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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca causada por helmintos do género Schistosoma,
que afeta cerca de 230 milhdes de pessoas no mundo. Recentemente, cepas
de Schistosoma mansoni tem desenvolvido tolerédncia e resisténcia contra o
praziquantel (PZQ) que € o unico farmaco disponivel no mercado, usado no
tratamento dessa doenca. Estes problemas relacionados a resisténcia justificam
estudos que busquem alternativas para a prevencdo, tratamento e cura da
doenca. Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade quimica, a
farmacocinética, os efeitos toxicos e esquistossomicidas da 7-epiclusianona (7-epi),
uma substancia isolada da Garcinia brasiliensis. Ensaios de estabilidade quimica
usando HPLC-UV-VIS, farmacocinéticos utilizando UPLC-MS/MS, bioquimicos
avaliando marcadores de funcdo hepatica (aspartato-aminotransferase, alanina-
aminotransferase, albumina, proteinas totais e glicose) e renal (creatinina),
toxicidade in vivo pelo teste cometa, micronucleo de medula e colon e apoptose
foram realizados com o objetivo de avaliar os efeitos dessas substancias em
modelos murinos. A 7-epi se demonstrou estavel nos testes de degradacéo forcada,
contudo na presenca de peréxido de hidrogénio 0,3% (v/v) ocorreu degradacdo
dando origem a forma oxidada deste composto. Por sua vez, 0s testes
farmacocinéticos analisaram a 7-epi em plasma de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni, a qual apresentou um aumento da area sob a curva de
concentracdo plasmatica versus tempo (20846 vs 32438 ng.h/mL), uma diminuicao
da depuracao total aparente (0,006 vs 0,004 L/h/kg), aumento da meia-vida (1,73 vs
6,11h) e a reducdo concentracdo plasmatica méaxima (5427,5 vs 3321,0 ng/mL) em
comparagcdo com o0 grupo nao infectado, mas o tempo para atingir concentragao
plasmatica maxima néao apresentou diferenca significativa. Nos testes toxicoldgicos
usando ensaio cometa, teste de micronucleo de medula e colon; além dos testes de
apoptose, a 7-epi ndo provocou lesdo no DNA e ainda foi capaz de proteger a célula
contra a lesdo provocada pela doxirrubicina e N,N'—dimetilhidrazina. Enquanto que
na avaliacdo bioquimica apesar da 7-epi ndo provocar efeitos tOxicos para o
hospedeiro, ela ndo foi capaz de corrigir os danos causados pelos ovos de S.
mansoni. Nos testes esquistossomicida in vivo ndo foram observados efeitos
significativos no verme adulto, quando os camundongos infectados foram tratados

com 7-epi, porém houve uma reducao da area do granuloma (46,0%) e da contagem



de eosinofilos no tecido hepatico (45,0%). A 7-epi ndo demonstrou toxicidade nos
parametros avaliados e ainda foi capaz de proteger a células contra os danos
causados pelos agentes lesivos. Os resultados obtidos mostraram uma significativa
atividade esquistossomicida in vivo na dose de 300 mg/Kg. Além disso, houve
redugéo no tamanho do granuloma. Embora, estes resultados sejam preliminares
apontam para a importancia de avaliar in vivo a atividade dessa substancia usando
diferentes regimes de tratamento e formulacfes de 7-epi lipossomada para melhorar

sua eficacia.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Garcinia brasiliensis. 7-epiclusianona.

Farmacocinética. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease caused by helminths of the genus Schistosoma, which
threatens about 230 million people worldwide. Recently, strains of Schistosoma
mansoni have developed tolerance and resistance against praziquantel (PZQ), which
is the only drug available on the market, used to treat this disease. These related
resistance problems justify studies that seek alternatives for the prevention,
treatment and cure of the disease. The objective of this study was to evaluate the
chemical stability, pharmacokinetics, toxic and schistosomicidal effects of 7-
epiclusianone (7-epi), a substance isolated from Garcinia brasiliensis. Assays for
chemical stability using HPLC-UV-VIS, pharmacokinetics using UPLC-MS/MS,
biochemists evaluating hepatic function markers (aspartate-aminotransferase,
alanine-aminotransferase, albumin, total proteins and glucose) and renal (creatinine)
function, in vivo toxicity By the comet test, micronucleus of marrow and colon and
apoptosis were carried out with the objective of evaluating the effects of these
substances in murine models. 7-epi was shown to be stable in the forced degradation
tests, however in the presence of 0,3% (v / v) hydrogen peroxide degradation
occurred to give the oxidized form of this compound. In turn, pharmacokinetic tests
analyzed 7-epi in plasma from mice infected by Schistosoma mansoni, showed an
increase in area under the plasma concentration versus time curve (20846 vs 32438
ng.h / mL), a decrease in apparent total clearance (0.006 vs 0.004 L / h / kg),
increased half-life (1.73 vs 6.11 h) and maximum plasma concentration was reduced
(5427.5 vs. 3321.0 ng / mL) compared to the uninfected group, but the time to reach
maximum plasma concentration did not present significant difference. In toxicological
tests using comet assay, micronucleus test of marrow and colon, bisides to the
apoptosis tests, 7-epi did not cause DNA damage and was still able to protect the cell
from damage caused by doxirubicin and N, N'-dimethylhydrazine. While in the
biochemical evaluation although 7-epi did not cause toxic effects to the host, it was
not able to correct the damage caused by S. mansoni eggs. In the in vivo
schistosomicidal tests, no significant effects were observed in the adult worm, when
infected mice were treated with 7-epi, but there was a reduction in the area of
granuloma (46.0%) and eosinophil count in hepatic tissue (45.0%). 7-epi showed no
toxicity in the evaluated parameters and was still able to protect the cells against

damage caused by the damaging agents. The results obtained showed a significant



schistosomicidal activity in vivo at the dose of 300 mg / kg. In addition, there was a
reduction in the size of granumloma. Therefore, these results are preliminary and
point out the importance of assessing in vivo the activity of this substance using

different treatment regimens and 7-epi liposome formulations to improve its efficacy.

Keywords: Schistosoma mansoni. Garcinia brasiliensis.  7-epiclusianone.
Pharmacokinetics. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As doencas parasitarias representam um grave problema de saude publica
em muitas partes do mundo, particularmente em muitos paises em desenvolvimento,
refletindo a situacéo econdmica e social desses paises. Neste contexto, as infecgcbes
por helmintos sédo consideradas prioridade na saude publica em diversas partes do
mundo. Entre as helmintoses, a esquistossomose continua sendo a de principal
significancia médica em grande parte do planeta e uma das infec¢des parasitarias
mais prevalentes no mundo (BUGSSA, 2015).

Até a década de 70, o combate a esquistossomose tinha como objetivo
principal o controle da transmisséo, tendo como principal medida a reducédo das
populacdes dos moluscos, o0s quais desempenham o papel de hospedeiros
intermediarios. A partir dos anos 80, depois do advento de farmacos mais eficazes,
seguros e baratos, o controle da esquistossomose passou a se concentrar na
reducdo da doenca por meio da quimioterapia com oxamniquine (OXA) e com
praziquantel (PZQ), envolvendo tratamento regular de todas as pessoas em grupos
de risco. Contudo, o tratamento deve ser complementado com a educacao sanitéria,
bem como o0 acesso a agua potavel e saneamento adequado (WHO, 2014).

Apesar da OXA e do PZQ serem os dois farmacos esquistossomicidas
disponiveis para o tratamento da doenca, o PZQ tem sido o Unico farmaco utilizado
no momento e a utilizacdo desse Unico farmaco em grande escala e em tratamentos
recorrentes tem resultado no aparecimento de cepas resistentes. Neste sentido,
justifica-se a busca de alternativas para o tratamento desta parasitose (RODER,;
THOMSON, 2015).

Desde as mais antigas civilizagdes o homem tem utilizado plantas para fins
medicinais e alimentares. Todos 0s povos, em todos 0s continentes utilizam plantas
com propriedades terapéuticas. E admiravel que esse conjunto de conhecimentos
tenha subsistido durante milénios, aprofundando-se e diversificando-se (HAYTA;
POLAT; SELVI, 2014). A importancia e a potencialidade quimica das plantas
medicinais podem ser identificadas com dados obtidos em pesquisas cientificas, em
gue se constata que aproximadamente 25,0% dos medicamentos prescritos em todo
mundo originam-se de plantas. Dos 252 medicamentos considerados como basicos
e essenciais pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 11,0% séo exclusivamente

obtidos de plantas medicinais e um numero significante sdo farmacos
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semissintéticos obtidos de fonte natural (WHO, 2012). Ainda de acordo com a OMS,
aproximadamente 80,0% da populagdo mundial utiliza medicamentos tradicionais,
basicos para a saude, a maioria envolvendo uso de extrato de plantas ou compostos
ativos isolados das mesmas (WHO, 2012). Varios produtos naturais isolados de
plantas superiores, ap0s varios estudos, tornaram-se agentes clinicos, como
exemplo pode-se citar os antimalaricos quinina e quinidina isolados da Cinchona spp
e a artemisina isolado da Artemisia anua (FERNANDEZ-ALVARO et al., 2016).

Neste contexto, a espécie Garcinia brasiliensis Mart. também conhecida
como Rheedia brasiliensis Planch e Triana, tem sido estudada quanto a utilizacao
dos frutos no tratamento do céancer (SALES et al., 2015) como leishmanicida (DE
ALMEIDA et al., 2015) e antioxidante (GONTIJO et al., 2012). E encontrada em todo
o territorio brasileiro, sendo conhecida popularmente como bacuri, bacupari, porocé
e bacuripari (Brasil) e como guapomo (Bolivia). E uma espécie nativa do Brasil,
Paraguai e norte da Argentina (SARONI ARWA et al., 2015).

Compostos isolados do epicarpo do fruto desta planta jA apresentaram
atividade in vitro sobre cercaria, esquistossomulos e vermes adultos de Schistosoma
mansoni (CASTRO et al., 2015). Visto o grande nimero de estudos que vem sendo
feito com a 7-epiclusianona (7-epi) e as grandes dificuldades no tratamento da
esquistossomose, como cepas resistentes e as altas taxas de infeccao e reinfeccao,
, este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade quimica, a farmacocinética,
os efeitos téxicos e esquistossomicidas da 7-epi, uma substancia isolada da G.
brasiliensis no contexto in vivo no hospedeiro definitivo usando modelos murinos ndo

infectados e infectados com S. mansoni.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura aborda os aspectos gerais da esquistossomose,
bem como da 7-epi, seu isolamento e purificassim, assim como suas atividades
biolégicas. Consideracdes como estabilidade, perfil farmacocinético e toxicidade

também foram realizados.

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma das 17 doencas listadas, pela Organizacao
Mundial da Sadde (OMS), como o grupo de doencas tropicais negligenciadas. E
uma doenca endémica encontrada principalmente em regides pobres, rurais e da

periferia das cidades com desenvolvimento socioecondmico precario.

2.1.1 Aspectos Epidemiolégicos e Clinicos

Em 2010, a OMS informou que a mortalidade por esquistossomose poderia
atingir 280.000 pessoas por ano somente na Africa (SAVIOLI et al., 2017).

Doenca endémica de importancia mundial, a esquistossomose é considerada
a segunda parasitose de maior impacto em termos socio - econémicos e de saude
publica, perdendo somente para a malaria. Afeta amplas areas geogréaficas, com
aproximadamente 230 milhbes de pessoas infectadas e cerca de 200 mil
apresentam risco de Obito pela doenca a cada ano (COLLEY et al., 2014; RICHTER
et al.,, 2015). Prevalente em &areas tropicais e subtropicais, especialmente em
comunidades pobres, sem acesso a agua potavel e saneamento adequado (KING;
DICKMAN; TISCH, 2005; WHO, 2014).

A esquistossomose € causada por parasitos trematdodeos pertencentes ao
género Schistosoma. As principais espécies de Schistosoma que infectam o homem
sao (i) S. mansoni, transmitido por moluscos do género Biomphalaria e causador da
esquistossomose intestinal e hepatoesplénica na Africa, peninsula Arabica, Caribe e
América do Sul; (i) S. haematobium, transmitido por moluscos do género Bulinus
que causa a esquistossomose urindria na Africa e na peninsula Arabica; (iii) S.
japonicum, transmitido por moluscos do género Oncomelania que causa

esquistossomose intestinal e hepatoesplénica na China, Filipinas e Indonésia e (iv)
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S. mekongi, transmitido por moluscos do género Neotricula e causador da
esquistossomose intestinal e hepatoesplénica no Camboja (GALINIER et al., 2017).

No Brasil, a esquistossomose € causada pelo S. mansoni e consiste em um
grave problema de saude publica, abrangendo 19 estados, estima-se que
aproximadamente 6 milhdes de pessoas estejam infectadas e 25 milhGes estdo em
risco de contrair a doenca (WHO, 2012). Nas regides sudeste e nordeste, existem
areas de alta prevaléncia, desde o Maranhdo até o Espirito Santo e Minas Gerais,
engquanto nas regides norte e sul, existem apenas areas de média transmisséo e
focos isolados. Os estados de Minas Gerais e da Bahia concentram 70,0% dos
casos com base em dois inquéritos nacionais de esquistossomose realizados no
Brasil (COURA; AMARAL, 2004; MELO et al., 2014).

O ciclo biolégico (Figura 1) do S. mansoni € complexo, pois é formado por
duas fases parasitarias: uma no hospedeiro definitivo (vertebrado/homem) e outra no
hospedeiro intermediario (invertebrado/caramujo do género Biomphalaria). Ha,
ainda, duas passagens de larvas de vida livre (miracidio e cercaria) no meio
aguatico, que se alternam com as fases parasitarias. As etapas evolutivas consistem
no verme adulto (macho e fémea), ovo, miracidio, esporocisto, cercaria e
esquistossémulo. O ciclo evolutivo do parasito se completa em condi¢des favoraveis
em torno de 80 dias. No homem, o ciclo é sexuado e o periodo decorrido entre a
penetracdo das cercarias e o encontro de ovos nas fezes é de 45 dias. No molusco
do género Biomphalaria, o ciclo € assexuado, dura aproximadamente, 30 dias
(COLLEY et al.,, 2014). A transmissdo da doenca ocorresse dacom o contato do
homem com aguas contendo larvas do parasito, as cercéarias. O ciclo de vida do
parasito ocorre com a penetragdo das cercarias na pele do hospedeiro definitivo,
onde se transformam em esquistossomulos que migram para os pulmdes. Dos
pulmbes, os esquistossomulos migram para o sistema porta-hepatico onde se
transformam em vermes adultos. Ap0s a maturacdo sexual o verme acasalado
movimenta-se contra a corrente sanguinea e se aloja no plexo mesentérico,
produzindo centenas de ovos por dia (NEVES et al., 2015). Parte dos mais de 300
ovos produzidos diariamente por cada fémea fica retida na mucosa intestinal e nos
capilares do sistema porta do hospedeiro, sendo estes 0s principais responsaveis
pela patogenia da doenca. Ocasionalmente os ovos podem se alojar em outros
tecidos e causar doencas como a neuroesquistossomose (COLLEY et al., 2014). O

restante dos ovos € eliminado com as fezes e em contato com a agua eclodem
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liberando os miracidios. Estes infectam os caramujos do género Biomphalaria, nos
quais, cada miracidio se transforma em esporocisto |. Cada esporocisto |, por
poliembrionia, origina 150 a 200 esporocistos Il. Estes migram para a glandula
digestiva (hepatopancreas) e ovoteste do caramujo, dando origem a milhares de

cercarias que serdo liberadas na agua (COLLEY et al., 2014).
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Figura 1 - Ciclo evolutivo do Shistosoma mansoni.
Fonte: http://rgmg.cpqrr.fiocruz.br/content/schistosoma-mansoni-transcriptomeproject.

A infeccdo pelo S. mansoni pode se desenvolver como uma forma aguda ou
como uma doenca cronica, se nao for interrompida pela quimioterapia especifica. A
forma clinica aguda acomete, normalmente, individuos néo residentes em areas
endémicas, que entram em contato com aguas contaminadas por larvas do parasito
pela primeira vez (COLLEY et al., 2014). Entretanto, a fase aguda também pode ser
observada em populacbes endémicas, afetando principalmente criancas que sao
expostas ao parasito pela primeira vez (CALDAS et al., 2008). Todas as espécies
conhecidas de Schistosoma podem levar ao desenvolvimento da fase aguda da
doenca em humanos infectados (JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010).
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A fase aguda da esquistossomose, também denominada Febre de Katayama
€ uma das manifestacdes clinicas da infec¢do pelo Schistosoma, sendo considerada
uma sindrome toxémica grave (COLLEY et al., 2014).

Clinicamente essa fase da doenca é dividida em pré-postural e pos-postural.
A fase aguda pré-postural tem inicio com a penetrac@o das cercarias atraves da pele
do hospedeiro definitivo, podendo desencadear um quadro de dermatite cercariana
(LAMBERTUCCI, 2010). Essa fase apresenta sintomatologia inespecifica combinada
com uma série de eventos imunolégicos como reacdo de hipersensibilidade mediada
por IgE, resposta imune anti-esquistossémulo e producéo de anticorpos IgM, IgG e
IlgA (LAMBERTUCCI, 2010).

A fase aguda pos-postural tem inicio com a postura dos ovos no sistema porta
hepatico, sendo caracterizada por uma sintomatologia inespecifica (febre, naduseas,
cefaleia, anorexia, calafrios, tosse, sudorese e diarreia) acompanhada de
leucocitose, eosinofilia, hepatoesplenomegalia e uma resposta imune celular
exacerbada aos antigenos do Schistosoma especialmente antigenos provenientes
dos ovos (COLLEY et al., 2014; PEREIRA et al., 2016).

. A maioria dos sintomas exibidos durante essa fase esta associada a espécie
infectante de Schistosoma, a carga parasitaria e ao desenvolvimento de uma
resposta imune eficiente (COELHO; ENK; KATZ, 2009; JAUREGUIBERRY; PARIS;
CAUMES, 2009).

A maioria dos individuos residentes em &rea endémica para a
esquistossomose séo portadores da infecgéo crbnica, que ocorre por volta do sexto
més apbs a exposicdo, podendo evoluir para as diferentes formas clinicas da
doenca. A forma clinica intestinal é a mais frequente, caracterizada por episodios
ocasionais de diarreia mucossanguinolenta com dor ou desconforto abdominal; a
forma clinica hepatointestinal, além dos sintomas intestinais, também apresenta
hepatomegalia, j& a forma clinica hepatoesplénica, pode manifestar-se sob duas
diferentes formas, a forma compensada, onde é observado um quadro de
hepatoesplenomegalia com menor grau de hipertensdo portal, ou a forma
descompensada, que apresenta circulacdo colateral, varizes esofagianas com
anemia acentuada, desnutricao e hiperesplenismo (OLVEDA et al., 2014).

No curso evolutivo da esquistossomose é possivel dividir a resposta imune
em duas fases polarizadas, sendo a primeira caracterizada por um perfil Thl e a

segunda caracterizada por um perfil Th2 e uma terceira fase de imunomodulacéo,
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relacionada com o aumento do numero e atividade das células T regulatorias (Treg)
na fase cronica da doenca. Durante a fase de migracao dos vermes nos tecidos do
hospedeiro definitivo (3 a 5 semanas), observa-se uma intensa expressao de
citocinas pro-inflamatérias de padrédo Thl como interleucinas 1 (IL-1) e 12 (IL-12),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a e interferon gama (IFN-y) (CHUAH et al., 2014).
Com a maturacéo dos parasitos, acasalamento e inicio da postura dos ovos (entre 5
e 6 semanas), ocorre atenuacao da resposta Thl e o aumento de uma resposta do
tipo Th2, caracterizada pela producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, bem
como a producdo de imunoglobulina E (IgE). Esta resposta é fortemente induzida
pelos antigenos dos ovos (CHUAH et al., 2014; WILSON et al., 2007).

O maior dano tecidual observado na esquistossomose esta relacionado com a
resposta inflamatdria granulomatosa, que ocorre em torno dos ovos vivos liberados
pela fémea de S. mansoni (WILSON et al., 2007). Os ovos sao liberados no lumen
intestinal, porém, muitos ficam retidos em 6rgdos como figado, baco, intestino,
pulmdes e pancreas. Os ovos excretam um antigeno soluvel (Soluble Egg Antigens -
SEA) que induz tanto a resposta imune humoral quanto a celular (FAIRFAX et al.,
2012; TANG et al., 2017), sendo responsavel pelo desencadeamento de um
complexo fisiopatolégico reacional que promovera a formacédo do granuloma, fibrose
hepética e hipertensdo portal, podendo evoluir para o ébito (WILSON et al., 2007). O
granuloma esquistossomotico € uma colecdo compacta e organizada de células
inflamatorias, que junto com células residentes do 6rgdo afetado, secretam e
dispdbem-se em meio a componentes de uma matriz extracelular heterogénea,
formando uma estrutura esférica, que circunda cada ovo individualmente.
Inicialmente acumulam-se em torno dos ovos numerosos macréfagos, seguidos de
eosindfilos, linfécitos e alguns plasmocitos, onde se observa intenso processo
inflamatorio e regides de necrose tecidual (TOFFOLI DA SILVA et al.,, 2016). Os
granulomas que se desenvolvem no sistema porta-hepatico figado, levam ao
desenvolvimento de um manguito fibroso em torno das ramificagcfes intra-hepaticas
da veia porta, quadro conhecido como fibrose periportal. A fibrose periportal provoca
obstrucdo dos ramos intra-hepaticos, tendo como consequéncia hipertencéo portal,
a manifestacdo mais grave da esquistossomose, podendo causar alteracbes como
esplenomegalia, varizes esofagianas e ascite (barriga d"agua) (BARRETO et al.,
2016). Apesar da resposta Th2 modular a resposta Thl e reduzir o tamanho dos

granulomas, ela também esta relacionada ao desenvolvimento de fibrose hepatica
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na fase cronica da doenca, sendo as citocinas IL-13, IL-15 e IL-17 as principais
responsaveis pela inducdo da fibrogénese tecidual (CHUAH et al.,, 2014; DE
RUITER et al., 2017; FAIRFAX et al., 2012).

Varios estudos indicaram que ambas as respostas Thl e Th2 devem ser
moduladas para evitar danos ao hospedeiro, sendo a citocina IL-10 a principal
responsavel pelo efeito modulador das respostas inflamatérias (FAIRFAX et al.,
2012; ALLAM et al., 2016).

2.1.2 Controle e Tratamento da Esquistossomose

O controle da esquistossomose tem sido um desafio constante para as
regides endémicas e para 0s servicos de saude publica, principalmente devido a
dificuldades na prevencdo da infeccdo precoce e reinfeccdo frequente. Varias
estratégias como controle ambiental do hospedeiro intermediario, provisao de agua
potavel e tratamento médico, foram usadas isoladamente e em combinacéo
(ANDRADE et al., 2017).

Até a década de 70, o combate a esquistossomose tinha como objetivo
principal o controle da transmissao, tendo como principal medida a redugcdo das
populacées dos moluscos, hospedeiros intermediarios. A partir dos anos 80, depois
do advento de farmacos mais eficazes, seguros e baratos, o principal objetivo
passou a ser o controle da morbidade, com énfase no tratamento quimioterapico
(CRELLEN et al., 2016). A quimioterapia tem sido a principal alternativa para reduzir
a morbidade da doenca em areas endémicas, bem como tratar casos isolados da
doenca. Contudo, a estratégia atual € conjugar o controle quimioterapico com
medidas preventivas, como a educacdo em saude e o saneamento, além do controle
dos hospedeiros intermediarios, por meio do uso de moluscicidas, controle biolégico
e alteracdes no ambiente aquatico (MENDONCA et al., 2016).

