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RESUMO
A esquistossomose, causada por helmintos do género Schistosoma, ¢ uma doenga
parasitaria que afeta mais de 250 milhdes de pessoas em todo o mundo. Considerada
uma Doenga Negligenciada, o tratamento da esquistossomose ¢ baseado no uso de
apenas um farmaco, Praziquantel, cujo uso levanta preocupagdes sobre o surgimento de
parasitas tolerantes/resistentes. Diante desse cenario, faz-se necessaria nova alternativa
terapéutica visando o tratamento da esquistossomose e outras helmintiases. Huperzina A
¢ um composto sesquiterpénico insaturado de natureza alcaldide, encontrado em plantas
do género Huperzia, espécie denominada Huperzia serrata, apresentando uma
diversidade de propriedades bioldgicas e farmacologicas. Objetivo: Avaliar o efeito da
Huperzina A em camundongos experimentalmente infectados com Schistosoma
mansoni. Métodos: Atividade antiparasitaria da Huperzina A foi avaliada in vitro frente
aos vermes adultos de Schistosoma mansoni. Resultados: In vitro, Huperzina A,
apresentou atividade esquistossomicida (LC50 =200 pg/ ml). Conclusdo: Em conjunto,
considerando a importancia do reposicionamento de extratos naturais para Doengas
Negligenciadas, os resultados deste estudo indicam o potencial da Huperzina A para

tratamento da esquistossomose.
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ABSTRACT
Schistosomiasis, caused by helminths of the genus Schistosoma, is a parasitic disease
that affects over 250 million people worldwide. Considered a Neglected Disease, the
treatment of schistosomiasis relies on the use of a single drug, Praziquantel, the use of
which raises concerns about the emergence of tolerant/resistant parasites. Given this
scenario, a new therapeutic alternative is necessary for the treatment of schistosomiasis
and other helminthiasis. Huperzine A is an unsaturated sesquiterpene alkaloid
compound found in plants of the Huperzia genus, specifically in the species known as
Huperzia serrata, exhibiting a variety of biological and pharmacological properties.
Objective: To evaluate the effect of Huperzine A on mice experimentally infected with
Schistosoma mansoni. Methods: The antiparasitic activity of Huperzine A was assessed
in vitro against adult Schistosoma mansoni worms. Results: In vitro, Huperzine A
demonstrated schistosomicidal activity (LC50 = 200 pg/ml). Conclusion: Overall,
considering the importance of repurposing natural extracts for Neglected Diseases, the
results of this study indicate the potential of Huperzine A for the treatment of

schistosomiasis.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada provocada por trematodeos
sanguineos, pertencentes ao género Schistosoma. Ela continua sendo um problema
significativo em mais de 70 nagdes, sendo a segunda doenca parasitaria humana mais
relevante apos a maléaria, com mais de 200 milhdes de pessoas infectadas e cerca de 800
milhdes vivendo sob risco de infecgdo. (V' As complicagdes da esquistossomose incluem
fibrose hepatica e intestinal (S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi), e
fibrose ureteral e vesical, além de calcificacdo do trato geniturinario (S. haematobium).
(@)

Os esquistossomos possuem ciclos de vida complexos que envolvem hospedeiros
vertebrados (geralmente um mamifero) e hospedeiros invertebrados (caramujos de agua
doce). Os seres humanos geralmente sdo infectados pela penetragdo de cercérias através
da pele quando entram em contato com agua doce contaminada. ®) Apds a penetragio na
pele humana, as larvas em desenvolvimento (esquistossomulos) requerem cerca de 5 a 7
semanas antes de se tornarem adultos e produzirem ovos. Os ovos sdo eliminados no
ambiente através das fezes ou urina (S. haematobium) ou sao retidos nos tecidos do
hospedeiro, onde induzem inflamagio e depois morrem. ® Os ovos que alcangam a dgua
doce eclodirdo, liberando miracidios ciliados de vida livre que infectam um hospedeiro
de caramujo adequado. No caramujo, o parasita passa por uma replicacdo assexual por
meio de estagios de esporocisto mae e filha, eventualmente liberando dezenas de
milhares de cercarias na dgua, que sdo capazes de causar novas infecgdes em humanos.
()

Dado o papel critico que essas condi¢des desempenham na satde global, a Organizagao
Mundial da Satde langou em 2021 um novo roteiro para doengas negligenciadas com
estratégias para acelerar o controle e eliminagdo de helmintiases e outras doengas
associadas a pobreza até 2030. Conforme destacado no roteiro da OMS, a quimioterapia
para individuos de risco em regides endémicas ¢ o principal método de controle de
infecgdes causadas por helmintos. ©

