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“Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus.

Muito, nos aproxima.’

Louis Pasteur
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RESUMO

AUGUSTO, Ronaldo de Carvalho. Avaliacdo da Influéncia do Latex Aquoso de
Euphorbia milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE) sobre o Ciclo Biologico de
Schistosoma mansoni (TREMATODA, SCHISTOSOMATIDAE) em Condigoes
Laboratoriais. 2011. 97p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A esquistossomose esta entre as doencas parasitarias mais prevalentes do mundo.
Diante da problematica do controle da infeccdo esquistossomética, a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) tem estimulado o desenvolvimento de estratégias que
objetivam a reducdo/eliminacéo do ciclo de Schistosoma mansoni em areas endémicas.
O extrato aquoso do latex de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii apresenta
relevantes caracteristicas como produto seletivo no controle da endemia em larga
escala. A presenca das formas evolutivas no ambiente (ovos, miracidios e cercarias) e 0s
periodos pré-patente e patente no hospedeiro intermediario, sdo fases criticas do
desenvolvimento do ciclo, dado que nesses periodos tais formas encontram-se mais
susceptiveis a acdo de produtos veiculados no recurso hidrico. A presente dissertacao
apresentard o formato de artigo e sera dividida em trés capitulos, sendo eles: 1- Efeito
do moluscicida E. milii var. hislopii no desenvolvimento de S. mansoni em
Biomphalaria glabrata, 2- Controle da dinamica parasitaria de S. mansoni em B.
glabrata através do tratamento de ovos e miracidios com E. milii var. hislopii e, 3-
Influéncia do latex de E. milii var. hislopii na formacdo de S. mansoni no hospedeiro
definitivo. Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a propriedade
moluscicida e esquistossomicida do produto em questdo, viabilizada pela acdo do
mesmo nas formas infectantes e nos hospedeiros intermediarios promove de forma
concomitante e eficiente o controle da transmissao e da morbidade da doenca. Um Unico
produto, natural, biodegradavel, em baixas doses, viavel ecologicamente altera o
desenvolvimento do ciclo do parasito nos hospedeiros intermediarios e definitivos,
gerando a reducdo de formas infectantes e a preservacdo das populacbes de moluscos

em seu habitat natural.

PALAVRAS-CHAVE: Controle da esquistossomose, moluscicida, esquistossomicida
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ABSTRACT

AUGUSTO, Ronaldo de Carvalho. Evaluation of the Influence of Aqueous Latex of
Euphorbia milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE) on the Biological Cycle of
Schistosoma mansoni (TREMATODA, SCHISTOSOMATIDAE) Under
Laboratory conditions. 2012. 97p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Schistosomiasis is one the most prevalent parasitic diseases in the world. With the
problem of schistosomiasis infection control, the World Health Organization (WHO)
has encouraged the development of strategies which aimed reducing / eliminating the
Schistosoma mansoni in endemic areas. The agueous solutions of latex from Euphorbia
milii (syn. splendens) var. hislopii has showed relevant characteristics such as the
selective product in the control of the disease on a large scale. The presence in the
environment of evolutionary stages (eggs, miracidia and cercariae) and the pre-patent
and patent periods in the intermediate host are critical stages in the cycle development,
as in these periods such forms are more susceptible to the action of products
administered in water. This study will be presented in article format and will be divided
into three chapters, namely: 1 - Effect of molluscicide E. milii var. hislopii on the
development of S. mansoni in Biomphalaria glabrata, 2 - Control of the dynamics of
parasite S. mansoni in B. glabrata by exposure of eggs and miracidia with E. milii var.
hislopii, and, 3-Influence of the latex of E. milii var. hislopii in the formation of S.
mansoni in its definitive host. Based on the results, we conclude that the molluscicidal
and schistosomicidal propertie of the product in question, enabled by the action of the
product in infectious forms and in the intermediate hosts, promotes concomitantly and
efficiently the control of transmission and morbidity of the disease. It is a unique
product, being natural, biodegradable, low-dose, ecologically viable and altering the
development of the parasite cycle in the definitive and intermediate hosts, leading to the
reduction of infectious forms and the preservation of mollusc populations in their

natural habitat.

KEYWORDS: Control of schistosomiasis, molluscicide, schistosomicidal
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1. INTRODUCAO GERAL

A esquistossomose € uma doenga cronica, debilitante e a mais importante
doenca helmintica humana do mundo quanto & morbidez e mortalidade. E causada por
cinco espécies de parasitos pertencentes ao género Schistosoma (Weiland, 1858): S.
haematobium (Bilharz, 1852), S. mansoni (Sambon, 1907), S. japonicum (Katsurada,
1904), S. intercalatum (Fischer, 1934) e S. mekongi (Voge, Bruckner & Bruce, 1978).
Sdo epidemiologicamente distintas, pois necessitam de diferentes hospedeiros
intermediarios para completar o seu ciclo de vida e, durante o desenvolvimento no
hospedeiro definitivo, afetam sistemas organicos distintos. As trés primeiras espécies
sdo consideradas de significativa importancia em salde publica e os moluscos
envolvidos nos seus complexos ciclos de vida sdo: Bulinus sp. (Audouin, 1827)
hospedeiro intermediario de S. haematobium, Biomphalaria sp. (Preston, 1910) de S.
mansoni e Oncomelaria sp. (Gredler, 1881) de S. japonicum. O homem é o principal
hospedeiro definitivo dos trematddeo deste género, entretanto, macacos, roedores e
ruminantes podem desempenhar importante papel epidemiolégico na manutengédo destes

parasitos.

A esquistossomose esta entre as doencas parasitarias mais prevalentes do mundo
e segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente ha 240 milhdes de
pessoas infectadas, e 700 milhdes vivem sob risco iminente de infecgdo por residirem
em éareas endémicas. Anualmente, 200 mil pessoas morrem em decorréncia direta da
doenca na Africa subsaariana. Dentre os individuos parasitados, 10% apresentam a
forma severa e mais de 100 milhdes de pessoas apresentam algum tipo de manifestacdo
clinica, constituindo assim, um grave problema de sadde puablica (WHO, 2011). No
Brasil, o Unico parasito do género Schistosoma autdctone € o S. mansoni e, segundo o
Ministério da Saude (MS), a prevaléncia da esquistossomose mansdnica é de seis
milhGes de pessoas, distribuidas nas cinco regides do pais. As populacdes com maiores
indices de infeccdo sdo as que apresentam habitos agricolas e pesqueiros, sendo as
criangas o principal grupo etério atingido, devido ao uso recorrente de recursos hidricos
contaminados para recreacdo. Atualmente, o aumento das populagdes humanas, sem o

planejamento adequado de fornecimento de dgua potavel e de tratamento de esgoto,

43



resulta no desenvolvimento de modificagfes ambientais que favorecem a manutencao

de focos de transmissdo da doenga.

Para o controle da doenga, a OMS recomenda a acdo da quimioterapia a base de
Praziquantel, para reduzir a prevaléncia e morbidade da doenca. Entretanto, apos duas
décadas de intensa quimioterapia, o indice de pessoas infectadas por S. mansoni em
todo mundo continua elevado. Aspectos como resisténcia ao composto utilizado e
reinfeccdo apOs o tratamento sdo fatores importantes para a permanéncia da alta
quantidade de individuos parasitados. Diante da problematica do controle da infeccédo
esquistossomotica, a OMS tem estimulado o desenvolvimento de estratégias que
objetivam a reducdo/eliminacgdo do ciclo de S. mansoni em areas endémicas. A presenca
das formas evolutivas no ambiente (ovos, miracidios e cercérias) e os periodos pré-
patente e patente no hospedeiro intermediario, sdo fases criticas do desenvolvimento do
ciclo, dado que nesses periodos tais formas encontram-se mais susceptiveis a acdo de

produtos veiculados no recurso hidrico.

A aplicacdo de moluscicidas, oriundos de produtos naturais nos focos de
transmissdo da doenca tem recebido especial atencdo por pesquisadores. Embora os
produtos sintéticos utilizados sejam eficazes em eliminar o molusco do foco de
infeccdo, apresentam acdo biocida em organismos ndo-alvos da flora e da fauna, além
de expressar niveis de genotoxidade e efeito carcinogénico. Produtos derivados de
plantas s&o uma alternativa aos efeitos indesejaveis encontrados nos moluscicidas
sintéticos estudados até o momento. Dentre os fitoterapicos bioativos para moluscos
hospedeiros de S. mansoni, o latex de E. milii (syn. splendens) var. hislopii apresenta-se
como o principal produto a ser utilizado em campanhas para o controle em larga escala
da esquistossomose. A exposicdo do molusco B. glabrata a diferentes doses deste
produto, acarretaram alteraces na biologia reprodutiva e nos estoques de carboidratos,
proteinas totais, uréia e acido urico, principalmente em moluscos infectados por S.

mansoni.

A solugdo aquosa do latex de E. milii var. hislopii como moluscicida natural ja
foi testado como produto seletivo no controle da esquistossomose. No entanto, estudos
acerca da sua influéncia na manutencédo do ciclo do S. mansoni, verificando a agdo na

sobrevivéncia, infectividade, ritmo de eliminag&o de cercarias e na formagdo de vermes
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adultos de S. mansoni quando cercarias foram previamente expostas ao latex de E. milii
var. hislopii ainda ndo foram publicados, tornando estes resultados inéditos e factiveis

de patente.

Considerando-se a importancia deste solucdo no combate a esquistossomose, 0
presente estudo foi elaborado com o objetivo de avaliar a agdo da concentracdo sub-letal
(CLsp) do latex de E. milii var. hislopii sobre ovos, formas infectantes (miracidios e
cercarias) e o desenvolvimento de S. mansoni nos hospedeiros intermediérios e
definitivos. Tendo em vista 0 exposto, a presente dissertacdo apresentara o formato de

artigo e sera dividida em trés capitulos, sendo eles:

1- Efeito do moluscicida Euphorbia milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE) no
desenvolvimento de Schistosoma mansoni (TREMATODA) em Biomphalaria
glabrata (PLANORBIDAE),

2- Controle da dindmica parasitéaria de Schistosoma mansoni (TREMATODA) em
Biomphalaria glabrata (PLANORBIDAE) através do tratamento de ovos e
miracidios com Euphorbia milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE),

3- Influéncia do latex de Euphorbia milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE) na
formacdo de Schistosoma mansoni (TREMATODA) no hospedeiro definitivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Doengas Negligenciadas

As Doencas Tropicais Negligenciadas (Neglected Tropical Diseases — NTDs)
representam um grupo de doengas infecciosas e parasitarias (ascaridiase,
ancilostomiase,  tricuriase,  filariose  linfatica,  oncocercose, dracunculose,
esquistossomose, Doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana, leishmaniose,
hanseniase, tracoma, dengue e malaria) que acometem principalmente paises em
desenvolvimento da Africa, Asia, Caribe e da América do Sul (Figura 1) (HOTEZ et al.
2007; IOM, 2011). Tais doencas afloram em regides onde o tratamento de &gua potével
e de esgoto sanitario sdo inadequados, o status nutricional das pessoas é deficiente, 0s
sistemas de salde sdo rudimentares e a densidade de insetos e outros vetores de doencas
sdo elevados no peri-domicilio e/ou nos principais locais de trabalho da populagéo
(WHO, 2007). O principal grupo socioecondémico afetado sdo pessoas carentes, que
vivem com menos de US$ 2 por dia, residentes no campo, em zonas de conflito ou em
regides urbanas de extrema pobreza. Nos Gltimos 40 anos, embora tenha sido observado
um intenso aumento no numero de farmacos desenvolvidos visando a reducdo dos
impactos ocasionados por diferentes tipos de patologias, apenas 1,3% foi desenvolvido
para doencas negligenciadas (LANCET, 2006).
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Figura 1. Frequéncia estimada das doencgas negligenciadas por paises no mundo. Dados adaptados de
OMS/CDS/NTD (2007).
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Estudos que utilizam dados de prevaléncia e mortalidade para mensurar a
importancia global de doengas, ndo sé&o adequados para enfermidades que possam
expressar estado cronico (BERQUIST et al. 2005). No intuito de refinar a anélise da
carga global de transtornos causados por determinada patologia, a OMS adotou o
método de Anos de Vida Perdidos Ajustados por Incapacidade (Disability-Adjusted Life
Years — DALY), esse indice estende o conceito de anos potencias perdidos por morte
prematura para incluir anos de vida deficiente devido a determinada enfermidade

(WHO, 2009) e assim, o tempo vivido sob tal condi¢édo é determinante para esta analise.

Tomando como base o DALY, as Doencas Tropicais Negligenciadas apresentam
um impacto global de 56,6 milhdes de anos perdidos (HOTEZ et al. 2007) e dentre
essas a esquistossomose contribuiu com 1.760.000 anos, seguida da Tripanossomiase
Africana (1.598.000), Dengue (653.000), Chagas (649.000) e Hanseniase (177.000)
(SIMOES, 2005). Embora represente um grande avanco sobre as formas anteriores de
estimar o real impacto das enfermidades, esse indice tem acdo limitada quanto aos
calculos do grau de sequelas mdrbidas peculiares de cada doenga e em cada grupo
etario, subestimando assim algumas enfermidades (BERGQUIST et al. 2005). Por
exemplo, quanto a esquistossomose, fatores como anemia, retardo no crescimento e
danos ao desenvolvimento cognitivo de criancas em idade escolar ndo sdo considerados.
Sendo assim, o Comité de Especialistas da OMS estima que o impacto da
esquistossomose possa chegar a 5,8 milhdes de anos de vida perdidos, ficando atras
somente da malaria e tuberculose (OLDS et al. 1999; BERGQUIST et al. 2005).

2.2.  Esquistossomose

A esquistossomose continua sendo um grave problema de saude publica em
vérias partes do mundo (Figura 2), particularmente na Africa, onde ocorrem 85% dos
casos e mais de 200 milhGes de pessoas foram infectadas no ano de 2009. Na América
Latina e no Caribe é causada exclusivamente pelo trematddeo S. mansoni, sendo
endémica em St. Lucia, Guadalupe, Martinica, Suriname, RepuUblica Dominicana,
Venezuela, Brasil e em Porto Rico (WHO, 2011).
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Figura 2. Mapa da distribuicéo E;Iobal da esquistossomose no ano de 2008. Fonte: WHO, 2011. Adaptado
pelo autor.

O helminto S. mansoni é pertencente ao filo Platyhelminthes, Classe Trematoda,
Subclasse Digenea, Ordem Strigeiforme, Superfamilia Schistosomatoidea, Familia
Schistosomatidae, Género Schistosoma (OLSON et al. 2003). Esse parasito em sua fase
adulta habita o sistema venoso de mamiferos, apresenta dimorfismo sexual e os machos
possuem um sulco ventral denominado canal ginec6foro. Tal estrutura é uma
caracteristica plesiomdrfica do género, bem como o pequeno numero de testiculos
(SILVA et al. 2008). A origem filogenética do grupo mansoni é controversa, sendo
mais aceita a teoria desenvolvida por Combes (1990), onde o centro irradiador do
género seria a Asia e ap6s migracdo parasitando pequenos mamiferos para a Africa,
houve o surgimento do grupo mansoni. A colonizacdo de hominideos ocorreu devido a

transferéncia lateral a partir de pequenos roedores (LENZI et al. 1997).

7

Atualmente, o homem é o principal hospedeiro definitivo do S. mansoni,
entretanto outros mamiferos podem atuar como reservatérios em areas de transmissdo
devido a capacidade de manter o ciclo do parasito em condi¢des naturais e laboratoriais
atuando como reservatérios (AMORIN, 1953; MALDONADO Jr. et al. 2006). Em
infeccOes naturais, os roedores mais frequentemente capturados sdo Holochilus
brasiliensis, Nectomys squamipes e com menor frequéncia em Oxymycterus sp.
(MALDONADO Jr. et al. 2006). Quanto aos animais de producdo, Modena et al. (1993,
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2008) descreveram a importancia epidemioldgica da infeccdo de bovinos pelo S.
mansoni. Tais autores sugerem que na Ultima década, devido a expansdo do agronegécio
e da comercializacdo do gado sem um controle sanitario eficiente, estes animais podem

estar colaborando com a dispersdo da doenca no pais.
2.3- Ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni

O complexo ciclo biolégico de S. mansoni € realizado em trés ambientes
distintos (limnico, molusco e vertebrado), sendo este trematddeo capaz de alterar
drasticamente sua morfologia e fisiologia durante o desenvolvimento até a fase adulta
(Figura 3). Pode-se iniciar a descri¢do do ciclo de S. mansoni com a eliminagéo, pelas
fezes do hospedeiro vertebrado, dos ovos do parasito em colecBes de agua doce. O ovo
de S. mansoni apresenta 150 um de comprimento por 65 pum de largura, com um
espiculo lateral na porgdo posterior medindo 20 pum (Figura 4). N&o apresentam
opérculos e normalmente contém uma Unica larva denominada miracidio em seu interior
(REY, 2008). Devido a associacdo de multiplos fatores como a hipotonicidade do meio,
temperatura, luminosidade e a propria movimentacdo do embrido, ha a eclosdo da larva
miracidio (Figura 5) - forma larval de vida livre - que penetra pela parte mole de
moluscos do género Biomphalaria (NEVES, 2005).
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0OS CAMINHOS DA ESQUISTOSSOMOSE - CICLO DE TRANSMISSAO
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Figura 3. Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni. Fonte: Schall et al, 2007.

