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INTRODUCAO



As esquistossomoses s&o ainda um sério problema de salde publica
mundial sendo endémica em 74 paises. E estimado que 200 milhdes de pessoas
possuam a infecgdo e que de 500 a 600 milhdes estejam expostas ao risco de
infeccdo (WHO, 1993). Somente a esquistossomose mansénica atinge 52 paises.

No Brasil, o nimero de pessoas infectadas por Schistosoma mansoni
Sambon 1807, € de aproximadamente 5 a 6 mithdes, variando suas taxas de
prevaléncia de Estado para Estado e no decorrer do tempo (DOUMENGE et afii,
1987), atingindo 11% da érea nacional (SILVEIRA, 1989). Em nosso pais, as
areas endémicas de esquistossomose iém, geraimente, como hospedeiro
intermediario Biomphalaria glabrata ou B. straminea. A B. tenagophila esta restrita
a algumas areas (DOUMENGE et ali, 1987). No Estado de S&c Paulo a
esquistossomose apresenta-se em focos distribuidos nas regibes do Vale do
Paraiba, Grande Sdo Paulo, Vale do Ribeira, Baixada Santista, Litoral Sul, Regido
de Campinas e Vale do Paranapanema (SUCEN, 1982). Exceto nesta Ultima
regido onde o hospedeiro intermediario é B. glabrata, em todo o restante do
Estado a especie hospedeira é B. fenagophila (VAZ et afii, 1983; VAZ et alii, 1986;
VAZ ef afii, 1987; TELES & VAZ, 1987). B. straminea ainda ndo é considerada

como hospedeiro intermediario de importancia & Salde Pablica (SANTOS ef alii,

1980) em territorio paulista.

Em areas geogréficas distintas, isolados de uma mesma espécie de S.
mansoni diferem-se em certos aspectos morfoldgicos ou fisioldgicos, tais como:
tamanho, adaptabilidade a determinados moluscos hospedeiros, infectividade aos
mamifercs no campo ou em laboratério, produgéo de ovos, periodos pré-patentes,
patogenicidade, imunogenicidade e suscetibilidade a quimioterapicos

(ROLLINSON & SOUTHGATE, 1987).
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Diferencas também s&c encontradas a nivel gendmico, McCUTCHAN ef
ali (1984} demonstraram, pela técnica de “Southern blotting”, utilizando gene
ribpossomal como sonda, variagdes ndo somente entre linhagens de éreas
geograficas distintas, como também dentro da mesma regiso.

Ha cerca de 80 anos iniciou-se a quimioterapia das esquistossomoses
guando se utilizou o tartaro emético, um antimoniai trivalente
(CHRISTOPHERSON, 1918). Porém, os efeitos colaterais tdxicos do tartaro e a
necessidade de repetidos tratamentos por via parenteral levou & pesquisa de
drogas ativas, livres de metal e administradas por via oral. Os primeiros
experimentos. quimioterapicos sistematicos em laboratério foram iniciados na
Alemanha em 1932 por KIKUTH e GONNERT (1948), quando testaram um novo
composto, Miracil A, uma aminoxantona alquilada, dentro de uma série de
xantonas que ficaram conhecidas por compostos da série “Miraci”. Estudos com
0s compostos desta série possibilitaram a descoberta do Miracil D, que possuia ¢
nome genérico de lucanthone (KIKUTH & GONNERT, 1948).

CERF et ali (1962) demonstraram propriedades esquistossomicidas de
um composto organofosforado utilizado como inseticida, o metrifonato, efetive na
cura parasitoiogica de S. haematobium.

LAMBERT (1964) descreveu o niridazole, que possuia atividade contra as

trés principais espécies de esquistossomos que parasitam ¢ homem {S. mansoni,
S. haematobium e S. japonicum).

ROS! ef ali (1965) descreveram o hycanthone, obtido pela acdo de
Aspergillus sclerotiorum sobre o {ucanthone.

Lucanthone, hycanthone e niridazole, devido a efeitos colaterais téxicos e

outros problemas, ndo preencheram os requisitos para se tornarem drogas
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seguras a fim de serem usadas em larga escala nas regibes endémicas.
Entretanto, as pesquisas prosseguiram com a obtencdo de drogas mais seguras.

RICHARDS e FOSTER (1969) descreveram 0 oxamniquine. Este
medicamento vem sendo usado em larga escala no tratamento de S. mansoni,
ndo possuindo atividade sobre as oufras duas espécies. A droga provoca um
deslocamento dos vermes das veias mesentéricas para as intra-hepaticas. Os
machos s80 mais suscetiveis a droga quando comparados &s fémeas: porém o
restabelecimento das mesmas nas veias mesentéricas (KOHN ef alii, 1979) nada
acarrreta por ter seu sistema reprodutivo atrofiado, devido a regressdo da
glandula vitelinica (POPIEL et alii, 1984a; POPIEL & ERASMUS, 1984),
provavelmente por causa da auséncia do macho (POPIEL ef alii 1984a e 1984b).
Portanto n&o eliminando ovos deixa de contribuir para a patologia da
esquistossomose e sua epidemiclogia. Embora a droga seja absorvida em maior
quantidade por machos (245 ng/verme) do que fémeas (59 ng/verme)
(WOOLHOUSE & KAYE, 1977), a concentragdo da droga e metabdlitos por
unidade de peso é maior em fémeas, ja gue quando adultas tém um terco do peso
de vermes machos (LENNOX & SCHILLER, 1972), indicando que a maior
suscetibilidade do verme macho ndo se deve & sua maior absorcéo da droga.

THOMAS et ali (1975) descreveram o praziquantiel, uma pirazino-

isoquinoleina com fungéo anti-helmintica de largo espectro, que inicialmente foi
usada como cestocida de uso veterinario. Praziquantel é ativo contra todas as
espécies de esquistossomos que infectam o homem, diferentes das ocutras que
séo consideradas drogas monoespecificas: oxamniquine é efetive somente contra
S. mansoni e metrifonato, usado apenas em infecgbes por S. haemafobium
(DAVIS, 1993). Praziquantel ndo apresenta efeitos colaterais significantes, nem

reagdes adversas no figado, rins ou outras fungdes do corpo e &,



5
indubitavelmente, o avango mais importante na quimioterapia anti-heimintica das
Ultimas decadas. Estudos in vivo e in vifro nZo tém relatado atividade
esquistossomicida de quaisquer dos componentes resultantes da metabolizacdo
do praziguantel (DIEKMANN & BUHRING, 1976), mostrando ser ele mesmo o
componente ativo (ANDREWS ef afi, 1980). O primeiro efeito sobre o
esquistossoma apoés o tratamento & a répida contragdo muscular e subsequente
paralisia do verme (COLES, 1979; MEHLHORN ef alii, 1981) seguida por uma
rapida vacuolizaco do tegumento sincicial (MEHLHORN et alii, 1981; BRICKER
ef afii,1983), que in vivo pode resuitar em um encapsulamento por células do
hospedeirc e eliminacéo do verme (MEHLHORN et afii, 1981). Em camundongos,
a droga € rapidamente absorvida pelo intestino e cerca de 80% da droga
absorvida se liga a proteinas plasmaticas (DAVIS, 1993). Além disso, a eficiéncia
terapéutica pode ser aumentada se a dose Unica for dividida em 5 vezes
(GONNERT & ANDREWS, 1977). Varios estudos comprovam a eficécia do
praziquantel na revers&o da fibrose hepatica (ZWINGENBERGER et alii, 1990;
MORCOS et alii, 1992), com uma répida reabsor¢do dos granulomas pelos tecidos
do hospedeiro (REIS & ANDRADE, 1987).

Ainda na década de 70, STRIEBEL (1976) descreveu a atividade de uma

substéncia denominada amoscanato, um isotiocianato que possui atividade contra

varios helmintos inclusive esquistossomos.

LEROY et alii relataram em 1978 um novo esquistossomicida, o oltipraz.
Embora ambos tenham atividade esquistossomicida de amplo espectro ndo séo
largamente utilizados devido a efeitos colaterais, relativamente tdxicos.

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde a quimioterapia é o método
mais efetivo de controle da esquistossomose humana (WHGO, 1993), ja que os

outros alvos (hospedeiros intermediario e meio ambiente) requerem maior custo,
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que ndo & possivel de ser mantido na maioria dos paises acometidos. Hoje abre-
se a perspectiva de uso de vacina (CAPRON ef afi, 1992). Atuaimente, a OMS
coloca o metrifonato, o oxamniquine e o praziguantel como as principais drogas
para o tratamento das esquistossomoses humanas (WHOQ, 1993). Ressalta-se que
€ bem conhecida a existéncia de linhagens de S. mansoni com graus de
suscetibilidade diferentes perante a estes esquistossomicidas (DIAS ef alfij, 1978;
COLES et alii, 1986).

Varios estudos tém relatado que ha uma grande variacdo na resposta
terapéutica de linhagens distintas de S. mansoni, tanto em dreas geogréficas
diferentes como dentro da mesma area (COLES ef alii, 1986). Esta variacdo na
suscetibilidade a drogas é influenciada pela espécie, sexo e estagio de
desenvolvimento do frematddec. Todavia, ressalta-se que esses aspectos ndo
podem ser confundidos com resisténcia. E importante chamar a atengo que
resisténcia esta presente quande wuma populagdo de vermes previamente
suscetivel n&o responde a dose terapéutica usual de uma droga. Ja, tolerancia é
encontrada em uma populacdo de vermes que nunca respondeu adequadamente
ao tratamenio (DAVIS, 1993). COLES e BRUCE (1990) propuseram que um
isolade de esquistossomos era parcialmente resistente, devido a um aumento da

frequéncia de vermes resistentesftolerantes na populagdo parental, quando a

resposta a quimioterapia era significativamente menor do que aquela da linhagem
mais suscetivel. E considerada resisténcia completa de uma linhagem ou isolado
do trematodeo quando ndo ocorre resposta a dose méxima tolerada pelo
hospedeiro (DAVIS, 1993). Entre populagdes de S. mansoni, foi observado a
ocorréncia de ampos os fenémenos (PRICHARD ef afii, 1980).

Existem diferengas nitidas na resposta a quimioterapia apresentada por

linhagens origindrias da América do Sul e da Africa. Devido a este fato, na



7
América do Sul e na Africa Ocidental o oxamniquine € administrado na dose de 15
mg/kg para adultos e 20 mg/kg para criancas. Ja& no restante do continente
africanc a posologia varia de regio para regido, oscilando de 30 a 80 mgikg, e
nao havendo disting&o entre criangas e adultos (WHO, 1985).

TAYLOR & NELSON (1971) observaram gue uma linhagem de S. mansoni
da Tanzania era mais suscetivel ao niridazole do que uma de Porto Rico.
BUEDING et alii (1973) trabalhando com 6 diferentes linhagens (3 de Porto Rico,
uma da Libéria, uma da Tanzania e outra de Santa Lucia, ilha inglesa no mar das
Antilhas) reportaram diferencas na resposta ao tratamento com drogas
esquistossomicidas.

Diferencas nas resposas a quimioterapia, apresentadas por linhagens de
S. mansoni da mesma érea geogréfica foi demonstrada por ARAUJO et alii (1980),
guando estudaram em laboratério a suscetibilidade ao niridazole, hycanthone e
oxamnigquine de sete linhagens do trematédeo obtidas de quatro pacientes
tratados e trés néo tratados, todos infectados no Estado de Minas Gerais. Até
entéo, muitos estudos relatavam apenas a variacéo na suscetibilidade a drogas
apresentadas por linhagens oriundas de regides geograficas diferentes.

KINOTI (1987) frente a essa enorme variacéo na suscetibilidade a drogas

encontrada no parasito, sugeriu que S. mansoni possui uma grande capacidade

para desenvolver resisténcia a doses terapéuticas de determinada droga e que
esta resisténcia pode ser esperada quando e onde o parasito sofrer pressao
continua da mesma. Na época, o Autor se referia ao oxamniquine, porém esta
relacéo poderia se estender a qualquer quimioterapico.

Um grande numero de estudos foi realizado para detectar variages na

suscetibilidade a drogas apresentadas por isolados de S. mansoni de regides
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distintas, mostrando que eles diferiam em sua sensibilidade aos
esquistossomicidas (LEE ef alii, 1971: COLES ef alii, 1986; BRUCE et alfii, 1987).

A mesma adverténcia feita por KINOT] (1987) foi repetida por COLES ef
alii (1987), no mesmo ano, quando afirmou que 0 parasito poderia se tornar
resistente & droga por meio de tratamentos repetidos. Provavelmente, os
programas de fratamentos em massa sd3c um dos principais fatores que
favorecem o© aparecimento de linhagens com suscetibilidade alterada aos
esquistossomicidas (COLES & BRUCE, 1987). Os primeiros casos de linhagens
experimentalmente resistentes aos esquistossomicidas foram relatadas por
ROGERS & BUEDING (1971) quando apos fratamento com uma dose
relativamente alta de hycanthone em camundongos e hamsters infectados com S.
mansoni, alguns vermes sobreviveram e retomaram a oviposic@o apds um periodo
de seis a doze meses.

JANSMA et alif (1977) induziram resisténcia do S. mansoni ac hycanthone
apos tratamento da geracdo parental e relataram gue a resisténcia era
geneticamente transferida, testando a resposta da linhagem ao esquistossomicida
por aproximadamente 20 geragBes consecutivas. DIAS e OLIVIER (1986)
realizaram tentativas de inducdo de resisténcia ao oxamniquine, oltipraz e

praziquantel na cepa brasileira BH, segundo o esquema de indugao desenvolvido

por JANSMA et ali em 1977. Houve insucesso nas tentativas com os tres
esquistossomicidas. FALLON e DOENHQFF (1994} induziram resisténcia ao
praziquantel @ oxamniquine a partir de tratamentos com uma das drogas em seis
geragdes consecutivas de um “poof” de linhagens previamente suscetiveis a estes
medicamentos. Estes autores concluiram que a resisténcia obtida era droga-

especifica pois o “pool” selecionado pelo praziquantel foi resistente ao mesmo e
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suscetivel ao oxamniquine, ndo constatando resisténcia cruzada entre as duas
drogas.

