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1 - INTRODUCAO

A prevaléncia da esquistossomose mansonica foi estimada entre 5a 6
milndes de pessoas infectadas no Brasil (Doumenge e cols., 1987) e avaliou-se que
cerca de 30 milhGes de brasileiros estavam expostos ao risco de contaminacio
(WHOQO, 1993).

A esquistossomose mansodnica vem sendo controlada em varias

regides brasileiras. No Nordeste, as acdes de controle vem sendo desenvolvidas

desde 1976 através do PECE (Programa de Controle da Esquistossomose),
principalmente com 0 uso da oxamniquine para tratamento em massa (Silveira,
1989). Apesar da sua utilizacdo ter provocado baixa nas taxas de infecgdo, ndo tem
havido reducéo da prevaléncia abaixo de 10%. N&o houve também impacto sobre a
mortalidade nem sobre a frequéncia e a gravidade das internacfes hospitalares
(Barreto, 1984).

No Estado de S&o Paulo a endemia, sob forma de focos, vem sendo
controlada de forma integral desde 1969 com a criacéo da CACESQ (Campanha de
Combate & Esquistossomose) pela Secretaria de Salde do Estado que
posteriormente foi incorporada a SUCEN (Superintendéncia de Controle de
Endemias) (SUCEN, 1982; Silva, 1992).

Geralmente as areas endémicas de esquistossomose no Brasil tem,

como hospedeiros intermediarios Biomphalaria glabrata Say 1818 ou

Biomphalaria straminea Dunker 1848, aparecendo também Biomphalaria



tenagophila D'Orbingny 1835 como importante hospedeiro nas regides Sudeste e
Sul do pais (Doumenge e cols., 1987).

No Estado de S&o Paulo a transmissdo da esquistossomose
mansénica ocorre no Vale do Rio Paraiba do Sul, Grande S3o Paulo, Baixada
Santista, Litoral Sul, Vale do rio Ribeira de Iguape, Regido de Campinas e Vale do
rio Paranapanema (SUCEN, 1982). A B. tenagophila é a principal hospedeira
intermediaria no Estado de Sao Paulo, exceto na regido do vale do rio
Paranapanema onde a espécie hospedeira € a B. glabrata (Vaz e cols., 1983; 1985:

1986, 1987, Teles & Vaz, 1987). B. straminea ocorre em 27 municipios, mas ainda

nao contribui na transmisséo da esquistossomose no Estado.

Existem varios trabalhos sobre suscetibilidade de moiuscos. Files &
Cram (1949) j& admitiam a existéncia de diferencas fisioldégicas intra e inter-
especificas entre os parasitos de éreas endémicas diferentes. Newton (1958)
considerou que a suscetibilidade estaria ligada a fatores genéticos e a idade dos
moluscos.

Ruiz (1957) submeteu a infecgéo por Schistosoma mansoni Sambon
1907, exemplares de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. No trigésimo dia
pos-infecgéo, verificou que B. tenagophila de Sdo Paulo e B. straminea de
Pernambuco nao se infectaram, assim como B. glabrata procedente da Bahia. B.
glabrata originaria de Minas Gerais, Pernambuco e Venezuela apresentam taxas de

infecg&o que variaram de 10 a 100%.

Paraense & Corréa (1963a) estudaram a suscetibilidade de 23

populagbes de B. glabrata de procedéncias diversas, & infeccdo por miracidios



oriundos de ovos colhidos em fezes de pacientes na fase crénica, que tinham tido
contato com cercarias de Belo Horizonte (MG). A maioria destas populacbes de
planorbidecs se mostrou bastante suscetivel, apresentando indices de infecgéo
superiores a 50%. Os autores ndo observaram correlagdo entre o grau de
infectividade de cada populagéo de molusco e a distancia entre a origem geografica
do molusco e do parasito. Tais resultados corroboram aqueles observados por Files
& Cram (1949), referentes ao estudo das diferencas fisiolégicas intraespecificas
apresentadas por populacdes de B. glabrata. Ainda Paraense & Corréa (1963b)

verificaram que B. tenagophila do Vale do rio Paraiba do Sul (SP), era refratéaria a

infeccdo por S. mansoni de Belo Horizonte (MG) mas se infectava com a linhagem
paulista do parasito. Por outro lado, B. glabrata de Belo Horizonte era suscetivel ao
S. mansoni mineiro mas refrataria a infecgdo por S. mansoni de Sao José dos
Campos, no Vale do rio Paraiba do Sul, e sugeriram a existéncia, em certas areas,
de uma adaptacéo fisioldgica entre o molusco e a linhagem local do parasito.
Nasceu, assim, a constatacdo da existéncia de duas linhagens distintas de 8.
mansoni no Brasil: a linhagem BH que tem como hospedeiro intermediario B.
glabrata de Belo Horizonte e a linhagem SJ cujo hospedeiro intermediario é B.
tenagophila do Vale do rio Paraiba do Sul em S&o Paulo.

Magalh&es e cols. (1973) constataram que B. glabrata de Ourinhos
mostrou-se muito suscetivel a infeccao pela linhagem mineira de Belo Horizonte e

pela linhagem paulista de S&o José dos Campos, obtendo taxas de infeccdo de

100% dos moluscos.



Carvalho e cols. (1979) estudaram a suscetibilidade de B, tenagophila
de ltajuba (MG) a infecgdo pela linhagem LE de S. mansoni de Belo Horizonte
(MG). Como controle foram utilizadas B. glabrata de Belo Horizonte. Pela primeira
vez houve a infeccdo de B. tenagophila de ltajuba pela linhagem de S. mansoni
adaptada a B. glabrata de Belo Horizonte.

Dias e cols. (1988) estudaram a suscetibilidade de linhagens de B.
glabrata a linhagem de S. mansoni. Trés linhagens do trematddeo oriundas de
Porto Rico apresentaram desenvolvimento mais lento e menor indice de infeccao em

B. glabrata brasileira albina BH, quando comparadas com o comportamento de duas

linhagens de S. mansoni provenientes do Brasil MAP na 36 geracdo e BH. Por
outro lado, as linhagens brasileiras do parasito desenvolveram-se bem e infectaram
mais de 90% dos exemplares de B. glabrata porto-riquenhos. Entre os resultados,
ressalta-se que as linhagens resistentes a esquistossomicidas, como MAP, poderao
ser introduzidas por pacientes em diferentes areas geograficas como no Brasil e em
Porto Rico.

Dias e cols. (1987) detectaram novos ajustes de B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea a diferentes linhagens de S. mansoni, que associadas
a correntes migratorias de portadores, contribuem para a expansdo da
esquistossomose, principalmente para o Sul e Centro-Oeste do Brasil. B. glabrata
de Minas Gerais se infectou com a linhagem MAP (MG) e com cinco linhagens de

Séo Paulo. A B. glabrata de S&o Paulo mostrou-se suscetivel a linhagem MAP com

90% de taxa de infeccdo e alta mortalidade. B. straminea foi suscetivel a uma

geracdo da linhagem MAP (somente verificaram-se esporocistos), sendo que a taxa



de mortalidade foi menor nesta espécie de caramujo do que nas outras espécies
estudadas. Foi observado que B. giabrata de Ourinhos (SP) comportou-se de modo
semethante a populacéo de B. glabrata de Minas Gerais, quando submetidas as
mesmas linhagens de S. mansoni Figueiredo e cois. (1992) fizeram estudos
experimentais sobre a suscetibilidade do molusco B. tenagophila a miracidios da
linhagem ITA (ltariri, SP) simpatrica, e destacaram a importancia epidemiologica da
adaptacéo parasito-hospedeiro no Vale do rio Ribeira de Iguape.

Zanotti-Magalhées (1987) estudou a relacéo entre a suscetibilidade do

molusco a infecgdo por S. mansoni e a patogenicidade desenvolvida pelo parasito

no hospedeiro definitivo. Foram selecionadas para o carater suscetibilidade,
progénies de B. glabrata e de B. tenagophila obtidas por auto-fecundacdo dos
moluscos que, apds a infecgdo dos miracidios, respectivamente, das linhagens BH e
SJ do trematédeo, apresentaram eliminacdo de cercérias. Nesse trabalho ficou
evidente que na linhagem paulista, quanto maior a suscetibilidade do molusco, maior
0 numero de ovos do parasito eliminados com as fezes do hospedeiro, sendo esse
um fator de grande importancia epidemiolégica.

Cioli e cols. (1989) propde uma definicio que distingue resisténcia de
tolerancia. O termo resisténcia é geralmente definido como a perda de sensibilidade
geneticamente transferida em uma populacéo que previamente era sensivel a uma
dada droga esquistossomicida. Tolerdncia é a falta de sensibilidade de uma

populacdo que nio foi previamente testada. Essas diferencas s&o mais tedricas. Do

ponto de vista pratico, tolerancia e resisténcia tem o mesmo valor para ¢ clinico. Em

termos evolutivos as forgas envolvidas como mutaco e selecdo sdo também



fendmenos importantes na producéo de resisténcia a uma dada droga, porém
nenhum desses fendmenos estdo necessariamente relacionados com o uso da
droga.

Os primeiros casos de resisténcia de linhagens de S. mansoni &
esquistossomicidas no Brasil foram registrados por Katz e cols. (1973), Campos e
cols. (1976) e Dias e cols. (1978).

Dias e cols. (1982) estudaram o uso de praziquantel em pacientes com
S. mansoni previamente tratados com oxamniquine e hycanthone e com falha

terapéutica e a suscetibilidade deste verme a agentes esquistossomicidas.

Concluiram que o praziquantel era efetivo em pacientes com esquistossomose
mansonica ativa. Apesar do tratamento prévio com hycanthone efou oxamniguine,
progénies sucessivas de duas linhagens humanas de S. mansoni eram resistentes
a oxamniquine e hycanthone, mas suscetiveis ao niridazole e praziquantel. Também
constataram que passagens seriadas dessas linhagens através dos hospedeiros
intermediario e definitivo (até a geracéo F.) ndo tinha alterado o comportamento do
parasitoc na presenga dessas drogas. B. glabrata de Sao Paulo mostrou-se
suscetivel a linhagem MAP com 90% de taxa de infeccéo.

Cioli e cols. (1985) sugeriram que a resisténcia ao hycanthone estd
assoctada com a perda de uma enzima gue ativa a droga.

Bruce e cols. (1987) estudaram a resisténcia as drogas na

esquistossomose mansénica, destacando que um importante aspecto com relacéo a

resisténcia as drogas esquistossomicidas, € o potencial do hospedeiro intermediario

em transmitir e disseminar a linhagem resistente do parasito.



Dias e cols. (1988) verificaram que a linhagem BH era altamente
suscetivel ao hycanthone, oxamniquine, niridazol, praziquantel, oltipraz e
amoscanato, e portanto essa linhagem funcicnaria como um bom referencial para
experiéncias guimioterapéuticas. Ao contrario, a linhagem MPR-1 (Porto Rico)
mostrou-se resistente a oxamniquine sem nunca ter recebido tratamento com essa
droga.

Araujo e cols. (1980) estudaram a variacdo na resposta de sete
linhagens de S. mansoni aos esquistossomicidas, isoladas de pacientes que se

infectaram no Estado de Minas Gerais. Notaram diferengas significativas ao

tratamento com hycanthone, oxamniquine e niridazole, em camundongos. Assim,
dentro de uma mesma area geografica houve alteragdes de suscetibilidade as
drogas avaliadas.

Gomes e cols. (1993) pesquisaram uma linhagem de S. mansoni de
QOurinhos (SP), no Vale do rio Paranapanema, e constataram a ocorréncia de
toler&ncia ao praziquantel e ao oxamniquine, ressaltando-se que essa tolerancia ao
praziquantel foi inédita.

Melo (1984) estudando uma linhagem campineira constatou por meio
de experimentos quimioterapicos, altos indices de eficacia, demonstrando que essa
linhagem era suscetivel ao praziquantel e ao oxamniquine.

Dias e cols. (1982) e Dias & Olivier (1985) constataram que a

resisténcia da linhagem MAP permaneceu relativamente estavel da primeira a quinta

2
geragdes, fato confirmado posteriormente na 24 geracdo. Recentemente, Dias &



Gongalves (1992) verificaram que essa linhagem manteve sua suscetibilidade ao
praziquantel e resisténcia ao oxamniquine na 36° geracao do trematddeo.

