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Resumo

A esquistossomose mansénica, doenca que afeta mais de 240 milhdes de
pessoas no mundo € causada por um trematddeo, o Schistosoma mansoni.
Entre as doencas tropicais, ocupa o segundo lugar em mortalidade no mundo,
perdendo apenas para a malaria. A presenca de cepas com perda de
sensibilidade ao tratamento com o farmaco comercial disponivel (Praziquantel)
sugere a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento desta doenca. O uso de compostos naturais € uma area de grande
interesse no desenvolvimento de novos farmacos. A Mentha piperita L.
conhecida popularmente como hortela pimenta, tem seus efeitos terapéuticos
comprovados no tratamento de algumas parasitoses (como giardiase). Estudos
recentes em nosso laboratorio demonstraram diminuicdo do processo
inflamatdério no modelo murino da esquistossomose, quando os animais foram
tratados com extrato da M. piperita. No entanto, nada se sabe sobre a agao da
M. piperita no parasito. E a planta, nativa da Africa, Harpagophytum
procumbens apresenta eficacia contra bactérias e doencas reumaticas, mas
nada foi descrito contra a esquistossomose. Dessa forma, propomos a
avaliacao do efeito do extrato etandlico e suas diferentes particoes da Mentha
piperita e o extrato etandlico da Harpagophyrum procumbens em vermes
adultos de S. mansoni, observando efeito por microscopia 6ptica e a ocorréncia
de alteragdes no perfil da expressao proteica, apds o tratamento in vitro. As
analises por microscopia revelou que, todos os extratos testados induziram
separagao dos casais e redugao da atividade motora. E excecao foi observada
com a particdo hidroalcodlica da M. piperita, onde todos os vermes adultos de
S. mansoni estavam mortos, apds exposi¢cao. O extrato da H. procumbens
provocou mortes dos vermes adultos, com menor concentragdo, comparado ao
extrato da M. piperita. E entre os extratos com a M. piperita foi observado que,
a particdo com o acetato de etila apresentou resultados mais promissores no
controle dos parasitas. Na analise protedmica, todos os tratamentos revelaram
spots diferentes em géis de eletroforese bidimensionais apds analises por
software. Posteriormente, as proteinas presentes nos spots foram reveladas, e
utilizando a espectrometria de massas identificadas proteinas que se
apresentam como importantes para homeostase celular do S. mansoni e
podem ser consideradas como possiveis alvos para vacinas, como actina,
enolase, Frutose-bifosfato aldolase, entre outras. Nossos resultados sugerem
que, estas plantas podem apresentar efeito antihelmintico contra S. mansoni.
Por tanto é preciso mais estudos para melhores entendimentos dos efeitos dos
extratos destas plantas nesse modelo.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni; Protedmica; Mentha piperita L.;
Harpagophytum procumbens.



Abstract

Mansonic schistosomiasis is a disease that infected more than 240 million
people worldwide, it is caused by Schistosoma mansoni. It is the second only to
malaria in public health importance. The only drug currently effective against S.
mansoni is Praziquantel (PQZ), however, has been reported strains of S.
mansoni with loss of sensitivity. Such reports reinforce the need to develop new
safer treatment against S. mansoni. The natural compounds are important to
develop new drugs. Mentha piperita L. also known as peppermint, studies
reported the treatment as antiparasitic diseases (for example giardiasis). In ours
laboratory showed a decrease of inflammatory process of schistosomiasis in a
murine model after treatment with ethanolic extract of M. piperita. However
don’t know nothing about action of this plant against adult worms of S. mansoni.
Harpagophytum procumbens is a plant that has origins in Africa, studies
showed promising results antibacterial and against rheumatism diseases, but
has no studies against schistosomiasis. In this study we evaluated effect of
ethanolic extract of H. procumbens and ethanolic extract of Mentha piperita L.
and its fractions against Schistosoma mansoni, its observed for optical
microscopic and change in protein expression, after in vitro assay. It was
observed that all extract and its fraction caused the motor activity reduction and
separation of couple worms. Exceptions of hydroalcoholic fraction of M. piperita,
S. mansoni adult worms were death after treatment. We observed that ethanolic
extract of H. procumbens showed more promising results when compared with
M. piperita. And we observed that ethyl acetate shoed more promising result
than ethanolic extract of M. piperita and its other fractions.In this work was
observed change in protein expression in 2D gel electrophoresis after all
ethanolic extractions and fractions treatment. The proteins in gel
electrophoresis have been identified by mass spectrometry. The mass
spectrometry assay showed important proteins for S. mansoni homeostasis and
possible therapeutic target, for example actin, enolasis, fructose-biphosphate
aldolase, and others important proteins. These results indicate that these plants
may be anthelmintic activity against S. mansoni. However, it has need for more
studies to complete undesiring of these extract against S. mansoni.

Keyword:  Schistosoma mansoni, Proteomic, Mentha piperita L.,
Harpagophytum procumbens.
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1 — Introducao

1.1 — Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca infecciosa, causada pelo trematédeo do
género Schistosoma (REY, 2008; STAVITSKY, 2004). No Brasil, esta doencga é
conhecida popularmente como “xistose”, “mal-do-caramujo” ou “barriga-
d’agua”, devido a ascite que acompanha nas formas mais grave da doenca,
com presenca de fibrose hepatica (NEVES, 2005; REY, 2008). Alguns autores
acreditam que a espécies do género Schistosoma provavelmente chegaram as
Américas durante o trafico de escravos e por migragdo, nos quais foram
detectados numerosos individuos parasitados pelo Schistosoma haematobium
(S. haematobium) e Schistosoma. japonicum (S. japonicum) e Schistosoma
mansoni (S. mansoni) (TCHUENTE et al 1995; KATZ; ALMEIDA 2003). No
entanto, apenas o0 S. mansoni conseguiu se adaptar ao ecossistema do Brasil,
por ter encontrado seus hospedeiros intermediarios (Biophalaria sp) e pelas
condigdes ambientais semelhantes as regides de origem do parasito (NEVES,
2005). No Brasil é endémico sete das 10 espécies de caramujo de Biophalaria,
sendo que em geral o Biophalaria glabrata (B. glabrata) é a espécie dominante
e o principal vetor de S.mansoni nas Américas (KLOOS et al, 2004). O habitat
natural destes caramujos sdo pequenos afluentes, pantanos e lagos, porém é
encontrado grande numero de B. glagrata em canais de irrigagdo, mostrando
ser um importante habitat para esta espécie e para transmissdo para S.
mansoni (PESSOA; MARTINS, 1988; KLOSS et al, 2001)

A elevada frequéncia da esquistossomose, déficit organico, invalidez e até
Obitos precoces, causado pela esquistossomose, compromete o
desenvolvimento de jovens e a produtividade da populagdo adulta, podendo
assim ocasionar consequéncias na economia domestica e para o
desenvolvimento socioeconémico de regides afetadas (REY, 2008; WHO,
2014). Essa abordagem traz uma preocupacao sobre o efeito em longo prazo e

estratégias de compensacao por individuos e familias (BRUUN; AAGAARD-
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HANSEN, 2008). A infecgado em humano pelo S. mansonipode provocar
alteragdes anatomopatolégicas, ondecerca de 4 a 5% dos pacientes
apresentam lesbdes hepatoesplénicas graves (VAN DER WERF et al, 2003;
REY, 2008). No hospedeiro humano, a doencga é caracterizada pela presenca
de granuloma hepatico, resultado de um grande infiltrado celular e fibrose
tecidual, tendo o primeiro caso clinico descrito em 1847 por Fuji (KATZ,
ALMEIDA, 2003). Dessa forma, a relagdo parasito-hospedeiro pode levar a
hepatoesplenomegalia, fibrose hepatica, ascite e hipertensio portal, causando
a morte de cerca de 130.000 pessoas anualmente na Africa e
aproximadamente 300 milhdes de individuos infectados ao redor do mundo
(LAMMIE; FENWICK; UTZINGER, 2006; STEINMANN et al., 2006; VAN DER
WEREF et al, 2003; WHO, 2014).

O homem, ao fazer modificagdes no meio ambiente, fornece a doenca um
novo habitat, como exemplo, a construgado de represas e obras de irrigagao.
Devido ao ciclo biolégico do parasito as areas de irrigagdo sao importantes
areas de transmissao da esquistossomose (COUTINHO; SILVA; GOLCALVES,
1992). Mesmo com o processo de urbanizagdo permitiu novos habitats para a
doenca, como nas periferias, sem infraestrutura de saneamento basico e tendo
regular processo migratério de pessoas de areas endémicas (GUIMARAES;
TAVARES-NETO, 2006).

Esquistossomose é endémica em 78 paises e afeta mais de 250 milhdes de
individuos no mundo, sendo que aproximadamente 100 milhdes s&o africanos.
E estimado que 700 milhdes de pessoas em todo o mundo correm o risco de
adquirir esta infecgdo devido as atividades agricolas, domestica e de lazer que
pode expb-los a agua contaminada (WHO, 2014). Do total de pessoas
infectadas, aproximadamente 120 milhdes s&o sintomaticos e 20 milhdes
apresentam a forma grave da infecgdo (REY, 2008; POSTIGO, 2008). A
esquistossomose representa um dos maiores problemas de saude no mundo,
ocupando o segundo lugar entre as doencas parasitarias tropicais mais
comuns, perdendo apenas para malaria. (REY, 2008; WHO, 2014). Apesar dos
esforgos persistentes, ainda ndo existem vacinas disponiveis (ABDUL-GHANI
et al, 2009). Mais de 25 milhdes de brasileiros vivem em areas endémicas e 2.5
milhdes apresentam sintomas da doenca (CARVALHO; JANNOTTI-PASSOS;
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CALDEIRA, 2008). Segundo WHO (2014) no Brasil em 2010 houve mais de 6

milhoes de individuos infectados.

1.2- Schistosoma mansoni

Historicamente, Bilharz em 1852 descreveu um parasito intravascular
durante uma necropsia, ao qual deu o nome de Distomum haematobium.
Posteriormente, Weinland em 1858 denominou o género deste helminto de
Schistosoma, uma vez que o macho apresenta o corpo fendido (schito=fenda;
soma=corpo) (REY, 2008; NEVES, 2005).

O Schistosoma mansoni € um organismo complexo. Aspectos genéticos e
bioquimicos deste parasito interessam para a investigagao de novas vacinas e
novos farmacos, mas também podem fornecer informagdes sobre a biologia do
verme (VERJOVSKI-ALMEIDA et al, 2003). Durante o seu desenvolvimento, o
S. mansoni é exposto a diferentes microambientes, sofre modificagdes
morfologicas e transformacgodes fisiolégicas, como resultados da mudanga na
expressao de alguns genes. Ao contrario dos nematoides, que sao protegidos
por uma cuticula, o S. mansoni é coberto por uma camada viva de sincicio,
denominada de tegumento (SILVANEVES; GOMES, 2008; REY, 2008). O
tegumento contém proteinas que atuam como barreira, fornecendo protegao
para a membrana plasmatica do parasito contra o ataque da imunidade do
hospedeiro (ABATH; WERKHAUSER, 1996; VAN HELLEMOND et al. 2006). O
corpo celular nucleado do S. mansoni se localiza abaixo do tegumento e é
conectado ao mesmo por micro tubulos citoplasmaticos alinhados, sendo o
aparelho digestorio incompleto (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006).

O tegumento do S. mansoni tem capacidade de sequestrar algumas
proteinas do hospedeiro por mecanismo passivo, incorporando-as. Assim, O
parasito pode passar despercebido pelo sistema imune do hospedeiro
(BRASCHI; WILSON, 2006). As proteinas identificadas do S. mansoni podem
ser categorizadas em trés classes: (1) somente do tegumento, (2) somente da

parte interna do parasito (sem o tegumento) e (3) comum para o tegumento e
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para o restante do parasito, o total de 222 proteinas foi encontrado no
tegumento (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006). A caracterizagdo das
proteinas especificas do tegumento tem interesse especial, porque essas
proteinas sdo as primeiras a serem apresentadas ao sistema imune do
hospedeiro, podendo ser alvos de estudos para desenvolvimentos de novos
tratamentos (VERJOVSKI-ALMEIDA et al, 2003).

O Schistosoma mansoni tem um ciclo de vida heteroxénico, que possui
como hospedeiro intermediario caramujo de &agua doce (0 género
Biomphalaria) e como hospedeiro definitivo o mamifero, podendo ser
representado pelo humano, onde ocorre a fase sexuada de reproducao (KATZ;
ALMEIDA, 2003; REY, 2008).

A forma adulta do verme habita preferencialmente as vénulas do plexo
hemorroidario superior e as ramificagcbes mais finas das veias mesentéricas,
onde as fémeas pdem seus ovos no nivel da submucosa, os quais atravessam
as paredes dos vasos, na lamina propria, € atingem o lumen. (STAVITSKY,
2004; REY, 2008). Cada fémea pdem cerca de 300 a 400 ovos por dias, na
parede de capilares e vénula, porém apenas uma media de 50% desses ovos
ganham o meio externo (NEVES, 2005; BRUUN; AAGAARD-HANSEN, 2008).
Os ovos sao excretados junto as fezes, entretanto, alguns ficam retidos nos
tecidos ou no sistema porta alojando-se nos sinuséides e induzindo a formagao
de granuloma hepatico e de hipertensao portal (STAVITSKY, 2004; WHEATER;
WILSON, 1979; DEJANI et al, 2014). Os ovos ao entrar em contato com a agua
eclodem o miracidio, liberando os miracidios, este fica nadando em circulos até
encontrar moluscos aquaticos do género Biomphalaria (hospedeiro
intermediario) (STAVITSKY, 2004; REY, 2008). No hospedeiro intermediario, o
miracidios se desenvolve em esporocistos, onde se tem geragdes de células
germinativas, e posteriormente, estas células germinativas transformam-se em
cercarias que deixam o hospedeiro intermediario em busca de um definitivo,
cada miracidio pode gerar por volta de 1000 a 3000mil cercarias dependendo
da espécie (NEVES, 2005; REY, 2008). A cercaria, penetra na pele do
mamifero, transformando-se em esquistossémulos, e migra para a circulagao
venosa, ao ganhar a circulagédo vai até o coragao, depois para os pulmdes e

em seguida para o figado, onde o parasito atinge a maturidade (KATZ;
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ALMEIDA, 2003; REY, 2008). Para a formagdo completa do ciclo no
hospedeiro definitivo e novamente a liberacdo de ovos, ocorre em um periodo
de 10 semanas, em condigdes ideais de temperatura (cerca de 28° C), o casal
de verme adulto pode manter em media a postura de ovos por 2 a 5 anos
(NEVES, 2005, BRUUN; AAGAARD-HANSEN, 2008).

1.3 - Tratamentos na esquistossomose

Dentre os medicamentos utilizados para tratar a esquistossomose
mansodnica estd o Praziquantel (PZQ) e o Oxamniquine (REY, 2008). O
Oxamniquine foi utilizado extensamente para tratamento em massa da
esquistossomose (KATZ,1980), entretanto apresenta efeitos colaterais
indesejaveis, principalmente no sistema nervoso central e favorece o
desenvolvimento de efeitos mutagénicos (MACHADO, 1982; BARBERATO,
1996). Além de ter sido observada linhagens humanas do parasito resistentes a
este ao tratamento (DIAS et al, 1978). Por estes motivos, e por apresentar
efeitos apenas na espécie mansoni, este medicamento nado faz parte das
opgdes terapéuticas atuais para tratar a esquistossomose, segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS).