O conhecimento insuficiente sobre a doenga, a caréncia de infraestrutura sanitaria
adequada e a auséncia de politicas de satide eficazes contribuem para a propagacao da
esquistossomose em paises onde a doenga ¢ endémica. Sem uma vacina eficaz
disponivel, o controle da esquistossomose depende principalmente de um nico
medicamento, o praziquantel (PZQ), que tem sido utilizado em programas de

distribuicdo em massa desde os anos 1970. O PZQ oferece alta eficacia no tratamento, ¢
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bem tolerado, apresenta poucos efeitos colaterais transitorios, pode ser administrado por
via oral e possui um custo competitivo. Estudos também demonstraram sua capacidade
de reduzir a fibrose em camundongos infectados com esquistossomos. ¥ No entanto,
mesmo considerando essas vantagens, confiar exclusivamente em um tinico
medicamento para uma doenca que afeta mais de 200 milhdes de pessoas ¢ arriscado. A
resisténcia ao PZQ, tanto em estudos de campo quanto em laboratério, ja foi observada
em diversas pesquisas. Além disso, o0 PZQ tem eficacia limitada contra vermes imaturos
presentes em infec¢des recentes. Portanto, hd uma urgente necessidade de desenvolver
novos medicamentos esquistossomicidas.

Considerando a dificuldade em descobrir novos esquistossomicidas, uma alternativa
promissora pode estar nos extratos naturais. A biodiversidade do Brasil desempenha um
papel crucial na descoberta de medicamentos devido a sua vasta variedade de
ecossistemas e espécies Unicas. A floresta amazonica, por exemplo, ¢ uma das regioes
mais biodiversas do mundo e abriga uma riqueza inigualével de plantas, animais e
microrganismos com potencial terapéutico. Muitas comunidades indigenas héa séculos
utilizam plantas medicinais da regido para tratar uma variedade de doengas.

Além da Amazodnia, outros biomas brasileiros, como a Mata Atlantica, o Cerrado € o
Pantanal, também oferecem uma grande diversidade de espécies com propriedades
medicinais. Pesquisadores tém explorado esses recursos naturais em busca de novos
compostos bioativos que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos
medicamentos. A biodiversidade brasileira continua a ser uma fonte inestimavel de
novos fArmacos e compostos terapéuticos, proporcionando esperanga para o tratamento
de uma variedade de doencas, desde enfermidades tropicais negligenciadas até
condi¢des cronicas como o cancer e doengas neurodegenerativas.!"'? No entanto, é
crucial que esses recursos sejam explorados de maneira sustentavel e responsavel,
garantindo a preservacdo dos ecossistemas e o respeito aos conhecimentos tradicionais
das comunidades locais. Esses extratos sdo produzidos por uma variedade de
organismos em diferentes ambientes, com destaque para as plantas como fontes
principais desses compostos. Os extratos naturais tém sido alvo de intensa investigacao
devido as suas propriedades bioativas, como os terpenoides encontrados nos 6leos
essenciais. As plantas funcionam como verdadeiras fabricas quimicas, produzindo uma
vasta gama de metabolitos secundérios, como taninos, terpenos, alcaloides e

flavonoides, que tém potencial para o tratamento de doengas humanas. (!!-!4
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Hodiernamente, estdo em andamento estudos para descobrir novos compostos bioativos
com atividade farmacoldgica contra a esquistossomose. Varios extratos naturais ja
foram identificados como tendo atividade contra o parasita Schistosoma, incluindo
extratos de plantas como a artemisinina e a curcumina. Outros modelos mostram-se
promissores, com a identificagdo de compostos bioativos contra diferentes parasitas,
como em estudos voltados para a malaria, leishmaniose, esquistossomose e
tripanossomiase. O uso de extratos naturais para desenvolver novos fairmacos para a
esquistossomose pode ser uma alternativa promissora e econdmica, especialmente em
areas onde o acesso aos medicamentos ¢ limitado. (!>

A Huperzina A ¢ um composto alcaloide insaturado do tipo sesquiterpeno encontrado
em certas espécies vegetais, como o Huperzia serrata. Essa planta ¢ conhecida na
medicina tradicional chinesa como "Qian Ceng Ta" e tem sido utilizada para tratar
condi¢des como esquizofrenia, edemas e perda de memoria. A Huperzina A (Figura 1),
desperta grande interesse devido as suas propriedades farmacologicas e aos seus

potenciais beneficios para a satude. !9

Figura 1- Estrutura quimica da Huperzina A
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A Huperzina A se destacou inicialmente pela sua capacidade de inibir a enzima
acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela degradag¢ao do neurotransmissor
acetilcolina. Essa inibi¢do resulta no aumento dos niveis de acetilcolina no cérebro,
potencialmente melhorando a fun¢@o cognitiva e a memoria. Portanto, a Huperzina A
tem sido investigada como uma possivel terapia para doengas neurodegenerativas, como
o Mal de Alzheimer. 7 Além do seu potencial neuroldgico, a Huperzina A despertou
interesse devido a sua atividade contra parasitas. Evidéncias sugerem que ela pode
interferir no sistema nervoso do parasita, afetando sua mobilidade e capacidade de

adesao as células hospedeiras. Essas descobertas indicam um possivel potencial
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terapéutico da Huperzina A no tratamento da esquistossomose. Com o objetivo de
descobrir novas alternativas de tratamento de doengas negligenciadas, o presente
trabalho avaliou a atividade in vitro de Huperzina A em vermes adultos de S. mansoni.
No entanto, as pesquisas nesse campo ainda estdo em estagios iniciais, € sa0 necessarios
estudos adicionais para compreender completamente o potencial de a¢do da Huperzina