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia aos esquistossomicidas
apresentada por linhagens do trematddeo isoladas do homem foram registrados
por KATZ et alii (1973); outros casos de resisténcia foram relatados por CAMPOS
et ali (1976), DIAS et alii (1978) e GUIMARAES et alii (1979).

DIAS et alfii (1978) isolaram uma linhagem do verme de paciente mineiro
(MAP) tratado sem sucesso com hycanthone e depois com oxamniquine; apos
infecgdo em camundongo demonstrou-se resisténcia a ambas as drogas da
linhagem MAP de S. mansoni. DIAS e OLIVIER (1985) constataram a estabilidade
da linhagem MAP na 14° geragdo, ao hycanthone, oxamniquine, niridazole,
praziquantel e oltipraz, persistindo resisténcia as duas primeiras drogas e
suscetibilidade as demais. Mais recentemente, foi demonstrado que a linhagem
MAP manteve sua resisténcia estdvel ao hycanthone e oxamniquine na 242
geracdo do verme (DIAS ef alfii, 1988). A linhagem MAP foi ainda testada em sua
36° geracfio, observando resisténcia as dosagens de 100, 200, 300 e 400 mg/kg
de oxamniquine e suscetibilidade parcial as posologias de 500 a 700 mg
comprovando, assim, estabilidade de resisténcia nesta progénie (GONGALVES &

DIAS, 1691; DIAS & GONCALVES, 1992). Em sua 42° geragdo a linhagem MAP

foi submetida a nova avaliacio de suscetibilidade ao oxamniquine, apresentando
uma eficacia de apenas 37% (MAGALHAES et alii, 1993), confirmando, assim, a
manuteng&o da resisténcia a esse quimioterdpico. Estimou-se a necessidade de
1.227 mglkg da droga para matar 99% dos vermes (DEg) (GONCALVES & DIAS,
1991; DIAS & GONCALVES 1992). Sabe-se que a dosagem de 1.300 mglkg &
letal para 50% dos camundongos (DLso) (YEANG ef alii 1987}, assim, segundo
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DAVIS (1993), a linhagem MAP apresenta uma resisténcia completa ao
oxamniquine.

Em area do Quénia onde oxamniquine ndo foi usado em larga escala,
COLES et alii {1987) demonstraram, em laboratorio, a existéncia de linhagem de
S. mansoni resistente aquela droga. Esses autores suspeitam que nessa area
possa existir vermes tolerantes ao praziquantel.

Cruzamentos genéticos entre S. mansoni fenotipicamente resistentes e S.
mansoni sensiveis demonstraram que resisténcia ac hycanthone e oxamniquine
comporta-se como um carater recessivo (CIOLl et alii, 1989); cruzando duas
linhagens diferentes pdde-se concluir, por meio de teste de complementacéo
génica, que 0 mesmo gene esta envolvido em cepas distintas (PICA-MATTOCCIA
et alir, 1991; 1993); tem sido sugerido que a resisténcia se deve a deficiéncia de
algum fator, possivelmente uma enzima do parasitc capaz de converter a droga a
um ester reativo, possivelmente, um sulfato ou fosfato (CIOLI et alii, 1985). Este
éster poderia, espontaneamente, dissociar-se, sendo capaz de alquiiar o DNA e
outras macromoléculas do esquistossomo. O trematédeo resistente, nesta
hipétese, n&o possuiria a enzima que produz a esterificacio e entdo escaparia da
alquilagadc e consequente morte (PICA-MATTOCCIA & CIOLL, 1985). CIOL! et alii

(1985) mostraram que varias formas de esquistossomos resistentes ao

linhagens resistentes e S japonicum foram mortos por tratamento com
hycanthone N-metilcarbamato, um éster sintético de hycanthone que age como
agente alquilante. Como ha sempre resisténcia cruzada de hycanthone e
oxamniquine presume-se que o0 modo de acidoc de ambas as drogas seja

semeihante (CI10OLI ef afii, 1989).
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BRINDLEY et afi (1989), testando linhagens de Porto Rico, observaram
uma mudanca genetica ocorrida em vermes hycanthone-resistentes, por meio de
comparag@o a nivel genémico entre esquistossomos resistentes a hycanthorne e
seus progenitores droga-sensiveis, apods ser realizade inducio de resisténcia
através de tratamento com dose subletal da droga ac 28° dia de infecc@o. VIEIRA
(1992) tentando demonstrar esta diferenga genética entre popuiacdes resistentes
e sensiveis ao oxamniquine, isoladas do campo, ndo obteve sucesso. Este fato
demonstra a necessidade de desenvolvimento de pesquisas em laboratorio,
utilizando-se linhagens obtidas do campo.
DIAS NETO et ali (1993) utilizando técnica de amplificacdo ao acaso de
DNA polim&rfico (RADP) demonstraram que € possivel identificar espécies do
género Schistosoma e linhagens de S. mansoni. Os referidos autores distiguiram
linhagens brasileiras do trematddeo, de Sao Paulo, Minas Gerais e Alagoas.
BARRAL ef alfi (1993) utilizando a mesma técnica conseguiram identificar
diferengas N&c apenas entre espécies de Schistosoma e linhagens de S. mansoni
mas também entre sexo de uma mesma linhagem.
Devido ac fendmeno da folerdncia ou resisténcia, torna-se dificil a
determinag&o da posologia mais eficaz no tratamento da esquistossomose

mansbnica. Ha citagdes na literatura de doses efetivas (DEs) para matar 90 e

99% dos vermes machos, DEg e DEgs, respectivamente. SHAW e BRAMMER
(1983) trabalhando com camundongos albinos infectados por S. mansoni e
utilizando uma combinagdo de oxamniquine e praziquantel, estimaram valores
para DEg, dependendo da proporcdo de cada farmaco. Esses autores apontam
que uma vantagem potencial da terapéutica combinada é diminuir a probabilidade
de gue linhagens de esquistossomos venham a se tornar resistentes quando

usadas separadamente em tratamento em massa. Porém, FARID et alii (1990)
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trabalhando com tratamento de 20 pacientes, com média de idade de 14,7 anos,
néo obtiveram resultados animadores com o tratamentc combinado de 10 mg/kg
de oxamniquine e 20 mg/kg de praziquantel. LIMA (1991), em fratamento de
criangas com as duas drogas nas dosagens de: 20 mg/kg de oxamniquine, 60
mg/kg de praziquantel e 10 mg/kg de oxamniquine e 30 mg/kg de praziquantel,
ambos simuitaneamente; também n&o observou vantagens na combinacdo de
oxamniquine e praziguantel, encontrando eficacias semelhantes para os trés
tratamentos, sendo os indices de cura de 78,4% para oxamniquine, 68,1% para
praziquantel e 77,3% para as criancas que receberam ambas as drogas.

YEANG ef alif (1987), por meio de curvas de resposta & droga, calcularam
valores para DEg e DEg. Entre as linhagens testadas sob presséo de
oxamniquine destacou-se a cepa brasileira MAP; a linhagem quando submetida a
1000 mg/kg de oxamniquine (DLsg = 1250-1300 mg/kg) diminuiu a carga
parasitaria em 85% e ¢ pequeno numero de vermes sobreviventes conseguiu,
depois de nove meses, recuperar a capacidade de produzir ovos; esses ovos
originaram a progénie MAP,. Esta geragdc que sofreu pressdo da droga,
apresentou uma resisténcia surpreendente de 100% quando submetida a 1000
mg/kg de oxamniquine e ndo houve interrupgdo na producéo de ovos.

Visando testar os niveis de suscetibilidade da 36° geracéo da linhagem

MAP 3 diferentes dosagens de oxamniquine, foi permitido o isolamento de uma

sublinhagem de vermes resistentes & 700 mg dessa droga (GONCALVES & DIAS,
1991). DIAS et ali (1992) avaliaram a suscetibilidade desta sublinhagem na 38°
gerac&o, a 700 mglkg de oxamniquine e obtiveram 22,2% de reducdo de vermes
com um eficacia de apenas 49%.

A falha de cura apds repetidos tratamentos n&o significa que,

automaticamente, possamos concluir a presenca de resisténcia a droga. Devem
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ser realizados estudos detalhados em laboratério com camundongos ou outros
roedores albergando vermes maduros tratados com diferentes posologias de uma
droga com a finalidade de avaliar suas DEs. Os critérios amplamente utilizados
por varios autores, para avaliar a suscetibilidade dos esquistossomos as drogas
sac a percentagem de alteracdo de oograma, a localizacdo dos vermes no
sistema porta-hepatico, a percentagem de reducdo de vermes, as percentagens
de vermes acasalados, mortos e sobreviventes, a eficécia e dose efetiva (DE).

Em nosso trabalho estudamos, in vivo, 0 comportamento da linhagem Ouh
(Ourinhos humana) de S mansoni, frente a drogas esquistossomicidas
(oxamniquine e praziquantel). Essa linhagem foi isolada, em nosso laboratério, a
partir de trés portadores autéctones de Qurinhos (Vale do Paranapanema, Séo
Paulo) que n&o haviam sido tratados com esquistossomicidas (GOMES et alji,
1993)

O Vale do Paranapanema representa uma das Unicas regides do Estado
de Sao Paulo onde ha B. glabrata albergando a larva do parasito. A
esquistossomose mansonica foi asssinalada na drea em 1953 (REY, 1953); em
Ourinhos, o primeiro caso autdctone data de 1951 (SUCEN, 1982). Em 1952, foi
assinalado pela primeira vez em 8&o Paulo a presenca de B. glabrata,

naturalmente infectada, no municipic de Ourinhos (REY, 1953). O Vale do

Paranapanema & uma regido paulista endémica, controlada pela SUCEN
(Superintendéncia de Controle de Endemias) e seus portadores vém sendo
submetidos ao tratamento pelo oxamniquine desde 1973, evidenciando assim
uma area com pressdo de droga ha cerca de vinte anos. Trabalhos realizados
com a linhagem Ouh de S. mansoni, demonstraram que esta possui tolerdncia ao

oxamniquine {100 mg/kg, dose uUnica, via oral) e ao praziquantel (100 mg/kg/5
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dias, via oral) (GOMES ef ali, 1993). Estes autores obtiveram tais resultados ao
desenvolver estudo sobre caracterizagdo bioldgica desta linhagem.

A quimioterapia experimental, in vitro, utilizando cultura de vermes (CIOLI,
1976) também tem permitido detectar populacbes de S. mansoni com
suscetibilidade alterada a agentes terapéuticos; porém é o teste in vivo que nos
possibilita  verificar quais s&o as dosagens mais adequadas de
esquistossomicidas que logram éxito na cura parasitolégica do trematédeo. O
isolamento de linhagens do campo onde estd ocorrendo pressdo de drogas,
seguido da avaliacdo in vivo s&o etapas imprescindiveis para melhor analise das
mesmas. A realizagdc desse processo é que fornecerd material necessério para
ensaios in vifro {como selecionar individuos resistentes de uma populacdo de
vermes e transferi-los a camundongos para estudos genéticos) e para técnicas de
biologia molecular (como localizacdo do gene de resisténcia e seu possivel
seqlenciamento), visando, assim contribuir efetivamente no controle da endemia

no Brasil.




15

OBJETIVOS

Avaliar in vivo a suscetibilidade da linhagem Quh (Ourinhos humana) de
Schistosorma mansoni, frente a diferentes dosagens de oxamniguine e
praziquantel, segundo os seguintes critérios:

e percentagem de vermes nas veias intra-hepaticas;

° percentagem de vermes acasalados;

e percentagem de vermes machos e fémeas mortos;

° percentagem de aiteracdo de oograma;

® percentagem de vermes sobreviventes;

® percentagem de reduc@o de vermes;

° percentagem de eficacia.

Determinar as doses efetivas (DEs) com base no numero de vermes

machos scbreviventes.




MATERIAL e METODOS
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1. Hospedeiro definitivo

Os camundongos heterogenéticos utilizados foram Swiss-SPF, fémeas
com idade @0 redor de quatro semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
UNICAMP. Os animais foram mantidas em caixas plasticas com tampa metélica e
alimentadas com racéo de animal de iaboratdrio e agua “ad /ibitum”. No manejo os

animais recebiam maravalha autoclavada, em trés trocas semanais.

2. Hospedeiro intemediario

Os moluscos planorbideos Biomphalaria glabrata destinados & exposicdo
foram mantidos em tanques de Eternit (501) e alimentados, diariamente, com
folhas de alface fresca e racdo para rato triturada com adicdc de carbonato de

calcio 10% (SQUZA et alii, 1987).

3. Infecgao do caramujo
Cinco miracidios recém eclodidos (STANDEN, 1952) de fezes de
camundongos da linhagem Quh foram colocados em um frasco de vidro (“snap-

cap’), juntamente com um unico exemplar de B. glabrata, medindo enire 5 a 8 mm

de didmetro (FIGUEIREDO, 1991). Os moluscos foram expostos, por duas horas,
ao calor e a iluminacdo. Findo o periodo de exposicdo, os moluscos foram
mantidos em aquarios de vidro para futura obtencéo de cercarias (SOUZA et alii,
1987). Foram exposios a infeccdo cerca de 200 moluscos para que fornecessem
uma quantidade razoavel de positivos (aproximadamente 30) a fim de se obter um
equilibrio entre os sexos do verme nos camundongos (PELLEGRINO & KATZ,
1968).

Decorridos 35-40 dias de infeccdo, os moluscos foram examinados,

individualmente, para observar a eliminacdo de cercérias, usando-se peguenos
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frascos de vidro (*snap-cap”), com agua declorada. Apds exposicéo a luz e calor
durante 2 horas, a presenca de cercarias foi detectada mediante cbservacéo ao

microscopio estereoscopico (OLIVER & STIREWALT, 1952).