Coles e cols. (1987) consideram que o desenvoivimento da resisténcia
em uma populacéo de vermes depende de fatores como percentagem e frequéncia
com que as pessoas s&do tratadas, dosagem da droga usada e sua eficacia, e
movimento da populagéo humana. Drescher e cols. (1993) estudaram a resposta de
quatro isolados a agentes esquistossomicidas (hycanthone, niridazole, oxamniguine
e praziquantel). Esses isolados vem sendo mantidos em laboratério sem presséo de

droga por 20 a 30 geragdes. Foi utilizado regime de muitipla dosagem para cada

droga e para cada isolado de S. mansoni a fim de obter a dose efetiva de 50%
(DES0). Todos os isolados foram suscetiveis ao praziquantel. Porém o isolado BH
mostrou-se suscetivel também &s outras trés drogas. Houve diferenca nas respostas
das linhagens MPR-1 e MAP. O primeiro mostrou-se resistente ao oxamniquine e o
segundo, resistente ao hycanthone a ac oxamniquine. O isolado K mostrou ser
resistente para o niridazole. Esse estudo demonstrou que a resisténcia nesses trés
isolados foi estavel durante um longo periodo de tempo sem exposicédo as drogas.
Pelos resultados acima referidos notou-se que a linhagem MAP se
manteve estavel em relacdo a sua resisténcia ao oxamniquine de acordo com o
dltimo estudo feito na 36° geracao. Sabe-se que a suscetibilidade do parasita aos
esquistossomicidas varia de acordo com a espécie, sexo, estagio de

desenvolvimento ou origem do parasito, e que 0s machos de 8. mansoni sdo mais

sensiveis que as fémeas ao oxamniquine. Assim sendo, conclui-se que a grande



variacdo na suscetibilidade de S. mansoni indica que o parasito possui ampla
capacidade de desenvolver resisténcia & drogas (Rollinson & Southgate, 1987).

Kinotti (1987) estudou a enorme variacdo na suscetibilidade
encontrada no parasito, mostrando que S. mansoni possui uma ampla capacidade
de desenvolver resisténcia a doses terapéuticas de oxamniquine. Concluiu que
quando o parasito fosse exposto a alta pressdo da droga tornar-se-ia resistente a
ela.

A pressao que uma droga exerce por meio de seguidos tratamentos em

massa, como ocorreu no Brasil, podera levar ao aparecimento de resisténcia e/ou

tolerancia ou melhor, ao estabelecimento desta (Katz e cols., 1973, Dias e cols.,
1978). Mecanismos genéticos estio relacionados com a resisténcia ou tolerancia a
drogas. Estudos desses mecanismos facilitardo o desenvolvimento de métodos para
a deteccéo e predigdo de resisténcia as drogas em populacdes de parasitos, sendo
Isso de relevante importéncia nos programas de tratamento em massa (Brindley e
cols.,, 1989). Desta forma, torna-se importante entdo, manter constantes as
pesquisas de suscetibilidade de diferentes linhagens do verme as drogas, bem como
estudar seu modo de ac&o, 0s mecanismos genéticos e pesquisas de novos
esquistossomicidas (Penido, 1994, Brindley e cols., 1989, Dias Neto e cols., 1993,
Pica-Mattocia & Cioli, 1985, Cioli e cols., 1985, Cioli e cols., 1989).

O Brasil n&o é o Unico pais que enfrenta esse tipo de problema. No

Quénia encontrou-se S. mansoni tolerante ao oxamniquine em populagéo normal de

vermes (Coles e cols., 1987). Em virtude disso, sugere-se que o uso de oxamniquine

possa produzir problemas de resisténcia a droga.
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Jansma e cols. (1977) induziram resisténcia de S. mansoni ao
hycanthone apéds tratamento da geracdo parental e relataram que a resisténcia era
geneticamente transferida, testando a resposta da linhagem ao esquistossomicida
por, aproximadamente, vinte geracdes consecutivas.

Constatou-se que o desenvolvimento de resisténcia foi acompanhado
por alteragdo do genoma e essa alteracdo resultaria mais na inducdo de resisténcia
do que na sele¢&o de vermes resistentes ao hycanthone (Brindley e cols., 1989). O
uso da sonda do RNA ribossémico, por ser um gene repetitivo, serve para estudos

sobre polimorfismo, sendo Util na associacdo da variacdo gendmica com a

resisténcia as drogas (Brindley e cols., 1989).

Estudos bioquimicos e genéticos (Cioli e cols., 1985; Coles e cols.,
1987, Pica-Mattocia e cols., 1989) tem demonstrado os seguintes aspectos: a acdo
do hycanthone € acompanhada da inibicdo de sintese de Acidos nucleicos do
parasito; essa inibigdo é irreversivel na linhagem sensivel, sendo transitéria na
linhagem resistente; o hycanthone € presumivelmente ativado no parasito mediante
transformag&o em um éster reativo que dissociando-se espontaneamente atua como
agente alquilante; a resisténcia ao hycanthone pode, portanto, ser devida a falta da
atividade enzimatica capaz de esterificar o hycanthone. De acordo com essa
hipotese, a resisténcia € um carater recessivo, isto &, os hibridos F, descendentes

do cruzamento entre linhagens homozigotas sensivel e recessiva, sdo todos

sensiveis.
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O mecanismo de a¢do da oxamniquine € analogo aquele observado no
hycanthone e as mesmas conclusdes podem ser utilizadas para interpretar a
resisténcia a esse medicamento (Pica-Mattocia e cols., 1991).

E interessante ressaltar que Shaw & Erasmus (1983) utilizaram, em
animal, a associacdo de oxamniquine com praziquantel no tratamento da
esquistossomose, com a finalidade de evitar o aparecimento de tolerdncia ou
resisténcia.

Varios estudos ja demonstraram a existéncia de diferencas na

infectividade, patogenicidade e morfologia entre linhagens de S. mansoni de

diferentes areas geograficas e hospedeiros definitivos. (Saoud, 1966: Warren, 1967:
Magalh&es & Carvalho, 1969, 1973a, 1973b, 1976; Anderson & Cheever, 1972;
Magalhées e cols., 1975; Paraense & Corréa, 1981; Zanotti e cols., 1983: Carvalho e
cols., 1986, Zanotti-Magalhaes, 1987; Coeiho e cols.. 1989).

Saoud (1966) mostrou ndo haver relaco entre a viruléncia e a carga
parasitaria e que a distribuicdo dos ovos nos tecidos era influenciada tanto pela
linhagem do parasito quanto pela espécie hospedeira. Estas observacées foram
feitas em estudos sobre infectividade e patogenicidade de linhagens de S. mansoni
do Egito, Porto Rico, Tanzénia e do Laboratério Wellcome. O autor comentou que a
linhagem isolada originalmente do Egito, mantida em laboratério por 19 anos em B.
glabrata, mostrou-se bem distinta da linhagem do Egito isolada mais recentemente

{5 anos) e mantida na espécie hospedeira original (B. alexandrina). O referido autor

sugeriu que este grau de selegdo produzido em laboratério poderia ocorrer na

natureza, quando o parasito encontrar um novo hospedeiro intermediario.



12

As linhagens BH e SJ foram avaliadas por Magalhdes & Carvalho
(1969, 1973a), pela capacidade de penetracdo de cercérias e recuperacéo de
vermes adultos. Os autores verificaram que, em média, as cercarias da linhagem BH
apresentaram maior poder de penetracdo pela cauda do camundongo do que as
provenientes da linhagem SJ e que, nao diferiram no indice de recuperacdo dos
vermes adulitos.

Estudos parasitolégicos e anatomopatolégicos, desenvolvidos por
Magalhaes e cols. (1975), demonstraram maior capacidade patogénica da linhagem

BH em relacdo a SJ.

A patogenicidade das linhagens BH e SJ relacionada a suscetibilidade
do molusco a infeccdo esquistossomética, foi estudada por Zanotti-Magalhaes
(1987). A autora verificou menor capacidade de penetracdo de cercarias da
linhagem BH; na linhagem SJ o maior numero de vermes desenvolvidos eram
provenientes de moluscos mais suscetiveis. Observou ainda que, a maior
suscetibilidade dos moluscos corresponde, em camundongos, a um maior numero de
reacOes granulomatosas nos tecidos e a uma diminuigdo nos valores dos pesos
corporais, dos orgéos e dos didmetros dos granulomas. A autora evidenciou que, na
linhagem paulista (SJ), quanto maior a suscetibilidade do molusco, maior o nimero
de ovos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo, salientando a importancia
epidemioldgica deste fato.

Diferencas morfolégicas entre as duas linhagens (BH e SJ), foram

demonstradas por Magalhdes & Carvalho (1973b) e por Paraense & Corréa {1981).

Estes Ultimos autores concluiram que BH e SJ s&o duas racas biolodgicas distintas de
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S. mansoni, apos estudos de cruzamentos, morfologia dos vermes e tamanho de
ovos destas duas linhagens.

Apesar de muitos estudos ja terem sido realizados sobre
patogenicidade, pouco se sabe a respeito da linhagem MAP em relacdo a sua
biologia e morfologia. Portanto, o presente estudo foi realizado com a linhagem MAP
destacando a sua patogenicidade e as suas caracteristicas morfolégicas. Ressaltou-
se que essa linhagem ¢ utilizada como referéncia em varios laboratérios de

pesquisa no Brasil e no exterior.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi caracterizar biolégica e morfologicamente a
linhagem mineira MAP de S. mansoni (41? geracgdo), avaliando-se os seguintes
parametros:

* suscetibilidade do hospedeiro intermediario (B. glabrata).
* suscetibilidade do hospedeiro definitivo {camundongos Swiss).

- capacidade de penetrac&o das cercarias.

- peso do figado e do baco.

- diametro dos granulomas hepaticos.
- oograma.
- morfometria dos vermes adultos e ovos.

* reavaliagdo da suscetibilidade da linhagem &s drogas esquistossomicidas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - LINHAGEM DE Schistosoma mansoni

Foi utilizada a linhagem MAP de S. mansoni isolada por Dias e cols.
(1978) a partir de miracidios obtidos dos ovos eliminados nas fezes do doente
infectado no Estado de Minas Gerais, anteriormente tratado com hycanthone e
oxamniquine.

A linhagem MAP ¢é mantida no i__aboraté{io de Helmintologia do
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, utilizando-se
B. glabrata albina, proveniente de Belo Horizonte e em camundongos Swiss (Figura

1). Esse trabatho foi desenvolvido utilizando-se a 41° geracao.

3.2 - MANUTENCAO DE Biomphalaria glabrata EM LABORATORIO

Para manutencdo em laboratério de B. glabrata albina de Belo

Horizonte, foi utilizado o seguinte esquema: desovas de moluscos foram inicialmente

coletadas. Para facilitar a obtencdo e coleta das desovas foram usadas pecas de
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isopor para servirem de substrato aos moluscos. Essas pecas foram entdo
transferidas para pequenos aquarios de vidro para sua eclosdo. Os moluscos jovens
transferidos para tanques de Eternit (50 litros) e mantidos em agua sem cloro. A
alimentacio nos tanques era constituida de folhas de alface fresca e racao para rato

triturada e suplementada com 10% de carbonato de célcio (Souza e cols., 1987).

3.3 - ESTUDOQ DA LINHAGEM MAP DO Schistosoma mansoni EM
Biomphalaria glabrata

3.3.1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS DE MOLUSCOS

Para o estudo da suscetibilidade de moluscos, foram formados trés
grupos de 60 moluscos, com diametros entre 5 a 8mm.
Grupo M-1: 60 moluscos expostos a 1 miracidio.
Grupo M-2: 60 moluscos expostos a 10 miracidios.

Grupo M-3: 60 moluscos ndo expostos a infeccéo (controle).

3.3.2 - OBTENCAO DE MIRACIDIOS

Fezes de camundongos n&o tratados para esquistossomose foram

homogeneizadas com salina 0,85% a 10°C e filtradas em gaze. Esse filtrado foi
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coado em quatro peneiras de malha de 125, 105, 88 e 37um, sucessivamente,
lavando-se com salina 0,85% a 10°C. O sedimento obtido na peneira de malha mais
fina foi transferido para uma placa de Petri com salina gelada. O sedimento foi
resuspenso em agua declorada e exposto a luz artificial e & temperatura de 28°C
(Standen, 1952). Os miracidios obtidos foram observados e contados através do

microscopio estereoscopico.

3.3.3 - INFECGAO DOS MOLUSCOS

Exemplares de B. glabrata criados em laboratorio, medindo entre 5 a
8mm de diametro, foram colocados individualmente em frascos contendo 1 efou 10
miracidios recem eclodidos.

Os moluscos foram expostos & luz artificial e & temperatura de 28°C
durante 3 horas (Pellegrino & Macedo, 1955). Apds o periodo de exposicdo, os
moluscos permaneceram em aquarios de vidro e alimentados conforme descrito no

item 3.2, para obtencao de cercarias.

3.3.4 - AVALIAGAO DA SUSCETIBILIDADE DOS MOLUSCOS

Esta avaliagdo foi feita em todos os grupos experimentais cujos

moluscos foram expostos a miracidios de S. mansoni.
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3.3.5 - EXAME DOS MOLUSCOS

Os moluscos foram examinados, semanalmente, a partir do 212 ao 77°
dia apds a infecgdo. O grupo controle (M-3) foi submetido 4s mesmas condicdes que
os dos grupos M-1 e M-2. Os moluscos foram examinados, individualmente, para
observar a presenga de cercérias, usando-se pequenos frascos de vidro com agua
declorada. Apos exposicéo a luz e temperatura de 280C durante 2 horas, a presenca
de cercarias foi detectada através de um microscopio estereoscopico (Olivier &

Stirewalt, 1952).