O PZQ é o farmaco de referencia e recomendada pela OMS para o
tratamento da esquistossomose. Seu mecanismo de acdo nao esta totalmente
elucidado, mas é sabido que o farmaco € absorvido pelo verme adulto por
difusdo simples, aumentando a permeabilidade da membrana celular ao calcio
0 que gera efeitos primarios como contragdes tetanicas, seguidas de paralisia
da musculatura. A agédo do PZQ acontece logo apds o contado com o verme
adulto, provocando alteragdes do fluxo de calcio no tegumento (CAMPBELL;
REW, 1986; DAVIS, 1993; CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 1995; BLANCHARD,
2004; TALLIMA; RIDI, 2007). Em poucos minutos € possivel observagéo da
contragdo na musculatura do verme, nos testes in vitro (TALLIMA; RIDI 2007).
Em etapa posterior, observa-se vacuolizagdo e alteragbes do tegumento o que
causa a morte do parasito (CAMPBELL; REW, 1986). Também pode ser
observadas deformacgdes no tegumento logo apds a exposi¢ao do verme ao

farmaco. Os machos apresentam vacuolizagdo e bolhas no tegumento,
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enquanto as fémeas sao afetadas nas camadas subsegmentares (MELHORN,
et al, 1981).

PZQ é ativo contra esquistossOmulos nos dois primeiros dias apos a
infeccdo. Porém, durante as quatro semanas seguintes o parasito permanece
nao susceptivel ao farmaco (periodo refratario), voltando a responder ao
tratamento apenas quando o verme atinge sua fase adulta. Isto se deve as
diferentes composi¢cdes do tegumento do verme, durante seus estagios de
desenvolvimento dentro do hospedeiro definitivo (HAGAN et al, 2004). Os
efeitos colaterais do PZQ incluem: aumento da temperatura corporal,
convulsao, desconforto abdominal, diarreia, cefaleia, mal estar, nausea, perda

do apetite, sonoléncia, sudorese, lipotimia e vdmitos (BARBERATO, 1996).

Apesar deste tratamento ser eficaz, existe aparecimento de linhagens de S.
mansonicom perda significativa da sensibilidade ao PZQ (CAPRON, 1998;
BERGQUIST, 1998; WILLIAN et al, 2001), provavelmente por causa de
alteracdo na expressao da enzima citocromo-c oxidase do verme, quando
ocorre esta alteragao, os danos nos vermes adultos sdo menores (FALLON;
DOENHOFF, 1994; PEREIRA; FALLON; CORNETTE, 1998; DAY; BENNET;
PAX,1992; WILLIAM et al., 2001). Estudos realizados no Egito e Senegal
demonstram a persisténcia de eliminacdo dos ovos em pacientes tratados com
PZQ (CIOLI, 1998), sugerindo nesta regido o desenvolvimento de cepas
resistentes. Geralmente tratamento da esquistossomose com Praziquantel, em
zona de epidemioldgicas, resulta em taxas de cura de 70 a 90%, e reducao das
taxas da contagem de ovos nas fezes (GRYSEELS; NKULIKYINKA;
COOSEMANS, 1987; DAVIS, 1993; KUMAR; GRYSEELS, 2007). Porém,
estudos no Senegal, apds um surto de esquistossomose em 1991, demonstrou
que, depois do tratamento padrdo com Praziquantel, a taxa de cura 12
semanas (conforme a linhagem) apds o tratamento foi de apenas 18% e
reducdo de 86% da taxa intensidade da infeccao (STELMA et al, 1995;
GRYSEELS et al, 2001)

O tratamento por Praziquantel € dependente do estado imune do hospedeiro
(BRINDLEY; SHER, 1987; RIBEIRO et al, 2004), estudos em camundongos

deficientes de células T, demonstrou que a eficacia do farmaco € menor que
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em camundongos sem a participacao celular (SABAH et al, 1985). Devido ao
fato de que o praziquantel ser o unico farmaco no momento contra o S.
mansoni e surgimento de cepas com perda de sensibilidade ao tratamento e
com a alta incidéncia da esquistossomose em nosso pais, surge a necessidade
de desenvolvimento de farmacos mais eficaz para combater a
esquistossomose (BARBERATO, 1996; CAPRON, 1998; WILLIAN et al, 2001).

1.4 Plantas

O uso de plantas medicinais € uma pratica secular, baseada no
conhecimento popular (NASCIMENTO et al, 2000; CASTRO et al, 2000). E os
conhecimentos sobre seus possiveis efeitos terapéuticos sdo transmitidos ao
longo das gerag¢des. Fundamentos farmacologicos que justificam o uso popular
de plantas com a finalidade de obtencdo dos mais variados efeitos
medicamentosos (desde antimicrobianos e vermifugos, até anti-hipertensivos e
hipoglicemiantes) tém sido descritos ha décadas (CASTRO et al, 2000; BURT,
2004), partindo do conhecimento popular, foi possivel a descoberta de alguns
medicamentos utilizados na medicina tradicional como salicilatos e digitalicos
(BOTSARIS; MACHADO,1999). Numa populacdo onde a grande maioria
depende do sistema publico de saude, como o Brasil, agregar garantias
cientificas a essa pratica terapéutica traz variadas vantagens, como: baixo
custo e facil acesso, diminuicao de efeitos adversos e a possibilidade de evitar
ou diminuir os riscos de intoxicac&do por uso inadequado de plantas medicinais
(FURLAN, 1998). Cerca de 80% da populagdo mundial utiliza medicamentos
naturais ou tradicionais para tratamento de diversas doencas, sendo a maioria

com uso de extratos de plantas ou solugdes aquosas (ZHANG, 2002).

Neste sentido, a investigagdo de compostos naturais como fontes de novos
agentes terapéuticos tém aumentado potencialmente na ultima década.
Diferentes extratos de plantas medicinais, condimentares e aromaticas tém
sido testados como possiveis biofarmacos (NASCIMENTO et al, 2000;
CASTRO et al, 2000). Dessa forma, neste estudo avaliamos os efeitos
causados pelos extratos da planta Mentha piperita L. e Harpagophytum

procumbens nos vermes adultos e ovos de Schistosoma mansoniin vitro.
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1.4.1 — Mentha piperita L.

A Mentha piperita L., conhecida como hortela pimenta, planta que tem
origem na Europa e no Oriente Médio esta bem adaptada e difundida na cultura
brasileira (LORENZI; MATOS, 2002). Seu dleo essencial extraidos das folhas
secas € muito utilizado para produtos farmacéuticos, perfumes e para
alimentos (LORENZI; MATOS, 2002; MCKAY; BLUMBERG, 2006).

Esta planta cresce, particularmente bem, em solo com grande capacidade
de retengao de agua, € mais conhecida por suas propriedades aromatizantes
(MCKAY; BLUMBERG, 2006). M.piperita € uma das ervas mais utilizadas
popularmente para chas, utilizada popularmente para disturbios biliares,
dispepsia, enterite, gastrite, célicas intestinais, espasmos do ducto biliar, entre
outras praticas impiricas (MCKAY; BLUMBERG, 2006). A concentracéo de 6leo
essencial nas folhas frescas desta planta é de 1,2 a 3,9 %, enquanto que foram
relatados 21% (25mg/L) de Odleo essencial em infusdo de folhas secas
(BLUMENTHAL et al, 1998). As concentragdes de componentes pode se variar
de acordo com o método e extragao, ou seja, as propor¢gbes de componentes
encontrados no Oleo essencial da planta pode ser maior ou menor do que as

proporgdes de componentes encontrados no cha (DUBAND et al., 1992).

Os principais componentes do O6leo essencial sdo mentol, mentona,
isomentona, eucaliptol, acetato de mentila, mentofurano, limoneno, b- mirceno,
b-carriofileno, pulegona e carvona (CLARK; MENARY, 1981; PITTLE; ERNST,
1998; DIMANDJA et al, 2000; GHERMAN; CULEA; COZAR, 2000, INOUE et al,
2002). O conteudo de polifendis foram descritos em aproximadamente 19 a
23% (12% de flavonoides totais), eioctrina e acidos rosmarinocos entre 59 a
67%, de 7 a 12% de luteolina 7-O-rutinisida, de6 a 10% hesperidina e poucas
quantidade de 5,6-dihydroxi-7,8,3’,4’- tetramethoxiflanona, pebrellina,
gardenina B e apigenina (HOFFMANN; LUNDER, 1984; SAMEJIMA et al.,
1995; AREIAS et al., 2001; ZHENG; WAMG, 2001). Também foi descrito os
minerais nas folhas secas, sendo em maior concentragcéo (g/Kg) K (33), Ca

(15.3), Mg (5.8), em poucas concentracbes Na e em menos concentragao
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(mg/Kg) sdo Mn (188), Zn (51) e Cu (12) e sédo encontrados também vestigios
de Cr, |, Se (ZIMNA; PIEKOS, 1988; LOZAK et al, 2002).

Alguns estudos in vitro demonstraram que, a Mentha piperita L. possui
significantes  efeitos  antioxidante, antitumoral, antialérgico, antiviral,
antibacteriano, fungicida e antimicrobiano (MCKAY; BLUMBERG, 2006).
Extrato aquoso da M.piperita teve significante efeito antiviral para Influenza A,
virus do Herpes (HSV) e virus de Newcastle (VDN) (HERRMANN; KUCERA,
1967). Pattnaik, SUBRAMANYAM e KOLE (1996), mostrou em seus
experimentos a atividade fungicida da planta contra Candida albicans,
Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus fumigatus entre outros. De acordo
com Vidal e colaboradores em 2007, extrato etandlico da M.piperita reduziu a

viabilidade e modificou a morfologia da Giardia lamblia in vitro.

1.4.2 — Harpagophytum procumbens

Harpagophytum procumbens (H. procumbens) é originaria do deserto de
Kalahar, da Namibia e da Africa do Sul (BRIEN et al, 2006). Durante séculos,
esta planta tem sido usada como tratamento de variadas doengas como febre,
afeccbes cutaneas, artrite e doencgas trato digestivo (GRANT et al, 2007). H.
procumbens é uma planta herbacea com o nome popular de garra-do-diabo,
nome dado em fungdo do aspecto ramoso e lenhoso do fruto, provido de
barbas semelhantes a garras (ANAUATE, 2007). Nos extratos secos de raizes
secundarias desta planta o constituinte quimico encontrado maior concentracao
sao os iriddides, totalizando em torno de 3% do total da planta (CASTRO et al,
2003). Outros constituintes da planta incluem carboidratos, flavonoides, acidos
aromaticos, fitoesterdis, derivados de 2-phenil-etii e harpagoquinona e
harpagosideo (GRANT, 2007). Testes com harpagosideo néao foi efetivo contra
bactérias no qual o extrato da planta se mostrou eficaz, isso sugere que este
composto pode ndo ser o principio ativo da planta como se acreditavam, e sim
outro composto da planta representaria o principio ativo (AFOLAYAN;
ADEBOLA, 2004).
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Estudos com a H. procumbens indicam efeito anti-inflamatério, analgésico,
efeito antioxidante, disturbio gasto intestinal como inchag¢o ou dispepsia, como
utilitario para tratamento de doencgas reumaticas, artrite, problemas de figado,
hipertensdo, infecgdes do trato urinario, diabetes e malaria (AFOLAYAN;
ADEBOLA, 2004; GRANT, 2007). Sendo uma planta importante para industria
farmacéutica e homeopatica. Weckesse et al, 2007 demonstrou que extrato da
H. procumbens inibiu o crescimento de todas as bactérias aerdbicas e de duas
cepas de bactérias anaerodbicas testadas em seu estudo. Em nosso laboratério
foi demonstrado que, tratamento em camundongos com 15mg/kg do extrato
etandlico da H. procumbens, reduziu significativamente o numero de ovos de
Schistosoma mansoni quando comparado com o grupo controle (dados né&o
publicados). Foi demonstrado em nosso laboratorio também que, tratamento
com extrato etandlico da planta em camundongos infectados com Salmonella
enteritidis modulou negativamente o recrutamento de células mononucleares
para cavidade peritoneal, inibiu a produ¢cdo de TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral Alfa - Tumor Necrose Factor — Alpha), diminuiu noveis de IL-10 (Inter
Leucina — 10) e redugao da hipertrofia das vilosidades (dados nao publicados).
Assim, a busca pelos efeitos dessas plantas em vermes de Schistosoma
mansoni in vitro podera contribuir com o maior entendimento dos efeitos e
possiveis alvos nesse parasita, que possam favorecer o controle da

esquistossomose.

1.5 - Proteoma

Apds os avangos de sequenciamento de genomas, emergiu outro tipo de
abordagem experimental em biologia, conhecida como analises protedmica, o
qual abriu novos horizontes para pesquisa em varias areas das ciéncias
(VITZTHUMiI et al, 2005). Proteoma é um termo que se refere ao conjunto de
proteinas encontrado em um organismo, tecido ou célula, quando sujeito a
determinadas condigcdes (NING et al, 2011). Analises protedmica sao definidas

como sendo o conjunto de métodos analiticos empregados com a finalidade de
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caracterizar, qualitativamente e quantitativamente um Proteoma (CANTU,
2007).

O aumento do interesse por estudos de proteinas vem sendo ampliado a
cada ano, esse crescimento de interesse se deve as potencialidades do estudo
de proteinas. Os conjuntos de proteinas sintetizados nao se referem apenas as
respostas moleculares para determinado momento bioldgico, mas, também séo
observadas sutis variacbes no perfil das proteinas de acordo com o estado
celular em resposta as condi¢des externas ao organismo (AMARAL, 2006). O
desenvolvimento de tecnologias e bancos de dados para analises de
protedOmicas que possibilita a identificacdo de inumeras proteinas, tornando a

protedmica uma ferramenta de grande importancia.

O tipo de experimento realizado em analises protedmica para identificacéo
de proteinas mais popular, e seguido neste trabalho, € a abordagem chamada
bottom-up. Onde uma amostra protéica é inicialmente digerida em peptideos

com o uso de enzimas, como exemplo a protease tripsina (CHAIT, 2006).

Para o estudo da protebmica varios métodos sdo empregados, a fim de,
responder os questionamentos que se referem a identificacdo dessas

proteinas.

1.5.1 — Eletroforese Bidimensional

Muitos estudos relacionados a protedmica baseiam-se em métodos de
separagao, para posterior deteccdo e identificacdo de umadeterminada
proteina. A técnica de eletroforese bidimensional (2-D), em gel de
poliacrilamida é um método de separacao de proteinas.Essa ferramenta tem a
capacidade de fazer a analises de mais de 5.000 proteinas simultaneamente, e
detectar apenas 1ng de proteina por spot, estabelecendo um mapa de
proteinas, o que reflete a possiveis mudancas na expressao protéica,

isoformas ou modificagbes pds-traducionais (NOGUEIRA, 2010).

Os fundamentos da eletroforese 2-D foram demonstrados pelo pesquisador

Klose, em 1975. O fundamento da eletroforese 2-D resulta da combinacido da
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separacao de proteinas por ponto isoelétrico (pl), ou seja pela focalizagado
isoelétrica (IEF - Isoelectric Focusing), e da separagdo de acordo o com peso
molecular de cada proteina em gel de poliacrilamidadesnaturante (BEZERRA-
JUNIOR et al, 2013; PEREIRA, 2008).