4. Formacéao dos grupos experimentais

Foram utilizados 130 camundongos, que constituiram 10 grupos de 13
animais cada. Cinco desses grupos foram tratados com diferentes dosagens de
oxamniquine e cinco com praziquantel. Foram realizados tratamentos com 0 [ que
receberam placebo,ou melhor, o veiculo da droga: solugdo 1% de Cremophor
(COLES ef alfii, 1986)], 100, 200, 300 e 400 mg/kg, via oral, dose Unica de
oxamniguine e 0 (como referido para axamniquine), 100, 150, 200 e 250 mg/kg/ 5
dias, via oral, de praziquantel. Para cada grupo de determinada dosagem haviam
13 camundongos dos quais 8 foram perfundidos apés 15 dias do tratamento e 5
foram mantidos para acompanhamento da oviposicdo do verme (grupo de
seguimento). A alocagéo dos camundongos aos grupos experimentais seguiu um
esquema completamente aleatorizado. A selecdo dos ocito, em cada grupo, a
serem perfundidos, e conseqlentemente dos cinco mantidos para observar a

oviposic&o, seguiu o esquema de amostra aleatéria simples.

Foram escolhidas as referidas dosagens de oxamniquine, devido a
experiencias em trabalhos anteriores (GONCALVES & DIAS, 1991, DIAS &
GONCALVES, 1992); o mesmo aconteceu com praziguantel acrescentando que
as dosagens foram menores uma vez que a linhagem em estudo {Ouh) é mais
sensivel (GOMES ef afii, 1993).

O tamanho dos grupos foi determinado estatisticamente e com base em

experiéncias anteriores em nosso laboratdério.
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8. ldentificacéo e sorteio dos camundongos

Os camundongos foram marcados com &cido picrico no pélo, sendo
separados em gaiolas (maximo de 10 animais por gaiola).

Tanto os animais dos grupos tratados quanto os de controle foram
formados por camundongos fémeas Swiss, com aproximadamente 25 g de peso

corporal, escolhidos aleatoriamente.

6. Linhagem de Schistosoma mansoni
Foi utilizada a 4° geracdo da linhagem QOuh, j& isoclada e mantida em

nosso laboratdrio em B. glabrata simpatrica (GOMES et afii, 1993).

7. infecgao de camundongos albinos

Com as cercarias obtidas foram infectados camundongos pela cauda
(OLIVIER & STIREWALT, 1952). Para conter os camundongos durante as duas
horas de infecgdo foram utilizados dispositivos de conteng&o de camundongos
(BROMME & RADKE, 1971, e modificados por FIGUEIREDO, 1991). Os animais

foram infectados, individuaimente, com 70 cercarias.

8. Tratamento dos camundongos
Apbs pesagem dos animais e sorteio para escolha do tratamento (droga e

posologiaj}, os mesmos foram medicados.

8.1. Oxamniquine
Apos 50 dias de infecgdc os camundongos foram medicados com

oxamniquine, sal puro dissolvido em soluc8o 1% de cremophor (COLES et alfi,
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1986), por via oral e em dose Unica, com uma das dosagens ja mencionadas (0,

100, 200, 300 ou 400 mg/kg)

8.2. Praziquantel
O tratamento seguiu o mesmo esquema da outra droga acima referida,
diferindo apenas nas posologias (0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/5 dias). Foi
utilizado sal puro da droga.
Ambas as drogas foram administradas com seringa tuberculina de vidro

graduada em mi, com agulha especial para tubagem duodenal.

9. Perfusao

Os camundongos dos grupos destinados & perfusdo do sistema porta-
hepatico (oito em cada grupo) foram sacrificados por deslocamento cervical apds
15 dias do término da terapéutica. Apos a perfusdo, em separado do figado e do
mesenterio (YOLLES et alii, 1947), os vermes foram coletados por aspiracdo e
filtragem (RADKE ef ali, 1961, modificado por DIAS et afii, ndc publicado). O
figado, apos a perfuséo, foi esmagado entre duas placas de vidro para verificacéo

da existéncia de vermes ndo recolhidos pela perfusao (HILL, 1956).

0,85%, contados e classificados, segundo sua localizaco, sexo e vitalidade.

10. Exame de fezes

Os cinco animais restantes (grupo de seguimento) foram acompanhados,
por um ano, com exames de fezes quinzenais, pelo método de Kato-Katz (KATZ
et ali, 1972), para seguimento da oviposic8o do trematédeo. Na semana gue
intercalava 0os exames quantitativos, era realizado eclosdo de miracidio, obtido

das fezes (STANDEN, 1952).
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11. Cograma

O estudo quantitativo foi feito com uso de microscépio em fragmentos de
intestino delgado, usando laminas de vidro e laminulas de plastico transparente
(PELLEGRINO & KATZ, 1968). A classificacdo dos estagios de desenvolvimento
dos ovos imaturos seguiu o seguinte critério (PELLEGRINO et afii, 1 962). 1°
estagio, 0 embrido ocupa um terco do diametro transversal do ovo; 2° estégio, o
embrido tem tamanho aproximadamente igual ao didmetro do ovo; 30 estagio, o
embrido ocupa dois tercos do diametro longitudinal do ovo: 4o estagio, o embrido
ocupa praticamente todo o ovo. Os Ovos maduros contém um miracidio
completamente desenvolvido. Os ovos mortos e cascas de ovos também foram
classificados. O oograma foi considerado alterado quando esteve ausente um ou

mais estagios correspondentes a ovos imaturos.

12. Avaliagdo da suscetibilidade 2 droga

A suscetibilidade as drogas esquistossomicidas foi avaliada pelos
seguintes critérios:

-percentagem de vermes nas veias intra-hepéticas;

-percentagem de vermes acasalados: e :

-percentagem de vermes machos e fémeas mortos;

-percentagem de aiteracdo de oograma:
-percentagem de vermes sobreviventes (JANSMA ef alii, 1977)

% vermes sobreviventes = I x100
C

onde: T= nimero médic de vermes vivos encontrados no grupo teste;
C = ndmero médic de vermss Vivos encontrados no grupc conirole (0 mg/kg da
referida droga)
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-percentagem de reducdo de vermes (GONNERT & ANDREWS, 1977)

% reduc@o de vermes = nimero de vermes mortos x 4100
n° de vermes mortos e vivos

-percentagem de eficacia (KEMP ef alii, 1956)
% eficacia=X-Y x 100
X
onde: X=nimero médio de vermes vivos no grupo controle (0 mg/kg da referida

droga)
Y=numero médio de vermes vivos no grupo teste

12. Analise estatistica
12.1. Doses efetivas (DEs)
Foram calculadas as doses efetivas (DEs) com base no numero de
vermes machos sobreviventes (FOSTER & CHEETHAM, 1973).
Estas doses foram determinadas através de “Analise de Probitos”

{procedimentc especificc do SAS) a partir de resultados de vermes machos

sobreviventes em cada dosagem de determinada droga e para cada camundongo
submetido & mesma. Este tipo de analise fornece uma curva de resposta guantal,
na qual se pode obter um determinado valor de dosagem a partir de uma

percentagem de vermes machos sobreviventes.

12.2. Diagramas de caixas (“Box-plot”)
Alguns parémetros de avaliacdo da suscetibilidade a droga, como.

percentagens de: vermes mortos no figado, de vermes coletados (vivos e mortos)
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no figado, de vermes acasalados (vivos, mortos e total) e de redugdo foram
analisados pelo diagrama de caixa {“box-plot’). O “box-plot” corresponde a um
gréafico simples que fornece uma grande quantidade de informacdes sobre
caracteristicas de um conjunto de dados. Diagramas de caixa descrevem a massa
dos dados por um retangulo (caixa cujos limites inferior e superior sao,
respectivamente, o primeiro (Q;) e o terceiro (Qz) quartis. A mediana (Q,), ou
segundo quartil, & designada por uma linha horizontal tragada dentro do
retangulo. A media € denotada por um simbolo “+”. Linhas verticais, sdo extraidas
dos finais das caixas para um valor adjacente inferior ou superior. O valor
adjacente superior € a maior observag&o que é menor ou igual a Qs + 1,5 (Qs-Q).
O valor adjacente inferior € a menor observac&c que & maior ou igual a Q, - 1,5
(Qs-Qq). Quaisquer valores que caiam fora dos valores adjacentes sao
destacados separadamente sobre o grafico (com um simbolo [1), pois eles indicam
observagtes discrepantes (“out-liers”). As posigdes relativas dos quartis Q,, Q,
Qs, bem como as observacbes discrepantes dao uma idéia da assimetria da

distribuicao.




RESULTADOS
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No tratamento com oxamniguine na dosagem de 100 mg/kg, pudemos
observar uma alta percentagem de vermes vivos (54,9%) (TABELA I}, sendo
encontrados machos e fémeas além de vermes acasalados (TABELAS |l e i,
mostrando que muitos vermes ndo morreram com a terapéutica, permanecendo
ainda no mesentério (6,9%) (TABELA ). Notamos também a ocorréncia de um
camundongo onde ¢ cograma n&o se alterou, ou seja, ndo houve interrupcéo da
oviposicdo. Registramos, no total, 87, 5% de alteracdo de oograma (TABELA V). A
sobrevivénicia dos vermes foi confirmada pelo grupo de seguimento no qual
detectamos a recuperacéo da oviposicao apds 75 dias do término do tratamento
(TABELA WI). Foi considerada como recuperac@o aquela registrada ap6s 45 dias
da terapéutica, no periodo antecedente, os ovos foram aceitos como eliminados
por femeas que ainda ndoc tinham sido tratadas. Ressalta-se a expressiva
quantidade de ovos na primeira contagem, correspondente ao dia de tratamento,
ou seja, quando os vermes ainda ndo haviam sofrido a acdo da droga (TABELA
Vi),

No tratamento com 200 mg de oxamniquine/kg observamos uma menor,
porém ainda alta percentagem de vermes vivos (23,3%) (TABELA i). No entanto,

todos os vermes recuperados na perfusdc eram fémeas (TABELAS Il e Hoy,

--havendo.-interrupcio -de -gvipesicie (TABELA V--d&-nor grupo- de—seguimento
pudemos observar a presenca de ovos nas fezes de dois camundongos apds o
45° e 75° dia do término do tratamento (TABELA VI), indicando a presenca de
vermes machos além de fémeas. Constatou-se pelc exame de eclosdo de
miracidios que estes ovos eram vidveis (TABELA V).

As percentagens de eficAcia encontradas nos tratamentos com
oxamniguine nas dosagens de 100 e 200 mg/kg foram de 66,0% e 91,4%,

respectivamente (TABELA V).
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Nos demais grupos tratados com oxamniquine ndo notamos nimero
significante de vermes vivos, sendo recuperados apenas uma fémea viva no
grupo de 400 mg/kg (TABELAS |, Il e Ill). Nestes grupos também nenhum animal
recuperou a oviposigdo (TABELAS Vi e VII).

No tratamento com praziguantel na dose de 100 mg/kg/5 dias, foi
detectado um numero relativamente elevado de vermes vivos (1 3,3%) (TABELA 1),
sendo machos, fémeas e casais (TABELAS Ii e lll). A percentagem de eficicia
registrada neste grupo foi de 90,1%, e a percentagem de alteracdo de oograma
foi de 83,3%, sendo que 3,4% dos vermes permaneceram no mesentério
{TABELA V). No grupo de seguimento, dois animais recuperaram a oviposigédo
ap6s 0 60° e 0 105° dia do término do tratamento (TABELAS Vi e Vil).

No grupo tratado com 150 mg de praziquantel/kg/5 dias também foram
observados vermes vivos distribuidos entre machos, fémeas e casal, porém em
menor numero, apenas um por categoria (TABELAS il e lil). Pdde ser observada
retomada de oviposicdo dos vermes apds 60 dias do término do tratamento em
um camundongo (TABELAS Vi e ViI),

Nas demais dosagens de praziguantel ndo foi encontrado vermes machos

nem casais vivos, apenas fémeas (TABELAS i e ill).

A-maioria-dos cegramas realizados em camundongos tratados apresenitou
alterac&o em contraposicéo aos dos grupos controles que permaneceram normais
em todos os animais (TABELA V).

O numero médio de vermes coletados nas perfusdes variou de 129+£6,5
no grupo tratado com 200 mg de oxamniquine/kg a 33,8 + 3,0 que foi encontrado
no grupo tratado com a mesma droga porém na dosagem de 150 mg/kg (TABELA
IV). Nos grupos controles foram recuperados 33,5 + 22,5 vermes e 356 + 12,6

para praziquantei e oxamniquine, respectivamente (TABELA V).
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A contagem de ovos, pelo método de Kato-Katz, dos grupos de
camundongos que recuperaram a oviposicdo estdo apresentados na tabela Vi,
notando irregularidade no nimero de ovos eliminados.

Com a deteccdo de ovos vidveis nas fezes de animais tratados {animais
do grupc de seguimento) (TABELA Vil) foram infectados moluscos,
individualmente; alguns deles eliminaram cercérias que foram utilizadas para
infeccdo de camundongos, possibilitando o isolamento de sublinhagens do
trematodeo que correspondiam aos grupos tratados com oxamniquine 100 mg/kg,
com praziquantel 100 mg/kg e 150 mg/kg; formando assim as sublinhagens OXA-
100, PZQ-100 e PZQ-150, respectivamente. Porém devido ao pequeno nimero
de caramujo positivo da sublinhagemn PZQ-150 (apenas um) os camundongos
infectados por cercérias eliminadas por ele ndo eliminaram ovos apoés 45 dias a
infecgao.

