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RESUMO

A esquistossomose mansdnica ¢ uma doenga socialmente determinada causada por
Schistosoma mansoni, cuja morbidade esta associada principalmente a resposta inflamatoria
granulomatosa induzida pelos ovos retidos nos tecidos, especialmente no figado. Embora o
praziquantel seja o Gnico farmaco para o tratamento, suas limitagdes reforcam a necessidade
de investigacdo de novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, produtos naturais
representam fontes promissoras de compostos bioativos, incluindo o extrato etandlico foliar
de Justicia secunda, espécie amplamente utilizada na medicina popular e descrita por suas
atividades bioldgicas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do extrato
etanolico foliar de J. secunda em fibroblastos murinos NIH/3T3 e seu efeito na infeccao
experimental por S. mansoni em camundongos BALB/c. A citotoxicidade foi avaliada por
ensaio de MTT e a producdo de oxido nitrico pela reagdo de Griess. No ensaio in vivo, 40
camundongos foram distribuidos em quatro grupos: controle negativo, controle positivo
infectado, grupo tratado com praziquantel e grupo tratado com J. secunda. A infec¢ao dos
animais foi realizada com 80 cercarias de S. mansoni, e os tratamentos ocorreram a partir do
45° dia apds a infecgdo. Foram avaliadas a elimina¢do de ovos nas fezes pelo método de
Kato-Katz, a recuperagdo de vermes adultos por perfusdo do sistema porta-hepatico e
mesentério intestinal, e as alteragdes histologicas hepaticas por coloragdes de
hematoxilina-eosina e tricromico de Masson. O extrato apresentou baixa citotoxicidade em
concentragdes inferiores, com reducdo do metabolismo celular e aumento da produgdo de
nitrito apenas em concentracdes elevadas. /n vivo, o tratamento com J. secunda ndo reduziu
significativamente a eliminacao de ovos nem a carga de vermes adultos, indicando auséncia
de efeito anti-helmintico expressivo na dose testada. Entretanto, a analise histologica sugeriu
menor comprometimento hepatico aparente, com granulomas mais delimitados e deposicao de
colageno visualmente mais organizada. Conclui-se que o extrato etanolico foliar de J. secunda
nao apresentou atividade antiesquistossomotica significativa nas condigdes avaliadas, mas
pode apresentar potencial modulador das alteracdes hepaticas induzidas pela infeccdo, sendo
necessarios estudos complementares para quantificagdo da fibrose, avaliagdo imunolégica e
caracterizacdo dos mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Esquistossomose; Justicia secunda; Produtos Naturais; Fibrose
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INTRODUCAO

1. Esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida como “xistose”, “doenca dos caramujos” e
“barriga d’agua”, ¢ causada por platelmintos trematdédeos dioicos, ou seja, com Sexos
separados, do género Schistosoma. Atualmente, sdo conhecidas seis espécies que parasitam o
homem, sendo elas, S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum, S. mekongi e
S. malayensis (Siqueira, 2017). Destas espécies, o S. mansoni € a Unica existente no Brasil,
sendo que as outras ndo sdo encontradas devido a inexisténcia de caramujos do género
Biomphalaria suscetiveis a infec¢do, que sdo hospedeiros intermediarios e vetores do ciclo de
vida do parasita (Ross, 2002). No Brasil, apenas trés espécies do vetor sdo encontradas:
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea (Pinto; Grisard,
Ishida, 2011).

Os vermes adultos contém duas ventosas, utilizadas para fixagdo no hospedeiro e
possuem dimorfismo sexual, com o macho medindo cerca de um centimetro de comprimento,
corpo achatado e um canal ginec6foro para abrigar a fémea durante o acasalamento. A fémea
possui um corpo cilindrico medindo cerca de um centimetro e meio e tém colorag¢do escura no
tubo digestivo devido a ingestdao de sangue (Rey, 2008; Pinto; Grisard; Ishida, 2011). Os ovos
possuem formato oval com uma espicula utilizada para fixacao nos tecidos do hospedeiro e
contém em seu interior o miracidio, larva infectante dos caramujos do género Biomphalaria.

A cercaria ¢ uma larva com duas ventosas infectantes para o homem.

2. Epidemiologia

Entre as parasitoses que acometem os seres humanos, a esquistossomose ¢ uma
doenca socialmente determinada das mais disseminadas no mundo e em expansao geografica,
e ocupa o segundo lugar depois da malaria em importancia e repercussao socioecondomica
(Técnicas, 2014). Sua predominancia estd associada a falta de saneamento basico e acesso a
agua potavel de comunidades de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento.

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), a esquistossomose afeta 250
milhdes de pessoas em 78 paises e representa grande ameaga para mais de 600 milhdes de
individuos que vivem em dareas de risco. No Brasil, € responsavel por mais de 90% dos casos

registrados nas Américas.



Dentre todas as Américas, o Brasil ¢ o pais que apresenta maior area endémica, com
cerca de 1,5 milhdo de pessoas vivendo em areas de risco (Carneiro et al., 2025). Atualmente,
estas areas estdo distribuidas mais intensamente ao longo da costa litordnea da regido
Nordeste e Sudeste (Figura 1), devido a condi¢des climaticas que favorecem o ciclo de vida
do parasita, condigdes socioecondmicas que contribuem para o surgimento de areas de risco, €
habitats de caramujos do género Biomphalaria, suscetiveis a infec¢do (Ministério da Saude,

2024; Técnicas, 2014).

Figura 1 - Distribuig¢@o global da esquistossomose
Fonte: Adaptado do World Health Organization (WHO), 2013
Legenda: Distribuicdo geografica da esquistossomose no mundo, destacando paises com diferentes niveis de
prevaléncia da doenga e areas com transmissdo documentada. Observa-se a maior concentragdo de casos em

regides tropicais e subtropicais, especialmente no continente africano.

3. Ciclo Biologico

O ciclo biologico do S. mansoni (Figura 2) se inicia quando um individuo entra em
contato com agua doce onde existem cercarias de S. mansoni livres, que penetram ativamente
na pele do homem, hospedeiro definitivo, durante um periodo que leva de minutos a 72 horas.
Durante esse processo, as cercdrias perdem a cauda gerando a forma larval denominada
esquistossomulos, que caem na corrente sanguinea e/ou linfatica, atingem a circulagdo venosa
e migram ao coracdo ¢ pulmdes em 4 dias, onde amadurecem tornando-se mais longos e
delgados, facilitando a migragdo pela rede vascular-pulmonar. Do pulmdo, os

esquistossomulos voltam ao coracdo e sdo migrados pela circulagdo geral até o sistema
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porta-hepatico onde em até quatro semanas apds a infec¢do, se desenvolvem em vermes
adultos, se diferenciam em macho e fémea e iniciam o acasalamento (Wu, 2000; Pinto;
Grisard; Ishida, 2011). Os vermes acasalados se deslocam para as veias mesentéricas € na luz
intestinal a fémea comega a oviposi¢ao a partir de 30 a 40 dias apos a infecgdo, produzindo
cerca de 300 a 400 ovos. Metade dos ovos sdo liberados nas fezes dos individuos infectados e
o restante fica retido nos tecidos, principalmente, figado e intestino, sendo responsaveis pela
formagdo de granulomas e fibrose proveniente da resposta do sistema imune do hospedeiro
(Gryseels, 2006). Os ovos liberados contém embrides maduros que, em contato com a agua,
eclodem e liberam a larva ciliada miracidio que possui geotropismo negativo e fototropismo
positivo, que auxilia na localizagdo do hospedeiro intermedidrio. Se movimentam ativamente
até encontrar os caramujos do género Biomphalaria, onde se reproduzem assexuadamente
dando origem as cercarias apds duas semanas, nas horas mais claras do dia, uma vez que a
liberacdo das cercéarias ¢ induzida pela luz e temperaturas mais altas (Gordon; Griffiths,

1951). Cada miracidio originara cerca de 100.000 cercérias.

