas para a esquistossomose foi encorajada por
resultados interessantes utilizando cercarias irradiadas mostrando mais de 80% de resisténcia
utilizando o modelo murino, porém ndo atingiram os resultados esperados utilizando os
imundgenos isolados (CIOLI et al, 2014). Numerosos candidatos a vacinas tem sido
explorados, estando alguns ja em fases avancadas de desenvolvimento, como a Sm14kDa,
uma proteina ligante de &cido graxo, Smp80 calpaina, proteina de tegumento de Schistosoma
mansoni e a Sm-TSP-2, proteina da familia da tetraspanina (INOBAYA et al, 2014,
COLLEY, SECOR, 2014). Assim, ndo temos vacinas disponiveis que possam contribuir

para o controle da esquistossomose.

1.4. Mentha piperita L.

Plantas medicinais sdo utilizadas h& séculos na medicina tradicional devido aos seus
valores terapéuticos. Muitas espécies de horteld tém sido exploradas pelo homem a mais de
dois mil anos (SAHARKHIZ et al, 2012). No Brasil, pesquisas demonstram que 82% da
populacdo brasileira utilizam produtos a base de espécies vegetais (FELIX-SILVA et al,
2012).

Diversos extratos de plantas medicinais tém sido testados nas mais variaveis formas de
vida do Schistosoma mansoni, bem como nas outras espécies causadores da
esquistossomose. Algumas plantas como a Eremanthus goyazensis, Millettia thonningii e a
Berheya speciosa, tem mostrado resultados promissores (CASTRO et al, 2013). A atuacao
dos principais componentes da Mentha piperita L. durante a esquistossomose experimental
ainda néo esta muito clara.

O género Mentha L. compreende mais de 20 espécies de ervas (TAHER, 2012). Mentha
piperita L., € uma importante erva medicinal utilizada ha mais de 250 anos (SAHARKHIZ
et al, 2012). Pertencente a Familia Lamiaceae, € uma planta hibrida entre M. spicata L. e
Mentha aquati, popularmente conhecida como hortela-pimenta. Ela foi cultivada por antigos
egipcios e documentada na farmacopeia islandesa no século XIII. Ela é altamente cultivada
em areas temperadas do globo, particularmente na Eurasia, Australia, América do Norte e
Norte da Africa, porém atualmente ela passou a ser cultivada em todas as regiées do mundo
(SINGH, SHUSHNI, BELKHEIR, 2011; TAHER, 2012).

M. piperita L. possui de 50 a 90 cm de altura, € normalmente quadrangular e seu caule é
quase sempre ramificado e arroxeado. As folhas verdes escuras ou claras de 1,1 a 5,1 cm de

largura possuem o peciolo curto, sdo ovaladas e serrilhadas, com suas margens finamente
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dentadas e superficies rugadas (Figura 6). As flores possuem espinhos falsos de coloragdo
rosa ou roxa e raramente se apresentam com sementes (SINGH, SHUSHNI, BELKHEIR,
2011; FELIZ-SILVA et al, 2012).

Figura 6. Folha de Mentha piperita L.
Adaptado de:
http://article.wn.com/view/2014/12/12/Mentha_oil_futures_decline_022_pc_on_profitbook
ing/). Acesso em: 27 de janeiro de 2015.

Suas folhas e flores possuem propriedades medicinais. Os 06leos essenciais (EO) sdo
produtos naturais valiosos usados como matéria-prima para perfumes, cosméticos,
aromaterapia, fototerapia, especiarias e nutricdo (SAHARKHIZ et al, 2012). A parte
medicinal sdo os 6leos essenciais (EO) extraidos de toda a planta, principalmente das partes
aéreas das plantas floridas, das folhas secas e flores frescas (SINGH et al, 2011). O 6leo da
hortel&-pimenta € um dos mais populares e amplamente utilizados, principalmente por causa
de seus componentes, mentol e mentona (SAHARKHIZ et al, 2012).

Estudos anteriores mostraram que o EO e extratos metandlicos (EM) da erva possuem
atividades antivirais, antibacteriano, antifungico, analgésico, antioxidante e confere
radioprotecdo. Além disso, bactérias e fungos, como espécies de Candida, que sdo capazes
de produzir biofilme, muitas vezes séo resistentes aos medicamentos atuais e 0s produtos

naturais podem contribuir na inibicdo da formacao do biofilme (SAHARKHIZ et al, 2012).
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Outras utilidades como anti-espasmodico, anti-séptico, tratamento de cénceres,
resfriados, colicas, indigestdo, nduseas, dor de garganta, dor de dente e desordens
inflamatdrias em geral também foram atribuidos ao EO da Mentha piperita L. (SINGH,
SHUSHNI, BELKHEIR, 2011; TAHER, 2012).

A horteld-pimenta rende 0,1-1% de 6leo volatil composta principalmente de mentol (29-
48%), mentona (20-31%), mentofurano (6,8%) e acetato de mentilo (3-10%). Outros
ingredientes farmacologicamente ativos incluem substancias amargas, acido caféico,
flavonoides (12%), polifendis polimerizados (19%), carotenos, tocoferdis, betaina, colina e
taninos (SINGH et al, 2011). Através de triagem fitoquimica dos extratos das folhas de M.
piperita L, foram detectados taninos, gomas, heterosideos senevdlicos, cumarinas, fendis,
esteroides, triterpendides, carotendides, resinas e alcal6ides (FELIX-SILVA et al, 2012).

A composicdo quimica das plantas aromaticas depende muito da variabilidade genética
individual e as concentragdes relativas variam de acordo com o cultivo, clima e localizagéo
geogréfica. A composicdo quimica do 6leo da hortela-pimenta é muito complexa e altamente
variavel (SINGH, SHUSHNI, BELKHEIR, 2011; SAHARKHIZ et al, 2012).

As atividades farmacologicas de M. piperita L. e outras da mesma familia foram sujeitos
de muitos estudos (TAHER, 2012) inclusive comprovando efeitos antiparasitarios
(NARANJO et al, 2006). Dejani e colaboradores (2014) demonstrou que o extrato etandlico
de Mentha piperita L. possui propriedades antiparasitarias e imunomodulatérias durante a

infeccdo experimental por S. mansoni,

1.5. Ensaio Cometa

Os estudos de genotoxicidade em roedores com exposi¢cdes definidas sdo modelos de
teste bioldgicos uteis para a toxicologia e estudos sobre os mecanismos de investigacéo, e
que servem como uma importante avaliacdo de seguranca pré-clinica e avaliacdo de agentes
ambientais para o risco genotdxico para os seres humanos. Em comparagdo com testes in
vitro, testes in vivo pode fornecer dados mais relevantes para a avaliacdo do potencial de
danos a0 DNA em humanos, uma vez que leva em conta a dindmica dos processos

fisiolégicos de todo o animal, como a captacdo e distribuicdo sistémica do sistema
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circulatorio, Fase | e Fase Il do metabolismo e sistemas de eliminagdo/excre¢do que ndo
pode ser inteiramente recriado in vitro (RECIO et al, 2010).

Muitos metodos tém sido utilizados para identificar substancias genotoxicas, incluindo
a deteccdo de danos no DNA, aberragfes cromossomicas e as mutagcdes do gene, tanto in
vitro como in vivo (RECIO et al, 2010).

Um método popular para medir o dano ao DNA, mesmo nos estdgio iniciais da
exposicdo, € eletroforese em gel de célula Unica (SCGE-single cell gel electrophoresis),
conhecido como ensaio cometa. Esta técnica demonstrada pela primeira vez em 1988 por
Singh et al. utilizou linfécitos humanos e revolucionou a area de pesquisa de danos em
baixos niveis em DNA. Esta técnica é amplamente difundida como uma ferramenta simples,
sensivel e rapida para a avaliacdo de danos de DNA e seu reparo em células individuais
(WIDZIEWICZ et al, 2011).

O ensaio cometa é uma técnica padrdo para testar a genotoxicidade de quimicos e
tem sido amplamente utilizada na biomonitoracdo na populacdo humana, epidemiologia
molecular e na avaliacdo de dano/reparo do DNA e estresse oxidativo (LIU et al, 2013).

Este método pode detectar quebras de cadeia simples (SSB) como dano inicial e
aqueles desenvolvidos a partir de sitios alcali-labeis sob condicdes alcalinas (pH> 12,6) e €
requerido um pequeno namero de células (RECIO et al, 2010).

O ensaio depende do relaxamento do DNA, permitindo que o DNA seja arrastado em
direcdo ao Anodo sob corrente elétrica (eletroforese), formando imagens parecidas com
cometas e analisados em microscépio de fluorescéncia (AZQUETA, COLLINS, 2013).

Diversos parametros sdo analisados, incluindo formacgdo de cauda, comprimento da
cauda, porcentagem de DNA na cauda e momento na cauda, quando utilizado o Ensaio
Cometa ( EL-SAYED, ALY, 2014).