As curvas de doses efetivas para a linhagem Ouh, frente a diferentes
dosagens de oxamniquine e praziquantel sdo apresentadas nas figuras 1 e 2.
Pode-se observar que a dose efetiva para matar 99% dos vermes machos {DEg)
€ de 159,4 mg/kg para oxamniquine (FIGURA 1) e de 129,2 mg/kg/5 dias para o
praziquante! {(FIGURA 2).

Os diagramas de caixa {"box-plot”) das percentagens de vermes mortos-
no figado, vermes coletados no figado, vermes acasalados (vivos efou mortos) e
reducao est&o apresentados nas figuras 3 a 14.

As percentagens de vermes coletados no figado, para as diversas
dosagens maior que zero das duas drogas, ndo tiveram diferencas significativas
(FIGURAS 3 e 4). No grupe tratado com 0 mg/kg de oxamniquine um pequeno
ndmero de vermes mortos pode ser observado no figado (FIGURA 5) e sua
auséncia pode ser observada para esta mesma dosagem no grupo de

praziquante! (FIGURA 6).
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As percentagens de vermes acasalados foram maiores para os grupos
tratados com 0 mg/kg das drogas de oxamniquine ou praziquantel (FIGURAS 7 e
8), sendo que neste grupo os casais encontrados estavam vivos (FIGURA 9 a 12).
O contrario ocorreu para as outras dosagens que mostraram um menor numerc
de vermes acasalados (FIGURA 9 a 12) e que no caso do praziquante! a grande
maioria estavam mortos (FIGURAS 10 e 12). Para as dosagens de 200, 300 e 400
mg de oxamniquine/kg foram encontrados raros casais e todos estavam mortos
(FIGURA 9), 0s quais s3o representados pelos “outliers”. Para a dosagem de 100
mg/kg de oxamniquine e praziquante! foram encontrados um nimero razoavel de
casais vivos (FIGURAS 9 e 10).

Pelos diagramas de caixa para as percentagens de reducéo (FIGURA 13},
constatamos que para a dosagem de 100 mg/kg de oxamniquine os valores s&o
relativamente baixos; grande ampilitude pode ser observada para as dosagens de
100 e 200 mg de oxamniquine/kg (FIGURA 13). Para as dosagens de praziguante!
as variagbes foram menores porém ndo estiveram ausentes (FIGURA 14).

Detalhes sobre a andlise estatistica estdo nas tabelas do Anexo.




TABELAS
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TABELA | - Numero total e distribuicdio de vermes coletados nos grupos oxamniquine e praziquantel de
camundongos infectados com 70 cercarias de Schistosoma mansoni da linhagem Quh.

N® de camundongos Vermes Coletados Distribuigdo dos vermes

Droga Dose Tratados Examinados Vivos Mortos Total Figado Mesentério
mg/kg n % n % n % n %

OXA 0 8 7 245 984 4 1.6 249 84 257 185 74,3
QXA 100 8 8 85 54,9 78 451 173 161 931 12 6,9
OXA 200 8 7 21 233 69 767 90 80 989 1 1,1
QXA 300 8 8 0 0,0 146 1000 146 146 1000 O 0,0
OXA 400 8 8 1 07 48 993 149 148 100,00 0,0
PZQ o B 4 134 1000 0 00 134 42 313 92 687
PZQ 100 7 7 23 133 153 869 176 170 966 6 3,4
PZQ 150 7 5 4 24 165 976 169 169 1000 0O 0,0
PZQ 200 8 7 4 25 154 975 158 188 1000 O 0,0
PZQ 250 4 4 5 53 89 947 94 93 98¢ 1 1.1

Obs: Oxa - oxamniquine (dose Unica, via oral)
PZQ - praziguantel (5 dias de tratamento, via oral)
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TABELA I - Numero total e percentagem de vermes coletados em camundongos aowm grupos oxamniquine e praziquantel
infectados com 70 cercarias de Shistosoma mansoni da linhagem Quh. _

VERMES  COLETADOS

VIVOS MORTOS
Proga Dose Macho Fémea Casal Subtotal Macho Fémea Casal Subtotal Total
mg/kg n__ % n % n % n % n_ % n_ %

XA 0 52 212 37 15,1 78 31,8 245 4 100,0 0 0D 0 0,0 4 249
OXA 100 16 16,8 75 7809 2 21 95 61 782 15 Amum 13 78 173
OXA 200 0 00 21 1000 0 00 21 26 377 41 594 1T 14 69 90
OXA 300 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 66 452 78 mwm 4 1 0,7 146 146
OXA 400 0 00 T 1000 0 00 1 57 38,5 91 615 0 00 148 149
PZQ 0 23 17,2 13 97 49 36,6 134 0 0,0 0 0D 0 00 0 134
PZG 100 4 174 13 58,5 3 130 23 49 28,3 64 370 20 1186 153 176
PZQ 150 1 25,0 1 250 1 250 4 84 497 49 290 16 85 165 168
PzQ 200 o 00 4 1000 0 00 4 44 27,8 60 38,0 25 158 154 158
PZQ 250 0 00 5 1000 0 00 5 38 40,4 31 mmwo 10 106 89 94

Obs: OXA - oxamniquine (dose Gnica, via oral)
PZQ - praziquantel (5 dias de tratamento, via oral)
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TABELA Il - NGmero médio e desvio padréo de vermes coletados em camundongos dos grupos

oxamniguine e praziquantel infectados com 70 cercarias de Schisfosoma mansoni da

iinhagem Quh.
NUMERO MEDIO DE VERMES COLETADOS

Droga Dose VIVOS MORTOS

mg/kg Macho Fémea Casal Macho Fémea Casal
OXA 0 7,452 5,3+3,5 11,146,4 0,6+1,0 0,0£0,0 0,0£0,0
OXA 100 2,012,9 9,454 0,305 7,6+7.0 1,9+3,0 0,1£0,3
OXA 200 0,0£0,0 3,0+43.8 0,0+0,0 3,743,3 5,0+4,1 0,1:0,4
OXA 300 0,04¢0,0 0,0+0,0 0,0¢0,0 83129 08457 0,1+0.4
OXA 400 0,0¢0,0 0,10,4 0,0+0,0 8,146,3 13,0+4,1 0,0+0,0
PZQ 0 5,84,6 3,336 12,3484 0,0+0,0 0,04£0,0 0,0£0,0
PZQ 100 0,6¢1,5 1,942, 0,440,8 7,0£37 9,135,1 2,9+1,6
PZQ 150 0,2+0,4 0,210,4 0,2+0,4 16,8+2,4 9,8+4,1 3,2¢1,1
PZQ 200 0,0+0,0 0,6¢1,5 0,0+0,0 6,3+1,8 8,6+2,5 3,821
PZQ 250 0,0£0,0 1,3+15 0,0£0,0 9,5¢3,8 7,843,3 2,5+0,6

Obs: OXA - oxamniguine (dose Unica, via oral)

PZQ - praziquantel (5 dias de tratamento, via ora)
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TABELA IV - Numero medio e desvio padrdo de vermes coletados (vivos e mortos) em

camundongos dos grupos oxamniquine e praziquantel infectados com 70

cercarias de Schistosoma mansoni da linhagem Quh.

NUMERC MEDIO DE VERMES COLETADOS

Droga Dose(mg/kg} Macho Fémea Casal Total

OXA 0 8,0+6,2 5,3+3,5 11,146,4 35,6+12,6
OXA 100 9,649,6 11,346,5 0,4+0,5 21,6%4,8
QXA 200 3,743,8 8,914,0 0,140,4 12,946,5
OXA 300 8,3+2,9 9,857 0,120,4 18,35,9
OXA 400 8,1+46,3 13,144,1 0,0+0,0 21,3+8,9
FZQ 0 5,8+4,6 3,336 12,3+8,4 33,5422 5
PZQ 100 7,63,8 11,0453 3,342,1 25,1+£10,4
PZG 150 17,042,5 10,0¢4,3 3,4t1,1 33,8¢3,0
PZQ 200 6,3£1,8 9,1£3,2 3,642,1 22,646,0
PZQ 250 9,538 9,01+4,5 2,5+0,6 23,5t5,3

Obs: OXA - oxamniquine (dose Unica, via oral)

PZQ - praziquantel (5 dias de tratamento, via oral)
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TABELA V - Afividade esquistossomicida de oxamniquine e praziquantel em camundongos infectados com 70 cercérias da
linhagem Ouh de Schisfosoma mansoni.

% de vermes

Droga Dose % de vermes coletados mortos no % de alteragdo % de redugio % de vermes Eficacia
. (mg/kg) Figado Mesentério figado de oogramas de vermes sobreviventes (%)
OXA 100 83,1 6,9 77,0 87,5 451 34,0 66,0
OXA 200 08,9 1,1 75,6 100,0 76,7 8,6 914
OXA 300 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 00 100,0
OXA 400 100,0 0.0 £9,3 100,0 86,3 03 89,7
PZQ 100 96,6 3,4 86,9 83,3 86,9 9.9 90,1
PZQ 150 100,0 0,0 97,6 100,0 g7,6 24 876
PZQ 200 100.0 0,0 87,5 100,0 87,5 1.8 88,2

PZQ 250 98 9 1,1 947 100,0 04,7 3,9 96,1




TABELA VI - Resultados dos exames de fezes quinzenais, pelo método de Kato-Katz, dos
grupos de seguimento formados por camundongos infectados com 70 cercarias
da geragio Fy da linhagem Ouh de Schistosoma mansoni, e tratados com

oxamniquine ou praziquantel.
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camundongo droga dose OVOS POR GRAMA DE FEZES / DIAS DE SEGUIMENTG APOS TRATAMENTO
nlmere mgkg i 15 30 45 &0 75 90 105 120 135 156 165
38 OXA ¢ 50 3792 1580 1967 2256 960 1272 +
51 OXA 0 125 3408 +
79 OXA G 1300 864 +
111 OXA 0 NR 1632 1320 325 540 360 52% +
117 OXA 4] 18650 3233 +
36 OXA 100 400 0 24 o NR 72 192 120 72 90 0 ]
43 OXA 100 936 0 Q ¢ 0 NR G ¢ 0 0 g d
72 OxXA 100 200 NR 0 {3 ] 0 G a 0 0 Q 3
23 OXA 190 696 ] ] 0 ] 0 ¢ 0 0 Y 0 Y
92 OXA 100 1267 ] 0 0 ] 0 0 9 0 0 ] ¢
7 OXA 200 NR 0 0 v ] 48 o ¢ 0 24 ¢ ]
91 OXA 200 2640 24 0 216 ] 48 o 24 ¢ 24 o o
95 OXA 200 30100 +
97 OXA 200 5976 4] 0 0 0 G 0 4 4] 4] 4] [
122 OXA 200 1950 0 G 0 0 ¢ 0 1] 4] 0 4 [\
1 PZQ 0 NR +
8 PZG 4] 120 167 168 24 48 144 +
14 PG 4] 1290 312 72 432 288 456 336 72 335 576 126 24
65 PZQ 0 24 +
76 PZQ ¢] 696 +
3 PZQ 100 552 0 0 v 9 0 0 29 ] 0 o 0
33 PZQ 160 192 0 g & 48 24 4] 24 72 24 126 0
29 PZG 100 3033 0 ] 4] 4] Q G 0 O 0 ¢ 0
128 PZO 100 2100 0 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 ¢ 0
i29 PIQ 1640 840 +
26 PZQ 159 288 ] ¢ ¢ g 0 ] 0 0 0 0 0
30 PG 150 240 0 i o G 0 g ] 4] 4] ¢ G
41 PG 150 533 +
58 PZG 150 2060 4] 3] 4] 56 0 ¢ ] 24 4] 0 G
16 f 48] is0 1512 24 14 1] O 4] 4 [ 0 0 G [
Obs: OXA: tratamento com oxamniguine em dose unica, via oral;

PZQ: tratamento com praziquantel por 3 dias, via oral;
-+ 6bito do camundongo;

* - gyos por grama de fezes:
NR: née realizado



TABELA V1 - continuacio

camundonge droga dose GVOIS POR GRAMA DE FEZES / DIAS DE SEGUIMENTOQ APOS TRATAMENTO
ntmero mghkg 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345  36C
38 OXA G
51 OXA ¢
79 OXA g
111 OXA 0
117 OXA 0
36 OXA 140 53 72 0 14 24 24 24 G 72 48 ¢ ] 24
43 OXA 160 0 ] 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0
72 OXA 104 0 4] 0 0 0 0 0 0 4] ¢ 4 0 G
23 OXA 160 0 G O 4] Q 0 0 ] G 0 4] { 4
92 OXA 100 Q 0 O 4] 0 ] G ] 0 ] {4 G ¢
7 OXA 200 0 0 0 ¢ ] G 24 168 24 0 0 48 48
91 OXA 260 ] G 3 0 0 6} Q0 0 [¢] Q 0 ] g
a5 OXA 200
97 OXA 200 0 1 O G 4] G 0 0 [ 4] 9 ] 0
122 XA 200 0 Q O 0 0 0 [t} 1} 0 a g I a
1 PZQ 9
8 PG ]
14 PZQ 0 312 144 193 264 72 240 144 96 48 120 0 26 72
65 PrQ ]
70 P7Q 0
3 PZQ 160 0 0 0 0 0 0 24 120 0 0 0 +
33 PEQ 100 G 24 (4] 0 0 95 48 24 48 120 24 24 144
99 PZQ 100 G G 0 [+ 4 G ] v} 0 0 0 G 0
128 P7G 146G 0 3 0 0 0 ] 0 G 0 { 0 0 ]
129 PZQ 100
26 PZQ 150 0 0 [4] 0 0 0 G 0 G ¢ 0 {
30 P7Q 150 0 0 0 0 Q Q 0 4] Q 0 G G 0
41 PrO i3
58 ¥2Q 150G 0 4] 48 4] 0 4] 46 ] 24 gJ 24 4} 0
119 PZQ 150 0 G (0] G G 4] 9 0 ¢} 0 G 0 0
Obs: OXA: tratamento com oxamniquine em dose inica, via oral;