As proteinas sdo macromoléculas que sdo formadas por residuos de
aminoacidos que sao ligados entre si, por ligagbes covalentes denominadas
ligacbes peptidicas. Os grupos terminais de uma cadeia polipeptidica podem
apresentar um carater anfotérico, atuando como aceitador de prétons ou como
doador de prétons, dependendo do pH do meio em que se encontram. E as
cadeias laterais dos aminoacidos podem ser apolares ou polares (NELSON;
COX, 2006). Sendo assim, a carga total de um peptideo é resultante das
cargas existentes nos grupos terminais e nas cadeias laterais. Possibilitando
assim, definir o ponto isoelétrico, ou seja, o pH no qual a carga total de uma
proteina se torna nula. Possibilitando assim a IEF, obtida quando aplicado
carga elétrica em uma amostra, contida em tiras de gel de acrilamida com
gradientes de pH imobilizadas, tendo a migragao das proteinas ate o pH em
que sua carga total seja nula (WESTERMEIER; NAVEN, 2005). O intervalo de
pH é imobilizado em tiras com copolimerizagao de derivados de acrilamida, a
combinagdao em determinada concentragao defina o intervalo e a forma de

diversos comprimentos de diferentes faixas de pH (ALBERICE, 2014).

A segunda parte da eletroforese bidimensional remete a mobilidade
eletroforética de acordo com a massa molecular de cada proteina, ou seja, as
proteinas de menor peso molecular irdo migrar mais rapido que, as de maior
peso molecular (NOGUEIRA, 2010). O gel de poliacrilamida € uma matriz
constituida de um polimero de acrilamida, com ligagbes cruzadas de N, N-
metil-bis-acrilamida. A polaridade da malha do gel pode ser definida de acordo
com a concentragao de acrilamida, quanto maior a concentragao do polimero,
menor serdao os poros nos géis (ROCHA et al, 2005). O Dodecil Sulfato de
Saodio (SDS), acrescentado no gel, associa-se as proteinas, formando um
complexo micela-proteina, que apresenta carga global negativa, fazendo com
que a separagao eletroforética no gel de poliacrilamida dependa basicamente

da massa molecular da proteina (CANTU, 2007).
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A terceira parte da eletroforese bidimensional consiste na deteccdo de
proteinas nos geéis e nas analises das imagens dos géis por software apds
digitalizacdo dos mesmos. Apds a separagao das proteinas, elas podem ser
detectadas por métodos de coloracido, sendo os mais utilizados o método de
azul brilhante de Coomassie e Nitrato de Prata. Porém, podem ser utilizados
outros métodos como fluorescéncia ou por métodos especificos como deteccéo
com imunoquimicos (ROCHA et al, 2005). Por ultimo, apds analises e selegéo
dos spots por software, os mesmos sao recortados dos géis e preparados
(digestdo com enzimas) para identificacdo, podendo ser identificados por
espectrometria de massa(MAS). A digestao das proteinas presente nos spots
recortados € realizada com uma protease (tripsina), e assim obtida uma
solucéo com peptideos (BEZERRA-JUNIOR et al, 2013).

1.5.2 — Espectrometria de massa (MAS)

ApOs a separagao das proteinas, analises e selegdes dos spots detectados
na eletroforese bidimensional, o passo seguinte € a identificacdo das proteinas
nestes spots. Um método muito utilizado para a identificagcdo de proteinasé a
espectrometria de massas (MAS).Desde o surgimento desta técnica, ela tem
sido largamente utilizada na analises de compostos organicos de baixa massa
molecular, uma técnica que mede a relagdo entre carga e massa (m/z) de
moléculas ionizadas na fase gasosa (MORARES, 2003; CANTU, 2007).
Espectrometro de massas pode ser considerado, como um instrumento
contendo uma fonte de ions, um separador ou filtro de massas (na realidade,
massa/carga -m/z)e um detector (MORAES, 2003). Antes da amostra ser
submetida ao analisador de massas, ela deve ser ionizada e transferida para a
fase gasosa, e no analisador de massas os ions sdo separados de acordo com

sua relagdo m/z e posteriormente detectados (CANTU, 2007).

Um dos métodos para ionizagdo da amostra € o Electrospray (ESI). Esta
técnica de ionizacdo pode ser acoplada a cromatografia liquida de alta
performance (High Performance Liquid Chromatography - HPLC), para

fracionamento molecular antes da analises por MAS, o que permite a analises
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de moléculas grande e pequenas de varias polaridades presentes na amostra
(HO et al, 2002). A ionizagdo por ESI ocorre quando um solvente volatil
contendo analitos € bombeado através de um fino capilar, uma alta tensao é
entdo aplicada na ponta deste capilar, formando gotas altamente carregadas.
Isso faz com que a amostra que sai pelo capilar seja dispersa em um aerossol
que é composto por goticula de solvente e analito altamente carregadas que
seguem para o analisador de massas (BEZERRA-JUNIOR et al, 2013).

O analisador de massa pode ser considerado como o ponto central da MAS,
seus parametros fundamentais sdo: sensibilidade, resolugdo, precisdao e a
capacidade de espectros de massas de ions a partir de fragmentos de
peptideos (AEBERSOLD, 2003). Os analisadores de mais utilizados incluem o
quadripolo (Q), iontrap (IT), orbitrap (OT), tempo de voo (TOF — Time Of Flight)
e de ressonancia ciclotronica de ions (FTICR). Estes analisadores podem ser
isolados ou em alguns casos, montados em conjuntos aproveitando o maximo
de cada método (AEBERSOLD, 2003; ALBERICE, 2014).

Dessa forma, a escolha das técnicas de ES|I e MAS foram fundamentais na
obtencao dos resultados propostos neste estudo para compreenséo dos efeitos

dessas plantas na protedbmica do S. mansoni.
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2- Objetivos

Visto que, s6 se utiliza um farmaco contra o S. mansoni, e s&o encontradas
cada vez mais cepas do parasito com perdas progressivas de sensibilidade, e
caminhando para se tornarem resistentes a estes farmacos, € de extrema
importancia o desenvolvimento de novos farmacos, que sejam eficazes e que
promova menos reagdes adversas. Dessa forma, propomos estudar os efeitos
antiparasitarios daMentha piperitaL. e Harpagophytum procumbens no S.

mansoni, in vitro.Sendo nossos objetivos neste estudo:

4 Avaliar atividade motora, caracteristicas do tegumento e taxa de
mortalidade do S. mansoni exposto a diferentes fragdes (concentrado
etandlico bruto, particdo com Hexadno - FH, acetato de etila- FA e
hidroalcodlica-FHA) de extratosde Mentha piperitaL.e do extrato etandlico

da Harpagophytum procumbens in vitro, por meio de microscopia optica.

4 Avaliar o estagio de desenvolvimento das células germinativas de
ovos de S. mansoni expostos ao extrato etandlico da Mentha piperita L. in
vitro, por meio de microscopia Optica com obtengdo de imagem para
analise.

v Avaliar por analise proteémica o efeito da Mentha piperita L. apos
a exposicao dos parasitos a diferentes particbes (concentrado etandlico
bruto, particdo com Hexano - FH, acetato de etila- FA e hidroalcodlica-FHA)
de extratosde Mentha piperita L. in vitro, e do extrato etandlico da
Harpagophytum  procumbens utilizando ferramentas moleculares

(Eletroforese bidimensional e Espectrometria de massa).
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3—Material e Métodos

3.1 — Animais

Para obtencdo dos vermes adultos utilizados nos ensaios in vitro foram
utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, com aproximadamente 4
semanas de idade e provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), livres de patdégenos (Specific
Pathogen Free- SPF) e com livre acesso a agua e alimento. Apés a infecgao,
0os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Morfologis e
Patologia da Universidade Federal de Sao Carlo (DMP-UFSCar) com livre

acesso a agua e alimentos (ragao comercial para roedores).

3.2 - Obtencao das larvas infectantes do Schistosoma mansoni
(cepa LE)

As larvas (cercérias) foram gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Vanderlei
Rodrigues do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de
Medicina (FMRP-USP), a partir de caramujos infectados com o Schistosoma

mansoni (cepa LE) mantidos no Moluscario da mesma instituicéo.

3.3 - Infec¢cbes dos camundongos com as larvas infectantes
(cercarias) do Schistosoma mansoni

Os camundongos foram infectados via subcutanea (s.c.) com as cercarias do
S. mansoni, onde foram inoculadas 150 cercarias em uma solugao fisioldgica
0,9 %NaCl, com o auxilio de uma seringa de 1 mL. O método de infecgao foi
previamente padronizado pela técnica de laboratério Olinda Mara Brigoto,do

Departamento de Bioquimica e Imunologia da FMRP-USP.
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3.4 - Recuperacdo de ovos e dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni

Sete semanas ap0s a infecgao, os animais foram eutanasiados e os vermes
foram recuperados com a técnica de perfusdo do sistema porta hepatico. A
perfusdo nos animais foi feita utilizando-se meio tampao salina citratada (NaCL
0,9% e Citrato 0,05%). Este método ja foi utilizado por outros pesquisadores
(PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956), sendo demonstrada sua eficacia, pela
recuperacao de vermes adultos do sistema porta e pela persistente infeccao
por longo periodo. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal aprovados pelo CEEA n. 008/2009.

Para recuperacdo de ovos, vermes adultos do Schistosoma mansoni foram
incubados por 48h em meio de cultura RPMI -1640, com temperatura
controlada a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Apds o periodo de incubacéo,
os parasitas foram removidos dos pocos de cultura com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e no meio de cultura que continha os ovos foi adicionado os extratos
da Mentha piperita L. e de Harpagophytum procumbens. Aprovagdo da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Sao Carlos- CEEA/UFSCar em anexo.

3.5 — Obtencao dos extratos etandlicos da Mentha piperitaL.e da
Harpagophytum procumbens

O extrato da M. piperita L. etandlico foi cedido pelo Prof. Dr. Luis Vitor Silva
do Sacramento, Professor do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP/Araraquara.
Para a preparagdo dos extratos, as folhas de Hortelda Pimenta secas
(gentilmente cedidas pelo Prf. Dr. Luis Vitor do Sacramento da Faculdade de
Ciéncias Farmacéutocas da Universidade Estadual Paulista) e da H.
procumbens foram mantidas em uma solugcdo de hipoclorito para

descontaminacgao e posteriormente secas em estufa a 37°C durante trés dias,
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apos este processo o material foi triturado até a obtencao do po, o qual pesado,
a cada 100 gramas foi acrescentado 1000 mL de acool etilicoabsoluto. Os
béqueres contendo esta solugdo foram mantidos em temperatura ambiente
durante 72 horas com uma agitagaos diaria, apés o qual foi filtrado em papel de
filtro, e novamente completado com a mesma quantidade e etanol, este

processo foi repetido trés vezes.

Os filtrados foram concentrados no Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica — UFSCar, com a supervisdo do Dr. Paulo Cezar.
Para a concentragdo foi utilizado um rota-vapor (BUCHI) mantido na
temperatura entre 40 a 45°C até a formacdo de uma “papa”, o qual foi
transferido para um recipiente de vidro em uma capela com fluxo de ar até a

eliminagao do solvente, obtendo assim o extrato seco.

3.6 - Fracionamento do extrato etandlico da Mentha piperita L.

A separagao dos componentes da M. piperita foi realizada no Laboratério de
Produtos Naturais, sob supervisdao do Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos. Para a
extragdo da porcao apolar, o extrato etandlico da M. piperita foi colocado em
um funil de separacao e € adicionado hexano [CH3(CH2)4CHs] no volume de
1/3 da amostra (250 ml). Posteriormente se fez agitagdo do funil para
homogeneizar o extrato da M. piperita com o hexano. O hexano faz com que a
parte apolar do extrato etandlico se separe das demais partes do extrato. Apds
a separacao, esta porcao € levada para o rota-vapor para a retirada do hexano
por evaporacao. Este material foi colocado em um recipiente de vidro e deixado
para secar em uma capela em temperatura ambiente, restando apenas uma
amostra seca do concentrando da particdo Fracionada com Hexano (FH)da M.

piperita.

Para extragdo da porgdo com polaridade mediana, o extrato da M. piperita
posterior a remocgao da porcéo apolar € colocado em um funil de decantacéo e

€ adicionado acetato de etila [CH3COOCH,CHj3] no volume de 1/3 da amostra
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(250 ml). Posteriormente se fez agitacdo do funil para homogeneizar o extrato
da M. piperita com oacetato de etila. O acetato de etila fara com que a porgéo
com polaridade mediana do extrato etandlico se separe das demais partes do
extrato. Apos a separacédo, esta porcédo € levada para o rota-vapor da mesma
forma como se fez com o hexano e deixado secar em temperatura ambiente
em uma capela com fluxo, restando apenas a amostra seca da particdo

Fracionada com Acetato de etila (FA) da M. piperita.

O restante da amostra, apdés a remocédo das duas primeiras partigcdes, foi
considerado como a particdo Fracionada Hidro alcodlica (FHA), sem
necessidade de adicionar nenhuma outra substancia, uma vez que as outras
duas partes (apolar e de polaridade mediana) ja foram retiradas do extrato
etandlico. Este restante da amostra, da mesma forma, foi feita a remocgao do
solvente pelo rota-vapor, para a retirada da alcool etilico presente.

Posteriormente a secagem total foi feita capela com fluxo.

3.7 - Cultura do Schistosoma mansoni

Os parasitos recuperados apos perfusdo via porta hepatica foram lavados
em meio de RPMI-1640, mantidos em pH 7,5 suplementados com 20mM de
HEPES completado com penicilina (100puLmL™"), estreptomicina (100mg/mL™) e
10% de soro fetal bovino (SMITHERS; TERRY, 1965).

Apods a lavagem, cada casal de parasitos adultos (0 macho acasalado a
fémea) foi transferido para um pogo de uma placa de 24 pogos contendo 2ml
do mesmo meio usado para lavagem. As placas foram incubadas a 37°C em
uma atmosfera umida contendo 5% de CO,. Apds 24h, as placas com as
culturas de S. mansoni foram incubadas com o extrato etandlico e diferentes
fracbes da M. piperita, e com o extrato etandlico da Harpagophytum
procumbens dissolvidas em 0,1% de DMSO (Dimetilsulfoxido) e adicionadas
em meio RPMI-1640 para chegar a concentragdes finais de 500, 1000, 1500,
2000 e 2500ug dos extratos etandlicos e das fragdes da M. piperita. Os casais

de parasitas foram incubados nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente,
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e foram monitoradas em 24 e 120 horas apds a incubagdo com os extratos,
foram avaliadas as condi¢cbdes gerais dos parasitas como: Numeros de casais
separados; numeros de vermes mortos; reducdo na atividade motora; numeros
de vermes com alteracdo no tegumento e numero de ovos (ap6s 120h)
(KNOBLOCH; KUNZ; GREVELDING, 2006; XIAO et al., 2007; MAGALHAES et
al 2008). Como controle negativo por meio de uma placa de cultura incubada
somente com meio RPMI-1640 a 0,1% de DMSO. Como controle positivo, foi
incubada em uma placa de cultura com 10uM de PZQ (Praziquantel)
adicionado ao meio RPMI-1640 a0,1% de DMSO. Os experimentos foram
realizados em quadruplicada. Para o desenvolvimento dos ovos, os ovos foram
mantidos incubados nas mesmas condi¢cdes e analisados o desenvolvimento
apo6s 120 horas, os ovos foram analisados como descrito por Michaels e Prata
(1968). Foi utilizado como controle negativo meio RPMI 1640 e meio RPMI com
0,1% de DMSO (MAGALHAES et al, 2008).

Para o teste de viabilidade do parasito, casais adultos foram incubados por
24 e 120 horas nas mesmas condi¢gdes, na presencga dos extratos etandlicos,
nas concentragdes de 500 — 2500 ug/mL. O teste foi realizado pelo ensaio
colorimétrico baseado no 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl
tetrazoliumbromid (MTT) (COMLEY et al., 1989). Posteriormente a cada
periodo de cultura, os casais de verme adulto foram transferidos para uma
placa de 96 pogos contendo 100uL de tampéo PBS com 0,5mg/mL de MTT por
30 minutos a temperatura de 37° C. Depois deste periodo a solugao foi
removida cuidadosamente removida e foi adicionado 200ul de DMSO por 1
hora. A absorbancia foi lida utilizando um filtro para 550nm, o DMSO foi usado
como o branco da reacgdo. Para controle negativo foi utilizado casais de vermes
adultos mantidos em meio RPMI 1640 com 0,1% de DMSO e como controle
positivo, foram utilizados casais de vermes adultos mortos a 56° C por 30
minutos. Foram realizados quatro experimentos independentes, sendo

avaliados quatro casais de vermes por concentragdo em cada experimento.