Figura 2 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni
Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
Legenda: Representacdo esquematica do ciclo biologico de Schistosoma mansoni, envolvendo o homem como
hospedeiro definitivo e moluscos do género Biomphalaria como hospedeiros intermediarios. O ciclo inicia-se
pela penetracdo ativa das cercarias através da pele, seguida da migracdo dos esquistossdmulos até o sistema
porta-hepéatico, matura¢do dos vermes adultos, oviposicdo e elimina¢do dos ovos nas fezes, culminando com a

infec¢do dos moluscos e liberagdo de novas cercarias.



4. Manifestacoes Clinicas

As manifestacdes clinicas da esquistossomose mansonica variam conforme a fase da
infeccdo, a intensidade da carga parasitaria e a resposta do organismo do hospedeiro frente a
doenca. A fase aguda ¢ caracterizada por causar dermatite cercariana, febre, mal-estar,
cefaleia, mialgia, dor abdominal e eosinofilia. Ja na fase cronica, predominam manifesta¢des
intestinais e hepatoesplénicas (Barsoum et al., 2013). Além disso, os pacientes podem
apresentar dor abdominal recorrente, diarreia, enterorragia e tenesmo. Em casos mais graves,
observa-se hepatomegalia, esplenomegalia e hipertensdo portal, com formagdo de varizes

esofagicas e risco de hemorragia digestiva (Elbaz e Esmat, 2013).

5. Histopatologia

A patogénese da esquistossomose estd associada a dois perfis de inflamacdo, a fase
aguda, associada a fase inicial da infec¢ao com predominancia de uma resposta imune do tipo
Thl, e a fase cronica, desenvolvida a partir da deposicdo de ovos pelas fémeas nas veias
mesentéricas alternando para uma resposta predominantemente Th2 (Figura 3). Apds a
oviposicdo, parte dos ovos produzidos pelas fémeas de S. mansoni que nao foram liberados
nas fezes permanecem retidos, principalmente no tecido hepatico, onde induz intensa reacao

granulomatosa.

Figura 3 - Desenvolvimento da resposta imune na infeccdo por Schistosoma mansoni
Fonte: Adaptado de Dunne, D., Cooke, 2005
Legenda: Dinamica da resposta imune durante a infec¢do por Schistosoma mansoni. A fase inicial da infec¢éo,
associada a penetracdo das cercarias e ao desenvolvimento de esquistossdmulos e vermes adultos, ¢ caracterizada

pelo predominio da resposta Thl. Apds o inicio da oviposi¢do, ocorre a transi¢do para uma resposta
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predominantemente Th2, relacionada a formagdo de granulomas ao redor dos ovos retidos nos tecidos ¢ a

progressdo das alteragdes inflamatorias e fibroticas da esquistossomose mansonica.

Os granulomas hepaticos sdo constituidos por diferentes células imunolégicas,
incluindo linfécitos, eosinodfilos, macrofagos e outras células inflamatorias recrutadas em
resposta aos antigenos soluveis dos ovos de S. mansoni (Figura 4) (Zheng et al., 2020; Chen
et al., 2019) e representam uma importante estratégia de defesa do hospedeiro, uma vez que
restringem a dispersdo dos antigenos liberados pelos ovos e minimizam danos teciduais mais
intensos.

Os granulomas de S. mansoni sdo estruturas dindmicas cuja formacao segue eventos
especificos associados a migragdo celular, interacdo célula-célula, célula-ovo e célula-MEC
(matriz extracelular). Devido a essa complexidade, os granulomas apresentam variagao
morfoldgica, mostrando variedade de tamanhos e composi¢do celular dependendo de seu
estagio de desenvolvimento (Malta et al., 2022). Com isso, suas classificagdes incluem o
pré-granulomatoso exsudativo (PE), estagio inicial onde ocorre o acumulo de células no
tecido do hospedeiro ao redor dos ovos do parasita; necrético-exsudativo (NE), com maior
densidade e variedade de células inflamatodrias que se distribuem irregularmente em diferentes
camadas com uma 4rea necrdtica central ao redor do ovo; exsudativo-produto (EP),
apresentando um granuloma mais organizado e delimitado, com presenca de fibras de
coldgeno e células inflamatdrias concentradas na periferia; e produtivo (P), indicado pela
pouca ou auséncia de células inflamatdrias e predominio de colageno (Figura 5).

Entretanto, a progressdao desse processo inflamatorio caracterizado pela deposigdao
continua e exacerbada de colageno constitui um dos principais determinantes da gravidade
clinica da doenga, podendo culminar em hipertensao portal e outras complicagdes associadas

a forma hepatoesplénica da esquistossomose (Sombetzki et al., 2019; Zheng et al., 2020).
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Figura 4 - Composigdo do granuloma em infecgdo por S. mansoni
Fonte: Adaptado de Llanwarne; Helmby, 2020
Legenda: Representagdo esquematica da composicdo celular do granuloma hepatico induzido pelos ovos de S.
mansoni. Sao evidenciadas diferentes populagdes celulares envolvidas na resposta inflamatoria, incluindo
eosinoéfilos, neutréfilos, macrofagos, linfocitos e células estreladas hepaticas, além da deposicdo de fibras

colagenas.

Figura 5 - Classifica¢do dos granulomas em infecgao por S. mansoni

Fonte: Amaral et al., 2017
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Legenda: Representagdo dos estagios evolutivos dos granulomas: pré-granulomatoso exsudativo (PE),
necrotico-exsudativo (NE), exsudativo-produtivo (EP) e produtivo (P), observados em infec¢do natural e em

modelos experimentais nas fases aguda (55 dias) e cronica (120 dias).

6. Tratamentos convencionais

O Praziquantel (PZQ) ¢ um medicamento derivado de pirazino-isoquinolina,
desenvolvido na década de 1970 como um anti-helmintico e altamente eficaz contra vermes
parasitas como o S. mansoni, sendo o unico fairmaco recomendado pela Organizagdo Mundial
da Saude (Vale, 2017).

O PZQ apresenta dois mecanismos de acdo. O primeiro atua como interferente nos
canais de célcio do parasito, em que as subunidades [ dos canais de calcio, sensiveis a
voltagem, foram identificados como possiveis alvos moleculares da droga, induzindo a
paralisia espastica do verme, o influxo de Ca*" e rompimento do tegumento dos vermes
(Angelucci, 2007). O segundo mecanismo, mostra seu efeito na inibicdo da captacdo de
adenosina pelos esquistossomos interferindo na necessidade obrigatoria do parasita de
adquirir adenosina de seu hospedeiro (E.Wolde Mussie, 1982). No entanto, foi demonstrada
uma relagdo entre canais de Ca*" e receptores de adenosina em células de outros animais, € a
adenosina pode antagonizar a liberagdo de Ca** (Salvador-Recatala; Greenberg, 2011).

Durante os anos e com a progressao de casos de esquistossomose no mundo, surgiram
programas de administracdo em massa de medicamentos, como o Praziquantel, como
quimioterapias de controle em dareas endémicas para redug¢do da intensidade da carga
parasitaria, e desde 2006, vem amplamente sendo utilizado como uma medida profilatica e
ndo um tratamento, principalmente nas areas de maior prevaléncia (Mendonga, 2016). A
dependéncia de um unico farmaco para o tratamento de uma doenca com grande significancia
global corre o risco de facilitar o desenvolvimento de perda de sensibilidade ao PZQ e
preocupagdes com o surgimento de cepas parasitas que possam ser resistentes a ele (Vale,
2017). Além disso, o medicamento também apresenta algumas limitagdes, como a inatividade
contra esquistossomos juvenis, nao protege contra a reinfeccdo e nao possui atividade
anti-inflamatoria e hepatoprotetora (Cioli; Pica-Mattoccia, 2003).

Nesse contexto, torna-se necessaria a investigacdo de novas estratégias terapéuticas
seguras ¢ eficazes para o tratamento da esquistossomose mansonica, incluindo compostos

bioativos de origem natural.
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7.  Produtos naturais como novas terapias

Os produtos naturais englobam compostos obtidos a partir de plantas, fungos, animais
€ microrganismos que apresentam uma diversidade nas atividades bioldgicas e desempenham
papel fundamental na medicina tradicional desde as populagdes mais antigas, no tratamento
de diversas enfermidades (Adegboye et al., 2021). Devido a sua composi¢do de moléculas
bioativas, o interesse da industria farmacéutica sobre esses compostos ¢ alto, com grande
parte dos medicamentos aprovados atualmente para uso clinico, provenientes direta ou
indiretamente dos produtos naturais.