O PZQ, um derivado sintético da pirazina isoquinolina é um medicamento
altamente eficaz com um bom perfil de seguranca e um amplo espectro contra as
infecgbes por helmintos e continua sendo o medicamento de escolha para a
guimioterapia da esquistossomose ha quase 40 anos (BERGQUIST; UTZINGER,;
KEISER, 2017)

O PZQ comeca a atuar cerca de uma hora apdés sua administracéo,

provocando paralisia e contracbes musculares do parasito, dano tegumentar e
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aumento na exposicdo de antigenos na superficie do parasito. Seus efeitos
colaterais podem variar de acordo com os individuos, mas normalmente séo leves,
incluindo nauseas, vomitos, mal-estar e dor abdominal, podendo ocorrer alguns
efeitos mais severos incluindo diarreia sanguinolenta e urticaria edematosa
observada em area com altas intensidades de infec¢bes que podem ser devido a
liberacdo de antigenos e outros metabdlitos através da morte vermes (GRYSEELS
et al., 2006; VALE et al., 2017).

Apesar de muitos anos de uso e o tratamento de milhdes de pessoas, o
mecanismo (s) de acao de PZQ ainda néo foi estabelecido. No entanto, os primeiros
efeitos exercidos pelo PZQ nos vermes adulto sao: (i) influxo de célcio, (ii) contracao
muscular e (iii) modificagdes no tegumento (CIOLI et al., 2014).

O Ministério da Saude utiliza o PZQ produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Farmacos (Farmanguinhos/Fiocruz), que é apresentado em comprimidos de 600 mg,
administrados por via oral e recomenda uma dose Unica de 50 mg/kg de peso
corporal para adolescentes acima de 15 anos e adultos e 60 mg/kg para criancas de
até 15 anos (BRASIL, 2010). Apds o tratamento, sdo relatadas taxas de cura de até
60% durante a fase aguda e 90% durante a fase crénica, com reducao da contagem
de ovos acima de 90% entre os ndo curados (CIOLI et al., 2014; GRYSEELS et al.,
2006; KATZ; COELHO, 2008). Nas populacbes expostas as reinfeccbes, com
namero de ovos elevado, a taxa de cura pode ser reduzida, podendo a dose do
medicamento ser aumentada e fracionada (DAVIS, 1993).

Apesar de o PZQ ser o farmaco esquistossomicida disponivel para o
tratamento da doenca, sendo eficiente e apresentando poucos efeitos colaterais,
alguns aspectos relevantes devem ser considerados, tais como: (i) o PZQ é um
medicamento que apresenta poucos efeitos sobre ovos e vermes imaturos do
Schistosoma, (ii) apresenta sob a forma de uma mistura racémica de dois
estereoisbmeros, sendo que apenas um €& dotado de propriedades
esquistossomicidas, enquanto o outro contribui com a ocorréncia de efeitos
colaterais, sendo também responsavel pelo sabor desagradavel da medicacéo, (iii)
sugere-se, também, que baixos indices de cura em algumas regibes possam
manifestar uma falsa resisténcia/tolerancia, sendo as altas taxas de infeccédo e
reinfeccdo, em grandes proporgdes, 0s principais responsaveis pela baixa eficacia
do PZQ durante o tratamento (COLLEY et al., 2014).
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Além disso, a dependéncia de um Unico farmaco para o tratamento de uma
doenca com o significado publico global da esquistossomose corre 0 risco de
desenvolver e disseminar a resisténcia aos medicamentos, especialmente porque a
susceptibilidade reduzida tem sido demonstrada no campo e no laboratoério (VALE et
al., 2017).

KATZ et al. (1991) e GOMES et al. (1993) observaram a ineficacia do
tratamento, com PZQ, em individuos acometidos pela esquistossomose. Entretanto,
o primeiro relato de resisténcia a esse farmaco foi descrita por FALLON;
DOENHOFF, (1994) em laboratério. A partir disso, alguns estudos tém sugerido a
existéncia de resisténcia ao PZQ (BONESSO-SABADINI; DE SOUZA DIAS; DIAS,
2002). Sugere-se também, que baixos indices de cura em algumas regifes, possam
ser atribuidos a alta carga de vermes, altas taxas de infeccéo e reinfeccéo, além da
presenca em grandes propor¢cfes, de vermes imaturos, responsaveis pela baixa
eficacia do PZQ durante o tratamento (COLLEY et al., 2014).

Uma diminuicdo na magnitude do dano causado no tegumento dos vermes
resistentes quando comparado aos sensiveis foi também observada (WILLIAM et al.,
2001). Resisténcia ou menor susceptibilidade do parasita aos medicamentos
esquistossomaéticos € um fato. No entanto, no presente, resisténcia a drogas nao
parece ter importancia para a salde publica, mas serd necessario para o futuro
(KATZ; COELHO, 2008).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS E A ESQUISTOSSOMOSE

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas
talvez tenham sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A
historia do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental € rica em exemplos
da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-romana e
Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade e
eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais séo
estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de ag&o e no isolamento
dos principios ativos (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
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A quimioterapia repetida da esquistossomose resultou no surgimento de
cepas resistentes de Schistosoma. O desenvolvimento dessa resisténcia tem
chamado a atencdo de muitos autores por farmacos alternativos. Muitas plantas
medicinais tém sido estudadas para investigar seu potencial esquistossomicida
(TEKWU et al., 2017).

A busca de compostos antiparasitarios de fontes naturais tem aumentado ao
longo da ultima década (ALI et al., 2016; KAPADIA et al., 2017; ROCHA et al., 2017;
TEKWU et al.,, 2017). E as plantas continuam a ser uma importante fonte de
compostos biologicamente ativos que podem fornecer estruturas para o
desenvolvimento de novos farmacos (DE ALMEIDA et al., 2016). As plantas
medicinais tém sido utilizadas em todas as culturas como fonte de medicamento,
como base natural para a manutencdo de uma boa saude. Assim, exemplos como o
Baccharis trimera conhecida popularmente como carqueja (DE OLIVEIRA et al.,
2014a), epiisopiloturine uma sustancia isolada da planta Pilocarpus microphyllus,
conhecida popularmente com jaborandi (GUIMARAES et al., 2015), Zingiber
officinale mais conhecido como gengibre (MOSTAFA,; EID; ADLY, 2011), Allium cepa
popularmente conhecido como alho (RIAD; TAHA; MAHMOUD, 2013) e Mentha
vilosa popularmente conhecida como hortela (MATOS-ROCHA et al., 2016), tem
sido estudado como produtos naturais com atividade esquistossomicida.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA 7-EPICLUSIANONA

A 7-epi € uma benzofenona tetraisoprenilada (Figura 2) isolada pela primeira
vez dos frutos de Rheedia gardneriana (DOS SANTOS et al.,, 1999). Segundo
SANTA-CECILIA et al., (2011, 2012) a 7-epi tem notaveis atividades anti-inflamatéria
e analgésica. Sendo capaz de regular a libertacdo do &anion superoxido da
inflamacédo, através de um mecanismo controlado por fosforilacdo da proteina

tirosina e por uma estimulacéo direta da proteina quinase C.
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Figura 2 - Frutos de Garcincia brasiliensis e estrutura quimica da benzofenona 7-
epiclusianona
Fonte: Da autora.

Dados mostram que a 7-epi, perturba o metabolismo do acucar extracelular e
intracelular de Streptococcus mutans, sendo um composto natural responsavel por
prevenir doengas relacionadas com a formag&o de placas bacterianas em cavidade
oral, podendo ser um potente agente farmacoldgico para a prevencao e controle da
carie dentaria (MURATA et al., 2010).

A atividade antimicrobiana da benzofenona prenilada 7-epi foi avaliada em
relacdo a Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e as culturas
de Bacillus cereus. A relacdo direta entre o carater lipofilico da estrutura e da
atividade em bactérias gram-positivas foi observada (NALDONI et al., 2009).

Estudos feitos por MARTINS et al. (2009) confirmaram as relacGes estrutura-
atividade, das trés benzofenonas pentapreniladas a gutiferona A, a 7-epi e a
garcinofenona como substancias com atividades antitumorais.

A 7-epi é um agente natural promissor que apresenta multiplos efeitos
inibitérios na proliferacdo de células cancerosas in vitro (MURATA et al., 2010).
Segundo MURATA et al. (2010) a toxicidade de 7-epi foi investigada através de
avaliacdo histolégica dos diversos o6rgados obtidos de ratos. Exames em ratos
revelaram que o estado nutricional e o desenvolvimento foram normais ndo havendo
diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos, a pele e orificios naturais
nao apresentaram alteracoes morfoldgicas. Macroscopicamente e
microscopicamente observacdo do coracdo, pulmao, pancreas, baco, figado,
estbmago, rins, intestino, ovario, cérebro, olhos, lingua, tecido palatal e glandulas
submandibulares ndo demonstrou haver diferenga entre 0s grupos experimentais e

ndo havia sinais detectaveis de alteracdes patoldgicas.
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Resultados revelam que a 7-epi, produz resposta ativa contra anafilaticos
sendo considerada como modelo molecular na descoberta de medicamentos para as
sindromes alérgicas (NEVES et al.,, 2007). A administracdo oral de 7-epi reduz
episodios de obstrucdo brénquica, podendo ser eficaz no tratamento da asma
(COELHO; SERRA, 2008).

2.4 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA E CARACTERIZACAO DO
PRODUTO DE DEGRADACAO

Estabilidade quimica de moléculas farmacéuticas € uma questdo de grande
preocupacdao, pois afeta a seguranca e eficacia do medicamento. As orientacfes da
FDA (Food and Drug Administration) e ICH (“International Conference on
Harmonisation”) indicam a necessidade de dados de teste de estabilidade para
compreender como a qualidade de uma substancia muda com o tempo sob a
influéncia de varios fatores ambientais (BLESSY et al., 2014).

Degradacao forcada € um processo que envolve a degradacao de farmacos
em condicdes mais severas do que as condicOes aceleradas e, portanto, gera
produtos de degradacdo que podem ser estudados para determinar a estabilidade
da molécula. A diretriz ICH afirma que testes de estresse se destinam a identificar os
produtos de degradacdo mais provaveis, 0 que permite a caracterizacdo da
estabilidade intrinseca da molécula e a determinacdo das vias de degradacéo
(“International Conference on Harmonisation (ICH)”, 1999).

A estabilidade de uma preparacdo farmacéutica esta relacionada com a sua
poténcia, por conseguinte, com as suas propriedades terapéuticas. A degradacéo
guimica do componente ativo, muitas vezes resulta numa perda de poténcia, ou em
alguns casos, na formacéo de produtos de degradacédo com potencial de toxicidade.
Sendo assim, a utilizacdo clinica de uma preparacdo farmacéutica ndo pode ser
recomendavel se a degradacdao é relativamente alta (DIEGO et al., 2011).

Diferentes fatores podem afetar a estabilidade do farmaco e da forma
farmacéutica. Estes fatores podem ser intrinsecos relacionados a estrutura quimica
do farmaco e a fatores extrinsecos, tais como temperatura, luz, umidade e oxigénio
(DIEGO et al., 2011).

A estabilidade intrinseca de farmacos pode ser avaliada usando estudos de

degradacdo forcada em diferentes condicbes de estresse forcada. Métodos
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indicativos de estabilidade possuem a seletividade como seu principal atributo,
permitindo separar e detectar o farmaco na presenca dos seus produtos de
degradacédo. Estes métodos de analise sdo aplicados para estimar e confirmar o
prazo de validade de formulacfes farmacéuticas em estudos de estabilidade de
medicamentos comerciais e também sdo uma ferramenta auxiliar no delineamento
de novas formulagdes (JAIN; BASNIWAL, 2013; RAO et al., 2013). Na analise de
rotina, os métodos de ensaio indicando estabilidade tém como objetivo avaliar se o
farmaco esta se degradando durante o processo de fabricacdo ou durante o
armazenamento. A quantidade de farmaco no produto farmacéutico e as
porcentagens de produtos de degradacdo podem ser avaliadas usando estes
métodos analiticos indicativos de estabilidade. Apesar da importancia destes
ensaios, o desenvolvimento destes métodos analiticos ndo é uma tarefa simples,
requerendo varios ensaios laboratoriais para assegurar a separacdo e a deteccdo
dos produtos de degradacgéao (RUELA et al., 2014).

Uma vez que os produtos naturais vém sendo amplamente estudados com o
objetivo de descobrir novos compostos para tratamento de diversas doencas, é de
grande importancia estudos para avaliar a estabilidade desses compostos, bem
como a caracterizacéo dos seus produtos de degradacdo. Como exemplos, pode-se
mencionar a saikosaponin A (LI; XU; JIANG, 2016), quercetina (PAKADE;
LESAOANA; TAVENGWA, 2016), artemisina (HALL et al., 2016) que tiveram a sua

estabilidade e seus produtos de degradacéo caracterizados.

2.5 ENSAIOS FARMACOCINETICOS

A acado de um farmaco, quando administrado a humanos ou animais, pode ser
dividida em trés fases: fase farmacéutica, fase farmacocinética e fase
farmacodinamica. Na fase farmacéutica ocorre a desintegracdo da forma de
dosagem, seguida da dissolucdo da substancia ativa. A fase farmacocinética
abrange os processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdao (ADME),
ou seja, "0 que o organismo faz com o farmaco". A fase farmacodinamica esta
relacionada com a interacdo do farmaco com seu alvo (receptor, enzimas etc.) e a
consequente producéo do efeito terapéutico e pode ser entendida como "o que 0
farmaco faz no organismo" (PEREIRA, 2007).
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Nota-se que a fase farmacocinética pode ter profundo impacto sobre o efeito
farmacoldgico, uma vez que os processos de ADME determinam a concentragdo e o
tempo despendido das moléculas do farmaco no seu local de acdo (GANNON et al.,
2016).

As pesquisas de farmacos concentram seus esforcos iniciais na fase
farmacodinamica. Triagens preliminares usam modelos in vitro, tais como enzimas,
receptores ou tecidos, para obter a relacdo entre 0s novos compostos e sua
poténcia agonista ou antagonista. A partir destes estudos, triagens secundarias e
terciarias frequentemente séo dirigidas a administracdo do composto a animais, por
via oral ou intravenosa, com observacao do efeito farmacolégico. Entretanto, muitos
dos compostos que se mostram promissores nos testes in vitro ndo apresentam boa
atividade em animais. Esta falha de correlacédo, muitas vezes associada a problemas
farmacocinéticos dos compostos, como baixa biodisponibilidade, duracdo de acédo
(muito curta ou muito longa), ou a presenca de metabdlitos inativos, pode levar a
programas clinicos mal sucedidos (PEREIRA, 2007).

Sem duavida, compostos isolados de plantas tém sido a fonte mais consistente
e bem sucedida de prototipos a farmaco, porém se faz necessario o conhecimento
do comportamento dessas substancias dentro do organismo. Assim, estudos para
avaliar os parametros farmacocinéticos dessas substancias, tais como, Calebin A
(OLIVEIRA et al.,, 2015), Saponinas (LIU et al., 2014), alcaloides, flavonas e
antraquinonas (ZHANG et al., 2014), vem sendo amplamente difundidos.

O processo de descoberta de farmacos € muito lento e dispendioso. Uma das
abordagens para o encurtamento do tempo esta na disposicdo farmacocinética in
vivo. Muitos candidatos farmacos que apresentam propriedades in vitro pode falhar
em testes de disposicao in vivo. O perfil de ADME de uma molécula de potencial
deve ser conhecido para poder entrar no mercado (DIMASI; HANSEN;
GRABOWSKI, 2003). Portanto, € importante este tipo de estudo com o intuito de
conhecer o perfil farmacocinético da 7-epi, levando em consideracdo que suas

atividades farmacodinamicas vem sendo amplamente estudadas.

2.6 ESTUDOS DE TOXICIDADE

7

Apesar de muitas agbes benéficas das plantas, € importante verificar que

alguns de seus constituintes podem ter efeitos toxicos e o metabolismo vegetal
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também pode gerar metabodlitos com esta mesma atividade (SOUSA; VICCINI,
2011). Assim, a aplicagao indiscriminada de plantas medicinais e seus constituintes,
sem o0 conhecimento citotdxico, o potencial genotdéxico e mutagénico de seus
compostos podem representar riscos para a saude humana (SOUSA; SILVA;
VICCINI, 2010).

2.6.1 Marcadores Bioquimicos de Toxicidade

A acéo téxica de uma substancia pode muitas vezes comprometer alguns
orgdos. O figado é o local inicial de contato para muitos tipos de substancias
ingeridas oralmente, tornando assim este 6rgdo particularmente susceptivel a leséo
induzida por produtos quimicos (GU; MANAUTOU, 2012). O figado esta envolvido
numa grande variedade de funcbes, incluindo o metabolismo de energia,
desintoxicacdo, armazenamento de glicogénio, producédo de horménios, e sintese de
proteinas (XU et al., 2015).

O diagndstico de doencas hepaticas muitas vezes é confirmado pelo exame
histopatolégico e exames laboratoriais. O perfil inicial de provas de fungédo hepatica
pode ser constituido pela determinacdo das enzimas transaminases: aspartato-
aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT), entre outras (WORETA,
ALQAHTANI, 2014).

As aminotransferases AST e ALT sdo enzimas intracelulares que se
encontram praticamente em todos os tecidos (miocardio, musculo esquelético, rins,
pancreas, baco cérebro e pulmao), porém em maior concentracdo nas células
hepéticas. S&o biomarcadores frequentemente utilizados para avaliar doencas
hepaticas. A ALT é predominantemente expressa pelos hepatécitos, enquanto que a
AST é expressa principalmente por ambas as células miocéardicas e hepatocitos. Um
aumento nos niveis de ALT e AST no soro geralmente reflete diferentes graus de
lesdo hepética. Como resultado, mudancas nos niveis de ALT e AST no soro sé@o
Uteis marcadores sorolégicos para o diagnostico de doencas hepaticas e para a
avaliacdo da eficacia terapéutica e efeitos hepaticos adversos do tratamento. Por
conseguinte, a aplicacdo de um valor limite superior 6timo para 0s niveis séricos de
ALT e AST é de particular importancia devido a sua alta relevancia clinica (ZHANG,
2015).
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As dosagens de albumina e proteina sérica total sdo empregadas para
avaliar a funcdo especifica de sintese do figado. Uma diminui¢cdo nestes parametros
esta presente em casos de alteracfes hepaticas, onde o figado deixa de produzi-las,
ou em casos de alteracdes renais, onde ha perda de proteina pelos tubulos renais
(ABOU-ZIED et al., 2014; ELSHEIKHA; HUSSEIN; RAHBAR, 2008).

A dosagem de glicose sérica contribui para avaliar o dano hepatocelular ja
que figado é um 6rgdo de suma importancia na manutencédo da glicemia, pois 0s
hepatocitos tém a funcdo de converter os produtos originarios da digestdo e
metabolizacdo tecidual enddgena (Glicllise a partir de aminoacidos e glicerol) em
glicose e outros produtos; também converte a glicose em glicogénio e regula o nivel
glicémico sanguineo (THRALL M.A. et al., 2015).

A glicose é a principal fonte nutricional explorada pelo S. mansoni que
dependem principalmente da glicélise para geracdo de energia. Os parasitas adultos
consomem grandes quantidades de glicose sendo essencial para o crescimento e
fecundidade, conseguentemente niveis baixos de glicose sdo encontrados em seus
hospedeiros. (HOWE et al., 2015; WORETA; ALQAHTANI, 2014; YOU et al., 2015).

Para estimar o ritmo de filtragdo glomerular, na avaliacdo da funcao renal,
pode-se usar a creatinina sérica. A deterioracdo ocorre quando os valores estdo
aumentados, sendo que o nivel sérico geralmente acompanha, paralelamente, a
severidade da doenca renal (KIRSZTAJN, 2007).

A excrecdo de creatinina s6 € realizada por via renal, uma vez que ela ndo é
reabsorvida pelo organismo. Por isso, 0s niveis de creatinina plasmatica refletem a
taxa de filtracdo renal, de forma que niveis altos de creatinina indicam uma
deficiéncia na funcionalidade renal (KIRSZTAJN, 2007).

2.6.2 Genotoxicidade Versus Antigenotoxicidade e Mutagenicidade Versus
Antimutagenicidade

O DNA sofre frequentes agressdes por substancias exégenas e enddgenas,
porém as células possuem sistemas enzimaticos que sdo capazes de reparar a
grande maioria desses danos. Esses sistemas sdo muito eficientes, porém algumas
lesbes ou mesmo erros espontaneos durante a replicacdo do DNA nao sao
reparados, podendo resultar em evento mutagénico. Esse evento pode corresponder

a etapa de iniciacdo de um processo carcinogénico (GOODSON et al., 2015).
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As alteracdes genéticas podem ser de trés tipos principais: (1) alteracfes no
DNA conhecidas como mutacdo de ponto, (2) alteracbes da estrutura de
cromossomos, tais como quebras e rearranjos e (3) separacdo desigual dos
cromossomos durante a divisdo celular. Essas alteracbes sdo conhecidas como
iniciacdo, que é seguida das etapas de promocao, progressao e manifestacdo (GU;
ZHANG; LUPSKI, 2008; TAO et al., 2008b) (Figura 3).

A interacdo do agente quimico com o DNA da célula-alvo corresponde com a
iniciacdo, levando a mutacdo; a promocao caracteriza-se pela proliferacdo celular,
favorecendo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas, como os focos de
células alteradas. A progressao por sua vez é caracterizada morfologicamente por
anaplasia e biologicamente por crescimento autbnomo. Quando as células adquirem
a capacidade de invadir e metastatizar e todas essas alteracdes forem evidenciadas
clinicamente, ter-se-a a ultima etapa, a manifestacédo. A correlacdo observada entre
a mutagenicidade e a carcinogenicidade é consistente com a teoria de que o cancer

€ causado por mutacdes somaticas (TANAKA, 2009).

@ Iniciacdo @ Promocao ﬁ Progressiao 0
Células normais Células lmcnadas Célula tumoral

Células preneoplasicas
Proliferacdo Aneuplondia

Lesdo no DNA celular

Figura 3 - Etapas da carcinogénese.
Fonte: TAO et al (2008).

A Genética Toxicoldgica € uma das areas da ciéncia que tem se dedicado a
pesquisa das propriedades genotbéxicas e mutagénicas de agentes aos quais 0s
organismos estao expostos, fazendo uso de diversos ensaios que avaliam o dano
que estes podem vir a causar ao DNA na presenca ou auséncia de sistemas de
metabolizacdo (COSTA et al., 2008). Para avaliar a seguranca no uso dessas
substancias, sao utilizados testes de genotoxicidade como o ensaio cometa e
mutagenicidade como o teste do micronucleo (MN), in vivo em geral sdo usadas
células de mamiferos, geralmente camundongos. Deste modo, estudos de

genotoxicidade ajudam na avaliacdo da seguranca e efetividade dos produtos
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naturais (BAST et al., 2002). Tendo em vista que 0s agentes mutagénicos estao
direta ou indiretamente ligados a carcinogénese (PAPAMOKOS; SILINS, 2016).

A mutagénese € a ciéncia que estuda o processo de inducdo de danos no
DNA pela acdo de agentes quimicos, fisicos e biolégicos, podendo resultar em
mudancas hereditdrias ao organismo (ZEIGER, 2007). Muitas mutacfes passam
despercebidas, pois ndo implicam em mudancas detectaveis na atividade metabdlica
da célula ou do organismo, mesmo aquelas que resultam em morte celular. A
medida que aumenta a quantidade de substancias atribuidas ao consumo humano,
se torna imprescindivel a identificacdo dos potenciais agentes mutagénicos
(BRASILEIRO-VIDAL, 2015). Substancias que sao capazes de reduzir a frequéncia
de mutacBes espontaneas ou induzidas, independentemente do mecanismo de
acao, sdo consideradas antimutagénicas (AKIN et al., 2016).

Os testes de genotoxicidade e mutagenicidade fazem parte da bateria de
estudos ndo clinicos de seguranca durante o desenvolvimento de medicamentos
(ANVISA, 2010). VALENTIN-SEVERIN (2003) salientaram que a diferenca entre os
testes do cometa e do MN consiste basicamente no tipo de alteracdo detectada no
DNA. Enquanto o teste do cometa detecta lesdes primarias, que muitas vezes sao
reparaveis, o teste do MN detecta lesdes irreparaveis.