PZ8 ) iratamento com praziquantel por 5 dias, via oral;

+ : obito do carmundongo;

* : gvos por grama de fezes;
NR: nfio realizade




TABELA VII ~ Resultados dos exames de fezes quinzenais, por eclosdo de miracidios, dos
grupos de seguimento formados por camundongos infectados com 70 cercarias
da geragio Fy da linhagem Ouh de Schistosoma mansoni, e tratados com

oxamniquine ou praziquantel.
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camundongo droga dose MIRACIDIOS / DIAS DE SEGUIMENTO APOS TRATAMENTO
nimero mgke 7 22 37 52 &7 82 97 112 127 142 157 172
38 OXA Q R + + + + + Y e
51 OXA 0 + + *
79 OXA 0 + + *
111 QXA ¢ + + + + + + - 5
117 OXA 4] + + *
36 XA 100 + - + . - + + + + + + +
45 OXA 100 - - - - - - - - - . -
72 OXA 100 + - - - - - - . - - - -
83 OXA 100 + u - - - - w - - . _ .
92 OXA 100 + - - - - - . - - - - N
7 OXA 200 + - - - - -+ + + o + + 4
a1 OXA 200 + + " - + + + + -+ - -
95 XA 200 + *
a7 OXaA 200 + - - - - - - - - - . _
122 OXA 260 + - - - - . . - - . -
1 PrG 0 + *
B F ZQ 0 ks + + S + &
i4 PZQ 0 -+ + + 4 + + + + + o & =
65 PG g + *
70 P 0 & ¥
3 PG 160 + - - . - . . i - + X i
33 PZO 100 + - - - + + + + + + - +
% PZQ HiY + . - - M - - . - . _ -
128 PZQ 104 + - - - - . . - - - - .
129 P7G 100 + ®
26 PG 150 + - - - - - - . - - - -
36 P23 150 + - - . - - - - . . - .
41 PZO 150 e =
38 P23 135 + - “ - - T + + - 4 + +
116 PEG F £ ¢ T 5 T = : = T z - z

Obs:

(OXA: tratamento com oxamniquine em dose Gnica, via oral;

¥74): tratamento com praziquantel por 3 dias, via oral;
® - 4bito do carnundongo



TABELA VII - continuaco
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camundongo droga dose MIRACIDIOS / DIAS DE SEGUIMENTO APOS TRATAMENTO
nimero mgkg 187 202 215 23z 247 262 277 292 307 322 337 352 367
33 OXA ¢
51 OXA G
79 OXA 0
in XA 0
117 OXA ]
36 OXA 100 + + + + + + + + + + + + +
45 OXA 160 - - - - - - - . - . - . _
72 OXA 106G - . - - - - - - - - - -
23 OXA 100 - - - - - - - - - - R - -
92 OXA 160 - - - - - - - M - - - - -
7 OXA 200 + + + + + + + + + + = + +
91 OXA 200 - - - - - - - . - . - . _
95 OXA 200
o7 OXA 260 - - - - - . - - - - . - -
122 OxA 2060 - - - - - - - - . - - - .
i PZQ 0
g PIQ 0
14 PO ] + -+ 5 + e + + + + + +
65 PG ¢
70 PZQ 0
3 PO 190 + + + + + + + + + + + *
33 PZQ 160 + + + + + + + + + + + + +
99 P7Q 00 - - - - - - - - - - R - -
128 P7Q 100 - - - - - - - - - - - - .
129 PO 160
26 PIQ 150 - - - - - - - . - - - . .
30 PZQ 150 - . - - “ - - - - . - - -
41 )220, 150
58 PZQ 150 + + - + + + + + + + + + +
i1 PIQ 150 - - - - - - - - - - - - -

Obs:
. PZLy tratamento com praziguantel por.5 dias, via oral;
* - $bito do camundongo

OXA: tratamento com oxammiquine em dose finica, via oral;
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FIGURA 1 - Curva dose-resposta, por anélise de probitos, em relagcio aos
vermes sobreviventes, adqguiridas com as diferentes dosagens de
oxamniquine, para a linhagem Ouh de Schistesoma mansoni.
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----------------------------- =-probabilidade de-se encontrar vermes machos sobreviverntes
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FIGURA 2 - Curva dose-resposta, por analise de probitos, em relacéo aos
vermes machos sobreviventes, adguiridas com as dilerentes
dosagens de praziguantel, para a linhagem Ouh de Schistosoma
FIGTLSOTIL,

P= probabilidade de se encontrar vermes machos sobreviventes
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FIGURA 3 - Diagrama de caixas {"Box-plots"} para a distribuicdo de vermes
coletados no figado, de camundongos do grupo de oxamniguine

nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de Schistosoma
mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 4 - Diagrama de caixas ("Box-plots”} para a distribuicfo de vermes
coletados no figado, de camundongos do grupo de praziquantel

nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de Schistosoma
mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 5 - Diagramas de caixas {"Box-plots") para a distribuicdo de vermes
coletados mortos ne figado, de camundongos do grupo de

oxamniquine nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de
Schistosoma mansord, da linhagem Ouh.
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FIGURA 6 - Diagramas de caixas {"Box-plots") para a distribui¢fo de vermes
coletados mortos no figado, de camundongos do grupo de

praziquantel nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de
Schistosoma mansont, da linhagem Ouh.
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FIGURA 7 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribui¢8o de vermes
acasalados, coletados de camundongos do grupo de oxamniguine
nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de Schistosoma

mansori, da linhagem Ouh.
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FIGURA 8 - Diagramas de caixas {"Box-plots"} para a distribuico de vermes
acasalados, coletados de camundongos do grupo de praziguantel
nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de Schistosoma

manseni, da linhagem Ouh,
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FIGURA 9 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicao de vermes
vivos acasalados, coletados de camundongos do grupo de
oxamniquine nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de
Schistosoma mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 10 - Diagramas de caixas ("Box-plots”) para a distribui¢fio de vermes
vivos acasalados, coletados de camundongos do grupo de
praziquantel nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de
Schistosoma mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 11 - Diagramas de caixas {"Box-plots"} para a distribuicdo de vermes
acasalados mortos, coletados de camundongos do grupe de
oxamniquine nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias
de Schistosoma mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 12 - Diagramas de caixas {"Box-plots") para a distribuicéo de vermes
acasalades mortos, coletados de camundongos do grupc de
praziquantel nas varias dosagens, infectados com 70 cercarias de
Schistosoma mansoni, da linhagem Ouh.
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FIGURA 13 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicac de
percentagens de reducéo de vermes, obtidos de camundongos
do grupe de oxamniquine nas varias dosagens, infectados com
70 cercarias de Schistosoma mansori, da linhagem Ouh,
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FIGURA 14 - Diagramas de caixas ("Box-plots”) para a distribuicao de
percentagens de reducéo de vermes, obtidos de camundongos
do grupe de praziquantel nas varias dosagens, infectados com
70 cercarias de Schisfosoma mansoni, da linhagem Ouh.
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DISCUSSAO
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Muito tem se estudado sobre quimioilerapia em esquistossomose que
representa hoje uma das mais importantes doencas parasitarias mundiais,
atingindo cerca de 200 milhGes de pessoas e expondo ao risco cerca de 600
milhdes (WHO, 1583).

Oxamniquine foi por muito tempo a droga de escolha para tratamento nos
esquemas de controle de endemia, fosse ele individual ou em massa.

Porém varios casos de resisténcia a esta droga tém sido documentados
(DIAS et alii, 1978; YEANG ef ali, 1987), legando ao praziquantel o pape! de
substituto do oxamniqguine em tratamentos da parasitose.

Este trabalho traz o estudo de variagéo na suscetibilidade, apresentada
por uma linhagem isolada do campo, ndo apenas ao oxamniquine, ja bem
conhecida para outras linhagens (DIAS et ali, 1978, DRESCHER et alii, 1993),
como tambem 2o prazigquantel. Este fato levou-nos a pesquisar, em laboratdrio, a
linhagem em gquestdo frente a diferentes dosagens de ambas as drogas
{oxamniquine e praziguantel).

A variacido no numero de camundongos perfundidos (TABELA 1) ocorreu
devidc a mortalidade dos mesmos antes ou até mesmo durante o tratamento.
Provavelmente, a maior mortalidade nos grupos de camundongos tratados com

praziquantel possa ser atribuida a tubagem esbfago-gastrica diaria, durante cinco

dias. J& nos medicados com oxamnigquine a mortalidade foi menor com apenas
uma tubagem.

A avaliagdo da suscetibilidade da linhagem Ouh, na 4° geragso,
apresentou percentagens de eficacia relativamente baixas para a dosagem de
100 mg/kg/dose Unica de oxamniquine e 100 mg/kg/5 dias de praziquantel: 66,0%
e 90,1%, respectivamente (TABELA V). Estas sao as dosagens, usuaimente,
referidas em trabalhos de avaliacdo de suscetibilidade aos quimioterapicos

(oxamniguine e praziguantel) quando se utiliza camundongos como hospedeiro
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definitivo (BRUCE et alii, 1987; DIAS et a/ii, 1988). Os resultados de tolerancia da
linhagem Ouh a essas drogas (oxamniquine e praziquantel) na dosagem de 100
mg/kg foram confirmados pela segunda vez em nossc laboratério, onde no
primeiro experimento foi conseguido uma eficacia de 69,7% para o oxamniquine &
87.5% ao praziquantel (GOMES ef a/ii, 1993).

Estes nossos resultados (100 mg/kg) de eficacia trazem um valor de
54 9% de vermes vivos no grupo tratado com oxamniquine e 13,3% no tratado
com praziquantel, sendoc que ©6,9% e 3,4%, oxamniquine e praziquantel
respectivamente, permaneciam ainda no mesentério (TABELA I); e onde pudemos
encontrar machos e fémeas ndo apenas separados como ainda acasalados
(TABELAS ii e ill). Pelo grupo de seguimento (TABELA VI) pudemos comprovar
que os vermes sobreviventes foram capazes de recuperar a oviposigdo, fato
observade 75 dias apds o tratamento, em um animal que havia recebido
oxamniguine e em 2 animais tratados com praziquantel (um apds 60 dias e outro
apos 105 dias do término do tratamento).

Para a dosagem seguinte (200 mg/kg para o oxamniquine e 150 mg de
praziquantei/kg) os resultados de eficacia para as duas drogas foram maiores,
91,4% e 97,6% respectivamente, sendo ja valores consideraveis. Porém, no grupo

de seguimento tivemos uma recuperacao de oviposicdo em dois animais {ratados

com oxamniquine (um apds 45 dias e oulro apds 75 dias do términc do
tratamento}, n&c concordando com ©s resultados de perfusdo, onde, embora
pudessemos observar um valor de vermes vivos no grupo tratado com 200 mg/kg
de oxamniquine {23,3%) (TABELA ), nenhum macho vivo foi encontrado
(TABELAS 1 e llI). Para o grupo tratado com 150 mg/kg de praziquantel o numero
de machos e fémeas sobreviventes ndo se comparam aos registrados com a
dosagem anterior (100 mg/kg); ja no grupo de seguimento observamos um animal

que recuperou a oviposigéo 80 dias apos o término do tratamento.



51

Estes resultados, relativos aocs vermes, apresentam uma variabilidade
muito grande de um camundongo para outro, podendo ser percebida pela grande
amplitude apresentada pelos diagramas de caixas (FIGURAS 3 a 12) com estas
dosagens, € talvez explicande o porqué de apenas alguns camundongos, do
grupo de seguimento recuperarem a oviposicao.

Nos demais grupos tratados, apenas fémeas foram encontradas vivas e
nenhum animal do grupo de seguimento recuperou a oviposicdo dentro do
periodo de um ano (TABELA Vi). isto mostra que, provavelmente, esta situacdo
observada no grupo perfundido tenha se repetido no grupo de seguimento. E bem
conhecido que fémeas de S. mansoni ndo amadurecem sexualmente na auséncia
do macho (ARMSTRONG, 1965; ERASMUS, 1973). POPIEL e ERASMUS (1982)
tratando camundongos infectados com S. mansoni com 50 mg de oxamniguine,
observaram uma regressdo nas glandulas vitelinicas e até mesmo no tamanho
das fémeas sobreviventes; ndo foi deteclada acéo esquistossomicida guando se
administrou uma segunda dose de 50 mg/kg de oxamniquine nas fémeas com
estas alteragdes.

A maior sobrevivéncia de fémeas esta relacionado com o fato do macho
ser mais suscetivel ao oxamniquine e praziquantel do que as fémeas (FOSTER &

CHEETHAM, 1973; GOLDBERG et afii, 1980; POPIEL & ERASMUS, 1982).

No caso do oxamniquine, de modo similar ao hycanthone, a droga age por
interferir na sintese de acidos nucleicos do parasito (PICA-MATTOCCIA & CIOLI,
1985). Com o tratamento ocorre um deslocamento dos vermes para o figado, o
gue & observado para varias linhagens (DIAS ef afii, 1988) e ocorre mesmo com
dosagens que o verme tolera (100 mg/kg de oxamniguine e praziquantel -
TABELAS | e V). O gque parece ocorrer € que o verme, ao sofrer acdo parcial da
droga, € deslocado para o figado como decorréncia do desprendimento de suas

ventosas da parede do vaso e é arrastado pela corrente sanglinea. No caso de
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linhagens resistentes, como é o caso da linhagem MAP (BRUCE et afii, 1987;
DIAS et alii, 1988, MAGALHAES et ali, 1993), passado algum tempo do
tratamento, a posigdo nas veias mesentéricas é restabelecida, assim como a
oviposicdo. E sabido que para o oxamniquine e hycanthone isso ocorre devido a
uma fraca ligagao da droga ac DNA do parasito a qual & desfeita assim que o
contato corm a droga também o &, e essa simples intercalag8o provocaria uma
inibicdo apenas temporaria na sinitese de acidos nucleicos do parasito (CIOLI ef
alii, 1985; PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 1985; PICA-MATTOCCIA et alii, 1989). Ja
para os suscetiveis ao oxamniguine o verme possui uma enzima, controlada por
um unico gene autossdmico recessive (CIOLI ef afii, 1992), que alquila a droga
tornando-a um eéster reativo que se liga covalentemente ao DNA do parasito,
inibindo a sintese de 4cidos nucleicos do verme levando-o a morte (CIOL! et ali,
1985; PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 1985; PICA-MATTOCCIA et afii, 1989).