No contexto epidemioldgico de doencas tropicais negligenciadas, a busca por
alternativas terap€uticas tém estimulado a prospeccao de compostos naturais, principalmente
diante das limitagdes apresentadas por muitos tratamentos convencionais (Adegboye et al.,
2021; Medicinal Chemistry, 2024). Embora essa busca por novos medicamentos de origem
natural apresente um desafio para a ciéncia, principalmente no que se refere a padronizagdo da
composi¢ao de moléculas bioativas nesses compostos, 0s avangos tecnoldgicos tém ampliado
as possibilidades de novas metodologias para a descoberta de novos farmacos com potencial

terapéutico.

7.1. INCT-PROBIAM Pharmaceuticals Amazonia

Nesse contexto, o INCT-PROBIAM Pharmaceuticals Amazonia constitui uma
importante iniciativa voltada a prospeccdo de moléculas bioativas provenientes da
biodiversidade amazodnica, com potencial aplicacdo no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas para doengas negligenciadas. O instituto reune pesquisadores de diferentes
estados do pais, promovendo a investigacdo de extratos brutos, dleos essenciais, bioodleos e
outros produtos naturais obtidos a partir de espécies amazonicas. Entre os materiais avaliados,
o extrato de Justicia secunda destacou-se como uma alternativa promissora, considerando
suas atividades biologicas previamente descritas e seu potencial de aplicagdo em modelos

experimentais de doencgas parasitarias.

7.2. Extrato foliar de Justicia secunda

A planta Justicia secunda, espécie pertencente a familia Acanthaceae, ¢ originaria da
regido amazonica, mas também distribuida em regides tropicais da Africa, Caribe e América
do Sul. Popularmente conhecida como “Bloodroot” ou “Sanguinaria”, a planta recebe essas

denominacdes devido a coloracdo avermelhada liberada em suas infusdes. Na medicina
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popular é muito utilizada no tratamento de diversas doengas como anemia, colicas
abdominais, cicatrizagdo de feridas, epilepsia e outros transtornos mentais, devido as suas
propriedades sedativas e analgésicas. (Onochie et al, 2020).

Estudos sobre a fitoquimica mostraram a presenga de diversos compostos bioativos
muito promissores para o desenvolvimento de farmacos com atividade antimicrobiana,
antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante e antiparasitaria contra leishmaniose (Swiatek et al.,
2023) além de exercerem efeito hepatoprotetor. Analises cromatograficas revelaram a
presenca de flavonoides, compostos fenolicos, alcaloides e outros constituintes com potencial
farmacoldgico.

Apesar do uso na medicina popular de Justicia secunda e das diferentes atividades
bioldgicas ja descritas, incluindo propriedades antioxidantes, antivirais, citotoxicas e
inibitorias de enzimas, ainda sdo escassos os estudos acerca de sua aplicagdo em helmintos,
especialmente a esquistossomose mansonica (Swiatek et al., 2023; Gbolo et al., 2024).
Estudos sobre o potencial biologico da J. secunda podem contribuir para ampliar o
conhecimento sobre suas atividades farmacologicas e fornecer subsidios para o
desenvolvimento de novas estratégias voltadas para o controle de doencas socialmente

determinadas.

OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Analisar a toxicidade do extrato etanolico foliar de Justicia secunda em células de
fibroblastos murinos da linhagem NIH/3T3 e seu efeito na infeccdo parasitaria por

Schistosoma mansoni em camundongos Balb/c.

2. Objetivos Especificos
e Avaliar o efeito do extrato etandlico foliar de Justicia secunda no metabolismo
celular de fibroblastos murinos da linhagem NIH/3T3 e producdo de 6xido
nitrico;
e Avaliar o efeito antiparasitario do extrato etandlico foliar de Justicia secunda
pela presenca de ovos nas fezes dos camundongos e recuperacao de vermes

adultos no sistema porta hepatico e mesentério intestinal;
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e Avaliar o perfil histologico pela presenca de inflamacdo, fibrose e granulomas

no figado de camundongos.

METODOLOGIA

1.  Ensaio in vitro

1.1.  Avaliacdo do metabolismo celular e determinaciao do EC;,

Para verificar o efeito do extrato etandlico de Justicia secunda no metabolismo celular
foi realizada uma avaliacdo da atividade metabolica celular e da funcionalidade das
mitocondrias por um ensaio colorimétrico. Esse teste ¢ baseado no principio de que células
vidveis contém desidrogenases mitocondriais que sdo capazes de reduzir e converter o anel
tetrazolico do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio),  de
coloragdo amarela, em cristais de formazan, uma substancia purpura e fortemente lipofilica
que pode ser avaliada através da leitura da absorbancia.

Em placas de 96 pogos foram semeadas na concentragdo de 10* células/pogo,
fibroblastos murinos da linhagem NIH/3T3 (ATCC, 2023) totalizando um volume final de
200 pL de células por poco. A placa foi incubada por 24h em camera umida com 5% de CO,
a 37 °C. Em seguida, o composto recebido do INCT-PROBIAM Pharmaceuticals Amazonica
foi solubilizado em DMSO puro e adicionado na placa nas concentracdes de 2000, 1000, 500,
250, 125, 62,5, 31,25 e 7,8 pg/mL, exceto no controle negativo (C-), totalizando um volume
de 200 pL por pogo. Para o controle de diluente (Cpygo) foi adicionado dimetilsulfoxido
(DMSO) diluido em meio de cultura DMEM completo. Foi adicionado extran 5% para o
controle de morte (C+). A placa foi incubada por mais 24h.

Em seguida os pocos foram lavados 2 vezes com PBS 1X (Tampao fosfato salino: 8 g
de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,15 g de Na2HPO4, 0,2 g de KH2PO4 e 1 L de agua destilada) e 200
uL da solu¢ao de MTT a 0,5 mg/mL em PBS 1X mais meio DMEM incompleto e sem fenol
(1:5) foram adicionados. A reagdo ocorreu por 3 horas a 37 °C e 5% de CO,. Foram feitos
controles Brancos contendo somente solu¢do de MTT. Em seguida, a solugdo reagente foi
removida e 100 uL do diluente DMSO foram adicionados por pogo, seguido pela leitura da
absorbancia a 570 nm no espectrofotometro (Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO
Microplate Spectrophotometer). O percentual de citotoxicidade foi calculado pela comparagao

dos dados obtidos com o grupo C- de acordo com a equagdo abaixo:

Grupo Experimental
Média do Grupo C— 100

Metabolismo Celular (%) =
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Os valores de absorbancia também foram usados para calcular a ECs, (concentracao

que induz metade do efeito) para a defini¢do das concentragdes testadas.

1.2.  Avaliacao do estresse oxidativo por Reacao de Griess

A producdo de 6xido nitrico (NO) foi medida utilizando a reagdo de Griess, que
detecta os niveis de ion nitrito (NO:=") por meio da reacdo do nitrito com sulfanilamida em
meio acido. O composto diazo resultante reage entdo com N-(l-naftil) etilenodiamina
di-hidroclorada (NED), formando um composto de coloragdao vermelha (Green et al., 1982;
Saltzman, 1954). Em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato, com tratamento para
cultivo e com tampa, foram inoculadas 10* células/pogo, fibroblastos murinos da linhagem
NIH/3T3. Posteriormente a 24 horas de adesdo, o composto nas concentragdoes 2000, 1000,
500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 7,8 ug/mL, diluidos em DMSO, foram adicionados. Apds os
tempos de exposicdo de 24 horas, 100 pL do sobrenadante foram coletados e adicionados a
uma nova placa, seguido da adi¢cdo de 100 pL da solugdo de Griess (mistura 1:1 da solugao A
[sulfanilamida 1% em 4cido fosférico 5%] e solugdo B [0,1% de dicloridrato de
N-1-naftiletilenodiamina]) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A leitura da
absorbancia foi realizada a 540 nm em espectrofotometro (Thermo Scientific ™ Multiskan ™
GO Microplate Spectrophotometer). A concentragdo de nitrito no sobrenadante foi
quantificada a partir de uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de nitrito em mM

descritas no kit.