Diferente de outros trabalhos que estudaram os efeitos de diferentes extratos de Mentha
piperita L., este estudo procurou avaliar os efeitos antiparasitarios e imunomodulatorios do
mentol e da mentona, extraidos das folhas da Mentha piperita L., durante a infeccdo
experimental por S. mansoni, além de analisar um possivel efeito genotdxico do composto
frente ao Schistosoma mansoni in vivo, a fim de contribuir para o entendimento da agéo da

erva durante a esquistossomose mansonica.
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Figura 7. Etapas do Teste Ensaio Cometa. Células de vermes adultos de S. mansoni
misturadas em agarose low melting foram colocadas sobre laminas pre-revestidas de agarose
1%. As células foram submetidas a etapas de lise, desenrolamento do DNA, eletroforese,

neutralizacéo, coloracgéo e visualizacdo. Adaptado de Azqueta &Collins, 2006.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Atualmente, existe apenas um medicamento indicado para o tratamento da

esquistossomose mansonica, o Praziquantel, e o desenvolvimento de novos farmacos se

tornou imprescindivel devido ao risco de resisténcia do parasito frente a este farmaco. Sendo

assim, o estudo teve como proposta estudar o efeito anti-Schistosomal do fitoterapico

comercial, composto por Mentol e Mentona preparado a partir das folhas de Mentha piperita

L., em camundongos infectados com Schistosoma mansoni e avaliar o efeito genotdxico do

fitoterapico em células de vermes adultos recuperados de camundongos tratados.

2.2. Objetivos especificos

Avaliacdo da carga parasitaria em camundongos submetidos ou ndo ao tratamento
(contagem de ovos nas fezes e contagem de vermes adultos no sistema porta-hepatico).
Contagem celular total e diferencial do sangue e do lavado da cavidade peritoneal (LCP).
Avaliacdo do infiltrado celular e da deposicdo de colageno nos tecidos acometidos
(figado e intestino) através de analise histol6gica com corantes especificos.

Dosagem de IL-4, IL-10 e IFN-¥ no plasma de camundongos.

Avaliacdo do efeito genotdxico do fitoterapico frente a células de vermes adultos de
Schistosoma mansoni recuperados de camundongos tratados utilizando a técnica de

Ensaio Cometa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Infeccdo dos camundongos com cercarias do Schistosoma mansoni

Camundongos de linhagem Balb/C fémeas com 5 semanas de vida, pesando entre 18 e
20 gramas, foram infectados com + 80 cercarias da linhagem Schistosoma mansoni BH
(oriunda de Belo Horizonte, MG, Brasil) utilizando a técnica de imerséo caudal durante duas
horas com exposicdo a luz e temperatura de aproximadamente 28°C (n=40), de acordo com
o0 protocolo descrito por Oliver & Stirewalt, (1952), como demonstrado na figura 8. Depois
de transcorrida duas horas, na qual a cauda de cada animal ficou exposta a 80 cercarias,
foram realizadas novas contagens para verificagdo da quantidade de cercarias que nédo
conseguiram penetrar ativamente nos camundongos e, assim, saber quantas cercarias, de
fato, foram capazes de infectar o hospedeiro definitivo (camundongo). A infeccdo foi
realizada com a supervisdo da Doutoranda Rosimeire Nunes de Oliveira. Esta linhagem é
mantida em moluscos, planorbideos Biomphalaria glabrata no Departamento de Biologia
Animal, 1B, Unicamp, sob responsabilidade da Professora Doutora Silmara Marques
Alegretti, mostrado na figura 9.

Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica
(CEMIB) da Unicamp. Os ensaios bioldgicos foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFSCar sob n° 034/2013.
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Figura 8. Infeccdo dos camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni pela
técnica de imersdo caudal. (A) Camundongos imobilizados em cacgapas individuais e com
a cauda imersas em agua contendo cercarias ativas de S. mansoni. (B) Detalhe da estimulacédo
das cercarias pela luz e pelo calor para aumento de sua atividade motora.
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Figura 9. Criagdo e manutencéo da linhagem de Biomphalaria glabrata. Esta linhagem
é utilizada para manutencao do ciclo bioldgico do S. mansoni no Departamento de Biologia
Animal, IB, Unicamp. (A) Agquérios contendo Biomphalaria glabrata em ambiente
favoravel a sua reproducdo. (B) Aquario contendo B. glabrata infectados com S. mansoni
para liberacdo de cercarias.

3.2. Tratamento com o Fitoterapico

Os animais foram divididos em diferentes grupos (representado na tabela abaixo).

TABELA 1.
Camundongos Balb/c utilizados para a realizacdo de 2 experimentos
independentes
Subgrupo N° camundongos  Dose Tratamento
1- Controle negativo 06 - -
2- * Controle positivo 08 - -
3- * Mentha 15 08 50 mg/kg/0,2ml 15 dias
4- * Mentha 60 08 50 mg/kg/0,2ml 60 dias
5- * Praziquantel 08 400mg/kg/0,2ml Dose Unica
6- * Cremophor 08 0,2 ml Dose Unica

*Infectado com larvas infectantes de Schistosoma mansoni.

Neste trabalho foi utilizado um fitoterapico de uso humano comercial, composto por
mentol (30-55%) e mentona (14-32%), preparado a partir de folhas de Mentha piperita L. O
fitoterapico comercial, apresentado sob a forma de c&psula gastroresistente, foi solubilizada
em 10 ml de &gua filtrada com no minimo 24 horas antes do uso. A partir desta solucéo,
foram realizadas as diluicGes para administracdo de 50 mg/kg do fitoterapico para cada
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camundongo, de acordo com o peso corporal médio do grupo. O tratamento foi realizado
através de via oral (gavagem) utilizando canula metélica inoxidavel apropriada. A dose do
fitoterapico foi administrada em 0,2 mL diariamente no mesmo horario durante 14 ou 60
dias, uma vez ao dia.

A droga recomendada pela Organizacdo Mundial da Salde para tratamento da
esquistossomose, 0 Praziquantel (Tenil®Vet - Atral Cipan ) foi solubilizada em Cremophor
2% e administrada por gavagem, na concentracdo de 400 mg/kg, de acordo com 0 peso
corporal médio do grupo.

Os tratamentos foram iniciados no 452 ap6s a infeccdo, com exce¢do do grupo
Mentha 60 que teve seu tratamento iniciado no mesmo dia da infecgdo. Foram realizados
trés grupos controle: Controle negativo (camundongos sem infeccdo e sem tratamento),
Controle positivo (camundongos infectados com Schistosoma mansoni sem tratamento) e
Cremophor 2% (camundongos infectados com Schistosoma mansoni e com administragao
da solugéo solubilizadora do Praziquantel, Cremophor 2%).

Antes de cada administracdo, a alimentacéo (racao e dgua) foi suspendida por 1 hora

a fim de diminuir a chance de regurgitacdo do fitoterapico apds sua administracéo.

3.3. Quantificacéo de ovos nas fezes

A técnica utilizada para andlise quantitativa de ovos/grama de fezes dos animais
infectados antes e depois dos tratamentos é uma adaptacdo da técnica classica Kato-Katz
(KATZ; PEIXOTO, 2000), comercializado pelo Laboratério Bio-Manguinhos da Fundacéao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ como Kit Helm Teste. Brevemente, os animais foram separados
em caixas individuais e as fezes frescas foram utilizadas para a realizacdo da técnica. As
fezes foram submetidas ao peneiramento em tela de nylon e a quantidade exata de fezes foi
determinada através do preenchimento de um orificio com diametro conhecido (fornecido
pelo Kit), e em seguida colocada sobre uma lamina de vidro. As fezes, ja dispostas sobre a
lamina, foram recobertas com laminula de papel celofane verde impregnada com uma
solucdo diafanizadora de verde malaquita, a fim de preservacgéo e clareamento do material
(Figura 10). Em cada experimento foi realizada uma lamina por animal e efetuada a leitura

de toda a lamina em microscopio optico. A quantidade de ovos foi determinada através da
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férmula padronizada pelo Kit Helm Teste, Bio-Manguinhos: nimero de ovos contados x 24
= ovos/grama de fezes. No 45° dia apds a infec¢do, foi determinado nimero de ovos por
grama das fezes dos animais infectados, a fim de confirmacéo da infeccdo. No 60° dia, apos

14 dias de tratamento, a técnica foi repetida para avaliacao do efeito dos tratamentos.

Figura 10. Andlise quantitativa de ovos de S. mansoni utilizando a técnica de Kato-
Katz. (A) Laminario contendo varias ldaminas prontas para leitura em microscépio optico.
(B) Lamina preparada pela técnica de Kato-Katz em destaque.

3.4. Obtencao e contagem de células do lavado da cavidade peritoneal (LCP) e do

sangue.

No 61° dia apos a infecgdo dos animais, 0s animais foram eutanasiados em camara de
CO». O sangue foi obtido através da veia braquial esquerda empregando o EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético) como anticoagulante.

A técnica de lavagem peritoneal foi aplicada posteriormente a coleta sanguinea para
recuperacdo de células da cavidade peritoneal. Para obtencéo dessas células, foi injetado 3
mL de salina-citratada (0,5% de citrato de s6dio) na cavidade peritoneal. A solucdo foi
injetada, homogeneizada e uma amostra de aproximadamente 3 ml foi coletada.