No caso de tolerancia, como acontece com a linhagem Ouh, ainda néo se
tem explicac@o. Talvez haja uma mistura de populagbes em nossa linhagem, onde
algumas sejam resistenies e outras suscetiveis ao oxamniquine, quando o
fratamento, entao, exerceria uma pressdc selecionando as populacdes

resistentes. Este fato seria comprovado com subseqientes tratamentos com 2

dosagem a que a linhagem se mostrou tolerante e ai, casc seja uma selecéo por

press@o de droga, adquiririamos valores cada vez menor de eficacia.

Para o praziquantel, a ac8o farmacolégica nado estd completamete
esclarecida mas lipidios de membranas na superficie do verme perdem sua
estabilidade como uma consequéncia da lipofilicidade da droga e grande area
molecular da mesma (SCHEPERS et afii, 1988). O mecanismo proposto para a
eliminacéo do esquistossoma envolve a perda da capacidade de aderéncia &
parede dos vasos sanglineos, decorrente de uma paralisia induzida pela droga

(COLES, 1979). Esta paralisia ocorre devido a diferentes efeitos da droga na
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membrana levandc a um aumento na permeabilidade ac calcio. Este influxo de
calcio causa uma paralisia do verme devido & contracdo dos feixes musculares,
arrastando-o para o figado (HARDER et afii, 1987). Um dos primeiros resultados
morfolégicos do dano induzido pelo praziquantel visto por microscopia eletrdnica
de varredura € a formagio de vactolos e vesiculas no tegumento (SHAW &
ERASMUS, 1983; MODHA et ali, 1990), com interrupgdo da integridade da
membrana sobre os tubérculos da superficie dorsal do verme macho de S.
mansoni (SHAW & ERASMUS, 1987). Ocorre também um aumento na
antigenicidade parasito-especifico que € detectavél apds tratamento in vitro
(HARNET & KUSEL, 1986). Os vermes machos apresentam o tegumento
danificado muito mais rapidamente do que as fémeas, porém neste periodo elas
mostram forte vacuoiizag&o no tecido subtegumentar (SHAW & ERASMUS, 1983);
como em geral elas se enconfram no canal ginecéforo pode-se concluir gue o
mesmo nao oferece protecdo aos efeitos da droga. Estas aiteracdes aparecem
mesmo com dose subletais (SHAW & ERASMUS, 1983). A formacdo destas
vesiculas proporciona uma desestruturacdo do tegumento do verme, danificando-
o e expondo-0, no figado, a acdo do sistema imune do hospedeiro, sendo

destruido por granuidcitos (MEHLHORN ef afii, 1981). Experimentos in vivo

superficie do verme e gue dois destes, localizados nos tubérculos do macho,
estdo diretamente envolvidos no sinergismo droga-anticorpo (DOENHOFF et alii,
1987; DOENHOFF ef afii, 1988; BRINDLEY et afii, 1989; DOENHOFF, 1989).

Este sinergismo tem sido muito estudado. Vermes expostos ao
praziguantel, em camundongos imunologicamente competentes nao sobrevivem
porgue os parasitos danificados pela droga s&o atacados pelo sistema imune do
hospedeiro (BRINDLEY & SHER, 1987). SHAW e ERASMUS (1987), em estudo

com camundongos, mostraram gue adultos de S. mansoni tratados in vivo com
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uma dose subcurativa de praziquantel requerem um periodo relativamente longo
para reparar 0s danos induzidos pela droga no tegumento, sinais estes que, em
machos, persistem por mais de 100 dias. /n vitro, o tempo de regeneracéo do
tegumentc € bem menor, podendo chegar até a 3 dias (POPIEL et alii, 1985). A
mais provavel explicagdo para esta diferenca no tempo de reparo do tegumento
entre os experimentos in vivo e in vitro esta relacionado ao papel exercido pelo
sistema imune do hospedeiro. Os esquistossomos mortos sdo envolvidos por
reagdo granulomatosa hepatica e reabsorvidos (MEHLHORN ef afii, 1981). Ja em
camundongos imunologicamente suprimidos os vermes podem se recuperar dos
efeitos diretos da droga.

Tem também sido estudado as consequéncias de se administrar
esterdides juntamente com a droga (nd@oc apenas com praziquantel como também
com oxamniquine) e comprovou-se vantagens em utiliza-los conjuntamente para
tratar esquistossomose aguda; a combinacéo nao provoca a reducio da carga de
vermes, mas a reducdo no numero de ovos nos tecidos do figado e intestino,
diminuindo a patologia da doenca (LAMBERTUCCI, 1989; LAMBERTUCC! ef alii,
1989).

Quanto ao mecanismo envolvido na resisténcia ao praziquantel, nada é

conhecido. isto ocorre, provavelmente, devido a ndo deteccdo, até o momento, de

linhagens resistentes.

A linhagem QOuh é a primeira a ser isolada do campo e apresentar
tolerancia ao praziquante! na dosagem de 100 mg/kg/5 dias.

Recentemente, FALLON e DOENHOFF (1994) demonstraram, em
laboratorio, indugdo de resisténcia ao praziquantel em camundongo. Estes
autores submeteram a linhagem a tratamentos com praziquantel em 7 geracbes
consecutivas; os dois primeiros foram feitos com 2 dosagens de 100 mg/kg {(dose

subletais) entre o 35% e o 37° dia de infeccdo, os vermes sobreviventes voltaram a
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cinco passagens restantes, o fratamente foi feito no 28° dia (ou seja, antes do
comego da oviposigdo, seguindo o método de inducéo proposto por JANSMA et
ali, 1977) e com dosagens maicres. No final, ou seja, na 7% passagem foi
conseguidc uma percentagem de reducgdo de 7%, utilizando trés doses de 300
mg/kg, demonstrando-se, assim, indug&o de resisténcia ao praziquantel. Na area
clinica, raros casos de falha no tratamento com praziquantel t&ém sido reportados:
KATZ et afii {1991) encontraram pessoas que ndo se curaram com a dose
terapéutica da droga, porém eram suscetiveis ac oxamniquine; estes autores
defendem a alterndncia de traiamento em vez de repeti-lo com a mesma droga,
para evitar selegdo de linhagens resistentes. Outra falha terapéutica foi
encontrada em uma comunidade senegalense onde um surto de esquistossomose
mansoénica foi presenciado (TDR news, 1992); ndo foi considerado resisténcia &
droga j& que a parasitose havia sido introduzida recentemente nesta area. Estes
fatos néo indicam, necessariamente, presenca de resisténcia, tendo em vista que
o estado imunoldgico da pessoa € muito importante;, deve-se levar em conta
também que individuos residentes em zona de alta endemicidade estao sujeitos a
fregliente reinfecgao.

Devido a alteraclo na suscetibilidade as duas drogas {oxamniquine e

praziquante!) ja nos primeiros estudos, em nosso laboratério, com a linhagem Ouh
(GOMES et alii, 1993), achamos necessario a realizagac de tratamentos com
varias dosagens para determinacéo das doses efetivas (DEs) para as drogas em
guestdo (FIGURAS 1 e 2).

Os calculos das doses efetivas foram realizados com base no ndmero de
vermes machos sobreviventes, devido ao fato deles serem mais sensiveis a

ambas as drogas (FOSTER & CHEETHAM, 1873).
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A curva de doses efetivas do oxamniquine (FIGURA 1) mostra um vailor
de 119,8 mg/kg para matar 90% dos vermes machos (DEg) e 159,4 mg/kg para
provocar a morte de 99% dos mesmos (DEg). O valor de DEg, (dose efetiva
necessaria para matar 50% dos vermes machos) foi de 71,3 mg/kg, resultado
superior aos encontrados por DRESCHER et ali (1993) para as linhagens
sensiveis BH e K (34 mg/kg e 62 mg/kg, respectivamente) sendo porém inferiores
aos apresentados pelos mesmos autores em relagdo a linhagens resistentes ao
oxamniquine, MAP e MPR-1 (320 e 512 mg/kg, respectivamente). E importante
lembrar que as DEs, apresentadas pelos autores acima referidos se fratam de
doses necessarias para matar 50% de todos os vermes e néo apenas o macho
que é sabido ser mais sensivel & droga (PICA-MATTOCCIA & CIOL!, 1985).
Sendo assim, as nossas DEs teriam seu valor aumentado caso incluissemos 0s
valores de fémeas sobreviventes no cdlculo. Resultados de DEg;, em relacéo ao
total de vermes sobreviventes, revelaram um valor de 127,2 mg/kg.

YEANG et ali (1987) obtiveram valores de DEs; e DEg para ©
oxamniquine das linhagens de Porto Rico, Kénia, Liverpool (proveniente
provavelmente do Egito), Libéria (LIB) e Brasil (Olinda, MAP), considerando

apenas vermes machos. As DEs; obtidas foram 29, 23, 19 e 48 mg/kg para as

- linhagens -de - Olinda, -Porte- Rico, -Kéniae -Liverpool, respectivamente; sendg

inferior as calculadas por nos para a linhagem Ouh: 71,3 mg/kg (FIGURA 1). As
DEg destas linhagens estudadas por YEANG et alii (1987) foram de: 95, 75, 64 e
159 mg/kg, sendo as 3 primeiras linhagens, Olinda, Porto Rico e Kénia, mais
suscetiveis que a Ouh. Esta apresentou 119.8 mg/kg para DEg, porém a
linhagem de Liverpool mostrou valor superior, 159 mg/kg. J& as linhagens
resistentes ao oxamniquine (MAP e LIB) apresentaram valores bem maiores aos
obtidos para Ouh. As dose efetivas 50% (DEsx;) foram de 298 mg/kg para MAP e
394 mg/kg para LIB e 990 e 579 mg/kg foram os valores de DEy calculados para
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MAP e LIB, respectivamente. Pode-se observar que o valor de DEg, para a
linhagem MAP apresentado por YEANG et alii (1987) foi menor ao obtido por
DRESCHER et afif (1993): 320 mg/kg; isso se deve a utilizacdo, por estes Gltimos
autores, de todos os vermes sobreviventes e n&o apenas os machos.

Pode-se observar que na pratica (dados dos animais do grupo de
seguimento) a dose efetiva, biologicamente, é maior do que a apresentada pela
curva do modelo estatistico (FIGURA 1), pois com a dosagem de 200 mg de
oxamniquine/kg ainda pdde-se detectar recuperacao de oviposicdo (TABELA V).

Para o praziquantel a curva de doses efetivas confeccionada com base no
numero de vermes machos sobreviventes revelou um valor de 108,6 mg/kg/5 dias
para matar 90% dos machos (DEg) e 129,2 para matar 99% (DEg) (FIGURA 2).
Porem, de modo similar ac ocorrido com o oxamniquine, com a dosagem de 150
mg/kg/5 dias (dose superior 8 DEg) ainda se obteve recuperagéo de oviposicdo
dos vermes (TABELAS VIl e VII).

DRESCHER et ali (1993) trabalhandc com praziquantel em quatro
linhagens distintas obtiveram os seguintes resultados de DEgy: 42, 36, 13 e 46
mg/kg/S dias para as linhagens BH, K, MAP e MPR-1, respectivamente. Pode-se
cbservar que para a nossa linhagem o valor da DEg, foi significativamente maior:
66,8 mg/kg/5 dias (FIGURA 2),

Para a dosagem de 100 mg/kg de oxamniquine e praziquantel foram
encontrados um numero razoavel de casais vivos (FIGURAS 9 e 10). Estes
resultados concordam com os do grupo de seguimento que apresentaram animais
com oviposi¢ao recuperada apés um periodo relativamente curto, dois meses e
meio para oxamniquine e dois para praziquantel (TABELA VI). Estes dados de
parasitos acasalados sdo muito importantes quando vistos em conjunto com os
das doses efetivas, pois constata-se que se pode matar 80% dos vermes machos

com aproximadamente 100 mg/kg das drogas, ou methor, 103,2 e 99,9 mg/kg de
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oxamniquine e praziquantel, respectivamente (FIGURAS 1 e 2); porém parte
destes vermes que sobrevivem continuam acasalados podendo recuperar a
OVIpOosigao.

Com isso podemos comprovar que a linhagem Ouh apresenta uma
variagdo de suscetibilidade tanto ao oxamniquine, j@ conhecido para outras
linhagens, quanto ac praziquante! (DIAS & OLIVIER, 1985; YEANG et alii, 1987:
CiOLl et alii, 1989).

De acordo com 0 exposto, a linhagem Ouh pode ser considerada tolerante
ao oxamniquine e praziquantel & dosagem de 100 mg/kg (por 5 dias no caso da
ultima droga) por ndo responder adequadamente ao tratamento. Os resultados
das curvas dose-resposta reforcam essa afirmacdo, onde os resultados
apresentados s&o superiores aos de uma linhagem suscetivel as duas drogas.

Alguns animais tratados e acompanhados pelo periodo de um ano, por
exames de fezes quinzenais, recuperaram a oviposicio (TABELA VI) e suas fezes
foram, constantemente, coletadas para infecdo de moluscos. Todos os animais
que retomaram a oviposic&o, o fizeram até o quarto més apos o tratamento. O
animal 91 (tratado com 200 mg/kg de oxamniquine) interrompeu a oviposicéo a
partir do 150° dia apds o tratamento (TABELA VI). Este resultado foi confirmado
com o teste de ecloséo de miracidio que também foi negativo (TABELA VH). isto
deve ter ocorrido devido a morte ou interrupg¢ao natural da oviposigdo dos poucos
vermes que sobreviveram ao tratamento ou irregularidade na eliminagao dos ovos
pelo hospedeiro, ou até mesmo cronificacdo da doenca decorrente do longo
tempo de infecgao.