Para a realizacdo da extracao de proteinas e posteriormente a realizagao da
eletroforese bidimensional, foram feitas culturas em garrafas nas mesmas
condigdes ja descritas, contendo 80 casais de vermes adultos por cultura, no

periodo de 24 horas, foi realizada cultura com os extratos etandlico da M.
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piperita nas concentragcbes de 800 upg/ml, com extrato etandlico da H.
procumbens (500 pg/ml) e da partgdo FA, FH na concentracdo de 500ug/mL e
a particdo de FHA na concentragdo de 1000 ug/ml. Como controle foi feita uma

cultura com vermes adultos com meio RPMI -1640 com 10% de DMSO.

3. 8 - Extracédo das proteinas totais do Schistosoma mansoni

A extragao proteica foi realizada no laboratorio do Prof. Dr. Emanuel Carrilho
do Instituto de Quimica de S&o Carlos da Universidade de Sao Paulo
(IQSC/USP). A extragao das proteinas totais vermes adultos foi padronizada
com 80 casais, foi preparada em 40 mM Tris, pH 7,4, SDS 2% mais coquetel
inibidor de protease (Tabela 1), por sonicagédo com 4 ciclos de 2 minutos, com
pulsos de 0,75 s, 40% da amplitude (FARIAS, 2010). Foi acrescentado acetona
na amostra para precipitacdo das proteinas, sendo colocada 9 volumes de
acetona gelada a -20°C para 1 volume da amostra, apos fazer esta mistura a
amostra foi homogeneizada e mantida a -20°C overnigth, posteriormente a
amostra foi centrifugada em 12000g x por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi deixado secar em temperatura ambiente e
posteriormente solubilizado em tampao de corrida da eletroforese (Tris-base,

glicina , SDS e agua).

Tabela 1: Composi¢gao do coquetel Inibidor de Protease na concentragéo de
10X. Foi dissolvido na concentragdo de 1X somente na hora do uso, as
substancias foram dissolvidas em etanol 100%, foi utilizado 10uL de coquetel
inibidor para cada 1mL de amostra. O PMSF foi adicionado na hora do uso.

Substancia Quantidade
Aprotinina 1,0 mg/mL
Leupeptina 1,0 mg/mL
Pepstatina A 1,0mg/mL
PMSF (Fenilmetilsulfonilfluor) 100mM
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3.8.1 - Determinacado da Concentracdo de Proteinas

A determinacdo de proteinas totais da amostra foi feita de acordo com o
método de BRADFORD ( 1976). Sendo utilizada como padrdo a proteina
albumina de soro bovino (BSA - Bovine Serum Albumin), a curva da
concentragédo de proteinas foi feita utilizando o software Origin. Apds fazer a

curva no software, foi usada para quantificacdo da proteina a formula:

Y=A+B.X

Onde Y € a absorbancia da amostra, A e B sdo dados obtidos pala curva no

software Origin e X é a concentragao de proteina da amostra.

3.9 - Eletroforese bidimensional

3.9.1 - Focalizacao Isoelétrica

Antes de fazer a focalizagao isoelétrica é preciso fazer a reidratacido da fita
IPG Gradiente de pH Imobilizado (Immobilized pH Gradiente- IPG), onde a
amostra foi adicionada na solugao de reidratagao (7mol L de uréia, 2 mol L ™
de tiouréia (opcional), 2% CHAPS (detergente nao iénico), de 0,5 até 2% de
IPG buffer, 0,002% de azul de bromofenol). Foram utilizadas 240pg de
proteinas para a reidratacao das fitas IPG, totalizando um volume de 250pl
para reidratacdo, as amostras foram diluidas com solucéo de reidratagao para
chegar neste volume total, sem alterar a quantidade de proteinas presente para

reidratagcdo. A diferenca de volume da amostra entre os grupos foi para que,
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em cada fita IPG tivesse a mesma quantidade de proteina. A reidratacdo das
fitas IPG foi feita “overnight”, apds este periodo as fitas foram transferidas para
o Ettan IPGphor 3 da GE Healthcare, quipamento utilizado para a focalizacao
isoelétrica. Posterior a primeira dimensao foi feita reducao e alquilacao das fitas
IPG. O Ditotritol DTT foi adicionado na concentragdo de 7mg/2,5mL, tanto o
DTT quanto o IPG buffer, foi adiciona hora do uso, € de grande importancia ser
adicionado o IPG tampé&o, pois ele vai aumentar a solubilidade das proteinas e
auxiliar para uniformidade do gradiente de pH sem afetar a forma do gradiente
(CANTU, 2007). Esta mistura da amostra com a solucdo de reidratagdo foi
adicionada em uma canaleta e a fita IPG (linear) foi posicionada em cima da
amostra de modo que, de gel de acrilamida ficou voltado para baixo, fazendo
com que a fita ficasse em inteiramente em contato com a amostra. A etapa de
reidratagao da fita foi feita overnight (de 12 a18 horas), apds este periodo a fita
foi preparada e colocada em um campo elétrico para a focalizagao isoelétrica.
Foi utilizada uma fita de 13 cm com intervalos de pH entre 3-10 dispostos de
forma nao linear, sendo colocado 250 uL da solugdo da amostra com a solugao
de reidratagdo. Nesta etapa também foi adicionado drystrip cover fluid (6leo
mineral) em quantidade suficiente para cobrir a fita, este liquido tem como

objetivo de evitar que a fita resseque (CANTU, 2007).

Antes de colocar a fita com a amostra no equipamento (IPGpho) para se
fazer a focalizagéo isoelétrica, foi retirado o excesso de dleo, e posteriormente
colocada no suporte do IPGpho, posicionada com o gel para cima de modo que
a extremidade acida ficou posicionada no lado positivo (anddico), enquanto
que, a extremidade basica ficou voltada para o lado negativo (catodico). Foi
colocado papel de filtro, para se fazer a ponte de papel, dois pedacos de
papeis foram molhados e os eletrodos foram posicionados em cima destes
papeis, a fim de estabelecer um contato entre a fita e os eletrodos. Por fim foi

adicionado 3 mL de drystrip cover fluid.

Ao termino da focalizagao isoelétrica foi feita a redugao e alquilagao das
proteinas as fitas. A primeira vezes a ser equilibradas, as fitas foram
equilibradas utilizando 5 mL deDTT, por 15 minutos com agitagdes, e na
segunda vez a ser equilibrada foi utilizado adicionando 5 mL de iodoacetamina

(IAA) e agitando por 15 minutos. A adicao de DTT tem como obijetivo clivar as
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pontes de dissulfeto das proteinas presentes nas fitas de IPG apds a
focalizacao isoelétrica, como esta reacéo é reversivel o IAA é adicionado para
reagir com a terminagcdo SH das proteinas impedindo com que volte ter as
pontes de dissulfetos (CANTU, 2007).

3.9.2 - SDS-PAGE

Apos a fase de focalizagdo isoeletrica, as fitas foram transferidas para a
etapa da segunda dimenséao, onde ocorre a separagao proteica de acordo com
a massa molecular relativas em um gel de acrilamida com dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), de acordo com LAEMMLI (1970). As fitas foram colocadas
no topo do gel de acrilamida 10% e seladas com agarose 0,5% com azul de
bromofenol (ROCHA et al, 2007). A corrida foi feita em um sistema
eletroforético em baixas temperaturas, para se evitar o aquecimento, a corrida
foi interrompida quando o azul de bromofenol atingir o final do gel. (ROCHA et
al, 2007).

A corrida da eletroforese foi efeituada em dois passos: Passo (1) —

15mA/gel por 15 minutos. Passo (2) — 45 mA/gel até o final da corrida.

3.9.3 - Deteccao das proteinas nos géis

A coloragao do gel foi feito método de coloragdo com “Coomassie Blue”
(Tabela 2), utilizando fixing (40% etanol diluido em uma solucdo de 10% Ac.
Acético em agua), destain (20% etanol diluido em uma solugéo de 5% acido
acético em agua) preserving (solugédo com 5% de acido acético em agua) e
a o coomassie 0,02%. Este método é largamente empregado para a detecgéo
de proteinas (MORRISSEY, 1981). Apdés a coloragdo os geéis foram
digitalizados por um scanner e analisados pelo softwarelmageMaster Platinum
2D 7(GE healthcare).
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Tabela 2: Procedimento para coloracdo do Gel-SDS, utilizando o método de
revelacédo de proteinas no gel SDS.

Etapa Tipo de Solucéao Tempo de contato
(minutos)

1 Fixing 30

2 Destain 3

3 Coomassie 0,025% 90

4 Destain 15

5 Destain 45

6 Destain 120

7 Destain 120

8 Preserving 30

3.9.4 - Digestéo dos geéis

ApoOs realizar a eletroforese bidimensional e a detec¢cdo das proteinas nos
geéis, foi feito os recortes dos spots presentes nos géis e a digestdo dos
géispara ser realizada a espectrometria de massa. A digestao dos géis foi feita
seguindo o protocolo de digestdo in gel disponibilizado pelo Laboratério de
Espectrometria de Massas, CeBiIME. No qual cada spotrecortado dos géis foi
submetido ao mesmo processo, como descrito a seguir: Para a descoloragéo
do gel, foi feitaincubagdo por 2h em 0,5mL de destain (metanol com 50% de
acido acético e 2,5% de agua purificada) em temperatura ambiente. Apds as 2h
foi retirada a solugcdo de destain e foi adicionado mais 0,5mL da mesma
solugéo por mais 1h. Depois da descoloragao do gel, o destain foi removido e
foi adicionado 200yl de acetonitrila (100%) por 5minutos, para a desidratagao
do gel, este passo foi repetido duas vezes. Posteriormente a acetonitrila foi
evaporada e o gel foi lavado com 100ul de bicarbonato de aménio a 100mM
por 10 minutos e em seguida o gel a solugdo foi removida e o gel foi
desidratado novamente por 5 minutos com 200uL de acetonitrila (100%), este
passo foi repetido novamente utilizando 200ul de bicarbonato de amoénio. Apds

a evaporizarao da acetonitrila da ultima etapa, foi acrescentado de 30 a 50ul da
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solucao de trsispicina (20ug de tripsina em 1000ul de bicarbonato de aménio a
50 mM gelado, concentragéo final da tripsina foi de 20ng/uL), por 30minutos em
banho de gelo para fazer reidratagdo dos géis. Depois destes periodos foi
removido o excesso da solucdo de tripsina e acrescentado de 5 a 20ul de
bicarbonato de aménio a 50 mM de modo a cobrir o gel e foi deixado overnight
a 37°C. A etapa de extragéo das proteinas foi feito no dia seguinte, sem retirar
a solugao da etapa anterior, foi acrescentado 10uL de acido férmico (5% diluido
em agua pura) por 10 minutos a temperatura ambiente, dando um spin rapido e
o0 sobrenadante foi transferido para outro tubo. No préoximo passo foi
acrescentado 12uL de uma solugéo com 5% de acido férmico diluido em 50%
de acetonitrila (pode ser adicionado ate 30uL desta solugdo em um pedago do
gel, caso seja grande) foi incubado por 10minutos em temperatura ambiente,
foi dado um spin rapido e o sobrenadando foi adicionado no mesmo tubo do
passo anterior, este passo foi repetido 3 vezes. Por fim o tubo contendo os
sobrenadantes foi evaporado de forma a restar aproximadamente 1uL da

amostra e foi armazenado a -20°C .

3. 10 - Espectrometria de massa

3.10.1 - Preparacéo da amostra para a espectrometria de massa

ApoOs a digestdo dos géis, os spotsseparados em tubos cbnicos 1,5 mL
foram totalmente secos, apds a secagem foram suspendidos em Acido férmico
1% e centrifugados por 5 minutos. Estas amostras suspensas no acido formico

foram entado analisadas no espectrometro de massa.

3.10.2 - lonizagé&o por Electrospray

Foi utilizada a técnica de espectrometria de massas com ionizagcdo em
electrospray, no qual os ions sdo transferidos da fase liquida para a fase

gasosa, provocando a separagao dos ions, fragmentacgao e formagao de ions a
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partir de moléculas neutras (MORARES, 2003). No capilar do espectrémetro,
potencial positivo é aplicado na amostra, os ions positivos tendem a se afastar
para uma regido menos positiva, com aumento da tenséo elétrica e o campo
elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo presente no espectrometro,
faz com que ocorra uma deformagao na gota da amostra, ganhando assim uma
forma de cone, denominado Cone de Taylor (MORARES, 2003; KLITZKE,
2012). Aumentando ainda mais a forga eletrostatica corre o rompimento da
tensdo superficial e a liberacdo de pequenas “gotas” com alta densidade de
cargas, fazendo com que a amostra (liquido analito) seja dispersa por
electrospray em um aerossol (KLITZKE, 2012). Este processo ocorre
dependentemente da magnitude do campo elétrico, da tensao superficial do
solvente e da condutividade da solugdo (MORARES, 2003; KLITZKE, 2012).

3.10.3-Analisadores de massas

Neste estudo o analisador de massas foi do tipo de Quadrupolo / Tempo de
Voo (QTOF — Quadropole Time of Fligth) e o lontrap Lineas-Orbitrap(LTQ
Orbitrap Velos, ThermoScientific). Para ambos os equipamentos as amostras
foram processadas de mesma forma e ambos contém equipamento de

cromatografia liquida acoplada a com a ionizag&o por electrospray (ESI).

O analisador TOF foi utilizado no Laboratério Nacional de Biociéncias do
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (LNBio — CNPEM) na
cidade de Paulinia, proximo a Campinas-SP, para as analises das particoes de
Acetato de Etila e Hexano e um controle para estas amostras. Com este
equipamento foi utilizado a cromatografia liquida NanoAcquity UPLC (Waters)
acoplado com um espectrémetro de massas do tipo Q-tof Ultima (Waters). Os
ions foram selecionados com carga positiva entre +2, +3 e +4. A solugdo é
bombeada através de um capilar (de 50 a 100 um de didmetro), sendo
empregada a vasédo de carga de 0,600 pyL/min, com limite de pressédo de

9000psi, a temperatura da amostra se manteve em 4°C.
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O analisador de massas LTQ Orbitrap Velos, foi utilizado no Instituto de
Quimica de S&o Carlos da Universidade de Sao Paulo (IQSC —-USP), na cidade
de Sao Carlos-SP, este analisador foi utilizado para analises das proteinas dos
grupos com tratamento do extrato etandlico da M. piperita, particdo Hidro-
Alcodlica da M. piperita, e do extrato etandlico da H. procumbens e controle
sem tratamento. Este analisador equipamento de cromatografia liquida (EASE-
nLCIl, ThermoScientific) acoplado com o espectrdbmetro de massas. As
analises foram feitas no modo scan no intervalo de 400-2000 m/z, modo

positivo com tens&o capilar de 4500 V, nebulizador a 8,0psi.

3.10.4 — Processamento dos dados apoOs a identificacdo das
cadeias peptidicas

Apds os resultados serem processados, os espectros foram processados,
para as amostras analisadas no qTOFfoi utilizando o programa Mascot que faz
uma busca contra um banco de dados de proteinas de S.mansoni, permitindo
assim a identificagdo das proteinas a partir dos peptideos gerados para cada

spot dos géis.