3.3.6 - MORTALIDADE DE MOLUSCOS

Apés 77 dias de infeccdo aqueles moluscos que eliminavam cercarias
foram mantidos em observacéo, sendo examinados semanalmente, com finalidade
de se detectar o término da liberacéo das larvas.

A mortalidade de moluscos expostos & infecgdo e a do grupo controle

foi registrada diariamente, durante 77 dias apds a infeccéo.
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3.4 - GRUPOS EXPERIMENTAIS DE CAMUNDONGOS

Foram utilizados apenas camundongos fémeas, registrando-se seus
respectivos pesos corporais, no inicio do tratamento e antes da perfuséo.
Foram constituidos trés grupos distintos: infectados tratados:
infectados néo tratados (controle) e controle sadio.
Grupo C-1 (grupo O): 20 camundongos foram infectados pela cauda com 70
cercarias e tratados com oxamniquine.

Grupo C-2 (grupo P): 20 camundongos foram infectados pela cauda com 70

cercarias e tratados com praziquantel.

Grupo C-3 (grupo C): 20 camundongos foram infectados pela cauda com 70
cercarias € ndo receberam tratamento. Esse grupo
constituiu-se no grupo controle infectado.

Grupo C-4 (grupo S). 20 camundongos ndo infectados que constituiram o
grupo controle sadio.

Paralelamente foram formados outros grupos com a finalidade de
manter o estoque da linhagem, caso ocorressem imprevistos no desenvolvimento do

trabalho.
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3.4.1 - SORTEIO DOS TRATAMENTOS PARA OS CAMUNDONGOS

Os camundongos dos grupos C-1, C-2 e C-3 foram submetidos a
sorteio.

O método de aleatorizagcdo usado para aplicacdo dos 3 tratamentos (C-
1, C-2 e C-3) teve como objetivos: evitar o uso de julgamento pré-concebido ou
arranjos sistematicos; garantir um numero de camundongos para cada tratamento e
prover uma base para posterior andlise estatistica. Fste método, de blocos

permutados aleatoriamente, € descrito abaixo:

Para 3 tratamentos (blocos de 3 camundongos), foram selecionadas as
seguintes combinagdes:
A B C para digito 1
A C B para digito 2
B A C para digito 3
B C A para digito 4
C A B para digito 5
C B A para digito 6
ignorando os digitos 0, 7. 8 e 9.
Os numeros foram obtidos, usando-se a tabela de numeros aleatérios e
assinalados cada um a combinagéo de letras correspondente.

Desta maneira, uma lista aleatdria de tratamentos foi gerada usando-se

os digitos de 1 a 6, um digito para cada 3 tratamentos (Pocock, 1986).
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3.4.2 - INFECGAO DE CAMUNDONGOS

A infecgdo dos camundongos foi feita utilizando-se a técnica de
imersdo da cauda do animal em suspenséo contendo 70 cercarias/animal, durante 2
horas de exposicdo & luz artificial e a temperatura de 280(3 (Olivier & Stirewalt,
1952). As cercarias foram obtidas a partir de moluscos infectados no laboratoério.
Nesse caso, foram utilizados, no minimo, 40 moluscos positivos, a fim de se
conseguir uma infecgdo com equilibrio no sexo dos vermes (Pellegrino & Katz, 1970)

(figura 1).

Os animais foram imobilizados segundo a técnica descrita por Broome
& Radke (1971) e adaptada por Figueiredo (1991). Foram utilizados camundongos
da linhagem Swiss, fémeas, com peso corporal médio de 24g, fornecidos pelo

Centro Multi-Institutcional de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP.

3.4.3 - CAPACIDADE DE PENETRAGAO DE CERCARIAS

A capacidade de penetracdo de cercérias foi avaliada pela contagem
de cercarias inteiras sobrenadantes e pela sua porgéo cefalica, apds exposicdo de
todos os grupos de camundongos a luz artificial e a temperatura de 2800
(Magalhaes, 1969). O numero de cercarias penetrantes foi dado pela diferenca de

cercarias a que cada camundongo foi exposto e o nimero obtido na contagem de

cercarias sobrenadantes.
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3.4.4 - PERCENTAGEM DE RECUPERAGAOQO DE VERMES

A recuperacdo de vermes foi verificada, mediante a contagem de
vermes recolhidos na perfusdo do sistema porta-hepético dos camundongos
infectados, nao tratados (grupo C-3).

A percentagem de recuperacéo foi caiculada a partir do numero de

cercarias penetrantes por camundongo.

3.4.5 - MORTALIDADE DOS CAMUNDONGOS

A mortalidade dos camundongos foi anotada diariamente, durante 10
semanas apds a infeccdo, quando foram entdo sacrificados. A mortalidade foi

avaliada em todos os grupos de camundongos.

3.4.6 - TRATAMENTO DOS CAMUNDONGOS COM DROGAS
ESQUISTOSSOMICIDAS

Os animais foram pesados apés 55 dias de infeccdo e as drogas foram
administradas oralmente por tubagem géastrica, nas seguintes dosagens:
Grupo C-1 - Oxamniqguine: dose Unica de 100 mg/kg (mansil xarope diluido

em agua destilada).
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Grupo C-2 - Praziguantel: dose de 100 mgikg/ 5 dias (praziguantel diluido em

solugéo aquosa contendo 25% de glicerina e 1% de cremophor)

(Coles e cols., 1986).
Grupo C-3 - Controle: dose de 0,3 m! de agua destilada.

O intervalo entre o término do tratamento e a perfusao foi de 15 dias.

3.4.7 - PERFUSAO DOS CAMUNDONGOS E COLETA DOS VERMES

Os camundongos de todos os grupos foram sacrificados na décima
semana de infecc&o por deslocamento cervical e submetidos a perfuséo do sistema
porta-hepatico (Yolles e cols., 1947). Apds a perfusdo e extracdo dos vermes do
figado por esmagamento (Hill, 1956), eles foram contados e classificados segundo a

localizacdo, sexo e vitalidade.

3.4.8 - MORFOLOGIA DOS VERMES

Os vermes coletados de camundongos nao tratados (grupo C-3 ) foram
fixados em alcool 70%, para posterior coloracdo (Schell, 1969). A coloracao utilizada
foi o carmim cloridrico e os vermes foram montados, em ldminas, com balsamo do

Canada,

Foram medidos os comprimentos de 100 machos e 100 fémeas. As

medicdes foram feitas utilizando-se um microscopio com camara clara, mesa
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digitalizadora acoplada ao microcomputador e programacéo idealizada pelo Prof.
Eduardo Buzatto, do Departamento de Computagdo do Institutc de Matematica,

Estatistica e Ciéncia da Computacdo da UNICAMP.

3.4.9 - AVALIAGAO DA SUSCETIBILIDADE DO VERME AS DROGAS
ESQUISTOSSOMICIDAS

A avaliagdo da suscetibilidade dos grupos tratados com drogas

esquistossomicidas obedeceu aos seguintes critérios:
* Percentagem de vermes no figado e mesentério.
* Percentagem de vermes acasalados.

* Percentagem de vermes mortos no figado.

* Percentagem de animais com alteragBo de oograma (Pellegrino & Katz,

1968).

* Percentagem de vermes sobreviventes (Jansma e cols., 1977).

% de vermes sobreviventes = T x 100 onde:
C

T = numero médio de vermes vivos no grupo teste.

C = numerc médio de vermes vivos no grupo controle.



25

* Percentagem de reducéo de vermes (Gonnert & Andrews, 1977).

% de reducéo de vermes = _100 x numero de vermes mortos
numero- de vermes mortos e vivos

* Percentagem de eficacia ou protecdo relativa (Kemp e cols., 1956).

% de eficacia= X-Y , 4qq ONde:

X = numero médio de vermes vivos no grupo controle.

Y = numero médio de vermes vivos no grupo teste.

3.4.10 - OOGRAMA

O estudo do oograma qualitativo foi realizado em fragmentos do
intestino delgado em animais do grupo infectado n&o tratado (C-3). Foram

observados cerca de 300 ovos por animal (Pellegrino & Katz, 1968).

3.4.11 - VERIFICAGAO DO PESO CORPORAL DO FiGADO E DO BACO

Os camundongos dos grupos C-1; C-2; C-3 e C-4 foram pesados em

balanca semi-analitica, no dia da infecgdo, na vigéncia do tratamento e do sacrificio.
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As pesagens do figado e do baco dos animais nos grupos C-3 e C-4

foram efetuadas apds a perfuséo, utilizando-se balanca semi-analitica.

3.4.12 - \IERi’FICA(}AO DAS DIMENSOES DOS GRANULOMAS
HEPATICOS

Uma pequena porgéo do lobo anterior do figado foi fixado em Bouin
aguoso, incluido em parafina, processado em cortes de 5um de espessura e corado
com Hematoxilina-Eosina (HE). Para cada fragmento de figado, foram montadas 6
laminas com 4 a 10 cortes seriados em cada ldmina. O intervalo de cada corte foi de
400um para cada duas laminas seriadas (Guaraldo, 1987).

O tamanho do granuloma foi dado pela média de dois diédmetros
intercruzados em angulo reto (Carvalho e cols., 1986 Zanotti-Magalhaes, 1987:
Guaraldo, 1987; Coelho, 1989). Optou-se, também, em fornecer a area do

granuloma utilizando-se o produto de dois didmetros, o maior € o menor.

3.4.13 - MEDIDAS DOS OVQS DE Schistosoma mansoni

As fezes dos camundongos do grupo C-3 (controle infectado) com 45 a
50 dias de infeccdo (antes do tratamento) foram submetidas ao método de

sedimentagao espontanea (Lutz, 1893) para a obtencao de ovos.

O material obtido foi suspenso em solugdo salina 0,85% e observado

em microscépio com aumento de 320x.
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As dimensfes dos ovos (comprimento e largura) foram medidas em
ocular micrométrica Zeiss. Foram medidos 120 ovos desse grupo de camundongos

(Figueiredo, 1991), considerando-se apenas aqueles com espiculo visivel no plano

horizontal.

3.4.14 - ANALISE ESTATISTICA.

Os procedimentos estatisticos foram baseados em Snedecor &
Cochran (1989), a andlise de regresséo em Draper & Smith (1981) e na andlise dos

resultados, utilizamos o sistema SAS® versdo 6.04 (1986) para leitura e
processamento. O procedimento UNIVARIATE, produto SAS/BASE foi utilizado para
calculo das estatisticas sumarias e os gréficos foram feitos utilizando os
procedimentos SHEWART e CAPABILITY do produto SAS/QC (1986). Todas as
analises de variancia foram realizadas ao nivel de 0.0001 e os testes de
comparagtes multiplas de Duncan a 0,05.

O "box-plot” (diagrama de caixa) € um grafico simples gue fornece uma
grande guantidade de informacfes sobre caracteristicas de um conjunto de dados.
Diagramas de caixas descrevem a massa dos dados por um retangulo (caixa) cujos
limites inferior e superior s&o, respectivamente, o primeiro (Q1) e o terceiro (Q3)

quartis. A mediana (Q2), ou segundo qﬁartéi, & designada por uma linha horizontal

tragada dentro do retangulo. A média é denotada por um simbolo "+". Linhas

verticais, sdo extraidas dos finais das caixas para um valor adjacente inferior e
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superior. O valor adjacente superior e a maior observacdo que € menor ou igual a
Q3 + 1,5 (Q3 - Q1). O valor adjacente inferior & a menor observacio que é maior ou
iguala Q1-1,5(Q3-Q1).

Quaisquer valores que caiam fora dos valores adjacentes sé&o
destacados separadamente sobre o grafico (com um simbolo [1), pois identificam
observagtes discrepantes (“outliers”). As posicdes relativas dos quartis Q1. Q2 e
Q3, bem como as observacbes discrepantes, ddo uma idéia da assimetria da
distribuicio.

O sistema SAS" versdo 6.04 (1986) foi utilizado para leitura e

processamento dos dados referentes as realizacbes das variaveis mencionadas
anteriormente. Usou-se o procedimento UNIVARIATE para o calculo das estatisticas
sumarias contidas nas tabelas. Os gréficos foram feitos utilizando os procedimentos

GPLOT, TTEST, SHEWART e CAPABILITY.
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4 - RESULTADOS

4.1 - SUSCETIBILIDADE DOS MOLUSCOS (Biomphalaria glabrata)

Analisando descritivamente os dados da eliminacdo de cercarias dos
moluscos infectados com 1 e 10 miracidios, observamos que os periodos pré-
patentes destes dois grupos parecem ser diferentes (Figura 2, Tabela I). O grupo M1
(1 miracidio) comegou a eliminar cercarias a partir do 63° dia apés a data da
infecc@o (periodo pré-patente), chegando a obter, durante os 77 dias de observacao,
indices de positividade de até 21,7%. No grupo M2 (10 miracidios), a eliminacdo de
cercarias ocorreu a partir do 56° dia da infecgdo. O indice de positividade deste
grupo chegou, aproximadamente, a 33%.