2. Ensaios in vivo

Para o desenvolvimento da pesquisa em modelo murino, o projeto foi encaminhado
para a avaliagdo da Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Sao Carlos (UFSCar) e aprovado sob numero de processo 1640200525.

Além disso, todo o experimento foi baseado nas recomendagdes dos Principios Eticos
de Experimentacdo Animal, adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratorio (SBCAL) e que foram realizados treinamentos de Iniciacdo em Ciéncia em
Animais de Laboratorio oferecido pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos,

Fiocruz.
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2.1. Extrato de Justicia secunda

As amostras do extrato etanolico foliar de Justicia secunda foram disponibilizadas
pelo INCT-PROBIAM Pharmaceuticals Amazonia. O extrato foi solubilizado em DMSO 2%
e filtrado. Foram administrados 550 pg/mL do composto, dose determinada utilizando os

dados obtidos pelo ECs, junto com dados prévios da literatura.

2.2. Praziquantel (PZQ)

Para estabelecer parametros comparativos sobre o tratamento proposto com o extrato
de Justicia secunda, o Praziquantel comprimido foi administrado no grupo de referéncia com
uma dose unica de 400 mg/kg, via oral por gavagem, sendo a dosagem definida a partir de

estudos na literatura (Zaia, 2016).

2.3. Animais

Foram utilizados 40 camundongos fémeas adultas da espécie Balb/c, provenientes do
ANILAB (Animais de Laboratorio Criagdo e Comercio Ltda). Todos os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e Patologia da Universidade Federal de

Sao Carlos (DMP- UFSCar), com livre acesso a agua e ragao para roedores.

2.4. Infeccao

Os camundongos foram infectados com 80 cercérias de S. mansoni por meio de
imersdo caudal, mimetizando o contdgio natural do parasito. Foram utilizadas larvas
infecciosas (cercarias) da cepa Belo Horizonte (Minas Gerais - Brasil) mantidas no
Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de
Campinas - UNICAMP, Campinas - SP.

2.5. Delineamento Experimental

2.5.1. Tratamentos

Os 40 camundongos foram divididos em 4 grupos com 10 animais, conforme ilustrado
na Tabela 1. O primeiro grupo (CN) se refere ao controle negativo, ndo infectado com o S.
mansoni ¢ nem tratado. O segundo grupo (CP) € o controle positivo, com os animais
infectados com o verme e nao tratados. O terceiro grupo (PZQ) ¢ a referéncia para o

tratamento convencional, com os animais infectados e tratados com o Praziquantel
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comprimido (Tenil®Vet - Atral Cipan) diluido em Cremofor 2% e administrado em uma
dosagem Ttnica, via oral por gavagem, de 400 mg/kg, no 45° dia apos a infecg¢do (Zaia, 2016).
O quarto grupo (JS) foi infectado e tratado com o extrato foliar de Justicia secunda diluido
em DMSO 2% e agua filtrada, administrado via oral, por gavagem, em 08 doses, do 45° ao
52° dia apds a infec¢do. O composto deveria ter sido administrado durante 10 dias, mas
devido a morte precoce dos animais no 53° dia, foi necessario antecipar a eutandsia. A dose
do grupo experimental foi delineada a partir de estudos na literatura e ensaios prévios de

toxicidade letal em modelo murino.

Tempo de
Grupos Animais (n) Dose (mg/Kg)
administracao
CN 10 - -
CP 10 - -
Dose unica no 45° dia
PZQ 10 400
apos a infecgao
8 doses entre 45° ¢ 52°
JS 10 550 . .
dia apos a infec¢ao
Total 40

Tabela 1 - Delineamento experimental
Fonte: Autoria propria
Legenda: Delineamento experimental dos grupos avaliados no ensaio in vivo de esquistossomose mansonica. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: controle negativo (CN), controle positivo infectado
e ndo tratado (CP), grupo infectado e tratado com praziquantel (PZQ; 400 mg/kg, dose unica no 45° dia apos a
infec¢do) e grupo infectado e tratado com extrato etandlico foliar de Justicia secunda (JS; 550 mg/kg, oito doses

entre 0 45° ¢ 0 52° dia apos a infecgdo).

2.6. Eutanasia

No 53° dia ap6s a infec¢do, os animais foram submetidos a eutandsia por exposicao a
concentragoes elevadas de didoxido de carbono (CO,) em camara apropriada, conforme as
recomendacdes éticas para uso de animais em pesquisa (Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo Anexo Diretrizes da Pratica de Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA 1. Defini¢do de eutanésia”, [s.d.]). Os efeitos produzidos
pelo CO, sao concentragao-dependente, em que concentragdes superiores a 30% resultam na

morte, por depressao excessiva do sistema nervoso central e hipoxia, devido ao deslocamento
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do oxigénio durante a troca gasosa alveolar. Para a confirmag¢do da morte, foi empregado o

deslocamento cervical.

2.7.  Analise Parasitologica

2.7.1.  Contagem de ovos nas fezes

As fezes dos animais infectados foram coletadas e pressionadas em uma tela de nylon
(filtro Helm-Test) para a separacdo de materiais e residuos que possam dificultar a contagem.
Em seguida, a amostra foi colocada em uma lamina contendo uma placa perfurada com um
orificio de diametro conhecido, com o objetivo de manter as fezes num formato cilindrico no
centro da lamina. A lamina foi coberta com uma laminula de papel celofane embebido em
uma solu¢do de verde malaquita 3%, que atua na conservagdo das fezes e clareamento dos
ovos, contribuindo para melhor visualizagdo e contagem mais precisa. A contagem foi
realizada através do microscopio Optico com a visualizagdo dos ovos de S. mansoni com
formato eliptico e presenca de uma espicula.

Apos a leitura das laminas e contagem dos ovos, foi calculada a quantidade de ovos

por grama de fezes seguindo a seguinte formula:

N2 ovos da amostra por grama de fezes = N2 ovos encontrados na lamina X 24

Fonte: Katz; Chaves; Pellegrino, 1972.

2.7.2. Recuperacio de vermes adultos

Posteriormente a eutandsia, foi realizada a avaliagdo da eficicia terapéutica do
tratamento proposto através da andlise da carga parasitiria pela recuperagdo dos vermes
adultos por meio da perfusdo do sistema porta ¢ do mesentério intestinal. O principio do
método consiste em isolar os drgdos ou regides a serem examinados, mediante ligaduras em
determinados pontos do sistema circulatério. Em seguida, perfundir os vasos nos quais se
encontram os vermes, provocando uma corrente liquida por toda extensdo do capilar
(Pellegrino; Silqueira, 1956). Durante o procedimento foi utilizada salina citratada (0,75% de
citrato de sodio e 0,85% de cloreto de sddio) para a perfusdo, de modo a impedir a coagulacao

de sangue e alteragdes nos vermes.
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2.8.  Analise Histologica

Durante a eutanésia, posteriormente a recuperacdo de vermes adultos de S. mansoni,
foi realizada a coleta do figado dos animais para a confeccdo de laminas histologicas que
foram visualizadas por meio de microscopia Optica.

Para o procedimento, os 6Orgdos removidos foram lavados com PBS 1X, secos
cuidadosamente em papel e armazenados em uma solu¢ao fixadora de formol tamponado (4 g
de NaH2PO4, 6,5 g de Na2HPO4, 100 mL de formol e 900 mL de agua destilada),
permanecendo imersas por um periodo de 24 horas. Essa solugdo, rica em formaldeido, atua
promovendo a preservagdo morfoldgica do tecido, interrompendo o processo de autdlise
celular. Apds esse periodo, a formalina foi substituida por etanol 70%, o qual permitiu tanto o
armazenamento das pecas quanto a preparacao para o posterior processamento histolégico.

Todo o procedimento foi realizado em parceria com o Laboratorio de Patologia e
Biocompatibilidade (LaPBiocom), no Departamento de Morfologia e Patologia na
Universidade Federal de Sdo Carlos, sob supervisdao e orientagdo da Profa. Dra. Cynthia

Aparecida de Castro.