Este programa apresenta o resultado tendo um valor limite (pontuagéo ou
score). A pontuacgao dos ions é de -10*log(P), onde“P” é a probabilidade de que
a amostra analisada é um evento aleatério. Proteinas com pontuagédo (scores)
abaixo séo tidas como eventos randémicos, ou seja, sem valor estatistico. Por
outro lado, quando a proteina excede este valor limite as chances de ser um
evento randémico € menor que 5%, ou seja, quanto maior a pontuagao (scores)
da proteina maior a probabilidade da identificagdo ou homologia da amostra de
estar correta (p<0,05). Por este motivo neste trabalho sera considerada apenas
as proteinas que esteja acima do score minimo dado pelo programa, este valor
varia entre os score de 27 e 28 (valores obtidos e dados pelo software

MASCOT para cada amostra).

Para os resultados processados pelo LTQ Orbitrap foi utilizado o software

ProteomeDiscover1.3 (ThermoScientific). Este programa foi utilizado com o
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método de analise Sequest, este método é baseado em pontuagao (score) que
vai ser de acordo com oXCorr, que representa a correlacdo cruzada dos
espectros de massa experimental para os espectros de massas teodricas. Esta
correlacdo analisa tanto a posicdo de massa e a intensidade e pelo “A score”
que representa (XCorrdo 1° peptideo — XCorrdo 2° peptideo) / XCorrofdo 1°
peptideo. Neste experimento foram utilizados os seguintes critérios: peptideos
com carga +1 foi utilizado XCorr 21,90; para pepitidos com carga +2, XCorr
22,2 e peptideos com carga +3 foi considerado XCorr=3,75, e para todos os
casos foi considerado ACn>0.1 (CANTU, 2008).
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4 —Resultados

4.1 - Efeito do extrato etandlico de Mentha piperita L. sobre
vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro

O efeito do extrato etandlico da M.piperita durante o cultivo de S. mansoni foi
analisado nas concentragcbes de 500 a 2500 pg/mL. No grupo controle, sem
tratamento com a M. piperita, os casais de S. mansoni se mantiveram
acoplados sem alteragdes (Figura 1). Como pode ser observada na tabela 3, a
concentragao de 500 ug/mL de M. piperita ndo causou efeito nos parasitas nos
tempos analisados. Nas concentragdes de acima de1000 (Figura 2) e 1500
pg/mL no periodo de 24 horas de cultura, foi observada separagao dos casais
de vermes e redugao significativa da atividade motora, pouca expressao na
mortalidade, embora, n&do tenha sido observadas alteragcbes no tegumento
(Tabela 3). Porém, nestas mesmas concentragées no periodo de 120 horas foi
observado aumento no numero de casais mortos para 87,5% e 100%
respectivamente (sete casais mortos na concentragdo de 1000 ug/mL e oito
casais na concentragcdo de 1500 ug/mL), e em 1000 pug/mL foi observado dois

casais com alteragdes parciais do tegumento (Tabela 3).

Nas concentragbes de 2000 e 2500 ug/mL foi observada separacgao,
mortalidade, e significativa reducdo da atividade motora em todos os casais
analisados, em todos os periodos estudados. E também nos mesmos periodos
e concentragbes, 2 casais apresentaram alteragbes parcial do tegumento,

como demonstrado na Tabela 3.
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Figura 1: Foto representativa da cultura do grupo controle de Schistosoma mansoni
aumento de 100x. O casal se manteve acoplado.

Figura 2: Foto representativa da cultura deSchistosoma mansonicom tratamento de
1000ug/mL daMentha piperita L.aumento de 40x. Sendo demonstrada a separagdo do
casal de parasito nesta concentragéo, e os vermes mortos.
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Tabela 3: Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita L., em vermes
Schistosoma mansoni, no periodo de 24 e 120 horas de tratamento.

adultos de

Grupo Porcentagem Tempode Porcentagem Porcentagem Reducgao na atividade Porcentagem de
de casais incubagao de casais de casais motora vermes com
(h) separados mortos alteragédo no
0, 0,
(%) (%) (%) tegumento
(%)
(%)
Néo Significante Parcial Extensivo
significante
Controle 8 24 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0 0
DMSO 8 24 0 0 0 0 0 0
10%
120 0 0 0 0 0 0
PZQ 8 24 0 100 0 100 25 75
120 0 100 0 100 25 75
Extrato
etandlico
da M.
piperita
500 pg/mL 8 24 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0 0
1000ug/mL 8 24 100 25 0 75 0 0
120 100 87,2 0 100 25 0
1500ug/mL 8 24 100 37,5 0 100 0 0
120 100 100 0 100 0 0
2000pg/mL 8 24 100 100 0 100 25 0
120 100 100 0 100 25 0
2500ug/mL 8 24 100 100 0 100 25 0
120 100 100 0 100 25 0
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4.2 - Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita L. sobre a
mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni

A viabilidade dos parasitas foi avaliada utilizando o método de Brometo de 3-
( 4,5 —dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli (MTT). Como observada na Figura 3,
ocorreu discreta reducdo na mortalidade na concentracdo de 500ug/mL,
gquando comparada com os controles. Porém, nas concentragdes entre 1000 —
2500 pg/mL foi observado reducao significativa na mortalidade dos parasitas,
durante 24 e 120 horas, quando comparado com o controle positivo e negativo
(Figura 3).

o o e =
'S o ® o

Mortalidade (550nm)
(=]
ey

120hrs

Figura 3: Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita L. na mortalidade dos vermes
adultos de Schistosoma mansoni: sendo avaliados nas concentracbes de 500, 1000, 1500,
2000, 2500ug/mL, no periodo de 24 e 120 horas. O teste de viabilidade foi feito utilizando o
método de MTT com filtro de leitura em 550nm *p<0.0001.
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4.3- Efeito da Mentha piperita sobre a oviposicdo e
desenvolvimento dos ovos de Schistosoma mansoni

O efeito do extrato etandlico da Mentha piperita sobre a oviposigdo do S.
mansoni foi observada em uma concentracdo no qual nao ocorreu a separagao
e morte dos casais (500ugl/mL, Figura 4A), para se evitar alteracdes e falsos
resultados da ovoposi¢do dos parasitas, foi analisado o periodo de 120 horas
de tratamento. A porcentagem de ovos desenvolvidos foi analisada nas
concentragdes de 500 — 2000ug/mL, depois de 120 horas com o extrato
etandlico da M. piperita (Figura 4B e Figura 5). Na concentragdao analisada,
500ug/mL, ndo foi observada diferenga estatistica do numero de ovos em
comparagao com os controles, como observada na Figura 4A e na Figura 5.
Porém, nas concentragdes de 1000-2000 ug/mL causou redugédo significativa
na porcentagem de ovos desenvolvidos, em comparagdo com o0s controles
(Figura 4B e Figura 4 C-F).

400-

300-
200+ : % :

1004

3

% de ovos desenvolvidos

N° de ovos
-

04 "y
Controle  DMSO 10%  500ug/mL

Figura 4:Efeito da Mentha piperita L. sobre a ovoposi¢cdo e no desenvolvimento dos ovos
de Schistosoma mansoni: A- Ovoposi¢cdo, Os numeros de ovos foram analisados apenas na
concentragdo de 500ug/mL, por 120 horas, por ser uma concentragdo que ndo causou morte e
nem separagcado dos casais. B — Analise quantitativa do desenvolvimento dos ovos *p<0.001.
Foram analisados com diferentes concentragdes do extrato por 120horas.
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Figura 5: Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita em ovos de S. mansoni. Grupo
controle com 0,1% de DMSO (A) e nas concentragbes de 500ug/mL (B), 1000 pg/mL (C),
1500 ug/mL (D), 2000 pg/mL (E) e em 2500 pug/mL (F) do extrato etandlico da M.piperita.
A seta na cor preta representa ovos viaveis e a seta na cor brancarepresenta ovos
inviaveis.
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4.4 - Efeito das particdes do extrato de Mentha piperita L. no
pareamento, sobre os vermes adultos de S. mansoni mantidos in
vitro

As particoes FA, FH e FHA M. piperita foram avaliadas em cultura de
S.mansoni, nas concentragdes de 500-2500ug/mL no periodo de 24, 48, 72, 96
e 120 horas. Como pode ser observada na Tabela 4, a particdo com acetato de
etila (particho FA)causou morte e separagdes em 50% dos casais na
concentragcao de 500 -1500ug/mL em todos os periodos. Nas concentragdes de
1000pg/mL durante 120 horas matou 75% dos vermes machos e 50% das
fémeas,com 1500ug/mL durante 120 horas foi observada a morte de 75% dos
vermes machos e fémeas, em ambasas concentracbes continuaram sendo
observado 50% de separagdes dos vermes adultos no periodo de 120 horas
(Tabela 4). Foi observado nas concentragbes de 2000 e 2500ug/mL morte e
separagOes dos casais de vermes em 50% nos periodos de 24, 48 e 72 horas.
Nos periodos de 96 e 120 horas apos o tratamento com esta particdo foi
observado separacdo de 50% e morte de 100% dos casais de vermes de
S.mansoni (Tabela 4). O controle positivo (10 pyg/mL Praziquantel) teve 100%
dos vermes mortos € nenhum casal separado, o controle negativo, com DMSO
(0,1%), ndo apresentou nenhum casal separado e nenhuma morte dos vermes
adultos (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeito da particdo com Acetato de etila do extrato da M.piperita sobre vermes
adultos deSchistosoma mansoni.Porcentagem relativa a 8 casais de parasitas.

Grupo Tempo de Porcentagem Porcentagem Porcentagem de vermes com Porcentagem de
incubagao de Casais de Vermes redugao na atividade motora vermes com alteracédo
(h) Separados Mortos (%) no tegumento
(%) (%) (%)
Nao Significante Parcial Extensivo
M F significante
M F M F M F M F
Controle 24 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMSO
120 0 0 O
PzQ 24 0 100 100
Extrato de
M.piperita —
Partigao Ac.
de etila
500pg/mL 24h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
1000pg/mL 24h 50 50 50 0 O 50 50 0 O 0 O
1500 pg/mL 24h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
2000pg/mL 24h 50 50 50 0 o0 50 50 0 O 0 O
2500pg/mL 24h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
500 pg/mL 48h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
1000 pg/mL 48h 50 50 50 0 o0 50 50 0 O 0 O
1500 pg/mL 48h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
2000 pg/mL 48h 50 50 50 0 o 50 50 0 O 0 O
2500 pg/mL 48h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
500 pg/mL 72h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
1000 pg/mL 72h 50 50 50 0 O 50 50 0 O 0 O
1500 pg/mL 72h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
2000 pg/mL 72h 50 50 50 0 o0 50 50 0 O 0 O
2500 pg/mL 72h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
500 pg/mL 96h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
1000 pg/mL 96h 50 50 50 0 0 50 50 0 O 0 O
1500 pg/mL 96h 50 50 50 0 o 50 50 0 0 0 0
2000 pg/mL 96h 50 100 100 0 o 100 100 0 o 0 O
2500 pg/mL 96h 50 100 100 0 O 100 100 0 O 0 O
500 pg/mL 120h 50 50 50 0 o 50 50 0 O 0 O
1000 pg/mL 120h 50 75 50 0 o 75 50 0 o 0 o
1500 pg/mL 120h 50 75 75 0 o 75 75 0 O 0 O
2000 pg/mL 120h 50 100 100 0 o 100 100 0 o 0 O
2500 pg/mL 120h 50 100 100 0 O 100 100 0 O 0 0
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A cultura com tratamento da particdo com hexano esta demonstrada na
Tabela 5, no qual todas as concentragées (500 — 2500 pg/mL) durante todos os
periodos foram observadas 25% da separacédo dos casais de S.mansoni. Nas
concentragbes de 500 — 2000ug/mL foram observados 50% de mortes dos
vermes machos e 25% de morte dos vermes fémeas durante todos os periodos
(Tabela 5). E na concentragdo de 2500ug/mL foram observados 50% de morte
dos vermes machos e 50% de morte das fémeas, em todos os periodos (24 —
120 horas) (Tabela 5).
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Tabela 5: Efeito da particdo com Hexano do extrato daM.piperita sobre vermes adultos
deSchistosomamansoni. Porcentagem relativa a 8 casais de parasitas.

Grupo Tempo de Porcentagem Porcentagem Porcentagem de vermes com Porcentagem de
incubagao de Casais de Vermes reducéo na atividade motora vermes com alteragao
(h) Separados Mortos (%) no tegumento
(%) (%)
M F Nao significante Significante Parcial Extensivo
M F M F M F M F
Controle 24 0 0 o0 0 O 0 0 0 0 0 0
DMSO
120 0 0 o0 0 O 0 0 0 0 0 0
PzQ 24 0 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato de
M.piperita —
Partigao
Hexano
500ug/mL 24h 25 50 25 0 O 50 25 0 O 0 O
1000pg/mL 24h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
1500 pg/mL 24h 25 50 25 0 o 50 25 0 O 0 O
2000pg/mL 24h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
2500ug/mL 24h 25 50 50 0 o 50 50 0 O 0 O
500 pg/mL 48h 25 50 25 0 o 50 25 0 O 0 O
1000 pg/mL 48h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
1500 pg/mL 48h 25 50 25 0 o 50 25 0 O 0 O
2000 pg/mL 48h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
2500 pg/mL 48h 25 50 50 0 o0 50 50 0 O 0 O
500 pg/mL 72h 25 50 25 0 o 50 25 0 O 0 O
1000 pg/mL 72h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
1500 pg/mL 72h 25 50 25 0 O 50 25 0 O 0 O
2000 pg/mL 72h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
2500 pg/mL 72h 25 50 50 0 o 50 50 0 O 0 O
500 pg/mL 96h 25 50 25 0 O 50 25 0 o 0 O
1000 pg/mL 96h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
1500 pg/mL 96h 25 50 25 0 O 50 25 0 O 0 O
2000 pg/mL 96h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
2500 pg/mL 96h 25 50 50 0 0 50 50 0 o 0 O
500 pg/mL 120h 25 50 25 0 o0 50 25 0 O 0 O
1000 pg/mL 120h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
1500 pg/mL 120h 25 50 25 0 o 50 25 0 O 0 O
2000 pg/mL 120h 25 50 25 0 o 50 25 0 o 0 o
2500 pg/mL 120h 25 50 50 0 o0 50 50 0 O 0 O
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A Tabela 6 representa a cultura do S.mansoni com o tratamento da particao
hidroalcodlica do extrato da M.piperita. Onde foram observados 50% de
separagao dos casais nas concentragdes de 1500 e 2000ug/mL em todos os
periodos de tratamento, nao foi observado separacdo nas outras
concentracbes e morte em todas as concentragdes. Reducdo da atividade
motora n&o significativa foi observada em 50% dos vermes machos na
concentragdo de 2000ug/mL em 24 e 48 horas apoOs o tratamento, redugéo
significante em 50% de machos e fémeas foi observada em 1500 nos periodos
de 72, 96 e 120 horas apds o tratamento, 75% em machos e 50% em fémeas
observados em 2000ug/mL durante 72 e 96 horas e 100% na redugéo de

atividade motora com 2000ug/mL durante 120horas de tratamento (Tabela 6).
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Tabela 6: Efeito da particdo Hidroalcodlica do extrato daM. piperitasobre vermes adultos
deSchistosoma mansoni. Porcentagem relativa a 8 casais de parasitas.