A doxirrubicina (DXR) é um farmaco produzido por uma variante do fungo
Streptomyces peucetius, pertencente a classe das antraciclinas de classe | nao
seletiva, que inibe tanto a sintese de DNA quanto de RNA e tem sido usado neste
tipo de estudo com controle positivo. Possui um amplo espectro de atividade
antitumoral e € amplamente utilizada no tratamento de linfomas, leucemia cancer de
mama, pulmédo, ovario e de estdbmago e nas malignidades da tireoide. Além de
formar radicais livres, a DXR tem capacidade de alquilar diretamente o DNA,
induzindo a formacdo de ligacbes entre as duas fitas de DNA. Tendo como
consequéncia a inducdo de aberracbes cromossOomicas, desenvolvimento de
tumores e degeneragéao celular (CAGEL et al., 2017).

A variacao nas drogas e vias de administracdo ocorrem em fungédo do que se
deseja induzir e local de acdo. Assim, delineamentos direcionados para o célon
utilizardo DMH e o direcionado para mutagenicidade em sangue periférico, medula
Ossea e figado utilizardo a DXR. Os estudos de mutagenicidade e lesbes pré-
neoplasicas serdo de curta duragdo compreendendo a fase de iniciagdo do cancer.
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2.6.2.1 Ensaio Cometa

Ensaio cometa, também chamado Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)
consiste em uma técnica simples e sensivel para a deteccdo de danos primarios no
DNA que tem sido amplamente utilizada na genética toxicolégica por ser um 6timo
método capaz de detectar um amplo espectro de danos no DNA, ser adaptavel a
diversas espécies, sensivel, rapido e de baixo custo (COLLINS, 2014). O
mecanismo principal, proposto por OSTLING e JOHANSON, (1984) € que o DNA é
organizado em grandes estruturas superenoveladas que, quando separadas por
quebras na dupla-fita de DNA, podem migrar para o anodo através da eletroforese.
A aparéncia dos nucleodides submetidos ao teste levou Olive em 1989 a sugerir 0
nome “Comet Assay” (DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009; TICE et al., 2000).

SINGH et al., (1988), apresentaram mais tarde, algumas modificagcdes no
protocolo do teste cometa, incluindo eletroforese em pH alcalino (pH>13) e uma
digestao proteica mais completa, tornando a técnica mais sensivel e a mais utilizada
pelos pesquisadores da area (TICE et al., 2000). Nestas condi¢des, a técnica
permite detectar um mais amplo espectro de dano ao DNA - quebras de fita simples
e dupla. O Ensaio Cometa tornou-se cada vez mais popular para mediar a dimensao
e heterogeneidade dos danos causados por agentes genotéxicos em populacdes de
células individuais. Para detectar o DNA, as laminas sao coradas e examinadas por
microscopia de fluorescéncia. Diferentes técnicas para quantificar cometas tém sido
relatadas, que vao desde a simples medi¢cdo do comprimento da cauda a calculos
mais complexos (AQUINO; PERAZZO; MAISTRO, 2011). Os cometas gerados
(tamanho, intensidade da fluorescéncia, aspecto e outras caracteristicas) podem ser
analisados visualmente ou de maneira automatizada, com programas
computacionais proprios, sendo bastante concordantes os resultados fornecidos
pelas duas formas de analise (AZQUETA et al.,, 2014). Para interpretacdo dos
resultados, o “cometa” é dividido entre cabeca e cauda. Assim células sem ou com
pouco dano no DNA, ndo apresentariam cauda, enquanto células com mais danos
apresentariam caudas maiores. Segundo COLLINS et al., (2008) os cometas sdo
divididos em quatro classes de acordo com a extenséo do dano gerado (Figura 4):

e Cometa classe 0 — nucledides que ndo apresentam cauda,

e Cometa classe 1 — nucledides com cauda menor que o diametro do nucledide;
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e Cometa classe 2 — nucledides com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes o
didmetro do nucleoide;
e Cometa classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o diametro do

nucledide.

0 1 2 3

Figura4 - Classificacdo dos cometas. Nucledides que ndo apresentam cauda (classe 0),
nucledides com cauda menor que o didmetro do nucledide (classe 1), nucledides
com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes o didmetro do nucledide (classe 2),
nucledides com cauda 2 vezes maior que o didametro do nucledide (classe 3).
Fonte: CORTES-GUTIERREZ et al (2012).

Comparada com outras técnicas, o ensaio cometa apresenta algumas
vantagens, dentre elas: (1) apresenta sensibilidade em apontar baixo nivel de danos
no DNA; (2) requerimento de baixo numero de células por amostras; (3) flexibilidade;
(4) baixo Custo; (5) facil aplicacdo; (6) habilidade de conduzir estudos utilizando
pequena quantidade de substancia; e (7) tempo relativamente curto para a
realizacdo de experimentos (TICE et al., 2000).

2.6.2.2 Testes de Micronucleo (MN)

O MN é o ensaio mais amplamente utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos (que quebram cromossomos) e de agentes aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossdmica anormal), sendo internacionalmente
aceito como parte da bateria de testes recomendados para avaliacdo do potencial
mutagénico, para o registro de novos produtos quimicos que entram no mercado
mundial (ARALDI et al., 2015).

O MN constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e
separada do nucleo principal. Os MN sdo formados durante a tel6fase da mitose,
guando o envelope nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos das células

filhas. Sao resultantes de fragmentos cromossémicos acéntricos ou de
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cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no ndcleo principal. Assim sendo, o
MN representa perda de cromatina em consequéncia de dano cromossOmico
estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético (ARALDI et al., 2015).

Os MN séo formados durante a mitose (Figura 5), independentemente do tipo
de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos no DNA causados, por exemplo,
pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente sdo expressos em MN apds um
ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da proporcédo de células que estdo se
dividindo (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Consequentemente, a comparacdo da
frequéncia de MN entre popula¢des de células em divisdo sé seria segura quando a
cinética de divisdo nuclear apés o dano ao DNA fosse idéntica. Os MN sé&o
resultantes de dois fenbmenos basicos nas células mitéticas: quebra cromossémica
e disfuncdo do aparato mitotico. Sdo formados pelos cromossomos acéntricos ou
fragmentos cromatidicos e cromossomos inteiros ou cromatides que se atrasam na
anafase e sdo excluidos do nucleo-filho na tel6fase. Sistemas in vitro podem ser
realizados com diversas linhagens celulares e sdo eficientes para detectar efeitos
clastogénicos e aneugénicos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Tratamento quimi (€
ratamen j quimico citocinese €
, " o A~ \ p d) Célula filha normal
@ —EZ—© @

K

°

c) Tel6fase » 6\‘

a) Interfase b) Metafase
Dano Fragmento Reconstitui¢do
cromossOomico  cromatidico sem  da carioteca e) Célula filha
centromero produz micronucleada
(acéntrico) microntcleo

Figura 5 - Processo de formag¢&o do microndcleo.
Fonte: KIRSCH-VOLDERS et al (2011).

2.6.2.3 Apoptose

A apoptose é uma forma de morte celular programada executada por
caspases, que sdo enzimas especificas que participam na cascata de sinalizacao
que culminam na remocao rapida de organelas e outras estruturas celulares. As

alteracdes morfoldgicas observadas sdo consequéncia de uma cascata de eventos
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moleculares e  bioquimicos  especificos e geneticamente regulados
(MUKHOPADHYAY et al., 2014).

Durante a apoptose a célula sofre alteracdes morfologicas caracteristicas
desse tipo de morte celular, como retracdo da célula, perda de aderéncia com a
matriz extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina, fragmentacéo
internucleossémica do DNA e formacédo dos corpos apoptéticos. A demonstracdo de
que a apoptose é um mecanismo inato de defesa antineoplasica e que varios
agentes quimioterapicos agem através da inducao desse tipo de morte celular levou
a uma intensa investigacdo dos mecanismos moleculares da apoptose e sua
aplicacao no tratamento do cancer (MUKHOPADHYAY et al., 2014)

A maioria dos estimulos desencadeia a apoptose por acdo das caspases,
grupo de enzimas proteoliticas (cystenil aspartate specific proteases) sintetizadas
como pro-enzimas inativas. Dentre as 14 caspases humanas descritas até o
momento, a caspase 3 faz parte do grupo de caspases envolvidas diretamente na
apoptose, dentre 0 grupo das caspases efetoras (3, 6 e 7). O equilibrio entre a
cascata das caspases, indutoras da morte celular e as proteinas inibidoras da
apoptose, que inibem as caspases iniciadoras e efetoras, constituem ponto
fundamental no processo apoptético. As caspases sinalizam para a apoptose e
clivam esses substratos levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear,
externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas células
serem fagocitadas por macréfagos (LEE et al., 2012).

Estudos demonstram que compostos de origem natural (RAHMAN et al.,
2016, CHANG et al.,, 2016, KYRIAZIS et al.,, 2016) vem sendo amplamente
estudados com o intuito de avaliar suas atividades antitumorais mediadas pela
modulacdo das vias de morte celular, incluindo a apoptose em células tumorais.
Portanto os compostos naturais podem proporcionar novas oportunidades para o
desenvolvimento de medicamentos contra o cancer, uma vez que podem modular as
vias da apoptose, que sao frequentemente bloqueadas em células tumorais.
Portanto € importante avaliar se essas substancias ndo induzem apoptose em
células normais, portanto ha um crescente interesse da industria farmacéutica no
desenvolvimento de novos farmacos derivados de compostos naturais.

Antes da aprovacdo de novos produtos farmacéuticos naturais € de grande
importancia avaliar os seus efeitos toxicoldgicos, de modo que apenas a substancia

isenta de potenciais efeitos mutagénicos devera ser introduzida no mercado. Varios
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estudos vém sugerindo que 0s agentes mutagénicos produzem efeitos cancerigenos
(AQUINO; PERAZZO; MAISTRO, 2011).

Estudos feitos pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrou significativa
atividade esquistossomicida in vitro da 7-epi, apresentando EDigp de 14.0 mg/Kg
sendo que nesta concentracdo foi capaz de causar paralisia total dos vermes
machos e fémeas, efeito sobre a aptiddo reprodutiva, interferéncia na atividade
excretora observado utilizando a sonda resorufin, graves lesbes no tegumento dos
vermes adultos observado utilizando as sondas Hoechst 33258. Na concentracao
12.5 yg/mL apresentou atividade contra cercérias e esquistossémulos (CASTRO et
al.,, 2015). A 7-epi demonstrou ser um composto esquistossomicida promissor,
porém testes in vivo sd0o necesséarios para elucidar o mecanismo (s) de acdo e

avaliar a sua adequacéao para a descoberta de novos agentes anti-helminticos.
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3 OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho seréo apresentados a seguir.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade quimica, os efeitos farmacocinéticos, toxicoldgicos e

esquistossomicidas da 7-epi uma subtancia isolada do epicarpo dos frutos de G.

brasiliensis, no contexto da atividade in vivo no hospedeiro definitivo usando

modelos murinos ndo infectados e infectados com S. mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar a estabilidade da 7-epi por meio dos testes de degradacao forcada e a
caracterizacéo do produto de degradacéo.

Avaliar a estabilidade quimica e plasmatica, a biodisponibilidade e o perfil
farmacocinético usando modelos murinos ndo infectados e infectados com S.
mansoni.

Avaliar a toxicidade por meio de ensaios bioquimicos (provas de fung¢édo hepética
e renal), ensaios histopatoldgico do figado e ensaios genotoxicos e mutagénicos
(ensaio cometa, micronldcleo e apoptose) usando modelos murinos néo
infectados e infectados com S. mansoni.

Avaliar a atividade esquistossomicida, por meio da avaliacdo parasitologica
(recuperacao e viabilidade dos vermes adultos, oograma, contagem de ovos no
e intestino).

Avaliar através de testes histopatologicos a atividade da 7-epi frente aos ovos de

S. mansoni presentes no figado.



46

4 MATERIAL E METODOS

O material e métodos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho serdo

apresentados a seguir.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As atividades realizadas com a 7-epi neste estudo estdo esquematizadas na

Figura 6.
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Figura 6 — Fluxograma das atividades realizadas com a 7-epiclusianona.
Fonte: Da autora.

4.2 OBTENCOES DA 7-EPICLUSIANONA

Para obtencéo da 7-epi foi usado o epicarpo das sementes dos frutos de G.

brasiliensis.

4.2.1 Local de Execucéao
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O trabalho foi, desenvolvido no Laboratério de Fitoquimica e Quimica
Medicinal (LFQM) e no Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos
(LBMM) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG)

4.2.2 Coleta do Material Vegetal

Os frutos de G. brasiliensis foram coletados na regido de Vigosa, Minas
Gerais, Brasil (latitude 20° 45’ 14”sul e longitude 42° 52’ 55” oeste). A identificagao
boténica foi realizada no horto boténico da Universidade Federal de Vigosa pelo Dr.
Jodo Augusto Alves Meira Neto. A espécie encontra-se catalogada pela exsicata sob

o numero VIC2604, depositada no herbario da Universidade Federal de Vicosa.

4.2.3 Preparo do Extrato, Isolamento e Purificagdo da Substancia

Os epicarpos dos frutos de G. brasiliensis foram secos em estufa com
circulacao de ar a uma temperatura de 40°C durante 8 dias com monitoramento de
perda de agua. Apds a secagem completa, o material foi pulverizado em moinho de
facas, fornecendo 1000 g e submetido a extracdo por remaceracdo em 3000 mL de
hexano, a temperatura ambiente. Foram filtrados e secos usando um rotavapor a
pressédo reduzida. Esse procedimento foi repetido por 5 vezes.

Para isolar a 7-epi o extrato hexanico do epicarpo de G. brasiliensis foi
cromatografado em colunas de silica gel (CC) (230-400 mesh) (8 x 100 cm) e eluida
com misturas de polaridade crescente de hexano/acetato de etila e acetato de
etila/etanol sendo as fragBes concentradas em rotavapor a pressao reduzida. Estas
fracOes foram reunidas em grupos de acordo com suas semelhangas apos a analise
por cromatografia em camada fina (TLC). Quando necessario, foram
recromatografadas e, ou recristalizadas em metanol para obtencdo do composto
puro, cujos padrées foram usados para sua identificacdo além dos dados espectrais
(GONTIJO et al., 2012; SANTA-CECILIA et al., 2011a).

A pureza da 7-epi (99%) foi determinada (Shimadzu UFLC 20), usando uma
coluna NST (Nano Separation Technologies) C18-154605 (150 x 4,6mm; 5,0 um de
tamanho de particula). A fase mével foi constituida de uma mistura de solucdo de
acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ acido acético 0,1% v/v (eluente B). O

volume de injecdo foi de 20,0 pyL e fluxo de 1,0 mL/min. Durante os 10 minutos
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iniciais a andlise foi realizada com 50,0% de B, em seguida a concentracdo de B
aumentou linearmente até 100,0% em 20 min e seguiu 100,0% de B até 30 min.
Depois a concentracdo de B foi retomada a inicial para preparar a coluna para a
proxima analise. Os cromatogramas foram obtidos em 254 nm e seus picos foram
comparados com padrdes previamente isolados no laboratério.

O procedimento adotado na elaboragédo do extrato e da substancia isolada

esta esquematizado na Figura 7.

Epicarpo
dos Frutos

[ Extrato Hexanico ] [ Residuo ]

[ 7-epiclusianona ]

Figura 7 - Esquema da extracdo e purificacdo da 7-epiclusianona a partir do
epicarpo de G. brasiliensis.
Fonte: Da autora.

4.3 ENSAIOS DE ESTABILIDADE QUIMICA

Para os ensaios de estabilidade quimica da 7-epi, foram utilizados os testes

de degradacéo forcada.

4.3.1 Aspectos Gerais

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em Sistemas de

Liberacdo de Farmaco (LSLF) da UNIFAL-MG. Para o desenvolvimento desta etapa,
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a metodologia teve a supervisdao da professora Gislaine Ribeiro Pereira e a
colaboracgéo do aluno André Luis Morais Ruela.

4.3.2 Reagentes

Todos os reagentes usados foram de grau analitico. O &cido cloridrico (HCI),
peréxido de hidrogénio (H,0,), acido fosférico (H3PO,4) e hidréxido de sodio (NaOH)
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O metanol para cromatografia
liguida foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A &gua para HPLC
(cromatografia liquida de alta performance) foi preparada por osmose reversa Milli-Q
(Millipore, Billerica, MA, EUA).

4.3.3 Analise por HPLC-UV

As andlises foram feitas em HPLC Shimadzu (Kyoto, Japao) série LC-10A
constituido por uma bomba LC-20AD, um forno de coluna CTO 20A, um
desgaseificador DGU 14-A, um detector de agrupamento de fotodiodos (DAD) SPD-
M10AVP, um amostrador automatico SIL 20-A HT e um controlador SCL-10 AVP. A
determinacao de 7-epi foi realizada utilizando uma coluna Phenomenex (Torrance,
CA, EUA) de fase reversa octadecilsilano (C18) Acqua coluna 150,0 x 4,6 (i.d.) com
particulas de 4 um. Phenomenex pré-coluna C18 Acqua 125 4,0 x 3,0 mm (i.d.)
também foi usado. A fase movel foi preparada a partir de uma mistura de 0,1% (v/v)
de solucao de &cido fosférico e metanol (80:20). A taxa de fluxo da fase mével foi 1,5
mL min™, volume de injeccdo foi de 100 pL e a deteccdo por ultravioleta (UV) foi
efetuada a 254 nm, utilizando o detector de PDA (190-450 nm). As amostras foram
filtradas utilizando um filtro de seringa de 0,45 um composto de PTFE modificado
(Membranas em Politetrafluoretileno Hidrofilico). O tempo de retencéo da 7-epi foi de

aproximadamente 10,3 minutos. O tempo total de corrida foi de 16 minutos.
4.3.4 Analise dos Extratos de G. Brasiliensis
A determinagdo de 7-epi foi realizada nos diferentes extratos da plantaa

(etanol, hexano e acetato de etila). Para isso, 10,0 mg de cada extrato foi pesado e

diluido em metanol puro para se obter uma solugéo a 1,0 mg mL™. Estas solu¢des
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foram diluidas (1:1, v/v) usando uma solucdo de metanol: 4gua (8:2, v/v). As
solugdes foram analisadas pelo método de HPLC-UV-VIS (Cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector fotométrico operando nas regides ultravioleta e visivel).

Considerando-se o produto de degradacao oxidativo da 7-epi, estas solucdes
preparadas a partir dos extratos (1,0 mg mL™) foram submetidos ao estresse
oxidativo (H,O, a 3%) durante 24 h. Apos este tempo, as solu¢gbes foram diluidas
(1:1, v/iv) usando uma solucdo de metanol:agua (8:2, v/v) e estes foram analisados
por HPLC-UV-VIS.

4.3.5 Solubilidade da 7-Epiclusianona em Agua

As abordagens classicas para medir a solubilidade foram baseadas no
método do baldo de agitacdo de saturacdo (método de shaking-flask), onde um
excesso de 7-epi (Img/mL) foi adicionado ao meio aquoso (5,0 mL) em frasco
erlenmeyer e agitado (150 rpm) durante 24 horas em temperatura constante (37°C),
feitos em triplicata (n=3). Apos centrifugacéo, o sobrenadante foi filtrado usando um
filtro de seringa de 0,45 um composta por PTFE hidrofilico e diluido em fase mével
(preparada a partir de uma mistura de 0,1% v/v de solucdo de acido fosférico e
metanol 8:2, v/v). As concentracdes de 7-epi no sobrenadante foram determinada
por HPLC-UV-VIS.

4.3.6 Estudos de Degradacao Forcada

Diferentes condicbes de degradacdo forcada foram avaliadas durante 24
horas a 25°C (em triplicata). Solucdes de 7-epi isolado a partir dos extratos de
plantas na concentracdo teérica (padrdo) de 100,0 pg mL™ foram submetidos a
estresse alcalino (NaOH 0,1 mol L), estresse acido (HCl 0,1 mol L™), agua
ultrapura, exposicdo a luz (diretamente sobre a luz do dia) e estresse oxidativo
(0,3% v/v de H,0,). O metanol foi utilizado como co-solvente em todas as solugoes
(1:1, viv), devido a baixa solubilidade da 7-epi em agua. Amostras do isolado de 7-
epi (p6 seco) foram expostas ao calor seco (estufa a 105°C durante 6 horas). Depois
de submetidas as condi¢6es de estresse forcado, as amostras foram analisadas por
HPLC-UV-VIS.
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A estabilidade intrinseca do composto isolado a partir dos extratos de plantas
em solugdes aquosas (tampéo fosfato isotbnico 20 mM, pH 6,8 e pH 7,4) a 37°C
também foi avaliada para simular condi¢cdes fisiolégicas. As amostras foram
analisadas depois de 8 h (em triplicata).

A percentagem de recuperagdo (R,%) da substéncia nos estudos de
degradacéo foi determinada de acordo com a equacéo 1:

Concentracao experimental ~
R= : X 100 (Equagéo 1)
Concentracao tedrica

A percentagem de produtos de degradacéo foi determinada pela percentagem

de area em relacao a area do pico principal (7-epi).

4.3.7 Cinética da Degradacédo de 7-epiclusianona em Peréxido de Oxigénio

A cinética da degradacdo de 7-epi foi monitorizada durante 18 horas
utilizando o método HPLC-UV (item 4,3.3) em 2% v / v de H;O,. As solucdes de 7-
epi a uma concentracdo de 100 ug.mL™ foram preparadas utilizando metanol como
co-solvente (1:1 v/v). A degradacdo do 7-epi foi determinada também na formacao

do seu produto de degradacédo oxidativo.

4.3.8 Estudos de Validacao

Os estudos de validacdo foram realizados de acordo com as recomendacoes
da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo de orientagdo (ICH) Q2B (“ICH
guidelines Q1A (R2). Stability testing of new drug substances and products”, 2003).

Todas as amostras foram preparadas de uma mistura de metanol e agua (8:2, v/v).
4.3.8.1 Seletividade
A seletividade foi avaliada utilizando solucées e amostras padréo dos estudos

de degradacgao forcada (condicbes de estresse oxidativo). Todas as solugbes em
concentracéo tedrica de 100,0 pg mL™ foram injetados no sistema cromatografico. A
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pureza dos picos cromatograficos de 7-epi foi caracterizada por comparagdo dos
dados do espectro UV (190-450 nm), com o espectro de 7-epi na solugdo submetida
ao stress oxidativo (3% v/v de H,O,) durante 24 h. Os diluentes foram analisados na
auséncia de farmaco para avaliar possiveis interferéncias no tempo de retencao da

7-epi.
4.3.8.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada para demonstrar a relacdo de proporcionalidade
entre a concentracdo das solu¢des padrdo de 7-epi e a resposta do detector (area
do pico). Para isso, uma solucdo padrdo de estoque de 7-epi em metanol (1,0 mg
mL™) foi preparada e diluicbes sucessivas foram realizadas para se obter solucées
padrdo em concentracdes de 5,0 10,0, 50,0, 80,0, 100,0 e 120,0 pyg mL™ (n = 3). O
coeficiente de correlacdo (r) e a equacdo de calibragcdo (y = ax + b) foram

calculados, o corresponde ao declive b é o coeficiente linear (intercepto).
4.3.8.3 Limite de Quantificacao (LQ)

O LQ foi determinado como a menor concentragao que apresentou exatidao e
precisdo dentro do intervalo linear. LQ foi determinada por inje¢cdes sucessivas de

solu¢Bes padrdo com concentracées decrescentes, 5,0-0,1 ug mL™.
4.3.8.4 Preciséao

A Precisao (repetitividade) foi determinada utilizando solu¢bes padrédo de 7-
epi em trés niveis de concentracéo (5,0, 50,0 e 100,0 ng mL™) com 6 amostras (n =
6). As analises foram realizadas em trés dias consecutivos. A precisdo intradia e
interdia foi estabelecida como a dispersdo das medi¢cdes em torno do valor médio e
expressa matematicamente pelo desvio-padrao relativo (RSD), determinado pela

equacao 2:

Valor padrdo B
RSD = X 100 (Equacao 2)
Valor médio
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4.3.8.5 Exatidao

A exatidao foi determinada usando solucdes padrdo de 7-epi em trés niveis
de concentracdo (5, 50 e 100 ng mL™Y) (triplicata). As andlises foram realizadas em
trés dias consecutivos. A precisao intradia e a precisao interdia foram apresentados
como erro relativo (RE) de acordo com a equacgao 3:

Concentracéo experimental — Concentragao teorica B
RE = X 100 (Equacgéo 3)
Concentragao tedrica

4.3.9 Caracterizacdo do Produto de Degradacao Oxidativo

Para caracterizar o produto de degradacgao oxidativo, a 7-epi na forma isolada
(50,0 mg) foi dissolvida em uma solucdo preparada com 15% (v/v) de H,O, em
metanol diluido puro (25,0 mL). Apds 48 h, o p6 seco foi recuperado apds secagem
do solvente a temperatura ambiente.