O ndmero total de célulass/mm3 em ambos os compartimentos foi determinado por
contagem em camara de Neubauer com a utilizacdo de uma solucdo de Turk (Violeta de
Genciana 0.002 g, Acido Acético 3%) na diluicdo de 1:20 (STIBBE; WEISE; SEIDEL,
1985).



25

A contagem diferencial foi realizada em laminas de esfregacos sanguineos e naquelas
preparadas em citocentrifuga (Serocito Mod. 2400-Fanem). Ambas as laminas foram
coradas utilizando o corante Pandtico (Laborclin). Em cada lamina foram contadas 100

células, utilizando microscopia de luz com aumento final de 1000x.

3.5. Contagem de vermes localizados no sistema porta-hepatico

Apo0s a eutanasia, os vermes adultos foram recuperados dos camundongos através de
perfusdo do sistema porta-hepatico e mesentéricos (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956;
DUVALL; DEWITT, 1967).

Apos a contagem dos vermes recuperados, eles foram armazenados em salina (NaCl
0,9%) e congelados imediatamente em nitrogénio liquido. Foram mantidos -80°C até a
realizacdo do Ensaio Cometa.

3.6. Quantificacdo de Citocinas

Foi realizada a dosagem das Citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y através do ensaio
imunoenzimatico ELISA. Para isso foi utilizado os Kits de deteccdo da R&D Systems®
(mouse IL-4, mouse IL-10 e mouse IFN-x) seguindo os procedimentos de acordo com 0
fabricante. Para a dosagem, foi realizado um pool de amostras e testado em triplicata.

Para a realizacdo do ELISA, utilizaram-se placas de microtitulacdo com 96 pocos.
Primeiramente, as placas foram sensibilizadas com 100 yL/pogo de solugdo contendo o
anticorpo de captura em uma concentragdo de 4 yg/mL diluido em PBS (anti-IL4, anti-1L-
10 e anti-IFN-x). As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Apos este periodo as placas
foram lavadas duas vezes com solugdo 0,05% Tween 20 em PBS e uma vez em PBS e
adicionado 300 yL de 1% Soro Bovino Fetal em PBS para bloqueio dos sitios de liga¢des
inespecificos. Apos uma hora de incubacdo em temperatura ambiente, as placas foram
lavadas. A seguir foi adicionado o padrdo com as respectivas diluicbes das citocinas
recombinantes e as amostras (100yL/poco). A primeira concentragdo da citocina
recombinante foi de 2000 pg/mL para IL-10 e IFN- ¥ e 1000 pg/mL para IL-4,

sucessivamente diluidas na base de 2 por 12 vezes em 1% Soro Bovino Fetal em PBS. Apds
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incubagdo em temperatura ambiente por 2 horas, foi realizada a lavagem das placas e
adicionado 100 yL de anticorpo de deteccdo (anticorpo secundério biotinilado 600 ng/mL
para IL-4 e IFN-¥ e 600 ng/mL para IL-10), ficando incubadas por 2 horas em temperatura
ambiente. As placas foram lavadas e incubadas por 20 minutos contendo 100 yL/pogo da
enzima Estreptoavidina-HRP diluida em 1% Soro Bovino Fetal em PBS (1:1000). Apds
lavagem das placas, foram adicionados 100yL de Substrato 1:1 de H202 e
Tetrametilbenzidina (TMB), que ficaram incubadas por mais 20 minutos. Para finalizar, a
reacdo foi bloqueada adicionando 50yL/pogo de Solugdo Stop (2N H2SOa). A leitura da
absorbancia foi feita no comprimento de onda de 450nm em leitor de placas yQuant.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Inflamacao e Imunologia das Parasitoses
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo
(FCFRP-USP) gerenciado pela Professora Doutora Lucia Helena Faccioli. Os ensaios foram

realizados com a supervisao da técnica responsavel Alyne Favero Galvao.

3.7. Avaliacao histoldgica do figado e intestino dos camundongos

O figado e o intestino de 5 camundongos por grupo foram removidos no tempo de 61
dias apos a infeccdo para avaliacdo da inflamacdo e deposicdo de colageno no figado e
intestino. Fragmentos de cada 6rgao foram fixados em formol tamponado (NaH2PO4 4g,
Na2HPO4 6.5 g para 1 L de formol 10%). Em seguida, esses tecidos foram incluidos em
blocos de parafina, seccionados em cortes de 4 pm, e, posteriormente, corados com
Hematoxilina/Eosina (H.E.) (Hematoxilina 5 g, Alcool Absoluto 5%, Alimem de Potassio
e Amonio 100 g, Oxido Vermelho Mercrio 2.5 g/ Eosina 1%, Floxina 1%, Alcool Absoluto
95%, Ac. Acético Glacial 0.5%) para a avaliacdo celular. A outra coloracdo utilizada foi a
de Gomori (Cromotropo 0.6 g, Azul de Anilina 0.3 g, Ac. Fosfotlngstico 0.8 g, Agua
destilada 100 mL, Ac. Acetico Glacial 1 mL), para avaliacio do dep6sito de colageno no
granuloma hepatico e mesentérico, por microscopia optica. Foi realizada a contagem de ovos
e granulomas no figado e contagem de ovos no intestino. Foram realizadas dois cortes por
figado e trés cortes para intestino para cada coloragdo, sendo analisados 5 animais por grupo.

As laminas foram preparadas no Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP pela técnica Ana Maria da Rocha. A leitura das ldminas foi realizada

no mesmo laboratério pelo Professor Responsavel Doutor Edson Garcia Soares. As
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fotomicrografias foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de S&o Carlos, mantido sob

responsabilidade da Professora Doutora Heloisa Sobreiro Selistre de Aradjo.

3.8. Ensaio cometa

Os vermes recuperados através da perfusdo foram separados de acordo com o grupo e
submetidos ao congelamento em nitrogénio liquido. Foram mantidos em freezer a uma
temperatura de -80°C até a realizacdo do Ensaio Cometa. Foi utilizado um freezer localizado
no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de Sdo Carlos, sob
responsabilidade da Professora Dr2 Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo.

Os vermes foram descongelados e utilizados para a preparacdo das laminas do Ensaio
Cometa. Para cada lamina foram utilizados de 6-10 vermes adultos contendo vermes de
ambos 0s sexos. Foi realizada a montagem de 5 laminas por grupo.

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com Singh et al, 1988, com algumas
modificagdes. Sobre laminas de vidro limpas e com a extremidade fosca voltada para cima,
foi adicionada 1 ml de agarose 1% derretida em agua destilada. As laminas foram secas em
temperatura ambiente overnight e marcadas. Uma quantidade de 6 -10 vermes adultos de
ambos os sexos foram macerados com auxilio de uma agulha e ressuspendidos em 30yl de
PBS pH=7,4. A esta suspenséo foi adicionada 140 yl de solugao de agarose low melting point
1%, homogeinizada e colocada sobre as laminas pré-revestidas. Sobre a lamina foi
adicionada uma laminula 18 x 18 mm e armazenada por 5 minutos a 4°C para o
endurecimento da agarose. Apos esta etapa, as laminas foram mergulhadas em uma solucgéo
de lise (NaCl 2,5M; Na; EDTA 0,1M; Tris 10 mM, pH=10), adicionado de Triton X-100 e
10 mL de DMSO para cada 100 mL de solucdo de lise, durante 1 hora a 4°C. As laminas
foram colocas em um tanque de eletroforese por 20 minutos para permitir a desnaturagao do
DNA e submetidas a eletroforese utilizando uma solugéo alcalina (NaOH 0,3M; Na; EDTA
1mM; pH<13) por 60 minutos a 25V. As laminas foram neutralizadas em PBS pH=7,4 por
10 minutos a 4°C e 10 minutos em agua destilada a 4°C. Durante todos o0s passos anteriores,
as laminas foram mantidas em gelo. Apds secas (overnight), as laminas foram coradas com

20 yL de uma solugdo de Brometo de Etidio 20 yg/ml em agua destilada e coberta por uma
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laminula. Ap6s 10 minutos foram observadas e fotografadas em microscopio Olympus
Bx50, utilizando camera fotogréafica acoplada Olympus DP72, utilizando filtro verde de
570nm. No total, foram analisadas 100 nucleos por grupo de forma aleatéria. Para a
realizacéo do Controle Positivo, vermes adultos foram submetidos a luz UV durante 24 horas
em HCI 1M.

As laminas foram fotografadas utilizando o software DP2-BSw versdo 2006-2008 no
Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Citogenetica do Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de Sdo Carlos, sob responsabilidade do Professor
Marcelo de Bello Cioffi. Posteriormente, as fotos foram analisadas utilizando o software
gratuito CaspLab versdo 1.2.3beta2. O software diferencia automaticamente a cabeca e a
cauda do cometa e consegue medir uma variedade de parametros, incluindo % comprimento
da cauda, % de fluorescéncia total da cabeca e na cauda e “momento da cauda”, utilizando
diferenca entre coloracdo dos cometas corados (DNA) e auséncia de cor do fundo da lamina
(sem DNA). O “momento da cauda” é definido como tamanho da cauda/ % DNA na cauda
(El-Sayed, Aly, 2014).