Grupo Tempo Porcentagem de  Porcentagem  Porcentagem de vermes com Porcentagem de
de Casais de Vermes redugdo na atividade motora vermes com alteragéo
incubag Separados Mortos (%) no tegumento
o (h) (%) (%) (%)
Nao Significante Parcial Extensivo
M F significante M F M F M F
M F
Control® 24 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
120 0 0 O
PZQ" 24 0 100 100 0
Hidroalco

olic fraction of

M. piperita
(ng/mL)
500 24h 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0
1000 24h 0 0 o 0 0 o 0 O 0 0
1500 24h 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0
2000 24h 0 0 o 50 0 0 o 0 O 0 0
500 48h 0 0 o 0 0 o 0 O 0 o0
1000 48h 0 O 0 0 O 0 0 0 0
1500 48h 50 0 o 0 0 o 0 O 0 0
2000 48h 50 0 O 50 0 0 O 0 0 0 0
500 72h 0 O 0 O 0 O 0 0 0 0
1000 72h 0 o 0 o 0 0 0 0
1500 72h 50 0 O 0 O 50 50 0 0 0 0
2000 72h 50 0 o 0 o 75 50 0 0 0 0
500 96h 0 o 0 o 0 O 0 O
1000 96h 0 O 0 O 0 0 0 0
1500 96h 50 0 o 0 o 50 50 0 O 0 0
2000 96h 50 0 O 0 O 75 50 0 0 0 0
500 120h 0 O 0 O 0 0 0 0
1000 120h 0 o 0 o 0 O 0 0
1500 120h 50 0 O 0 O 50 50 0 0 0 0
2000 120h 50 0 o 0 o 100 100 0 O 0 0
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Como demonstrados na Figura 6, a particaio FA e a particao FH
apresentaram melhores resultados quando comparando com os resultados

do extrato etanodlico e com a particdo FA do extrato da M. piperita.

60=
== Extrato etandlico
NN Particdo FA
40+ == Partigdo FH

BE3 PArticao FHA

v

4

Porcentagem de Vermes Adultos
Mortos

Ex. FA. FH FHA Ex. FA FH FHA
500 ug/mL 1000 pg/mL

Tratamentos

Figura 6: Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita L. e das particdes na mortalidade
do Schistosoma mansoni: Comparando os resultados obtidos nas concentragdes de 500 e
1000 pg/ml apds 24h
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4.5 - Efeito do extrato etandlico de Hapagophytum procumbens
sobre vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro

O extrato etandlico da H. procumbens foi testado sobre o casal de verme
adulto de S. mansoni, nas concentragbes de 500ug/mL até 2500 pyg/mL, em
comparagao com o controle utilizando somente o meio de cultura RPMI e
controle utilizando meio RPMI com 10% de DMSO. Em 500ug/mL no periodo
de 24h nao apresentou alteragbes nos casais de vermes. Porém, na mesma
concentragdo no periodo de 120 horas, foi demonstrado que 25% dos casais
de vermes se separaram e 50% apresentaram diminuigdes nao significativas
da atividade motora (Tabela 7). Na contragdo de 1000ug/mL no periodo de 24h
apresentou 100% dos casais separados, 75% mortos e 100% com atividades
reduzidas (Tabela 7). A partir da concentragdo de 1000pg/mL por 120h até
2500pug/mL  120h (passando por periodo de 24 e 120 horas das
concentragdes), foram observados 100% dos casais separados, 100% dos
casais com diminuigdo significativa da atividade motora e 100% dos casais
mortos. Nao foi observado alteragdbes no tegumento em todas as

concentragdes (Tabela 7) com a técnica de microscopia optica.

Na Figura 7 é feita a comparacéo entre os resultados obtidos entre os
extratos etandlicos das M. piperita e da H. procumbens na morte do S. mansoni

apos 24h de tratamento, com as contragdes de 1000 e 1500 ug/ml apos 24h.
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Figura 7: Efeito do extrato etandlico da Mentha piperita L. e da H. procumbensna
mortalidade de Schistosoma mansoni: Comparando os resultados obtidos nas concentragdes
de 1000 e 1500 ug/ml apds 24h
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Tabela 7: Efeito do extrato etandlico da H. procumbens sobre vermes adultos de

Schistosoma mansoni. Porcentagem relativa a 8 casais de parasitas.

Grupo Tempo de Porcentagem de  Porcentage Porcentagem de verme Porcentagem de
incubagao vermes m de vermes com diminui¢ao na vermes com alteragao
(h) separados mortos atividade motora no tegumento
(%) (%) (%) (%)
M F Nao signif ~ Significante Parcial Extensivo
M F M F M F M F
Controle 24 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
(RPMI)
120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMSO 10% 24 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
120 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
Extrato
etandlico da
H.
procumbens
500pg/mL 24 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
120 25 0 0 50 50 0 0 0 O 0 0
1000pg/mL 24 100 75 75 0 0 100 100 0 O 0 0
120 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
1500ug/mL 24 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
120 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
2000pg/mL 24 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
120 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
2500pg/mL 24 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
120 100 100 100 0 0 100 100 0 O 0 0
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4.6—Eletroforese em Gel SDS (1D)

Para avaliagao dos efeitos dos extratos testados na proteémica do verme
adulto de S. mansoni, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamidacom
dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) em uma dimensao (1D), das amostras
para verificacdo da qualidade da extracédo protéica. Foi utilizado 5 pl de cada
amostra diluida em 15ul de tampao de eletroforese sendo submetida a corrente
elétrica limitada a 400 A e 120 v. Como demonstrado na Figura 8 a amostra
ndo apresentou degradacdo do material ou contaminagdo de sustancias
interferentes, demonstrando assim que foi obtido uma boa extragdo das
amostras para a eletroforese bidimensional.

1e 2 Bl BB T
|
97 } et
66 | —
15 | — et — o — R
30-
20. i _

Figura 8: Gel da Eletroforese SDS-PAGE (1D) utilizado para verificar a qualidade da
extragdo das proteinas de vermes adultos de Schistosoma mansoni apdés os tratamentos:
1- Controle, 2 e 3— Extrato Etandlico da M. piperita, 4- Particdo com Acetato de Etila, 5-
Particdo com Hexano, 6- Particido Hidro Alcodlica e 7 - Extrato Etandlica da H.
procumbens.
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4.7 - Eletroforese Bidimensional

Foi possivel observar diferengas nos numeros de spots nos géis com
tratamento, tanto com os extratos etandlicos e com as particdes da M. piperita,
em comparagcdo com o gel usado como controle (casais adultos de
Schistosoma mansoni com o meio de cultura sem tratamentos). Devido o
periodo de tempo entre os experimentos com os extratos etandlicos e as
particbes, foram feitos géis com o controle duas vezes, uma vez para
comparagao com os extratos etandlicos e a particdo FHA, e outros géis

controle para aas particbes FA e FH.

4.7.1 — Eletroforese Bidimensional com extratos etandlicos da
Mentha piperita L. e da Harpagophytum procumbens

Para a segunda dimensao, foram empregados géis de poliacrilamida 10%,
no qual os spots foram analisadas com softwarelmageMaster Platinum 2D 7
(GE healthcare). Como pode ser observado nos grupos tratados com extrato
etandlico de M. piperita (Figura 9) e H. procumbens (Figura 11), cada amostra
foi comparada com os géis controles que sao representados pela figura 10 e

pela figura 12, respectivamente para cada tratamento.
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Figura 9: Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, com tratamento
de 800 pg/ml do extrato etandlico da planta M.piperita sendo observados spots com diferengas
significantes no volume e concentragao, feita estatistica pelo método de Anova (marcados de
verde), quando comparado com o0s géis do grupo controle analisados com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Figura 10: Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, grupo
Controle, sendo observados spots com diferengas significantes no volume e concentragéo, feita
estatistica pelo método de Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do
grupo trato com extrato etandlico da M. piperitaanalisado com o softwarelmageMaster Platinum
2D 7 (GE healthcare).
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Figura 11:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni,com tratamento
de 500 pg/ml do extrato etandlico da planta H. procumbens, sendo observados spots com
diferencas significantes no volume e concentragéo, feita estatistica pelo método de Anova
(marcados de verde), quando comparado com os géis do grupo controle analisados com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Figura 12: Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, grupo
Controle, sendo observados spots com diferencas significantes no volume e concentragéo, feita
estatistica pelo método de Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do

grupo trato com extrato etandlico da H. procumbensanalisado com o softwarelmageMaster
Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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4.7.2 — Eletroforese Bidimensional com particdes FA e FH da
Mentha piperita L

Igualmente aos grupos anteriores, a eletroforese bidimensional para as
particdes FA e FH da M.piperita foram usadas fitas de poliacrilamida de 13cm
com o pH no intervalo de 3 a 10 ndo linear (3-10NL). Foram fetos géis controles

para este grupo, diferente dos géis demonstrados para os extratos etandlicos.

Como observado na Figura 13 os géis com o tratamento com a FA da M.
piperita apresentou spots com diferencas significativas e com os géis do
controle (Figura 14). Para a identificacdo dos spots foi utilizando o software
ImageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare). Analisando as relagdes entre os
spots presentes nos géis controle e os spots presentes nos géis do tratamento.
Foram selecionados spots com valores abaixo de p<0,05, avaliados pelo

software utilizando o método de ANOVA.
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Figura 13:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni,com tratamento
de 500 pg/ml com a particao FA do extrato etandlico da plantaM. piperita sendo observados
spots com diferengas significantes no volume e concentragao, feita estatistica pelo método de
Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do grupo controle analisados com
o softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Figura 14:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, grupo Controle,
sendo observados spots com diferencas significantes no volume e concentragéo, feita
estatistica pelo método de Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do
grupo trato com a particdo FA do extrato etandlico da M. piperitaanalisado com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Nos géis contendo tratamento com a particdo FH da M. piperita foram
selecionados apresentado diferengas significativas entre os spotspresentes no
gel com o tratamento e nos géis com o controle, sendo usado o software
Platinum 7 e selecionados géis com p<0,05, A Figura 15 representa os géis

com o tratamento e a 16 os géis do controle.
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Figura 15:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni,com tratamento
de 500 pg/ml com a particidoFH do extrato etandlico da plantaM. piperita sendo observados
spots com diferengas significantes no volume e concentragao, feita estatistica pelo método de
Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do grupo controle analisados com
o softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Figura 16:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, grupo Controle,
sendo observados spots com diferengas significantes no volume e concentragdo, feita
estatistica pelo método de Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do
grupo trato com a partigio FH do extrato etandlico da M. piperitaanalisado com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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A Figura 17 representa os géis contendo as proteinas do Schistosoma
mansoni apos tratamento com 1000 pg/ml da particao FHA do extrato etandlico
da Mentha piperita. Os spots selecionados nos géis deste tratamento foram
analisados com Software ImageMaster Platinum 2D 7 apresentando diferenga
estatistica de p<0,05 (ANOVA) com o grupo controle. A Figura 17 representa
os geéis do grupo tratado e a Figura 18 o controle comparando com o

tratamento.
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Figura 17:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni,com tratamento
de 500 ug/ml da particdo FHA do extrato etandlico da plantaM. piperita sendo observados spots
com diferengas significantes no volume e concentragéo, feita estatistica pelo método de Anova
(marcados de verde), quando comparado com os géis do grupo controle analisados com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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Figura 18:Gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma mansoni, grupo Controle,
sendo observados spots com diferencas significantes no volume e concentragéo, feita
estatistica pelo método de Anova (marcados de verde), quando comparado com os géis do
grupo trato com a particio FAH do extrato etandlico da M. piperitaanalisado com o
softwarelmageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare).
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4.8 - Analises das proteinas por espectrometria de massas

4.8.1 — Andlises das proteinas presentes nos spots dos géis
com amostras ap0s o tratamento dos extratos etandlicos da
Mentha piperita L

A espectrometria de massas foi realizada com spots encontrados no gel de
eletroforese bidimensional contendo proteina do S. mansoni apdés tratamento

com os diferentes extratos testados neste trabalho.

Depois da selegcaodos spots foi realizado o recorte e em seguida a digestao
dos géis, e posteriormente foi processado para realizagdoda espectrometria de
massas (MAS). Para este grupo foi utilizando como ionizador o ESI o
analisador ion trap Lineas-Orbitrap (LTQ Orbitrap Velos, Thermo Scientific). Os
dados obtidos pela espectrometria de massas foram analisados pelo Software
Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Scientific), que relaciona os peptideos
encontrados nos spots com proteinas no banco de dados de Schistosoma
mansoni do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Apds esta
analise a cadeia peptidica das proteinas identificadas foram comparadas com o
banco de dados da UniProt/Swiss Prot (Universal Protein Resource), utilizando

a ferramenta Blast no site da NCBI.

Nao foi possivel a identificacdo das proteinas nos spots que apresentaram
diferenca significativas (dados apresentados pelo SoftwarelmageMaster
Platinum 2D 7 - GE healthcare)apds analises dos espectros com software
Proteome Discoverer 1.3. Por outro lado, conseguimos a identificacdo de spots,
porém estes spots n&o apresentaram diferencas significativas. Dosspots
analisados foi possivel a identificacdo de 7 spots do grupo com tratamento de
800 pg/ml do extrato etandlico da M. piperita.Como pode ser observado na
Tabela 8, dos 7 spots foi possivel a identificagdo de 8 proteinas, a Figura 19
representa os spots que foram feitas as identificacbes.Nao foi possivel

identificar as proteinas dos spots selecionados no gel do grupo controle.
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Tabela 8: Proteinas do S. mansoni identificadas dos spots no gel com tratamento de 800
pg/ml do extrato etandlico da M. piperita.

Spot  Proteinas Acesso para Massa tedrica Massa E-value Score
Uniprot (Da) (Da)
Proteome
UniProt Gel Discoverer
1 Actina -1 ACT1_SCHMA 41.732 55.596 2e-135 84,18
2 Paramiosina MYSP_SCHMA  100.388 65215 1e-128 85,15
3 Actina -1 ACT1_SCHMA 41,732 43.120 2e-135 400,48
4 Actina -2 ACT2_SCHMA 41,741 4e-122 225,91
Actina -1 ACT1_SCHMA 41,732 2e-135 188,20
5 Actina -1 ACT1_SCHMA 41,732 46.583 2e-235 65,81
6 Glutationa S- GST28 SCHMA 23,820 24.813 2e-158 223,87
transferase
classe-mu
28 kDa
isoenzima
7 Glutationa S- GST28 SCHMA 23,820 25.616 2e-158 84,18
transferase
classe-mu
28 kDa
isoenzima
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Figura 19: Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansoni com o ftratamento de 800 pg/ml do extrato etandlico daMentha piperita,spots

identificados por espectrometria de massas ion trap Lineas-Orbitrap.
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4.8.2 — ldentificacdo das proteinas presentes nos spots dos
géis com tratamento com particdo de acetato de etila (FA),
particdo de hexano (FH) e particdo hidro alcodlica (FHA) do
extrato etandlico da Mentha piperita L.

As analises de espectrometria das particdes da M.piperita foram feitas com
0os spots apresentando diferengas significativas entre os tratamentos e os
controles. Também, foram selecionados spots nos géis controle, comparando
0s spots com os géis com tratamento. Os spots foram observados utilizando o
Software ImageMaster Platinum 2D 7, fazendo a estatistica para razdes entre
os géis utilizando o método ANOVA como demonstrado anteriormente. Da
mesma forma, com o grupo controle, os spots selecionados foram recortados e
foi feita a digestdo dos géis utilizando enzima tripsina. Apds a realizagao da
espectrometria de massa os resultados de cada spot foram processados pelo
software Mascot, programa que faz umas buscas em banco de dados
selecionado identificando possiveis proteinas com base na cadeia peptidicas

identificadas em casa spots.