As amostras foram analisadas por HPLC-UV-VIS e o produto de degradacéo
oxidativo de 7-epi foi encontrado numa grande concentracdo (>85%). O pé seco foi
usado nos estudos de caracterizacao.

Amostras do produto de degradacdo oxidativo foi analisada utilizando um
cromatdgrafo liquido de ultra performance acoplado a um espectofotbmetro de
massa (UPLC-MS/MS Shimadzu LCMS-8030) em modo de ionizagdo de eletrospray
negativo (ESI -). A aquisicdo de dados foi realizada no modo de corrente ionica total
(TIC). A razédo massa-carga ( m/z ) foi investigada na gama de 100-550. O ensaio foi
realizado a fim de investigar a massa molar do produto de degradacdo. Uma coluna
Phenomenex (Torrance, CA, EUA) de fase reversa C 13 Acqua-fim capping coluna
150,0 x 4,6 (ID) com particulas de 4 uym e uma pré-coluna de Phenomenex
C 18 Acqua 125 4,0 x 3,0 milimetros (ID) foram utilizado no sistema. A fase mével foi
uma mistura de metanol com tampéao acetato de aménio pH 7 (80:20). A vazéo da
fase moével era de 0,4 ml min * e o volume de injecdo foi de 1 yL. As amostras
foram filtradas utilizando filtro de seringa de 0,45 p composto de PTFE hidrofilico. O
tempo de retengéo do 7-epi foi de aproximadamente 45 minutos e do seu produto de
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degradacédo oxidativo foi de 23 minutos. O tempo total de execucédo foi de 60
minutos.

Os espectros no UV foram obtidos utilizando HPLC-UV-DAD (190-450 nm).

A analise de infravermelhno das amostras foi realizada utilizando
Infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR) em espectrometro Shimadzu
modelo Prestige 21 (Kyoto, Jap&o). Um acessorio de amostragem de refletancia total
atenuada (ATR) (modelo GladiATR 300, Pike Technologies, EUA) foi utilizado e os
espectros foram obtidos sem processamento das amostras.

Os espectros de *H RMN (ressonancia magnética nuclear de hidrogénio), **C
RMN (ressonancia magnética nuclear de carbono) e HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation) foram obtidos num Bruker AC-300 espectrémetro (300 MHz para
'H RMN e 75 MHz para *3C espectros) em cloroférmio deuterado (CDCI3) e metanol
deuterado (CD30D). Os desvios quimicos (0) foram registados em partes por milhdo
(ppm) com referéncia a tetrametilsilano (TMS) como padréo interno e as constantes

de acoplamento (J) foram registadas em Hertz (Hz).
4.4 DETERMINACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO DA 7-EPICLUSIANONA
4.4.1 Aspectos Gerais

O estudo é do tipo experimental, analitico e quantitativo e foi realizado no
Laboratorio de Analises de Toxicantes e Farmacos — LATF-UNIFAL-MG e no biotério
de experimentacdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UNIFAL-MG. Para o
desenvolvimento desta etapa, a metodologia teve a supervisdo da professora
Vanessa Bergamin Boralli Marques e a colaboracao da aluna Taila Kawano.

4.4.2 Materiais

Os materiais utilizados nos ensaios para avaliar o perfil farmacocinético da 7-

epi serdo apresentados a seguir.

4.4.2.1 Reagentes
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Para a realizacao dos procedimentos do estudo, foram utilizados os seguintes
reagentes: diazepam que foi gentiimente doado pela Unido Quimica® (S&o Paulo,
Brasil). Acetonitrila (solvente organico de grau HPLC) foi adquirido a partir de
LiChrosolv® (Darmstadt, Alemanha), bem como o metanol. Hidréxido de aménio foi
comprado de Isofar® (Rio de Janeiro, Brasil) e o acido acético foi obtido da
Proquimios® (Rio de Janeiro, Brasil). A dgua ultrapura foi purificada com o sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). Foram preparadas solucdes de reserva de padrao
interno e de 7-epi em metanol. As diluicbes necessarias foram feitas a partir de
solugbes de estoque para construir uma curva padrdo. Todos os padrdes foram
armazenados a -20°C.

4.4.2.2 Equipamentos

Para a realizagdo dos procedimentos foram utilizados: Balanga MicroAnalitica
AUW 220D (Shimadzu®), agitador de tubos vértex Gomixer (MX-S ® ), concentrador
a vacuo Centrivap (Kansas City, EUA), Centrifuga LS-3 Plus (CELM®),
microcentrifuga Centrifuge 5424 (Eppendorf® ) e UPLC-MS/MS Shimadzu LCMS-
8030.

4.4.3 Andlise Instrumental

As condicBes cromatograficas bem como o preparo das solucdes padréo,
padrdo interno utilizado e a extracao liquido-liquido serdo descritas a seguir.

4.4.3.1 Condigbes Cromatogréficas Para Andlise de 7-Epiclusianona e Padréo

Interno (Diazepam)

A metodologia analitica para determinacdo da 7-epi e diazepam (padrdo
interno - Pl) em plasma de camundongo foi validada utilizando extracdo liquido-
liquido para preparo das amostras e separacao/quantificacdo por UPLC-MS. Os
parametros foram otimizados em UPLC-MS/MS Shimadzu LCMS-8030. O método
bioanalitico desenvolvido e validado esta descrito na Tabela 1.

Para a analise instrumental, utilizou-se sistema cromatografico (sistema
cromatografico UPLC-MS/MS 8030, Shimadzu®). A deteccdo e quantificacdo da 7-
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epi foram realizadas, por cromatografia liquida de ultra performance (UPLC)
acoplada a espectrometria de massa, utilizando para a separacdo uma coluna
analitica C18 (XR-ODS, Shimadzu®) e fase mével de composicdo Metanol : tampé&o
acetato de amoénio (80:20, v/v). O sistema cromatografico foi submetido a uma vazao
de fase movel a 0,3 mL/min com volume de injecdo de 50,0 pL utilizando diazepam
como padrdo interno. O método bioanalitico de quantificacdo do analito foi
desenvolvido e validado segundo a Resolucdo RDC n° 27 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, publicada em 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012).
Avaliou-se a linearidade/curva de calibracdo, exatiddo e precisdes inter e intradia,
efeito matriz, efeito residual e estabilidade.

As condi¢Bes cromatograficas desenvolvidas e validadas para a metodologia

para quantificacdo da 7-epi por UPLC-MS/MS estéo representadas na Tabela 1.

Tabela 1 - CondigBes cromatograficas do método bioanalitico desenvolvido para quantificacdo
de 7-epiclusianona e diazepam em plasma por UPLC-MS/MS.

Parametros Descricao
Técnica bioanalitica UPLC-MS/MS
Deteccéao 7 — EPI: 501 > 145
501 > 417
501 > 363
Diazepam: 285 > 192
285 > 153
285 > 222
Coluna analitica XR-ODS-Cyg
Pré-coluna Ace C8
Fase moével Metanol:tampéao acetato de aménio
(80:20, viv)
Vazao da fase movel 0,3 mL/min
Volume de inje¢éo 50,0 pL
Tempo de corrida 10,0 min
Equacéo da curva y=a+bx

Fonte: Da autora.

4.4.3.2 Preparo das Solu¢bes Padrao
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Foi preparada uma solucao estoque de 7-epi na concentracdo de 100 pg/mL
em metanol e a partir desta foram preparadas as solucdes de trabalho nas
concentracfes de 10, 100, 500, 1000, 2500 e 5000 ng/mL plasma de camundongo,
assim como as amostras de controles de qualidade baixo (CQB — 75,0 ng/mL),
médio (CQM - 200,0 ng/mL) e alto (CQA — 750,0 ng/mL).

4.4.3.3 Padrao Interno

Como padrao interno utiliza-se, em geral, is6topo (possui 0 mesmo nimero de
prétons, mas numeros de néutrons diferentes) estavel do farmaco a fim de que
sejam minimizados possiveis efeitos de matriz do plasma. Entretanto, para o analito
7-epi ndo foi possivel encontrar isétopos disponiveis comercialmente, optando-se
por utilizar o diazepam.

Para o padrao interno (Pl) diazepam, foi preparada uma solugcao estoque de
100,0 pg/mL em metanol e a partir desta obteve-se a solugcdo de trabalho

equivalente a 1,0 ug/mL plasma de camundongo.

4.4.3.4 Extracao Liquido-Liquido de 7-Epiclusianona da Matriz Biolégica

As amostras de plasma coletadas dos animais foram retiradas do freezer,
descongeladas a temperatura ambiente.

Utilizando-se eppendorfs identificados, adicionou-se a cada um deles 100,0
pL plasma, 400,0 pL de acetonitrila e 25,0 pL de PIl. Agitou-se em mesa agitadora
por 3 min a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
20 min a 3.500 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi evaporado até
secura em concentrador a vacuo CentriVap (Kansas City, EUA) a 37°C. Os residuos
foram ressuspensos em 100,0 ul de fase movel (Metanol:tampéo acetato de amonio
80:20, v/v) e aliguotas de 50,0 ul foram submetidos a analise cromatografica em
UPLC-MS/MS.

4.4.4 Validagédo do Método Bioanalitico

Os parametros de validacdo analitica foram avaliados segundo a legislacao

vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria: Resolucdo RDC N.° 27, de 17
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de maio de 2012 (BRASIL, 2012) contemplando os testes de linearidade e curva
analitica, preciséo e exatidao, testes de estabilidade, efeito residual e efeito matriz.

4.4.4.1 Definicdo das Concentracdes das Amostras de Controle de Qualidade (CQ)

em Plasma

As concentracdes das amostras de controle de qualidade em plasma foram

definidas da seguinte forma (BRASIL, 2012):

a) LIQ — Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ - 50,0 ng/mL);

b) CQB — Controle de qualidade baixo (CQB - 75 ng/mL);

c) CQM — Controle de qualidade baixo (CQA 750 ng/mL) ;

d) CQA — Controle de qualidade alto (CQ — 200,0 ng/mL); 75 a 85% do LSQ (limite
superior de quantificagdo): 12.000 ng/mL;

O limite inferior de quantificacao foi definido considerando-se a sensibilidade,
precisdo, a exatiddo e a auséncia de efeito da matriz biolégica. A resposta do pico
cromatografico do analito no LIQ deve ser identificAvel e reprodutivel com precisao
de no maximo 20% e exatiddo entre 80 a 120% em relacdo a concentracao nominal
do padréo, através da analise de seis replicatas de padrées (BRASIL, 2012).

4.4.4.2 Linearidade e Curva de Calibracéo

Para determinacdo da curva de calibracdo foram analisadas amostras
extraidas da matriz bioldgica, sendo duas amostras branco (matriz isenta de padréo
do analito e do padréo interno) duas amostras zero (matriz isenta de padrdo do
analito) e de seis diferentes concentracées do padrao do analito, preparadas em
quadruplicatas. Para preparo de cada amostra, adicionou-se 25,0 uL de padrdo de
7-epi e 0,1 mL de plasma branco em seis concentracdes distintas, essas
concentracbes foram definidas levando-se em consideracdo a sensibilidade da
técnica bioanalitica e a faixa prevista das concentragbes das amostras a serem
determinadas (50,0; 100,0; 250,0; 500,0; 625,0; 1000,0 ng/mL plasma) e 25,0 uL PI
na concentracdo de 250,0 ng/mL de plasma. Processou-se a amostra através da
precipitacdo de proteinas com acetonitrila e o sobrenadante foi levado a secura em
concentrador a vacuo e aquecimento (37°C), sendo entdo ressuspendidas em 100

ML de fase movel para posterior inje¢do no UPLC-MS.
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A linearidade do método foi testada a partir do mesmo procedimento descrito
acima de 50,0 a 7.500,0 ng/mL de plasma.

4.4.4.3 Precisao e Exatidao Intra e Interdia

Segundo a ANVISA a precisao representa o grau de repetibilidade entre os
resultados de analises individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes
numa mesma amostra homogénea em idénticas condi¢cdes de ensaio, enquanto que
a exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2012).

A precisao intracorrida foi avaliada em um mesmo dia e a intercorridas em
trés dias distintos. Este parametro é expresso como coeficiente de variacdo (CV%)

ou desvio padréo relativo (DPR). O DPR é calculado segundo a equacéo 4:

Desvio padrdo x 100 ~
CV (%) = I\El)'d' (Equacéo 4)
édia

A exatidao intracorrida foi avaliada em um mesmo dia e a intercorridas em
trés dias diferentes. A exatiddo foi avaliada por meio do calculo do Erro Padrdo

Relativa (EPR) conforme equacao 5:

(concentragdo média determinada - concentragao tedrica) ~
Exatidso (%) = oo (Equagdo 5)

Concentracéo tedrica

Para avaliacdo dos parametros precisdo e exatiddao, foram analisadas
amostras fortificadas com padrdes de 7-epi (8 amostras) em concentragdes de LIQ,
CQB, CQM, CQA em plasma ap0s passarem pelo processo de extragdo, ndo se
admitindo valores superiores a 15% exceto para o LIQ, para o qual se admite

valores menores ou iguais a 20%.

4.4 .4 .4 Efeito Residual
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Para andlise do efeito residual foram realizadas trés inje¢des, no UPLC-MS-MS,
da mesma amostra branco sendo uma antes e duas logo apés a injecdo de uma
amostra processada do limite superior de quantificacdo (LSQ).

As respostas dos picos interferentes, segundo a ANVISA devem ser inferiores a
20% da resposta nas amostras processadas do Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ
- 50,0 ng/mL).

4.4.4.5 Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado por meio da comparacdo de amostras branco
processadas e posteriormente foram adicionados de analito e Pl e solu¢cdes nas
mesmas concentracées das amostras de CQB e CQA.

Para o célculo do coeficiente de variacao (CV), obteve-se o fator de matriz
normalizado (FMN), conforme a equagéo 6:

Resposta do analito em matriz/Resposta do Pl em matriz ~
FMN = (Equacéao 6)

Resposta do analito em solugdo/Respostado Pl em solugéo

O coeficiente de variacdo (CV) dos FMN relativos a todas as amostras deve

ser inferior a 15%.

4.4.4.6 Estabilidade

A estabilidade da 7-epi e do padrdo interno em matriz biolégica foi
demonstrada por meio dos seguintes ensaios: estabilidade ciclos de congelamento e
descongelamento (ECCD), estabilidade de curta duracdo (ECD), estabilidade pos-
processamento (EPP) e estabilidade de longa duracao (ELD).

A estabilidade é demonstrada quando ndo se observar desvio superior a 15%

da média das concentragfes obtidas com relagéo ao valor nominal (BRASIL, 2012).

4.4.4.6.1 Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento
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Amostras de plasma (0,1 mL) fortificadas nas CQB e CQA em plasma (4
amostra, para cada concentracdo) foram congeladas por 24 horas. Ap0s esse
periodo, foram descongeladas em temperatura ambiente e novamente congeladas
por 12 horas. O processo foi repetido por mais 12 horas de congelamento e apés o
descongelamento total das amostras, procedeu-se a extracdo e andlise em UPLC-
MS/MS. Os resultados obtidos foram comparados com amostras recém-preparadas.

4.4.4.6.2 Estabilidade de curta duracao

Amostras fortificadas com padrbes (6 amostras, para cada concentracdo) nas
concentracfes de nas CQB e CQA em plasma foram deixadas em repouso nas
condi¢cBes normais do laboratério (temperatura, umidade e luminosidade) e durante
0 processo de preparo das amostras (3h). Em seguida, foram submetidas a extracao
e analisadas em UPLC-MS/MS. Os resultados obtidos foram comparados com

amostras recém-preparadas.

4.4.4.6.3 Estabilidade das amostras processadas

Aliquotas de plasma branco foram fortificadas com padrbes (6 amostras, para
cada concentracdo) nas CQB e CQA em plasma foram processadas e mantidas sob
as mesmas condi¢cBes de analise das amostras em estudo. O periodo foi superior ao
intervalo de tempo compreendido entre o término de preparo das amostras e o final
da corrida analitica mais longa. Na sequéncia, ocorreu a analise em UPLC-MS/MS.

Os resultados obtidos foram comparados com amostras recém-preparadas.

4.45 Ensaio com Animais

Os animais utilizados para determinacdo do perfil farmacocinético da 7-epi
foram Camundongos da linhagem swiss, machos, néo infectados e infectados com
S. mansoni, com peso médio corporal de 20-30 g, idade aproximada de oito
semanas. Os camundongos néo infectados foram provenientes do Biotério Central
da UNIFAL em Alfenas, MG, os camundongos infectados foram doados pelo biotério
do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte,
MG.
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4.4.5.1 Manutencéo do Ciclo do S. mansoni em Laboratorio

A cepa LE de S. mansoni (cepa isolada do paciente Luiz Evangelista) é
rotineiramente mantida por passagens em séerie em modelos Biomphalaria glabrata e
camundongos da linhagem swiss. Esta cepa vem sendo mantida durante mais de 40
anos no Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz (KATZ et al.,
1973). Todos os estudos, incluindo determinacéo do perfil farmacocinético da 7-epi,
ensaios de toxicidade da 7-epi e ensaios esquistossomicidas 0s quais envolveram
animais, foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade de Alfenas (UNIFAL-MG, nimero 534/2013) e Comité Etico em Uso de
Animais, Fiocruz, Brasil (LW 21/16).

Os procedimentos envolvendo o manejo e cuidados com os animais foram
realizados segundo preceitos legais estabelecidos pela “Lei Arouca”, Lei n°® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VIl do 8§ 1° do art.225 da
Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais
(BRASIL, 2008).

4.4.5.1.1 Infeccdo e exame dos caramujos

Os caramujos da espécie B. glabrata foram mantidos em laborat6rio dentro de
um aquario com agua corrente e boa oxigenacao, apresentando pH entre 7,2a 7,8 e
isenta de cloro, cobre e zinco, que dificultam a sobrevivéncia dos mesmos. A
linhagem da espécie citada foi susceptivel as cepas de S. mansoni, mantidas em
laboratério. Para a infeccdo dos mesmos, os miracidios foram obtidos a partir do
figado dos camundongos infectados (PELLEGRINO; KATZ, 1968).

A infeccdo desses moluscos, como rotina, € feita com 10 miracidios por
caramujo. Os miracidio sédo colocados em contato com 0s caramujos por algumas
horas sob estimulo luminoso. Apds este periodo os caramujos foram transferidos
para uma sala para serem mantidos a 28°C. Apés 30 dias, os caramujos foram
colocados individualmente em beckers de vidros com agua e expondo-os a luz para
que ocorra a eliminagéo de cercarias (PELLEGRINO; KATZ, 1968).

4.4.5.1.2 Infecgdo dos camundongos
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Camundongos da linhagem swiss, machos, com aproximadamente 8
semanas de idade, com peso médio corporal de 20-30 g, nascidos e criados no
biotério do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz, foram
utilizados nos experimentos, para avaliacdo da atividade das substancias. Os
animais foram mantidos em gaiolas devidamente identificadas e alimentados com
racdo comercial e agua em todo experimento.

As cercarias de S. mansoni, cepa LE, usadas para infeccdo dos
camundongos foram fornecidas pelo moluscario do CPgRR.

Os caramujos foram expostos a luz por 2 horas e o liquido contendo as
cercarias foi transferido para um unico becker, originando um “pool” de cercarias LE
provenientes de caramujos. De cada becker foi retirado uma aliquota de
aproximadamente 0,3 mL para serem contadas com auxilio de uma lupa. As
aliquotas foram ajustadas a fim de se obter uma concentracdo equivalente a 100 +
10 cercarias em um volume de 0,3 mL.

Os camundongos foram inoculados no dorso individualmente 100 + 10
cercérias, por via subcutanea, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Katz
(1968). A infeccao foi realizada utilizando uma seringa de ago-inox, com agulha e
com volume ajustavel.

Os animais nao infectados e infectados foram acondicionados, para
aclimatacao, biotério de experimentacéo do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
UNIFAL-MG, por um periodo de 7 dias que antecederam ao experimento, a
temperatura ambiente (25 £ 2°C) com umidade relativa do ar entre 50% e 70% e
ciclo natural claro-escuro de 12/12 h. Receberam agua filtrada e racdo para
roedores.

Para o estudo do perfil farmacocinética da 7-epi, os animais foram divididos
em 20 grupos com 6 animais, sendo que 10 grupos eram de animais nao infectados
e 10 grupos com animais infectados com 45 dias de infeccdo. Os camundongos
foram divididos aleatoriamente em 20 grupos com seis animais em cada grupo, de
modo que 10 deles eram animais néo infectados e 10 deles eram animais infectados
com S. mansoni com 45 dias de infecgcdo. Camundongos néo infectados da mesma
idade e sexo serviram como controles

No periodo de adaptacdo e de experimentacdo, os animais foram mantidos
em gaiolas em salas com controle de temperatura a 21 a 23 °C e manutencao de

ciclo diario claro/escuro de 12 h, recebendo ra¢do agua filtrada a vontade.12 horas
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antes do experimento os animais ficaram em jejum, com agua a vontade. Apoés jejum
0S animais receberam por sonda géastrica uma unica dose oral de 15,0 mg/kg de 7-
epi dissolvidos em o6leo de milho, cuja dose foi escolhida pelos fatos de que
compostos com caracteristicas lipossoluveis ja foram padronizados com esta
dosagem e a 7-epi € um composto com estas caracteristicas.

Os camundongos foram anestesiados por inalacdo de CO, e o sangue total
foi coletado por puncdo cardiaca, utilizando do heparina, 5 Ul/mL, como
anticoagulante, sendo colocada uma gota em cada tubo eppendorf e feita a
ambientacdo das seringas antes da coleta. Foram retirados volumes de 1,0 mL de
sangue nos zero, 5,0, 10,0, 15,0 min e 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 e 6 h apds a administracao
da substéancia.

ApOs cada coleta, as amostras sanguineas foram identificadas (animal e
tempo da coleta) e centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min para obtencdo do
plasma, sendo armazenadas em seguida, a -80 °C, para posterior quantificacdo da
7-epi em UPLC-MS/MS.

4.4.6 Parametros Farmacocinéticos e Analise Estatistica

A obtencdo dos parametros farmacocinéticos foi realizada observando-se os
perfis individuais dos animais pertencentes ao grupo experimental. Foram
mensurados o0s parametros farmacocinéticos meia-vida (t1/2), clearance (Cl), area
sob a curva (ASC), concentracao plasméatica maxima (Cmax) e o tempo no qual essa
concentragéo foi atingida (tmax).

A Cmax foi o Unico parametro farmacocinético obtido diretamente dos dados
experimentais, sendo os demais calculados a partir dos graficos das curvas de
concentracdo plasmatica vs tempo. A meia-vida foi obtida pela analise grafica e
determinado por modelo monocompartimental, sendo este de melhor adaptacéo aos
dados experimentais do presente estudo. O célculo da constante de velocidade de
eliminacdo (Kel) foi realizado por meio da equacéo Kel = 0,693/t1/2. As areas sob as
curvas de concentracdes plasmaticas vs tempo foi calculada através do método dos
trapezodides. Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente pelo
GraphPad Instat (GraphPad Software, CA, EUA) para o calculo da média, mediana e
intervalo de confianga de 95%. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4.5 ENSAIOS DE TOXICIDADE DA 7-EPICLUSIANONA

Para se conhecer o potencial de toxicidade da 7-epi foram avaliados os
parametros biolguimicos, o poder genotoxico/mutagénico e acapacidade da 7-epi em

promover apoptose.