Em nosso trabalho, ndo foi realizado teste em células de camundongos submetidos ao

tratamento com o fitoterapico, pois o medicamento testado ja é autorizado pela ANVISA.

3.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos entre os diferentes grupos foram analisados utilizando o teste
paramétrico One-way ANOVA (One-Way analysis of variance), pés-teste pelo Método de
Tukey (Compare all pairs of columns), utilizando o software GraphPad Prism verséo 5.0,
2005 (San Diego, California). Os resultados foram considerados significativos quando
p<0,05.
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Figura 11. Delineamento Experimental do Trabalho. Apds 45 dias de infeccdo dos
camundongos Balb/c com cercarias de S. mansoni, vermes adultos ja atingiram a maturidade
sexual e comecam a eliminar ovos, estes que podem ser encontrados nas fezes e figado do
hospedeiro definitivo. O experimento in vivo, tem como objetivo avaliar os parametros
celulares, imunoldgicos e parasitarios apds o tratamento com o fitoterapico preparado a partir
da Mentha piperita L, além de avaliar um potencial efeito genotdxico sobre células de

vermes adultos de S. mansoni.
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4. RESULTADOS

4.1. Confirmacao da infec¢do dos camundongos com Schistosoma mansoni

Todos os camundongos, com excecdo aos do grupo Controle Negativo, foram expostos
a 80 cercérias de Schistosoma mansoni utilizando a técnica de imersdo caudal.

Em todos os animais expostos, 75 (setenta e cinco) ou mais cercarias conseguiram
penetrar ativamente através da cauda de cada camundongo, demonstrando que a técnica de
imersdo caudal foi bem sucedida e € um método eficaz para o estudo com o modelo

experimental da esquistossomose mansonica murina (Figura 12).

Cercarias penetradas
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Figura 12. Numero de cercarias penetradas em camundongos Balb/C. Os dados
representam a média de cercarias penetrada por grupo = SEM. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos analisados, utilizando o teste ndo paramétrico One-way
ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey, quando p<0,05.
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Antes de iniciar os tratamentos em estudo, com excecdo ao grupo Mentha 60 que teve
o tratamento iniciado 1 dia apos a infeccdo, foi realizada a técnica coproparasitologica Kato-
Katz para confirmacdo da infec¢do por Schistosoma mansoni através da quantificacdo de
ovos/grama eliminados nas fezes dos camundongos. A técnica foi realizada apds 45 dias de
infecgdo, demonstrando que todos os animais foram realmente infectados e que as cercarias
penetradas atraves da técnica de imersdo caudal conseguiram se desenvolver até a fase de
vermes adultos, possibilitando o acasalamento e a eliminacdo de ovos pela fémea (Figura
13).

Ovos/grama 45 dias pés-infecgao
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Figura 13. Quantificacdo do nimero de ovos de Schistosoma mansoni (ovos/grama) 45
dias pds-infec¢do. Os dados representam a média do numero de ovos/grama de fezes £ SEM.
N&o houve diferenca significativa entre 0os grupos analisados, utilizando o teste nédo
paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey, quando p<0,05.
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4.2. Andlise parasitologica
4.2.1. Quantificacdo de ovos nas fezes de camundongos

A figura 14 apresenta a analise coproparasitoldgica através da técnica Kato-Katz para
quantificacdo de ovos/grama de S. mansoni eliminados pelas fezes dos camundongos

infectados e submetidos ou néo aos tratamentos propostos. O exame foi realizado 60 dias

apos a infeccdo com cercarias de S. mansoni e apds o0s tratamentos propostos.

ovos/grama 60 dias pés-infecgao
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Figura 14. Quantificacdo do nimero de ovos de Schistosoma mansoni (ovos/grama) 60
dias pdés-infeccdo. Os dados representam a média + SEM. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, representa diferenca significativa entre os grupos Mentha 15, Mentha 60, PZQ e
Cremophor quando comparado ao Controle Positivo, utilizando o teste ndo paramétrico One-
way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.

Nossos resultados mostram que ambas as formas de tratamento com 50 mg/kg do
fitoterapico composto por mentol e mentona tiveram uma queda da média no nimero de
ovos/grama eliminados (Figura 15). O grupo Mentha 15 obteve uma diminuicéo de 28,4%
de ovos/grama e o grupo Mentha 60 reduziu 8,4% ovos/grama, quando comparado ao
Controle Positivo. O grupo tratado com PZQ diminui de forma significativa o nimero de
ovos eliminados pelos camundongos, 94,5% de ovos/grama, efeito esperado apos a
administracao de 400 mg/kg de PZQ.
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Figura 15. Ovo de Schistosoma mansoni (400x). (FONTE: Arquivo pessoal)

4.2.2. Quantificacdo de vermes adultos recuperados por perfusdo do sistema porta-
hepatico

No 61° dia apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados e submetidos ao processo de
perfusdo do sistema porta-hepatico para recuperacdo e contagem de vermes adultos de
Schistosoma mansoni.

Em relagdo ao numero de vermes adultos recuperados (Figura 16) foi possivel analisar
que nenhuma forma de tratamento conseguiu diminuir o nimero de vermes adultos do
sistema porta-hepatico dos camundongos quando comparado ao Controle Positivo.

O nuamero total de casais recuperados (Figura 17) seguiu 0 mesmo padrdo, ndo
mostrando nenhuma diminuicdo significativa dos grupos tratados quando comparado ao
Controle Positivo.

O tratamento com PZQ também ndo mostrou diminuicdo no nimero total de vermes
adultos e no nimero total de casais, quando comparado ao grupo Controle Positivo.
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Figura 16. Numero Total de Vermes Adultos de S. mansoni recuperados 61 dias ap6s a
infeccdo. Os dados representam a média do nimero de vermes adultos + SEM, utilizando o
teste ndo paramétrico One-way ANOVA e pds-teste pelo Método de Tukey.
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Figura 17. Namero Total de Casais de S. mansoni recuperados 61 dias apds a infec¢ao.
Os dados representam a média do nimero de vermes adultos + SEM, utilizando o teste nao
paramétrico One-way ANOVA e pds-teste pelo Método de Tukey.
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De acordo com os resultados encontrados, nenhum tratamento foi eficaz na diminuigéo
de vermes adultos do sistema porta-hepatico. O numero de vermes contabilizados foram

aqueles encontrados na veia porta-hepatica e veias mesentéricas dos camundongos.

4.3. Avaliacdo do perfil leucocitario durante a Esquistossomose mansonica
experimental apos diferentes terapias

4.3.1. Contagem total e diferencial de leucécitos sanguineos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni e submetidos ou néo as diferentes terapias

Apobs a eutandsia dos animais, foi realizada a coleta de sangue dos camundongos e
realizada a contagem de leucdcitos totais e contagem diferencial dos leucécitos, no qual
foram diferenciados em (1) células mononucleares, correspondendo aos mondcitos e
linfocitos, (2) células polimorfonucleares, correspondendo aos neutrofilos e (3) eosinofilos.

De acordo com os resultados observados, o grupo Mentha 15 obteve uma reducéo de
26,3% de leucdcitos totais/mm3 no sangue quando comparado ao grupo Controle Positivo.
Ja o grupo tratado diariamente, Mentha 60, obteve uma queda ainda maior, 38,68% (Figura
18A).

Em relacdo as células mononucleares sanguineas, os grupos Mentha 15, Mentha 60 e
PZQ demonstraram diminuicdo significativa em relacdo ao Controle Positivo. O grupo
Mentha 15 obteve uma diminuicdo de 39,22% e contra 59,61% do grupo Mentha 60, ambos
comparados ao Controle Positivo (Figura 18B).

De acordo com este modelo de estudo, a quantidade das celulas polimorfonucleares néo
se apresentou alterada de forma significativa entre os grupos estudados (Figura 18C).

A andlise dos eosindfilos mostrou diminuigdo significativa no grupo Mentha 60 em
relacdo ao Controle Positivo, com 84.91% de queda no nivel dessas células. Os animais do
grupo Mentha 15 tambem demonstraram diminui¢do com uma queda de 29,4% no numero
de eosinofilos/mm?3 quando comprado aos animais infectados e ndo tratados, embora ndo

significativa. (Figura 18D).
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Figura 18. Contagem total e diferencial de leucdcitos sanguineos apés 61 dias de
infecgdo com S. mansoni e submetidos ou ndo a diferentes tratamentos. Leucdcitos
Sanguineos/mm?3 (17A); Mononucleares Sanguineos/mm?3 (17B); Polimorfonucleares
Sanguineos/mm3 (17C); Eosindfilos Sanguineos/mm3 (17D). Os dados representam a média
+ SEM (n= 12-16 animais) de 2 experimentos independentes. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, representa diferenca significativa entre o Controle Positivo quando comparado ao
Controle Negativo. ° p<0,05, ® p<0,01, °° p<0,001, representa diferenca significativa dos
grupos Mentha 15, Mentha 60, PZQ e Cremophor quando comparado ao Controle Positivo,
utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
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4.3.2. Contagem total e diferencial de leucdécitos do liquido da cavidade peritoneal
(LCP) de camundongos infectados ou ndo com S. mansoni e submetidos ou ndo a
diferentes terapias

Apos a coleta do sangue dos animais, foi realizada a coleta do lavado da cavidade
peritoneal dos camundongos (LCP) e realizada a contagem de leucdcitos totais e contagem
diferencial dos leucdcitos, no qual foram diferenciados em (1) células mononucleares,
correspondendo aos linfocitos, (2) células polimorfonucleares, correspondendo aos
neutrdfilos e (3) eosindfilos.