2.8.1. Processamento das amostras

As amostras de figado foram seccionadas com lamina de gilete em fragmentos de
tamanho padronizados para permitir um processamento uniforme. Em seguida, foi iniciado o
processamento histologico, que consiste em quatro etapas sequenciais: desidratacdo,
diafanizacdo, impregnacdo e inclusdo.

A etapa de desidratacdo consistiu na remocgao gradual de 4gua dos tecidos por meio de
8 banhos de alcool etilico de concentragdes crescentes, iniciando em concentragdes baixas
(70%, 80%, 90%) e, posteriormente, concentragdes altas (95% e 4 banhos de 100%). O tempo
em cada banho foi 60 minutos e o controle de qualidade incluiu o uso de alcoometro para
verificar a pureza das solugdes. Na etapa de diafanizagdo, o alcool foi substituido por xilol,
agente com alta afinidade com a parafina. Nele, foram realizados dois banhos de xilol, cada
um com 60 minutos de duragdo, com o objetivo de tornar o tecido translicido e preparado
para a impregnacao (Day, 2014). Durante a etapa de impregnagdo, os fragmentos foram
submetidos a dois banhos de parafina liquida a 60°C, com duracdo de 60 minutos cada,
devido ao alto nimero de amostras. O calor mantém a parafina em estado liquido e favorece a
infiltracdo nas cavidades do tecido. Na ultima etapa, de inclusdo, os cassetes foram

transferidos para um becker com parafina derretida e mantidos em estufa a 60°C. As amostras
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foram posicionadas, uma a uma, em moldes metalicos previamente aquecidos em placas
térmicas embebidas em parafina, em estado liquido, com a superficie seccionada orientada
para baixo (Day, 2014). O cassete com a identificagcdo da amostra foi posicionado sobre o
molde, completando o espaco com mais parafina garantindo que todas as cavidades fossem
preenchidas, permitindo cortes mais precisos na microtomia, além de fornecer um campo
histologico adequado para as analises, sem danificar a amostra. Em seguida, as amostras
foram mantidas em placa refrigerada até a solidifica¢do, para entdo, serem colocadas no

freezer -20°C para a remoc¢ao do molde metalico.

2.8.2. Microtomia

Com os blocos de parafina prontos, fez-se o processo de microtomia, que consiste na
realizagdo de cortes finos utilizando um micrétomo. Os blocos foram mantidos em freezer
-20°C e retirados apenas no momento da microtomia, com a finalidade de facilitar o corte. O
primeiro passo, foi realizar o nivelamento do bloco para que os cortes fossem mais precisos,
para entdo, realizar os cortes histologicos dos tecidos com espessura de 5 um. As fitas geradas
foram espalhadas em banho-maria, entre 38 e 42°C, para que estendesse sobre a agua
evitando a formagdo de dobras no tecido (Day, 2014; Brasil, 2012). Em seguida, fez-se a
pesca com laminas devidamente limpas e identificadas. Para cada tecido, também foram

preparadas duas laminas extras para padronizacao da coloragdo.

2.8.3. Coloracao

Antes da coloracao, foi realizada uma padronizagao utilizando as ldminas extras, com
0 objetivo de ajustar os tempos de exposi¢ao e efetividade dos corantes para garantir um
procedimento efetivo e de qualidade. No estudo, duas coloragdes foram empregadas:
hematoxilina e eosina (HE) e tricromico de Masson.

Na coloracdo com HE, as laminas secas foram colocadas na estufa entre 30 ¢ 60
minutos, para melhor adesdo do tecido na lamina. Em seguida, iniciou-se o processo de
desparafinizagdo, com dois banhos de xilol, por 5 minutos cada. Para a incorporagdo dos
corantes, as laminas passaram por um processo de hidratacdo, j4 que os corantes sdo
insoluveis em agua. Assim, as laminas foram imersas em uma série de solugdo alcodlica
decrescente (100%, 95% e 70%) e agua destilada, por 2 minutos cada (Brasil, 2012). O
proximo passo, foi a incorporagdo do corante azul-violeta hematoxilina, cationico, por 5
minutos, que se liga nas cargas negativas do tecido permitindo sua impregnacio e,

consequentemente, a coloracdo do nucleo das células e outras estruturas acidas em azul,
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violeta ou roxo. Apos o banho de hematoxilina, as laminas foram lavadas em 4gua corrente e
agua destilada e alcool 95% por 2 minutos. O passo seguinte, foi a imersdao das laminas no
corante rosa eosina, anionico, por 3 minutos, permitindo a coloragao do citoplasma e colageno
em rosa ou vermelho (Brasil, 2012). O ultimo passo, foi a lavagem das laminas em trés
banhos sequenciais de dlcool 100% e dois banhos de xilol para a remog¢ao do alcool, que ndo ¢
miscivel com o meio de montagem.

A coloracdo com Tricromico de Masson foi feita com o Kit de Coloragdao Especial
HistoKit - Tricromico de Masson (EasyPath Diagndsticos Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil),
seguindo as instru¢des do fabricante. Nele, as laminas secas foram colocadas na estufa entre
30 e 60 minutos para favorecer a adesdo do tecido. Em seguida, realizou-se a desparafinizagdo
em dois banhos de xilol, com 5 minutos cada, e a hidratagao por meio de uma série alcoolica
decrescente (alcool 100%, 95% e 70%) e agua corrente, por 2 minutos cada. Apds a lavagem
em agua destilada, preparou-se a solucdo de hematoxilina férrica, misturando os reagentes A
(Harris) e B (Weigert) em partes iguais, que foi aplicada sobre o tecido por 10 minutos para
coloragdo dos ntcleos em roxo escuro. As laminas foram lavadas em dgua corrente e secas,
seguidas da aplicacdo da fucsina (reagente C) por 4 minutos, que corou citoplasma e fibras
musculares em vermelho. Apds nova lavagem, aplicou-se o 4cido fosfomolibdico (reagente
D) por 5 minutos, sem lavagem posterior, € em seguida o azul de anilina (reagente E) por 5
minutos, permitindo a marca¢ao do colageno em azul. Apds a lavagem em agua destilada, as
laminas foram desidratadas em dalcool (70%, 95% e 100%) e passadas em dois banhos de

xilol, finalizando com a montagem em laminula com meio permanente.

3. Analise Estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram analisados por meio do GraphPad Prism 9.0 (San
Diego, California, EUA). Os dados discrepantes foram identificados por meio da andlise de
Grubbs, seguida do teste de Shapiro-Wilk para verificar a natureza paramétrica ou nao
paramétrica dos dados. Para tanto, foi aplicado o teste ANOVA (analise de variancia) aos
dados paramétricos e o pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey (os resultados foram
apresentados em média e desvio padrdo). Para dados ndo paramétricos, foram usados o teste
de Kruskal-Wallis e o pds-teste de comparagdo multipla de Dunn (os resultados foram
apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [QI; Q3]). A

significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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4.  Uso de Inteligéncia Artificial

A ferramenta de Inteligéncia Artificial generativa ChatGPT (OpenAl, modelo
GPT-4.0) foi utilizada como instrumento de apoio durante a elaboracao do projeto, em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq).

O instrumento foi empregado para auxiliar na estruturagdo do projeto, refinamento,
revisdo textual, adequacdo da linguagem académica, apoio a redacdo do plano de gestao de
dados e tradugdes. A selegdo das referéncias bibliograficas, a interpretagdo da literatura
cientifica, a defini¢do dos objetivos e procedimentos metodoldgicos, a andlise critica das
informagdes geradas, bem como a redagdo, revisdo e aprovagdo da versdo final do projeto,

permaneceram sob autoria do aluno.