Figura 4. Ovo de Schistosoma mansoni. 150pum x 60pum. Fonte: Despommier et al, 2005.
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Figura 5. Miracidio de Schistosoma mansoni. A esquerda: fotografia de microscopia sob contraste de
fase. A direita: reconstituicdo artistica da anatomia interna do miracidio, baseada em microscopia
eletrénica. Fonte: Pan, 1980.

Os miracidios séo larvas que medem entre 160-180um de comprimento por 60
um de largura. Sua regido anterior é constituida por uma papila apical (terebratorium),
glandulas adesivas e de penetracdo, além receptores sensoriais (REY, 2008). Possuem
fototropismo positivo e quando liberado do ovo, tem atividade de 8-12 horas para
encontrar e penetrar no hospedeiro intermedidrio. A localizagdo do hospedeiro €
dependente de quimiorreceptores localizados nas células nervosas do miracidio, que sdo
sensiveis a glicoconjugados presentes no muco do molusco (CARVALHO et. al. 2008).
O processo de penetracdo ocorre nas partes moles do molusco atraves de secrecdes
glandulares do terebratorium e movimentos rotatorios, tem duracdo de 3 a 15 minutos,
sendo acelerado por temperaturas mais altas (GUIMARAES, 2007). Ap6s a penetracao,
a larva perde o revestimento epitelial ciliado em um periodo de 2 horas, sendo as demais

estruturas de penetragdo, substituidas gradualmente. No segundo dia, uma nova camada
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superficial continua é formada, dando origem ao esporocisto primario ou mde. A
nutricdo e excrecdo nesse estagio evolutivo séo realizadas diretamente pelo tegumento

do esporocisto.

No 14° dia apds a penetracdo, 0 esporocisto primario se enovela e aumenta de
tamanho, apresentando de 150 a 200 células germinativas e iniciam o processo de
migracédo para a glandula digestiva e o ovoteste do molusco. Nessa fase, o esporocisto
sofre modifica¢fes anatdmicas, sendo chamado de esporocisto filho ou secundario, que
resultam na formacdo da regido anterior, onde se localiza o poro de nascimento
cercariano; regido mediana com cercarias em processo de diferenciacdo e; regido
posterior com células indiferenciadas. Apds trés ou quatro semanas de desenvolvimento
sdo formadas as cercérias (larvas infectantes para hospedeiro vertebrado) (NEVES et al.
2005). E importante ressaltar que um molusco infectado por um Unico miracidio pode
liberar milhares de cercarias durante muitos meses. Esse mecanismo é explicado pela
ocorréncia de esporocistos replicadores, capazes de produzir novas geracdes de
esporocistos produtores de cercarias. Ap6s atravessar o poro de nascimento cercariano,
a larva rompe o tegumento do molusco e entra novamente em contato com o ambiente

limnico.

A permeabilidade do tegumento da cercaria € controlada pelo glicocalix,
molécula de oligossacarideos disposta na superficie da membrana plasmatica
trilaminada. A cercaria mede cerca de 500 um de comprimento, divididos entre o corpo,
com 200 um e a cauda bifurcada, com 300um. A regido anterior do corpo cercariano é
especializada na fixacdo e penetracdo no hospedeiro, sendo formada pela ventosa oral,
ventosa ventral (acetabulo), células do sistema digestivo, excretor e nervoso, papilas
sensoriais e células germinativas responsaveis pela formacdo dos 6rgdos sensoriais na
fase adulta (Figura 6). As cercarias recem-eliminadas sdo extremamente ativas e
recebem mdaltiplos estimulos do ambiente. Seus movimentos sdo estimulados
principalmente quando sinais quimicos (L-arginina) da pele do hospedeiro entram em

contato com as papilas sensoriais (CARVALHO et al. 2008).

52



Figura 6. Cercaria de Schistosoma mansoni. Fonte: Sciencephotolibrary.com.

Ap0s o encontro com o hospedeiro definitivo compativel, inicia-se o processo de
fixacdo e penetragdo que dura em torno de 15 minutos. Segundo, Haas et al. (2002), a
fixacdo na pele do hospedeiro é estimulada por L-arginina e assegurada por ceramidas e
acilglicerdis. A penetracdo € consequéncia da conjuncdo do intenso movimento da
cercaria e secrecOes glandulares. A 2° transicdo do ambiente aquatico para o interior do
hospedeiro é novamente acompanhada de intensas modificagbes morfoldgicas e
anatdmicas. Na transicdo cercéria-esquistossdmulo, o tegumento torna-se especializado
para atuar diretamente com as trocas com o ambiente, pela perda do glicocalix. A cauda

é outra estrutura perdida e a respiracdo passa a ser anaerobia.

Depois das transformacdes, 0s esquistossomulos invadem 0s vasos sanguineos
do seu novo hospedeiro, seguindo pela circulacdo sanguinea em direcdo ao coragéo e

aos pulmdes. Ap6s uma semana, 0s esquistossdmulos podem ser encontrados no sistema
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porta intra-hepatico, onde se alimentam de sangue, crescem e amadurecem num prazo
de 28 a 40 dias. Com o amadurecimento sexual de machos e fémeas ha o acasalamento
e a formacdo do casal parasitario que se desloca contra a corrente circulatéria do sistema
porta para as veias mesentéricas inferiores e seus ramos. As vénulas da parede do reto
sdo os locais de oviposicdo das fémeas fecundas. Parte dos ovos postos cai na luz
intestinal e se misturam com o bolo fecal, sendo eliminados nas fezes. Outra parte
retorna através da circulacdo sanguinea para o figado, onde d&@o origem as granulomas

periovulares hepaticos, lesdo patognémica da esquistossomose.

2.4- Epidemiologia e Controle da Esquistossomose no Brasil

A andlise comparativa entre 0 DNA mitocondrial da linhagem de S. mansoni
Americano e Africano, sugere que a introducdo deste parasito nas Américas teve inicio
devido ao trafico de escravos realizado entre o século XVI a XIX (DESPRES et al.
1993).

Com o registro do primeiro caso de esquistossomose no Brasil, por Piraja da
Silva em 1908, iniciaram-se levantamentos epidemioldgicos para o conhecimento da
doenca no pais. Lutz & Penna (1918) durante expedi¢cdo do Instituto Oswaldo Cruz
elaboraram um extenso relatério sobre a situacdo da doenga nos estados do nordeste
brasileiro e, Madureira-Pard (1949) durante a campanha nacional de erradicacdo da
febre amarela, observou que das 6.000 amostras de exames de fezes coletadas 2,3%
apresentavam ovos de S. mansoni, sendo os estados de Alagoas, Sergipe e Pernambuco
0s mais afetados.

Atualmente, o Brasil é o maior pais das Américas em areas de transmissdo da
esquistossomose, sendo considerados endémicos os estados do Maranhdo até o Espirito
Santo, também sdo encontrados focos de transmissdo historicamente conhecidos no
Distrito Federal, Para, Piaui, Goias, Rio de janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (COURA & AMARAL, 2004).

As informacdes sobre a distribuicdo e localizacdo geografica dos moluscos
hospedeiros intermediarios da esquistossomose no Brasil sdo importantes para
determinar a localidade de ocorréncia e a abrangéncia dos sitios epidemiologicamente

ativos no pais. Tais dados sdo armazenados no bancos de dados fornecidos pela
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Geréncia Técnica de Esquistossomose da Secretaria de Vigilancia em Salde do
Ministério da Saude do Brasil, pelo Laboratorio de Helmintoses Intestinais do Centro de
Pesquisas René Rachou/Fiocruz e pelo Departamento de Malacologia do Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz. Dentre as espécies de Biomphalaria encontradas naturalmente
infectadas, B. glabrata merece especial atencdo por estar quase sempre associada a
distribuicdo da esquistossomose. De fato, B. glabrata j& foi notificada em 16 estados
brasileiros, além de no Distrito Federal, e em 806 municipios de uma area delimitada
pelos paralelos 0° 53°S (Quatipuru, PA), 29° 51°S (Esteio, RS), 53° 44’S (Toledo, PR) ¢
a linha costeira (MS, 2007).

Com base no Sistema Unico de Sadde (SUS), durante o periodo de janeiro de
1998 a abril de 2011, foram detectados 11.768 casos de internagdo hospitalar por conta
da esquistossomose, em todos os estados do pais (figura 4). Fatores como o diagnostico
impreciso e o desenvolvimento silencioso em 90% das pessoas parasitadas, mascaram o
real estado da doenca no pais, onde segundo o Ministério da Saude, seis milhdes
pessoas estdo infectadas (KATZ & PEIXOTO, 2000). E importante ressaltar que a
internacdo por conta da esquistossomose € um indicador relacionado & morbidade da
infeccdo e ndo contempla os casos leves da doenca, pois somente 0S casos graves ou

agudos sdo sintomaticos.
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Figura 7. Mapa do nimero de pessoas internadas por esquistossomose no periodo de janeiro de 1998 a
abril de 2011, no Brasil. Dados adquiridos no sistema DataSUS.

A preocupacgdo com o real estado da esquistossomose no Brasil iniciou-se com o
inquérito nacional realizado pela Divisdo de Organizagdo Sanitaria, entre os anos de
1947 a 1952 (PELLON & TEIXEIRA, 1950). Com base nesse estudo o governo federal
criou, em 1975, o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE), que a
partir de 1980 transformou-se no Programa de Controle da Esquistossomose do Sistema
de Vigilancia em Saude (PCE/SVS). Atualmente, o referido programa é reconhecido
como um dos mais ativos do mundo, devido ao intenso trabalho de vigilancia através de
levantamentos coproparasitolégicos nacionais e suas acdes ativas de pesquisas com 0
caramujo hospedeiro (WHO, 2011). As diretrizes das medidas de controle do programa
estiveram sustentadas ora na morbidade e ora no controle da transmissdo da doenca, no
decorrer dos anos de atuacao.
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Como medida para o controle da morbidade, tem sido preconizado o uso de
quimioterapicos como Oxamniquine e Praziquantel. Esses compostos promoveram a
reducdo na prevaléncia da doenga no pais, entretanto estas medidas ndo conferem
protecdo contra re-infeccGes mediante 0 novo contato com formas infectantes. Embora a
prevaléncia tenha sido claramente reduzida através dos anos, a morbidade e a

mortalidade da esquistossomose permanecem elevadas (ENGLENS et al. 2002).

Para o controle da transmissdo da esquistossomose, 0 uso de produtos quimicos
€ 0 que apresenta os resultados mais promissores. Tais medidas reduzem drasticamente
0s estoques populacionais de moluscos vetores e assim, 0 nuimero de caramujos
infectados e formas infectantes para o hospedeiro definitivo (cercérias) também sao
reduzidas. Neste sentido, o uso de produtos quimicos no combate aos caramujos vetores
tem sido uma importante ferramenta na reducdo dos niveis prevaléncia em areas
endémicas (BARBOSA et al. 2008).

Atualmente a principal medida de controle, preconizada pela OMS, é o uso do
quimioterapico Praziquantel para a reducdo da morbidade da doenca, além de controlar
outras parasitoses, como as geohelmintoses. Para reducdo da transmissdo tem sido
sugerido o uso de moluscicidas como medida complementar em criadouros de
importancia epidemioldgica. Devido a problematica da resisténcia dos quimioterapicos
e 0 surgimento de novas areas de transmissdo da doenca, o controle da esquistossomose,
com o foco nos hospedeiros intermediarios, tem sido propagado através da literatura
vigente pautado principalmente na questdo ecoldgica do uso de moluscicidas naturais.

2.4.1 - Métodos de controle da esquistossomose mansonica

A partir da década de 50, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) assume
posicdo de destaqgue na elaboracdo e estimulo a pesquisas de controle da
esquistossomose em todo o mundo (WHO, 1953). A cada década, relatdrios
descrevendo os avanc¢os alcancados e sinalizando as diretrizes para os préximos 10 anos
sdo produzidos pelo Comité de Especialista da OMS. Entretanto, ap6s décadas de a¢des
de controle da esquistossomose (BINA, 1992; BARBOSA, 1995), observamos que sua
distribuicio e prevaléncia, em escala mundial, continuam a aumentar (GUIMARAES,
2007).
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Rey (2008) discorre sobre medidas basicas que devem ser empregadas para
reduzir ou impedir a transmissao da doenca de forma imediata. As a¢0es sugeridas pelo
autor baseiam-se, principalmente, no uso de moluscicidas eficazes, com posterior
tratamento da populacdo infectada, a fim de reduzir as fontes de infeccdo. Entretanto,
pela complexidade do ciclo e as peculiaridades de cada zona endémica, ha a necessidade
do estudo epidemioldgico prévio da regido, a fim de selecionar a melhor técnica de
controle. As analises dos aspectos geograficos e socioeconémicos da localidade em

questdo sdo extremamente importantes para a eficacia do programa de controle.

No intuito de controlar a endemia de maneira preventiva, muitos pesquisadores
se dedicam a descoberta de candidatos vacinais (Tendler, et al 1996; Berquist & Colley,
1998). Dentre os candidatos vacinais, Sm14 é o Unico caracterizado por pesquisadores
brasileiros. Esse € um antigeno de 14 KDa presente no esquistossomulo e adulto. Tal
proteina oferece atividade protetora contra Fasciola hepatica, um trematddeo que causa
grandes perdas econdmicas na industria da pecuaria. Em experimentos de vacinagédo
com camundongos, a vacina conferiu atividade protetora de 67% (CARVALHO et al.
2008). Embora tais resultados sejam animadores, a vacina ndo confere protecdo total

contra a esquistossomose e ainda se encontra em fase de teste clinico.

Atualmente a OMS associa 0 controle da esquistossomose ao das geo-
helmintoses (WHO, 2002) e sinaliza como grupo de alto risco, criancas em idade
escolar e grupos que possuem forte vinculo com os recursos hidricos potencialmente
infectaveis, como pescadores, agricultores e lavadeiras (BARBOSA et al. 2008). Acdes
como: saneamento ambiental, educacdo em salde e controle ambiental dos moluscos
hospedeiros sdo medidas auxiliares ao tratamento quimioterapico (BARBOSA et al.
2008).

No que tange a esquistossomose, acdes de saneamento ambiental estdo
associadas a modificacdes ambientais para reducdo das populagdes de moluscos e ao
tratamento do esgoto sanitario antes do lancamento em corpos hidricos, impedindo,
desse modo, a contaminacdo dos hospedeiros intermediarios por miracidios
(BARBOSA et al. 2008). Essas ac¢des sdo comprovadamente eficazes para o controle e
eliminacdo de grande parte das geohelmintoses e esquistossomoses em todo o mundo.

Tais medidas, entretanto, sdo de longo prazo e necessitam de volumosos investimentos
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publicos. Curiosamente, Rey (2008) afirma que as medidas de saneamento implantadas
de forma isolada promovem efeito limitado e ressalta que as medidas devem estar

combinadas com a quimioterapia e 0 uso de moluscicidas.

Atividades referentes a educacdo em salde sdo capazes de reduzir a transmissao
da esquistossomose, através da conscientizacdo ambiental e identificacdo de
comportamentos de risco por parte da populacao residente na area endémica (MELLO-
SILVA, 2005). Com base nestes conceitos, Gazinelli et al. (2003) descreveram uma
experiéncia interventiva com alunos e professores de uma instituicdo de ensino publica
de Minas Gerais. O significado da doenca e a importancia da conservacdo do recurso
hidrico foram chaves do processo interventivo. Observou-se que a doenca nao era
considerada uma necessidade em saude e sim uma enfermidade normal, pois ndo
causava morte. O estudo foi pautado na revisdo da postura frente ao recurso hidrico,
fonte de subsisténcia para aquela populacdo. Foram propostas acdes para tornar o rio

mais saudavel e consequentemente controlar a transmissao da doenca.

Com atividades que proporcionem a sensibilizacdo da populacao para a doenca,
0s préprios moradores poderdo reconhecer 0s sintomas e buscar diagndstico e
tratamento. Além disso, serdo capazes de identificar localmente os focos de transmisséo,
pela presenca dos moluscos e assim adotar, autonomamente, medidas para o controle da

transmissao.
2.4.2 - Tratamento quimioterapico

O método de controle curativo/preventivo com base no uso de substancias
quimioterapicas tem sido intensamente estimulado pela OMS nas Ultimas décadas
devido, entre outros fatores, ao seu baixo custo e a grande eficacia com reduzida toxidez
(FENWICK et al. 2009; FENWICK & WEBSTER, 2006). A utilizacdo das drogas
Oxamniquine e Praziguantel (PZQ) no combate de S. mansoni, possibilitaram
significativa reducdo no custo do tratamento no decorrer das Ultimas décadas. Segundo
Fenwick et al. (2009), nos ultimos 20 anos, o preco por tablete de PZQ reduziu 90%,
sendo, em 2008, o custo da droga para tratar uma crianca de US$ 0,20.