A andlise dos leucdcitos totais do LCP/mm? demonstrou que ambos os grupos tratados
com o fitoterapico estudado, Mentha 15 e Mentha 60, apresentaram diminuicao significativa
guando comparados ao Controle Positivo, 28,2% e 28,78%, respectivamente (Figura 19A).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar diminui¢do significativa nos
niveis de células mononucleares do LCP em ambos o0s grupos tratados com 50 mg/kg do
fitoterapico, Mentha 15 e Mentha 60, comparado ao Controle Positivo (Figura 19B). Os
animais do grupo Mentha 15 mostraram uma diminuicéo de 29,1% contra 29,7% do Mentha
60.

Os resultados demonstrados pela anélise das células polimorfonucleares néo
demonstraram nenhuma alteracéo significativa entre os grupos estudados, embora todos 0s
grupos tenham apresentado médias inferiores ao Controle Positivo (Figura 19C).

N&o houve alteragdo significativa em relacdo aos niveis de eosinéfilos do LCP dos
animais dos grupos tratados quando comparado ao Controle Positivo (Figura 19D).
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Figura 19. Contagem total e diferencial de leucdcitos do Liquido da Cavidade
Peritoneal (LCP) ap6s 61 dias de infeccdo com S. mansoni e submetidos ou ndo a
diferentes tratamentos. Leucocitos do LCP/mm3 (18A); Mononucleares do LCP/mm3
(18B); Polimorfonucleares do LCP/mm? (18C); Eosinofilos do LCP/mm3 (18D). Os dados
representam a media = SEM (n=12-16 animais) de 2 experimentos independentes. * p<0,05,
**p<0,01, *** p<0,001, representa diferenca significativa entre o Controle Positivo quando
comparado ao Controle Negativo. ° p<0,05, % p<0,01, °° p<0,001, representa diferenca
significativa dos grupos Mentha 15, Mentha 60, PZQ e Cremophor quando comparado ao

Controle Positivo, utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo
Método de Tukey.
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4.4. Avaliago de citocinas do plasma

Neste trabalho foram avaliados trés citocinas: IL-4, IL-10 e IFN-x, utilizando a técnica
imunoenzimatica ELISA.

No periodo de 61 dias ap0s a infec¢do, o grupo tratado durante 60 dias com 50mg/kg do
fitoterapico, composto de mentol e mentona, reduziu 53,5% o0s niveis de IL-4, quando
comparado ao Controle Positivo. Além disso, mostrou-se significativamente em menores
concentracdes quando comparado aos animais do grupo Mentha 15, na qual foram tratados
apenas durante os ultimos 15 dias (Figura 20).

A Interleucina-10 também foi avaliada no mesmo periodo, 61 dias apés a infeccdo. Os
resultados mostram que o grupo Mentha 60 apresentou 0s menores niveis de IL-10 quando
comparado ao grupo Controle Positivo, uma queda de 62% (Figura 20).

O grupo tratado apenas 15 dias com 50 mg/kg do fitoterapico testado, Mentha 15,
demonstrou um aumento, embora pequeno e ndo significativo, da concentracdo de ambas as
Interleucinas analisadas.

A analise de IFN-¥, ndo demonstrou producdo desta citocina em nenhum dos grupos

analisados utilizando a técnica imunoenzimatica ELISA.
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Figura 20. Concentracdo de IL-4 e IL-10 apds 61 dias de infeccdo com Schistosoma
mansoni submetidos ou ndo a diferentes tratamentos. Os dados representam a média +
SEM. Foi utilizado o pool de plasma de cada grupo e analisado em triplicata. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001, representa diferenca significativa entre o Controle Positivo quando
comparado ao Controle Negativo. ° p<0,05, % p<0,01, °° p<0,001, representa diferenca
significativa dos grupos Mentha 15, Mentha 60, PZQ e Cremophor quando comparado ao
Controle Positivo. # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, representa diferenca significativa dos
grupos Mentha 60, PZQ e Cremophor quando comparado ao grupo Mentha 15. + p<0,05,
++ p<0,01, +++ p<0,001, representa diferenca significativa do grupo PZQ quando
comparado ao grupo Cremophor. A analise foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico
One-way ANOVA e pés-teste pelo Método de Tukey.
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4.5. Avaliacao histoldgica do figado e intestino

Neste trabalho foi realizada analise histologica do figado e intestino dos animais
infectados com S. mansoni e submetidos ou ndo aos tratamentos propostos. Foram utilizadas
duas colorac6es, HE e coloragdo de Gomori. Essas coloragdes permitem a observacdo das
estruturas e integridade do ¢rgdo, bem como a presenca de células e colageno,

respectivamente.

4.5.1. Avaliacdo da histologia do figado ap6s 61 dias de infeccéo

Camundongos pertencentes ao grupo Controle Negativo apresentaram estruturas
hepéaticas bem estruturadas e preservadas, podendo ser observado apenas a presenca de
colageno pericanicular e perivascular de forma delgada (Figuras 23A e 24A).

A andlise histoldgica hepatica dos animais infectados com S. mansoni (tratados ou néo)
mostrou a presenca de granulomas periovulares formados por linfocitos, eosinofilos,
neutrdfilos e células epitelidides (gigantocitos). Os 6rgaos apresentaram-se com estruturas
preservadas em locais onde ndo havia a deposicdo de ovos (Figuras 21 e 22).

Foi possivel observar a formacdo de material colagenoso nos 6rgdos dos animais de
todos os grupos infectados (Figuras 23 e 24). Além da deposicdo de colageno pericanicular
e perivascular, foi possivel observar a deposicao de coldgeno ao redor dos ovos, juntamente
com os granulomas. Todos 0s grupos apresentaram deposi¢do de colageno periovular,
indicando a ocorréncia de um processo cicatricial fibrotico no tecido hepatico.

Nossos resultados revelaram uma diminuicdo da quantidade de ovos (Tabela 2) e
consequentemente uma queda no nimero de granulomas hepaticos dos animais infectados e
submetidos ao tratamento didrio com 50mg/kg do fitoterapico (Mentha 60) quando
comparado ao grupo Controle Positivo. Os animais do grupo Mentha 15 apresentaram-se

com pequena redugdo no nimero de granulomas hepaticos (Tabela 3).
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TABELA 2

Efeito da administracédo do Fitoterapico e Praziquantel sobre ovos de S. mansoni em
tecido hepético de camundongos Balb/c

Média + SEM
Grupos Ovo/lamina Reducéo (%0)
Controle Positivo 35.2+37 -
Mentha 15 35.6+4.3 nao houve
Mentha 60 25.8+2.3 26.7
PZQ 152 +£1.7% 56.8
Cremophor 21.2 + 3.7 40

Os dados representam a média + SEM. A leitura foi realizada em cortes histolégicos corados
com HE. Foi realizada uma lamina por animal (n=5). Os 6rgdos foram removidos 61 dias
apos a infeccdo. °p<0,05, ® p<0,01, °®° p<0,001, representa diferenca significativa do grupo
PZQ quando comparado ao Controle Positivo. A analise foi realizada utilizando o teste nao
paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
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TABELA3

Efeito da administragdo do Fitoterapico e Praziquantel sobre granulomas em tecido
hepatico de camundongos Balb/c infectados com S. mansoni

Média + SEM
Grupos Granuloma/lamina Reducéo (%0)
Controle Positivo 51+38 -
Mentha 15 474+ 3.2 7
Mentha 60 33.8+3.9° 33.7
PZQ 326+ 3° 36.1
Cremophor 35+ 2.7° 31.4

Os dados representam a média £ SEM. A leitura foi realizada em cortes histoldgicos corados
com HE. Foi realizada uma lamina por animal (n=5). Os drgaos foram removidos 61 dias
apos a infecgdo. °© p<0,05, © p<0,01, °° p<0,001, representa diferenca significativa dos
grupos Mentha 60, PZQ e Cremophor quando comparado ao Controle Positivo. A analise
foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método
de Tukey.
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Figura 21. Fotomicrografia de cortes histologicos hepéaticos de camundongos infectados
ou ndo com S. mansoni corados com HE (50x). Analise morfoldgica de cortes histologicos
de figado 61 dias apos a infec¢do com S. mansoni nos animais dos grupos Controle Negativo
(A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ (E) e Cremophor (F).
Coloragdo HE. Aumento de 50x. O granuloma é indicado pela seta.
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Figura 22. Fotomicrografia de cortes histoldgicos hepéaticos de camundongos infectados
ou ndo com S. mansoni corados com HE (200x). Analise morfoldgica de cortes
histoldgicos de figado 61 dias ap6s a infeccdo com S. mansoni nos animais dos grupos
Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ (E) e
Cremophor (F). Colora¢do HE. Aumento de 200x.
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Figura 23. Fotomicrografia de cortes histoldgicos hepaticos de camundongos infectados
ou ndo com S. mansoni corados com Tricromico de Gomori (50x). Analise morfol6gica
de cortes histoldgicos de figado 61 dias ap0s a infeccdo com S. mansoni nos animais dos
grupos Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ
(E) e Cremophor (F). Coloragdo de Gomori. Aumento de 50x. O granuloma € indicado pela
seta.
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Figura 24. Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de camundongos infectados
ou ndo com S. mansoni corados com Tricrémico de Gomori (200x). Analise morfolédgica
de cortes histoldgicos de figado 61 dias ap0s a infeccdo com S. mansoni nos animais dos
grupos Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ
(E) e Cremophor (F). Coloracdo de Gomori. Aumento de 200x.
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4.5.2. Avaliacao da histologia do intestino ap6s 61 dias de infec¢do

Camundongos pertencentes ao grupo Controle Negativo apresentaram estruturas
intestinais bem estruturadas e preservadas (Figuras 25A e 26A). Nos animais submetidos a
infecgdo, foi possivel observar a presenca de ovos na submucosa e musculatura do 6rgéo,
com ou sem a presenca de granulomas (Figuras 25 e 26).