O término da liberagdo de cercarias ndo foi calculado, pois 0s
moluscos que restaram morreram ao 113° dia de infeccdo e ainda estavam positivos.

No que diz respeito aos indices de mortalidade dos moluscos, nos
grupos M1, M2 e M3, analisamos a significancia estatistica de suas diferencas,
comparando a homogeneidade das distribuicdes do numero de mortes em cada

periodo de observagdo, para estes trés grupos, através da estatistica qui-quadrado

de Pearson (y°). Como ocorreram, em certas semanas, mortalidades iguais a zero ou

abaixo de cinco, classificamos as mortalidades semanais em periodos mais longos,
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para atender as prioridades do teste x°. Analisamos as mortalidades nos periodos (0
a 42 dias) e (42 a 77 dias) e uma outra categoria representando o ndmero final de
sobreviventes. Com o uso do procedimento FREQ, obtivemos um x°4= 3,87, que da
uma significancia 0,424. Portanto, ndo ha evidéncia de diferencas significativas

entre as mortalidades dos trés grupos nos periodos de observagdo. (Figura 3,

Tabela ).
Ressaita-se que antes do 21° dia de observac&o, nos trés grupos, néo

se detectou mortalidade dos moluscos (Tabela i).

4.2 - SUSCETIBILIDADE DOS CAMUNDONGOS SWISS

4.2.1 - CERCARIAS PENETRANTES

Os dados resumidos sobre as distribuicées do numero de cercarias
penetrantes, numero de vermes recuperados, percentagens de cercarias e de
vermes recuperados nos camundongos dos grupos C, O e P, encontram-se nas
Figura 4 e Tabelas 1, 2 e 3 do Anexo. Conforme essas informacdes podemos ver
que os numeros medios de cercérias penetrantes, foram nos grupos C, Q e P, 64,4

63,2 e 66,0, respectivamente. As percentagens médias de cercérias penetrantes

foram para estes trés grupos, 92,0%; 90,4% e 94 3%, respectivamente. A analise de
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variancia n&o rejeita a hipotese de igualdade entre as médias dessas percentagens
(F45=1,33) a uma significancia de 0,2745. Esta analise foi realizada aplicando-se a

transformacéao:

;o
) Dij ]
ij=arcsen |-

& L\[‘l 00

onde p; € a percentagem de cercérias penetrantes no i-ésimo camundongo do grupo

1(=C, O e P). As percentagens médias de vermes recuperados (Figura 4) foram para

os grupos C, O e P, 34 1%:; 32,1% e 20.3% (Tabelas 1, 2 e 3 do Anexo).

4.2.2 - PESOS CORPORAIS

Os pesos corporais dos animais de todos os grupos, nas datas da
infeccéo, do tratamento e da perfusdo, estdo resumidos nas Tabelas 4, 5, 6 e 7 do
Anexo. A Figura 5 combina visualmente as informagbes destas Tabelas para os
pesos nas datas da infecg&o (iniciais) e da perfusdo (finais).

Todas as tabelas de andlise de varidncia foram construidas para os
testes de igualdade entre as médias dos pesos iniciais. A analise indica evidéncia de
diferenca significativa (significancia de 0,0046) nas médias dos pesos finais. Com a

analise de comparagbes multiplas, com um nivel de significancia de 0,05, constatou-
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se que os camundongos sadios sdo, em media, significativamente mais pesados que
0s demais.

A Figura 6 exibe os diagramas de caixa para as distribuigdes do ganho
de peso corporal para os animais de todos os grupos entre as datas de infecgéo e
perfusdo. O grupo de camundongos infectados tratados com praziguantel obteve um
ganho médio de peso de 14,45g; o grupo infectado tratado com oxamniquine 10,87g;
o grupo infectado néo tratado 11,25g e o grupo de camundongos sadios 14,72g. O
teste F da andlise de varidncia dd uma significancia inferior a 0,0001, que é uma

forte evidéncia de diferencas entre os ganhos médios de peso corporal. Pela andlise

de comparacbes muitiplas pelo teste de Duncan. com um nivel de significancia de
0,05, verificou-se que 0 ganho médio de peso dos grupos de camundongos
praziquantel e controle sadio n&o diferem significativamente, assim como 0s grupos
controle infectado e oxamniguine. Mas, ha diferenca significativa do pesoc dos
camundongos de ambos 0s grupos praziquantel e controle sadio para os dos grupos

controle infectado e oxamniquine, respectivamente (Tabela il).

4.2.3 - PESOS DO FiGADO E DO BAGO

Pode-se ver nas Tabelas 8 € 9 do Anexo, estatisticas sumarias
referentes aos pesos do figado e do baco, para os grupos S e C. As Figuras 7 e 8
exibem os diagramas de caixas para as suas distribuicdes. A analise com base na

aproximagdo de Satterthwaite (que supbe variancias desiguais, ver Steel & Torrie,
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1980) para a estatistica t de Student, revela que ambos os casos (significancia
inferior a 0,0001), tanto o peso médio do figado (2,68g) quanto do baco (0,41g), dos
camundongos do grupo controle infectado, sdo significativamente mais pesados que
0s pesos medio do figado (1,74g) e médio do bago (0,18g) dos camundongos

sadios, respectivamente.

4.2.4 - DIAMETRO MEDIO DOS GRANULOMAS

Para o estudo das dimensdes das reacdes granulomatosas hepaticas,
foram medidos 52 didmetros (um) maior € menor nos granulomas de camundongos
do grupo controle infectado néo tratado (C3). O didmetro médio foi de 268,04um +
84,46. Como medida para andlise, tomamos o produto destes diametros, por
representar proporcionalmente a area da sec@o medida nos granulomas. Estes
dados encontram-se resumidos na Figura 9. A mediana destes produtos foi de

65.935,98um’, com um desvio interquartilico (Q3 - Q1) de 50.305,59um>.
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4.3 - ESTUDO MORFOLOGICO DA LINHAGEM MAP DE Schistosoma
mansoni

4.3.1-0OVOS

Para o estudo dos ovos de S. mansoni foram obtidas 120 medidas
(mm) de comprimento e largura destes ovos das fezes de camundongos do grupo
controle infectado n&o tratado (C3). Como medida para analise, tomamos o produto

destas duas outras, pelo mesmo motivo comentado na analise das dimensdes

granulomatosas. Estes dados encontram-se resumidos na Figura 10. A média dos
produtos de comprimento e largura foi de 9.537,30 mm’ com um desvio padrdo de
700,57 mm?”.

Foi obtido o valor 64,24um + 2,75 de largura média e 148,46um + 8,82

de comprimento.

4.3.2 - VERMES ADULTOS

Para o estudo morfoldgico dos vermes foram medidos comprimentos
{mm) de 96 vermes machos e comprimentos {mm) de 95 vermes fémeas (Figura 11,

Tabela 23 do Anexo). A analise com base na aproximacdo de Satterthwaite (que

supde variancias desiguais, ver Steel & Torrie, 1980) para a estatistica t de Student
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revela uma forte evidéncia (significancia inferior a 0,0001) de diferenca significativa

entre os comprimentos médios 7,78 mm de machos e 7,03 mm de fémeas.

4.4 - ESTUDO DA SUSCETIBILIDADE DE Schistosoma mansoni AS
DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS

Para o estudo das drogas esquistossomicidas, devido a mortalidade

dos camundongos, foram examinados no grupo controle infectado n&o tratado (C) 17

animais (3 morreram antes de serem examinados). Nos grupos O e P, 0s nimeros
de animais examinados foram 17 (3 morreram antes do exame) e 15 (5 morreram
antes do exame), respectivamente (Tabela 13 do Anexo).

Os dados sobre a distribuicdo dos vermes coletados classificados por
sexo (macho, fémea e casal) encontram-se reunidos na Tabela IV e nas Tabelas 10,
11 e 12 do Anexo. O numerc de vermes machos coletados aparenta ser maior nos
camundongos do grupo praziquantel que nos grupos controte infectado ndo tratado
e oxamniquine (Figura 12) Nas distribuicdes dos vermes fémeas, observa-se, em
todos os grupos, um pequeno numero de vermes coletados. Os camundongos do
grupo oxamniquine obtiveram maiores quantidades destes vermes que os dos
demais grupos. Quanto aos vermes coletados como casais. observa-se,

descritivamente, que o grupo controle infectado e o grupo oxamniquine ndo tem

diferencas significativas, porém, ambos tem maior quantidade destes vermes que o

grupo praziquantel! (Tabela {ll).
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Os dados sobre a distribuigéo dos vermes coletados, classificados por
vitalidade (vivos e mortos), encontram-se resumidos nas Tabelas 14, 15 e 16 do
Anexo. A Figura 13 exibe os diagramas de caixas destas distribuicdes. Vemos
descritivamente nessa Figura que, quanto aos vermes coletados vivos, ndo ha
diferenca significativa entre os grupos controle infectado e oxamniquine, porém,
ambos diferem do grupo praziquantel que obteve menores quantidades de vermes
vivos. Quanto aos vermes mortos, o grupo praziquantel obteve maior quantidade que
os outros dois grupos que, por sua vez, nao diferem significativamente entre si

(Tabela V e Tabela 13 do Anexo)

Os dados referentes & distribuicdo dos vermes coletados classificados
pela localizacdo (figado e mesentério), encontram-se resumidos na Tabela IV e nas
Tabelas 17, 18 e 19 do Anexo. Estes dados s&o melhor visualizados na Figura 14.
Pode-se notar que a quantidade de vermes coletados no figado dos camundongos
do grupo praziquantel é maior que nos do grupo oxamniguine e controle infectado.
Estes dois ultimos grupos ndo aparentam ter diferenca significativa. Quanto aos
vermes coletados no mesentério, observa-se que nao ha diferenca significativa entre
os camundongos dos grupos controle infectado e oxamniquine. Porém, estes dois
grupos apresentam maior guantidade de vermes no mesentério que o grupo
praziquantel.

Quanto as percentagens de vermes coletados no figado (Tabela V,

Figura 15, Tabelas 20, 21 e 22 do Anexo), através do procedimento GLM, constatou-

se através da andlise de varidncia que existem diferencas significativas

(Fr43=130,78) entre suas médias, com uma significAncia inferior a 0,0001.
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Aplicando-se o teste de comparaces multiplas de Duncan, verificou-se, a um nivel
de significancia de 0,05, que néo ha diferenca entre as percentagens médias obtidas
nos camundongos infectados nao tratados e infectados tratados com oxamniquine,
porém, ambas s&o menores, significativamente, que a percentagem média obtida
pelos animais infectados tratados com praziquantel. Nestas analises nédo se
considerou as duas observagbes discrepantes (Figura 15) do grupo praziquantel.
Também foram encontradas diferengas (Fpa9= 8,95) nas percentagens
médias de vermes acasalados (Tabela V, Figura 16, Tabelas 20, 21 e 22 do Anexo),

com uma significancia de 0,0006. Pelo teste de comparacdes muiltiplas de Duncan,

com um nivel de significancia de 0,05, observou-se que as percentagens médias dos
camundongos infectados e ndo tratados e infectados tratados com oxamniguine néo
sao significativamente diferentes, contudo estas diferem da média obtida pelos
camundongos infectados e tratados com praziquantel, que é inferior as outras duas.
Nestas analises n&o se considerou, em cada grupo. as observacées com
percentagens iguais a zero.

Com respeito as percentagens de vermes mortos no figado (Tabela V,
Figura 17, Tabelas 20, 21 e 22 do Anexo) retiraram-se para os trés grupos, as
observagbes discrepantes. Os camundongos infectados e n&o tratados obtiveram
percentagens de vermes mortos iguais a zero. Para testar a diferenca entre as
percentagens medias dos grupos oxamniquine e praziquantel concluiu-se,

atraves do teste t de Student (tes=-15,55, p<0,0001), que a percentagem meédia

do grupo prazigquantel é significativamente superior & do grupo oxamniguine.
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Quanto as percentagens de reducdo de vermes (Tabela V, Figura 18,
Tabelas 20, 21 e 22 do Anexo) observou-se que as percentagens dos camundongos
infectados, n&o tratados, sdo todas iguais a zero, com excecio de uma que é
discrepante. Considerou-se, entéo, o teste somente entre 0s grupos oxamniquine e
praziquantel. A andlise com base na aproximacdo de Satterthwaite (que supde
variancias desiguais, ver Steel & Torrie, 1980) para o teste t de Student, reveia
diferenca significativa entre a percentagem média destes dois grupos (tu4g=-8,31,
p<0,0001), isto €, a percentagem média do grupo praziquantel é significativamente

superior & do grupo oxamniguine.

De acordo com os dados da Tabela Vi, vemos que todos os animais
dos grupos controle infectado e oxamniquine nio apresentam o ocograma alterado,
isto €, uma percentagem de animais com alteracdo de cograma de 0%. J& nos
animais do grupo prazigquantel, esta percentagem foi de 100%, isto é, todos os
animais apresentaram oograma alterado. As percentagens de vermes sobreviventes
foram de 84.2% e 6,0% (Tabela VI) para os grupos oxamniguine e praziquantel,
respectivamente. Ja a eficdcia destes dois grupos foi de 16% e 94%.

respectivamente (Tabela V1).