RESULTADOS

1. Ensaios in vitro

1.1.  Avaliacdo do metabolismo celular e determinaciao do EC;,

A Figura 6 mostra uma curva de dose-resposta que representa a relacdo entre o
logaritmo das concentragdes do extrato etandlico das folhas de Justicia secunda com a
viabilidade celular. O extrato etanolico apresentou baixa citotoxicidade, nao sendo suficiente
para promover redugdo de 50% da viabilidade celular nas concentragdes testadas. Dessa
forma, foi necessario ampliar a faixa de concentragdes testadas, utilizando concentragdes
superiores a 250 pg/mL, a fim de possibilitar o ajuste da curva sigmoidal e a estimativa do

valor de ECy,.
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Figura 6 - Valores de ECy, da Justicia secunda
Fonte: Autoria propria
Legenda: Curva dose-resposta utilizada para estimar a concentragdo efetiva capaz de reduzir em 50% o
metabolismo celular (ECsy) de fibroblastos murinos NIH/3T3 expostos ao extrato etanolico das folhas de
Justicia secunda. A ampliacdo da faixa de concentragdes permitiu o ajuste da curva sigmoidal para

determinag¢do do valor estimado de EC50.

Os dados obtidos da avaliagdo do metabolismo celular por MTT (Figura 7) foram
transformados em porcentagem em relacdo ao grupo controle (C-). A avaliacdo da
citotoxicidade do extrato etandlico de Justicia secunda mostrou que nas menores
concentragoes testadas (7,8 - 62,5 ng/mL) os valores se mantiveram proximos ao observado
no grupo controle negativo. A partir de 125 pg/mL, observou-se uma tendéncia de reducao do
metabolismo celular, tornando mais evidente nas concentragdes de 500 e 1000 pg/mL, em que
se mostra significativo. A maior concentracdo avaliada promoveu alta redug¢do do
metabolismo celular, atingindo valores proximos ao zero. O controle de diluente também foi

analisado e ndo promoveu redugao significativa da viabilidade celular.
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Figura 7 - Metabolismo celular por MTT
Fonte: Autoria propria
Legenda: Avaliagdo do metabolismo celular de fibroblastos murinos NIH/3T3 apods exposicao ao extrato
etanolico de Justicia secunda por meio do ensaio de MTT. Os resultados foram expressos como porcentagem

em relagdo ao controle negativo (C-). (¥) vs C-; * p <0,05; ** p <0,01.

1.2.  Avaliacao do estresse oxidativo por Reacio de Griess

A avaliacdo da producao indireta de 6xido nitrico pela Reag¢dao de Griess (Figura 8)
demonstrou que o extrato de J. secunda nao promoveu a producdo de nitrito nas
concentragdes de 7,8 - 500 ng/mL. Entretanto, nas concentragdes superiores a 500 pg/mL,
ha uma produgdo excessiva de nitrito, sendo significativa em 2000 pg/mL. No controle de
diluente nao houve produ¢ao de nitrito, mostrando que apenas o composto testado apresenta

toxicidade.
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Figura 8 - Determinag@o de 6xido nitrico
Fonte: Autoria propria
Legenda: Determinagdo indireta da producdo de 6xido nitrico por fibroblastos murinos NIH/3T3 expostos ao
extrato etanodlico de Justicia secunda, por meio da quantificagdo de nitrito utilizando a reagdo de Griess. (*) vs

C-; * p <0,05.

2. Ensaios in vivo

2.1. Contagem de ovos

Na contagem de ovos por grama de fezes, observou-se que os grupos tratados com
Praziquantel (PZQ) e extrato de J. secunda (JS) apresentaram médias inferiores as observadas
no grupo controle positivo (CP). Em rela¢do ao CP, foram observadas reducdes de 37,43% e
23,81%, respectivamente, na eliminagdo de ovos para os grupos PZQ e JS. Embora ndo haja
indicacdo de significancia, a diminuicdo de ovos no grupo JS indica que possui efeito na
quantidade de ovos liberados, sendo necessario dosagens maiores para que essa reducao seja
significativa. Observou-se, ainda, elevada dispersdo dos dados entre os animais pertencentes

aos diferentes grupos experimentais, evidenciada pelos desvios apresentados na (Figura 9).
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Figura 9 - Contagem de ovos de S. mansoni
Fonte: Autoria propria
Legenda: Ntumero de ovos de Schistosoma mansoni por grama de fezes obtido pelo método de Kato-Katz nos
grupos controle positivo (CP), tratado com praziquantel (PZQ) e tratado com extrato etandlico de Justicia

secunda (JS).

2.2. Recuperacio de vermes adultos

Na recuperacdo de vermes adultos (Figura 10), observou-se uma diferenca
significativa entre os grupos CP e PZQ), indicando que o praziquantel foi eficaz na redugdo da
carga parasitaria, como esperado, com redugdo de 55,76%. Por outro lado, o grupo tratado
com o extrato etandlico de J. secunda nao apresentou redugao significativa na quantidade de

vermes adultos recuperados, mas reduziu em 23,96% da carga parasitéria.

Figura 10 - Recuperagio de vermes adultos de S. mansoni

Fonte: Autoria propria
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Legenda: Numero de vermes adultos de Schistosoma mansoni recuperados por perfusdo do sistema
porta-hepatico e do mesentério intestinal dos camundongos infectados. Observou-se redugdo significativa da
carga parasitaria apenas no grupo tratado com praziquantel (PZQ) em comparagdo ao controle positivo (CP),

enquanto o grupo tratado com Justicia secunda (JS) ndo apresentou diferenga significativa. (*) vs CP; * p <0,05.

2.3. Histologia

A anédlise histologica dos cortes hepaticos corados com hematoxilina e eosina (HE) e
tricromico de masson (TM) revelaram diferencas morfoldgicas entre os grupos experimentais

observadas nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 - Panorama da histologia hepatica corada com Hematoxilina ¢ Eosina (HE)
Fonte: Autoria propria
Legenda: (A) Controle negativo; (B) Controle positivo; (C) grupo tratado com Praziquantel; ¢ (D) grupo tratado
com o extrato foliar de Justicia secunda. A coloragdo por HE permitiu a avaliagdo da arquitetura hepatica, da
distribui¢do dos granulomas periovulares e do infiltrado inflamatério associado & infec¢do por Schistosoma

mansoni.
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Figura 12 - Panorama da histologia hepatica corada com Tricromico de Masson (TM)
Fonte: Autoria propria
Legenda: (A) Controle negativo; (B) Controle positivo; (C) grupo tratado com Praziquantel; e (D) grupo tratado
com o extrato foliar de Justicia secunda. A coloragdo pelo Tricromico de Masson permitiu a avaliagdo
qualitativa da deposicdo de fibras coldgenas e da fibrose associada aos granulomas induzidos pelos ovos de

Schistosoma mansoni.

Na Figura 13, ¢ observado o tecido do grupo CN com a preservagdo da estrutura

hepatica, presenca de vasos sanguineos e auséncia de deposi¢ao de colageno.

Figura 13 - Histologia HE e TM do figado do controle negativo
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por hematoxilina e eosina (HE) do grupo

controle negativo (CN). (A) Visdo panoramica do tecido hepatico corado com HE evidenciando arquitetura
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preservada no aumento de 800 um; (B) Visdo panoramica do tecido hepatico corado com TM evidenciando

auséncia de deposi¢ao de colageno no aumento de 800 pm.

A Figura 14 mostra o corte histologico corado com HE do grupo CP, ndo tratado.
Nele, ¢ possivel identificar na Figura 14A, um comprometimento acentuado do tecido,
caracterizado pelas regides esbranquicadas provenientes de granulomas celulares destacados
em circulos amarelos. Além disso, também foi observado a presenga de diversos vermes
adultos circulados em verde. Na figura 14B, mostra a classificacdo dos granulomas do CP,
com predominio de granulomas exsudativo-produtivo, caracterizado por granulomas
delimitados e organizados, concentracao de cé€lulas inflamatorias na periferia e presenca de

fibras de colageno. A figura 14C evidencia a presen¢a de vermes adultos no tecido hepatico.

Figura 14 - Histologia HE do figado do controle positivo
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por hematoxilina e eosina (HE) do grupo
controle positivo (CP). (A) Visdo geral do figado evidenciando extenso comprometimento tecidual pela presenga
de granulomas, destacados em amarelo e vermes destacados em verde; (B) Predominio de granulomas
exsudativo-produtivo no grupo CP com granulomas organizados, poucas células inflamatdrias na periferia e

concentragdo de fibras de colageno; (C) Presenca de grande quantidade de vermes adultos.