Foi possivel observar a formacdo de material colagenoso nos 6rgdos dos animais de
todos os grupos infectados. O processo fibrético ocorreu principalmente ao redor dos ovos,
juntamente com a formagdo dos granulomas (Figuras 27 e 28).

No intestino, ambos os grupos tratados com o fitoterapico foram capazes de reduzir o
naumero de ovos no érgdo, com maior atencao ao grupo Mentha 60, que apresentou reducao
de 41,4% (Tabela 4).
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TABELA 4

Efeito da administragdo do Fitoterapico e Praziquantel sobre ovos de S. mansoni em
tecido mesentérico de camundongos Balb/c

Média £ SEM
Grupos Ovo/lamina Reducao (%)
Controle Positivo 123.8+31.2 -
Mentha 15 95.2+13.8 23.1
Mentha 60 72.6 £16.9 41.4
PZQ 26.4 +£5.1° 78.7
Cremophor 28.4+7.1° 77.1

Os dados representam a média + SEM. A leitura foi realizada em cortes histolégicos corados
com HE. Foi realizada uma lamina por animal (n=5). Os 6rgdos foram removidos 61 dias
apos a infeccdo. © p<0,05, ® p<0,01, °° p<0,001, representa diferenca significativa dos
grupos PZQ e Cremophor quando comparado ao Controle Positivo. A analise foi realizada
utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey.
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Figura 25. Fotomicrografia de cortes histoldgicos mesentéricos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni corados com HE (50x). Analise morfoldgica de cortes
histoldgicos de intestino 61 dias apds a infeccdo com S. mansoni nos animais dos grupos
Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ (E) e
Cremophor (F). Coloracdo HE. Aumento de 50x.
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Figura 26. Fotomicrografia de cortes histoldgicos mesentéricos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni corados com HE (200x). Anélise morfoldgica de cortes
histoldgicos de intestino 61 dias apds a infeccdo com S. mansoni nos animais dos grupos
Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha 60 (D), PZQ (E) e
Cremophor (F). Coloragdo HE. Aumento de 200X.
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50X

Figura 27. Fotomicrografia de cortes histoldgicos mesentéricos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni corados com Tricromico de Gomori (50x). Analise
morfoldgica de cortes histoldgicos de intestino 61 dias apos a infecgdo com S. mansoni nos
animais dos grupos Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha
60 (D), PZQ (E) e Cremophor (F). Coloracdo de Gomori. Aumento de 50x.
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Figura 28. Fotomicrografia de cortes histoldgicos mesentéricos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni corados com Tricrémico de Gomori (200x). Analise
morfolégica de cortes histoldgicos de intestino 61 dias ap6s a infecgdo com S. mansoni nos
animais dos grupos Controle Negativo (A), Controle Positivo (B), Mentha 15 (C), Mentha
60 (D), PZQ (E) e Cremophor (F). Coloracdo de Gomori. Aumento de 200x.
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4.6. Analise de dano de DNA (Ensaio Cometa)

Ap0s a recuperacao de vermes adultos de Schistosoma mansoni, pela técnica de perfusao
do sistema porta-hepéatico, os vermes foram congelados imediatamente em nitrogénio
liquido e conservados a -80°C. Parte dos vermes recuperados dos animais ndo submetidos a
nenhum tratamento (animais do grupo Controle Positivo), foi deixada 24 horas sob
iluminacdo UV em HCI 1 M para realizacdo do Controle Positivo de Dano. A utiliza¢do do
HCI 1M foi necessaria para danificar o tegumento espesso dos vermes e favorecer a acao da
luz UV sobre as células.

Os Cometas foram analisados através do software CaspLab 1.2.3b.2, na qual foram
verificadas diversas caracteristicas desses cometas: Comprimento da Cauda (ym),
Porcentagem do DNA da cauda e o Momento de cauda (Unid) ou “Tail Moment”. Os
resultados foram expressos como média = Desvio Padréo utilizando o teste ndo paramétrico
One-way ANOVA e pods-teste pelo Método de Tukey. Os valores foram considerados
significativos quando p<0,05 (Figura 29).

Os resultados mostraram que a maneira de inducdo de dano ao DNA utilizado foi
adequada ao modelo experimental, mostrando significativamente dano no DNA do grupo
Controle Positivo quando comparado ao grupo Controle Negativo em todas as analises
(comprimento da cauda, DNA da Cauda e Momento da Cauda).

Os grupos Controle Negativo, Mentha 15 e Mentha 60 ndo apresentaram alteracéo
significativa entre eles, deixando clara a auséncia de danos provocada por ambos 0s
tratamentos testados (Mentha 15 e Mentha 60). Os cometas desses grupos apresentaram
minima porcentagem de DNA de cauda, mostrando auséncia de danos no DNA (Figura 30).

O Momento da cauda ou “Tail Moment” € definido como o produto do comprimento

da cauda e a fracdo do DNA total da cauda expressas em Unidades, como segue:

Momento da cauda = Comprimento da cauda X % DNA da cauda

(El-Sayed, Aly, 2014).

O tratamento com 50 mg/kg do fitoterapico durante 15 ou 60 dias ndo causou henhum
dano ao DNA de acordo com as nossas analises, sugerindo que este fitoterapico ndo possui
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efeito genotoxico para células de vermes adultos de Schistosoma mansoni neste modelo

experimental.

>
o

*k%

*kk

; . [ ] i slm

Comprimento da cauda (pm)
o
DNA da Cauda (%)

C
5104 Controle Positivo
f
2 0.8- T
L Controle Negativo
§ 0.6+
§ 0.4 - Mentha 15
E
g 0.2- _ -
O
2 0o —- MRrthE )

Figura 29. Andlise do dano de DNA de vermes adultos de Schistosoma mansoni pela
técnica de Ensaio Cometa. (A) Comprimento da cauda em ym, (B) Porcentagem de DNA
da cauda e (C) Momento da cauda ou “fail moment” em Unidades. Os resultados sdo
expressos como a média + SEM. A analise foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico
One-way ANOVA e pos-teste pelo Método de Tukey e considerada significativa quando
p<0,05. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, representa diferenca significativa entre o grupo
Controle Negativo quando comparado ao grupo Controle Positivo. Os grupos Mentha 15 e
Mentha 60 ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo Controle
Negativo.
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Figura 30. DNA nuclear de células de vermes adultos de Schistosoma mansoni (Ensaio
Cometa). (A e B) Controle Negativo (auséncia de danos); (C e D) Mentha 15, grupo tratado
durante 15 dias com 50 mg/kg do fitoterapico; (E e F) Mentha 60, grupo tratado durante 60
dias com 50 mg/kg do fitoterapico; (G e H) Controle Positivo, 24 horas no UV + HCI 1M.
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5. DISCUSSAO

Relatos de possiveis linhagens de Schistosoma mansoni com perda de sensibilidade
vinda de paises africanos, Senegal (GRYSEELS et al, 2011) e Egito (ISMAIL et al, 1999),
geraram preocupacdo no campo cientifico, ja que o Praziquantel é o Unico medicamento
recomendando pela OMS para o tratamento de infec¢bes causadas por espécies de
Schistosoma.

Plantas naturais tém sido utilizadas pelos seres humanos ha muitos anos para tratamento
de doencas, sendo a medicina tradicional chinesa um dos mais importantes exemplos de
eficiéncia desses produtos. A complexidade, diversidade quimica e propriedades biologicas
de produtos naturais levaram a pesquisas e descobertas de novas drogas. No Brasil, de
100.000 espécies de plantas catalogadas, apenas 8% possui seus componentes quimicos
conhecidos e somente 1.100 espécies tem sido estudada para uso terapéutico (CASTRO et
al, 2013). Dessa forma essa area de estudo se tornou uma area muito atrativa e com um
grande potencial na busca por novos compostos que contribua com a terapéutica de doengas
infecciosas. Na Africa do Sul, pais que possui uma elevada taxa de infecgio por helmintos,
devido principalmente por deficiéncia sanitaria e ma-nutricdo, ja identificou mais de 115
espécies de plantas com potencial anti-helmintico (AREMU, FINNIE, STADEN, 2012).