FIGURAS E TABELAS
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Tabela 1l - Pesos corporais de camundongos infectados com 70 cercarias da geraco Fyy da
linhagem MAP de Schistosoma mansoni.

Grupos Niamero de PESO MEDIO (g)
camundongos Inicial Tratamento Final Variacio

Sadio 17 27,34 + 2,02 40,22 + 3,54 42,06 + 4,25 14,72

Praziquantel 15 2462+ 244 3568 + 4,68 38,72+ 4,82 14,10

Oxamniquine 16 24,33+ 3,71 35,98 + 3,77 3538+ 4,83 11,05

Controle 17 24,13 + 2,99 36,08 + 3,82 3549+ 295 11,36

Tabela Il - Namero de vermes coletados em camundongos dos grupos controle, praziquantel e
oxamniquine infectados com 70 cercdrias da geragdo Fy da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni.
Grupos NUMEROC MEDIO DE VERMES COLETADOS
de macho fémea casal total
camundongos N % N % N % N

Praziquantel 2,33+247 309 020+041 26 500+248 664 753+536
Oxamniquine  0,18+053 19 053+123 56 876+605 925 947+7,81

Controle 082+188 74 035+100 32 988+603 894 1105+891

Tabeta IV - Distribuicdo média de vermes coletados em camundongos dos grupos controle,
praziquaniel e oxamniquine infectados com 70 cercarias da geraco Fi da
linhagem MAP de Schistosoma mansonj.

Grupo DISTRIBUICAQ DE VERMES
de Figado Mesentério
camundongos N % N %
Praziguantel 11,20 + 6,11 89,4 1,33+ 4,10 6.0

Oxamniquine 1,76+ 1,92 9,7 16,47 + 11,35 90,3

Controle 1.24 + 2,49 6,0 19,41 + 12,25 94 0
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Tabela V - Percentagem média de vermes coletados no figado, acasalados, reducao de vermes e
vermes mortos no figado nos grupos de camundongos (praziguantel, oxamniquine e
controle) infectados com 70 cercarias da geragdc Fs da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni.

PERCENTAGEM DE VERMES

Grupo de coletados no . mortos no
camundongos N figado acasalados redugao figado
Praziguantel 17 78,52 + 39,80 69,21 + 31,57 78,99 + 34,50 80,13 + 34,76

Oxamniquine 15 933+949 00,07 +2438 380+661 2255+ 3950

Controle 17 427 +648 84,51+3248 049+202 588+ 2425

Tabela VI - Avaliagdo da suscetibilidade de camundongos infectados com 70 cercarias da geracio
Fs da linhagem MAP de Schistosoma mansoni, as drogas esquistossomicidas

(praziquantel e oxamniquine).

Grupo de Vermes  Alteracéo de Vermes ST
camundongos mortos (%) oograma (%) sobrevivenies {%) Eficacia (%)
Praziquantel 89,9 100,0 6,0 94 0
Oxamniquine 3.8 0.0 842 16,0

Controle 06 0.0 - -
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FORTADOR DE Schistosoma mansoni

{
FEZES
-~ ‘L z

OBTENGAO DE MIRACIDIOS

1

MOLUSCOS

\
OBTENGAO DE CERCARIAS

1

CAMUNDONGOS
(GERAGAO PARENTAL DO VERME)
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MOLUSCOS
4
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{GERAGAD F41 DG VERME)
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Figura 1 - Modelo experimental para obtencdo e estudo da linhagem de Schistosoma

mansoni.
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Figura 2 - Cinética da eliminag8o de cercarias de Biomphalaria glabrata infectadas com 1 ou 10
miracidios da geragio F,; da linhagem MAP de Schistosoma mansoni . isolado de
paciente de Minas Geralis.
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Figura 3 - Mortalidade de Biomphaiaria glabrata nao-infectadas (controle) e infectadas com 1 ou 10

miracidios, da geragdo F,; da linhagem MAP de Schistosoma mansoni, isolado de
paciente de Minas Gerais.
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Figura 4 - Diagramas de caixas ("Box-plots”) para as distribuigbes das percentagens de cercarias
penetrantes (CP) e vermes recuperados (VR), dos camundongos do grupo controle (C),
infectados com 70 cercarias da geragdo F4 da linhagem MAP de Schistosoma

mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais e dos grupos tratados com oxammiguine
(O e praziguantel (P).
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Figura 5 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuigdo dos pesos corporais, nas datas da
infecedo e perfusdo, de camundongos sadios (S) e infectados (C - controle, O -

oxamniquine e P - praziquante!), com 70 cercérias da geragio F, da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 6 - Diagrama de caixas ("Box-plots") para a distribuic&o do ganho de peso corporal entre as
datas da infecgao e perfusdo, de camundongos sadios (S) e infectados (C - controle, O -
oxamniquine e P - praziquantel) com 70 cercérias da geragio F,, da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni, isoiado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 7 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicio do peso do figado de camundongos
sadios (S) e infectades (C - controle infectado nao-tratado, S -controle sadio) com 70
cercarias da geragdo F, da linhagem MAP de Schistosoma mansoni, isolado de
paciente de Minas Gerais.
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Figura 8 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicdo do peso do bago de camundongos
sadips (S) e infectados (C - controle, S - Controle Sadio) com 70 cercarias da geracao Fy
da linhagem MAP de Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 9 - Distribuicio amostral do produto das medidas de comprimento e largura dos granulomas
hepaticos de Schistosoma mansoni (linhagem MAP isolada de paciente de Minas
Gerais) dos camundongos do grupo controie infectado nao tratado (C3)
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Figura 10 - Distribuicdo amostral do produto das medidas de comprimento e {argura dos ovos de
Schistosoma mansoni (linhagem MAP isolada de paciente de Minas Gerais) de fezes

dos camundongos do grupo controle infectado ndo tratado (C3).
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Figura 11 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicdo dos comprimentos dos vermes
machos e fémeas de Schistosoma mansoni (linhagem MAP isolada de paciente de
Minas Gerais), dos camundongos do grupo controle infectado n3o tratado (C3).
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Figura 12 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuigio por sexo, dos vermes coletados nos
camundongos dos grupos (C - controle, O - oxamniquine e P - praziquantel), infectados
com 70 cercarias da geracdo F;; da linhagem MAP de Schistosoma mansoni, isolado
de paciente de Minas Gerais.
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Figura 13 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicdo por vitalidade., dos vermes
coletados nos camundongos dos grupos (C - controle, O - oxamniquine e P -
praziquantel), infectados com 70 cercarias da geragdo F. da inhagem MAP de
Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais,
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Figura 14 - Diagramas de caixas ("Box-plois") para a distribuigdo, por localizagdo, dos vermes
coletados nos camundongos dos grupos (C - controle, O - oxamniquine ¢ P -

praziquantel), infectados com 70 cercarias da geracho F. da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 15 - Diagramas de caixas ("Box-plots”) para a distribuigdo das percentagens de vermes
coletados no figado, de camundongos dos grupos {C - controle, O - oxamniquine e P -
praziquantel), infectados com 70 cercarias da geragdo F.: da linhagem MAP de

Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 16 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicAo das percentagens de vermes
acasalados nos grupos (C - controle, O - oxamniquine e P - praziquantel), de
camundongos infectados com 70 cercarias da geragdo F. da linhagem MAP de
Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 17 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicdo das percentagens de vermes
mortos no figado, dos camundongos dos grupos (C - controle, O - oxamniquine e P -
praziquantel), infectados com 70 cercarias da geracBo Fs da linhagem MAP de

Schistosoma mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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Figura 18 - Diagramas de caixas ("Box-plots") para a distribuicdo das percentagens de reducdo de
vermes os camundongos dos grupos (C - controle, O - oxamniquine e P - praziquantel),
infectados com 70 cercérias da geragdo F da linhagem MAP de Schistosoma
mansoni, isolado de paciente de Minas Gerais.
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5 - DISCUSSAO

A linhagem MAP de S. mansoni aqui estudada foi escolhida por ser
considerada uma71 linhagem de referéncia em varios centros de pesquisa no Brasil
e no exterior. Seus vermes sao resistentes aos esquistossomicidas hycanthone e
oxamniquine (Dias e cols., 1982). Os aspectos referentes a sua biologia e morfologia
foram até agora pouco estudados, o que motivou a elaboracgéo desse trabalho.

A suscetibilidade de B. glabrata a linhagem MAP foi avaliada na 412
geragdo segundo o indice de infecclo, acompanhamento do periodo de eliminacéo
de cercarias e a taxa de mortalidade.

Um aspecto muito importante a ser considerado é o baixo indice de
mortalidade (maximo de 30%) verificado nos grupos de moluscos expostos a 1 e 10
miracidios e no controle n&o infectado (Tabela |, Figura 3). A comparacéo dos dados
de mortalidade revelou que estas proporcdes ndo diferem significativamente, ou
seja, a infecgéo nao foi capaz de causar mortalidade significativa quando comparada
aquela verificada dentro do mesmo periodo em moluscos nao infectados.

Constatou-se que 33,3% dos moluscos infectados com 10 miracidios
mostraram-se positivos (Tabela I, Figura 2}, com eliminag¢&o de cercarias a partir do
56° dia. Ja os moluscos infectados com 1 miracidio apresentaram uma percentagem
de infeccdo menor que variou de 16,7 a 21,7, com eliminagdo de cercarias a partir
do 63° dia (Tabela |, Figura 2). A diferenca evidenciada no tempo de evolugdo dos

esporocistos entre a infeccdo por 1 e 10 miracidios é esperada porque existe
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assincronia na maturacdo dos esporocistos provenientes da mesma populacdo de
miracidios (Guaraldo e cols., 1981).

Nossos resultados observados referentes & suscetibilidade dos
moluscos demonstraram que o indice de positividade aliado a baixa mortalidade e
ao longo periodo (até a sobrevivéncia de 113 dias apds a infecgéo) de eliminacdo de
cercarias verificado, revelam uma boa adaptag@o entre o hospedeiro intermediario e
a linhagem MAP de S. mansoni, talvez em decorréncia da manutencdo desta

linhagem em laboratério desde 1978,

Outra linhagem muito estudada, também isolada de fezes humanas, é

a LE (Pellegrino & Katz, 1968). Essa linhagem, da mesma forma que a MAP vem
sendo mantida em laboratério ha muito tempo. A linhagem LE assim como a BH |
vem sendo usada como referéncia para testes com esquistossomicidas em varios
laboratorios (Drescher e cols., 1993). Alguns autores questionam se a manutencao
de longa data das linhagens (MAP e LE) em laboratério, ndo poderia estar
comprometendo a sua variabilidade genética. Ao contrario da linhagem MAP e LE, a
linhagem BH (Paraense & Corréa, 1963c), vem sendo utilizada ha 33 anos como
referéncia para outras linhagens; todavia esta sendo, constantemente. alimentada
com moluscos do campo, e por isso ndo deve apresentar grandes variagches nas
suas populagbes em relacéo a original. Ndo descartamos, entretanto, as mutagdes
que possam ocorrer naturalmente.

O conhecimento do mecanismo de suscetibilidade do molusco as

linhagens locais de S. mansoni (Basch, 1975) e dos padrdes de liberacéo de

cercarias (Mehlhorn, 1988) s&o de grande interesse tedrico e pratico para o controle
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eficiente da esquistossomose. Em populagdes naturais, esse genétipo varia tanto
qualitativa quanto quantitativamente, ocasionando variagbes locais nas relacées
parasita-hospedeiro intermediario (Richards, 1977). Tem sido verificado que as
reagOes teciduais provocadas pelas células amebocitdrias impedem ou dificultam o
desenvolvimento dos esporocistos em moluscos pouco suscetiveis (Newton, 1952;
Kassin & Richards, 1979; Guaraldo e cols., 1981; Sullivan & Richards, 1981). No
entanto, Minchella & Lo Verde (1983) afirmaram que a fecundidade e sobrevivéncia

de linhagens resistentes e suscetiveis de B. glabrata foram igualmente afetados

pela infeccdo com S. mansoni. Portanto, ¢ questionavel se a resisténcia do

hospedeiro intermediario a infecco € uma vantagem adaptativa.

Zanotti-Magaihaes (1987) verificou maior sobrevida em moluscos B.
glabrata infectados com S. mansoni simpatrico: 198 dias para moluscos infectados
com 10 miracidios obtidos de fezes de camundongos.

Gomes e cols. (1993) observaram que a suscetibilidade dos caramujos
B. glabrata a infeccdo pela linhagem simpatrica de Ourinhos (Vale do
Paranapanema, SP) e as taxas de mortalidade foram de 35% a 90% com 1 miracidio
e de 40% a 90% com 10 miracidios respectivamente, demonstrando pouca
adaptagdo do parasita ao seu hospedeiro intermediario, ao contrario do gue se

observou para a linhagem MAP.
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5.1 - CAPACIDADE DE PENETRAGCAO DAS CERCARIAS E
RECUPERACAO DOS VERMES.