4.5.1 Ensaios de Avaliacdo dos Marcadores Bioquimicos de Toxicidade

Para esses ensaios foram avaliados os teores de AST, ALT, albumina,
proteina totais, creatina e glicose dos animais infectados e nédo infectados, tratados

com 7-epi

4.5.1.1 Aspectos Gerais

O estudo foi realizado no biotério do Centro de Pesquisas René
Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz e no Laboratério Central de Andlises Clinicas
(LACEN) da UNIFAL-MG. Para o desenvolvimento desta etapa, a metodologia teve
a supervisdo da professora Maria Rita Rodrigues e a colaboracdo do aluno André
Luiz Machado Viana.

4.5.1.2 Experimentacdo em Animais

Camundongos da linhagem swiss, machos, infectados e nao infectados, com
aproximadamente 8 semanas de idade, com peso médio corporal de 20-30 g ,
nascidos e criados no biotério do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacéo
Oswaldo Cruz, foram utilizados nos ensaios de avaliagio dos marcadores
bioguimicos de toxicidade. Os camundongos infectados foram inoculados
individualmente no dorso, por via subcutanea, com 100 = 10 cercérias, segundo a

técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968) (conforme item 4.5.5)..

4.5.1.3 Delineamento Experimental

Os animais foram separados em grupos 2 grupos, um grupo de animais

infectados (45 dias apos infeccdo) e outro de animais nao infectados, ambos o0s
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grupos foram subdivididos em grupos de animais nao tratados, grupos de animais
tratados com 6leo de milho, outro grupo de animais tratados com 100,0 mg/Kg de 7-
epi e por fim, grupos de animais tratados com 300,0 mg/Kg de 7-epi (Tabela 2), cada
grupo contendo 10 animais (n=10) que foram tratados com 7-epi via oral, por
gavagem, durante 5 dias consecutivos e eutanasiados no sexto dia a partir do
tratamento.

As doses de 100 e 300 mg/Kg foram escolhidas devido ao protocolo usado
pelos pesquisadores do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo
Cruz, que utilizam essas doses para substancia que ndo tem sua atividade

esquistossomicida conhecida.

Tabela 2 - Delineamento experimental dos testes bioquimicos * n=10
Grupo 1*  Nao tratados

Grupo 2*  Tratados com 6leo de milho
Camundongos ndo infectados Grupo 3*  Tratados com 100,0 mg/Kg de 7-epi

Grupo 4*  Tratados com 300,0 mg/Kg de 7-epi

Grupo 5* Nao tratados
Camundongos infectados Grupo 6*  Tratados com 6leo de milho
com S. mansoni Grupo 7*  Tratados com 100,0 mg/Kg de 7-epi

Grupo 8*  Tratados com 300,0 mg/Kg de 7-epi

Fonte: Da autora.

4.5.1.4 Obtencao do Soro

No 1° dia apoOs o tratamento o sangue dos animais de todos os grupos foi
coletado por decapitacdo. Esse sangue foi colocado em microtubos de 1,5 mL e
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos. O soro foi separado e congelado a -20° C

para posterior analise dos parametros bioquimicos.
4.5.1.5 Dosagem no Soro

Os seguintes parametros  bioquimicos: glicose, AST (aspartato

aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), creatinina, albumina e proteina,

foram dosadas usando kits comerciais da marca Labtest®. E as condicdes de



67

realizacdo foram as descritas pelo fabricante. As andlises foram realizadas em

aparelho Analisador Automatico (Labmax 240®).

A metodologia aplicada e a reacéo utilizada em cada um dos testes podem

ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Relagdo de analitos, metodologia aplicada, tipo de reagdo e comprimento
de onda (reagentes Labtest)

Analito

Metodologia

[_A(nm)

Glicose

ALT

AST

Albumina

Proteinas Totais

Creatinina

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose. O
peroxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob agéo catalisadora da
peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilguinonimina
vermelha cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracdo da glicose na amostra (BURTIS et al.,
1986).

Cinética UV-IFCC: ALT catalisa a transferéncia do
grupo amina da alanina para o cetoglutarato com
formagdo de glutamato e piruvato que é reduzido a
lactato. A diminuigdo da absorbancia é proporcional a
atividade da ALT na amostra (BURTIS et al., 1986).

A AST catalisa especificamente a transferéncia do
grupo amina do &cido aspértico para o cetoglutarato
com formacdo de glutamato e oxalacetato. O
oxalacetato é reduzido a malato por acdo da malato
desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima
NADH é oxidada a NAD. A reducgdo da absorbancia
em 340 ou 365 nm, conseqiliente a oxidacao da NADH,
€ monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da AST na amostra (THRALL
et al., 2015).

A albumina tem a propriedade de se ligar a uma grande
variedade de &nions organicos e moléculas complexas
de corantes. O sistema de medi¢cdo se baseia no
desvio do pico de absortividade maxima de um corante
complexo (verde de bromocresol) quando este se liga a
albumina. A cor formada é proporcional a quantidade
de albumina na amostra até a concentragéo de 6,0 g/dL
(PETERS et al., 1982).

Biureto: ions cobre em meio alcalino reagem com as
ligacbes peptidicas das proteinas séricas formando cor
purpura. A cor é proporcional a concentracdo de
proteinas totais na amostra (BURTIS CA et al., 1986).
A creatinina reage com o picrato alcalino formando um
complexo de cor vermelha. A quantidade da cor
formada é proporcional a concentracdo de creatinina
na amostra (THRALL et al., 2015).

505

340

340

600

545

505

Fonte: Labtest, (www.labtest.com.br).

4.5.1.6 Anélise Estatistica


http://www.labtest.com.br/
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As analises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism (versao 5.0),
onde as diferencas entre os grupos foram determinadas por meio da Andlise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey's de comparaces multiplas.

Os valores foram considerados significativos quando p<0,005.

4.5.2 Ensaios de Genotoxicidade Versus Antigenotoxicidade, Mutagenicidade

versus Antimutagenicidade

Para esses ensaios foram feitos teste cometa, micronucleo e apoptose dos
animais infectados e néo infectados, tratados com 7-epi.

4.5.2.1 Aspectos Gerais

O estudo foi realizado no Laboratorio de Analise Nutricional e Toxicolégica in
vivo (LANTIN) da UNIFAL-MG. Para o desenvolvimento desta etapa, a metodologia
teve a supervisdo da professora Luciana Azevedo e a colaborag¢do da aluna Laila

Vieira.

4.5.2.2 Animais e Reagentes

Os animais usados neste estudo foram Camundongos da linhagem swiss,
machos, nao infectados, com aproximadamente 8 semanas de idade, com peso
médio corporal de 20-30 g obtidos do biotério central da UNIFAL-MG. Foram usados
também camundongos da linhagem swiss, machos, infectados com S. mansoni (45
dias de infecdo, conforme item 4.4.5), com peso médio corporal de 20-30 com idade
de aproximadamente 8 semanas, provenientes do biotério do Centro de Pesquisas
René Rachou/Fundacgéo Oswaldo Cruz.

Os animais foram mantidos em caixas de policarbonato em condi¢bes
ambientais controladas: temperatura de (22 + 3° C); umidade relativa do ar (55 +
10%) e um ciclo de luz 12h claro/12h escuro e agua filtrada ad libitum.

As substancias mutagénicas (Orgao-especificas) utilizadas foram:
doxorubicina (DXR) e N,N'—dimetilhidrazina (DMH), adquiridas do Sigma (EUA). As
doses, as vias de exposi¢cdo e 6rgdos-alvo desses compostos estdo descritos na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Protocolo de utilizacdo dos agentes quimicos.

Agentes Doses Vias de Tratamento Orgéo alvo
Exposicao
DXR 16,0 mg/kg Intraperitoneal  Dose Unica* Medula 6ssea
e sangue
DMH 30,0 mg/kg Oral Dose Unica* Célon

Fonte: Da autora.
* Uma Unica dose administrada no 15° dia do experimento.

Os agentes doxirrubicina (DXR) e N,N’-dimetilhidrazina (DMH) utilizados
como controle foram escolhidos por possuirem 6rgdos alvos nos materiais biolégicos
de interesse no estudo, como leucécitos do sangue e eritrcitos de medula 6ssea
para DXR e colondcitos para DMH. Esses agentes apresentam como mecanismos

de acdo a inducao de lesdes no DNA.

4.5.2.3 Delineamento Experimental

Para escolha das doses foi feito um levantamento bibliografica de estudos
gue avaliavam atividade bioldgica da 7-epi (MURATA et al., 2008; NALDONI et al.,
2009; SANTA-CECILIA et al., 2011a, 2011b, 2012). Com base nestes estudos foram
escolhidas para os testes genotdxicos e mutagénicos as doses de 10,0 (7-epi 1);
50,0 (7-epi 2) e 100,0 mg/Kg (7-epi 3), sendo esta diluida em 6leo de milho (nas
concentracfes de 3mg/mL, 15mg/mL e 30 mg/mL, respectivamente) e administradas
durante 14 dias via oral por gavagem.

Para os ensaios com a 7-epi os animais foram divididos em 16 grupos de
tratamento (Tabela 5), sendo 12 grupos de animais ndo infectados e 4 de animais
infectados com S. mansoni (45 dias de infec¢ao), tendo 8 animais em cada. Os
estudos utilizaram trés grupos controle, sendo dois controles positivos (um para
DMH e outro para DXR) e o outro controle negativo (NaCl 0,9%). Foram usados 0s
mesmos animais para analise de todos os parametros (teste de micronuceleo de
medula e de cdélon, ensaio cometa e apoptose)

De acordo com cada grupo experimental, a injecéo intraperitoneal (i.p.) foi de
DXR (16 mg/Kg p.c.) ou solucao salina. A dose de DXR foi estabelecida baseando-

se na sua eficacia de inducdo de danos cromossémicos em roedores (ANTUNES;
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TAKAHASHI, 1998). Os grupos controle negativo foram tratados de modo similar,
recebendo 6leo de milho por lavagem e solucao salina 0,9% (NaCl 0,9%).

Tabela 5 - Delineamento experimental dos testes de citotoxicidade

Grupo Tratamento Animais
G1* (controle positivo) DXR***
G2* (controle positivo) DMH****
G3* (controle negativo) NacCl 0,9 %**
G4* (7-epi + DMH) 10,0 mg/ Kg 7-epi + DMH
G5* (7-epi + DMH) 50,0 mg / Kg 7-epi + DMH
G6* (7-epi + DMH) 100,0 mg/Kg 7epi + DMH Naio infectados
G7* (7-epi + DXR) 10,0 mg/ Kg 7-epi + DXR
G8* (7-epi + DXR) 50,0 mg/ Kg 7-epi + DXR
G9* (7-epi + DXR) 100,0 mg / Kg 7-epi + DXR
G10* (7-epi + NaCl 0,9 %) 10,0 mg/ Kg 7-epi + NaCl 0,9 %
G11* (7-epi + NaCl 0,9 %) 10,0 mg/ Kg 7-epi + NaCl 0,9 %
G12* (7-epi + NaCl 0,9 %) 10,0 mg/ Kg 7-epi + NaCl 0,9 %
G13* (7-epi) 10,0 mg/ Kg 7-epi
G14* (7-epi) 10,0 mg/ Kg 7-epi Infectados
G15* (7-epi) 10,0 mg/ Kg 7-epi
G16* (controle negativo) NaCl 0,9 %**

Fonte: Da autora.
* n=8;** NaCl 0,9% (m / v) = dose equivalente (10,0 mL/Kg p.c.) ao peso do animal**DXR =

doxorrubicina (16,0 mg/Kg) agente intercalante de DNA e indutor de lesdes pré-neoplasicas em
células da medula 6ssea.****DMH = N,N’ — dimetilhidrazina (30,0 mg/Kg) agente alquilante e

composto clastogénico.

Todos os animais foram pesados a cada dois dias para verificar o
desempenho de crescimento e utilizacdo de nutrientes dos camundongos nao

infectados e infectados, alimentados com dieta comercial e tratados com a 7-epi.

4.5.2.4 Ensaio de Cometa

No 14° dia de tratamento os animais receberam DXR (16,0 mg/kg) ou DMH

(30,0 mg/Kg) via intraperitoneal ou NaCl 0,9% conforme 0s grupos experimentais. E
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apos 24 horas os animais foram eutanasiados com hiperdose de anestésico
Ketamina/Xilasina (0,1mg/Kg e 0,05 mg/Kg, respectivamente).

O teste do cometa (Figura 8) foi realizado conforme Azevedo et al. (2003 e
2007), seguindo técnica descrita por Singh et al. (1988), com modificacdes

introduzidas por Speit e Hartmann (1999), utilizando células de sangue periférico e

figado.
Laminabase
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Figura 8 - Representacao esquemética do teste do cometa
Fonte: Da autora.

Para estes testes foi utilizado o ensaio de cometa alcalino para avaliar a
inducao dos danos ao DNA da 7-epi expostas a 10,0, 50,0 e 100,0 mg/Kg.

4.5.2.4.1 Solugdes para o ensaio do Cometa

Para a realizacdo do ensaio do cometa foi necessario preparar as seguintes
solugdes: (a) Solucdo de Hanks estoque, cloreto de potassio (KCI) 0,4 g, fosfato
monobasico de potassio (KH,PO,4) 0,06 g, Hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO3)
0,35 g, Cloreto de sodio (NaCl) 8,06 g, Fosfato dissédico (Na;HPO) 0,048 g, glicose
1,0 g, EDTA dissddico 7,44 g, agua Milli-Q gsp 1000 mL. (b) Solucéo de lise estoque
com 2,5 M de NaCl, 100,0 mM de EDTA e 10,0 mM de Tris, pH 10. (c) Solucéo de

lise preparada no momento do uso com 1% de Triton X-100, 10% DMSO e acrescido
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de solucéo lise estoque. (d) Solucdo de EDTA com 3,72 g em 50,0 mL de agua
destilada, (e) solugdo de NaOH com 100,0 g em 250,0 mL de agua destilada, (f) o
tampéao de eletroforese foi preparado no momento do uso com 10,0 mL de EDTA e
60,0 mL de NaOH em 2,0 L de agua destilada a 4°C, pH 13. (g) Solucdo de
neutralizacdo com Tris a 0,4 M, a 4°C, pH 7,5. (h) Solugédo de PBS concentrado 20
vezes com 180,0 g de NaCl anidro, 27,3 g de Na,HPO, anidro, 4,85 g de
Na;H,PO,4.H,0 e agua destilada, g.s.p. 1,0 L, pH entre 7,2 e 7,6. (i) Para o ensaio
foram utilizadas agarose ponto de fusdo normal (85° C) (Sigma) (1,29 diluido em 80
mL de PBS 1x, a 37°C) e (j) agarose de baixo ponto de fusdo (32° a 45° C) ou Low
melting point LMP (Sigma) (0,05¢g diluido em 10,0 mL de PBS 1 x, a 37°C) para 50

laminas.
4.5.2.4.2 Procedimento Experimental

ApoOs eutanasia por hiper dose de anestésico (0,1mg/Kg Ketamina/0,05 mg/Kg
Xilasina (e o sangue e o figado foram coletados dos camundongos infectados e néo
infectados tratados com 7-epi, DXR, DMH e NaCl 0,9%, 24 horas ap0s a injecao
intraperitoneal de solugdo salina ou DXR. O sangue foi coletado por puncao
cardiaca, uma porc¢ao (17,0 pL) de sangue com EDTA foi suspendida em 180,0 uL
de agarose LMP.

As suspensdes celulares do figado foi preparada utilizando 0,4 g de figado
com 2000 pL de solucédo de Hanks gelada em uma placa de Petri e cortados em
pedacos com uma tesoura, apos foi filtrado e o sobrenadante foi recolhido.

a) Preparo das laminas

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo
normal diluida a 0,5% em solucdo de PBS (Livre de Ca®" e Mg?") a temperatura de
60°C e mantidas em temperatura ambiente até completa solidificacéo.

Foram adicionados 80 pL da mistura de sangue com agarose nas laminas
pré-cobertas com agarose e sobrepostas com laminula para uniformizar a
distribuicdo do material na lamina e mantidas a 4°C para solidificacdo da agarose.
Da mesma forma foram feitos com as células do figado onde 80 pL da mistura de

figado com agarose foram adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose



73

sobrepostas com laminula para uniformizar a distribuicdo do material na lamina e

mantidas a 4°C para solidificagéo.

b) Lise celular

ApGs a solidificacéo da agarose, as laminulas foram delicadamente removidas
e as laminas foram imersas em solucédo de lise a 4°C e mantidas por, no minimo 1

hora abrigadas da luz.

c) Neutralizagdo e eletroforese

Ainda ao abrigo da luz, as laminas foram imersas em uma solucdo de
neutralizacéo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese preenchida com o tampao de
corrida alcalino a 4°C. A eletroforese foi conduzida a 14 V e 12 mA ou 0,5 V/cm, por
60 minutos a 4°C. Apés eletroforese as laminas foram novamente neutralizadas por

5 minutos e neutralizadas em etanol 100%.

d) Coloracédo e analise das laminas

A coloracdo das laminas foi realizada com GelRed. As laminas foram
analisadas em microscépio de fluorescéncia e classificadas de acordo com
intensidade e o tamanho da cauda do cometa. Foram analisadas 100 células por
lamina, de cada animal em aumento de 200 vezes em microscopio de fluorescéncia,
com filtro verde. A avaliacdo dos danos do DNA foi realizada usando o sistema de
analise de imagem Comet Score, cujos parametros avaliados sdo comprimento e

intensidade da cauda do cometa.
4.5.2.5 Teste de Micronucleo (MN)
No 14° dia de tratamento os animais receberam DXR (16,0 mg/kg) ou DMH (30,0

mg/Kg) via intraperitoneal ou NaCl 0,9% conforme os grupos experimentais. E ap6s
24 horas foi realizada a eutanasia dos animais.
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4.5.2.5.1 Micronucleo de medula

As andlises de MN em medula 6ssea foram realizadas conforme apresentado
em Azevedo et al (2010) seguindo Macgregor et al (1987). Foi analisado o total de
1000 células por animal em microscépios Nikon, com objetiva de 100 x (por
imersao).

Os animais foram eutanasiados apdés o tratamento. A medula Ossea foi
retirada do fémur que tiveram suas extremidades cortadas para expor o canal
medular. A agulha de uma seringa de 1,0 mL previamente preenchida com 1,0 mL
de soro fetal bovino (SFB) foi inserida firmemente na abertura do fémur, injetando o
SFB, de modo a empurrar a medula para dentro do tubo previamente marcado com
o cbdigo do animal.

O material da medula 6ssea foi ressuspendido em SFB e homogeneizado. A
suspensao de células foi centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL de SFB.

Duas gotas da suspensdo homogénea foram pingadas em uma lamina,
previamente identificadas com cédigo dos animais e um esfregaco foi realizado. As
laminas foram secas a temperatura ambiente. Foram preparadas trés laminas de
cada animal.

ApoOs secas, as laminas foram colocadas em cubas de coloracdo contendo
corante Leishman (Eosina azul de metileno) e coradas por 3 minutos. Apds esse
tempo, foram transferidas para outra cuba contendo corante Leishman diluido em
agua destilada na proporcdo 1:6, onde permaneceram por 15 minutos. Depois, as
laminas foram lavadas com agua corrente, em seguida, com agua destilada, para
retirar p excesso de corante. As laminas foram secas em temperatura ambiente, por
24 horas. A quantidade da coloragao foi avaliada e as laminas foram montadas e
guardadas em caixas.

As células foram contadas diferencialmente em microscépio com aumento de
100x (por imersdo), os eritrécitos normocromaticos (NCE) ou maduros (células
rosadas) e os eritrocitos policromaticos (PCE) ou jovens (células arroxeadas). Apos
essa contagem, foram contadas 1000 células PCE para detectar a ocorréncia de
MN.

Os resultados foram expressos em frequéncia de eritrécitos policromaticos

micronucleados em 1000 PCE por animal.
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4.5.2.5.2 Micronucleo de coélon

Para o teste de mutagenicidade em enterdcitos foram utilizados coélons dos
animais dos grupos controle negativo, dos tratados e daqueles que receberam DMH.
Os colons foram retirados e lavados com 0,9% de NaCl para remover detritos fecais,
aberto longitudinalmente no sentido do anus ao ceco e depois enrolados com pinga
formando os chamados swiss rolls (MOOLENBEEK; RUITENBERG, 1981). Os swiss
rolls foram fixados em formalina neutra a 10%, embebidos em parafina (Paraplast,
CML, France), seccionados através do rolo (5 pum) fixados em lamina e corados com
Feulgen-fast green apés hidrdlise por 1 hora a 60 - 65° C em HCI 5 N. Para cada
animal foram contadas 1000 células epiteliais, com auxilio de contador manual de
células em microscépios Nikon, com objetiva de 100 x (por imerséo), as quais foram
classificadas como normais ou micronucleadas (POZHARISSKI et al.,, 1979;
VANHAUWAERT et al., 2001).

4.5.2.6 Apoptose

Os indices de apoptose de enterécitos foram quantificados utilizando os
swissrolls corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e levadas a microscopia. Para
determinacao de indices de apoptose, foi calculada a taxa de apoptose como a
porcentagem de células em apoptose (células com nucleo condensado ou
fragmentado, formando corpos apoptéticos) em relagcdo ao namero total de células
epiteliais de cada cripta de acordo com DIAS et al., (2006).

4.5.2.7 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism (versao 5.0),
onde as diferencas entre os grupos dos testes de cometa de sangue e de figado,
micronucleo de medula éssea e de colon e apostose foram determinadas por meio
da Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey's de comparacdes
multiplas.

Os valores foram considerados significativos quando p<0,005.
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4.6 ESTUDOS ESQUISTOSSOMICIDA

Para os estudos parasitologicos foram avaliados a carga parasitaria e o

oograma dos animais infectados e tratados com 7-epi.

4.6.1 Infecgdo dos Camundongos

Camundongos da linhagem swiss, machos, infectados com S. mansoni (45
dias de infecdo), com peso médio corporal de 20,0-30,0g, com idade de
aproximadamente 8 semanas, nascidos e criados no biotério do Centro de
Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz, foram infectados por via
subcutanea, com 100 + 10 cercérias (conforme item 4.4.5 de S. mansoni (cepa LE).

segundo a técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968).

4.6.2 Delineamento Experimental

Quarenta e cinco dias apos a infeccdo os animais foram separados em 4
grupos com 10 animais em cada grupo (Tabela 6), e foram tratados via oral durante

5 dias consecutivos.

Tabela 6 - Delineamento experimental dos testes parasitolégicos* n=10

Grupo 1 N&ao tratados
Camundongos infectados Grupo 2 Tratados com **6leo vegetal extraido do milho
com S. mansoni Grupo 3 Tratados com 100,0 mg/Kg de 7-epi
Grupo 4 Tratados com 300,0 mg/Kg de 7-epi

Fonte: Da autora.
**solvente usado para diluir a 7-epi

4.6.3 Contagem de Vermes

Cinco dias ap0s o tratamento, os animais foram eutanasiados por fratura
cervical. A perfuséo foi realizada seguindo-se a técnica descrita por Pellegrino e
Siqueira (1956), resumidamente: o contetdo visceral foi exposto; figado e
mesentério separados pela ligadura da veia renal e a veia porta foi seccionada. Com
o auxilio de uma agulha, acoplada a um pipetador automatico (Brewer), contendo

solucéo salina 0,85% heparinizada, essa solucéo foi injetada na aorta descendente,



77

permitindo, assim, a perfusdo do sistema porta e das veias mesentéricas,
recuperando-se os vermes presentes. Adicionalmente foi realizada a perfuséo do
figado através da injecdo de salina 0,85%, heparinizada, no hilo hepatico. Os
vermes foram coletados em placas e petri, contados e separados em macho, fémea
e acasalados com auxilio de uma lupa.

A atividade da 7-epi foi avaliada considerando a média do niUmero de vermes
e as taxas de distribuicdo de verme no mesentério e figado (PELLEGRINO et al.,
1962).