A contra o verme adulto do Schistosoma mansoni.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliac¢ao da atividade anti-helmintica in vitro

Todos os ensaios anti-helminticos serdo realizados no laboratdrio do Pesquisador
Responsavel, cujos procedimentos estdo especificados em diversos artigos do grupo.!3-2°
Para selecdo de extratos vegetais bioativos, todas as amostras serdo testadas em adultos
de S. mansoni na concentragdo de 200 pg/mL. Cada concentragdo ¢ testada em triplicata
e os experimentos sdo repetidos pelo menos uma vez. Em todos os ensaios, foram

usados como controle positivo (praziquantel), enquanto pogos contendo somente meio

de cultura e o veiculo (comumente DMSO 0.5%) foram usados como controle negativo.

2.2 Ensaios com S. mansoni

O parasito (linhagem BH) ¢ mantido em caramujos Biomphalaria glabrata
(hospedeiro intermediario) e camundongos Mus musculus (hospedeiro definitivo).?! Os
experimentos com adultos de S. mansoni, obtidos por perfusido 42 dias ap6s infeccao,
serdo realizados com machos e fémeas acasalados em placas de 24 pocos (1 casal/poco)
contendo 2 mL de meio RPMI 1640 tamponado com HEPES 25 mM, antibioticos
(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml) e suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Os vermes serdo incubados com as amostras (em diferentes concentragoes)
por até 72 horas (37 °C, 5% CO2) e monitorados microscopicamente considerando os
seguintes parametros: atividade motora (motilidade), alteragdes morfologicas no
tegumento e a capacidade reprodutiva. A mortalidade dos helmintos foi julgada pela
auséncia de movimentos durante 1 minuto ou quando tocados com uma pinga.?! (Figura

2)
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Figura 2- Delineamento do estudo in vitro realizado para investigar a atividade

anti-Schistosoma da Huperzina A.
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FASE 1: Selegao de extratos vegetais bioativos: Huperzina A, encontrado em plantas do género Huperzia,
especialmente em Huperzia serrata sdo preparados para testes in vitro. Nesta etapa, todas as amostras
serdo testadas na concentragdo inicial de 200 pg/mL. FASE 2: Avaliacdo do efeito antiparasitario de

Huperzina A: As amostras ativas serdo testadas em concentragdes inferiores para determinagao da EC50.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sesquiterpeno insaturado de natureza alcaloide, Huperzina A, encontrado em
plantas do género Huperzia, especialmente em Huperzia serrata, demonstrou uma gama
significativa de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas na medicina tradicional. Neste
estudo, investigamos a atividade anti-Schistosoma da Huperzina A por meio de
abordagens in vitro. Concentracdes de 200, 100 pg/ml de Huperzina A foram testadas
para determinar a EC50. (Figura 3) Esses resultados sugerem que a Huperzina A pode
ser um candidato promissor para o tratamento da esquistossomose, oferecendo uma

resposta terapéutica rapida e eficaz.

Figura 3 - Efeitos in vitro de Huperzina A em vermes adultos de S. mansoni

com 49 dias de idade
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Ao longo de um periodo de 72 horas, com avaliagdes realizadas a cada intervalo de 24 horas, notamos

uma significativa diminui¢do na motilidade tanto dos vermes machos quanto das fémeas, culminando na
morte dos parasitas, especialmente evidente na concentragdo de 200 pg/ml. Esse efeito atingiu seu apice
entre as 48 ¢ 72 horas de exposi¢ao ao tratamento. Quando os esquistossomos adultos foram mantidos na

auséncia do extrato (grupo controle), os parasitas revelaram atividade motora normal, com peristaltismo

natural do intestino.

A notével atividade antiparasitaria da Huperzina A ressalta suas perspectivas
como uma terapia inovadora ou complementar no combate a esquistossomose,
potencialmente se tornando um novo farmaco valioso. No entanto, ¢ essencial
aprofundar nossa compreensao dos mecanismos subjacentes que impulsionam a a¢ao
benéfica da Huperzina A contra o parasita. Além disso, ¢ imperativo expandir a
pesquisa para incluir modelos animais mais sofisticados e, eventualmente, realizar
ensaios clinicos em pacientes humanos. Isso permitird uma avaliagdo abrangente da

eficacia e seguranga da Huperzina A como tratamento para a esquistossomose.

4. CONCLUSAO

A pesquisa demonstrou que a Huperzina A possui uma notavel atividade anti-

Schistosoma, destacando seu potencial como uma terapia promissora no tratamento da
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esquistossomose. No entanto, para traduzir esses resultados promissores em beneficios
clinicos tangiveis, ¢ essencial uma compreensao mais aprofundada dos mecanismos
subjacentes. Além disso, ¢ crucial expandir os estudos para incluir modelos animais
mais sofisticados e, eventualmente, ensaios clinicos em humanos. Esses passos sao
fundamentais para avaliar completamente a eficicia e seguranga da Huperzina A como
um potencial tratamento inovador ou complementar para a esquistossomose,

proporcionando esperanga para uma abordagem terapéutica mais eficaz e agil.
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