Para as analises utilizando o programa Mascot para as particoes FA e FH e
para a particao FHA foi utilizado o software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo
Scientific). Foi utilizado o banco de dados Schistosoma mansoni da NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Porém,os peptideos
identificados por este programa foram analisados no banco de dados de
proteinas do e do UniProt/Swiss Prot (Universal Protein Resource), utilizando a
ferramenta BLAST presente no site da NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

As analises feitas nestes bancos de dados servem para verificar se as
proteinas encontradas pelo Mascot estdo corretas e analisar com maior
precisdao, uma vez que no banco de dados da NCBI varias proteinas eram
identificadas como “putative”. Foram selecionadas como corretas as proteinas
que obtiveram o score superior indicado no Mascot e as proteinas que

obtiveram score e-value superior a 1€'06 no Blast (banco de dados da UniProt).
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ApoOs estas analises as proteinas identificadas e analisadas nos bancos de
dados, foram identificadas 13 spots no gel controle quando comparado com o
grupo tratado com particdo FA, apresentando 18 proteinas identificadas nestes
spots, como demonstrado na Tabela 9. Os spots identificados estdo marcados
na Figura 20. E apenas 7 spots, sendo identificado 9 proteinas (Tabela 10). Na
Figura 21 indica os spots identificados no gel com tratamento FA do extrato
etandlico da M. piperita.
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Tabela 9: Proteinas do S. mansoni identificadas no gel controle, comparada com
tratamento com 500 pyg/ml da particdo FA do extrato etandlico daM. piperita.

Spot Proteinas Acesso para Massa Massa MASCOT E-
Uniprot tedrica (Da) Score value
(Da) no Gel
Uniprot
1 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 /8.0184 228 3e-17
2 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 / 57.207 2273 3e-29
3 Dissulfeto isomerase ERP60_SCHMA 54.306 / 64.583 124 2e-18
proteinca —
Precursora (erp60)
4 Proteina de choque = HSP70_SCHMA 69.875/ 62.794 312 2e-13
térmico 70,
homologa, (HSP70)
5 Calreticulina CALR_SCHMA 45.398 54.289 145 1e-19
Antigeno maior do P40_SCHMA 39.428 30 2e-23
ovo (P40)
6 Enolase ENO_SCHMA 46.995 52.718 422 6e-20
7 Enolase ENO_SCHMA 46.995 44.697 1765 7e-14
Anﬁgeno maior do P40_SCHMA 39.428 102 3e-24
ovo (P40)
8 Frutose bifosfato ALF_SCHMA 39.645 41.096 36 3e-13
aldolase
9 Antigeno maior do P40_SCHMA 39.428 38.005 1319 2e-19
ovo (P40)
Gliceraldeido-3-fosfato ~ G3P_SCHMA 36.378 87 2e-14
desidrogenase
10 Enolase ENO_SCHMA 46.995 45173 909 9e-21
1 Frutose bifosfato ALF_SCHMA 39.645 40.349 322 4e-23
aldolase
Antigeno de TEGU_SCHMA 22.578 44 5e-06
tegumento(SmA22.6) P40_SCHMA 39.428 36 7e-11
Antigeno maior do
ovo (P40)
12 Antigeno de TEGU_SCHMA 22.578 23.941 478 5e-07
tegumento(SmA22.6)
13 Superoxido SODC_SCHMA 15.721 15.999 15869 7e-12

dismutase [Cu-Zn]
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Figura 20: Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansonigrupo Controle comparado com tratamento da particdo FA do extrato etandlico
daMentha piperita,spots identificados por espectrometria de massas qTOF.
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Tabela 10:Proteinas do S. mansoni identificadas no gel com tratamento com 500 pyg/ml da
particdo FA do extrato etandlico da M. piperita.

Spot Proteinas Acesso para Massa Massa MASCOT E-
Uniprot tedrica (Da) Score value
(Da) no Gel
Uniprot
1 Calreticulina CALR_SCHMA 45.,398 51.950 50 2e-10
2 Tropomiosina- TPM2_SCHMA 32.696 60.153 82 2e-06
2

3 Actina-2 ACT2_SCHMA 41.741 42.223 1746 1e-15
Proteina 14-3-  14331_SCHMA 28.372 51 2e-15

3, homologa 1
4 Tropomiosina- TPM2_SCHMA 32.696 39.689 2424 6e-24

2

5 Proteina 14-3-  14331_SCHMA 28.372 26.041 1482 4e-21
3, homologa1  14332_SCHMA 24.608 181 1e-06

Proteina 14-3-

3, homologa 2
6 Glutationa S- GST28_SCHMA 23.820 27.993 976 6e-12

transferase
28KDa

7 Proteina 14-3- 14331_SCHMA  28.372 15.813 411 5e-14

3, homologa 1
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Figura 21: Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansoni com o tratamento de 500 pg/ml da particio FA extrato etandlico daMentha
piperita,spots identificados por espectrometria de massas qTOF.
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Apds as analises foram identificados 17 spotsno controle (Figura 22),
quando analisado com o grupo tratado com particaio FH, estes
spotsapresentaram 22 proteinas identificadas (Tabela 11). No gel com
tratamento da particdo FH foram identificados 7 spotscom, destes spots foram

identificadas 10 proteinas como mostra na Tabela 12 e na Figura 23
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Tabela 11: Proteinas do S. mansoni identificadas no gel controle, comparadas com
tratamento com 500 ug/ml da particdo FH do extrato etanélico daM. piperita.

Spot Proteinas Acesso para Massa tedrica Massa MASCO E- value
Uniprot (Da) (Da) T
Uniprot no Gel Score
1 Paramiosina MYSP_SCHM  100.388 80.184 228 3e-17
A

2 Antigeno SM21_SCHM  21.689 53.124 378 4e-13
Sm21.7 A

3 Dissulfeto ERP60_SCH 54.306 64.583 124 2e-18
isomerase MA
proteica
Precursora
(erp60)

4 Dissulfeto ERP60_SCH 54.306 52.383 200 4e-19
isomerase (ER- MA
60)

5 Calreticulina CALR_SCHM  45.398 54.289 145 1e-19
Antigeno maior A 39.428 30 2e-23
do ovo (P40) P40_SCHMA

6 Enolase ENO_SCHMA  46.995 52.718 422 6e-20

7 Enolase ENO_SCHMA  46.995 44.697 1765 7e-14
Antigeno maior P40_SCHMA 39.428 102 3e-24
do ovo (P40)

8 Frutose ALF_SCHMA  39.645 41.096 36 3e-13
bifosfato
aldolase

9 Antigeno maior P40_SCHMA 39.428 38.005 1319 2e-19
do ovo (P40)

Gliceraldeido - G3P_SCHMA  36.378 87 2e-14
3-fosfato
desidrogenase

10 Enolase ENO_SCHMA  46.995 45.173 909 9e-21

11 Frutose ALF_SCHMA  39.645 40.349 322 4e-23
bifosfato
aldolase
Antigeno de TEGU_SCHM 22578 44 5e-06
tegumento(SmA A
22.6)

Antigeno maior
do ovo (P40) P40_SCHMA  39.428 36 7e-11

12 Antigeno de TEGU_SCHM 22578 23.941 478 5e-07
tegumento A
(SmA22.6)

13 Superdxido SODC_SCHM  15.721 15.999 15869 7e-12
dismutase [Cu- A
Zn]

14 Antigeno de TEGU_SCHM 22578 23.526 581 4e-09
tegumento A

15 Antigeno de TEGU_SCHM 22578 24.004 47 2e-08
tegumento A

16 Antigeno SM21_SCHM  21.689 22.658 824 1e-12
Sm21.7 A

17 Enolase ENO_SCHMA  46.995 21.556 221 1e-20
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Figura 22: Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansonigrupo Controle comparado com tratamento da particdo FH do extrato etandlico
daMentha piperita,spots identificados por espectrometria de massas qTOF.
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Figura 23: Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansoni com o tratamento de 500 ug/ml as particdo FH do extrato etandlico daMentha
piperita,spots identificados por espectrometria de massas qTOF.
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Tabela 12: Proteinas do S. mansoni identificadas no gel com tratamento com 500 pug/ml da
particdo FH do extrato etandlico da M. piperita.

Spot Proteinas Acesso para Massa Massa MASCOT e- value
Uniprot tedrica (Da) Score
(Da) no Gel
Uniprot
1 Actina -2 ACT2_SCHMA 41.741 63.077 158 6e-21
2 Actina 1 ACT1_SCHMA 41.732 41.811 120 2e-10
3 Actina-2 SCT2_SCHIMA  41.,741 41.553 75 2e-16
Actina-1 SCT1_SCHIMA  41.,732 394 2e-16
4 Actina2 ACT2_SCHMA 41.,741 41.908 1389 7e-18
Proteina 14332_SCHMA  24.,608 798 4e-11
14-3-3,
homologa
2
5 Tropomiosi TPM2_SCHMA  32.696 42.103 97 4e-09
na-2
6 Tropomiosi TPM2_SCHMA  32.,696 39.392 2685 8e-24
na-2
7 Actina-2 SCT2_SCHIMA  41.,741 29.713 1565 3e-17
Tropomiosi TPM1_SCHMA  32.,954 596 1e-21
na-1
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Ao comparar os géis com a particado FHA da Mentha piperita com o gel
controle utilizando o software ImageMaster Platinum 2D 7 (GE healthcare) foi
possivel a identificagdo de 9 spotscom diferenca significativa entre os valores
dos spots. Porém, ao fazer analise da espectrometria de massas como o
equipamento ion trap Lineas-Orbitrap (LTQ Orbitrap Velos, Thermo Scientific) e
posterior analises dos espectros com software Proteome Discoverer 1.3
(Thermo Scientific) e analises nos bancos de dados, ndo foi possivel a
identificacdo de proteinas nestes spots. Por outro lado, foi possivel a
identificacdo de proteinas de outros spots, porém, assim como ocorrido com a
amostra dos géis do extrato etandlico da M. piperita, estes géis nao
apresentam diferengas ao comparar com os géis do grupo controle. Os spots
marcados podem ser vistos na Figura 24 e a identificacdo das proteinas na
tabela 13.
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Tabela 13: Proteinas do S. mansoniidentificadas no gel com tratamento com 1000 pg/ml

da particdo FHA do extrato etandlico da M. piperita.

Spot Proteinas Acesso para Massa Massa E-value Score
UniProt tedrica (Da)
(Da) Proteome
Gel Discoverer
UniProt
1 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 45.391 1e-128 74,55
2 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 44.489 1e-128 79,07
3 Actina-2 ACT2_SCHMA 41.741 36.429 4e-24 331,50
4 GlutathioneS- GST28_SCHMA 23.820 23.859 2e-158 145,72
transferase
class-mu 28
kDa isozyme
5 Actina-1 ACT1_SCHMA 41,732 17.370 1e-18 70,00
6 Superoxido SODC_SCHMA 15,721 13.814 3e-110 160,90
dismutase [Cu-
Zn]
7 Antigeno 21.7  SM21_SCHMA 21.689 11.649 7e-140 92,77

93



KDa

- ~

97 4

66 ' &

. w G\~
. : “ bci) .. | '
45 || ‘ | .

v 83 |
5 |
30 s .
: o g 6 9 -
201 ¥ o 7 6 5 -
S B

Figura 24:Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansoni com o tratamento de 1000 pg/ml da particdo FHA do extrato etandlico daMentha
piperita,spots identificados por espectrometria de massas ion trap Lineas-Orbitrap.
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4.8.3 — ldentificacdo das proteinas presentes nos spots dos
géis com tratamento com particdo do extrato etandlico da
Hargophytum procumben

Assim como, na identificacdo dos spots do extrato etandlico da M.piperita.
Os spots deste grupo também foram analisados pelo ion trap Lineas-Orbitrap
(LTQ Orbitrap Velos, Thermo Scientific). E dos dados obtidos pelo
espectrobmetro de massas foram analisados pelo software Proteome Discoverer
1.3 (Thermo Scientific), fazendo a identificagdo por peptideos no banco de
dados especifico para S. mansoni do NCBI. Dessa forma, os peptideos
encontrados foram analisados por Blast comparando com o banco de dados

para S. mansoni da UniProt/Swiss Prot.

Assim, como no grupo tratado com extrato etandlico e com a particao FHA
da M.piperita, ndo foi possivel a identificacdo das proteinas com diferenca
significativa. Porém foi possivel a identificagdo de 5 spots que ndo consta com
diferenca significativa apds analises com software ImageMaster Platinum 2D 7,
fazendo a estatistica para razbées entre os géis utilizando o método ANOVA
como demonstrado anteriormente. Como podem ser observadas na Tabela 14
as proteinas identificadas e na Figura 25 os spots utilizados para a
identificacdo. Nao foi possivel a identificacdo dos spots presentes no grupo
controle, porém, os géis com tratamento do extrato etandlico da H.procumbens
foi comparado nas analises anteriores a espectrometria de massas, utilizando o

software ImageMaster Platinum 2D 7.
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Tabela 14: Proteinas do S. mansoni identificadas no gel com tratamento com 500 pg/ml do
extrato etandlico da H procumbens.

Spot Proteinas Acesso para Massa Massa E-value Score
UniProt tedrica (Da) (Da)
Proteome
UniProt Gel Discoverer
1 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 99.544 1e-127 62,27
2 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 63.775 1e-127 161,46
3 Paramiosina MYSP_SCHMA 100.388 67.731 1e-128 71,78
4 Enolase ENO_SCHMA 46.995 53.495 2e- 32 89,02
5 Enolase ENO_SCHMA 46.995 39.278 3e-31 312,37
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Figura 25:Spots identificados no gel bidimensionais de extrato protéico de Schistosoma
mansoni com o ftratamento de 500 pg/ml do extrato etandlico daHarpagophytum
procumbens,spots identificados por espectrometria de massas ion trap Lineas-Orbitrap..
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5. Discussao

Buscas por novos medicamentos, a partir de produtos da extracdo de
plantas e seus metabolitos € uma pratica que se remete ao inicio de nossa
civilizacéo, por meio do uso popular. Por outro lado, este conhecimento popular
deve ser comprovado, sendo testada sua eficacia, juntamente com a toxicidade

destas plantas (OLIVEIRA, 2012) e os seus possiveis alvos terapéuticos.

Neste trabalho foram demonstrados resultados no qual sugerem que, o
extrato etandlico da M. piperita apresenta potenciais efeitos contra vermes
adultos de Schistosoma mansoni (in vitro), podendo apresentar efeito
antihelmintico. A partir da exposi¢éo in vitro dos vermes a concentragdo de
1000 pg/mL foi possivel observar morte, separagéo de casais, redugao na
atividade motora de vermes adultos e alteragdo no oograma de ovos S.
mansoni (Tabela 3). Estes resultados observados corroboram parcialmente
com trabalhos anteriores, mostrando o efeito desta planta no controle da
esquistossomose no modelo murino (DEJANI et al, 2014). Extrato metandlico
da M. piperita apresentou atividade antihelmintica contra Pheretima posthuma
na dose de 20 mg/ml, demonstrando que foi compativel nas mesma
concentragdo de Albendazol, causando paralisia e morte dos vermes (GIRME
et al, 2006). KATIKI e colaboradores (2011), demonstraram que, 6leo essencial
da M. piperita apresentou efeitos contra Haemonchus contortus na
concentracao de 0,15 mg/ml. Também foram relatados resultados satisfatorios
do oOleo essencial desta planta no desenvolvimento de ovos de Haemonchus
contortus (CARVALHO et al, 2012). Em nosso laboratério, foi observada
diminuicao de 35,2% no numero de vermes adultos de S. mansoni e também
reducao de numeros de ovos no intestino, figado e nas fazes de camundongos,
apos tratamento com o extrato etandlico desta planta (DEJANI et al, 2014).
Assim, estes dados juntamente com a literatura estudada sugerem que, a M.
piperita apresenta efeitos antihelminticos que precisam ser mais explorados,
principalmente no que se refere a busca pelos alvos moleculares nesses

parasitos.