Um animal, ndmero 3, tratado com praziquantel na dosagem de 100
mg/kg/5 dias, morreu no 345° dia ap6s o tratamento (TABELA VI) com presenca
de ascite, fato comprovado por necropsia; detectando mais um elemento de falha

terapéutica.
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Pode-se perceber que todos 0s animais apresentavam um grande namero
de ovos do trematddec por grama de fezes no primeiro exame que foi realizado
no dia do tratamento. Quinze dias apds o término do tratamento este numero ja
era bem menor, na maioria das vezes nulo, evidenciando a atuagéo da droga. Em
certos animais houve recuperagio da oviposigcdo, como ja relatado acima, porém
o nimero de ovos por grama de fezes encontrados foi bem menor, representando
uma diminuicéo da carga parasitaria provocada pela droga. Portanto, mesmo
havendo recuperacdo da oviposi¢do na linhagem Ouh exposta a certas dosagens
de oxamniquine ou praziquantel, o pequeno numero de ovos encontrados nas
fezes, indica que nem todos os parasitos toleram a a¢&o esquistossomicida do
medicamento empregado.

Em adicdo, foram realizados testes de eclosdo de miracidio das fezes de
animais que em nenhum momento eliminaram ovos do trematédeo apds o
tratamento (TABELA VII). Estes animais foram negativos para todos os testes
feitos. A realizacio do teste teve como intuito confirmar o resultado do exame de
fezes pelo método de Kato-Katz que poderia estar apresentando falso negativo
por se tratar de uma pequena quantidade de ovos eliminados, tendo em vista que

o tratamento com a droga esquistossomicida provocou a diminuic&o da carga

- parasitaria. SLEIGH ef afii (1982), em um estudo-de campe realizando-exame-de- oo

fezes, pelo método de Kato-Katz, utilizando apenas uma lamina, encontraram
resultado frequentemente negativo para pacientes com infecdes leves de S.
mansoni. CUNHA et afii (1987) observaram diferentes indices de cura em
pacientes com esquistossomose quando se utilizavam trés métodos distintos:
oograma quantitativo, método de sedimentagdo e Kato-Katz, sendo que o ultimo
apresentava elevado numero de falso negativos; assim, estes autores consideram
gue o oograma quantitativo (bidpsia retal) consiste no método mais fidedigno para

avaliar a eficacia terapéutica de novas drogas. Infelizmente, este € um método
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impossivel de se utilizar em camundongos para exames quinzenais por um longo
periodo, como em nosso caso, um ano. BARRETO ef alii (1990), em estudo com
pacientes sabidamente positivos, encontraram variagbes consideraveis nas
contagens, reforcando o fato de que sdc necessarias varias laminas,
principalmente quando se trata de infecgdes brandas. Quando se tem amostras
positivas com uma contagem de 10 ovos por grama de fezes a probabilidade de
encontro é de 34% e esta passa a 99% quando a contagem for de 100 ovos por
grama de fezes (REY, 1992). ALARCON de NOYA et alii (1992) observaram que 0
método de Kato-Katz se torna pouco sensivel quando o individuo apresenta
menos de 100 ovos/g de fezes. Evidentemente, sd0 necessarias multiplas
laminas. Porem quando se trata de fezes de camundongos isto se torna
impraticavel, em decorréncia da pequena quantidade de fezes eliminadas e,
principaimente, devido a consisténcia das mesmas. Além do pequeno nimero de
ovos eliminados, decorrente do reduzido nimero de vermes presentes, deve-se
considerar também a irregularidade de eliminagéo destes ovos, pelo hospedeiro,
através da mucosa intestinal para o meio ambiente

Estudos sobre o efeito da quimioterapia sobre os ovos de S. mansoni tém

mostrado que a administracéo de praziquantel provoca a necrose e por vezes

. Ca%crﬁcagée das méfacidiﬁs nes- t ec%dosap&rhrdequartc d%a dc éﬂic%@ de e

tratamento (REIS & ANDRADE, 1987). Estes mesmos autores detectaram que a
administrac@o conjunta de oxamniquine/hycanthone, embora muito efetiva para
eliminar os vermes adultos ndo tem acido sobre os miracidios no interior dos
granulomas, tendo os testes de eclos&o sido positivos até o 15° dia apds o
tratamento.

Experimentos do efeito do praziguantel sobre os ovos de S. mansoni
indicam que a droga ¢ letal a ovos maduros, sendo que apds 11 dias do inicio do

tratamento predominam ovos mortos no cograma (RICHARDS et afii, 1989). As
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percentagens obtidas na eclos&o de miracidio apds o tratamento, sugerem que o
praziguantel & ativo somente contra ovos que j& atingiram a maturidade. Ovos em
embriogénese sofrem pouca toxicidade relacionada a droga, e, se o tratamento
nao é continuado acima do tempo requerido pela maturacdo dos ovos, 0s mais
jovens (ou seja, os Ultimos a serem depositados antes da interrrupgcdo da
oviposicdo) sobrevivem e atingem, saudavelmente, a maturidade, eclodindo
naturaimente (RICHARDS et afii, 1989). Frente a isto, GIBODA e SMITH (1994)
defendem o tratamento em duas doses separadas por 9 dias para que 0s OvOoS
imaturos tenham possibilidade de amadurecer e ai serem atacados pela droga.

Sabemos que em nosso esquema de tratamento com praziquantel (5 dias
consecutivos) ndo conseguimos atingir todos os ovos imaturos e que estes
poderiam ter sido eliminados naturaimente. Isto porém, nao influenciaria os
nossos achados de recuperacido de oviposicido que alem de serem registrados
somente apos 45 dias o término do fratamento, ndo cessaram depois das
primeiras semanas, como aconteceria se ndo houvesse vermes sobreviventes
mas apenas OVvos que escaparam do medicamento.

Em nossos experimentos constatamos uma recuperagéo da oviposicéo
dos vermes sobreviventes muito mais rapida do que a assinalada por ROGERS e
BUEDING (1971) que relataram um periodo de 6 a 12 meses para que isto
ocorresse em uma linhagem resistente ao hycanthone, a qual havia sido induzida
em laboratério. Estes autores assinalaram ainda que miracidios recuperados das
fezes dos camundongos eram capazes de infectar moluscos e apés 5 a 6
semanas eliminavam cercarias que eram utilizadas para infeccdo de novos
camundongos. Estes camundongos quando tratados com hycanthone
apresentaram 100% dos vermes vivos, sem que eles ao menos migrassem para o
figado ou deixassem de eliminar ovos apods serem medicados. Esta resisténcia a

droga foi mantida estavel por trés geracdes subseqlentes de vermes. JANSMA ef
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alii (1977) também comprovaram a manutengdo de resisténcia ao hycanthone
através de suscessivas geragles, apos a mesma ter sido induzida na geracédo
parental do verme. YEANG et alii (1987) expondo in vivo linhagens do parasito,
isoladas do campo, ao oxamniquine, obtiveram sublinhagens altamente
resistentes; a sublinhagem MAP isolada a partir de tratamento com 700 mg/kg de
oxamniquine foi submetida a esta mesma dosagem apresentando uma eficacia de
49% (DIAS et afii, 1992). E interessante lembrar que estas sublinhagens nao
foram induzidas mas apenas selecionadas.

Dois outros grupos de seguimentos que apresentaram camundongos
eliminando ovos apds o tratamento (OXA-200 e PZQ-150) foram analisados
periodicamente e suas fezes utilizadas para infecgcdo de caramujos para a
tentativa de isolamento de mais duas sublinhagens, o que nado foi possivel
durante o periodo observado.

A linhagem Ouh apresentou alteracdes de sensibilidade ao oxamniquine e
praziquantel Ndo apenas tolerando como também possibilitando o isolamento de
duas sublinhagens, por ndo cessar irreversiveimente sua oviposi¢do apds o
tratamento.

Estas duas sublinhagens servirdoc para novos testes, com novas
dosagens, para s& avaliar 0 seu comportamento em relacdo a finhagem parentatl.
E interessante estudo, principalmente a nivel gendmico, das possiveis alteracées
de tolerancia desta linhagem ao praziquantel em relagéo a outra sensivel, como
as ja bem estudadas diferengas entre linhagens sensiveis e resistentes ao
hycanthone\oxamniquine (BRINDLEY et alii, 1989; BRINDLEY ef afii, 1991; PICA-
MATTOCCIA et afi, 1993). O que ja se sabe é que a resisténcia induzida ao
praziquantel e oxamniquine é droga especifica (FALLON & DOENHOFF, 1994),

diferentemente a encontrada para oxamniquine e hycanthone que séo controladas
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pelo mesmo gene (CIOLI ef ali, 1992; PICA-MATTOCCIA et afi, 1992; PICA-
MATTOCCIA et alii, 1993), apresentando resisténcia cruzada.

Praziquantel representa hoje uma droga de escolha no caso de falhas no
tratamento com oxamniguine da esquistossomose mansénica no Brasil. Todavia,
mesmo antes do conhecimento de linhagens resistentes a esta droga, casos de
falha terapé&utica tém sido documentada (KATZ ef alii, 1991; TDR News, 1992) e
experéncias mostram que linhagens de S. mansoni podem se tornar resistentes
ao praziquantel, por inducéo (FALLON & DOENHOFF, 1994).

Frente a este problema alguns grupos de pesquisa tém se preocupado na
obtencdo de drogas que sejam efetivas contra o trematdédeo (PENIDO, 1994;
PENIDO et alif, 1995). Estas drogas se encontram apenas em fase laboratorial de
pesquisa, onde o camundongo € o hospedeiro definitivo testado. Ainda nada se
sabe sobre a eficacia e tolerAncia no homem. Assim, muito tem que se caminhar
para se chegar a uma droga que possa substituir o praziquantel no controle da
esquistossomose em uma area, onde a linhagem apresentar resisténciaftolerancia
ao mesmo; também & necessario rever as posologias da droga utilizada. Por outro
lado, uma nova droga segura é uma aiternativa para o clinico frente a efeitos

colaterais relatados, as vezes, com praziquantel.
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CONCLUSOES

+ A linhagem Quh de Schistosoma mansoni apresentou, in vivo, baixa
eficacia ao oxamniquine na dosagem de 100 mg/kg: 66,0%; estando
6,9% dos vermes no mesentério (91,7% de vivos). A percentagem de

vermes sobreviventes para esta dosagem foi de 34,0%.

+ Para as outras dosagens de oxamniquine (200, 300 e 400 mg/kg) foram
observados maiores valores de eficacia: 91,4%, 1000% e 99,7%,

respectivamente.

+ Foi observado recuperacdo irreversivel de oviposicdo em 2 grupos
tratados com oxamniquine (100 e 200 mg/kg). Para o grupo que recebeu
100 mg/kg de oxamniquine a oviposicédo foi retomada no 752 dia apds o
tratamento; ja para a outra dosagem a recuperagdo ocorreu no 452 dia e

75° dia.

4 Para a dosagem-de 100 mg/kg/5- dias de praziquantel foi obtido-um-valor oo

de eficacia relativamente baixo, 90,1%, sendo encontrado 3,4% dos

vermes nos vasos mesentéricos (100,0% de vivos).

+ As percentagens de eficacia para o praziquantel nas dosagens restantes
(150, 200 e 250 mg/kg/5 dias) foram consideradas elevadas: 97,6%,

98,2% e 96,1%, respectivamente.
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¢+ No grupo de seguimento, dois camundongos gque haviam sido tratados
com praziguantel na dosagem de 100 mg/kg/5 dias, recuperaram a

oviposicdo aos 60 e 105 dias apds o tratamento.

¢ A determinagdo das doses efetivas para matar 99% dos vermes machos
(DEgg) revelaram um valor de 1594 mgkg, em dose Unica para
oxamniquine e 129,2 mg/kg/S dias para praziquantel, valores superiores
aos obtidos, rotineiramente, em experimentos laboratoriais com
camundongos tratados com 100 mg/kg. Estes resultados também foram
maiores aos apresentados para outras linhagens sensiveis aos

esquistossomicidas em guest&o.