O PZQ e eficaz em todas as formas de esquistossomoses. A facilidade no

tratamento por via oral, na dose Unica de 40mg/kg de peso corporal ou duas doses de 25
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a 30 mg/kg nas hiper-infec¢des, separadas por intervalo de 4 horas é um facilitador para
a eficacia do tratamento (DAVIS & WAGNER, 1979). A taxa de cura varia de 70 a
100% e os efeitos colaterais s@o raros e passageiros, consistindo principalmente em
nauseas, dor epigastrica, diarréia, tonturas e sonoléncia. Em criangas com idade escolar
promove uma redugdo na incidéncia de formas hepatoesplénicas, renal, genital, cerebral
e medular da esquistossomose (RITCHTER, 2003). Quanto ao Oxamniquine, seu uso
também é por via oral, em dose Unica de 15 mg/kg para os adultos e 20 mg/kg para as
criancas com menos de 30 kg, dividindo em duas doses com intervalo de 4 a 6 horas.
Nos pacientes ndo curados, ha reducdo da ordem de 80 a 90%, na eliminacdo de ovos e,
em geral, o tratamento € bem tolerado, mas pode provocar tonturas, sonoléncia e
cefaléia, nduseas, vomitos ou diarréia (REY, 2008). Possui contra indicacdo para
pessoas com antecedentes neuroldgicos, pois pode provocar excitacdo mental,

alucinagdes ou convulsdes, que regridem em menos de seis horas.

Olliaro et al. (2011), testaram a eficacia de duas dosagens (60 mg/kg e 40
mg/kg) de PZQ sobre as esquistossomoses (causadas por S. mansoni e S. japonicum) em
quatro sitios de infeccdo distintos (Filipinas, Mauritania, Tanzéania e Brasil). Os autores
concluiram que nao houve diferenca entre as doses do medicamento para as duas formas

da doenca e os resultados foram corroborados pela dose recomendada pela OMS.

Muitos autores situam em carater de urgéncia a necessidade do desenvolvimento
de novos grupos de bases para o controle da esquistossomose (KATZ, 2008; PICA-
MATTOCCIA & CIOLI, 2004), pois de maneira geral, o reduzido numero de
compostos utilizados para o controle de qualquer endemia, esta sujeito ao aparecimento
de linhagens resistentes e de fato, € o que tem se observado com as bases utilizadas para
a esquistossomose. A diferenca de tolerancia a Oxamniquine e PZQ (GRYSEELS et al.
2001), e a inducdo, em laboratdrio, de resisténcia a linhagens de diferentes espécies de
Schistosoma, incluindo a mansoénica, abre espaco a hipdtese que dentro de pouco tempo,
poderdo ser encontradas resisténcias, principalmente nos paises onde ha maior

utilizacdo destes medicamentos.

Atualmente, a quimioterapia associada a luta antivetorial € a arma mais eficaz no
controle da endemia no caso da esquistossomose intestinal (KATZ, 2003). Tal medida

reduz drasticamente as fontes de infeccdo humana e limita as taxas de transmisséo.
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Entretanto, o sucesso das a¢des de controle € dependente de um sistema de vigilancia
epidemiologica eficiente, que execute de maneira conjunta, a atividade contra o
hospedeiro intermediario e o tratamento dos eliminadores de ovos de Schistosoma no

ambiente.
2.4.3 - Uso de moluscicidas no controle da transmisséo da esquistossomose

Até o desenvolvimento de quimioterapicos seguros e eficazes para o tratamento
em larga escala, o controle da esquistossomose era realizado basicamente objetivando a
reducdo dos hospedeiros intermediarios (BARBOSA et al. 2008). Embora tais farmacos
tenham sido responsaveis por significativa reducdo da morbidade da doenca, a
diminuicdo na transmissdo do parasito ndo foi alcancada (OLIVEIRA, 2006). O
combate ao hospedeiro tem sido tentado por diferentes métodos que incluem: emprego
de moluscicidas sintéticos, tais como niclosamida (WHO, 1993), moluscicidas de
origem vegetal (JURBERG, 1989; SCHALL et al. 1998), modificagdo do seu habitat
natural e utilizacdo de predadores ou competidores (LARDANS & DISSOUS, 1998).
Segundo Katz (2003), programas baseados no controle da morbidade sdo insuficientes
para conter a incidéncia da esquistossomose, sendo necessarias acdes que associem
tanto a diminui¢do da morbidade como da transmisséo, interrompendo o ciclo evolutivo

do parasito.

Teles & Carvalho (2008), afirmam que apesar do desenvolvimento de drogas
altamente eficazes na diminuicdo da morbidade da esquistossomose, a Unica atividade
profilatica que apresenta a possibilidade da interrup¢do da transmissdao é o emprego de
substancias moluscicidas nos focos endémicos. O uso de moluscicidas é, em geral,
recomendado para areas rurais e urbanas onde 0s possiveis prejuizos ambientais
decorrentes do uso destes produtos ndo sdo maiores que os resultantes da propria
contaminacdo humana com detritos e dejetos (TELES & CARVALHO, 2008). A OMS
preconiza o uso de produtos oriundos de plantas em baixas doses (< de 100ppm), que resultem
em alta mortalidade de moluscos. Para o uso de plantas moluscicidas foram propostos quesitos
como: apresentar crescimento anual e adaptabilidade em diferentes condicdes locais, localizacdo
da atividade moluscicida em partes de facil regeneracdo na planta e utilizacdo preferencial em
extratos aquosos.As aplicacdes devem priorizar colecfes hidricas de pequeno porte como
acudes, lagoas, pocos e riachos de pouca extenséo, pois a quantidade e a dificuldade de

dispersdo das substancias sdo aspectos que limitam a eficiéncia das técnicas de controle.
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O uso de moluscicidas torna-se a agdo de controle com melhor relagéo custo-
beneficio em regides onde ha dificuldade de acesso ao PZQ, seja pela logistica do
tratamento em massa ou pelo valor do medicamento. De acordo com o Comité de
Especialistas no Controle da Esquistossomose (WHO, 1973), é notdrio que projetos que
se baseiam somente no uso de substancias moluscicidas tem um claro impacto na
incidéncia e infecgdo da esquistossomose. Tal medida foi utilizada com sucesso nos
programas de controle de Gana, Tanzania, Egito e Japdo (WEBBE, 1985). Em outros
paises, como Brasil e Zimbabue, foi possivel observar intensa reducéo na prevaléncia da
infeccdo apos a associacdo de tratamentos quimioterdpicos com o uso de moluscicidas
em seus programas (PAULINI et al. 1972; SHIFF et al. 1973).

O uso de substancias moluscicidas em campanhas de controle da
esquistossomose no Brasil baseou-se exclusivamente na utilizacdo de niclosamida (2°,5-
dicloro-4’-nitrosalicilanilida), um sal de etanolamina distribuido comercialmente como
Bayluscide®. Este produto é altamente eficaz quando comparado com outros

moluscicidas sintéticos, sendo ativo para caramujos a partir de 0.50g m™.

Dentre os estudos realizados para avaliar a acdo deste produto em diferentes
situacBes eco-epidemioldgicas, Barreto & Prata (1971) utilizando apenas aplicacfes
bimensais, em Taquarandi (Bahia), tendo como controle Caatinga do Moura (Bahia),
obtiveram reducdo significativa na abundancia de caramujos na area experimental,
sendo menor o didmetro dos caramujos sobreviventes ao tratamento. Utilizando
metodologia similar, Paulini & Dias (1971) reduziram em 97% o indice de caramujos
infectados pelo S. mansoni em cinco areas de Belo Horizonte, MG, onde a populacao
tinha caracteristicas mais urbanas que nas comunidades estudadas no Nordeste.
Takougang et al. (2006), utilizando a dose de 0,50 g/m3 aplicado em duas vezes de
0,25 g/m3 obtiveram alta mortalidade entre 0os caramujos alvos e baixa letalidade
para peixes, sapos e girinos. Os autores reconhecem que os efeitos sobre outros
organismos aquaticos diminuem a aceitabilidade do Bayluscide® e sugerem que mais
estudos sdo necessarios para avaliar arelacdo custo-beneficio desse produto no

controle da esquistossomose.

Apesar dos promissores resultados obtidos a partir do Bayluscide®, este

composto, nas doses recomendadas, apresenta atividade biocida em organismos nao-
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alvos como plantas e animais, genotoxicidade e efeito carcinogénico (HAMED, 2010).
Estes fatores, associados ao alto custo do produto, a possibilidade de recolonizacéo ap6s
a interrupcdo do tratamento, a alta toxicidade ecologica e a resisténcia desenvolvida
pelo uso exclusivo em individuos do género Biomphalaria, sdo fatores limitantes para o
uso oficial deste composto em programas de controle de larga escala (MELLO-SILVA
et al. 2006; HAMED 2010). Neste sentido, pesquisas de compostos de origem vegetal,
com atividade moluscicidas em baixas doses, biodegradaveis, mais baratos e menos
agressivos ao ambiente tem sido intensamente pesquisadas (MELLO-SILVA et al.
2006; SINGH et al. 2010; VASCONCELLOS & AMORIN, 2003; LIMA, 2010;
HAMED, 2010; YADAV & JAGANNADHAM, 2008; SCHAL et al. 1998;
AUGUSTO et al. 2011).

Dentre os grupos botanicos pesquisados, espécimes da familia Euphorbiaceae
apresentam atividade moluscicida maior que qualquer moluscicida sintético para
hospedeiros intermediarios de parasitos de importancia médica e veterinaria (SINGH &
AGARWAL, 1984). Das espécies pertencentes a esta familia, Euphorbia milii var.
hislopii N.E.B. (Figura 8) é a mais promissora para 0 uso em programas oficiais de
controle da esquistossomose de acordo com a OMS (WHO, 2002; MELLO-SILVA et
al. 2006).

Figura 8. Exemplar de Euphorbia milii var. hisopii N.E.B. Fonte: MS, 2007
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Esta planta ¢ originaria de Madagascar, Africa, mas é cultivada em todo mundo
para a finalidade paisagistica (BAPTISTA et al.1992). E facilmente cultivavel, pois ndo
necessita cuidados com o solo, fertilizantes e cuidado frequente com agua (SCHALL et
al. 2001). A atividade moluscicida deste latex foi descrita por Vasconcellos & Schall
(1986) contra moluscos do género Biomphalaria em concentragfes menores que 0,5
ppm e patenteada pelo IOC-FIOCRUZ/RJ em 1998.

Atualmente, a atividade biocida do latex foi testada frente a organismos como
Megaselia scalaris (Phoridae), moluscos hospedeiros intermediarios de S. mansoni,
Fasciola hepatica, Paragonimus westermani, Angiostrongylus sp. (B. straminea, B.
tenagophila, B. pfeifferi, Bulinus sp., Lymneae columella, Melanoides tuberculata,
Achatina fulica), entre outros (MELLO et al. 2010; VASCONCELLOS & SCHALL,
1986; GIOVANELLI et al. 1999; VASCONCELLOS & AMORIN, 2003; OLIVEIRA,
2007, entre outros). Dentre os componentes bioativos presentes no latex, a miliamina L
é a mais potente, sendo até 100 vezes mais ativa que Bayluscide® (ZANI et al. 1989).
Quanto as caracteristicas toxicoldgicas apresentadas, ndo foram observados efeitos
carcinogénicos, mutagénicos (MARSTON & HECKER, 1983), irritabilidade cutanea e
ocular em coelhos, citotoxidez (ZAMITH et al. 1996), embriofetotoxidez (SOUZA et
al. 1997) e ecotoxidez (OLIVEIRA-FILHO & PAUMGARTTEN, 1997), nas doses
indicadas para o controle de moluscos. Segundo Schall et al. (1992), o latex se mantém
completamente ativo durante 13 dias, ap0Os este periodo perde gradativamente seu

potencial letal até o 30° dia de coleta do produto.

Testes laboratoriais caracterizaram o efeito negativo da acdo do latex de E. milli
var. hislopii sobre a biologia reprodutiva de B. glabrata, observando os parametros
fecundidade e fertilidade. Mello-Silva et al. (2007) concluiram que o contato com este
produto, na concentracao sub letal (CLsp), por um periodo de 24 horas, é suficiente para
reduzir o processo reprodutivo dos caramujos tratados. Lima (2010) utilizando também
a CLso observou que o estresse ocasionado pelo contato com o latex € mais danoso para
a reproducédo de moluscos que o decorrente da infecgdo por S. mansoni. Curiosamente, 0
latex ndo age sobre a embriologia de B. glabrata nas concentragdes utilizadas para o
controle dos moluscos. Schall et al. (1998) observaram que somente a partir 870 mg/L o

latex comeca a ter efeito letal sobre os ovos do molusco.
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As alteragBes fisioldgicas ocasionadas pelo latex foi objeto de estudo de Mello-
Silva (2005) e Lima (2010). De acordo com os referidos autores, durante a exposi¢do
de B. glabrata a concentracdo sub letal € observada intensa reducdo nas reservas de
glicogénio da glandula digestiva e concomitantemente, aumento no conteldo de
proteinas totais presentes na hemolinfa do molusco (MELLO-SILVA et al. 2006;
LIMA, 2010). Em moluscos infectados por S. mansoni é observado um mecanismo
semelhante ao anterior, entretanto, moluscos infectados sdo mais sensiveis a0 composto
e expressam, na terceira semana de infeccdo, os menores niveis de glicogénio na
glandula digestiva e massa cefalopediosa (MELLO-SILVA et al. 2010). El-Ansary et
al. (2001) atribuem o efeito moluscicida de plantas a interferéncia na via glicolitica
ocasionada por tais compostos. A reducdo da compatibilidade para o desenvolvimento
do parasito é devido a alteracfes na atividade da hexoquinase, glicose fosfato isomerase
e piruvato quinase, trés importantes enzimas glicoliticas. E importante ressaltar que a
via glicolitica é a via metabdlica mais importante para caramujos infectados e é afetada

tanto em caramujos expostos a compostos sintéticos quanto a naturais.

Mello-Silva et al. (2011) observaram que a exposi¢do de moluscos infectados
por S. mansoni ao latex ocasionou esgotamento das fontes alternativas de energia
(proteinas totais), bem como significativa variacdo na concentracdo dos produtos
nitrogenados de degradacdo. Segundo os autores, 0 aumento no nivel de uréia com a
diminuicdo dos niveis de acido urico reflete o distlrbio ocasionado pela intoxicacdo
pelo latex no metabolismo do molusco, principalmente nos infectados. Devido a acao
intensificada deste produto sobre moluscos infectados, admite-se que o latex de
Euphorbia milii  var. hislopii é um produto promissor no combate a moluscos
hospedeiros intermediarios por apresentar carater seletivo para populacdes de moluscos

infectados.
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3. CAPITULO 1 - EFEITO DO MOLUSCICIDA Euphorbia milii (syn. splendens)
var. hislopii NO DESENVOLVIMENTO DE Schistosoma mansoni EM
Biomphalaria glabrata
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CAPITULO 1 - EFEITO DO MOLUSCICIDA Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii NO DESENVOLVIMENTO DE Schistosoma
mansoni EM Biomphalaria glabrata

RESUMO

A esquistossomose € a principal doenca helmintica humana do mundo.
Atualmente, Bayluscide® é a principal substancia moluscicida utilizada no controle da
doenca, entretanto, desvantagens como custo elevado, acdo em organismos ndo-alvos e
o0 desenvolvimento de resisténcia em populacdes tratadas sdo observadas. Nesse sentido,
a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) tem estimulado o desenvolvimento de
compostos fitoterapicos e, dentre as substancias pesquisadas, Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii é o principal candidato a ser utilizado em campanhas de controle
de larga-escala. O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da exposicdo da dose
sub letal (DLsp) do latex de E. milii var. hislopii sobre as diferentes fases do
desenvolvimento de Schistosoma mansoni em seu hospedeiro intermediario. Para tanto,
realizamos tratamentos com caramujos ndo infectados e infectados com diferentes
semanas de infeccdo (1° a 8°) com 10 réplicas em cada. Caramujos ndo expostos,
infectados ou ndo infectados também foram testados como controle. A exposicdo de
exemplares de Biomphalaria glabrata infectada e exposta ao latex causou reducdo
significativa e/ou inibicdo da atividade reprodutiva dos moluscos. A sobrevivéncia e a
eliminacdo de cercarias foram drasticamente reduzidas nos caramujos sob o tratamento
do latex. Concluimos que a utilizacdo da dose sub letal (DLsp) do latex de E. milii var.
hislopii apresentou agdo tdxica frente aos caramujos tratados e esta foi mais intensa nos
exemplares infectados com S. mansoni, sendo uma importante ferramenta no controle

da esquistossomose.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose, moluscicida, controle de parasitos.