4.6.4 Oograma

O oograma foi feito cortando um fragmento de + 1,0 cm da porc¢éo distal do
intestino delgado, essa por¢éo foi esmagada entre lamina e laminula de plastico e
observada ao microscopio Optico para caracterizacdo dos ovos. O oograma é
considerado alterado na auséncia de ovos nos estagios iniciais de desenvolvimento
(PELLEGRINO et al., 1962).

4.6.5 Anédlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism (versao 5.0),
onde as diferencas entre os grupos foram determinadas por meio da Andlise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey's de comparacdes mdultiplas.
Os valores foram considerados significativos quando p<0,005.

4.6.6 Analise Histopatolégica dos Animais Infectados

Na analise histopatolégica foram avaliados a quantidade e o tamanho dos

granulomas, bem com o infiltrado inflamatério tecidual.
4.6.6.1 Analise Histomorfométrica dos Granulomas
Os figados dos animais foram extraidos para analise dos granulomas

hepaticos formados devido a resposta imune do hospedeiro contra os ovos de S

mansoni. Amostras de figado dos camundongos foram retirados e fixados em
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formalina 10% tamponada (pH 7,2). Apds a fixacdo histolégica, os 6rgaos foram
desidratados em concentragdes crescentes de alcool a partir de 70% até alcool
absoluto (99,8%). Em seguida os 6rgaos foram diafanizados em xilol e impregnadas
em parafina histologica fundida a 60°C.

Posteriormente, foram incluidas em parafina e cortadas em micrétomo rotativo
(Leica: modelo RM2125RT, Nussloch - Germany), obtendo-se cortes de 5 um de
espessura. As seccdes do figado foram coradas pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE) para analise histopatolégica. Para obter imagens dos tecidos utilizou-se
microscépio AxioCam ICc3 da marca Zeiss acoplado ao programa AxioVision, Na
contagem do numero de granulomas, o tecido foi visualizado com a objetiva de 2,5X,
5,0X e todos os granulomas presentes nos cortes foram contados. As areas dos
granulomas foram determinadas com lentes de 10,0X por meio da ferramenta de
contorno do programa de analise de imagens Image-Pro plus 4.5 (Media Cybernetics
Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) para avaliar possiveis diferencas de morfologia.

As medidas das areas foram realizadas apenas nos granulomas em que o

ovo de S. mansoni foi claramente observado (REIS et al., 2001).

4.6.6.2 Anélise do Infiltrado Inflamatério Tecidual

A intensidade do processo inflamatoério no figado foi investigada em cortes
corados com hematoxilina e eosina por meio da contagem do nimero de neutrofilos
e eosindfilos observadas nos tecidos de animais infectados em relacdo a
celularidade observada no grupo controle. A celularidade tecidual foi avaliada em 10
campos histoldgicos aleatorios por animal com a utilizagdo de lente objetiva de 40x
(ampliacdo de 400x). A andlise da inflamacao foi realizada utilizando o software de
analise de imagens Image-Pro® plus 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring,
Maryland, EUA) (NOVAES et al., 2013).

4.6.6.3 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism (verséo 5.0),
onde as diferengcas entre os grupos foram determinadas por meio da Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Barletts e comparagBes mdultiplas de

Newman-Keuls. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho serdo

apresentados a seguir.

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO E PORCENTAGEM DE PUREZA DA
SUBSTANCIA

O rendimento do extrato hexanico do epicarpo de G. brasiliensis foi de 8,0%.
A pureza (99,8%) e o tempo de retengéo (18,276 min) da 7-epi foram determinados

por HPLC-UV-VIS (Figura 9).

mv

8.276

0.0+

min

Figura 9 - Cromatograma obtido por HPLC-UV-VIS mostrando o tempo de retengéo
da 7-epiclusianona.
Fonte: Da autora.

Os resultados obtidos por cromatografia (HPLC-UV-VIS) mostrando a
presenca da 7-epi sdo semelhantes aos apresentados por SANTA-CECILIA et al.
(2012) em que foi comparado o perfil cromatografico com solu¢des padréo desse

composto.

5.2 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA E CARACTERIZACAO DO
PRODUTO DE DEGRADAGAO DA 7-EPICLUSIANONA
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O método analitico para determinacdo de 7-epi foi desenvolvido (triplicata)
com base nas caracteristicas fisico-quimicas desta benzofenona prenilada, como
carater acido fraco (pKa = 3,71) e lipofilicidade (Log P = 4,90, ChemDraw 12,0) A
mistura de metanol:agua (8:2, v/v) ndo apresentou resultados satisfatorios para
analise 7-epi, levando a picos com elevado fator de assimetria (> 2,0). A fase movel
composta de 0,1% (g/v) de &cido fosférico: metanol (8:2, v/v) mostrou parametros
cromatograficos apropriados para a analise de 7-epi (Figura 10), incluindo o fator de
retencdo (k') de 4,8 £ 0,5, pratos teodricos de 3179 * 45 e fator de assimetria de
1,270 £ 0,040 (Tabela 7).

1600000

7-epiclusianona
—— Amostra oxidada

1200000 \ Branco oxidado
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Figura 10 - Cromatogramas obtido por HPLC-UV-VIS mostrando o tempo de
retencdo da 7- epiclusianona e do seu produto de degradacgéo
apos estresse oxidativo.

Fonte: Da autora.

A elevada lipofilicidade da 7-epi aumenta o seu K' e para obter um tempo de
retencdo reduzido, foi empregado uma fase movel com grande percentagem de
solvente organico (80%, v/v) e taxa de fluxo de 1,5 mL min™. O pH é&cido da fase
movel aumentou o K' de 7-epi, uma vez que o composto de acido fraco foi mantido

na sua forma protonada, aumentando a sua retencdo na fase estacionaria ndo polar.
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Esta condigdo também permitiu alcangar um fator de assimetria reduzida (<1,3) e
uma boa forma de pico.

Tabela 7 - Parametros cromatograficos (HPLC-UV-VIS) obtidos na determinacédo de 7-
epiclusianona

Parametros cromatograficos

Tempo de retencéo 10,23 minutos
Fator de retencéao (k') 4,8
Pratos tedricos 3179,0
Fator Assimetria 10% 1,270

Fonte: Da autora.

A reacdo quimica da degradacdo da 7-epi na condi¢cdo de estresse oxidativo
(0,3% v/v H202) resultando na formacéo de seu produto de degradacao oxidativo foi
melhor adaptada a um modelo cinético de primeira ordem (r = 0,99875). Apés 14
horas ndo se observou uma formacdo aprecidvel do produto de degradacédo
oxidativo, apesar da concentracdo de 7-epi ter continuado a diminuir gradualmente
até 24 h. A degradacdo da 7-epi foi descrita experimentalmente como a seguinte
equacao de primeira ordem y = -0.1074x + 4.5827 (Figura 11) em que X € o tempo
(h) e y € o logaritmo natural da concentracdo de 7-epi (expresso em % de A
quantidade inicial de 7-epi).
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Figura 11 — Cinética de degradacéo da 7-epi e formacéo do produto
de degradacéo oxidativo utilizando o método HPLC-UV
(amostragem = 3).

Fonte: Da autora.
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A pureza do pico de 7-epi na amostra submetida ao estresse oxidativo foi
avaliada pelo indice de similaridade espectral usando um detector de arranjo de
diodos em comparagdo com uma solucdo padrdo (r*>0,999). A andlise indicou que
as porcdes cromoforas representadas pela carbonila conjugada foram deslocadas
de 207, 247 e 289 nm para 7-epi para 205, 229 e 280 nm no espectro UV do produto
de degradacao oxidativa. A recuperagao da 7-epi nas condi¢cdes de estresse forcado

estdo apresentadas na Tabela 8:

Tabela 8 - Porcentagem de recuperacédo da 7-epiclusianona apés submetido as condi¢des de stress
forcado (amostragem = 3).

Condicdes de Stress Recuperacgéo + DP (%)
HCI 0,1 mol L™ - 24 h at 25°C 95,29 + 1,10
NaOH 0,1 mol L™ - 24 h at 25°C 96,59+ 1,59
Metanol:dgua, 1:1 v/v (amostra diluente) - 24 h at 5°C 95,11 +1,02
Tampao fosfato (pH 6,8) 20,0 MM -8 ha 37 °C 101,54 £ 1,46
Tampao fosfato (pH 7,4) 20,0 MM - 8 ha 37 °C 100,56 + 0,36
Exposicao a luz - 96 h em temperature ambiente 95,94 +1,97
Calor seco — 6 h at 105 °C 98,99 £ 0,12

Fonte: Da autora.

A equacgdo de calibracdo e o coeficiente de correlagdo (r) foram y =
12111.22184x - 2101,07279 e 0,99993, respectivamente. Portanto, a resposta do
detector & substancia foi linear no intervalo de concentracéo de 0,5 a 120,0 ug mL™.
LQ foi experimentalmente determinada como a concentra¢gdo mais baixa do intervalo
(0,5 pg mL™). LQ foi estabelecido de acordo com os resultados de exatiddo e
precisao, respectivamente 103,23% e 0,72%.

Os resultados para exatiddo e precisdo do método de andlise foram
considerados satisfatérios e estdo apresentados na Tabela 9. Para estes estudos, 0s
critérios adotados foram um DPR menor que 5,0% de acordo com ICH,

demonstrando que os resultados estdo em conformidade com as especificagoes.
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Tabela 9 - Preciséo e recuperacao do método analitico.

Concentragao Preciséo (DPR, n=3) | Recuperacgéo (%, n=3)
(ug mL™Y) Intradia Interdia Intradia Interdia
5,0 1,63 3,10 99,18 97,33

50,0 0,59 0,96 99,25 99,11
100,0 0,85 0,84 100,66 100,90

Fonte: Da autora.
DPR, desvio padrao relativo.

Os ensaios de estabilidade da 7-epi também foram realizados nos extratos do
epicarpo dos frutos de G. brasiliensis (extrato hexanico, acetato de etila e etandlico)
e uma adequada separacdo do composto foi observada, em que nos extratos foi
possivel observar somente a presenca do pico da 7-epi com tempo de retencdo de
12 minutos. Quando estes extratos foram submetidos ao estresse oxidativo, foi
possivel observar um novo pico proximo de 5 min e também uma diminui¢do na area
do pico da 7-epi (12 min) indicando a degradacédo da 7-epi com formac&do de um
novo produto com uma caracteristica mais polar, ao qual foi denominado de amostra

oxidada (Figura 12).
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos por HPLC-UV-VIS, apresentando o pico
da 7-epiclusianona e do produto de degradacdo nos extratos
apos o estresse oxidativo.

Fonte: Da autora.
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Também foi possivel observar que o extrato hexanico apresentou uma maior
quantidade de 7-epi em comparacdo com o0s demais, sendo isto relacionado a
lipofilicidade elevada do composto, aumentando sua particdo no solvente nao polar.
Da mesma maneira, solventes com polaridade crescente como acetato de etila e

etanol mostraram uma recuperagao menor 7-epi (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise quantitativa da 7-epi antes e apés estresse oxidativo nos extratos  etandlico,

hexanico e acetate de etila (amostragem = 3).

Ensaio antes do Recuperacédo apos
Solvente extrator stress oxidativo stress oxidativo = DP
stress + DP (mg g) (%)
Etanol 6,58 + 0,91 69,09 +1,94
Acetato de etila 33,07 £ 0,36 63,45 + 2,43
Hexano 156,37 + 0,47 69,59 + 1,26

Fonte: Da autora.
DP = desvio padréo.

A solubilidade da 7-epi em agua foi determinada pelo método de agitacdo em
equilibrio (3,39 + 0,61 ug mL™). Estes resultados indicam que a 7-epi € um composto
pouco soluvel em agua, demonstrando que este método de analise pode ser uma
ferramenta auxiliar em estudos de pré-formulacdo para caracterizar as propriedades
fisico-quimicas da benzofenona prenilada. A elucidacado do produto de degradacédo
oxidativo foi realizada primeiramente por LC-MS/MS onde foi possivel determinar a
massa do ion molecular, bem como o padrdo de fragmentacdo. Os resultados
obtidos utilizando ESI (eletrospray negativo) indicaram massa de ions moleculares
de 501,3 e 517,3 m / z, respectivamente, para 7-epi e seu produto de degradacédo
oxidativa. Para ESI +, os resultados indicaram 503,3 e 519,3 m / z, respectivamente,
para 7-epi e seu produto de degradacdo oxidativa. Estes resultados indicaram a
introducdo de um atomo de oxigénio na estrutura 7-epi. O padrédo de fragmentacao
de 7-epi usando ESI - indicou o ion em grande abundancia a 417,2 m / z seguido de
363,2, 295,1, 347,1, 432,2 e 279,1 m / z. Para o produto de degradacao oxidativa, o
padrdo de fragmentacdo usando ESI - indicou o ion em grande abundancia em
343,2 m / z, seguido de 433,2, 379,2, 448,2, 325,1, 259,1, 219,1 e 1210 m/ z. O

fragmento 121 m / z foi associado a fragmentacdo da unidade éster, que é



caracteristica da benzofenona prenilada inovadora descrita em

observada na estrutura 7-epi (Figura 13).
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Figura 13 - Padrdo de fragmentacdo da A) 7-epiclusionona (501,3 m / z) e B) seu produto de
degradacéo oxidativa (517,3 m / z) analisado por LC-MS / MS usando ESI -.

Fonte: Da autora.
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As analises feitas no ultravioleta demonstram que parte do espectro foi

mantido. Todavia o cromoéforo das carbonilas conjugadas foi alterado conforme

mostra a Figura 14.
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Figura 14 - Curvas de absor¢do no UV mostrando (A) 7-epiclusianona e (B) o produto de
degradacédo oxidativo da 7-epiclusianona.
Fonte: Da autora.

Os espectros de absorgéo na regido do IV (Figura 15) evidenciaram bandas

de estiramento C=0 de éster (1732 cm™) que s&o tipicas de 1750 a 1730 cm™. Antes
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do processo oxidativo havia apenas até 1726 cm™ que era da carbonila isolada. As
carbonilas conjugadas continuaram sendo observadas, porém em menor proporgao.

Apareceram estiramento O-H de grupos hidroxilas ndo queladas em bandas largas
em 3300 cm™.
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Figura 15 - Espectros no infravermelho mostrando a 7-epiclusianona e seu produto
de degradacéo oxidativo.
Fonte: Da autora.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 16) indicaram o mesmo padrdo de
substituicio no anel para 7-epi e seu produto de degradagcdo, contendo 5
hidrogénios adjacentes agrupados em 2H (dupletos, ou seja, vizinhos de 1H), 2H
(tripletos, vizinhos de 2H) e 1H (tripleto, vizinho de outros 2H). Estes resultados
indicam que a introduc&o do oxigénio nao ocorreu no anel benzeno.
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Figura 16 - Espectro de RMN de ‘H a 300 MHz (A) 7-epiclusianona (CD;OD), (B) 7-
epiclusianona oxidada (CDsOD)
Fonte: Da autora.

Os espectros de RMN de *3C indicaram uma nova carbonila de éster em 170
ppm (Figura 17), mostrando correlagdo com os hidrogénios do anel aroméatico

(dupleto) a trés ligacoes (32), isto visto pelo mapa de contorno no espectro de HMBC
(Figura 18).
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Figura 17 - Espectro de RMN de '*C a 300 MHz (A) 7-epiclusianona (CDCls), (B)
7-epiclusianona oxidada (CDCly).

Fonte: Da autora.

A comparacdo dos dados de RMN'C e de RMN'H da 7-epi e da 7-epi
oxidada sugere o deslocamento quimico no C10 que antes era visualizado em
194,43 ppm apds o estresse oxidativo foi observado em 170,63 ppm. Assim a

comparacao destes dados (Tabela 11) sugere a presenca de uma nova carbonila de
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éster, ou seja, a adicdo de um atomo de O na molécula, o que € confirmado por

estudos de LC-MS/MS.

Tabela 11 - Comparacédo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono (d¢)
e de hidrogénio (64) da 7-epiclusianona e da 7-epiclusianona oxidada,

obtidos do espectro de RMN"*C e RMN'H registrados a 300 MHz

7-Epiclusianona

7-Epiclusianona oxidada
6C 6H 6C 6H
C
1 60,42 - 58,82 -
2 196,43 - 197,94 -
3 116,42 - 116,55 -
4 194,13 - 164,59 -
5 66,66 - 68,7 -
6 48,18 - 48,34 -
7 46,73 - 46,55 -
9 207,97 - 208,3 -
10 194,43 - 170,63 -
11 137,05 - 130,21 -
21 134,40 - 133,98 -
26 132,45 - 132,48 -
31 134,19 - 133,98 -
CH
7 48,18 1,22 46,55 1.25
12,16 128,56 7,57 130,21 8.075
13,15 127,60 7,35 128,42 7.53
14 132,45 7,52 134,42 7.62
20 119,25 5,18 119,33 517
25 123,83 4,94 122,63 5.17
30 119,25 5,16 119,33 5.17
CH,
8 39,46 2,12 40,36 2.14
19 25,82 2,76 27,18 2.72
24 28,74 2,15 29,91 2.14
29 30,52 2,68 31,95 2.44
CHs;
17 21,71 1,01 23,31 1
18 25,82 1,01 23,31 0.84
22 16,87 1,65 17,93 1.65
27 24,56 1,63 17,93 1.58
28 16,67 1,50 26,91 1.47
32 16,81 1,71 26,91 1.65
33 25,67 1,71 17,93 1.65

Fonte: Da autora.
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Uma vez que HMBC (Figura 18) correlaciona cada carbono aos hidrogénio
proximos, permitindo mapear quais hidrogénios estdo na vizinhanca de cada
carbono. Desta forma, pode-se observar a correlacdo do carbono em 170 ppm da
carbonila de éster com os hidrogénios do anel aromatico (8,1 e 7,5 ppm) orto e meta
em relacdo a ela (J e %J).
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Figura 18 - Espectro de gHMBC a 300 MHz para 7-epiclusianona oxidada (CDCl3).
Fonte: Da autora.

Resultado semelhante foi encontrado por WANG et al. (2016) em que reacdes
envolvendo tricetonas com compostos oxidantes resultam em uma reacgao
envolvendo a benzofenona natural Oblongifolin C (Figura 19) com peroxido (acido
paracético) e que resultou na incorporagdo do oxigénio pela transformacgédo do
sistema b, b’-tricarbonilico em um composto com grupamento ester, corroborando
com nossas observacoes. Isto ocorre devido ao fato das estruturas estarem em
equilibrio cetoendlico.
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Figura 19 — Estrutura quimica do Oblongifolin C.
Fonte: WANG et al. (2016).

Neste caso, uma reacao radicalar com peroxido (H,O,) faz com que um
radical naquela posicdo seja estabilizado com as carbonilas, para justificar a
presenca de grupos OH, vistos no infravermelho, sdo frutos de estruturas em
equilibrio cetoendlico da estrutura proposta que pode conter somente carbonilas ou
carbonilas com hidroxilas (Figura 20), além da mudanca no espectro de absorcao no
UV-Vis.
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Figura 20 - Reacdo de radicais livres induz o estabelecimento de um equilibrio cetoendlico de 7-
epiclusianona, resultando na formacé&o de seu produto de degradacéo oxidativa.
Fonte: Da autora.

5.3 DETERMINACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO DA 7-EPICLUSIANONA

Para esses testes 0 sangue foi coletado e centrifugado para obtencdo do
plasma, os quais foram congelados a -80°C até o momento das analises. E foram
utilizados para o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica e para
determinacao de 7-epi em plasma por UPLC-MS/MS e a caracterizacdo do perfil

farmacocinético.
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5.3.1 Desenvolvimento e Validacdo do Método Bioanalitico Para Quantificacéo

De 7-Epiclusianona em Plasma de Camundongo

O método desenvolvido atende todos os parametros de aceitacdo da RDC
27/2012, apresentou-se linear, preciso e exato, sendo adequado para a
quantificacdo do analito de interesse em plasma de camundongo. Os
cromatogramas apresentados na Figura 21 mostram o0s picos obtidos para as
substéancias analisadas. Cada cromatograma representa um canal (relagdo m/z) da

andalise.
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Figura 21 - Analise cromatografica da por UPLC-MS/MS: (A) diazepam (PI) e (B)
7— epiclusianona.
Fonte: Da autora.

5.3.1.1 Linearidade

A relacdo entre concentragao e resposta foi definida por meio de uma curva

analitica contendo seis concentragdes distintas. O método mostrou-se linear na faixa
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de concentragédo de 50,0 a 7500,0 ng/mL de plasma com coeficiente de correlacéo

linear (R?) maior que 0,98, como pode ser observado pela Figura 22:
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Figura 22 — Curva analitica da 7-epiclusianona em plasma de camundongo

Fonte: Da autora.

5.3.1.2 Precisao e Exatidao

A precisdo e exatidao intracorridas e intercorridas estd demonstrada na

Tabela 12 abaixo, de forma que, os valores obtidos s&o inferiores a 15%,

demonstrando que o método pode ser considerado preciso e exato.

Tabela 12 - Precisdo e exatidao intracorridas e intercorridas referente ao método analitico para
quantificacdo de 7-epiclusianona em plasma por UPLC-MS/MS.
(continua)
LIQ CQB cQm CQA
(50 ng/mL) |(75ng/mL) | (200ng/mL) | (750ng/mL)
< Precisédo
= 4,93 6,28 7,04 2,27
®] (DPR%)
Z Intracorrida n=6
< Exatid&o
g 8,54 -3,22 -7,28 -14,04
O (EPR%)
)
& Precisédo
5 Intercorrida n=3 12,36 8,13 7,97 7,44
~ (DPR%)
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Tabela 12 - Preciséo e exatiddo intracorridas e intercorridas referente ao método analitico para
quantificacdo de 7-epiclusianona em plasma por UPLC-MS/MS.
(concluséao)
LIQ CQB CQM CQA

(50 ng/mL) |(75ng/mL) | (200ng/mL) | (750ng/mL)

Exatiddo 12.36 8,13 7.97 7.44

(EPR%) -1,87 -8,39 -9,39 -12,49

Intercorrida n=3

Fonte: Da autora.

5.3.1.3 Efeito Residual

Em relacéo ao efeito residual, ndo foram observados picos interferentes apés
a injecdo das amostras branco depois do LSQ.

Os resultados observados em relacdo ao efeito matriz demonstraram
coeficientes de variacdo (CV) dos FMN relativos a todas as amostras inferiores a
15%, como demonstrado na Tabela 13.

Tabela 13 - Efeito matriz referente ao método analitico desenvolvido para quantificacdo de 7-
epiclusianona em plasma por UPLC-MS/MS

COB COA
(75 ng/mL) (750 ng/mL)
7 - EPICLUSIANONA FMN 4,75 711

CV (%)

Fonte: Da autora.

5.3.1.4 Estabilidade

A determinacdo da estabilidade é um estudo importante para demonstrar que
ndo ocorrem degradacfes quimicas da molécula durante os ensaios in vitro. Pode-
se considerar que de acordo com os resultados apresentados na Tabela 14, a 7-Epi
permaneceu estavel, pois os desvios CQB e CQA estdo dentro dos valores aceitos
pela ANVISA.
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Tabela 14 - Testes de estabilidade referente ao método bioanalitico desenvolvido para quantificacao
de 7-epiclusianona em plasma por UPLC-MS/MS

CcQoB CQA
(75 ng/mL) | (750 ng/mL)
Preciséo
6,61 8,86
Ciclo de congelamento (DPR%)
e descongelamento Exatiddo
-8,23 -11,09
<Z,: (EPR%)
o Preciséo
Z 13,43 12,88
< (DPR%)
a Curta duragéo ..
> Exatidéo
O -3,74 -10,17
o (EPR%)
L
~ Precisio
2,06 511
(DPR%)
Pds - processamento
Exatid&do
9,28 13,95
(EPR%)

Fonte: Da autora.

5.3.2 Farmacocinética da 7-Epiclusianona em Camundongos nao Infectados e

Infectados com S. mansoni

O método desenvolvido para quantificacdo da 7-epi foi aplicado as amostras
de animais n&o infectados e infectados com S. mansoni tratados com 7-epi. Os
valores obtidos estdo apresentados na Figura 23 e na Tabela 15.