Uma diversidade enorme de plantas tem sido testada contra espécies patogénicas de
Schistosoma ao redor do mundo. A artemisinina, produto extraido das folhas da Artemisia
annua, utilizado atualmente para controle da malaria no mundo, conseguiu reduzir o nUmero
de vermes fémeas e negativar a liberacdo de ovos (LESCANO et al, 2004). Outro exemplo
é a curcumina, composto fenodlico isolado de rizomas da Curcumin longa, muito utilizado
como tempero e corante alimentar. Sugere-se que este composto possui um potencial
terapéutico no tratamento ou prevencdo dos problemas causados pela infeccdo com
Schistosoma mansoni (ALLAM, 2009). Estudo realizado com alho (Allium sativum) e cebola
(Allium cepa) demonstrou que ambos foram eficazes na diminui¢do da carga parasitéria de
S. mansoni em modelo murino em 73% e 66%, respectivamente (MANTAWY, ALI, RIZK,
2011). Recentemente, nosso grupo demonstrou através do trabalho de Dejani e
colaboradores (2014) que, o extrato etandlico de Mentha piperita L. possui propriedades
antiparasitarias e imunomodulatorias durante a infeccdo experimental por S. mansoni, e que
foi capaz de modular significativamente o recrutamento celular, além de outras moléculas

imunologicas envolvidas nesse processo, sugerindo um forte efeito anti-inflamatério no
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modelo da esquistossomose murina. Perante isso, nosso trabalho teve como objetivo avaliar
0 potencial anti-schistosomal de dois componentes importantes extraidos das folhas da
Mentha piperita L. no modelo da esquistossomose mans6nica experimental.

A Mentha piperita L., popularmente conhecida como hortela-pimenta, € uma das plantas
mais utilizadas pelo homem por possuir diversas propriedades: antiséptico, estimulante,
espasmaodico, antifangico, antibacteriano, antiinflamatorio e vermifugo (NARANJO et al,
2006). Os componentes medicinais da M. piperita L. podem ser encontrados em todas as
partes da planta, incluindo folhas e flores. Possui uma ampla variedade de componentes, na
qual se destacam o0 mentol (29-48%), a mentona (20-31%), mentofurano (6,8%) e acetato de
metila (3-10%), que representam aproximadamente 90% de todo o EO, além de outros
componentes farmacologicamente ativos como acido caféico, flavonoides e taninos
(SINGH, SHUSHNI, BELKHEIR, 2011). Sendo assim, nosso trabalho prop6s analisar 0s
efeitos antiparasitario e imunoldgico de um fitoterapico comercial de uso humano, composto
de mentol e mentona extraido de folhas de Mentha piperita L., em um modelo experimental
de esquistossomose mansonica murina. O fitoterapico testado possui concentracdes de
mentol e mentona conhecidas, importante para uma melhor avaliacdo da atividade destes
compostos na infecgdo por S. mansoni, ja que esses componentes podem ser variaveis na
erva dependendo do clima, tipo de solo e formas de plantio e colheita (SAHARKHIZ et al,
2012).

Mentha piperita L. ja teve seus efeitos anti-parasitarios demonstrados. Vidal et al, 2007,
mostrou efeitos toxicos sobre trofozoitos de Giardia lamblia, indicando uma potencial
terapia no tratamento da giardiase. O extrato de Mentha piperita L., em concentracdes
maiores de 1000 pg/mL, foi capaz de promover a separagdo de casais e diminuir a atividade
motora do tegumento de S. mansoni in vitro, como ja foi demonstrado por nosso grupo
(CORREIA et al, 2010). Em nosso laboratério, camundongos BALB/c infectados com S.
mansoni linhagem LE e tratados durante 49 dias com extrato bruto de Mentha piperita L.
mostraram reducgdo de ovos eliminados em mais de 50%, além de reduzir 35,2% o nimero
de vermes adultos recuperados por perfusdao (DEJANI et al, 2014). Em nosso experimento,
0s animais dos grupos tratados com 50 mg/kg do fitoterapico composto por mentol e
mentona, Mentha 15 e Mentha 60, apresentaram uma pequena redugdo do nimero de ovos
eliminados, 28,4% e 8,4% respectivamente, quando comparado ao Controle Positivo. O
namero de vermes adultos recuperados ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos

tratados e o Controle Positivo. Esses resultados ficaram abaixo daqueles apresentados por
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Dejani et al, 2014, sugerindo que outros componentes ativos presentes nos extratos e EO da
Mentha piperita L. podem estar atuando como coadjuvantes ou como principal componente
ativo contra S. mansoni. Alta concentracdo de mentol associado com fendis ou flavonoides
é dita possuir atividade antibacteriana (SINGH, SHUSHNI, BELKHEIR, 2011). Porém, foi
demonstrado que o EO contendo apenas 3,6% de mentol da Mentha piperita L. apresenta
efeito antimicrobiano, deixando claro que outros componentes presentes no 6leo também
contribuem para esta atividade (YADEGARINIA et al, 2006). Outra diferenca é que a
linhagem de Schistosoma mansoni utilizada em nosso estudo (BH) difere daquela utilizada
por Dejani e colaboradores (2014) (LE), mais um motivo talvez que tenha favorecido a
divergéncia desses resultados.

A formacdo do granuloma é mediado por linfécitos ThCD4* anti-antigeno de ovo. As
células ThCD4* expressam dois subgrupos separados por meio de secre¢do de citocinas e
propriedades funcionais: células Thl, que produzem IL-2, IFN-¥ e fator de necrose tumoral
e estdo associados com resposta mediada por célula e as células Th2, que produzem IL-4,
IL-5 e IL-10 e estdo associadas com a producdo de anticorpos por linfécitos B
(STADECKER, HERNANDEZ, 1998). Camundongos deficientes em células ThCD4+
falham na montagem de uma resposta granulomatosa efetiva (WILSON et al, 2007). Em
uma infeccdo natural, a resposta ocorre sequencialmente, tal que a resposta Thl é diminuida
(down-regulation) e a resposta Th2 é elevada em aproximadamente 8 semanas ap0s a
infeccdo (STAVITSKY, 2004). Citocinas especificas, em particular IL-2, IL-4, IL-5, IL-10
e IFN-¥, tem sido implicadas na regulacdo da resposta granulomatosa da esquistossomose
(KING, XIANLI, STAVITSKY, 2001). Formas severas da doenca estdo associadas com 0
perfil de citocinas do tipo Th1l, enquanto o perfil Th2 esta correlacionado com a reducdo da
patologia e um curso mais benigno da doenca (STADECKER, HERNANDEZ, 1998). Em
nosso estudo, os camundongos foram eutanasiados oito semanas apos a infeccao (61 dias),
ou seja, no pico da liberacdo de citocinas de padrdo Th2, como IL-4 e IL-10, quantificadas
neste trabalho. Além dessas, foi realizada a quantificacdo de IFN-x, citocina com padrdo de
resposta Th1l (dados ndo mostrados).

A IL-4 é uma importante citocina para a iniciacdo da resposta inflamatéria de padréo
Th2 na esquistossomose (SILVEIRA-LEMOS, 2008). A deplecdo de resposta Th2,
particularmente IL-4, resulta em dano tecidual e mortalidade do hospedeiro devido a resposta
Thl pré-inflamatoria. Portanto, resposta Th2 também exibe uma funcdo protetora ao
hospedeiro e minimiza o dano global da patologia do hospedeiro (COLLEY, SECOR, 2014).
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Nosso trabalho mostrou que o grupo tratado durante 15 dias com o fitoterapico (Mentha 15)
n&o exibiu mudanca significativa quando comparado ao nosso Controle Positivo (Figura 20).
Isso corrobora com os resultados demonstrados pela analise histologica, na qual o tratamento
com 50mg/kg do fitoterapico ndo diminuiu 0 nimero de ovos presentes no tecido hepatico
(Tabela 2), sugerindo que este tratamento ndo impediu a deposi¢cdo de ovos no tecido
hepético e ndo alterou o perfil de resposta inflamatoria neste modelo. Uma situacéo diferente
foi vista no grupo tratado durante 60 dias com o fitoterapico (Mentha 60), na qual apresentou
concentracdes bem diminuidas de IL-4 (Figura 20). Esse resultado corrobora com os achados
histopatologicos, ja que foi observada diminuicdo de ovos nos tecidos hepéticos e
mesentéricos, além de diminuicdo da formacdo de granuloma hepético (Tabela 3), fato
ultimo induzido por resposta de padrdo Th2. Esse resultado sugere que a diminuicdo da
deposicdo dos ovos em ambos o0s tecidos tenham contribuido para a diminuicao da secrecao
de IL-4 no plasma. Entretanto, os animais tratados com PZQ tiveram redugdes ainda menores
no quesito deposicdo de ovos e formacao de granulomas nos tecidos, porém nédo apresentou
uma queda tdo acentuada como o grupo Mentha 60. Isso sugere que o fitoterapico possui
uma a¢do imunomoduladora que reduz o padrédo de resposta Th2, quando administrada por
longo periodo de tempo neste modelo experimental.