67



CAPITULO 1 — EFFECT OF MOLLUSCICIDE Euphorbia milli milii (syn.
splendens) var hislopii IN DEVELOPMENT OF Schistosoma mansoni IN

Biomphalaria glabrata
ABSTRACT

Schistosomiasis is teh major helminth human disease in te world. Currently,
Bayluscide is the main chemical molluscicide used to control the disease. However,
disadvantages such as high cost, action on non-target organisms and the development of
resistance in treated populations are observed. In this sense, the World Health
Organization (WHO) hés stimulated the development of herbal compounds and, among
the substances studeid, Euphorbia milli (syn. splendens) var. hislopii is the leading
candidated to be used in campaigns to control large-scale. The objective of this study is
to evaluate the effect of exposure of sub lethal dose (LDsp) of the E. milli var. hislopii
latex on the different developmental stages of Schistosoma mansoni in its intermadiate
host. We made treatments with snails and infected with different weeks of infections (1°
to 8°) with 10 repolicates each. Snails exposed, infected ou uninfected, were tested as
controls. The exposure of Biompahalria glabrata infected and exposed to latex caused a
significant reduction and/or inhibition of reproductive activity of the molluscs. The
survival and elimination of cercariae in the snails have been drastically reduced in the
treatment of latex. We conclude that the use of sub-lethal dose (LDs) of the latex of E.
milli var. hislopii toxic showed front of snails treated and was more intense in the

samples infected with S. mansoni is na important tool in the controlo f schistosomiasis.

KEYWORDS: Schistosomiasis, molluscicide, control parasites.
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3.1- INTRODUCAO

A esquistossomose € a principal doenga helmintica humana do mundo
(BERQUIST, 2005). E causa pelo trematédeo do género Schistosoma, sendo
responsavel por aproximadamente 240 milhdes de pessoas infectadas, em 76 paises
distribuidos entre a Asia, Africa, America do sul e Caribe (HAMED, 2010). No Brasil, a
doenca ndo é apenas um grave problema em salde publica, mas também um grave
problema econdmico, pois afeta aproximadamente seis milhdes de pessoas
comprometendo significativamente a capacidade produtiva dos individuos parasitados
(KATZ & PEIXOTO, 2000). Entre os moluscos hospedeiros de S. mansoni no Brasil,
Biomphalaria glabrata é considerada a de maior importancia em saude publica devido a
sua ampla distribuicdo geografica, capacidade de adaptacdo as diferentes condicdes
ambientais e susceptibilidade a infeccdo pelo parasito (SOUZA & LIMA, 1990).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o método de controle
quimioterapico com Praziquantel é o mais apropriado, entretanto, a possibilidade do
surgimento de resisténcia e a inatividade contra a reinfeccao, sdo aspectos negativos ao
uso exclusivo da droga (SINGH et al. 1996). Neste sentido, a OMS preconiza, para
reduzir a morbidade e a transmissdo da esquistossomose, a associagdo de Praziquantel
com o emprego de compostos moluscicidas. O tratamento dos individuos parasitados
reduz significativamente a quantidade de vermes adultos no homem, e assim, ha a
reducdo da contaminacdo de cole¢des hidricas com os ovos do parasito, 0 moluscicida é
responsavel pela reducdo da densidade da populacdo planorbidica, e desse modo, menos
caramujos sdo infectados e o numero de cercérias, nos focos de transmissdo da doenca,
é menor (WHO, 2002).

Dentre os compostos moluscicidas, especial atencdo tem sido dada a
Niclosamida, um sal 2°-5"-dicloro-4"-nitrosalicylanilide, distribuido comercialmente
como Bayluscide® (BALOCH, 2010). Esse composto apresenta efeito toxico para
moluscos em doses inferiores a 0,5 mg/L e, no Brasil, tem sido utilizado em areas de
baixa endemicidade desde a criacdo do Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE), em 1976 (AMARAL & PEIXOTO, 1994). Contudo, Mello-

Silva et al. (2006), relatam que a aplicacdo deste produto causa acdo biocida em
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organismos ndo alvos, como plantas e outros animais, além de genotoxicidade e efeitos

carcinogénicos.

O alto custo de moluscicidas sintéticos, juntamente com a crescente preocupagado
sobre o desenvolvimento de resisténcia e a toxicidade sobre organismos nao alvos, tém
atraido interesse no uso de moluscicidas de origem vegetal (EL-ANSARY et al. 2001;
MELLO-SILVA et al. 2006). Segundos os autores, compostos vegetais sdo mais
baratos, biodegradaveis e, em muitos casos, podem ser utilizados em doses sub letais no
controle da esquistossomose. Dentre as espécies pesquisadas, Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii, é principal candidato a ser utilizado em campanhas de controle
de larga-escala. Esse moluscicida apresenta um extenso nimero de estudos sobre seus
efeitos sobre moluscos de interesse medico e veterinario, além das possiveis acdes
quando aplicados em campo (MENDES et al. 1997; SCHALL et al. 1998; DE-
CARVALHO et al. 1998; DELGADO et al. 2003; MELLO-SILVA et al. 2010),
entretanto, o efeito desse composto sobre a evolugdo de parasitos em seus hospedeiros
intermediérios ainda sdo escassos na literatura. Neste sentido, o presente trabalho tem
por objetivo avaliar o efeito da exposicdo da dose sub letal (DLso) do latex de E. milii
var. hislopii sobre as diferentes fases do desenvolvimento de S. mansoni no molusco

hospedeiro intermediario Biomphalaria glabrata.
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3.2 - MATERIAL E METODOS

3.2.1- Obtencdo do latex de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii e

determinacao da concentracao letal e sub letal.

As amostras do latex de E. milii (syn. splendens) var. hislopii foram coletadas na
localidade Ilha do Governador (22° 48" 09" S/ 43° 12" 35" W), Rio de Janeiro, Brasil,
seguindo os procedimentos de coleta descritos por Vasconcellos & Amorin (2003),
onde secciona-se o caule a aproximadamente 2 centimetros abaixo do meristema apical.
Para a determinagéo da concentragéo letal (CL go) e sub letal (CL sp), primeiramente foi
preparada solucdo aquosa a partir de 1 mL do latex in natura, adicionando, em baldo
volumétrico, 4gua destilada até 1000 ml, obtendo assim a concentragdo de 1000 mg/L =
ul/L, ou seja 1000 ppm (solugdo —mé&e). Foram realizadas 7 solugdes com aumento
gradual da concentracao do latex de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii (0,4;
0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 mg/l) e para cada concentracdo testada foram utilizados 20
exemplares de B. glabrata, medindo 8 -12 mm de diametro de concha, sendo mantidos
na solucdo por 24 horas. Como controle, 20 moluscos foram mantidos em agua
destilada. Durante este periodo todos os moluscos estiveram em jejum.
(VASCONCELLOS & AMORIM, 2003). O calculo da concentracdo letal (CLsg) sera
realizado através da andlise dos prébites (FINNEY, 1971).

3.2.2- Manutencdo dos caramujos em laboratério e formacdo de grupos

experimentais.

Os exemplares de B. glabrata (linhagem Belo Horizonte - BH), foram mantidos
em laborat6rio com os padrdes de criacdo descritos por Augusto et al. (2009), onde os
caramujos sao criados em aquarios de polietileno de 6 litros de capacidade, com agua
desclorada (decantacdo e evaporacdo do cloro). A temperatura da agua € mantida em 25
+ 3°C e do ambiente em 28 + 3°C. A luminosidade é controlada em 12h de luz / 12h de
escuriddo. Semanalmente os aquarios sdo limpos e os caramujos sdo alimentados

diariamente ad libitum com folhas de alface (Lactuca sativa L).

Apos a determinagdo da dose sub letal 180 exemplares foram divididos em 18
grupos com 10 caramujos em cada. Os caramujos foram infectados individualmente

com 6 a 8 miracidios. Com o objetivo de avaliar a acdo do tratamento com a DL, sobre
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cada fase do desenvolvimento de S. mansoni em B. glabrata infectada, foram
estipulados 8 grupos experimentais, sendo: 1- caramujos na 1° semana de infeccéo
exposto ao latex; 2- caramujos na 2° semana de infeccdo exposto ao latex; 3- caramujos
na 3° semana de infeccdo exposto ao latex; 4- caramujos na 4° semana de infeccao
exposto ao latex; 5- caramujos na 5° semana de infeccdo exposto ao latex; 6- caramujos
na 6° semana de infeccdo exposto ao latex; 7- caramujos na 7° semana de infeccdo
exposto ao latex; 8- caramujos na 8° semana de infec¢do exposto ao latex. Para cada
grupo experimental, um grupo com caramujos infectados e criados sob 0s mesmos
padrées foram mantidos em &gua destilada, como controle positivo, 0 mesmo ocorreu
para caramujos ndo infectados e expostos; e ndo infectados e ndo expostos, sendo

respectivamente controle negativo exposto e controle negativo ndo exposto.

Apbs infeccdo, os caramujos foram mantidos isolados por um periodo de 35 dias
e a contagem de ovos e massas ovigeras foi realizada semanalmente. A positividade dos
caramujos e a contagem de cercarias iniciaram-se ap6s 21 dias de infeccdo e foi
realizado até a 6° semana de infec¢do. Para tanto os moluscos foram expostos
individualmente com 5 mL de &gua desclorada, sob luz artificial (60 watts) por 1 hora.
As cercarias eliminadas pelos moluscos em 0,5 ml foram distribuidas em trés aliquotas
em placas de vidro, fixadas com lugol e contadas com o auxilio de microscopio

estereoscopico.

3.2.3- Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos através de média + desvio-padrdo e
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e ao teste t de Student (a=5%)
(Instat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02, Prism inc.).
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3.3- RESULTADOS

O efeito da toxicidade letal em 50% dos moluscos expostos ao extrato aquoso do
latex de E. milii var. hislopii concentrou-se em 1.4 mg/l. Na figura 1 podemos observar
um acentuado declinio na sobrevivéncia dos caramujos do grupo infectado e exposto ao
tratamento a partir da segunda semana de infeccdo, sendo este grupo de caramujos com
0s menores indices de sobrevivéncia durante todo desenvolvimento do S. mansoni intra-

molusco.
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Figura 1: Efeito do tratamento com a DL sq do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii nas diferentes semanas de infeccdo de Schistosoma mansoni na sobrevivéncia de Biomphalaria
glabrata infectada em laboratério, ao final do periodo experimental.

Ainda no grupo infectado e exposto ao tratamento, foi observada 100% de
mortalidade, nos caramujos expostos durante a primeira e oitava semana de infecgcdo. Os
caramujos ndo infectados e ndo expostos ao latex (grupo controle negativo) a taxa de
sobrevivéncia manteve-se praticamente constante durante todo o experimento. O grupo
com caramujos infectados e ndo expostos ao latex, a sobrevivéncia foi variavel em todas

as semanas durante o periodo analisado.

Os resultados da biologia reprodutiva demonstram que a infec¢éo de B. glabrata
pelo S. mansoni reduziu, de maneira mais acentuada os indices reprodutivos do que

somente a exposi¢do ao produto (Tabelal). O uso do latex sobre os caramujos adultos
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foi responsavel por uma reducdo de 14.5% na producdo de ovos de B. glabrata durante

0 periodo experimental.

Tabela 1: Efeito do tratamento com a DLs, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii  nas diferentes semanas de infeccdo de Schistosoma mansoni na biologia reprodutiva de
Biomphalaria glabrata infectada em laboratério.

Ovos/ Massa ovigera/  Ovos/ massa
caramujo caramujo ovigera
Néao infectado e 27.6+£13.1° 5+2.3% 7.8£6.5°
N&o Exposto
N&o infectado 23.6+14.5° 4+2.3*° 6.2+1.8°
Exposto
1° semana de infeccdo  Infect. ndo Exposto 6.3+6.1° 0.5+0.4° 19.9+6.5°
Infect. Exposto 2.846.3" 0.10.3° 10+14°
2° semana de infeccdo  Infect. ndo Exposto 6.6+6.1° 0.5+0.4° 11.145.4°
Infect. Exposto 1+2.4° 0.06+0.1° 3.68°
3° semana de infeccdo  Infect. ndo Exposto 7.54¢5.1° 0.5+0.4° 14+2.2°
Infect. Exposto 0.92+0.89" 0.1+0.1° 6.5+6.6°
4° semana de infecgdo  Infect. ndo Exposto 6.4+3° 0.5+0.3 b 18.2+13.2 a
Infect. Exposto 0.0£0.0 * 0.0+0.0 * 0.0+0.0*
5° semana de infecgdo  Infect. ndo Exposto 12+4 a 0.9+0.2 b 13.2+6.2 a
Infect. Exposto 0.0£0.0 * 0.0+0.0 * 0.0+0.0*
6° semana de infeccdo  Infect. ndo Exposto 13+3° 1+0.1° 13.66.2°
Infect. Exposto 17.16° 0.9+0.2° 21.8+10.2°
7° semana de infecgdo  Infect. ndo Exposto 7.2443° 1.2+1.4° 10.26.8°
Infect. Exposto 22.5+23.7% 1.7£1.4°° 10.6+3.6°
8° semana de infecgdo  Infect. ndo Exposto 28.8+2° 1.540.7° 20.8+17.9°
Infect. Exposto 0.0£0.0 * 0.0£0.0 * 0.0+0.0*

a,b = letras diferentes demonstram diferencas significativas (0=5%) entre os grupos.
*= Caramujos ndo realizaram postura de ovos durante todo o periodo analisado.

Quando comparamos a agdo do moluscicida sobre caramujos infectados,
observamos reducdo na producdo de ovos de até 87,7%, analise feita na comparacédo de
caramujos expostos ao latex durante a terceira semana de desenvolvimento de S.
mansoni intra-molusco. Entretanto, na sexta e sétima semana de infeccéo foi observada
um aumento na producdo de ovos por molusco durante o periodo analisado. Os

caramujos que apresentavam a 3°, 4° e 8° semanas de infec¢cdo no momento da agéo do
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latex ndo realizaram posturas de ovos durante os 35 dias de observacdo (Tabela 1).

Os dados referentes a eliminacdo de cercarias por molusco observado neste
estudo estdo na Tabela 2. A eliminacdo média de cercarias observada durante os 35 dias
de experimento demonstraram que o tratamento com o latex reduz a eliminacdo de
cercarias dos caramujos tratados, sendo o grupo na 5° semana de infeccdo o Unico a

apresentar um aumento na eliminacgéo de cercarias nos caramujos tratados.

Na primeira verificacdo da eliminacdo de cercarias apds o tratamento (7 dias),
todos os grupos reduziram o nimero de cercarias eliminadas por caramujo, sendo a 3%
(exposto= 0.4+0.5 e controle = 1.1+0.1) e a 7* (exposto= 2+0.16 e controle = 3.1+0.006)
semanas de infeccdo as mais afetadas pelo produto (p<0.001). Apé6s 28 dias de
exposicdo foram observados os maiores indices de reducdo entre todos 0s grupos
tratados, sendo a 1% (controle= 3.1+0.05, exposto= 2.5+0.04), 2° (controle= 3.5+0.04,
exposto= 2.7+0.07) 6° (controle= 3.2+0.02, exposto= 2.2+0.1), 7% (controle= 3.6+0.07,
exposto= 1.8+0.5) e 8 (controle= 2.3+0.1, exposto= 0) semanas de infeccdo as mais
afetadas (p<0.001). A média da eliminagdo de cercarias por caramujo entre 0S
individuos do grupo tratado e do grupo controle no decorrer da evolucdo do parasito no
seu hospedeiro intermediario pode ser observada na Figura 2. Foi observado que a
exposicdo ao latex foi responsavel pela variacdo na eliminagdo média de caramujos
entre -76% na 8° semana de infec¢cdo a +3.2% na quinta semana de infeccdo e ainda, a
taxa de reducdo € mais acentuada nos grupos expostos a partir da 6° semana de

infeccdo.
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Tabela 2: Efeito do tratamento com a DLs, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii nas diferentes semanas de infeccdo de Schistosoma mansoni na
sobrevivéncia e na eliminacdo de cercarias por Biomphalaria glabrata infectada em laboratério. Dados em Log(x). Os nimeros entre paréntese sdo referentes ao nimero de
caramujos Vvivos e o simbolo (-) representa a auséncia de caramujos.