Em estudo anteriormente realizados pelo nosso grupo de pesquisa, a 7-epi
apresentou uma acdo importante contra vermes adultos, cercarias e
esquistossdmulos de S. mansoni, in vitro (CASTRO et al., 2015). A toxicidade da 7-
epi também foi avaliada e n&o foi observada toxicidade significativa em células de
mamiferos (PEREIRA et al., 2010). O presente estudo mostrou pela primeira vez a
administragdo de 7-epi em camundongos nao infectados e infectados com S.
mansoni, comparando dados com um grupo controle. Apés cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (MS/MS), os perfis farmacocinéticos para o
grupo controle e infectados foram construidos usando escala de logaritmica (Figura
23). E foi observado uma maior absorgéao da 7-epi nos camundongos nao infectados

em relacdo aos camundongos infectados.
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Figura 23 - Curva da concentracdo plasmatica versus o tempo para a 7-epiclusianona apés
administrag&o de dose oral Unica de 15 mg/kg a camundongos Swiss (n = 6 por
tempo de amostragem)

Fonte: Da autora.

Os dados obtidos, como mostra na Tabela 15, mostraram que nos
camundongos infectados S. mansoni, houve um aumento da area sob a curva (AUC-
©) (20846 vs 32438 ng.h/mL) e uma diminuicdo da depuracao total aparente (0,006
vs 0,004 L/h/kg) da 7-epi em comparagdo com o grupo nao infectado. O acumulo de
7- epi no plasma pode ser explicada pela reducdo do clearance. Por conseguinte, o
aumento da meia-vida (1,73 vs 6,11h) e a Cmax foi reduzida (5427,5 vs 3321,0
ng/mL), também em comparacdo com os animais do grupo nao infectado. O tmax
(tempo no qual essa concentracdo foi atingida) ndo apresentou diferenca estatistica

significativa (p <0,05).

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos estimados apds administracdo oral de 7-epiclusianona
(15 mg/kg) em camundongos infectados e camundongos néo infectados. Mediana, IC
95% e valor de p (n = 6).

(continua)
Parametros N&o infectados Infectados p value
20846* 32438
AUC (h.ng/mL) 0,001
(13542 - 27122) (25534 - 40579)

Cl/f (L/Ih/Kg) 0,0006 * 0,0004 0,015
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Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos estimados apés administracdo oral de 7-epiclusianona
(15 mg/kg) em camundongos infectados e camundongos néo infectados. Mediana, IC

95% e valor de p (n = 6).
(concluséo)

Parametros N&o infectados Infectados p value
(0,005 — 0,001) (0,0003 — 0,0005)
L 1,73* 6,11
t'/5 (h) 0,001
(1,00 — 2,30) (4,70 — 7,54)
1,12 1,01
tmax (h) 0,937
(0,81 -1.38) (0,64 — 1,55)
54275 * 3321
Cmax (ng/mL) 0,002
(4439,6 - 6342,4) (2922,9 — 3741,1)

Fonte: Da autora.
* Mann-Whitney test, p<0,05.
AUC = éarea sob a curva, Cl= clearance, t1/2 = tempo de meia vida, Cmax = concentracdo

plasmatica maxima.

O figado dos camundongos infectados com S. mansoni apresentou grande de
namero granulomas proveniente dos ovos desse parasito. O granuloma é constituido
de um ovo rodeado por um grande numero de células inflamatérias e células
fibrocisticas leucocitarias (TOUSSON et al., 2013). TOUSSON et al., 2013
observaram que as principais lesGes histopatoldégicas da esquistossomose sé&o
devido a alguns fatores como granuloma, infiltracdo difusa de células inflamatorias,
eosindfilos e células mononucleares, além de fibrose. Da mesma forma, EL-
BANHAWEY et al. (2007) declararam que a esquistossomose provoca alteracdes
necroticas nos tecidos do figado.

Segundo DE LA TORRE-ESCUDERO et al., (2015), a redugao na depuragao
e na meia-vida prolongada no grupo dos animais infectado, pode ser associada ao
mecanismo patoldégico de lesdo no figado. Estes dados podem ser explicados pelo
fato de que quando os camundongos séo infectados com S. mansoni ocorre uma
mudanca na expresséo de isoenzimas CYP (citocromo P450) e também a atividade
das enzimas que metabolizam a substancia na fase | podendo provocar as
alteracdes nas atividades do figado. Consequentemente podem-se alterar as acdes
terapéuticas dos medicamentos que sdo metabolizados principalmente pelo sistema
P450, quando administrada a pacientes com esquistossomose. Em camundongos

com esquistossomose em fase cronica, ocorre a regulacéo negativa da atividade de
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CYP. Neste momento, 0os vermes estdo maduros, os granulomas hepaticos estao
com o tamanho méximo e a reac¢do imunoldgica aos ovos do parasita esta instalada.

Portanto foi possivel observar que a 7-epi foi absorvida apo6s administracao
oral em camundongos e a sua eliminacdo foi baixa, com uma meia-vida de
eliminacdo de 6,11 h (Tabela 16) para os grupos infectados. Como ensaio pré-
clinico, os dados mostraram que h& uma diferenca importante entre os grupos
infectados e os néo infectados, isso provavelmente ocorre devido a lesées no figado.
A infeccdo humana apresenta as mesmas caracteristicas, particularmente no figado,
devido a hepatotoxicidade associada com o antigeno dos ovos e com as lesfes
fibroticas (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). Sendo assim todos os medicamentos
prescritos para este tratamento devem ter a sua dose ajustada, uma vez que o

problema ocorre no figado e este é o principal 6rgao metabdlico.

5.4 ENSAIOS DE TOXICIDADE DA 7-EPICLUSIANONA

Os resultados dos ensaios de toxicidade serdo apresentados a seguir.

5.4.1 Avaliagdo dos Marcadores Bioquimicos de Toxicidade

As transaminases como a alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato
aminotransferase (AST), entre outras aumentam como resultado de alteracfes
metabdlicas no figado como a administracdo de toxina, doencas hepaticas tais como
esquistossomose, cirrose, hepatite, cancro do figado e ictericia (ROBINSON et al.,
2014). Elevacdes moderadas, leves e graves dos niveis de ALT e AST no figado
pode ser usada para determinar a extensdo do dano hepatico (WANG et al., 2015).

ALT e AST sao enzimas que ajudam as atividades quimicas dentro das
células. Essas enzimas séo liberadas no sangue quando ha lesdo celular, entretanto
0s niveis aumentados de ALT e AST também podem ser devido a efeitos colaterais
de farmacos.

Nos camundongos nao infectados e tratados com as duas concentracéo de 7-
epi ndo houve alteragcdes nos marcadores de toxicidade hepatica, como AST e ALT,
assim pode-se presumir que a 7-epi hao tem efeito toéxico significativo para o figado
(Figura 24). Entretanto nos camundongos infectados a concentracdo sérica dessas

enzimas encontra-se aumentado tanto nos grupos controles (controle e controle com
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6leo) quando nos tratados com as duas concentracdes de 7-epi (100 e 300 mg/kg)

com isso podemos concluir que o tratamento ndo altera a lesédo hepatica.
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Figura 24 -  Avaliacdo sérica da Aspartato aminotransferase (AST), da Alanina aminotransferase
(ALT) nos animais do grupo néo infectado e infectados (45 dias de infec¢&o) tratados 5
dias consecutivos com 7-epiclusianona  (P<0,05). *ns = sem diferenca estatistica.

Fonte: Da autora.

Para a avaliagdo do comprometimento organico dos camundongos infectados
foi realizada a dosagem da concentracdo de albumina sérica e de proteinas totais,
45 dias apés a infecgao.

A albumina é uma proteina sintetizada pelo figado, evita que fluidos vazem
dos vasos sanguineos para os tecidos. Um figado danificado ira sintetizar menos
albumina em comparacdo com um figado normal. A sintese de albumina é afetada
ndo apenas pela doenca hepatica, mas também pelo estado nutricional, equilibrio
hormonal e pressdo osmotica. O figado € o Unico local de sintese de albumina
(LYNDA et al., 2014).

Para avaliar possiveis danos hepaticos, foi dosada a concentragdo sérica de
albumina e proteinas totais, os resultados de albumina e da proteina (Figura 25) nos
camundongos nao infectados indicam que a 7-epi ndo induziu danos hepaticos
guando comparado com o controle, indicando o funcionamento normal do figado na
sintese de albumina. Nos animais infectados ndo houve alteracdo nos niveis de
albumina e proteinas totais quando comparados com os animais ndo infectados. Os

resultados aqui apresentados concordam com a hipotese defendida por SMITHERS
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e WALKER (1961), além de ATTA et al. (1981) de que a hipoalbuminemia
esquistossomatica € transitoria, ha diminuicdo na concentracdo desta proteina nos
soros dos animais infectados nas 5.2, 6% e 7.2 semanas e ha um retorno aos niveis

normais na 8.2 semana de infeccéo.

ns
4+ ns —

Albumina (g/dL)
N
1
Proteina (g/dL)

) O S O O S S
‘@6 ¢ NE Q\‘Jr ("@5 % Q‘\‘l— Q\‘l—
\Q;(' © 06\ Q@ & P 0& \)
o & e & S F S
< N R N N >
& R L &K &
N A’ & \& A N
S & 0 o (@) S o ) Q
ST T S
¢ & & & ¢ & & < &
& @ ¢ S N
& & & SR §
»O PRe) 0
NN &

Figura 25 - Avaliacdo sérica da albumina e proteinas totais nos grupos néo infectados e infectados
(45 dias apés infecgdo) e, tratados durante 5 dias com 7-epiclusianona (P < 0.05).
Fonte: Da autora.

Problemas renais em decorréncia da esquistossomose tém sido estudados
por varios autores (DUARTE et al., 2014; EID et al., 2017; NEVES et al., 2016). Para
avaliar um possivel comprometimento renal, foi dosada a concentracdo sérica de
creatinina (Figura 26). Nestas dosagens ndo foram observadas diferencas entre os
grupos infectados e nao infectados, mostrando que nem a infeccdo nem o

tratamento com 7-epi provocou possiveis danos renais nos camundongos.
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Figura 26 - Avaliacdo sérica da creatinina nos animais dos grupos nédo infectados e infectados (45
dias de infeccdo) tratados por 5 dias consecutivos com 7-epiclusianona (P < 0.05).
*ns = sem diferenca estatistica

Fonte: Da autora.

S. mansoni sdo seres anaerbdbios facultativos e usam a glicose do seu
hospedeiro para obtencédo de energia (ALI et al., 2015). De acordo com a Figura 27
podemos observar que a 7-epi ndo alterou o0s niveis séricos de glicose nos
camundongos nao infectados, jA nos camundongos infectados houve uma reducao
nos niveis séricos de glicose, entretanto a 7-epi ndo foi capaz de elevar esses
niveis.

De acordo com ALI et al.,, (2015) uma consequéncia importante da lesao
hepética é a estimulacdo da glicolise, que se manifesta por uma marcada reducéo
nos niveis de glicemia plasmética, glicose hepatica e glicogénio. A degradacéo e o
reabastecimento do glicogénio ocorrem através do corpo do parasito, confirmando a
inibicAo da respiracdo aerObia e a estimulagdo da glicolise anaerobica. Este
metabolismo da glicose, através do glicogénio, deve ajudar a manter um baixo nivel
de concentracdo de glicose livre e assim promover a difusdo de glicose suficiente
para os tecidos mais profundos. Essa estimulacéo da glicélise também foi observada
nos camundongos com 49 dias apos a infecgdo por S. mansoni . No entanto, foi

observada ainda uma diminuicdo significativa da glicose hepatica para os
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camundongos infectados na sexta semana ap0s a infeccdo. Isto provavelmente
ocorre devido a manipulacdo ativa e adaptacdo dos parasitos ao hospedeiro,
também relataram que a destruicdo do tecido hepatico resulta na incapacidade do
figado para metabolizar proteinas e gorduras ou utilizar a glicose e armazenar o

glicogénio, levando a anemia e perda de peso corporal.
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Figura 27 - Avaliagdo sérica da glicose nos grupos ndo infectados e infectados (45 dias de infecgéo)
tratados com por 5 dias consecutivos7-epclusianona (P<0,05).

Fonte: Da autora.
*ns = sem diferenca estatistica

O soro contém informag@es importantes, cuja determinacdo pode servir como
alvos para analisar a toxicidade de substancias candidatos a farmacos para cura de
doencas (ALI et al., 2015). Neste estudo foi possivel avaliar que a 7-epi é uma
substancia que nao induz toxicidade quando analisamos 0s parametros bioquimicos
dos camundongos nao infectados, entretanto ela néo foi capaz de reverter os efeitos

toxicos causados pela doenca.
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5.4.2 Avaliacao dos Efeitos Genotoxicos, Antigenotoxicos Mutagénicos e
Antimutagénicos da 7-Epiclusianona

Todos os animais foram pesados a cada dois dias para verificar o
desempenho de crescimento e utilizacdo de nutrientes dos camundongos né&o
infectados e infectados, alimentados com dieta comercial e tratados com a 7-epi.

Como monstra a Figura 28 podemos observar que através do teste de Tukey
(com 5% de significancia) ndo houve variacdo estatistica (p<0,05) significativa de
consumo de racdo e ganho de peso entre todos 0s grupos experimentais, incluindo

0s controles.

5.4.2.1 Andlise do Teste Cometa em Células de Sangue e Figado, Analise de
Eritrocitos Micronucleados de Medula, de Colondcitos Micronucleados e

Presenca de Células Apoptéticas no Colon.

Para realizar esse tipo de estudo, a DMH tem sido usada como agente
carcinogénico completo, pois induz as etapas de iniciagdo e promog¢do em estudos
de carcinogénese de colon, possui alta especificidade para o célon de varias
espécies de roedores (ALLAMEH et al., 2013). E considerado um agente indireto,
uma vez que os produtos de seu metabolismo induzem a formacao de adutos de
grupos metil no DNA, mutacdes pontuais, separacao aberrante de cromatides irmas
e induz apoptose no colon aumentando a proliferacdo de colondcitos (NOVAES et
al., 2016).

No presente trabalho foram realizadas analises in vivo a fim de avaliar os
efeitos mutagénicos da 7-epi em relagcdo aos danos que ocorrem espontaneamente.
Os efeitos mutagénicos e antimutagénicos foram investigados pelos ensaios de
cometa e testes de micronucleos, utilizando-se variacdo entre 6rgdos e tipos
celulares. Assim, os resultados do teste de cometa em leucdcitos do sangue e em
células do figado foram comparados aos testes de micronucleos de eritrécitos de
medula O0ssea e complementados pelos testes de micronucleos e apoptose de
enterdcitos, a fim de determinar os efeitos da 7-epi de uma forma mais ampla.

Para avaliar os possiveis efeitos protetores da 7-epi, foi escolhido, além da

DMH, a DXR como controle positivo, ou seja, como agente indutor de danos ao
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DNA, uma vez que esses farmacos sdo frequentemente empregados em
investigacgdes utilizando biomarcadores de danos no genoma.

5.4.2.1.1 Avaliacéo dos testes do Cometa em células do sangue e figado

Para o teste do cometa foram utilizadas células do sangue periférico e células
do figado dos animais em estudo. Para ambos foram utilizados como endpoits os
parametros Tail lenght, % de DNA in tail e Tail moment. O Tail moment reflete
medidas do menor tamanho detectavel de migracdo de DNA (refletido no tamanho
do comprimento da cauda) e do niumero de quebras de DNA (representado pelo %
de DNA na cauda), demonstrando a relacao entre as quebras e o arraste do material
genético (JAIN et al., 2015).

O comprimento da cauda de cometas (Tail lenght) expressa
proporcionalmente a magnitude do dano causado ao DNA das células analisadas,
uma vez que, quanto mais e menores forem os fragmentos do nucledide, maior
arraste apresentardo durante a corrida de eletroforese, sendo a % de DNA in Talil,
representa a densidade de particulas de DNA durante a quebra do material genético
(Figura 29) (GORE et al., 2016).

Figura 28 - Teste do Cometa analisado em microscépio Nikon RI2, com aumento
de 20x. A: Grupo controle tratado com Na Cl 0,9% célula sem danos
no DNA; B: células com extenso dano no DNA grupo tratado com DXR.

Fonte: da autora.
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Os resultados da avaliacdo dos cometas no software Comet Score mostraram
diferencas entre o controle negativo NaCl 0,9%(G3) e positivo DXR (G1) em todos
0s parametros analisados, em ambos os testes, evidenciando a sensibilidade do
meétodo para detectar lesbes gendmicas.

LesOes persistentes no DNA podem levar a um aumento da mutagénese pela
maior probabilidade de ocorrerem erros devido a uma replicagdo em molde alterado,
as quais podem ser superiores a capacidade de correcdo do sistema de reparo
(BAUSINGER; SPEIT, 2016).

Analisando o parametro comprimento da cauda nas células do figado (% de
Tail lenght) (Figura 30) foi possivel observar que a 7-epi 2 (grupo G8 50 mg /Kg de
7-epi + DXR) (50,32%) e a 7-epi 3 (grupo G9 100 mg /Kg de 7-epi + DXR) (55,91%)
foram capazes de proteger a célula dos danos causados pelo agente anti-neoplasico
DXR (grupo G1) (100,0%), da mesma forma, no parametro momento da cauda (%
Tail moment) (Figura 30) essa protecao também foi observadas na 7-epi 2 (40,58%)
entretanto na % de DNA na cauda (% de DNA in tail) (Figura 30) essa protecao néo
foi observada nas 3 doses analisadas, 7-epi 1(grupo G7 10 mg /Kg de 7-epi + DXR)
(91,7%), 7-epi 2 (67,2) e 7-epi 3 (90,2%). Nos grupos tratados com NaCl com as trés
diferentes concentracdes de 7-epi quando comparados com o controle negativo
NaCl 0,9% foi possivel observar que a 7-epi ndo induz lesédo no DNA das células do
figado em nenhum dos trés parametros avaliados e no grupo dos animais infectados
foi observado, nos trés parametros, que a doenca nao foi capaz de induzir lesdo no

DNA das células do figado.
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Figura29 - Cometa em células do figado: Tail Length —
comprimento da cauda, % DNA in Tail - % DNA na
cauda, Taill Moment — momento da cauda, de
cometas dos grupos; n = 8. ***p<0,05.

Fonte: Da autora.
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Analisando os parametros do cometa nos leucécitos de sangue periférico
podemos observar que nos parametros % de comprimento da cauda e % de
momento da cauda as 3 doses de 7-epi foram capazes de proteger a célula dos
danos causados pela DXR, 7-epi 1 (70,63%), 7-epi 2 (15,93%) e 7-epi 3 (33,3%), 7-
epi 1 (62,87%), 7-epi 2 (5,19%) e 7-epi 3 (6,95%), respectivamente. Ja no parametro
% de DNA (Figura 31), as duas maiores doses apresentaram efeito protetor 7-epi 2
(32,86%) e 7-epi 3 (21,96%). Nos grupos tratados com NaCl com as trés diferentes
concentracdo de 7-epi quando comparados com o controle negativo NaCl 0,9% foi
possivel observar que a 7-epi ndo induz lesdo no DNA das células do figado em
nenhum dos trés parametros avaliados e no grupo dos animais doentes foi
observado, nos trés parametros quando comparados com o controle negativo NaCl

0,9%, que a doenca nao foi capaz de induzir lesdo no DNA das células do sangue.
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Nossos resultados apontam que a 7-epi ndo induziu genotoxicidade nos
leucécitos do sangue nem nas células do figado dos animais néo infectados, em
nenhuma das trés concentracdes avaliadas (10,0, 50,0 e 100,0 mg/Kg). Ainda foi
possivel observar que as maiores concentracao de 7-epi (50 e 100 mg/Kg ) protegeu
as células do sangue e do figado, dos animais néo infectados, do efeito genotoxico
da DXR. Também foi possivel concluir que a doenca néo induz genotoxicidade para
células do sangue e do figado.

Da mesma forma estudos feitos para avaliar a mutagenicidade e os efeitos
antimutagénico de Roupala montana (FRANCIELLI DE OLIVEIRA et al.,, 2014),
Silimarina (BORGES et al.,, 2016) e Camu Camu (LANGLEY et al, 2015)
demonstraram que essas substancias nao foram capazes de induzir mutagenicidade
sendo ainda capaz de proteger a célula contra a acdo citotoxica de um agente

mutagénico.

5.4.2.1.2 Avaliacéo dos eritrécitos de medula e de colonécitos micronucleados

O Teste de MN é um ensaio in vivo amplamente utilizado para deteccdo de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e de agentes aneugénicos (que
induz aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal). O MN é uma estrutura
presente no citoplasma de células em divisdo, que possui caracteristicas
cromatinicas semelhantes as do nucleo principal e sdo formados por fragmentos
acéntricos ou por cromossomos inteiros que atrasam durante a anafase. Eles
aparecem nas células filhas em decorréncia de danos induzidos nas células
parentais. Os fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras podem nédo ser
incorporados no nudcleo principal das células-filhas apds a mitose. Uma membrana
nuclear se formara em volta do fragmento, que sera visivel como um pequeno
(micro) nucleo separado do nucleo principal da célula. Os MN podem ser formados a
partir de um cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da célula,
ou no proprio cromossomo (ARALDI et al., 2015).

O teste de micronucleos pode detectar efeitos citotoxicos com a razao
PCE/NCE. Quando a proliferagcédo normal das células da medula 0ssea € afetada por
um agente citotdxico, h4 uma reduc¢do no numero de eritrocitos imaturos, PCE em
comparagdo com o numero de eritrocitos maduros, NCE, reduzindo assim a taxa de
PCE/NCE (AQUINO; PERAZZO; MAISTRO, 2011)
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Avaliando o grupo positivo/DXR, foi possivel observar (Tabela 16) um aumento
significativo na frequéncia de MNPCE (3,41% de células micronucleadas) quando
comparada ao grupo de controle negativo NaCl 0,9% (0,81% de células
micronucleadas), validando o ensaio in vivo . Para analisar o efeito antimutagénico
da 7-epi, foram comparados os grupos G7, G8 e G9 que receberam diferentes
concentracdes de 7-epi (10,0 50,0 e 100,0 mg/kg) e tratados com DXR (30 mg/kg),
com o grupo controle positivo(G1/DXR) dos animais néo infectados.

Foi possivel observar que a exposicdo dos animais as diferentes
concentracbes da 7-epi (G7, G8 e G9) induziram reducdo na frequéncia de MN
(Tabela 16), correspondente a 81,21%, 43,71% e 60,75%, nas doses de 10 mg/kg;
50 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente. Comparativamente, estes valores foram
menores que 0s apresentados no grupo controle positivos (G1/DXR). Demonstra-se,
assim, que ha efeito protetor da 7-epi sobre as células da medula 6ssea de
camundongos expostos a droga indutora DXR (30,0 mg/kQ)

Em relacdo ao controle negativo (G3/NaCl) dos animais néo infectados,
comparados com os grupos (G10, G11 e 12) que receberam as trés diferentes
concentracbes da 7-epi com NaCl 0,9% (m/v), ndo houve diferenca estatistica
(p<0,05) significante, demonstrando que essa substancia ndo apresenta efeitos

toxico/mutagénicos acima do espontaneo.