¢+ Frente aos resultados de eficacia, doses efetivas e curto periodo de
recuperacéo de oviposigdo a linhagem Ouh foi considerada tolerante ao
oxamniquine (100 mg/kg/dose Unica) e ao praziquantel (100 mg/kg/5
dias). A retomada da oviposic&o nos certifica do ndo comprometimento
do aparelho reprodutor da fémea. Sendo assim, é necessario rever as

posoiogias de ambas as drogas no homem.
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RESUMO

E bem conhecida a existéncia de linhagens de S. mansoni com resisténcia efou
tolerdncia a drogas esquistossomicidas como hycanthone e oxamniquine. Devido a
constatagdo de linhagens do verme isolado do campo com tolerancia ao oxamniquine
e praziquantel, impds-se estudo de suscetibilidade a esses medicamentos para
determinacdo de doses efetivas (DEs) e juntamente ao acompanhamento de
oviposicdo dos animais tratados. Pesquisou-se, in vivo, o comportamento da
linhagem Quh, isolada de 3 portadores autdctones, ndo tratados, do municipio de
Ourinhos, SP. Foram infectados 10 grupos de 13 camundongos, que receberam,
oralmente, tratamento apds 50 dias; 5 grupos foram medicados com oxamniguine
nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg (dose unica) e os restantes
praziguantel a O, 100, 150, 200 e 250 mg/kg (por 5 dias). Para cada grupo haviam 2
subgrupos: A) perfusdo - formados por 8 animais perfundidos apés 15 dias do
término do tratamento e B) seguimento - com 5 camundongos acompanhados,
guinzenalmente, com exames de fezes, método de Kato-Katz e eclosdo de
miracidios. Os valores de DEs foram determinados atraves de analise de probitos
(procedimento especifico do SAS) a partir dos resultados da perfusdo. A eficacia para
as dosagens de 100 mg/kg de oxamniquine e de praziquantel foi de 66,0% e 90,1%,
respectivamente, e a percentagens de vermes sobreviventes foi de 34,0% para a
primeira droga e 9,9% para a segunda, sendo encontrados vermes machos, fémeas
e casais. Houve sobrevivéncia de vermes no grupo com 150 mg/kg/5 dias de
praziquantel (2,4%), com vermes de ambos os sexos e casais; porém para as outras
doses constatou-se apenas sobrevivéncia de fémeas, isso ocorrendo para as outras
dosagens de oxamniquine e praziquantel. Nos exames quinzenais dos grupos de
seguimento observou-se recuperacdo de oviposigdo apds 60 dias do término do
tratamento com 100 (em um camundongo) e 150 (em um arimal} mg/kg de
praziquantel e apds 75 dias com 100 (em um camundongos)e 200 mg/kg de
oxamniquine (em dois animais), indicando a presenga de vermes vivos de ambos 0s
sexos e interrompimento temporario da postura de ovos, certificando o néo
~ comprometimento do aparelho reprodutor da fémea. Nas analises de doses efetivas

determinou-se a dosagem necessaria para matar 99% dos vermes machos (DEgg)

que foi de 129,2 e 1594 mg/kg de praziquantel e oxamniquine, respectivamente.
Assim, € necessario rever as posologias de ambas as drogas no homem, com
finalidade de proporcionar maiores percentagem de cura parasitolégica, evitando
selecéo de linhagens do verme resistentes e/ou tolerantes no campo. Frente a estes
resultados a linhagem Quh foi considerada tolerante ao oxamniquine e praziquantel
na dosagem de 100 mg/kg, por apresentar aitera¢cbes de sensibilidade a ambas as
drogas e por nfo cessar irreversivelmente sua oviposicdo apds o tratamento.
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SUMMARY

The existence of resistant and/or tolerant Schistosoma mansoni strains to
schistosomicides drugs as hycanthone and oxamniquine is well known. Because of
strains isolated from the field having tolerance to oxamniquine and praziquantel, the
main foccus of this study was to determine the suscetibility to medicaments in order to
find the effective doses (EDs). In addition, the freated animals were monitored to
verify the oviposition pattern of worms. The Quh strain was isolated, in vivo, from 3
autochthonous non-treated patient, from Qurinhos city, Sdo Paulo state. Ten groups
of 13 mice each were infected and received "per os" treatment after 50 days. Five
groups were medicated with oxamniquine in doses of 0, 100, 200, 300 and 400 mg/kg
in a single dose, and five with praziquantel in daily doses of 0, 100, 150, 200 and 250
mg/kg for five days. For each group there were 2 subgroups: A) perfusion - formed by
8 animals perfused 15 days after the treatment; B) follow-up - formed by 5 mice that
were followed with faeces exams, Kato-Katz method, and miracidia eclosion tests
every 15 days. The EDs values from the perfusion results were determined through
the probit analysis (procedure of SAS). The efficacies of the dosage of 100 mg/kg of
oxamniquine and praziquantel were 66,0% and 90,1%, respectively, and the
percentages of surviving worms were of 34,0% for the first drug and 9,9% for the
latter. Live males, females and couples were found. The was 2,4% worms survival in
the group treated with 150 mg/kg/5 days of praziquantel and both sexes and couples
were also found alive. However, for the other doses of praziquantel and oxamniquine
only females survived. During the follow-up group some egg recovering was observed
60 days after the treatment, with 100 mg/kg of praziquantel (one animal) and 150
mg/kg of praziquantel (one animal); and after 75 days with 100 mg/kg of oxamniquine
(one animal) and 200 mg/kg of oxamniquine (two animals} indicating the presence of
living worms of both sexes and temporary interruption of oviposition, indicating that
the reproductive system of femaie was not affected. The 99% effective dilling doses
for male worms (EDgg) were 1292 and 1594 mg/kg for praziquantel and
oxamniquine, respectively. Hence, it is necessary to review the posology in humans
for both drugs, with the purpose to achieve higher percentages of parasitological cure,
thus preventing the selection-of resistant and/or tolerant worm strains.-in face to these
results, the Ouh strain was considered tolerant to oxamniguine and praziquantel in
dosage of 100 mg/kg, for it showed sensibility changes to both drugs, and by not-
stopping irreversibly oviposition afer treatment.
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Determinac&o de doses efetivas com base no numero de vermes machos
scbreviventes. Analise de probitos da resposta a oxamniquine e praziquante!.
Referentes as figuras 1 e 2.

o G2 VERMes 1miacnos U Dose de oxamniquine  Dose de praziquaniei/
sobrevivenies {mg/kg) {mo/kg) § dias {mg/kg)
1 98 1594 129,2
2 98 1490 123.8
3 97 1428 1204
4 o8 137,68 117,28
5 95 1338 115,8
8 a4 1301 114,0
7 93 127,2 112,85
8 92 1245 1111
8 91 1221 10@.8
10 80 1198 108,86
15 85 110,56 103,38
20 80 103.2 g8.8
25 75 989 93,4
30 70 91,2 874
as 85 85,9 82,0
40 80 80,9 78,8
45 55 76,1 71,7
€ s ™M ... 888
55 45 88,8 81,8
&0 40 &1, 56,8
85 35 56,8 51,8
70 30 515 45 1
75 25 4538 40,2
80 20 39,5 3386
85 15 32,1 259
20 10 22.8 16,3

H 2 208 14.0




Estatisticas sumérias referentes aos dados de vermes coletados no figado, em
camundongos infectados com 70 cercérias da geracdo T, de Schisfosoma
mansoni, da linhagem Ouh, tratados com oxamniguine ou praziquanie! nas
diferentes dosagens. Referentes as figuras 3 e 4.

Droga Dose csiatisticas
(mig/kag) n min Q4 Qs Qs max media
OXKA G 7 6.6 18,7 24 45 8 50,0 276
GXA 100 7 57,1 77.8 94,7 100,0 100.,0 88,3
OXA 200 7 817 100,0 100,0 100,0 100,0 58,8
OXA 300 8 100,06 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
OXA 400 7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
PZG 0 4 21 225 454 65,7 83,3 44,
PZQ 100 7 0,6 90,0 100,0 100,0 100.0 83,8
PZQ 150 5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
PZQ 200 7 100,0 1000 100,0 100,6 100,0 100,0
PZQ 250 4 96,5 98,3 100,0 100,0 100,0 99,1
Obs:
OXA-0, OXA-100, OXA-200, OXA-300 e OXA-400: tratamentc com
oxamniquine nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;
PZQ-0, PZQ-100, PZQ-180, PZQ-200 e PZQ-250: tratamento com

praziquantel nas dosagens de 0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/s dias, respectivamente.
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Estatisticas suméarias referentes aos dados de vermes mortos no figado, em
camundongos infectados com 70 cercérias da geracéo F, de Schistosoma
manscni, da linhagem Quh, tratados com oxamniguine ou praziguante! nas
diferentes dosagens. Referentes as figuras 5 & 6.

i kT dl e o =
EoldtistiCas

oroga Dose
(ma/ky) n min Q, Q- Qs max média
OKA G 7 0,0 0.0 0,0 i0,0 14,3 3,5
OXA 100 7 21,4 313 48,3 64,5 75,0 49,0
OXA 200 7 27,3 40,0 857 100,0 100,0 754
OXA 200 8 160,0 100,0 100,0 100,0 1060,0 100,0
OXA 400 7 97.0 100,0 100,0 160,0 1600 59,6
PZQ O 4 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0
PZG 100 6 72,4 81,5 g2.8 100,0 100,06 89,9
PZG 150 5 94.3 96,6 67.0 160,0 100,0 97,8
PZQ 200 7 82,6 100,0 100,0 100,0 160.,0 87,5
P20 250 4 526 927 96,4 100,06 100,0 96,4
QObs:
OXA-C, OXA-100, OXA-200, OXA-300 & O0OXA-400: tratamentc com
oxamniquine nas dosagens de ©, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;
L RPZQ-0,  PZQ-100, . PZQ-150.  PZQ-200 e  PZQ-250.  tratamentc.. .COM.......

praziguantel nas dosagens de £, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/5 dias, respectivamente.
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Estatisticas sumarias referentes acs dados de vermes acasalados, em
camundongos infectados com 70 cercérias da geracdo F, de Schistosoma
mansoni, da linhagem Quh, {ratados com oxamniquine ou praziquants! nas
diferentes dosagens. Referentes as figuras 7 e 8.

oroga Dose statisticas
(ma/kg) n min Q4 Q. Qs max  meédia
OXA o 7 44 4 450 38,3 73,3 82,0 60,4
OXA 100 7 0,0 0,0 0,0 5,9 11,1 3,2
OXA 200 7 0,0 0,0 0,0 0,0 8,0 1,1
OXA 300 8 0,0 0,0 0,0 0,0 10,5 1.3
OXA 400 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PZQ O 4 33,3 48,6 69,4 85,5 96,0 67,0
PZQ 100 7 0,0 13,8 240 27,6 48,7 226
PZQ 150 5 11,4 18,2 20,7 22,9 27,0 20,0
PZQ 200 7 8,7 25,0 32,0 42,9 48,5 31,3
PZG 250 4 13,8 16,9 21,1 27,8 33,3 223
Obs:
OXA-0, OXA-100, OXA-200, OXA-300 e OXA-400: tratamento com

oxamniquine nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;

PZQ-0,

PZQ-100, PZQ-150,

PZQ-200 e PZQ-250:
praziguante! nas dosagens de 0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/ dias, respectivamente.

tratamento com
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Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes vivos acasalados, em
camundongos infectados com 70 cercérias da geracdo F, de Schistosoma
mansoni, da iinhagem Quh, tratados com oxamniguine ou praziguantel nas
diferentes dosagens. Referentes as figuras 9 ¢ 10.

Droga Dose Estatisticas
{mg/kg) n min Q4 Qs Qs max  média
OXA G 7 60,4 450 58,3 73,3 82,0 60,4
OXA 100 7 0,0 0,0 0,0 5,3 11,1 3,2
OXA 200 7 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
OXA 300 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
OXA 400 7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PZQ C 4 33,3 486 69,4 85,5 96,0 87.0
PZQ 100 7 0,0 0,0 0,0 6,7 13,3 2,8
PZQ 150 5 0,0 0,0 0,0 | 0,0 57 1,1
PZQ 200 7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PZQ 250 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Obs:
OXA-0, OXA-100, OXA-200, OXA-300 e OXA-4C0: tratamento com

oxamniquine nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;

PZQ-0,

PZG-100, PZQ-150, PZQ-200 e PZGQ-250:
praziquantel nas desagens de 0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/5 dias, respectivamente.

iratamentioc  com
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Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes morios acasalados, em
camundongos infectados com 70 cercarias da geracdo F, de Schisfosoma
mansoni, da linhagem QOuh, tratados com oxamniguine ou praziguantel nas
diferentes dosagens. Referentes as figuras 11 e 12.

Droga Dose

Estatisticas

(ma/kg) n min Q. Q Qs max  média
OXA O 7 0,0 0,0 0.0 0.0 0,0 0,0
OXA 100 7 0,0 0,0 0,0 0,0 5.8 0,8
OXA 200 7 8,0 0,0 0,0 0,0 8,0 1,1
OXA 300 8 0,0 0,0 0,0 0,0 10,5 1,3
OXA 400 7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PZQ G 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PZQ 100 7 0,0 13,8 20,0 27,6 33,3 19,7
PZQ 150 5 11,4 17.1 18,2 20,7 27,0 18,9
PZQ 200 7 8,7 25,0 32,0 42,9 48,5 31,3
PZQ 250 4 13,8 16,9 21,1 27,8 33,3 223
Obs:

oxamniquine nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;
PZ@*G, . ---PZQ«‘-}-{}{}; - @23-753, . PZQ‘Q‘GG" & P‘ZQ—Q‘S@I BB Oy

OXA-0, OCXA-100, OXA-200, OXA-300 e OXA-400:

tratamento com

praziguante! nas dosagens de 0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/5 dias, respectivamente.



Estatisticas stimarias referentes aos dados de percentagens de reducédo, em
camundongos infectados com 70 cercéarias da geracdo F, de Schisfosoma
mansoni, da linhagem Ouh, tratados com oxamniquine ou praziquantel nas
diferentes dosagens. Referentes &s figuras 13 e 14

Droga Dose Estatisticas
(mglkg) n min Qy Q- Qs max meédia
OXA O 7 0,0 0,0 0.0 3,4 7.5 1,8
OXA 100 7 16,7 31,3 42,8 57,8 61,8 427
OXA 200 7 33,3 40,0 85,7 100,0 100,0 76,3
OXA 300 8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
OXA 400 7 97,0 100,0 100,0 100,0 100,0 95,6
PZQ 0 4 0.0 0,0 6,0 0,0 0,0 0,0
PZQ 100 7 0,0 70,0 89,7 160,0 100.,0 75,6
PZQ 156G 5 94,3 96,5 §7.0 100,0 100,0 97,6
PZQ 200 7 82,6 100,0 100,0 100,0 100,0 97,5
PZQ 250 4 889,7 91,1 96,3 100,0 100,0 95,8
Obs:
OXA-0, OXA-100, OXA-200, OXA-300 e OXA-400: tratamento com

oxamniquine nas dosagens de 0, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, respectivamente;

e PZQ0, - PZQ-100,. PZQ-180... - PZQ-200 - PZQ-250:
praziquantel nas dosagens de 0, 100, 150, 200 e 250 mg/kg/5 dias, respectivamente.