Dias p6s 1° semana de 2° semana de 3° semana de 4° semana de 5° semana de 6° semana de 7° semana de 8° semana de
exposicédo/ infeccéo infeccdo infeccéo infeccéo infeccéo infeccéo infeccéo infeccéo
semana de Exposto / Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle Exposto/ Controle

infeccéo

7 dias 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.4+0.5 1.1+0.1%** 2.8+0.4 3.1+x0.5 2.9+0.004 2.9+0.04  2.4+0.006 2.9+0.01 2.0+0.16  3.1+0.006***  3.1+0.05  3.3+0.02
(10) (04) 7) (10) (10) (10) (08) (10) 02) 09) (06) (10) (06) (10) (02) (09)

14 dias 2.6+£0.01  1.3+0.1*** 1.5+0.2 2.3+0.06 1.8+0.1 2.3+0.06 3.1+0.08  3.9+0.01 3.3x0.0 3.5+0.005 1.7+0.5 2.6+0.05** 0.8+0.7 2.6£0.01%** - 2.5+0.09
(03) (07) (07 (10) (06) (09) (03) (10) (01) (08) (05) (10) (05) (07) ©) (09)

21 dias 0.0+0.0 1.1+0.0 2.3+0.2 1.4+0.3 1.1+15 3.3£0.004***  2.7+0.01 3+0.01 3.3x0.0 3+0.01 2.5+0.05 3.2+0.01 1.7+0.3 3+0.05 - 3.2+0.03
(01) (05) (04) (05) (04) (08) (03) (08) (01) (08) (04) (10) (05) (07) ©) (09)

28 dias 25+0.0 3.1+£0.05*** 2.7+#0.07 3.5%0.04***  3.2+0.05 3.2+0.07 3.3+0.3 3.4+0.02 3.3x0.0 3.5+0.01 2.2+0.0 3.2+0.02***  1.8+0.5 3.6£0.07*** - 2.3+0.1
(01) (05) (04) (05) (04) (08) (02) 07) (01) (07 (01) (06) (04) (07) ©) (07)

35 dias - 2.8+£0.01 2.740.2 2.4+05 3.7+0.002 3.8+£0.03 3.1+0.2 3.2+0.08 2.9+0.0 2.3+0.04 0.0£0.0 3.6+£0.01***  1.2+1.3 3.5+0.08*** - 1.6x0.1
© (04) (04) (05) (03) (07) (02) (04) (01) (04) (01) (06) (04) (05) © (07
TOTAL 51 8.3 9.2 9.6 10.2 13.7 15 16.6 15.7 15.2 8.8 15.6 75 15.8 31 12.9

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

76



(em %)

7

Reducdo da eliminagéo de
cercarias por caramujo
N
<

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas de infeccéo

Figura 2- Efeito do tratamento com a DL s, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na eliminacéo de cercérias de Schistosoma mansoni em diferentes semanas de infecgdo. Resultados
do grupo tratado com relacdo ao seu grupo controle (em porcentagem).

A tabela 3 contém dos dados do efeito global do tratamento com a DL50 do
latex de E. milii var. hislopii sobre uma populagdo de 80 moluscos infectados com S.
mansoni durante 35 dias. O estudo longitudinal do ritmo circadiano na emergéncia de
cercaria de S. mansoni por B. glabrata no grupo controle foi possivel obter, em
condicdes de laboratorio, 613.487 cercarias eliminadas por 80 caramujos, em diferentes

semanas de infeccdo, durante um periodo de 35 dias.

Controle Exposto
N° de cercarias N° de cercérias

1° semana de infeccéo 239.157 35.705
2° semanas de infecgéo 12.410 11.430
3° semanas de infecgéo 45.130 30.680
4° semanas de infecgédo 87.090 27.900
5° semanas de infecgéo 57.130 7.300
6° semanas de infecgéo 63.920 6.372
7° semanas de infecgéo 79.290 11.040
8° semanas de infecgéo 29.360 2.930

Total 613.487 133.357

No grupo submetido ao tratamento, foram eliminadas 133.357 cercérias durante

0 mesmo periodo, desse modo, o tratamento com esse produto, sob concentracdo
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especifica, ocasiona em condic¢Bes laboratoriais a redugdo de 78,26% de cercérias
eliminadas nos recursos hidricos. A reducéo global ocasionada pelo contato de 24h com
a DLsp do latex, em cada semana de desenvolvimento de S. mansoni, pode ser
observado na figura 3.

100
754

504

liminadas ( em %)
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Reduc¢édo da quantidade de

cercéarias e

Semanas de infec¢ao

Figura 3- Efeito global do tratamento com a DL 5, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens)
var. hislopii na eliminacdo de cercéarias de Schistosoma mansoni em diferentes semanas de infeccéo.
Resultados do grupo tratado com relagédo ao seu grupo controle (em porcentagem).
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3.4- DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o moluscicida E. milli (syn splendens) var.
hislopii pode ser eficiente no controle do molusco B. glabrata. O comportamento dos
moluscos infectados e expostos ao latex divergiu significativamente na sobrevivéncia,
biologia reprodutiva e eliminacéo de cercarias e desse modo, nossos resultados estéo de
acordo com estudos que indicam ser a dose sub-letal deste, e de outros produtos, uma
importante ferramenta no controle da esquistossomose e de outras enfermidades de
importancia médica e veterinaria (MELLO-SILVA et al. 2007, 2010, 2011; BAKRY,
2009). Estudos sobre a influéncia de produtos tdxicos sobre o ritmo circadiano de S.
mansoni sdo importantes para melhor compreender a dindmica da transmissdo da
esquistossomose durante acdes de controle da malacofauna em &reas endémicas para a

esqu istossomose.

Atualmente, os metabdlitos secundarios de plantas da familia Euphorbiaceae
apresentam maior atividade moluscicida que qualquer composto sintético (SINGH,
AGARWAL, 1984), sendo o extrato aquoso de E. milli o composto mais efetivo contra
moluscos hospedeiros intermediarios (VASCONCELLOS & SCHALL, 1986;
MENDES et al. 1997; SCHALL et al. 1998; MELLO-SILVA et al. 2011).

A avaliagdo do efeito letal (DLgo) de E. milii (syn splendens) var. hislopii sobre
Lymnaea columella (Say, 1817) variou de 0,55 a 1,51 mg/l nas quatro estacdes do ano
(VASCONCELLOS & AMORIN, 2003). Para exemplares de B. glabrata, Mello-Silva
(2005), observou a DLgg em 2,3 mg/l e DLsp em 1,04 mg/l, entretanto Lima (2010)
utilizando exemplares do mesmo cultivo determinou como dose sub-letal (DLsp) de 0,7
mg/l. O presente estudo determinou como dose letal (DLg) 3,2 mg/l e como DLsy 1,4
mg/l para espécies coletados na Ilha do Governador (22° 48" 09" S/ 43° 12" 35" W),
Rio de Janeiro, Brasil. Especificidades genéticas e fatores ambientais podem alterar a
concentracdo de L-miliaminas, saponinas, taninos e outros fatores solGveis importantes
na atividade moluscicida deste produto. Outros fatores como temperatura e pH também
podem afetar a acdo deste moluscicida (VASCONCELLOS et al. 2003).

A reducdo nas taxas de sobrevivéncia dos moluscos frente ao desenvolvimento
larval intra-molusco de S. mansoni, bem como a acdo da dose sub-letal do latex de E.

milli var. hislopii sobre caramujos adultos, por um periodo de 24 horas, foram avaliados
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por Mello-Silva et al. (2011), sendo proposta uma possivel acdo seletiva deste produto a
caramujos infectados com o referido trematddeo. Aradjo et al. (2002) ao expor
exemplares de L. columella a doses sub-letais de E. splendens var. hislopii observaram
lesGes necroticas e depdsito intersticial na glandula digestiva (células digestivas e de
Lime) de moluscos submetidos ao tratamento por 24 horas. Neste estudo, os efeitos do
latex sobre moluscos ndo infectados (controle positivos) foram deletérios em todos os
parametros reprodutivos quando comparado aos moluscos ndo infectados e nao
expostos (controle negativo). Os resultados encontrados entre estes dois grupos
corroboram com os obtidos por Mellos-Silva et al. (2007), onde a exposicdo a dose sub
letal de E. milli (syn splendens) var. hislopii também reduziu a postura de ovos de

caramujos ndo infectados.

A atividade reprodutiva dos caramujos infectados, expostos ou ndo ao produto,
variou intensamente ao longo do desenvolvimento de S. mansoni intra-molusco. Foi
observado um comportamento de reducdo na producdo de ovos dependente do
desenvolvimento do parasito no molusco, onde na primeira semana de infeccdo foi
observado um declinio de 55,6%, na segunda semana foi observada reducdo de 84,8%,
na terceira de 87,7% e se tornando completamente ausente na quarta, quinta e oitava
semanas de infeccdo. A reducdo da atividade reprodutiva de caramujos infectados com
larvas de trematddeos € decorrente de mudangas metabolicas nos estoques de glicose
hemolinfatica e glicogénio tecidual (MELLO-SILVA et al. 2010). Durante o
desenvolvimento do parasito na glandula digestiva (esporocisto primario = esporocisto
secundario) altos niveis de glicose hemolinfatica sdo recrutados, sendo observado o
aumento da atividade catalitica nos sitios de estoques de glicogénio. Mello-Silva et al.
(2010) ao comparar o metabolismo de carboidratos entre caramujos infectados ou nao
por S. mansoni e expostos ao latex de E. splendens var. hislopii, observou que em
caramujos infectados e expostos ao moluscicida a reducdo nos niveis de glicose na
hemolinfa ocorre logo no primeiro dia ap6s a exposicdao e do glicogénio na glandula
digestiva ap6s 1 semana de exposicao.

Curiosamente, quando caramujos hospedeiros intermediarios com 6 ou 7
semanas de infeccdo foram expostos a dose sub letal do latex, foi observado um
aumento na producdo de ovos quando comparados com caramujos ndo expostos. A

exposicdo de moluscos frente a fatores de estresse pode desencadear um comportamento
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evolutivo denominado compensagdo reprodutiva. Comportamentos compensatorios
similares foram observados por Minchella (1985) ao estudar a infec¢do de S. mansoni
em B. glabrata. No presente estudo podemos observar que tal comportamento, em
moluscos B. glabrata infectado por S. mansoni e exposto ao moluscicida foi dependente
do desenvolvimento do parasito intra-molusco. Lima (2010) comparou as alteragdes
fisiologicas em caramujos B. glabrata expostas a trés tipos de estresse: 1- Infeccdo de
caramujos com 1 dia de infec¢do por S. mansoni, 2- Exposicdo a DLs, de E. splendens
var. hislopii e 3- Exposicdo de caramujos com 1 dia de infeccdo por S. mansoni a DLsg
de E. splendens var. hislopii. Dentre as alteracfes observadas, foi possivel constatar que
o latex foi o responsavel pela maior redugdo na atividade reprodutiva dos moluscos
qguando comparado com a infeccdo e que a associacdo desses dois fatores de estresse

reduziu em 80% quando comparados com o grupo controle.

Os efeitos na eliminacdo de formas larvares conseqlientes da exposicdo de
moluscos infectados sdo escassos na literatura (BARKY, 2009; EL-ANSARY et al.
2001). Sharat EI-Din et al. (2001), ao expor caramujos B. alexandrina a doses sub letais
do moluscicida Zygophyllum simplex observaram um comportamento similar aos do
presente estudo na reducdo de cercarias eliminadas por caramujo. O processo de
infeccdo de trematddeos em moluscos hospedeiros intermediarios desencadeiam
alteracbes nas vias metabdlicas conseqiiente da captura de reservas enérgicas do
hospedeiro pelo parasito (BECKER, 1980). A associacdo da exposicdo a moléculas
toxicas associada ao inicio do desenvolvimento de S. mansoni em B. glabrata elevam a
atividade glicogendlica dos tecidos de reserva (massa cefalopodal e glandula digestiva)
(LIMA, 2010). No intuito de manter a homeostasia frente a infeccéo, hd o aumento da
atividade catalitica nas vias glicidicas e protéicas, com conseqiente alteracdo nos niveis
de glicose, glicogénio e de produtos nitrogenados de degradacdo, resultando na
mudanca do padrdo de excrecdo de moluscos limnicos de ureotélicos para uricotélico
(LIMA, 2010).
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3.5- CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que o latex bruto de E. milii var. hislopii, mesmo
em doses sub letais, € uma importante ferramenta para o controle da esquistossomose,
pois reduziu em aproximadamente 80% a quantidade de cercarias eliminadas por todos
0s caramujos durante o periodo estudado e considerando os parametros analisados
(sobrevivéncia, atividade reprodutiva e quantidade de cercérias eliminadas) demonstrou
ser mais toxico a moluscos infectados, independente da semana de infeccéo,

corroborando com a hipotese de acéo seletiva deste produto.
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CAPITULO 2 - CONTROLE DA DINAMICA PARASITARIA DE Schistosoma
mansoni (TREMATODA) EM Biomphalaria glabrata (PLANORBIDAE)
ATRAVES DO TRATAMENTO DE OVOS E MIRACIDIOS COM Euphorbia
milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE)
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CAPITULO 2 - CONTROLE DA DINAMICA PARASITARIA DE Schistosoma
mansoni (TREMATODA) EM Biomphalaria glabrata (PLANORBIDAE)
ATRAVES DO TRATAMENTO DE OVOS E MIRACIDIOS COM Euphorbia
milii var. hislopii (EUPHORBIACEAE)

RESUMO

O latex de Euphorbia milii var. hislopii vem sendo utilizado experimentalmente
no controle de moluscos de importancia medico-veterinaria e pode se tornar promissor
no controle em larga-escala. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da exposic¢éo da
dose subletal (DLsp) do latex sobre ovos e miracidios durante a infeccdo experimental
de Schistosoma mansoni em Biomphalaria glabrata. Foram realizados quatro
tratamentos com 30 réplicas cada, 3 deles utilizando o extrato aquoso do latex na dose
subletal e 01 utilizando &gua destilada como controle. Os tratamentos foram: 1-
controle; 2- eclosdo em agua destilada e infecgdo na presenca da dose sub letal do latex;
3- eclosdo na presenca da dose sub letal do latex e infeccdo em &gua destilada; 4-
eclosdo e infeccdo na presenca da dose sub letal do latex. A sobrevivéncia dos moluscos
do grupo controle foi 45,3% superior ao tratamento 4 e 27,3% ao tratamento 3. O
tratamento com o latex elevou a atividade reprodutiva de B. glabrata nos parametros:
ovos por molusco, massa ovigera por molusco e ovos por massa ovigera nos grupos
tratados quando comparados ao grupo controle. A eliminacdo de cercérias por caramujo
apresentou reducéo significativa entre os tratamentos 3 e 4 em comparagdo com 0 grupo
controle na terceira e quarta semana de infecgdo. A dose sub-letal (DLsg) do latex de E.
milii apresentou acdo tdxica para ovos e miracidios afetando o processo de infeccao,
podendo ser utilizada como importante ferramenta no controle da dindmica parasitaria

de S. mansoni.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose, dinamica parasitaria, Euphorbia milii
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CHAPTER 2 — CONTROL OF PARASITIC DYNAMICS OF Schistosoma
mansoni (TREMATODA) IN Biomphalaria glabrata (PLANORBIDAE) BY
TREATMENT OF EGGS AND MIRACIDIA WITH Euphorbia milli var. hislopii
(EUPHORBIACEAE)

ABSTRACT

The Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii latex has been used
experimentally in control of molluscs of medical veterinary importance and it could
have promising implications for large-scale control. The objective of this study was to
evaluate the effect of the exposure of a sub-lethal dose (LDs) of latex on eggs and
miracidia during experimental infection of Schistosoma mansoni in Biomphalaria
glabrata. Four treatments were performed with 30 replicates each, three of them using
the aqueous extract of the latex in the sub-lethal dose and one using distilled water as
control. The treatments were: 1 - control, 2 - hatching in distilled water and infection in
the presence of a sub-lethal dose of latex, 3 - hatching in the presence of a sub-lethal
dose of latex and infection in distilled water, 4 - hatching and infection in the presence
of a sub-lethal dose of latex. Survival of snails in the control group was 45.3% higher
than in treatment 4 and 27.3% higher than treatment 3. Treatment with latex increased
the reproductive activity of B. glabrata in the following parameters: eggs per mollusc,
egg masses per mollusc and eggs per egg masses in the treated groups when compared
to the control group. The elimination of cercariae per snail decreased significantly in
treatments 3 and 4 compared with the control group in the third and fourth weeks of
infection. The sub-lethal dose (LDs) of the E. milii latex showed toxic effects on eggs
and miracidia, affecting the infection process, and can be used as an important tool in
controlling the parasitic dynamics of S. mansoni.

KEYWORDS: Schistosomiasis, parasitic dynamics, Euphorbia milli
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4.1- INTRODUCAO

A esquistossomose € uma importante infeccdo parasitaria, encontrada em 76
paises da regido tropical e subtropical ao redor do mundo. Essa parasitose € a principal
doenca de veiculacdo hidrica do mundo (STEINMANN et al. 2006), acometendo
principalmente a populacdo humana, porém animais domésticos, selvagens e de
producdo podem ser encontrados naturalmente infectados (MALDONADO Jr. et al.
2006; MODENA et al. 2008). Apesar de terem sido alcancados progressos substanciais
nos programas de controle no Brasil, China e Egito (ENGELS et al. 2002; UTZINGER
et al. 2005; STOTHARD et al. 2009), sdo observadas novas areas de ocorréncia da
doenca em todo mundo. Fatores como grandes barragens, desenvolvimento de sistemas
de irrigacdo e o aquecimento global, podem agravar ainda mais a transmissdo da
esquistossomose (LI et al. 2007; ZHOU et al. 2008).

Para o controle da transmissdo da esquistossomose, 0s estagios ovo, miracidio,
cercaria e caramujo sdo pecas-chave no controle da dindmica parasitaria, pois estdo
sujeitos a compostos toxicos dissolvidos no ambiente hidrico. Nesse sentido, o uso de
substancias toxicas € uma importante estratégia para o controle da esquistossomose em
curto prazo (GIOVANELLI et al. 2001; MELLO-SILVA et al. 2006). Dentre os
compostos avaliados quanto sua atividade tdxica em moluscos, plantas da familia
Euphorbiaceae demonstraram alta atividade moluscicida quando comparadas a
moluscicidas sintéticos (SINGH & AGARWAL, 1984).