O processo de penetragéo de cercarias no hospedeiro definitivo foi
descrito por Haas (1976) em trés etapas: a) fixagéo no hospedeiro; b) movimentacéo
no substrato e exploracdo de sitios de entrada; c) penetracdo na epiderme por um
sitio especifico e pela acdo das glandulas cefdlicas. As duas primeiras s&o
desencadeadas por estimulos térmicos ou quimicos e a penetracdo propriamente
dita s6 ocorre por estimulos quimicos (Haas & Schmitt, 19824, 1982b). Austin e cols.

(1972) verificaram em ratos e Shiff e cols. (1972) no homem que a penetragdo é

estimulada pelos lipidios da pele, principaimente a fracdo contendo &cidos graxos.

A especificidade dos processos de penetracdo em S. mansoni é uma
boa adaptac&o para o hospedeiro definitivo, porque este padrio parece ser estavel
e expresso de forma similar por diversas linhagens de S. mansoni. dificultando a
penetracio de outras cercarias na pele do hospedeiro definitivo. Além disso, as
cercarias sofrem lesbes causadas por substancias estimulantes da epiderme e pela
perda da protecdo osmotica durante sua transformacéo para esquistossomulo.
Porem, esta transformacdo é necessaria para a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro e para garantir a concluséo do ciclo de vida com a recuperacio de
vermes adultos (Haas & Schmitt, 1982b). Uma boa adaptacéo entre hospedeiro-
parasita, implica em alta capacidade de penetracéo de cercérias, como foi o caso da

linhagem MAP (entre 90 e 94%).

Gomes e cols. (1993) estudando a linhagem paulista de Qurinhos (Vale

do Paranapanema) (gera¢do F,), e utilizando B. glabrata, encontrou 92% de
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capacidade de penetrag&o de cercarias e 52% de recuperacéo de vermes adultos.
Magalhaes & Carvalho (1969) verificaram que as cercarias da linhagem mineira BH
possuem maior capacidade de penetracdo (97%) que as de SJ (79%) de Séo Paulo.
A percentagem de recuperagédo de vermes da nossa linhagem foi de
34,12% no grupo controle.
Saoud (1966) observou indices de recuperacéo de vermes entre 28% e
40% trabalhando com quatro linhagens diferentes de S. mansoni. utilizando 100

cercarias por camundongo. Ressalta-se que fatores tais como: hospedeiro definitivo,

temperatura ambiente e numero de cercarias utilizadas devem ser considerados

quando se comparam resultados de varios autores.

3.2 - PESO CORPORAL DOS CAMUNDONGOS.

Os animais do grupo sadio eram 14 dias mais velhos do que os
animais dos outros grupos. Essa diferenca de idade n&o influenciou na comparagao
dos pesos corporais, uma vez que a curva de crescimento para esses animais
permanece constante apos uma certa idade (apud Guaraldo, 1987). Além disso, foi
utilizado, na analise estatistica a covariancia para evitar algum tipo de influéncia,
sobre o peso dos animais mais velhos e dos mais novos (Tabela I1).

Os pesos corporais (iniciais e finais) dos camundongos tratados com

oxamniquine e n&o tratados, n&o apresentaram diferenca significativa. Os pesos
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corporais iniciais e finais do grupo praziquantel e sadio, também nao apresentaram
diferenca significativa (Figuras 5 e 6; Tabelas 4, 5, 6 e 7 do Anexo).

Aqui podemos evidenciar a toleréncia da linhagem MAP frente ao
oxamniquine uma vez que os camundongos tratados com esta droga, comportaram-
se como se fossem animais infectados ndo tratados. Também podemos constatar a
eficiencia da droga praziquantel, pois o grupo de camundongos com essa droga
ganhou peso e se comportou similarmente ao grupo de animais sadios (Figuras 5 e
6).

E interessante salientar que os camundongos que foram submetidos ao

tratamento com praziquantel, em apenas 14 dias, apresentaram acentuada
recuperacéo do peso corporal, revelando que a infecgo por S. mansoni provocou
menor ganho de peso nos animais. Verificou-se entdo, no grupo tratado com
praziquantel que houve, provavelmente, processo de cura parasitoldgica. Este dado
confirma que a constante deposicdo de ovos nos tecidos entre outras razées. é um
fator limitante do crescimento ponderal dos animais (Guaraido, 1987).

Zanotti-Magalhdes (1987) mostrou que a maior suscetibilidade do
molusco ao S. mansoni acarretou menor crescimento ponderal do hospedeiro
definitivo (camundongo) durante a evolucéo do parasito em seu organismo.

Gomes e cols. (1993) trabalhando com a linhagem paulista de
Ourinhos, utilizando B. glabrata como hospedeiro, evidenciaram ganho de peso em

animais tratados, mesmo sendo sua linhagem considerada tolerante ao praziquantel

€ a0 oxamniquine.
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Figueiredo (1991} e Melo (1994) estudando as linhagens paulistas de
ltariri @ Campinas, respectivamente, observaram o ganho de peso em animais
tratados, uma vez que essas linhagens eram suscetiveis as duas drogas,

oxamniquine e praziquantel.

5.3 - PESO DO FIGADO E DO BACO DOS CAMUNDONGOS.

Ressalta-se que foram utilizados camundongos do grupo controle

infectado n&o tratado (C3) para obtencdo dos pesos das visceras e dos dados
morfometricos. No presente trabalho foi focalizado apenas aspectos da linhagem
MAP sem interferéncia dos esquistossomicidas apos seu isolamento (Dias e cols.,
1978).

Os pesos do figado (2,68g + 068) e bago (041g + 0,15) dos
camundongos do grupo controle infectado, foram maiores que os dos animais sadios
(1,74g do figado e 0,18g do bago), evidenciando a hepatoesplenomegalia em
camundongos esquistossomoticos (Figura 7 e 8). Observou-se uma correlagdo
positiva, significativa, entre o peso do figado e a carga parasitaria, ou seja, quanto
maior foi a carga parasitaria, maior foi o peso do figado. Da mesma forma houve
uma correlagdo positiva entre o peso do bago e a carga parasitaria.

Figueiredo e cols. (1992) também observou correlagdo positiva
significativa entre o peso do bago e a carga parasitaria estudando a linhagem de

itariri (ITA) em B. tenagophila. A autora registrou para o figado 2,059g + 0,374 e
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para o bago 0,509g + 0,254. Melo (1994) estudando a linhagem campineira (Camp-
H), obteve os pesos do figado (3g + 0,36) e bago (0,82g + 0,23), verificando maior
hepatoesplenomegalia.

Pela analise dos dados obtidos com a 412 geracéo da linhagem MAP,
demonstramos haver diferenca significativa entre os érgéos dos animais dos grupos
controles (infectados e sadios). No entanto, Warren (1967) evidenciou que a hepato
e a esplenomegalias independem da carga de vermes. Observou também gue com
apenas um par de vermes, houve acentuada esplenomegalia em camundongos

infectados com linhagens de Porto Rico, Brasil, Egito e Tanzania. A hepatomegalia

tambem foi acentuada, com exce¢éo nas infeccdes com a linhagem do Egito.

Zanotti e cols. (1983) observaram em infecgbes unissexuais, apenas
discreto aumento do figado e do bago. Segundo Guaraldo (1987) e Telles (1990) a
hepatomegalia observada em animais infectados por S. mansoni. é mais acentuada
entre a 7° e 8° semana, regredindo a medida que a infeccdo se cronifica. Ainda,
segundo Guaraido (1987), o aumento do peso do bago inicia-se a partir da primeira
semana de infecgao e a esplenomegalia méxima ocorre por ocasido da 112 semana,
com processo involutivo muito lento.

Nossas observagdes foram realizadas na 10 semana apés a infecgao.

No caso da linhagem MAP, avaliada na 41* gerac3o, evidenciou-se
acentuada hepatoesplenomegalia.

Os pesos do figado e bago (Figura 7 e 8) dos animais infectados foram

maiocres que os dos animais sadios como consequéncia da hepatoesplenomegalia

observada em camundongos esquistossomoticos.
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As lesGes no figado caracterizam uma fibrose periportal com varios
graus de obstrugdo dos ramos intra-hepaticos da veia porta. A esplenomegalia é
consequeéncia da hiperplasia e hipertrofia das células do sistema monofagocitario e
também por congestao venosa (Andrade, 1962).

A hepatomegalia esta relacionada com a resposta imune mediada por
éé!uias T que induz sob a formacédo de granulomas ao redor do ovo de S. mansoni

(Phillips e cols., 1977).

5.4 - DIMENSAO DAS REACOES GRANULOMATOSAS DO FiGADO.

A grande responsavel pelo quadro clinico apresentado na
esguistossomose € a reacfo granulomatosa induzida pelos ovos de S. mansoni que
representa reacao mediada por linfocitos T, aos antigenos sollveis dos ovos, com
reagao maxima por ocasiéo da 8° semana de infeccdo. Apés esse periodo, outros
granulomas recém formados, tornam-se menores, representando o fendmeno da
modulagao (Boros & Warren, 1970; Chensue & Boros, 1979 apud Guaraldo, 1 987).

Coelho e cols. (1989) concordaram com outros autores gue as
dimensGes dos granulomas hepaticos causados pelos ovos de S. mansoni na fase
aguda da doenca, variam em conseqléncia do tempo de sua evolucdo e estado

imunologico do organismo. No entanto, estes autores destacaram que fatores

relacionados com o parasito também devem ser considerados, tais como:

intensidade de infecclo, nuimero de exposicdes & mesma linhagem ou linhagens
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diferentes, numero de vermes que escapam & defesa do organismo e nimero de
Ovos que se depositam nos tecidos. Ressaltam também que embora o antigeno
soluvel do ovo represente o elemento mais importante na formagéo das lesdes,
muito pouco ou quase nada se sabe sobre as possiveis diferencas qualitativas efou
quantitativas relacionadas a este tipo de antigeno, quando se consideram linhagens
geograficas de S. mansoni.

O didmetro médio das reagdes granulomatosas hepaticas provocadas
pela linhagem MAP de S. mansoni foi de 268,04um + 84,46. Utilizaremos essa

medida pois € a mais adotada na literatura. O produto dos maiores diametros (Figura

9) apesar de representar a area do granuloma é pouco referida na literatura.

Carvalho e cols. (1986) utilizando-se da linhagem recém isolada de
Belo Horizonte, camundongos albinos fémeos expostos & infeccéo pela cauda com
70 cercérias, granulomas medidos por ocasido da 10° semana de infeccao,
encontraram resultados de diametro médio de 313,0um + 82,6 e 348,0um + 8 para
amostras isoladas de pacientes de Belo Horizonte, MG, na fase aguda e crénica da
doenga respectivamente.

Zanotti-Magalhaes (1987) estudando as linhagens BH e SJ, observou
que os granulomas hepaticos de camundongos infectados com cercarias de
moluscos mais suscetiveis, eram menores - BH 360um +9e SI310um + 7 - e
sugeriu a possibilidade de um reconhecimento mais rapido dos antigenos do ovo,

responsaveis pela reagéo granulomatosa e por sua rapida modulacé&o.

Gomes e cols. (1993) encontraram para a linhagem Quh (Ourinhos,

SP) em B. glabrata o didmetro médio de granulomas de 326,0 um.
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Melo (1994) estudando a linhagem CampH (Campinas, SP) em B.
tenagophila obteve o didmetro médio de granuloma de 296,08um.

A comparagéo dos didmetros das reacbes granulomatosas de nosso
experimento (268,04um* + 84.46) com os de outros trabalhos, mostra gue a
linhagem MAP induziu o menor granuloma hepatico. Isso poderia evidenciar a boa
adaptagéo da nossa linhagem e talvez a possibilidade em reconhecimento mais
rapido dos antigenos do ovo, responsaveis pela reacdo granulomatosa que

acarretou rapida modulagio.

5.5 - ESTUDO MORFOLOGICO DOS OVOS E VERMES DA LINHAGEM
MAP DE Schistosoma mansoni.

5.5.1 - OVOS.

Foram medidos 120 ovos da linhagem MAP de S. mansoni Os
valores médios obtidos para a medida dos ovos foram de 64.24um + 275 de largura
e 148,46um + 8,82 de comprimento. Gomes e cols. (1993) estudaram a linhagem de
QOurinhos, SP em B. glabrata e obtiveram as medidas de comprimento 146,27um +
7,87 e largura 62,33um + 2,88. Figueiredo e cols. {1992) obteve os valores médios
de largura 6441um + 3,77 e de comprimento 152,36um + 9,13, estudando a
morfometria de ovos da linhagem de S. mansoni de ltariri, em B. tenpagophila. Melo

(1994), estudando a linhagem Camp-H de S. mansoni. obteve os valores médios de
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comprimento 139,69um e largura 56,37um. Paraense & Corréa (1981) observaram
100 ovos da linhagem SJ. Estes autores obtiveram valores médios de 159,74um +
8,61, 70,01um + 2,75 e 150,75um + 7,28; £9,55um + 2,66, para comprimento e
largura nas linhagens BH e SJ, respectivamente.