A IL-10 pode ter uma funcgdo anti-inflamatéria por inibir a fungéo de células acessorias,
resultando em diminuicdo de citocinas inflamatérias, expressdo de moléculas
coestimulatorias e estimulacdo de linfocitos T (STADECKER, HERNANDEZ, 1998). A
baixa producédo de IL-10 esta associada com o alto risco de fibrose derivado de infec¢éo por
S. mansoni. Sendo assim, a IL-10 pode reduzir a patologia aguda da esquistossomose,
regulando a resposta imunolégica e controlando a morbidade em pacientes cronicos
(SILVEIRA-LEMOQS, 2008). Macrofagos ativados alternativamente e IL-10 sdo parte de um
feedback regulatorio da resposta Th2 que limita a inflamagdo granulomatosa inicial
(COLLEY, SECOR, 2014). A anélise de IL-10, citocina anti-inflamatdéria no modelo de
esquistossomose, mostrou que o grupo Mentha 15 ndo alterou a concentracdo em
comparagao ao nosso Controle Positivo (Figura 20). J& o grupo Mentha 60, apresentou uma
diminuicdo significativa quando comparado ao Controle Positivo (62%) (Figura 20),
corroborando com os resultados observados com IL-4, sugerindo que o tratamento
prolongado com o fitoterapico composto por mentol e mentona pode possuir uma atividade

imunomoduladora na esquistossomose mansonica murina experimental.
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Dejani e colaboradores (2014) mostraram efeito inverso apos tratamento durante 49 dias
com extrato etanodlico de Mentha piperita L. com aumento significativo nos niveis de IL-10
quando comparado aos niveis daqueles infectados e nédo tratados. Com isso, confirma ainda
mais a existéncia de possiveis componentes, presentes no extrato etanolico e ausentes no
fitoterapico, que influenciam na resposta imunoldgica neste modelo experimental murino de
esquistossomose mansonica.

Camundongos deficientes em IFN-¥ também exibem uma reducdo no tamanho do
granuloma e parece favorecer a transicdo para uma fase crénica mais rapidamente, sugerindo
que o IFN-y também contribui para a formacdo do granuloma. Ao passo que o IFN-y tem
mostrado efeito antifibrético em outros modelos experimentais, o excesso dele também pode
causar uma severa patologia hepatica na esquistossomose (WILSON et al, 2007). A analise
de IFN-¥ pela técnica de ELISA ndo mostrou deteccdo desta citocina em nenhum grupo
analisado (dados ndo mostrados).

A andlise de células mononucleares sanguineas revelou que os animais tratados durante
60 dias apresentaram o menor nivel dessas células quando comparado ao Controle positivo.
Com isso podemos sugerir que o tratamento promoveu uma diminui¢do da ativacdo de
linfocitos, ocasionando baixos niveis dessas células em circulagdo e baixa producdo de
citocinas. Os linfocitos ThCD4* correspondem a 50% das células secretoras de antigenos em
uma reacdo granulomatosa (KING, XIANLI, STAVITSKY, 2001). Os animais tratados
apenas 15 dias, mostraram uma diminuicdo significativa nas células mononucleares
sanguineas em relacdo ao Controle Positivo, da mesma forma que os animais tratados com
PZQ, porém essa diminuicdo nao alterou o padrdo de resposta inflamatoria.

A fase cronica da esquistossomose esta fortemente relacionada com a localizagdo de
vermes adultos e ovos que ficam retidos nos tecidos. Os ovos aprisionados nos tecidos
secretam enzimas proteoliticas induzindo a mobilizacdo de macrofagos, eosindfilos,
linfocitos e plasmdcitos, dado 0 nome de reacdo granulomatosa. (GRYSEELS et al., 2006).
O figado € o principal orgao afetado pelo acimulo de ovos, pois apos a liberagcdo pelas
fémeas adultas, esses ovos sdo carregados pelo fluxo sanguineo e acabam retidos nos
sinusoides hepéticos. Os ovos presos provocam as rea¢es granulomatosas que se acumulam
levando a uma progressiva fibrose nos espagos periportais, blogueando a circulacéo pre-
sinusoidal e conduzindo a hipertensao portal, a circulacdo colateral, ascite, hepatomegalia e

varizes gastrointestinais. A fibrose hepatica, portanto, é causada pelo intenso acumulo de



62

fibras de colageno no figado, devido a resposta cicatricial aos danos causados (GRYSEELS
et al., 2006; PEARCE; MACDONALD, 2002).

Tem sido postulado que os eosindfilos exibem um importante papel protetor na
resposta imune na infeccdo por S. mansoni, com aumento do nimero e da atividade dessas
células, que pode contribuir para o papel dos eosindfilos durante a infecgdo. Além disso, 0s
eosindfilos sdo também uma grande fonte de producéo de citocinas, fatores de crescimento
e capazes de estimular a proliferacdo de fibroblastos e favorecendo a sintese de colageno.
(SILVEIRA-LEMOQOS, 2008). Em nosso estudo, foi possivel observar uma diminuicdo de
29,4% no numero de eosindfilos sanguineos/mm? do grupo Mentha 15 em relacdo ao
Controle Positivo (Figura 18D). Além disso, o grupo tratado por 60 dias (Mentha 60) reduziu
84,91%, o nivel dessas células (Figura 18D). Esses dados estdo corroborando com os
resultados apresentados pelas citocinas e andlise histoldgica, reforcando ainda mais uma
acdo imunomoduladora do mentol e da mentona quando utilizado por tempo prolongado.
Uma baixa producéo de IL-4 diminui a resposta inflamatoria de padrdo Th2, desfavorecendo
a multiplicacéo e atividade dos eosindéfilos, estimulado principalmente pela IL-5 (SWARTZ
et al, 2006).

N&o ha na literatura trabalhos que ja tenham avaliado o potencial genotdxico da
Mentha piperita L. sobre células de vermes adultos de Schistosoma mansoni. Galloway
(2000) sugere que Oleos essenciais da Mentha ndo possuem efeito genotoxico e nem
carcinogénico in vivo para células de mamiferos, no entanto ndo foram encontrados
trabalhados que discutissem esses resultados em parasitas. Em nosso trabalho, analisamos o
efeito genotoxico do fitoterapico, testado através do Ensaio Cometa, em células de vermes
adultos de S. mansoni recuperados por perfusdo apos os diferentes tratamentos in vivo. A
técnica de Ensaio Cometa consegue avaliar danos em todos os tipos celulares com alta
sensibilidade, requerendo uma pequena quantidade de células, em pouco tempo e baixo custo
(WIDZIEWCZ, 2012). Esta técnica é capaz de detectar quebras de fita simples ou dupla e
sitios de reparo incompleto em células de organismos eucariotos (EL-SAYED, ALY, 2014).
Nosso trabalho demonstrou que os vermes recuperados de ambos 0s grupos tratados com
50mg/kg do fitoterapico composto por mentol e mentona, Mentha 15 e Mentha 60, ndo
apresentaram danos no DNA (Figuras 29 e 30), sugerindo que o mentol e a mentona néo
possuem a capacidade de ocasionar quebras de fita simples ou duplas ou impedir a reparacao

do DNA do S. mansoni, podendo ser considerado ndo genotéxico o Schistosoma mansoni
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neste modelo experimental. No entanto, outros componentes do parasita podem estar sendo
modulados, que ndo foram detectados pela técnica utilizada.

Assim, todos os resultados apresentados sugerem que, 0 tratamento com o
fitoterapico (composto por mentol e mentona) por tempo prolongado, preparado a partir de
folhas da Mentha piperita L., possui uma a¢do imunomoduladora e anti-inflamatéria no
modelo da esquistossomose mansdnica murina, podendo contribuir para a diminui¢cdo dos
efeitos patologicos ocasionados pela infecgdo por S. mansoni e controlar a fisiopatogénese

da infeccdo nesse modelo.
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5. CONCLUSOES

e O fitoterapico composto por mentol (30-55%) e mentona (14-32%), extraidos das
folnas de Mentha piperita L. apresentam efeitos imunomoduladores e

antiparasitarios em modelo de esquistossomose murina experimental.

e O efeito imunomodulador do fitoterapico composto por mentol e mentona diminui
0s niveis plasmaticos de IL-4 e IL-10, de forma indireta, modulando negativamente

os eosinofilos no sangue de camundongos quando utilizado por tempo prolongado.

e O efeito antiparasitario do tratamento com mentol e mentona é sugerido devido ao
tratamento prolongado com o fitoterapico reduzir o nimero de ovos eliminados nas
fezes, figado e intestino de camundongos, além de reduzir o nimero de granulomas

hepatico.

e Sugere-se que o0 mentol e a mentona sdo o0s principais componentes da Mentha
piperita L. atuantes como antiparasitario, porém outras substancias presentes no
extrato bruto desta planta podem apresentar fungdes ainda desconhecidas para o

controle da esquistossomose murina experimental.

e O fitoterapico, composto por mentol e mentona, ndo possui efeito genotdxico sobre
células de Schistosoma mansoni avaliado pelo Ensaio Cometa, neste modelo de

esquistossomose murina experimental.
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