A Figura 15 mostra o corte histologico corado com TM do controle positivo (CP), ndo
tratado. Nele, € possivel identificar na Figura 15A, altas concentracdes de areas fibroticas pela

presenca de granulomas fibrocelulares e alta deposi¢ao de colageno e presenca de vermes
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destacados em circulos vermelhos. A Figura 15B evidencia granulomas desorganizados e alta

fibrose e a Figura 15C mostra a presenca de vermes em varios animais no grupo infectado.

Figura 15 - Histologia TM do figado do controle positivo
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por tricromico de masson (TM) do grupo
controle positivo (CP). (A) Visdo geral do figado evidenciando extenso comprometimento tecidual e areas de
fibrose pela presenga de granulomas e vermes, destacados em vermelho; (B) Predominio de granulomas

desorganizados e alta deposigao de colageno (C) Presenga de grande quantidade de vermes adultos.

A Figura 16 mostra o corte histologico corado com HE do grupo tratado com PZQ.
Nele, ¢ possivel identificar na Figura 16A, um comprometimento acentuado do tecido, como
no grupo CP, caracterizado pelas regides esbranquicadas provenientes de granulomas. Além
disso, também foi observado a presenca de diversos vermes adultos circulados em verde. Na
figura 16B, mostra a classificagdo dos granulomas do PZQ com predominio de granulomas
exsudativo-produtivo, caracterizado por granulomas delimitados e organizados, concentragdo
de células inflamatdrias na periferia e presenca de fibras de colageno. A figura 16C evidencia

a presenc¢a de vermes adultos no tecido hepatico.
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Figura 16 - Histologia HE do figado do grupo praziquantel
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por hematoxilina e eosina (HE) do grupo
praziquantel (PZQ). (A) Visdo geral do figado evidenciando extenso comprometimento tecidual pela presenca de
granulomas e vermes destacados em verde; (B) Predominio de granulomas exsudativo-produtivo no grupo PZQ
com granulomas organizados, poucas células inflamatorias na periferia e concentragdo de fibras de colageno; (C)

Presenga de grande quantidade de vermes adultos.

A Figura 17 mostra o corte histologico corado com TM do grupo PZQ. Nele, ¢
possivel identificar na Figura 17A, altas concentragdes de areas fibroticas pela presenca de
granulomas fibrocelulares e alta deposicao de coldgeno e presenca de vermes destacados em
circulos verdes. As Figuras 17B e 17C evidenciam granulomas desorganizados e fibrose

hepatica.
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Figura 17 - Histologia TM do figado do grupo praziquantel
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por tricromico de masson (TM) do grupo
praziquantel (PZQ). (A) Visao geral do figado evidenciando extenso comprometimento tecidual e 4reas de
fibrose pela presenga de granulomas e vermes, destacados em verde; (B) e (C) Predominio de granulomas

desorganizados ¢ alta deposicdo de colageno.

A Figura 18 mostra o corte histologico corado com HE do grupo JS. A Figura 18A
demonstra visualmente menor comprometimento hepatico em relagdo ao grupo CP e PZQ.
Na figura 18B e 18C, mostra a classificacdo dos granulomas do grupo JS com predominio de
granulomas exsudativo-produtivo, caracterizado por granulomas delimitados e organizados,

concentragdo de células inflamatdrias na periferia e presenga de fibras de colageno.
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Figura 18 - Histologia HE do figado do grupo J. secunda
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por hematoxilina e eosina (HE) do grupo
tratado com o extrato etanolico de Justicia secunda (JS). (A) Visdo geral do tecido hepatico evidenciando pouco
comprometimento hepatico; (B) e (C) Predominio de granulomas exsudativo-produtivo com granulomas

organizados, poucas células inflamatorias na periferia e concentragédo de fibras de colageno.

A Figura 19 mostra o corte histologico corado com TM do grupo JS. Nele, € possivel
identificar na Figura 19A, poucas concentracdes de dareas fibroticas pela presenca de
granulomas fibrocelulares destacado pelas regides clara, ¢ predominio de grande é&rea
avermelhada mostrando areas de integridade do tecido. As Figuras 19B e 19C evidenciam

granulomas muito bem organizados e delimitados.
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Figura 19 - Histologia TM do figado do grupo J. secunda
Fonte: Autoria propria
Legenda: Fotomicrografias de cortes histologicos hepaticos corados por tricromico de masson (TM) do grupo
Justicia secunda (JS). (A) Visdo geral do figado evidenciando poucas areas fibréticas; (B) e (C) Predominio de

granulomas organizados e bem delimitados.

DISCUSSAO

No ensaio in vitro, o extrato etanolico foliar de Justicia secunda apresentou redugao
do metabolismo celular de fibroblastos murinos NIH/3T3 apenas em concentragdes elevadas,
especialmente acima de 1000 pug/mL. Esse resultado sugere que, nas condi¢des avaliadas, o
extrato apresenta baixa citotoxicidade nas concentracdes inferiores, mas passa a comprometer
o metabolismo celular em doses mais altas. Esse comportamento ¢ compativel com estudos
prévios que avaliaram diferentes extratos de J. secunda em linhagem VERO, derivada de rim
de macaco-verde-africano, nos quais a citotoxicidade também foi observada apenas em
concentragdes superiores a 1000 pg/mL (Swiatek et al., 2023). Dessa forma, os dados
reforgam a ideia de que a toxicidade do extrato ¢ concentragao-dependente, o que ¢ esperado
para produtos naturais complexos, compostos por diferentes classes de metabolitos
secundarios. Além da reducdao do metabolismo celular, foi observado aumento da produgdo de
oxido nitrico nas maiores concentracdes do extrato, indicando estresse oxidativo. Esse
achado, juntamente com estudos prévios que mostram a atividade antioxidante do extrato,

sugerem que essa atividade pode ter contribuido para a hepatoprotecao (Onochie et al, 2020).
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Nos pardmetros parasitologicos in vivo, a concentragdo utilizada do extrato de J.
secunda nao foi eficiente na redugdo significativa da carga parasitaria de S. mansoni,
considerando tanto a contagem de ovos nas fezes quanto a recuperagao de vermes adultos no
sistema porta-hepatico e mesentério intestinal. Esse resultado sugere que, nas condicdes
experimentais avaliadas, o extrato ndo apresentou efeito anti-helmintico direto expressivo
contra vermes adultos de S. mansoni. Esse achado difere de estudos anteriores que
demonstraram atividade antiparasitaria de compostos ou extratos de J. secunda contra
protozodrios, como Plasmodium falciparum, Leishmania donovani e Trypanosoma brucei
(Flore et al., 2023), além de estudos com Plasmodium berghei em modelo murino (Adeyemi
et al., 2024). Entretanto, essa diferenca pode ser explicada pelas particularidades biologicas
dos parasitos avaliados. Protozodrios e helmintos apresentam organizacao celular,
metabolismo, estruturas de superficie € mecanismos de sobrevivéncia muito distintos. Assim,
a atividade contra protozodrios ndo necessariamente se traduz em acdo esquistossomicida
contra vermes adultos de S. mansoni, especialmente considerando a complexidade do
tegumento do parasito e sua capacidade de adaptacdo ao ambiente vascular do hospedeiro
(Wilson; Jones, 2021).

Embora o PZQ seja o farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose, a
reducdo da contagem de ovos nas fezes ndo foi significativa e a recuperacdo de vermes
adultos indicou apenas redugdo parcial da carga parasitaria. Esse resultado, associado a morte
prematura dos animais por volta do 53° dia apos a infec¢ao, sugere que a infecgdo apresentou
alta viruléncia da cepa. Estudos prévios demonstram que a eficicia do praziquantel pode ser
influenciada pela intensidade da infec¢do, pela carga parasitaria inicial, pela linhagem do
parasito, pelo tempo de tratamento e pelo perfil de resposta do hospedeiro (Utzinger et al.,
2000; Lamberton; Faust; Webster, 2017; Miranda et al., 2022). Além disso, mesmo apds o
tratamento, vermes sobreviventes podem manter alguma atividade reprodutiva, ainda que
reduzida, contribuindo para a continuidade da eliminacdo de ovos e manutencao da resposta
inflamatoria tecidual (Lamberton; Faust; Webster, 2017).