Devido as caracteristicas fitoquimicas apresentadas, o latex, liofilizado ou in
natura, de Euphorbia milii var. hislopii € uma alternativa promissora para a eliminagédo
dos moluscos hospedeiros em programas de controle (VASCONCELLOS & SCHALL,
1986; MENDES et al. 1997). Pesquisas anteriores caracterizaram a elevada toxicidade
desse composto para moluscos dos géneros Biomphalaria e Lymnaea, além de verificar
a fotodegradabilidade e a estabilidade geografica e sazonal desse composto (SCHALL
et al. 1992). Estudos complementares verificaram a seguranca da aplicacdo deste
produto em campo, e caracterizaram a auséncia de efeitos carcinogénico, mutagénico,
embriotoxico, teratogénico em aves e mamiferos nas concentracdes recomendadas
(MARSTON & HECKER, 1983; SOUZA et al. 1997; OLIVEIRA-FILHO et al. 1999;
2010).
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Schall et al. (2001), utilizando o latex em regido endémica de Minas Gerais,
Brasil, interromperam o ciclo de Schistosoma mansoni atraves da eliminacdo de B.
glabrata do ambiente por um periodo de 14 meses. Barky & Mohamed (2011),
observaram relacdo positiva entre o tempo de exposicdo e a mortalidade de miracidios e
cercarias, utilizando doses sub letais. Entretanto, De-Carvalho et al. (1998), ao expor
ovos, miracidios e cercérias a doses de 10 a 100 mg/L, concluiram que o latex ndo teve

efeito toxico sobre as formas de S. mansoni.

Embora seja notoria a acdo moluscicida do latex de E. milli, trabalhos que avaliem
sua acdo sobre as formas livres ovo e miracidio na dinamica parasitaria sao escassos na
literatura. O presente trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito da exposicdo da dose
sub letal (DLsp) do latex de E. milii var. hislopii sobre as formas evolutivas ovo e

miracidio no desenvolvimento do ciclo de S. mansoni em B. glabrata.
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4.2 - MATERIAL E METODOS
4.2.1- Determinacédo da concentracao letal e sub letal.
Idem ao item 3.2.1

4.2.2.1- Desenho experimental

Os exemplares de B. glabrata (linhagem Belo Horizonte - BH) utilizados neste
experimento foram obtidos do moluscario do Laboratério de Esquistossomose
Experimental (LEE) do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ. Apds a concentracao
dos ovos de S. mansoni através da técnica de sedimentacdo natural (LUTZ, 1919), os
ovos foram expostos a luz de 60 watts por uma hora para a eclosdo dos miracidios. Para
a infeccdo, os moluscos com 8-12 mm, foram mantidos em contato com 6 a 8

miracidios por uma hora, em placas de 24 poc¢os da marca COSTAR®.

Com a DL 5o determinada, foram simuladas trés situacdes de contato entre ovos e
miracidios com o latex no momento da aplicacdo a campo: 1- controle (ovos e
miracidios foram mantidos e processados em agua destilada durante todo o processo de
infeccdo), 2-eclosdo em &gua destilada e infeccdo na presenca da dose sub letal do latex;
3- eclosdo na presenca da dose sub letal do latex e infeccdo em &gua destilada; 4-
eclosdo e infeccdo na presenca da dose sub letal do latex. Todos os grupos foram
compostos por 30 caramujos. Apo6s infeccdo, os caramujos foram mantidos
individualmente em becker de 50 ml com éagua destilada e os parametros reprodutivos
anotados semanalmente. A contagem de cercarias iniciou-se apds 21 dias de infeccdo e
foi realizada durante quatro semanas. A quantificacdo de cercarias eliminadas por
caramujo foi realizada atraves de exposi¢do semanal a luz artificial (60 watts) por uma
hora, foram coletadas cercérias em aliquotas de 10% (0,5 ml) da amostra total (5ml),

coradas e fixadas com lugol, e os resultados anotados em planilhas especificas.
4.2.3- Anélise estatistica.

Os resultados da biologia reprodutiva e a quantidade de cercarias eliminadas por
caramujo B. glabrata foram expressos através de média = desvio-padrdo e analisados
pelo teste de analise de variancia (ANOVA) (a=5%) (Instat, GraphPad, v.4.00, Prism,
GraphPad, v.3.02, Prism inc.).
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4.3- RESULTADOS

A dose letal (DLgp) € a dose sub letal (DLsp) encontrada no presente estudo foi
de 2,7 mg/L e 1,4mg/L (x* = 5,7; x* tab = 14,07; g.l. = 7) respectivamente. A
sobrevivéncia dos moluscos do grupo controle (sem contato com o latex) foi 45,3%
superior ao final do experimento da observada no tratamento 4, onde o processo de
eclosdo e infeccdo em laboratorio ocorreu em contato com a dose sub letal (DLsp) do

latex de E. milii var. hislopii (Figura 1).
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Figura 1: Efeito do tratamento com a DI 5, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na eclosdo e/ou infeccdo de miracidios de Schistosoma mansoni na sobrevivéncia de
Biomphalaria glabrata infectada em laboratorio. C = grupo controle, INF+LAT = infec¢do na presenca
do latex, ECL+LAT = eclosdo na presenca do latex e ECL+INF+LAT = eclosdo e infeccdo do miracidios
no molusco na presenca do latex

A eclosdo dos ovos do parasito na presenca deste produto na mesma
concentracéo (tratamento 3) acarretou em diminuic¢do de 27,3% na sobrevivéncia de B.
glabrata até 54 dias ap6s a infec¢do (Figura 1). A taxa de infec¢do de caramujos B.
glabrata no inicio do periodo patente (21° de infeccdo) foi 30% superior no grupo
controle quando comparado ao tratamento 4, grupo onde a eclosdo e a infecgéo

ocorreram em contato com o latex (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do tratamento com a DI 5o do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na eclosdo e/ou infeccdo de miracidios de Schistosoma mansoni na positividade Biomphalaria
glabrata infectada em laboratdrio. C = grupo controle, INF+LAT = infec¢do na presenca do latex, ECL+LAT
= eclosdo na presenca do latex e ECL+INF+LAT = eclosdo e infec¢do do miracidios no molusco na presenca
do latex

Alteragbes na atividade reprodutiva de B. glabrata infectada com ovos e
miracidios de S. mansoni tratados com a DLsy do extrato aquoso de E. milii var. hislopii
foram observadas durante os 54 dias de experimento. O tratamento com o latex
ocasionou um aumento na média de producdo de ovos e massa ovigera por molusco e
0VOS por massa ovigera nos grupos tratados em comparacdo com o grupo controle
(Tabela 1).

Tabela 1: Efeito do tratamento com a DI 5, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii

na eclosdo e/ou infeccdo de miracidios de Schistosoma mansoni na biologia reprodutiva de Biomphalaria
glabrata infectada em laboratorio

GRUPOS Ovos / Massa ovigera/ Ovos/
caramujo caramujo massa
ovigera
1- Controle 6.1+1° 077 £1° 49 +3°
2- Infecgdo + latex 6.4+53° 0.77+0.7° 91+31°
3- Ecloséo + latex 9+47° 09+0.8° 11.6 +4.2°
4- Eclosao + infecgao + latex 8+7.8° 08+1.1° 84+27°
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Quanto ao potencial de transmissibilidade (nimero de cercarias
eliminadas/caramujo), observou-se uma reducdo entre todos os tratamentos e 0 grupo
controle durante o tempo analisado (Tabela 2). Estes resultados demonstram que a
eclosdo dos miracidios na presenca do latex é responsavel pelos efeitos mais danosos
que quando o contato com o latex se da no momento da infeccdo de S. mansoni em seu
hospedeiro intermediario. Os caramujos que foram infectados na presenca da dose sub
letal (DLsp) reduziram o numero de cercérias eliminadas em 7,3% em rela¢do ao grupo
controle (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do tratamento com a DI 5, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii sobre a
eliminacdo de cercarias de Biomphalaria glabrata infectada experimentalmente com Schistosoma mansoni. Dados em

média e desvio-padrdo. Resultados em Logio(X).a,b,c = Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre as médias
(a=5%)

GRUPOS 3%semana de 4° semana de K%semanade 6°semana de
infeccio infeccio infeccio infeccdo
1- Controle 1.59+1.17°2 3.33+0.212 3.37+0.2% 3.2+0.09°
2- Infecgdo + latex 1.74+0.96°2 2.82+0.38%° 3.27+0.15% 3.11+0.5°
3- Eclosao + latex 1.34+0.97°2 1.87+1.08° 2.77+0.3° 2.86+0.42%
4- Eclosdo + infecco + latex 1.11+0.95° 1.98+0.77°¢ 2.74+0.51° 3.06+0.29°

A influéncia do latex nos eventos eclosdo do miracidio (tratamento 3) e ecloséo-
infecgdo (tratamento 4) foram os mais criticos para o desenvolvimento do ciclo de S.
mansoni, sendo a eliminacdo de cercérias reduzida em 55,9% e 69,6%, respectivamente
(Tabela 2). A analise da regressdo polinomial demonstrou uma relagcdo negativa entre a
eliminacdo de cercaria por caramujo e o tratamento durante o periodo analisado (Figura
3).
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Figura 3: Relagdo entre a eliminacéo de cercéria por Biomphalaria glabrata e o tempo (em dias) de infeccéo
por Schistosoma mansoni. A = relacdo entre a eliminag8o de cercéria por caramujo do grupo controle (=,
linha continua, r’* = 0.83) e a eclosdo do miracidio na presenca do latex ( 4, linha pontilhada, r* = 0. 87), B =
relagdo entre a eliminagdo de cercéria por caramujo do grupo controle (® , linha continua, r* = 0.83) e a
infeccdo do miracidio no molusco em presenca do latex ( 4, linha pontilhada, r* = 0. 94) e C = relagdo entre
a eliminag#o de cercaria por caramujo do grupo controle ( W, linha continua, r* = 0.83) e a ecloséo e infecgéo
do miracidio na presenca do latex ( 4, linha pontilhada, r* = 0. 96). Dados em média e desvio-padréo.
Resultados em Log1g(X)
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4.4 - DISCUSSAO

Moluscicidas apresentam um importante papel no controle da esquistossomose
em todo o mundo, por reduzirem drasticamente populacdes de moluscos hospedeiros
intermediérios em curto prazo (HAMED, 2010). Até o presente momento, 0 uso de
compostos com atividade moluscicidas para o controle da esquistossomose teve por
objetivo a reducdo de hospedeiros intermediarios ndo infectados e infectados de forma
seletiva (SCHALL et al. 2001, VASCONCELLOS & AMORIN, 2003, MELLO-
SILVA, 2005) ou o efeito negativo sobre os metabolismos de carboidrato e de proteina
e atividade reprodutiva dos moluscos apos a acao do produto (MELLO-SILVA et al,
2007, 2010, 2011, LIMA, 2010). Pela primeira vez observa-se que o contato de ovos e
miracidios com a dose sub letal (DLsy) de E. milii var. hislopii influenciou
negativamente o desenvolvimento do ciclo de vida de S. mansoni em seu hospedeiro
intermediario, promovendo efeitos mais amplos do que os mencionados anteriormente

em focos epidemioldgicos da esquistossomose.

O potencial epidemioldgico da esquistossomose em determinado foco endémico
esta diretamente relacionada com o nimero de caramujos infectados por S. mansoni e o
nimero de cercarias eliminadas por estes. Os resultados obtidos demonstram que 0s
tratamentos tanto da forma evolutiva ovo, como miracidio, podem controlar /interferir
na dindmica do ciclo de S. mansoni. Souza et al. (1994), observaram que a taxa de
infeccdo de 6% de caramujos B. glabrata foi responsavel por uma prevaléncia de 14,3%
para esquistossomose em um foco epidemiolégico de esquistossomose mansoni em
Belo Horizonte, MG, Brasil. Os resultados do presente estudo demonstraram que 0

contato com o latex reduziu a sobrevivéncia e a taxa de infec¢do dos caramujos.

O uso da DLsg do extrato aquoso de E. splendens var. hislopii em B. glabrata
acarretou em alteragdes no metabolismo de carboidratos e protéico, ap6s 24 horas de
exposicdo (MELLO-SILVA et al. 2010, 2011). Segundo os autores foi observada
intensa reducdo na atividade reprodutiva do caramujo devido a resposta fisiologica
frente ao fator de stress (latex). Na infeccdo de B. glabrata por S. mansoni sdo
observados mecanismos glicostaticos semelhantes aos provocados por compostos
moluscicidas onde a reducdo dos contetidos de carboidratos esta associada a magnitude
do fator de stress (LIEBSCH & BECKER, 1990). O aumento na atividade reprodutiva
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de moluscos submetidos a fatores de stress &€ um mecanismo conhecido como
compensagao reprodutiva. De Jong-Brink et al. (1988) demonstraram que a presencga do
parasito intra-molusco estd associada ao aumento do neuropeptidio schistosomina e o
aumento deste peptideo na corrente hemolinfatica do molusco é antagonica a calfluxina,
peptideo responsavel pela atividade reprodutiva em gastropodes. Nesse estudo, as altas
quantidades de cercérias eliminadas por caramujo e as baixas quantidades de ovos
produzidos pelo grupo sem tratamento (controle) indicam a maior carga parasitaria dos
hospedeiros, 0 que interfere negativamente nas reservas glicidicas e conseqlientemente,

na atividade reprodutiva desses moluscos.

O efeito de moluscicidas sobre as formas de S. mansoni livres no ambiente
limnico sdo escassos na literatura (DE-CARVALHO et al. 1998). Quanto aos produtos
sintéticos, Mostafa (2006), observou, similarmente, reducdo na taxa de infeccdo e na
quantidade de cercarias eliminadas por caramujo quando miracidios foram previamente
tratados, no entanto, foi observada a acdo toxica em organismos nao alvos. Estudos com
6leos essenciais também demonstraram resultados promissores no controle dos
hospedeiros intermediarios. O monoterpeno timol apresentou consideravel atividade
moluscicida frente a B. alexandrina, Bulinus truncatus e Lymnaea natalensis e quando
miracidios foram expostos ao composto, foi observada reducdo em 43.1% na taxa de
infeccdo de caramujos (EL-DIN, 2006). Corroborando os resultados encontrados no
presente estudo, Barky & Mohamed (2011), expuseram miracidios a doses subletais do
latex de E. milii e observaram reducdo na taxa de infeccdo e na quantidade de cercérias

eliminadas por B. alexandrina, durante o periodo patente da infeccao.
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4.5- CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a reducdo da taxa de infeccdo do miracidio de S.
mansoni € 0 numero de cercérias eliminadas durante o periodo patente da infeccdo,
mediante a acdo do latex de E. milii var. hislopii em ovos e miracidios. O uso de
compostos naturais, biodegradaveis e em baixas doses com substancias ja caracterizadas
quanto ao seu potencial eco-toxicologico é uma importante ferramenta para a reducgéo
da transmissdo e morbidade da esquistossomose. A DLsy do latex de Euphorbia milii
apresentou acdo toxica para ovos e miracidios interferindo na dindmica parasitaria de
Schistosoma mansoni sendo promissor o uso desse produto em acGes para o controle da

esqu istossomose.
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CAPITULO 3- INFLUENCIA DO LATEX DE Euphorbia milii (syn. splendens)
var. hislopii NA FORMACAO DE Schistosoma mansoni NO HOSPEDEIRO
DEFINITIVO

RESUMO

A relacdo entre o efeito da dose subletal do latex de Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii e o tempo, sobre cercarias de Schistosoma mansoni e seu
desenvolvimento no hospedeiro definitivo foram estudados. Com o objetivo de avaliar
as caracteristicas da acdo do latex, quatro grupos experimentais foram realizados:
GRUPOL - controle 1 hora (cercarias mantidas em &gua destilada), GRUPO 2 -
tratamento 1 hora (cercarias mantidas na dose subletal do latex por 1 hora), GRUPO 3 -
controle 3 horas (cercérias em agua destilada por 3 horas), GRUPO 4 - cercarias
tratadas durante 3 horas. Foi observada reducdo no nimero de ovos nos grupos 2 e 4,
em comparagdo ao seus controles, grupos 1 e 3, respectivamente. Quanto ao tempo de
tratamento, houve reducdo de 43% na primeira hora de tratamento de cercarias com o
latex e de 90,6% apds a terceira hora, quando comparado ao grupo 1. O nimero médio
de vermes formados entre os grupos divergiu estatisticamente (p<0,05). A formacéo de
vermes no grupo 1 foi 65% superior que a observada no grupo 4, onde as cercarias
foram tratadas por 3 horas. A analise histopatoldgicos demosntrou ndo haver diferencas
entre os camundongos dos grupos controle e dos grupos tratados . Conclui-se que a dose
subletal do latex de E. milii apresenta propriedade esquistossomicida, pois reduz a
producdo de vermes e sua atividade reprodutiva, podendo ser utilizada também no

controle da morbidade da esquistossomose mansonica.