De acordo com os nossos dados obtidos para a medida dos ovos para
a linhagem MAP de S. mansoni, verificamos que tanto o comprimento como a
largura dos ovos est@o dentro das médias encontradas por outros autores que

estudaram diferentes linhagens de S. mansoni.

5.5.2 - VERMES.

Foram medidos 96 vermes fémeas e 95 machos da linhagem MAP de
S. mansoni, com 70 dias de vida. Os machos mediam 7,78mm + 1,41 de
comprimento e as fémeas 7,03mm + 0,98, numeros médios (Figura 11 e Tabela 23
do Anexo),

Magalh&es & Carvalho (1973b) constataram diferencas morfométricas
entre as linhagens de Belo Horizonte (BH) e de S&o José dos Campos (SJ). Estes
autores verificaram gue 0s machos mediam em média 6,9mm de comprimento
(linhagem BH) e 5,6mm (linhagem SJ). Para as fémeas obtiveram 7.6mm {inhagem
BH) e 5,8mm (linhagem SJ) de comprimento. Comparando a linhagem BH com a

MAP, verificamos que os machos da linhagem MAP sdo maiores (7,78mm) enquanto

que as féemeas s&o aproximadamente do mesmo tamanho (7,03mm). Comparando a
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linhagem SJ com a MAP, verificamos que tanto os machos quanto as fémeas, séo
menores que as pertencentes a linhagem eétudada por nos.

Figueiredo e cols. (1992) obtiveram resultados semelhantes aos
nossos com a linhagem de ltariri (SP), observando 7,35mm + 1,47 para os machos e
8,22mm + 1,68 para as fémeas.

Gomes e cols. (1993) estudando a linhagem Ouh (de Ourinhos) em B.
glabrata constataram 15,51mm + 4,30 para as fémeas e 13,38mm + 2,16 para

vermes machos.

Meio (1994) estudando a linhagem CampH (de Campinas) obteve o

comprimento médio de 6,15mm + 0,19 para vermes machos e 5,02mm + 1,22 para
vermes fémeas.

Paraense & Corréa (1981) obtiveram com a linhagem BH um
comprimento medio superior ao encontrado por nés (8,44mm + 0,95 para SJ e
9,04mm + 1,16 para a linhagem BH) ap6s realizar medicées de 100 machos. Nas
fémeas observaram o comprimento de 11,85mm + 1,29 para a linhagem BH e
9,76mm + 1,15 para SJ.

Com base nos resultados obtidos nas medidas dos ovos e
comprimentos dos vermes, pode-se concluir que a linhagem MAP de S. mansoni
apresenta caracteristicas morfométricas distintas das linhagens paulista (SJ) e

mineira (BH), estudadas por Paraense & Corréa (1981).
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5.6 - SUSCETIBILIDADE DE Schistosoma mansoni AS DROGAS
ESQUISTOSSOMICIDAS OXAMNIQUINE E PRAZIQUANTEL.

Sabe-se que a resisténcia estd presente quando uma populacao
previamente suscetivel em um organismo patogénico n&o mais responde a uma
dose terapéutica usual de uma determinada droga. A tolerancia esté presente em
uma populacéo de organismos que nunca respondeu adequadamente ao tratamento
(Cioli e cals., 1989; Davis, 1993).

Recentemente, foi reavaliada a suscetibilidade da 36% geragdo da

linhagem MAP de 8. mansoni. Concluiu-se que a linhagem MAP, na 36° geracao,

manteve estavel a resisténcia ao oxamniquine nas dosagens de 100 a 400 mg/kg.
Ja com a posologia de 500 a 700 mg/kg, houve suscetibilidade parcial da populacdo
de vermes. Com base nesse modelo, estimou-se que a dose de oxamniquine
efetivamente necessaria para matar 99% dos vermes machos, era de 1.227 mg/kg
(Gongalves & Dias, 1991).

Para a linhagem MAP, Yeang e cols. (1987) calcularam que as doses
efetivas de oxamniquine capazes de matar 50 e 90% dos vermes machos foram,
respectivamente, 298 e 990 mg/kg. Foi selecionada uma sub-linhagem MAP que foi
tratada com 1.000 mg/kg, sendo que essa sub-linhagem néo apresentou vermes
mortos e a oviposicao nao foi interrompida. Dias e cols. (1992) realizando pressao
de drogas (oxamniquine) na 36° geracdo da linhagem MAP, isolaram uma

sublinhagem MAP do verme resistente a 700mg da droga. O oxamniquine na

dosagem de 700mg/kg apresentou uma eficacia de 49 0%.
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A avaliacdo da suscetibilidade da linhagem MAP do S. mansoni
realizada no presente trabalho, revelou resisténcia ao oxamniquine (eficacia=16%) e
suscetibilidade ao praziquantel (eficacia=94%) salientando-se que a linhagem MAP,
reavaliada na 41" geracdo, permaneceu estavel quanto a sua tolerancia ao
oxamniquine. Por outro lado, a linhagem mostrou ser tolerante, por ndo responder
adequadamente as drogas oxamniquine e hycanthone.

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que existe uma

variagao nas respostas terapéuticas das linhagens de S. mansoni n&o sé de areas

geograficas diferentes, como também dentro de uma mesma &rea (Aratijo e cols.,

1980; Costa & Katz, 1982; Olivier e cols., 1983; Dias e cols., 1983; Dias & Olivier,
1985; Bruce e cols., 1987).

Jansma e cols. (1977) verificaram que a resisténcia e a tolerancia sao
importantes clinica e epidemiologicamente porque podem ser transmitidas as
geragbes de S. mansoni. Dias e cols. (1982) também salientaram a importancia
clinica e epidemiologica da resisténcia considerando-se que ela pode ser transmitida
as progénies de S. mansoni da mesma linhagem. Kinotti (1987), estudando o
significado da variagé@o da suscetibilidade de S. mansoni ao oxamniquine, concluiu
que a variagao na suscetibilidade demonstrada pelo parasito indica que S. mansoni
possui grande capacidade de desenvolver resisténcia as doses terapéuticas de
oxamniquine e que a resisténcia pode ser esperada quando e onde o parasita sofrer

pressao continua da droga.

Drescher e cols. (1993) também estudaram a eficacia das drogas

(hycanthone, niridazole, oxamniquine e praziquantel) contra outras linhagens de S.
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mansoni, utilizando as doses em valores de uM/kg, devido a diferencas nos pesos
moleculares das drogas, e encontraram resultados diversos. Assim, com a linhagem
brasileira BH, a eficacia foi de 99,8% para oxamniquine e 99 4% para praziguantel,
as mesmas dosagens utilizadas em nosso trabalho, e para a linhagem brasileira
MAP | a eficacia foi de apenas 7,0% para oxamniquine e 99.4% para praziguantel, o
que corrobora com 0s nossos resultados de eficacia (16,0% para oxamniquine e
94,0% para praziquantel). Naquele trabalho, Drescher e cols., utilizando vermes

machos e fémeas, obtiveram os seguintes resultados de DEsy 42 38, 13 e 46

mg/kg/ls dias para as linhagens BH, K, MAP e MPR1 respectivamente.

Possivelmente, isso ocorre quando esquistossomicidas sdo
intensamente usados em determinadas areas e 0s ovos provenientes de pacientes
tratados e n&o curados, contaminam o ambiente (Coles e cols. 1987).

Estudos cuidadosamente controlados em laboratério, estimaram a dose
efetiva necessaria para matar 99% dos vermes machos parasitos (DEgg). A
mortalidade do parasita € o mais importante critério e deve ser comparada com a
linhagem de referéncia (Marshall, 1987). Também & importante o tempo apropriado
decorrido entre o tratamento e 0 exame apés a morte dos camundongos. Esse tempo
deveria ser experimentaimente determinado em cada caso, mas pode ser de 10 a
14 dias para o praziquantel, 21 dias para o oxamniquine ou o hycanthone, e acima
de 8 semanas para o oltipraz (Marshall, 1987).

Desde os estudos iniciais com relag&o a linhagem MAP feitos por Dias

e cols. (1982) e Marshall (comunicacéo pessoal), demonstrou-se que a linhagem

nao era afetada por 200mg/kg de oxamniquine administrada per os, nem por uma
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simples injec&o intramuscular de 200mg/kg de hycanthone. Por outro lado, Yeang &
Marshall (comunicagéo pessoal) demonstraram que 600mg/kg de oxamniquine per
0s, reduziram a carga parasitaria apenas em 65%, sendo que ainda existia
oviposi¢ao de ovos.

De acordo com 0s nossos dados, a linhagem MAP foi considerada
tolerante ao oxamniquine. Esta tolerancia é resultado da inativacado de uma enzima
responsavel pela conversdo da droga em metabdlitos ativos, devido a mutacdo de
um gene autossémico recessivo (Cioli e cols., 1989; Pica-Mattoccia e cols., 1993).

A percentagem de vermes sobreviventes encontrados foi de 84% para

0 grupo fratado com oxamniquine e de 8% para o grupo tratado com praziquantel
(esses 6% de vermes sobreviventes eram constituidos de 18 vermes machos, 8
casais e apenas 1 fémea). Assim, sdo necessdrios estudos para determinar o
periodo de oviposicdo de vermes fémeas sobreviventes de camundongos tratados
(Rogers & Bueding, 1971; Yeang e cols., 1987). Esses estudos s&o importantes pois
ovos de pacientes tratados e nédo curados podem contaminar o ambiente e gerar
vermes tolerantes que, sob pressdo de drogas, serdo selecionados (Coles & cols.,
1986).

Bonesso-Sabadini (1995) observaram na linhagem de Qurinhos, SP,
percentagens de vermes sobreviventes de 34% e de 99% (machos, fémeas e
casais) com o tratamento feito com oxamniquine e praziquantel, respectivamente,

utilizando as mesmas dosagens de 100mg/kg usados em nosso trabalho.
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Pode-se concluir que a linhagem MAP aqui estudada na sua 412
geracdo manteve estavel a sua tolerancia com relagdo ao oxamniquine verificado
atraves do indice de eficacia que foi baixo (eficacia = 15,82) (Tabela 6).

Relata-se na literatura que existem reducdes na suscetibilidade as
drogas e que essas permanecem em vdrias geracdes do parasita (Jansma e cols.,
1977, Dias & Olivier, 1985; Dias e cols., 1988).

E interessante observar que no caso da linhagem MAP, a resisténcia a

droga originou-se de um paciente tratado e ndo no laboratério. Nao podemos

afirmar, com certeza, como se deu a origem da resisténcia da linhagem MAP.

Quanto menos patogénica a linhagem, maior o ajuste fisiolgico entre o
parasita e seu hospedeiro, implicando em uma boa adaptacéo, como é o caso da
linhagem MAP.

Considera-se que uma linhagem mais patogénica seria menos evoluida
do que uma linhagem menos patogénica (Magalhdes & Carvalho, 1976). Desse
modo, poderiamos inferir que a linhagem MAP, considerada pouco patogénica, seria
mais evoluida do que as outras, se levarmos em conta, sua boa adaptacio
hospedeiro-parasita. Porém em termos de variabilidade genética essa linhagem
estaria comprometida pela endogenia no laboratério. Ainda, discutindo sobre
evolugdo, os vermes resistentes poderiam ser considerados como mais evoluidos,
por nao apresentarem a enzima que converte a droga em um éster reativo que se

dissocia e pode alquilar o DNA e macromolécuias do esquistossomo (Cioli e cols.,

1989; Picca-Mattoccia e cols., 1993). Nesse sentido, o verme resistente aos
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esquistossomicidas teria essa vantagem adaptativa sobre os outros vermes
suscetiveis.

Sabe-se que a resisténcia as drogas resuita de uma propriedade
fundamental dos organismos vivos: a variabilidade genética. Possivelmente, a
linhagem MAP tenha perdido algumas caracteristicas genéticas e sofrido alteracbes
fisiologicas e de comportamento. Houve, durante estes anos, um ajuste fisiologico
entre hospedeiro-parasita (Basch, 1975).

Experimentos de laboratério, frequentemente conduzidos com

linhagens de parasitas de um limitado "pool" de genes, com poucas geracbes e

dosagens cuidadosamente controladas, apresentam resultados que sdo
potencialmente perigosos ao extrapolarmos tais achados para o campo. Na Australia
a resisténcia de nematdides de carneiros é um problema séric em veterinaria. Esse
problema nao parece estar restrito somente a Australia. Ha fortes evidéncias de que
ja tenha se instalado na América. Linhagens droga-resistentes de nematdides tem
sido produzida experimentaimente, em sistemas in vivo e in vitro, em laboratério
com antihelminticos como cambendazole, thiabendazole e levamisole. No caso dos
dois primeiros, a resisténcia levou a sele¢do de uma populacdo naturalmente
resistente e progressiva eliminacdo de vermes sensiveis.