Nesse contexto, a baixa redugdo na oviposi¢ao nao deve ser interpretada isoladamente
como resisténcia ao praziquantel, mas sim como uma resposta terapéutica limitada dentro de
um modelo de alta gravidade. O PZQ atua principalmente sobre vermes adultos, mas ndo
apresenta acdo direta sobre ovos ja& depositados nos tecidos e ndo possui efeito
anti-inflamatdrio ou hepatoprotetor relevante. Assim, mesmo quando ocorre redugdo da carga
de vermes, os ovos previamente retidos no figado continuam liberando antigenos soluveis,

mantendo a formagdo de granulomas e a ativagdo de vias inflamatorias e fibroticas. Isso ajuda
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a explicar a persisténcia de alteracdes histopatoldgicas importantes no grupo tratado com
PZQ, incluindo granulomas fibrocelulares e deposicdo de coldgeno (Lamberton; Faust;
Webster, 2017; Justin Komguep Nono et al., 2020).

A andlise histologica confirmou o estabelecimento da esquistossomose mansonica
experimental, evidenciado pela presenga de granulomas hepaticos, infiltrado inflamatdrio e
deposicdo de colageno nos grupos infectados. Os granulomas sdo lesdes classicas da
esquistossomose e se formam em resposta aos antigenos soluveis liberados pelos ovos retidos
no tecido hepatico. Inicialmente, essa resposta possui carater protetor, pois contribui para
isolar os antigenos do ovo e limitar danos difusos ao tecido. No entanto, a progressao e
manuten¢do da resposta granulomatosa favorecem a ativagdo de fibroblastos e células
estreladas hepaticas, resultando em deposi¢ao excessiva de matriz extracelular, fibrose
periovular e comprometimento progressivo da arquitetura hepatica. Dessa forma, a gravidade
da esquistossomose esta fortemente associada ndo apenas a presenca do parasito adulto, mas
principalmente a intensidade e a regulagdo da resposta inflamatdria contra os ovos (Sombetzki
et al., 2019; Zheng et al., 2020).

No grupo controle positivo, os achados histologicos demonstraram alto
comprometimento hepéatico, com granulomas desorganizados, presenga de células
inflamatorias, deposi¢ao desorganizada de fibras colagenas e presenca de vermes adultos em
cortes hepaticos. A identificacdo de vermes adultos no figado ¢ um achado incomum, uma vez
que esses parasitos normalmente se localizam no sistema porta e nas veias mesentéricas. No
entanto, esse achado pode estar relacionado a viruléncia da cepa e a presenca desses vermes
em vasos associados ao tecido hepatico amostrado. De todo modo, esse resultado reforca a
intensidade do quadro infeccioso no modelo experimental e ajuda a explicar a mortalidade
precoce dos animais (Utzinger et al., 2000; Lamberton; Faust; Webster, 2017; Miranda et al.,
2022).

No grupo tratado com J. secunda, apesar da auséncia de redugdo parasitologica
significativa, observou-se menor comprometimento hepatico, visualmente menor area
fibrotica e presenca de granulomas mais bem delimitados e organizados. Esse resultado
sugere que o extrato pode ter atuado mais intensamente sobre a resposta do hospedeiro do que
sobre o parasito propriamente dito. O extrato ndo demonstrou efeito anti-helmintico evidente
na dose testada, mas pode ter exercido efeito hepatoprotetor, antioxidante e anti-inflamatorio,
reduzindo parcialmente a intensidade da lesdo hepatica associada a infec¢do. Essa
interpretacdo ¢ coerente com estudos que descrevem propriedades hepatoprotetoras de J.

secunda em modelos de toxicidade hepdatica induzida por tetracloreto de carbono (Anyasor;
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Moses; Kale, 2020), bem como com estudos em infec¢ao por Plasmodium berghei, nos quais
o extrato etanolico de J. secunda foi associado a redugdo de estresse oxidativo ¢ melhora de
parametros hepaticos (Adeyemi et al., 2024). A presenga de granulomas mais organizados no
grupo J. secunda também pode indicar uma modula¢do do processo inflamatério, e nio
necessariamente auséncia de lesdo. Na esquistossomose, a organiza¢cdo granulomatosa pode
representar uma tentativa de contengdo dos antigenos dos ovos e remodelamento tecidual.
Entretanto, quando acompanhada de deposicdo intensa e persistente de coldgeno, essa
resposta pode evoluir para fibrose. Por isso, a observagdo qualitativa de granulomas mais
delimitados e colageno, aparentemente mais organizado, ¢ promissora. Para isso, seria
necessario quantificar a area dos granulomas e medir a propor¢do de tecido hepatico
lesionado.

A resposta imune na esquistossomose envolve uma transi¢do entre uma resposta
inicial predominantemente Thl e uma resposta posterior Th2, induzida principalmente pela
deposi¢do de ovos. Citocinas associadas ao perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, participam da
formagdo granulomatosa, recrutamento celular e ativagao de vias pro-fibroticas. Além disso,
estudos recentes apontam a participacdo de vias como IL-33/ST2 no desenvolvimento da
fibrose induzida por granulomas de S. mansoni (Maggi et al., 2023). Outros mecanismos,
incluindo regulacdo por microRNAs, metabolismo mitocondrial, estresse oxidativo e ativacao
de celulas estreladas hepaticas, também tém sido investigados como alvos terapéuticos para
reduzir a progressao da fibrose hepatica na esquistossomose (He et al., 2017; Luo; Shen,
2020). Dessa forma, os resultados histologicos observados no grupo J. secunda levantam a
hipotese de que o extrato possa interferir em uma ou mais dessas vias, modulando a resposta
inflamatoéria e a deposi¢dao de matriz extracelular.

Outro aspecto importante ¢ que o extrato utilizado corresponde a uma mistura
complexa de compostos. Assim, ndo ¢ possivel identificar qual metabolito ou conjunto de
metabolitos seria responsavel pelo possivel efeito hepatoprotetor observado. A caracterizagdo
quimica do extrato utilizado neste estudo seria fundamental para comparar sua composicao
com a descrita na literatura e para orientar futuros ensaios com fragdes ou compostos isolados.
Essa etapa também permitiria avaliar se os compostos com atividade antiparasitaria descritos
em estudos anteriores estdo presentes no extrato testado em concentragdo suficiente para
produzir efeito biologico.

Diante disso, estudos complementares sao necessarios para validar essas hipoteses,
como a quantificacdo da area dos granulomas, dosagem de citocinas associadas as respostas

Thl e Th2, avaliagdo de marcadores pro-fibréticos e antifibréticos, além da investigagao de
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estresse oxidativo no tecido hepatico. Também seriam relevantes ensaios imunoldgicos para a
quantificagdo global e diferencial de células imunolédgicas que participam da infecgdo por S.
mansoni, como também a dosagem de citocinas, como IL-10, responsavel pela modulagao da

transi¢ao da resposta imune Thl e Th2.

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etandlico foliar de Justicia secunda apresentou baixa
citotoxicidade em concentragoes inferiores, demonstrando efeitos sobre o metabolismo celular
e a producdo de 6xido nitrico apenas em concentragdes elevadas. No modelo experimental de
esquistossomose mansdnica, o extrato ndo reduziu significativamente a carga parasitaria de
Schistosoma mansoni, indicando auséncia de efeito anti-helmintico expressivo na dose
avaliada.

Apesar disso, os achados histoldgicos sugerem que o tratamento com J. secunda pode
ter contribuido para menor comprometimento hepatico, evidenciado pela presenca de
granulomas mais organizados e deposi¢ao de colageno aparentemente mais delimitada. Dessa
forma, embora o extrato ndo tenha demonstrado acao direta sobre o parasito, os resultados
indicam possivel potencial modulador das alteragdes hepaticas associadas a infeccao.

Dessa forma, o extrato de Justicia secunda apresenta-se como uma alternativa
promissora a ser investigada como terapia complementar ao praziquantel, uma vez que o PZQ
atua principalmente sobre os vermes adultos na infec¢ao parasitaria, enquanto o extrato pode
contribuir para a prote¢do do tecido hepatico e modulagao dos danos inflamatorios e fibroticos

decorrentes da esquistossomose mansonica experimental.
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