PALAVRAS-CHAVE: Schistosoma mansoni, esquistossomicida, Euphorbia milli
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CHAPTER 3- INFLUENCE OF Euphorbia milli var hislopii LATEX IN THE
FORMATION OF Schistosoma mansoni IN ITS DEFINITIVE HOST

ABSTRACT

The relationship between the effect of a sub-lethal dose of the Euphorbia milii
(syn. splendens) var. hislopii latex and time on cercariae of Schistosoma mansoni and its
development in the definitive host were studied. In order to characterize the action of
the latex, four experimental groups were observed: GROUP 1 - control 1 hour (cercariae
maintained in distilled water), GROUP 2 - 1 hour treatment (cercariae maintained in
sub-lethal dose of latex for 1 hour), GROUP 3 - control 3 hours (cercariae in distilled
water for 3 hours), GROUP 4 - cercariae treated for 3 hours. There was a reduction in
the number of eggs in groups 2 and 4, compared to their controls, groups 1 and 3,
respectively. Regarding the time of treatment, there was a 43% reduction in the first
hour of treatment of cercariae with the latex and 90.6% after the third hour, compared to
group 1. The average number of worms formed between the two groups differed
statistically (p<0.05). The formation of worms in group 1 was 65% higher than that
observed in group 4, where the cercariae were treated for 3 hours. The histopathological
analysis showed no differences between mice in the control group and treated groups.
We conclude that the sub-lethal dose of the E. milii latex shows schistosomicidal
property because it reduces the production of worms and their reproductive activity, and

S0 it can also be used to control schistosomiasis morbidity.

KEYWORDS: Schistosoma mansoni, schistosomicidal, Euphorbia milli
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5.1- INTRODUCAO

A esquistossomose é uma endemia de significativa importancia socioecondmica
que acomete, principalmente, paises em desenvolvimento (WHO, 2011). Atualmente,
240 milhdes de pessoas estdo infectadas (97% na Africa) e mais de 700 milhdes vivem
em risco de contrair a infeccdo, sendo 85% habitantes do continente africano
(OLLIARO et al. 2011). Praziquantel (PZQ) é o principal composto utilizado para
reducdo da morbidade, sendo recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS),
a administracdo, em dose Unica, de 40 mg/Kg para o tratamento de esquistossomose

intestinal e urinaria.

Embora o0 PZQ seja altamente eficaz, o baixo numero de compostos disponiveis
para o controle da esquistossomose é preocupante (KATZ, 2008; PICA-MATTOCCIA
& CIOLI, 2004). Aspectos como a diferenga de tolerancia entre Oxamniquine e PZQ
(GRYSEELS et al. 2001), e a inducéo, em laboratdrio, de resisténcia a linhagens de
diferentes espécies de Schistosoma, incluindo a mansoni, abre espaco a hipdtese que
dentro de pouco tempo, poderdo ser encontradas resisténcias, principalmente nos paises

onde h& maior utilizacdo destes medicamentos (LAGE, 2010).

O desenvolvimento drogas esquistossomicidas foi e é responsavel por
significativa redugdo da morbidade da doenca em todo o mundo, entretanto, a
diminuicdo na transmissdo do parasito ndo foi alcancada (OLIVEIRA, 2006). Segundo
Katz (2003), programas baseados no controle da morbidade sdo insuficientes para
conter a incidéncia da esquistossomose, sendo necessarias acdes que associem tanto a
diminuicdo da morbidade como da transmisséo, interrompendo o ciclo evolutivo do
parasito. Nesse sentido, o uso de compostos fitoterdpicos em recursos hidricos
infectados tem sido uma importante ferramenta no controle da transmissdo da

esqu istossomose.

A co-evolucdo decorrente da interacdo inseto-planta promoveu, ao longo do
tempo, o desenvolvimento de muitos metabolitos fitoquimicos secundarios como
estratégia de defesa contra predacgéo e patdgenos. Determinados metabolitos séo capazes
de interromper rotas fisioldgicas especificas relacionadas com sistemas neuroendécrino,
reprodutivo e comportamental de invertebrados e assim, podem atuar no controle
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populacional de vetores, como artrépodes e moluscos (MELLO et al. 2010). Dentre os
compostos pesquisados, o extrato de Euphorbia milli (syn. splendens) var. hislopii
apresentou a maior bioatividade frente a exemplares de moluscos (MELLO-SILVA et
al. 2010) e é o principal candidato moluscicida para ser utilizado em campanha de
controle de larga escala da esquistossomose (MELLO-SILVA, 2005).

Durante o desenvolvimento do ciclo de Schistosoma mansoni, hospedeiro
intermediario e formas larvares encontram-se expostos a agao de compostos dissolvidos
no recurso hidrico. Caramujos e cercarias sdo permeaveis a acdo de grandes moléculas,
e assim, moléculas especificas podem gerar implicacdes consideraveis no crescimento e
desenvolvimento da dindmica parasitaria (THORNHILL et al. 2010).

O uso da dose sub letal (DLsp) do extrato aquoso de E. milli (syn. splendens) var.
hislopii sobre caramujos Biomphalaria glabrata altera a sobrevivéncia, reproducédo e
estoques energeéticos, principalmente de caramujos infectados, sinalizando para uma
possivel seletividade deste composto frente a dindmica de S. mansoni. Entretanto,
estudos que avaliem a acdo de moluscicidas vegetais sobre cercarias e caramujos
infectados sobre a formacéo de vermes adultos de S. mansoni sdo escassos na literatura
(DE- CARVALHO et al. 1998).

Neste sentido, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a intensidade da
infecgdo parasitaria decorrente do tratamento de cercérias de S. mansoni com o latex de

E. milli (syn. splendens) var. hislopii.
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5.2- MATERIAL E METODOS
5.2.1 Determinacdo da concentracéao letal e sub letal
Idem ao item 3.2.1
5.2.2 Animais

Foram utilizados ao longo de todos os testes, camundongos fémeas da linhagem
Swiss albina, provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL —
FIOCRUZ/ Rio de Janeiro). Estes foram mantidos segundo as normais de bioética e
biosseguranca do biotério do Pavilhdo Cardoso Fontes, em microisoladores (Figura 1),
sob condicGes padronizadas de temperatura (22 a 23°C) e luminosidade (ciclos de 12 h
de claro e 12 h de escuro). A utilizacdo desses animais no presente trabalho foi aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) sob licenca n® L-
0063/08.

>

Figura 1. Rack ventilado com para biotério com capacdade para 48 microisoladores

5.2.3 Obtencao de cercarias e infecgéo

Cercérias provenientes de caramujos B. glabrata (linhagem Belo Horizonte -
BH) obtidos do moluscério do Laboratdrio de Esquistossomose Experimental (LEE) do
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ, infectados individualmente com 7+1 miracidios

de S. mansoni foram utilizados neste experimento. Para obtencdo de cercarias, 0s
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caramujos foram expostos a luz artificial durante o periodo de 1 hora e ap6s este

periodo, as cercérias foram coradas com lugol e quantificadas (figura 2).

Figura 2. Gotas de lugol contendo cercérias, durante observagdo em microscépio estereoscopico
5.2.4 Grupos experimentais

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas da agdo do latex de E. milii (syn.
splendens) var. hislopii sobre o verme adulto de S. mansoni, foram realizados dois
protocolos experimentais. No primeiro momento, foi realizado experimento com 10
camundongos infectados a partir de cercarias tratadas com a dose subletal do latex por
um periodo de 1 hora e 10 camundongos foram infectados com cercérias sem
tratamento, atuando assim como grupo controle. Ressalta-se que as cercarias foram
obtidas a partir de caramujos infectados para a manutencdo do ciclo sem tratamento
prévio com o latex de E. milii. Tal experimento foi realizado com o objetivo de verificar
a possivel protecdo a partir do contato das formas infectantes cercarias com o latex.
Apos a analise dos resultados e a confirmacdo da hipotese primaria, foram estipulados,
além dos grupos existentes, mais dois grupos para avaliar as caracteristicas da protecao
conferida por esse produto, sendo utilizados ao todo 60 camundongos subdivididos em
quatro subgrupos: GRUPO1- controle 1 hora (cercérias eliminadas sem tratamento),
GRUPO 2- cercérias eliminadas de 30 caramujos infectados sem tratamento em 50 ml

de &gua destilada e tratadas com 50 ml de dose subletal do latex por 1 hora, GRUPO 3-
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controle 3 horas (manutencdo das cercarias em agua destilada por este periodo),
GRUPO 4- cercérias tratadas 3 horas (idem ao grupo 2 com um tempo maior de

permanéncia no latex).

Todos os camundongos foram infectados individualmente, com 150 cercarias

distribuidas em aproximadamente 50 mL de &gua/ ou solucdo aquosa de latex

dependendo do grupo experimental (figura 3).

5.2.5 Parametros analisados

Com o intuito de caracterizar a acdo do latex frente a presente relacdo parasito-

hospedeiro, os seguintes parametros foram analisados:
Ndamero de ovos por grama de fezes (OPG)

Foram realizadas trés analises do OPG atraves do método de Kato-Katz em cada
grupo experimental. As fezes foram coletadas no biotério pelo periodo da manhd, em
cristalizadores pelo periodo de uma hora (figura 4). Foram realizadas 3 l1aminas (figura
5) por grupo e feita a contagem dos ovos, através do microscépio.
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Figura 4. Camundongos em cristalizadores para a coleta de fezes

Figura 5. Laminas de fezes processadas, segundo a técnica de Kato-Katz.
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Quantificacao de vermes adultos

A coleta e quantificacdo dos vermes foram realizadas ap0s a perfusdo do sistema
venoso portal dos camundongos, com no minimo 90 dias de infec¢do. O procedimento
iniciou-se com uma incisdo préxima aos 0rgdos genitais indo até a caixa tordcica. A
veia porta foi, entdo, seccionada e o ventriculo esquerdo perfundido com solucdo PBS
para a retirada dos vermes do sistema portal mesentérico, os quais foram quantificados.
Apos a perfusdo, todos os 6rgdos foram removidos e armazenados em Milloning para
posterior analise patoldgica. Posteriormente, o figado foi seccionado em trés fragmentos

destinados a estudo histopatoldgico.
Analise histopatologica

Logo apds a perfusdo, amostras de figado foram fixadas em Milloning, para
posterior estudo histoldgico. Apos sucessivas lavagens com etanol a 70% para completa
remocao do fixador, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de
etanol a partir de 70% até alcool absoluto. Apds essa etapa, as amostras foram
diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina histolégica fundida a 60°C.
Posteriormente, foram incluidas em parafina, cortadas em micrétomo rotativo (Leica:
modelo RM2125RT, Nussloch - Germany), obtendo-se cortes de 5 um de espessura. Os
cortes destinados ao estudo histopatologico foram corados pela hematoxilina/eosina
(HE).

5.2.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos através de média * desvio-padrdo e
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e ao teste t de Student (a=5%)
(Instat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02, Prism inc.).
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5.3 RESULTADOS

A dose letal (DLg) e a dose sub letal (DLsp) encontrada no presente estudo foi
de 2,7 mg/L e 1,4mg/L (x*=5,7; x* tab = 14,07; g.l. = 7), respectivamente. O resultado
da sobrevivéncia de camundongos Swiss webster a infeccdo com cercérias tratadas
(Grupos 2 e 4) e ndo tratadas (Grupos 1 e 3) estd demonstrado na tabela 1. A
sobrevivéncia dos camundongos variou de acordo com o grupo experimental, ndo sendo
possivel definir um padrdo decorrente do tratamento. No Grupo 2 foi observada
sobrevivéncia 24% superior a observada no Grupo 1 (controle de uma hora) e a
sobrevivéncia no Grupo 4 ndo variou quando comparada ao seu controle (Grupo 3)
(Tabela 1).

A quantidade de ovos eliminados pelas fezes estd diretamente associada ao
potencial de contaminacdo do ambiente hidrico por ovos de S. mansoni. Foi observada
reducdo no numero de ovos eliminados nos grupos de animais infectados com cercarias
expostas ao latex, Grupo 2 e 4, em comparacdo ao seus controles, Grupos 1 e 3,
respectivamente. Quanto ao tempo de tratamento, houve reducdo de 43% na primeira
hora de tratamento de cercarias com o latex e de 90,6% ap0s a terceira hora, quando
comparado ao Grupo 1 (Figura 6).

Tabela 1. Efeito do tratamento com a Dlsy do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na biologia reprodutiva de Schistosoma mansoni em Swiss webster infectado em laboratdrio.
Letras diferentes significam diferencgas estatisticas entre o grupo (o= 5%). Grupo 1= cercérias mantidas
em agua destilada durante o periodo de uma hora; Grupo 2= cercérias expostas ao latex durante o periodo

de uma hora; Grupo 3= cercarias mantidas em agua destilada durante o periodo de trés horas; Grupo 4=
cercarias expostas ao latex durante o periodo de trés horas.

GRUPO Numero Numero Ovos/ OPG/
de animais deovos camundongo camundongo
GRUPO 1 16 150 9.345.3° 223.2+129°
GRUPO 2 21 85 4.0+2.4° 96+58.7°
GRUPO 3 12 22 1.845.1° 43.2+123.2°
GRUPO 4 12 14 1.1+4.6° 26.4+96.9°
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Figura 6. Efeito do tratamento com a Dls, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na eliminagdo de ovos de Schistosoma mansoni em Swiss webster infectado em laboratério.
Grupo 1= cercarias mantidas em agua destilada durante o periodo de uma hora; Grupo 2= cercarias
expostas ao latex durante o periodo de uma hora; Grupo 3= cercarias mantidas em agua destilada durante
o0 periodo de trés horas; Grupo 4= cercérias expostas ao latex durante o periodo de trés horas

Quanto a média de ovos por grama de fezes (OPG) recuperados nos
camundongos do grupo controle de uma hora (Grupo 1) foi 57% superior ao observado
no grupo onde os camundongos foram infectados com cercéarias expostas a a¢do do latex
pelo mesmo periodo de uma hora (Grupo 2). Quanto ao grupo exposto durante trés
horas ao tratamento com o latex (Grupo 3), foi observada reducdo de 88% e 39%,
comparando-se 0s controles de uma hora (Grupo 1) e trés horas (Grupo 4),
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito comparativo do tratamento com a DLs, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii na biologia reprodutiva e formacdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni
em Swiss webster infectado em laboratério. Grupo 1= cercéarias mantidas em agua destilada durante o
periodo de uma hora; Grupo 2= cercérias expostas ao latex durante o periodo de uma hora; Grupo 3=

cercarias mantidas em &gua destilada durante o periodo de trés horas; Grupo 4= cercérias expostas ao
latex durante o periodo de trés horas.

Grupos Taxa (%) de variacao de Taxa (%) de variacao de
OPG/camundongo vermes/camundongo
Grupo 1- Grupo 2 -57% -21%
Grupo 1- Grupo 3 - 80% -57%
Grupo 1- Grupo 4 -88% -65%
Grupo 2- Grupo 3 -55% -45%
Grupo 2- Grupo 4 -12% -56%
Grupo 3- Grupo 4 -39% -19%
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Na tabela 3 podemos observar o numero médio de vermes formados a partir de
cercarias tratadas ou ndo com o latex de E. millli (syn. splendens) var. hislopii, em cada
grupo. O contato deste produto com cercérias de S. mansoni por um periodo de uma
hora reduziu a formacdo de vermes em 21% e atividade reprodutiva (OPG) em 57%
(Tabela 2). Ap0s a perfusao, o nUmero de vermes recuperados por camundongo divergiu
estatisticamente (p<0,05) entre os grupos (Tabela 3). A formacdo de vermes no grupo 1
foi 65% superior que a observada no grupo 4, onde as cercérias foram tratadas por 3
horas (Figura 7).

Tabela 3. Efeito do tratamento com a DLs, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na formacdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni em Swiss webster infectado em
laboratorio. Letras diferentes significam diferencas estatisticas entre os grupo (o= 5%). Grupo 1=
cercarias mantidas em agua destilada durante o periodo de uma hora; Grupo 2= cercérias expostas ao
latex durante o periodo de uma hora; Grupo 3= cercarias mantidas em agua destilada durante o periodo de
trés horas; Grupo 4= cercarias expostas ao latex durante o periodo de trés horas

GRUPO NUmero de NuUmero de vermes/

animais camundongo

GRUPO 1 16 7.2435%
GRUPO 2 21 5.7+3.9%¢
GRUPO 3 12 3.1+0.2°¢
GRUPO 4 12 2.5+0.7°

9_

8_

o N

6- T

Numero de vermes adultos de
Schistosoma mansoni/ camundongo
N
1

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4
Tratamentos

Figura 7. Efeito do tratamento com a DLs, do extrato aquoso de Euphorbia milii (syn. splendens) var.
hislopii na formagdo de Schistosoma mansoni em Swiss webster infectado em laboratério. Grupo 1=
cercarias mantidas em agua destilada durante o periodo de uma hora; Grupo 2= cercérias expostas ao
latex durante o periodo de uma hora; Grupo 3= cercarias mantidas em &gua destilada durante o periodo de
trés horas; Grupo 4= cercérias expostas ao latex durante o periodo de trés horas.
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Foram observados aspectos histopatologicos dos animais dos grupos controle (Grupos 1
e 2) e dos animais dos grupos expostos (Grupos 3 e 4 ). Em ambos os grupos constatou-
se a presenca de granulomas periovulares, isolados e esparsamente distribuidos pelo
parénquima hepatico, as vezes formando conglomerados, ndo sendo possivel constatar
diferencas entre os grupos. Além disto, em muitos desses granulomas notava-se
deposicdo de pequena quantidade de coldgeno. Também ocorria intensa infiltracéo
eosinofilica nos médios e grandes espacos-porta e, as vezes, na por¢do central dos

granulomas (Figura 8 e 9).