Tabela 16 - Os efeitos da 7-epiclusianona nas frequéncias de eritrécitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) na medula 6ssea de camundongos

(continua)
. MN Reducéo

Grupos/tratamento C'\élu(:zs PCE NCE P%EE/N MNEPC %MN (%) Zoagg
G1/Controle Positivo DXR ~ 6/12000 4545 2956 1.5 155 3.41 100
G7/Epi 1 + DXR 8/16000 645.9 3541 1.8 8.4  1.30% 81.21 38.02231
GB8/Epi 2 + DXR 7/14000 4950 3794 13 113 2.27* 43.71 66.64223
G9/Epi 3 + DXR 7/14000 665.2 4913 1.4 122 1.83* 60.75 53.63439
G3/Controle Negativo
NaCl 9/18000 681.0 4344 1.6 55  0.81* 23.68197
G10/Epi 1 + NaCl 6/1200 486.1 2633 1.8 2.3  0.46* 13.57178
G11/Epi 2 + NaCl 7/14000 593.0 407.0 15 6.1  1.04* 30.37511
G12/Epi 3 + NaCl

7/14000 509.8 365.3 1.4 46  0.91* 26.6046

G13/infectados + 7-epi 1 6/12000 461.4 2886 1.6 50  1.08* 31.77738
Gl4linfectados + 7-epi 2 8/16000 591.9 4051 1.5 81 137 40.25275

G15/infectados + 7-epi 3 5/10000 399.3 225.8 1.8 3.0 0.75* 22.03325
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Tabela 16 - Os efeitos da 7-epiclusianona nas frequéncias de eritr6citos policromaticos
micronucleados (MNPCE) na medula 6ssea de camundongos

(conclusao)
MN Reducéo
Ne de PCE/N [ MNPC | | N % de
Grupos/tratamento Celulas PCE NCE CE E %MN (%) dano
G16/infectados + NaCl 7/14000 529.1 345.9 1.5 6.6 1.25* 36.71384

DXR: doxorubicina 30,0 mg/kg; NaCl: 0.9%10,0 mL/kg (veiculo); Epi 1: 10,0 mg/kg; Epi 2: 50,0 mg/kg;
Epi 3: 100,0 mg/kg.; NCE: eritrocito normocromatico; PCE: eritrdcito policromatico; MN:

células micronucleadas. 2.000 células analisadas/animal; n= nimero animais por grupo. p< 0.05 (X2).
Fonte: Da autora.

* Diferenca estatistica quando se compara o controle positivo DXR (G1) e os demais grupos.

Quando se analisa o grupo controle infectado com S. mansoni (G16)
observou que a doencga induz mutagdo quando comparada com o grupo controle
negativo (G3). Esse efeito toxico ndo é tdo acentuado quanto o da DXR, mas
demonstrou ser diferente do controle negativo, pois o dano esta acima do
espontaneo (0,81%) (Tabela 17).

O teste de MN de co6lon vem sendo muito utilizado devido ao fato das células
epiteliais intestinais serem as primeiras a ter contato com os resultados da ingestéo
alimentar e compostos. Além disso, estas células possuem grande capacidade de
turnover (renovacao), facilitando a deteccao de efeitos clastrogénicos e aneugénicos
em compostos quimicos ndo detectados pelo teste de microndcleo de medula (UNO
et al., 2015)

A identificacdo de efeito lesivo em enterécitos do célon pela presenca de
micronudcleos foi realizada comparando-se que 0s grupos experimentais tratados
com a 7-epi nas trés diferentes concentragdes, com o controle negativo (G3) e com
0 grupo controle positivo (G2) que recebeu 30 mg/kg de DMH.

A validagéo deste ensaio in vivo foi dada pela resposta do grupo positivo/DMH
(Tabela 17), o qual exibiu aumentos significativos na frequéncia de MN (1,65% de
células micronucleadas) quando comparada ao grupo controle negativo/NacCl (0,44%
de células micronucleadas).

! Observou-se que a exposicdo dos animais ndo infectados as diferentes
concentracdes da 7-epi (G4, G5 e G6) + DMH, também induziram a diminuicdo na
frequéncia de MN nos colondcitos (Tabela 17), apresentando reducdo de
micronucleos de 74,38; 99,17 e 96,22% nas trés doses de 10,0, 50,0 e 100,0 mg/kg,

respectivamente, quando comparados com o controle positivo (G2/DMH).
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Estes resultados confirmam também o efeito protetor da 7-epi nas trés doses
avaliadas em relacdo a substancia indutora DMH, sobre as células do epitélio

intestinal em todas as concentracdes analisadas.

Tabela 17 - Efeitos da 7-epiclusianona em frequéncias de colon6citos micronucleados

%

Grupos/Tratamentos -Loétlillgse gtiglt:: Células/cripta ;?é?:)gﬁc?s;lgzz % MN RESAUI\?éO % dano
G2/DMH 6,000 151 39.74 99 1.65 100
G4/Epi 1 + DMH 6,000 151 39.74 45 0.75* 74.38  45.4545
G5/Epi 2 + DMH 6,000 186 32.26 27 0.45* 99.17 27.2727
G6/Epi 3 + DMH 7,000 188 37.23 34 0.48* 96.22  29.4372
G3/NaCl 5,000 130 38.46 22 0.44* 26.6667
G10/Epi 1 + NaCl 5,000 132 37.88 27 0.54* 32.7273
G11/Epi 2 + NaCl 6,000 194 30.93 37 0.61* 37.3737
G12/Epi 3 + NaCl 5,000 130 38.46 18 0.36 21.8182
G13/infectados + Epi 1 7,000 166 42.17 45 0.64* 38.961
Gl4/infectados + Epi 2 6,000 143 41.96 39 0.65* 39.3939
G15/infectados + Epi 3 5,000 120 41.67 31 0.62* 37.5758
G16/infectados + NaCl 5,000 132 37.88 26 0.52 31.5152

DMH: N,N-dimetilhidrazina 30,0 mg/kg; NaCl: 0.9% 10,0 mL/kg. p< 0.05 (X?).
Fonte: Da autora.
* Diferenca estatistica quando se compara o controle positivo DMH (G2) e os demais grupos

Da mesma forma dos enterécitos na medula éssea, os grupos (G10, G11 e
12) que receberam as diferentes concentragdes da 7-epi + NaCl ndo apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05) significante comparados com o controle negativo
(G3/NaCl), demonstrando novamente que essa substancia ndo apresenta efeitos
toxico/mutagénicos além do espontaneo.

Nos animais infectados com S. mansoni, 0 grupo controle negativo
(Gle/doente + NaCl) ndo apresentou diferengca estatistica (p<0,05) quando
comparado com o grupo controle negativo dos animais sadios (G3/NacCl), indicando
gue o parasito ndo induz mutacao.

A diminuicdo do numero de micronucleos observado em colondcitos e
eritrocitos policromaticos de medula éssea dos animais que foram tratados com a 7-
epi indica que houve protecdo aos danos causados pelas drogas indutoras (DXR
para medula éssea e DMH para o colon), ou seja, os danos ndo foram perpetuados

e transmitidos para as células filhas durante a multiplicacéao celular.
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O presente estudo demonstrou que a 7-epi além de ndo apresentar efeito
genotoxico, foi capaz de reduzir os danos cromossémicos induzidos pela DXR e
DMH nos ensaios de micronucleo. Contudo a capacidade em reduzir a frequéncia de
MNPCEs induzidas pela DXR e pela DMH é uma indicacdo de que a 7-epi pode vir a
ser uma potente e promissora substancia quimiopreventiva.

Quanto a analise dos efeitos mutagénicos nossos resultados estdo em acordo
com Carvalho-Silva et al. (2012) que demonstraram que a 7-epi ndo causou efeitos
mutagénicos, pois nao foi capaz de induzir danos (micronucleo) no DNA de células
de medula 6ssea de camundongos. Quanto aos efeitos antimutagénicos, estudo
demonstram que alguns produtos naturais tais como, Copaifera lansdorffii (ALVES et
al., 2013), Styrax camporum (FRANCIELLI DE OLIVEIRA et al., 2012) e Solanum
lycocarpum (MUNARI et al.,, 2014) além de ndo apresentarem efeitos citotdxicos

foram capazes de reduzir a acdo citotoxica do agente mutagénico.

5.4.2.1.3 Avaliacao de células apoptéticas de colon

Quanto a apoptose, deve-se considerar que ela ocorre nas mais diversas
situacées como, por exemplo, a hematopoiese normal e patolégica, na reposicdo
fisiologica de certos tecidos maduros, na atrofia dos 6rgdos, na resposta inflamatéria
e na eliminacdo de células apdés dano celular por agentes genotoxicos,
desempenhando um papel crucial na resposta de tumores ao tratamento.
(MUKHOPADHYAY et al., 2014; WEBER et al., 2013).

A possivel inducdo a apoptose foi estudada no epitélio intestinal (Figura 34)
por ser um evento de grande importancia na erradicagdo de células que tenham
sofrido danos no DNA devido a presenca de compostos mutagénicos e/ou
genotoxicos (MUKHOPADHYAY et al., 2014).

Desequilibrios na homeostase celular podem levar ao crescimento celular
desordenado e desenvolvimento do cancer. A regulagdo dos processos de apoptose
também tem sido associada a diferentes processos de oncogénese, incluindo
iniciagdo, progressdo e metastase. Além de estar relacionada a doencas
autoimunes, Parkinson e Alzheimer (WEBER et al., 2013). Desta forma os resultados
relativos a apoptose sao complementares aos demais testes desse experimento, 0s
guais representam uma resposta protetora da benzofenona 7-epi para a fase de

iniciacdo do processo carcinogénico.
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Figura 31 - (A): Perfil de danos avaliados em eritrécitos na medula 6ssea
24 horas ap6s  administracdo de 30,0 mg/ Kg de DXR.
Eritrocito micronucleados em objetiva de 100x, a seta indica
presenca de MN. Fonte: Silva,2014.(B): Perfil de danos
avaliados em epitélio do célon 24horas ap6és administracdo
de 30,0 mg/kg de DMH. Colondcitos micronucleados em
objetiva de 100x, a seta indica presenca de MN. Fonte: da
autora. (C): Perfil de danos avaliados em epitélio do colon 24
horas apds administracdo de 30,0 mg/kg de DMH. Célula
apoptdtica em objetiva de 100x a seta indica presenca de
célula em apoptose. Fonte: da autora
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A sensibilidade deste ensaio in vivo foi demonstrada pela resposta do grupo
positivo/DMH, o qual exibiu aumentos significativos na frequéncia de apoptoses
(4,04% de ceélulas apoptoticas) quando comparada ao grupo de controle
negativo/NaCl (1,79% de células apoptoticas) (Tabela 18). As trés concentracdes da
7-epi estudadas apresentaram efeito protetor das lesées mutagénicas comparados
com o grupo negativo (5% de significAncia, x°), apresentando reducdo de 55,73,
82,53 e 111,29% de células apoptoticas, respectivamente. A reducédo do numero de
apoptoses indica que a 7-Epi protegeu as células dos danos ao DNA, ndo houve
significativo desequilibrio na homeostase celular quando comparado com 0 grupo
controle positivo da substancia indutora DMH. Consequentemente ndo precisaram
ser ativados por mecanismos de morte celular. A protecdo é constatada pelo nivel
de apoptose em escala semelhante ao grupo controle negativo, evidenciando
apoptoses que ocorreram de forma espontanea nos animais (Tabela 18).

Nos animais infectados com S. mansoni, 0 grupo controle negativo
(Gle/infectados + NaCl) ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparado com o0 grupo controle negativo dos animais nao infectados (G3/NacCl),

indicando que o parasito ndo induz processo de apoptose.

Tabela 18 - Efeitos da 7-epiclusianona em frequéncias de apoptose

. . . . %
0
Grupos/Tratamento Criptas  Células Célula/cripta Apoptose | % Cellu'las Desv~|o Reducéo
total total total Apoptoticas | Padréo A
poptoses
G2/DMH 100 2991 29,91 106 4,04 0,92
G4/Epi 1 + DMH 100 2961 29,61 82 2,79*% 0,72 55,73
G5/Epi 2 + DMH 120 3356 27,97 73 2,18* 0,53 82,53
G6/Epi 3 + DMH 140 4095 29,25 62 1,54* 0,31 111,29
G3/NacCl 80 2202 27,53 39 1,79* 0,44
G10/Epi 1 + NaCl 80 2149 26,86 42 1,98* 0,65
G11/Epi 2 + NaCl 120 3675 30,63 67 1,95* 0,77
G12/Epi 3 + NaCl 80 2143 26,79 45 2,13* 0,53
G13/infectados +
Epi 1 100 3256 32,56 55 1,87* 1,05
G1l4/infectados +
Epi 2 100 3183 31,83 90 3,00* 1,74
G15/infectados +
Epi 3 60 2097 34,95 61 2,96* 1,08
G16/Doente + NaCl 100 3396 33,96 74 2,30* 1,04

DMH: N,N’ — dimetilhidrazina 30,0 mg kg'1 m.c.; NaCl: 0.9% 10 mL kg Tm.c.; Epi 1: 10,0 mg/kg;
Epi 2: 50,0 mg/kg; Epi 3: 100,0 mg/kg. p< 0.05 (X2).
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A benzofenona 7-epi apresentou efeito protetor as mutagfes nos eritrécitos
policrométicos e em células de contato intestinal, além da resisténcia ao processo de
apoptose em enteroécitos. Segundo FELICIDADE et al. (2014), qualquer substancia
capaz de reduzir a frequéncia de mutacbes espontaneas ou induzidas,
independentemente do mecanismo de acdo, sao consideradas antimutagénica.
Sendo assim, a 7-epi pode ser considerada antimutagénica.

Esses resultados apresentados no presente estudo in vivo condizem com 0s
estudos feitos por ROCHA-SALES et al. (2016) que confirmaram as relacdes
estrutura-atividade e a utilidade potencial da benzofenona prenilada, a 7-epi, como
uma substancia com atividades antitumoral. Da mesma forma, confirma os estudos
in vitro de SALES et al. (2015) de que a 7-epi € um agente natural promissor que

apresenta multiplos efeitos inibitorios na proliferacéo de células cancerosas.

5.5 ESTUDO ESQUISTOSSOMICIDA

Os resultados obtidos com os camundongos infectados experimentalmente
com S. mansoni (cepa LE), tratados com 7-epi a 100 e 300 mg / kg de peso corporal
/ dia, durante cinco dias consecutivos, por via oral e eutanasicos no dia seguinte ao
esquema de tratamento pode seja visto na Tabela 19.

N&o houve alteracdes no oograma de todos os grupos avaliados. Além disso,
a média de vermes recuperados das veias mesentéricas dos animais tratados com
300 mg/Kg (11,6) foi menor do que os animais tratados com 100 mg / Kg (18,75);
controle de 6leo (21,0) e controle (26,7, p <0,05).

Tabela 19 - Média + DP dos resultados obtidos dos camundongos infectados experimentalmente
com +100 cercas de Schistosoma mansoni (cepa LE), tratados com 7-epi por via oral
(por cinco dias), 45 dias ap0s a infeccdo e eutanasiados um dia apés o tratamento (n =

18)
(continua)
Média da distribuicdo de ~
Esquema de Animais (n) vermes + DP Alteracéo no
tratamento Tratados Examinados | Mesentério Figado oograma
Controle 18 14 26.7+109 0.7+1.2 0
Controle dleo
de milho 18 13 21 +9.6 0.7+0.9 0
18.75 +

100 mg/Kg 18 16 19.9 25+2.0 0
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Tabela 19 - Média + DP dos resultados obtidos dos camundongos infectados experimentalmente
com +100 cercas de Schistosoma mansoni (cepa LE), tratados com 7-epi por via oral
(por cinco dias), 45 dias apds a infeccéo e eutanasiados um dia apds o tratamento (n =

18)
(concluséao)
Média da distribuicao de .
Etsqtuematde Animais (n) vermes + DP Alteracéo no
ratlamento It atados  Examinados | Mesentério Figado oograma
300 mg/Kg 18 16 11.6 +5.9 1.1+1.1 0
* Diferenca estatistica entre o grupo controle e grupo tratado com 300 mg / kg. p <0,05; SD: desvio

padrao
Fonte: da autora.

Neste estudo, o 7-epi provou ter wuma promissora atividade
antiesquistossomicida in vivo quando administrado por 5 dias consecutivos a dose
de 300,0 mg/Kg de peso corporal. Um Unico farmaco utilizado no tratamento de uma
doenca com um significado publico global como a esquistossomose corre 0 risco de
facilitar o desenvolvimento e a disseminacéo de cepas resistente aos medicamentos
especialmente porque a susceptibilidade reduzida vem sido demonstrada com
frequéncia no campo e no laboratério (VALE et al., 2017). Nesse sentido, justifica-se
a busca de alternativas para o tratamento desta parasitose (RODER; THOMSON,
2015).

Muitas plantas vém sendo estudadas para investigar seu potencial
esquistosomicidio (TEKWU et al., 2017), como Baccharis trimera (DE OLIVEIRA et
al., 2014b), a epiisopiloturina isolada de Pilocarpus microphyllus (GUIMARAES et al.,
2015); o Zingiber officinale (MOSTAFA et al.,2011), Allium cepa (MAHMOUD; RIAD;
TAHA, 2016) e Mentha vilosa (MATOS-ROCHA et al., 2013). E, mais recentemente,
nosso grupo publicou um trabalho sobre atividade schistosomicidal in vitro de 7-epi
(Castro et al.,, 2015). O 7-epi mostrou ser um composto esquistossomicida
promissor, mas testes in vivo foram relatados como necessarios para a continuidade
dos estudos.

(COUTO et al., (2011) observaram que PZQ a 200,0 mg/kg de peso corporal em
uma unica dose oral poderia recuperar 9.7 (média) de vermes adultos de
camundongos infectados com S. mansoni. No presente estudo, foi possivel mostrar
uma recuperagdo muito proxima (12,6) de vermes adultos usando 300,0 mg/kg de
peso de 7-epi durante cinco dias. Embora esses resultados sejam preliminares eles
apontam para a importancia de continuar estudos in vivo usando diferentes regimes

de tratamento e formulacdes de 7-epi para melhorar sua eficacia.
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5.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ANIMAIS INFECTADOS

Os resultados da analise dos granulomas dos animais infectados com S.
mansoni e tratados com 7-epi nas doses de 100 e 300 mg/Kg séo apresentados na
Figura 32.

Estes estudos confirmaram em parte os resultados parasitolégicos. O figado
esquistossébmico mostrou formacdo de granuloma celular fibroso com necrose
central, tecido fibroso e condensado e infiltracdo de eosindéfilo e neutréfilo em torno
do ovo. Devido a essas alteracdes, os processos metabdlitos do figado, como
armazenamento de glicogénio e metabolismo de gordura ficam prejudicados
(MAHMOUD; RIAD; TAHA, 2016).

No entanto, o tratamento com 7-epi apresentou reducédo (46,0%) significativa
(p<0,05) no didmetro dos granulomas (Figura 32) no figado dos camundongos
infectados pela esquistosomose.

A fibrose hepatica devido a esquistossomose geralmente resulta de reacdes
inflamatorias crénicas induzida por antigenos de o0vos presos nNos espacos
sinusoidais. A maioria dos distarbios fibréticos crénicos tem em comum uma irritacao
tecidual persistente, a qual contribui para a producdo de fatores de crescimento,
enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos e fibrogénicos, producéo e liberacdo de
citocinas e quimiocinas, que em conjunto estimulam a deposicdo de elementos do
tecido conjuntivo que progressivamente remodelam e destroem a arquitetura do
tecido normal (FABRE et al., 2011).

As células endoteliais estdo presentes em grandes numeros dentro do
granuloma periovular (FABRE et al., 2011). Estudos in vitro tém demonstrado que
antigenos soluveis do ovo do S. mansoni (SEA) induzem a proliferacdo de células
endoteliais e também regulam a producdo de fator de crescimento do epitélio
vascular (VEGF) e a angiogénese (MADALA et al., 2010). As células epiteliais e/ou
endoteliais produzem metaloproteinase da matriz (MMP), que rompe a membrana
basal, permitindo um recrutamento eficiente de células inflamatérias para o local da
lesdo, como também secretam fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas que
recrutam e ativam neutroéfilos, macrofagos, células B, células T e eosindfilos, que
sdo componentes importantes no reparo tecidual e consequentemente na formacao
de granuloma (MADALA et al., 2010).
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Uma vez que estudos demonstraram que a 7-epi apresenta atividade anti-
inflamatdria (SANTA-CECILIA et al., 2011a, 2011b), pode-se propor que um dos seu
alvos seria as metaloproteases ja que essa enzima é a responsavel pelo
recrutamento de células inflamatoérias para o local onde o ovo estéa inserido,

Em contraste, quando o nimero de granulomas hepaticos foi avaliado néo se
observou mudanca significativa nos camundongos tratados com 7-epi quando estes
foram comparados com os animais infectados e ndo tratados. Achados semelhantes
foram encontrados por outros autores (SHARAF EL-DEEN; BRAKAT; MOHAMED,
2017), quando avaliaram o efeito da alcachofra sobre o figado de camundongos
infectados.

Os granulomas sédo formacbes nodulares em que células de exsudato séo
exibidas em arranjos particulares para o foco inflamatério, formando estruturas com
aspectos peculiares e arquitetura que frequentemente permitem diagnosticar a
doenca mesmo sem encontrar o agente causal. Os macréfagos e seus derivados
(células epiteliais e gigantes) e células linfoides e seus derivados (particularmente
células plasmaéticas) compreendem as células necessarias no processo inflamatorio.
As células acessorias sdo compostas por eosindfilos que em certos casos, podem
prevalecer sobre as outras células, de modo que nos granulomas surgem quase
exclusivamente eosinéfilos, como é observado durante a fase aguda precoce da
forma téxica da esquistossomose. Em outros casos, porém mais raros, os neutrofilos
podem prevalecer (RASO et al., 2012; SANCHEZ et al., 2017).  Neste estudo foi
avaliado a presenca de eosindfilo e neutréfilo presente nos granulomas hepéticos
mostrando que houve um aumento significativo no nimero de neutréfilos e uma

diminuicdo no numero de eosinofilo (45,0%). (Figura 32).
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Figura 32 - Densidade de numero (QA) e area do granuloma esquistossomético no figado de
camundongos infectados e tratados com 7-epiclusianona.

Notas: gt, granulomas totais; Nt, neutrofilos, Es eosindéfilos. Os resultados para cada grupo
estdo representados como média + desvio padrdo. Diferenca estatistica entre os
grupos comparando com o grupo controle infectado (*** p<0,05), teste Bartlett’s test.

Fonte: da autora.
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6 CONCLUSOES

1) 7-EPI mostrou uma maior estabilidade térmica e quimica apds condicdes
de degradacao forcada; No entanto, a degradacdo do 7-epi ocorreu no estresse
oxidativo, levando a deteccdo de um importante produto de degradacéo oxidativo.,
indicando que um atomo de oxigénio foi estabilizado por equilibrio cetoendlico entre
duas porcdes de carbonila apdés uma reacdo com radical livre. Desta forma, o
método analitico proposto neste estudo foi uma abordagem efetiva para a
determinacdo do 7-epi em sua forma isolada, bem como para determinar seu
produto de degradacdo oxidativo, identificado como uma nova benzofenona
prenilada que nao foi relatada anteriormente.

2) Nos testes farmacocinéticos foi possivel avaliar que a 7-epi foi absorvido
adequadamente apds a administracdo oral em camundongos nédo infectados e
infectados porém nos infectados a eliminacdo foi mais baixa, com tempo de meia-
vida de eliminacéo alta.

3) Diante dos dados demonstrados neste trabalho, pode-se concluir que a 7-
epi ndo altera os parametros bioquimicos avaliados neste estudo demonstrando que
essa substéncia ndo apresenta toxicidade hepatica e renal, entretanto essa
substancia néo foi capaz de proteger esses 6rgdo dos danos causados pela infeccdo
por S mansoni.

4) Quanto aos testes in vivo para avaliacdo da toxidade da 7-epi, a partir dos
resultados obtidos no teste de cometa, testes de micronucleo de medula Gssea,
micronucleo de colon e apoptose, pode-se observar que a 7-epi ndo provocou danos
ao DNA e foi capaz de proteger dos danos provocados pela DXR e DMH.

5) Nos testes in vivo para avaliar a atividade esquistosossomicida da 7-epi
frente aos camundongos infectados, essa substancia apresentou atividade na dose
de 300 mg/Kg quando comparado com o controle infectado

6) Quando o figado foi histopatologicamente avaliado, apés administracdo da
7-epi, este ndo apresentaram diferenca no nimero de granulomas, entretanto o
didmetro dos granulomas apresentaram diminuicdo significativa assim como o

numero de eosinofilos.
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