Além de apresentar efeitos contra diversos organismos, nosso grupo

demonstrou resultados promissores com o extrato etandlico da M. piperita em
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concentracdes abaixo do seu efeito citotdxico em fibroblastos (DEJANI, 2011).
E ainda, TAVARES e colaboradores (2006) demonstraram que administragcao
da M. piperita em individuos (voluntarios sadios) ndo causou alteragées no
hemograma, nao apresentou elevagdo no nivel de sodio sérico, apesar de ter
propriedades diuréticas; ndo ocorreu espoliagao significativa de potassio e nao
afetou indices das enzimas hepaticas; também nado foi relatado efeito de
toxicidade crénica em humanos (MACKAY; BLUMBERG, 2006). Demonstrando
assim que, a M. piperita ndo apontou efeitos de toxicidade sistémica e nem foi
capaz de promover morte celular quando em contato com organismos de
mamiferos (TAVARES et al, 2006).

Das particbes testadas obtidas por extracdo de solventes do extrato
etandlico, particdo FA, FH e FHA, demonstraram excelentes resultados, sendo
que a FA (Tabela 4) demonstrou ser mais promissoras que as outras fragoes.
Obtivemos melhores resultados na cultura de vermes adultos tanto com FA,
quanto com a FH (Table 5), porém, a FHA se mostrou com baixo potencial
antihelmintico (Tabela 6). Como demonstrado na Figura 6, comparando as
fragbes com o extrato etandlico da M. piperita, onde pode ser observado que,
em 500 pg/ml o extrato etandlico ndo causou morte dos vermes adultos, porém,
com as particoes FA e FH foram observadas morte dos vermes adultos de S.
mansoni nesta mesma concentragdo. Os efeitos destas duas particbes ainda
se mostraram superior ao comparar na concentracdo de 1000 pg/ml,
concentracio na qual comecgou a ser observada morte dos vermes adultos com
o extrato etandlico (Figura 6). Estudos anteriores demonstram a particdo FA da
M. piperita e de outras plantas com resultados mais eficientes e promissores,
se comparado com as outras fragdes, sugerindo que nessa extragdo podem ter
0s principais principios ativos dessa planta. Como eficacia contra Faciola
hepatica (FA da Castela tortuosa), além de, possuir melhor atividade
antibacteriana e melhor antioxidante do que as outras particdes, sendo a FH a
segunda melhor particdonessas comparagdées (ARUMUGAM et al, 2010;
MORENO; VALARDE; ACEVEDO, 2012). Foi demonstrado nestas particdes
maior nivel de fendis, 54,00 + 4,74 mg de fendis para casa g de folha
(ARUMUGAM et al, 2013). O que nos remete a importancia dos fendis no
controle desses parasitas.
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O efeito antihelmintico da M. piperita ainda é desconhecido, porém, folhas
desta planta apresentam de 19 a 23% de polifendis, e destes polifendis
apresenta 12% de flavonoides (MACKAEY; BLUMBERG, 2006). Compostos
polifendlicos apresentam atividade antihelmintica, e ha a evidencia de que
mentol (33-60% do 6leo essencial) e mentona (15-32% do 6leo essencial)
tenham também efeito antimicrobiano (ISCAN et al, 2002; DEORE et al, 2009).
Compostos fendlicos sintéticos, como niclosamida podem atuar em helmintos,
interferindo na fosforilagdo oxidativa, afetando a geracédo de energia (JOHN et
al, 2009). Os principais flavonoides encontrados na M. piperita sao eriocitrina,
narirutina, hesperidina, luteolina-7-O-rutinosida, que apresentam grande
significancia farmacologica (FECKA; KOWALCZYK.; CISSOWAKI 2004).
Dessa forma a agdo conjunta desses compostos pode ser responsaveis pela

agao contra S. mansoni.

Ao comparar os dois extratos etandlicos testados neste estudo observaram
que, obtivemos melhores resultados com o extrato da H. procumbens quando
comparado com o extrato da M. piperita. Como podem ser observados nos
resultados, em 500 ug/ml ambos os extratos ndo apresentaram efeitos, com
1000 pg/ml apds 24 horas a M. piperita apresentou 25% dos vermes mortos
contra 75% dos vermes mortos na mesma concentragao e tempo de tratamento
com a H. procumbens (Figura 7). Em 1500 ug/ml a H. procumbens apresentou
morte de todos vermes adultos, enquanto que, a M. piperita apresentou morte

de apenas 37,5%. (Figura 7).

A H. procumbens pode ser indicada para anorexia, indigestdo, disturbio
musculares, anti-inflamatério (sugere a literatura esse efeito ao composto
harpagosideo), atrite, entre outras patologias (ROSA; MACHADO, 2007)
Porém, estudos sdo poucos desta planta contra microrganismos ou parasitas.
Em nosso laboratério foi demonstrado que tratamento em camundongos com
15mg/kg do extrato etandlico da H. procumbens, reduziu significativamente o
numero de ovos de Schistosoma mansoni quando comparado com O grupo
controle (dados nao publicados). WECKESSE et al (2007) demonstrou que,
extrato da H. procumbens inibiu o crescimento de todas as bactérias aerdbicas

e de duas cepas de bactérias anaerdbicas testadas em seu estudo (como
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Clostridium perfringens, Propionibacterium acnes, Fusobacterium nucleatum,

entre outras,).

Os compostos ativos da H. procumbens sao glicosideos iriddides que
constitui aproximadamente 3% de toda a planta, os glicosideos presentes na
planta sdo harpagosideo, procumbideo, harpagideo, e 8-para-coumaroil-
harpagideo. Entre outros compostos como fendis derivados do acido cinamico,
acido caféico, acido clorogénico, flavonoides e B-sitosterol (LANHERS et al,
1992; GRANT et al, 2007).Assim, como na M. piperita a agao desta planta em
microrganismos n&o é bem definida, porém, em estudos anteriores foi
demonstrado efeitos do harpagideo e harpagosideo contra virus do herpes tipo
1 e efeitos de diterpenos isolados da H. procumbens contra Plasmodium
falciparum (MNCWANGI et al, 2012). Sugerindo assim que, estes compostos
presentes na H. procumbens podem ter efeito antimicrobiano e possivelmente

antiparasitario.

Durante a analise protebmica, observamos nos spots analisados apds os
tratamentos e no controle, as mesmas proteinas presentes, em mais de um
spot, como pode ser observado nas Tabelas 8 até 14. A identificagcdo das
mesmas proteinas em mais de um spot pode ser causada por fatores como
modificagdo pds-taducionais, isoformas de proteinas e degradagao proteolitica
(JORGE et al, 2005). Por isso, a importancia da espectrometria de massas na

identificacdo dessas proteinas.

Apods as analises com a espectrometria de massas e a identificacao das
proteinas pelos bancos de dados especificos para Schistosoma mansoni foi
possivel identificar algumas proteinas importantes para a sobrevivéncia dos
vermes adultos. Entre estas proteinas, em estudos anteriores, algumas foram
relatadas como possiveis alvos para vacinas. Estas proteinas incluem
glutationa s-transferase, fosfato isomerase (BERGQUIST, 1995), sm24
(sm21.7) que tem reconhecimento preferencial em camundongos infectados
(FRANCIS; BICKLE, 1992), sma22.6 (DUNNE, et al. 1997, Webster et al,
1996), 70kDa (70KDa “heat shock protein” ou Hsp70) (KANAMURA et al,
2002), entre outras.
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Nesse estudo, foi demonstrada a presenca de enzimas glicoliticas em spots
que se apresentaram diferentes entre controle e tratamentos, como a enolase
(Tabelas 9, 11 e 14), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e frutose bifosfato
aldolase (Tabelas 9 e 11). Enolase € uma enzima glicolitica, que pode
desempenhar outras fungbdes, homologa do inibidor de ATPase presente na
mitocdndria, podendo atuar como proteina de ligagdo a nucleotideos (DAVIS,
1993). Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase € uma enzima importante na via
glicolitica, que desempenha um papel crucial no catabolismo e anabolismo de
carboidratos. Além de, seu papel enzimatico esta proteina tem sido descrita
como antigeno em varios microrganismos patogénicos, demonstrando um
papel potencial como moléculas antigénicas e sendo forte candidata na
incorporagdo de vacinas contra esquistossomose (SANTOS et al, 2012).
Frutose-bifosfato aldolase, outra enzima glicolitica de grande importancia para
S. mansoni localizada no tegumento do S.mansoni e o antigeno SM21.7
demonstraram como potenciais candidatos para vacina (HARROP; COULSON;
WILSON, 1999).

Também, foram observadas proteinas com grandes importancias para
recuperacao e manutencdo da homeostase em vermes adultos. Como
calreticulina (Tabelas 9, 10 e 11), apresenta varias fungdes e € um a ligante de
calcio, que participa na manutencao da homeostase celular. Esta proteina pode
agir como uma proteina chaperona, impedindo que proteinas erroneamente
enoveladas sejam exportadas do reticulo endoplasmatico para o complexo de
golgi, podendo atuar também entre outras fungdes como uma lectina
extracelular (MOURAO, 2009). KHALIFE et al (1994) demonstraram que, em
soro de camundongos infectados com S. mansoni foram encontrados
anticorpos contra a proteina calreticulina, que interferiram na produgcao de
ovos, sendo assim um possivel alvo para uma vacina. Superédxido dismutase é
uma enzima presente no citosol de células eucaridtica e é responsavel pela
remogao de inumeros radicais superoxidos, que s&o gerados por varios
metabolismos oxidativos. HONG et al (1992) demonstraram que, esta enzima
tem um papel importante na interacdo entre hospedeiro e verme de S.
mansoni, e se acredita que, esta enzima tenha uma atividade importante contra

sistema imune do hospedeiro. Foram identificadas proteinas com atividade na
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movimentacdo do verme (YANG et al.,, 1999) como actina, paramiosina e
tropomiosina (Tabelas 8 até 14). Actina, proteina que esta presente nas areas
de recuperacido de danos, que implica um papel importante na reparacdo do
tegumento, desenvolvendo assim um papel importante para o verme adulto de
S. mansoni (MATSUMOTO et al, 1988).

Entre outras proteinas, foram identificadas também proteinas que
apresentam grande importancia para a sobrevivéncia do verme adulto, que
apresentam como possiveis alvos terapéuticos como a glutationa S-

transferese, proteina 14-3-3 e proteinas de choque térmico (Tabelas 10 e 12).

A proteina Glutationa S-transferase (Sm28-GST) é um proteina antigénica
que é apontada como candidata a vacina contra S. mansoni (COMOY;
CAPRON; THYPHRONITIS, 1998), uma particularidade é que ¢é mais
abundante nas fémeas (GOBERT; STENZEL; MCMANUS, 1998). Em
imunizagdo com Sm28-GST pode ser gerada respostas imunes, tanto Th2
quanto Th1, dependendo do adjuvante empregado na imunizagdo (COMOY;
CAPRON. THYPHRONITIS et al., 1998). Durante todo o ciclo do S.mansoni é
observado a presencga do antigeno 28-KDa (glutationa s-transferase - GST), e é
encontrado uma quantidade significativa de anticorpos contra este antigeno em
infeccbes. Esta enzima tem a fungdo de catalisar a conjungdo da glutationa
com agentes tdxicos, como produtos da atividade de espécie reativa de
oxigénio ou hidrocarboneto aromatico policiclico (STRANGE et al, 2001). A
proteina 14-3-3, proteina exerce a fungcdo de se ligar em proteinas alvos,
podendo atuar como reguladora de atividade ou sequestradora de proteinas e
esta envolvida na maioria das principais atividades bioquimicas (MCGONIGLE;
LOSCHIAVO; PEARCE, 2002). Apés infecgdo de camundongos com proteina
da familia da proteina 14-3-3 se Schistosoma japonicum ZHANG (2001)
encontrou significante resposta celular Th1 e imunoglobulina G (IgG) especifica

anti S. japonicum.

Além de apresentar identificacdo das proteinas 14-3-3, Proteinas de choque
térmico e antigeno de tegumento podem ser de importancia, pois as proteinas
secretadas e expressas na superficie do parasito sdo alvos promissores

(WILSON et al, 2004) Tanto em animais infectados quanto em seres humanos
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a proteina de choque térmico de 70kDa (70KDa “heat shock protein” ou Hsp70)
de Schistosoma mansoni é tida como um dos antigenos mais imunogénicos
(KANAMURA et al, 2002). Estudos demonstraram que, a classe da Hsp70 &
uma das classes de proteinas mais abundantes em todos os organismos vivos,
tanto eucariontes como procariontes (KAUFMANN, 1990; KANAMURA et al,
2002). Diversos estresses metabdlicos como exposicdo ao calor, metais
pesados venenos metabdlicos e outros, faz com que ocorra maior expressao
dos genes destas proteinas, fazendo com que tenha um acumulo das Hsp no
organismo (MEYER; SILVA, 1999).

Os experimentos com o extrato etandlico e suas particbes da Mentha
piperitae o extrato etandlico da H. procumbens demonstraram diferengas entre
spots detectados nos géis controle e tratamentos. Como mostrado
anteriormente, foi possivel a identificacdo de uma series de proteinas que em
estudos anteriores apresentaram respostas imunoldgicas de hospedeiros
infectados com S. mansoni. Por tanto, com este estudo pode ser sugerido que,
os tratamentos dos extratos testados podem causar modulagcéo de proteinas
importantes para a fisiologia do verme adulto de Schistosoma mansoni. Dessa
forma, esse estudo é de grande relevancia devido ao fato que, essas
informacdes poderao nos auxiliar a entender melhor os mecanismos envolvidos
na agao desses compostos naturais e futuramente de outros compostos a
serem estudados na busca pelo melhor tratamento para o controle da

esquistossomose mansoénica.
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6 — Conclusao

1 — O extrato da etandlico da Mentha piperita L. apresentou efeito
esquistossomicida contra vermes adultos de Schistosoma mansoni, sendo
observadas separacdo e morte de todos os casais de vermes nas

concentracdes acima de 1000ug/mL;

2 — O extrato etandlico da M. piperita sobre o verme adulto de S.mansoni
apresentou significativas redugbes na viabilidade dos vermes nas
concentracbes de 1000 - 2500 pg/mL, sendo observado o mesmo com

Praziquantel (farmaco de recomendada contra S.mansoni);

3- O extrato etandlico da M. piperita foi mais eficaz que Praziquantel,

demonstrando menos quantidade de ovos de S. mansoni desenvolvidos;

4- Das trés fragdes do extrato etandlico da M.piperita as particdes FA e FH
também apresentaram 6timos resultados contra o verme adulto, sendo mais
eficientes em induzir morte de 50% dos vermes, a partir da concentragao de
500 pg/mL, e a particado com hexano foi capaz de promover reducéo

significativa da atividade motora dos vermes;

5- O extrato etandlico da Harpagophytum procumbens induziu separacéo de
casais a partir de 500 ug/mL apés 24h. E com 1000 pg/mL apds 24h, morte da

maioria dos casais.

6- Na eletroforese bidimensional foi possivel identificar spots com diferengas
significativas entre os géis controles e os tratamentos, apds a analises com o
software Image Master Platinum 2D 7 (GE healthcare). Demonstrando assim
que os extratos testados causaram efeitos na expressao de proteinas dos

vermes adultos.

7-Na espectrometria de massas identificamos proteinas de importancia para
a sobrevivéncia do verme adulto de S. mansoni, como enzimas da via glicolitica
e proteinas estruturais, além de serem diferentes das proteinas em humanos,
sao importantes alvos para estudos de farmaco. Comprovando assim o efeito

antiparasitario.
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8 —Anexos

Anexo 1: Aprovagdo pela Cémissdo de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).
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