Figura 8. Camundongo do grupo controle com 60 dias de infeccdo pelo Schistosoma mansoni. Presenca
de eosinofilia intensa em torno do ovo com miracidio em desintegracdo e alguns mononucleares
permeando o infiltrado eosinofilico.Barra de 200 pum.
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Figura 9. Camundongo do grupo exposto a DLs, do latex de Euphorba milli com 60 dias de infecgdo pelo
Schistosoma mansoni. Presenca de eosinofilia intensa em torno do ovo com miracidio em desintegracéo e
alguns mononucleares permeando o infiltrado eosinofilico.Barra de 200 pum.
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5.4- DISCUSSAO

Neste trabalho sdo apresentados os resultados da acéo do latex de E. milii (syn.
splendens) var. hislopii em cercarias de S. mansoni e sua influéncia na biologia
reprodutiva e formagdo de vermes adultos. Até o presente momento, esse composto foi
extensivamente pesquisado como agente moluscicida, sendo escassa a investigacdo de
seu efeito sobre o potencial infectivo dos estagios larvares (miracidios e cercarias) de S.
mansoni e de outros trematddeos em seus respectivos hospedeiros (DE CARVALHO et
al. 1998). Segundo Mello-Silva (2005), este produto é o principal moluscicida vegetal
no controle da esquistossomose por apresentar seletividade para hospedeiros
intermediarios infectados, ser biodegradavel e ndo ter efeitos em organismos ndo alvos
nas doses utilizadas. No presente estudo é sinalizado que este composto também
apresenta acdo sobre a forma larvar cercaria, reduzindo a formagdo de parasitos no
hospedeiro definitivo e conseqlientemente a producdo de ovos pela fémea, o que
proporciona menor contaminacdo do recurso hidrico com ovos oriundos de fezes de

hospedeiros infectados.

Diversas drogas tém sido utilizadas como esquistossomicidas, os medicamentos
sdo administrados por via oral ou via intramuscular nos hospedeiros definitivos, no caso
0 homem, com a finalidade de destruir o parasito e/ou reduzir a producdo de ovos. Os
quimioterapicos mais utilizados no tratamento da esquistossomose sdo Oxaminiquine e
Praziquantel, ambos reduzem em 80% e 95% respectivamente 0 nimero de vermes

adultos e 100% dos individuos tratados possuem alteracdo no oograma (KATZ, 2008).

Tendo em vista a tolerdncia ou resisténcia de drogas no tratamento da
esquistossomose, diversos estudos tém sido feitos com outras drogas, priorizando as
naturais, oriundas de plantas, com atividade esquistossomicida, sendo a artemisina e seu
derivado artemether exemplos. Este fitoterapico também demonstrou que 100% dos
individuos que sofreram tratamento alteraram a producdo de ovos e houve reducgdo de
61,5% no namero de vermes adultos (LESCANO et al. 2004)

No presente trabalho, a redu¢éo mais acentuada do nimero de vermes foi 88%, e
assim, maior que a encontrada para Oxaminiquine e Artemisina, no entanto, esta
reducdo € indireta, pois esta relacionada a incapacidade de formacdo dos vermes, e ndo

a mortalidade dos mesmos, como observamos nas drogas terapéuticas. No produto em
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questdo, a dose subletal do latex foi aplicado nas cercarias, o que alterou a viabilidade

do desenvolvimento do parasito no hospedeiro definitivo, no caso, camundongos.

Outros estudos, visando o controle da infeccdo em hospedeiros definitivos e a
reducdo indireta de vermes foram realizados. William et al. (2001) infectaram moluscos
com miracidios oriundos de hospedeiros suscetiveis e resistentes ao tratamento com
Praziquantel e observaram a producdo de cercarias em B. alexandrina. As cercarias
eliminadas por estes moluscos foram usadas na infeccdo de camundongos, a fim de
verificar a producdo de vermes. Os resultados demonstraram reducdo na producédo de
cercarias, vermes e ovos em isolados resistentes a droga.

Couto et al. (2011) administraram a dose de 100mg/Kg de Praziquantel,
misturadas na comida de caramujos infectados e positivos para S. mansoni. As cercarias
oriundas de caramujos tratados foram usadas para infec¢cdo em camundongos. Ap6s 45
dias da infeccdo, os camundongos também foram tratados com doses diferentes de
praziquantel e observou-se uma reducdo de 89,9% (400mg/Kg) e 88,1% para
800mg/Kg. A reducdo na producdo de cercarias por caramujos infectados por S.
mansoni e tratados por via oral por praziquantel também foram realizados (Mattos et al.
2006, 2007).

Embora os resultados de William et al. (2001) e Couto et al. (2011), sejam
semelhantes aos encontrados no presente trabalho, a metodologia apresentada apresenta
dificuldades quanto a sua aplicacdo em campo. No presente estudo, o tratamento se da
através da diluicdo do latex no recurso hidrico, o que torna a sua viabilidade de uso a
campo maior. Produtos naturais, biodegradaveis, de facil absorcdo pelo caramujo e
pelas formas larvares (miracidios e cercarias) tornam-se alvo de estudos para viabilizar
o0 controle da transmisséo,

A absorcdo de grandes moléculas para o interior da cercéria esta associada a
perda da cauda com exposicdo do nefridioporo e a permeabilidade da membrana de
superficie da larva. Segundo Thornhill et al. (2010), a entrada de moléculas exdgenas ao
parasito podem afetar receptores de fatores de crescimento presente no genoma do de S.
mansoni e afetar o crescimento e desenvolvimento desse em seu hospedeiro

intermediario.

Estudos com produtos aplicados na &gua para verificar a mortalidade de

cercarias e seu potencial infectivo também ja foram realizados. O principal composto
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sintético pesquisado para o controle de moluscos e cercarias de S. mansoni € a
niclosamida (Bayluscide®). A aco téxica deste produto sobre cercarias é maior que a
observada em moluscos hospedeiros intermediarios (TCHOUNWOU et al. 1992). O
tratamento, por um periodo de 1 hora, de cercarias com doses menores que 1 mg/l foi
suficiente para reduzir em 98% o numero de vermes recuperados no grupo tratado em

relagdo ao grupo controle

De-Carvalho et al. (1998), compararam o efeito de Bayluscide® (niclosamida) e
do latex liofilizado de E. milii (syn. splendens) var. hislopii sobre ovos, miracidios e
cercarias de S. mansoni. Segundo os autores, o latex tem estreito espectro de agédo
biocida quando comparado com a niclosamida. Entretanto, o intenso uso de produtos
sintéticos no combate a esquistossomose tem apresentado fatores negativos como, o
desenvolvimento de resisténcia nos hospedeiros intermediarios, acdo sobre organismos
ndo alvos, causando significativa alteracdo no ecossistema aquatico e custo
relativamente elevado desses produtos, sendo invidveis para paises de terceiro mundo
onde a doenca apresenta-se de forma endémica (MARSTON & HOSTETTMANN,
1985).

Bakry et al. (2011) estudaram a acéo de E. milii em miracidios e cercérias de S.
mansoni e seu potencial infectivo, verificando reducdo na producdo de cercérias e
vermes adultos. No referido estudo a dose subletal utilizada foi 73,6% superior a
utilizada na presente dissertacdo, com resultados similares em relacdo ao potencial de

reducdo de vermes adultos.
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5.5- CONCLUSAO

Conclui-se que a dose subletal do latex de E.milii apresenta propriedade
esquistossomicida, pois reduz a producdo de vermes e sua atividade reprodutiva,

podendo ser utilizada também no controle da morbidade da esquistossomose mansénica.

79



5.6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARKY, F.A.; MOHAMED, R.T. Impact of Euphorbia milii latex on infectivity of
Schistosoma mansoni larval stages to their hosts. J. of Evolut. Biol. Research. v. 3.p.
101-107. 2011.

COUTO, F. F. B.; COELHO, P. M. Z., ARAUJO, N.; KUSEL, J. R.;; KATZ, N.;
JANNOTTI-PASSOS, L. K., MATTOS, A. C. A. Schistosoma mansoni: a method for
inducing resistance to praziquantel using infected Biomphalaria glabrata snails. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz. v.106. p 153-157. 2011.

DE-CARVALHO, R.R.,, MALDONADO JR., A., OLIVEIRA-FILHO, E.C., RIBEIRO,
A.C., PAUMGARTTEN, F.J.R., REY, L. Effects of Euphorbia milii latex on
Schistossoma mansoni eggs, Miracidia and Cercariae. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. v.
93. p. 235-237. 1998.

EL-ANSARY, A.; SAMMOUR, E.M.; SOLIMAN, M.S.; GAWISH, F.A. In vivo,
attenuation of schistosome cercarial development and disturbance of egg laying capacity
in Biomphalaria alexandrina using sublethal concentrations of plant molluscicides. J.
Egypt. Soc. Parasitol..v. 31.p. 657-669. 2001.

FINNEY, D. J. Probit Analisys. 3" ed., Cambridge University Press, New Delhi,
333pp, 1971.

LAGE, R.C.G. O efeito da pressdo seletiva com praziquantel na diversidade

genética da Cepa LE de Schistosoma mansoni. Tese USP, Sdo Paulo, SP. 2010.

LIMA, M.G. Analise fisiologica da acédo do latex de Euphorbia splendens var. hislopii
N.E.B (Euphorbiaceae) sobre Biomphalaria glabrata Say, 1818 (Pulmonata,
Planorbidae) infectada por Schistosoma mansoni Sambom, 1907 (Trematoda,
Schistosomatidae), associada ao tempo de degradacdo do latex. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
2010.

MARSTON, A.; HOSTETTMANN, K. Review article number 6: Plants moluscicidas.
Phytochemistry. v. 24. p. 639-652. 1985.

80



MCCLLOUGH, F.S.; GAYRAL, P.; DUNCAN, J.; CHRISTIE, J.D. Molluscicides in
schistosomiasis control. B World Health Organ. v. 58. p. 681-689. 1980.

MELLO, R.S.; FERREIRA, A.R.S.; QUEIROZ, M.M.C. Bioactivity of latex from
Euphorbia splendens var. hislopii (Euphorbiaceae) on post-embryonic development of

Megaselia scalaris (Phoridae). Veterinary Parasitology. v. 172. p. 100-104. 2010.

MELLO-SILVA, C.C. Controle alternativo e alteragdes fisioldgicas em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818),hospedeiro intermediério de Schistosoma mansoni
Sambom,1907 pela acdo do latex de Euphorbia splendens var. hislopii
N.E.B(Euphorbiaceae). Tese UFRRJ, Rio de Janeiro, RJ. 2005.

MELLO-SILVA, C.C.; VILAR, M.M.; VASCONCELLOS, M.C.; PINHEIRO, J,;
RODRIGUES, M.L.A. Carbohydrate metabolism alterations on the Biomphalaria
glabrata infected with Schistosoma mansoni and exposed to Euphorbia splendens var.
hislopii latex. Mem. Do Inst. Oswaldo Cruz. V. 105, p. 492-495, 2010.

OLLIARO, PL.; VAILLANT, M.T.; BELIZARIO, VJ.; LWAMBO, N.J.S;
OULDABDALLAHI, M. A.; PIERI, O.S.; AMARILLO, M.L.; KAATANO, GM.;
DIAW, M.; DOMINGUES, A.L.C.; FAVRE, T.C.; LAPUJADE, O.; ALVES, F;
CHITSULO, L. Multicentre Randomized Controlled Trial of the Efficacy and Safety of
Single-Dose Praziquantel at 40 mg/kg vs. 60 mg/kg for Treating Intestinal
Schistosomiasis in the Philippines, Mauritania, Tanzania and Brazil. PLoS Negl Trop
Dis. v. 5.p. 1-15. 2011.

SCHALL, V.T.; VASCONCELLOS, M.C.; ROCHA , R.S.; SOUZA, C.P.; MENDE,
N.M. The control of the schistosome-transmiting snail Biomphalaria glabrata by the
plant Molluscicide Euphorbiasplendens var. hislopii(syn milliDes. Moul): a longitudinal
field study in an endemic area in Brasil. Acta Trop.v. 79.p. 165-170. 2001.

SINGH, S.; SINGH, D.K. Molluscicidal activity of Abrus precatorius Linn. and
Argemone mexicana Linn. Chemosfere. v. 38. p. 3319-3328. 1999.

TCHOUNWOU, P. B.; ENGLANDE JR., A. J;MALEK, E. A, GREER, G.
J.; ANDERSON, A. C. The effects of bayluscide and malathion on the mortality and

81



infectivity of Schistosoma mansoni cercariae. Environmental Toxicology and Water
Quality. v. 7. p 107-117. 1992.

THORNHILL1, J.; KUSEL1, J.; OLIVIERA, F.A.; RIBEIRO,F.; LIMA, S.F,;
COELHO, P.M.Z.; MCVEIGH, P.; MATTOS, A.C.A. Uptake of macromolecules by
cercariae during skin penetration and transformation to schistosomula (Schistosoma
mansoni). Mem Inst Oswaldo Cruz. v. 105. p. 387-390. 2010.

VASCONCELLOS, MC, AMORIN A. Molluscicidal action of the latex of Euphorbia
splendens var. hislopii N.E.B (“Christ’s Crown”) (Euphorbiaceae) against Lymnaea
columella (Say, 1817) (Pulmonata: Lymnaeidae), intermediate host of Fasciola
hepatica Linnaeus, 1758 (Trematoda: Fasciolidae). 1- Test in laboratory. Mem Inst O
Cruz v. 98, p. 557-563, 2003.

WILLIAN, S.; SABRA, A.; RAMZY, F.; DEMERDASH, Z.; BENNETT, J. L.; DAY,
T. A.; BOTROS, S. Stability and reproductive fitness of Schistosoma mansoni isolates
with decreased sensitivity to praziquantel. International Journal for Parasitology.
v.31. p.1093-1100. 2001.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. IMMUNIZATION. Disponivel em:

http://www.who.int/topics/immunization/en/> em 31.04.2011

ZANI, C. L.; MARSTON, A.;, HAMBURGER. M.; HOSTETTMANN, K.
Molluscicidal milliamines from Euphorbia milii var. hislopii. Phytochemistry. v.34, p.
89-95, 1993.

82


http://www.who.int/topics/immunization/en/

6 — CONCLUSOES GERAIS

Em um recurso hidrico epidemiologicamente ativo sdo encontrados caramujos
em diferentes fases de infeccdo, fezes recém eliminadas, ovos do parasito sem ecloséo
dos miracidios, miracidios recém eclodidos e cercérias recém eliminadas. Os resultados
desse trabalho foram divididos por experimentos que apresentam de forma holistica e
simulatoria o efeito da exposicdo da dose subletal do latex bruto de E. milii var. hislopii
em diferentes fases do ciclo do S. mansoni neste ambiente. Com base nos resultados
apresentados nos capitulos, pode-se concluir que:

1) Quando caramujos infectados, independente da fase de desenvolvimento do parasito
intramolusco, entram em contato com a dose subletal do produto observamos alta
mortalidade e reducdo na producdo cercarias eliminadas pelos caramujos apds a

exposicao;

2) O potencial infectivo dos miracidios foi afetado pela DLsy do latex de E. milii var.
hislopii quando esses eclodiram e infectaram o molusco, na presenca do produto,
promovendo assim, a reducdo significativa no namero de cercarias eliminadas ao longo

do tempo;

3) O potencial reprodutivo de Biomphalaria glabrata foi alterado devido a exposicdo ao

latex tanto nos moluscos, infectados e ndo infectados, quanto na forma larval miracidio.

4) A dose subletal do latex de E. milii apresentou propriedade esquistossomicida,
reduzindo a producdo de vermes adultos e consequentemente o numero de ovos

eliminados pelo hospedeiro definitivo no ambiente.

5) A propriedade moluscicida e esquistossomicida do produto em questéo, viabilizada pela
acdo do mesmo nas formas infectantes e nos hospedeiros intermediarios promove de
forma concomitante e eficiente o controle da transmissdo e da morbidade da doenca.
Um unico produto, natural, biodegradavel, em baixas doses, viavel ecologicamente
altera o desenvolvimento do ciclo do parasito nos hospedeiros intermediarios e
definitivos, gerando a reducdo de formas infectantes e a preservacdo das populagdes de

moluscos em seu habitat natural.
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