Falion & Doenhoff (1994) demonstraram, em laboratério, a indugéo de
resisténcia ao praziguantel em camundongos. Neste trabalho a linhagem foi

submetida a tratamento com praziquantel em 7 geracSes consecutivas: nas duas

primeiras foram usadas dosagens de 100mg/kg (dose subletais) entre o 352 ¢ o 37°

dia de infecgdo, os vermes sobreviventes voltaram a ovipor e seus miracidios
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eclodidos foram utilizados para nova infeccdo. Nas cinco passagens restantes, o
tratamento foi feito no 28° dia (ou seja, antes do comeco da oviposicdo). Esse
trabalho sugere a importancia de pesquisas com novos esquistossomicidas e nos
alerta com relagdo ao uso das atuais drogas usadas no tratamento de
esquistossomose, uma vez que Gomes e cols. (1993) trabalhando com a linhagem
Ouh (Ourinhos) também detectou tolerancia ac praziquantel, e Bonesso-Sabadini
(1995) trabalhando com a mesma linhagem (Ouh) igualmente considerou esta
tolerante ao oxamniquine (100mg/kg - dose unica) e ao praziquantel (100mg/kg/5

dias), e ainda obteve retomada de oviposicdo. DEg revelaram um valor de

159,4mg/kg em dose Unica para oxamniquine e 129,2mg/kg/5 dias para praziquantel,
valores superiores aos obtidos rotineiramente em experimentos laboratoriais com
camundongos tratados com100mg/kg. Estes resultados obtidos por Bonesso-
Sabadini (1995) também foram maiores aocs apresentados para outras linhagens
sensiveis aos esquistossomicidas em questao.

E relevante avaliar os efeitos da quimioterapia no homem, no campo,
pela taxa de excrecdo de ovos e no laboratério estudar periodicamente a
suscetibilidade das linhagens locais de esquistossomos, sendo de extrema
importancia saber a variagdo normal da resposta no laboratério.

Pellegrino & Faria (1965) afirmaram que uma droga € considerada
ativa contra a esquistossomose quando um ou mais estagios de desenvolvimento de

ovos imaturos esto ausentes no oograma, indicando a interrupgdo da oviposicao

devido a morte dos vermes, les@o dos 6rg&os reprodutores dos vermes ou migracao

para o figado. Existe um equilibrio dindmico entre os ovos que estdo sendo postos,
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0s maduros, e aqueles que estdo continuamente sendo eliminados com as fezes e
que é alcangado poucas semanas depois do inicio da postura de ovos e & mantido
por um periodo reiativamente longo. Desta forma, pequenas alieracdes deste
equilibrio s&o detectadas em oogramas de fragmentos intestinais. No caso da
linhagem MAP, reavaliada na 412 geracéo, nio apresentou alteracdo de cograma
para o grupo de animais tratados com oxamniquine, sendo possivel visualizar todos
Os estagios de desenvolvimento de ovos observados no fragmento intestinal. isto

retrata claramente a toleréncia do verme a acéo da droga oxamnigquine aqui utilizada
na dosagem unica de 100mg/kg, via oral, porém sdo necessarios novos estudos

para determinar o periodo de retomada de oviposicdo dos vermes fémeas
sobreviventes de camundongos tratados (Rogers & Bueding, 1971; Yeang e cols.,
1987; Bonesso-Sabadini, 1995).

No nosso trabalho, o grupo de camundongos tratados com praziguante!
(100mg/kg, via oral, por 5 dias) apresentou seu oograma totalmente alterado (Tabela
V1), com auséncia de varios estagios de desenvolvimento de ovos, observados no
fragmento intestinal, significando que o praziquantel foi eficaz no tratamento da
doenga (percentagem de eficacia=94%)

Quanto a migragdo para o figado, & interessante comentar que a
localizacéo dos vermes nos grupos praziquante! e oxamniquine foi distinta. A maioria
dos vermes no grupo tratade com oxamniquine se concentrou nNo mesentério

(igualmente para o grupo controle), indicando o transito livre dos vermes através dos

vasos sanguineos do organismo do hospedeiro - vermes no figado = 1 7% e vermes

no mesentério = 16,5% (Tabela 18 do Anexo; Figura 14); controle: figado=12% e
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mesenterio = 19,7% (Tabela 17 do Anexo; Figura 14). Ja para o grupo tratado com
praziquantel fica evidente a migracdo dos vermes para o figado. Nete caso, é
importante comentar a ag&o sinérgica da droga e o sistema imune do hospedeiro.
Oxamniquine tem como efeito esquistossomicida a reducde da biosintese
macromolecular, inteferindo na sintese de acidos nucleicos do parasito (Pica-
Mattoccia & Cioli, 1985). E sabido que para linhagens resistentes, os vermes
retomam sua posicdo nas veias mesentéricas, assim como a oviposicdo (Bonesso-
Sabadini, 1995).

Recentemente, Fallon & Doenhoff (1994) demonsiraram, em

laboratério, indugdo de resisténcia ao praziquantel em camundongos, com linhagem
resultante de quatro diferentes isolados de S. mansoni. Posteriormente, Falion e
cols. (1995), verificaram que praziquantel foi capaz de matar uma pequena
porcentagem de vermes de linhagem isolada no Senegal, sugerindo baixa
suscetibilidade a essa droga.

Ainda Cioli e cols. (1995), analisando o0s trés principais
esquistossomicidas utilizados atualmente (metrifonato, oxamniquine e praziguantel)
ressaltaram a importéncia de novas pesquisas para esquistossomicidas devido a
ocorréncia de falhas terapéuticas e resisténcia dos vermes de S. mansonj.

Para oxamniquine e hycanthone, isso ocorre devido a uma fraca
ligagéo da droga ao DNA do parasito, a qual é desfeita assim gue o contato com a

droga também o €. Essa simples intercalacdo provocaria uma inibicdo apenas

temporaria de acidos nucleicos do parasito (Cioli e cols.. 1985; Pica-Mattoccia &

Cioli, 1958; Pica-Mattoccia e cols., 1989). Para os suscetiveis ao oxamniquine o
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Verme possui uma enzima, controlada por um Unico gene autossomico recessivo
(Cioli e cols., 1992), que alquila a droga tornando-a um éster reativo que se liga
covalentemente ao DNA do parasito, inibindo a sintese de acidos nucleicos do
verme levando-o a morte (Cioli e cols., 1985 Pica-Mattoccia & Cioli, 195; Pica-
Mattoccia e cols., 1989).

A paralisia e a perda da capacidade de fixacao induzida pelo
praziquante! @ importante no deslocamento do verme para o figado. Praziquantel &
absorvido pelo verme adulto por difusdo simples, e é a molécuia original responsavel

pelos efeitos primarios observados no verme: contracéo tetanica (Pax e cols, 1978),

vacuolizagéo e rompimento do tegumento (Bricker e cols., 1983). Nao ha evidéncias
de que o parasita metabolize a droga (Andrews e cols., 1980). A afinidade a lipideos
do praziquantel facilitaria a sua incorporacéo pelo verme através da membrana. As
contragbes induzidas pelo praziquantel no esquistossomo sdo dependentes dos jons
calcio, porém o fenémeno néo envolve a despolarizacdo da membrana do musculo
liso do parasito (Pax e cols., 1978; Bricker e cols., 1983). Em experimentos in vitro,
a deplecéo de jons calcio ou 0 aumento da relagdo magnésio-calcio no meio de
cultura, suprimem as contragles causadas pela droga (Pax e cols., 1978; Ketterer e
cols. 1980). As lesSes no tegumento do verme parecem ser mais NUMeErosas nos
machos do que nas fémeas (Shaw & Erasmus, 1983). Decorrente das alteracdes de
membrana e tegumento, sdo afetadas outras fungbes importantes para a

homeostasia do verme no ambiente intravascular.

A exposicéo de determinantes antigénicos na superficie do verme

induzida pela droga tanto in vitro (Harnett & Kusel, 1986), como in vivo (Brindley &
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Sher, 1987; Doenhoff e cols., 1987; Modha e cols. 1990), o tornaria alvo do sistema
imune do hospedeiro tratado com praziquantel.

Praziguantel ¢ a droga considerada como a mais efetiva no tratamento
da esquistossomose. Contrariamente, um estudo realizado no Senegal (TDR - News,
Anonymous, 1992), constatou um baixo indice de cura e um grande numero de
efeitos colaterais para esta droga. Esse estudo foi o primeiro a mostrar a ineficiéncia
no tratamento do homem com praziquantel. Utilizando-se uma dosagem de 40mg/kg
de praziquantel, apenas 53 dos 298 (18%) apresentaram cura, sendo que a

percentagem de cura para o praziquantel é normaimente de 70% a 85%. Nesse

estudo, acreditou-se que, provavelmente, a ineficiéncia do tratamento foi devida a
rapida reinfecgéo favorecida pela intensidade da epidemia na area ou pela falta de
imunidade da populagéo, uma vez que a droga nao funciona em pacientes imuno-
deprimidos (TDR - News, Anonymous, 1992).

O sucesso do tratamento com praziquantel pode estar relacionado com
0 grau de estimulacdo do sistema imune, isto €, a eficacia € menor em animais
infectados com menor numero de cercérias ou em animais com infecgbes
unissexuais {(Doenhoff e cols. 1987).

Estudos bioquimicos e de biologia molecular devem ser aprimorados
no sentido de elucidar a compreenséo dos mecanismos genéticos implicados na
resisténcia efou tolerancia dos esquistossomos as drogas.

Medidas devem ser tomadas para diminuir 0 uso indiscriminado de

esquistossomicidas evitando-se, assim, o aparecimento de linhagens resistentes.
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Novas pesquisas em busca de novos esquistossomicidas devem ser incentivadas

(Penido, 1994),
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6 - CONCLUSOES

A linhagem mineira MAP de Schistosoma mansoni, avaliada na 412
gerac&o, apresentou as seguintes caracteristicas:

1. Desenvolveu-se  adequadamente em seu hospedeiro  intermedidrio
(Biomphalaria glabrata), com baixo indice de mortalidade.

2. Apresentou periodo pré-patente que variou entre 56 a 63 dias.

3. Apresentou infectividade elevada ao hospedeiro definitivo, com altos indices de
penetracao de cercarias (92,05%) e de recuperagéo de vermes (34,12%).

4. Mostrou-se suscetivel ao praziquantel e manteve a sua tolerancia ao
oxamniguine.

5. O tratamento da linhagem MAP com a droga praziquantel induziu 79% de
redug@o no numero de vermes, revelando 94% de eficacia e proporcionando
acentuada recuperacéo no peso dos animais infectados.

6. O tratamento da linhagem MAP com a droga oxamniquine revelou 16% de
eficacia e apenas 3,8% na redugdo no numero de vermes, sem alteracdo de
peso dos animais infectados.

7. A linhagem MAP de S. mansoni provocou hepatomegalia (54%) e acentuada
esplenomegalia (128%) em camundongos infectados nao tratados.

8. A area do granuloma induzida pela linhagem MAP de S. mansoni foi de
268,04um’ aproximadamente.

9. A morfometria dos vermes adultos mostrou as seguintes medidas; fémeas
7.78mm e machos 7,03mm. Os ovos mediram 148,46um de comprimento e
64,24um de largura.
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10.De acordo com os dados obtidos a linhagem MAP, avaliada na 412 geracao de
S. mansoni, revelou em hospedeiro intermediério (B. glabrata) e definitivo
(camundongo Swiss), caracteristicas morfoldgicas e biolégicas distintas das
linhagens paulistas: SJ (Vale do Paraiba), ltariri (Vale do Ribeira) e Ourinhos
(Vale do Paranapanema) e mineira BH (Belo Horizonte).
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RESUMO

A existéncia de linhagens resistentes de Schistosoma mansoni é bem
conhecida. Estudos prévios tem mostrado que a linhagem MAP é resistente a
oxamniquine e hycanthone, porém sensivel a niridazole e praziquantel. Os objetivos
deste estudo foram de avaliar a suscetibilidade de moluscos e camundongos a
infeccgo por S. mansoni e determinar aspectos morfoldgicos da 412 geracgao da
linhagem MAP. O estudo foi desenvolovido em modelo experimentas! camundongo
swiss - Biomphalaria glabrata. Avaliou-se a suscetibilidade de 180 moluscos B.
glabrata expostos a 1 e 10 miracidios. Em 80 camundongos infectados pela cauda
com 70 cercarias e sacrificados na 10° semana, avaliou-se: suscetibilidade do S.
mansoni ao oxamniquine (100 mg/kg, dose Unica, via oral) e ao praziquantel (100
mg/kg, 5 dias, via oral); capacidade de penetracéo de cercarias e recuperacdo de
vermes; peso corporal, do figado e do bago; mortalidade; didmetro dos granulomas
hepaticos e morfometria de vermes e de ovos. A mortalidade e o indice de infecgdo

aos 77 dias de infecgao foram de, respectivamente, 30,0% e 28,6% (10 miracidios) e

25,0% e 17,8% (1 miracidio) e de 25,0% para o grupo controle, indicando que o
verme esta bem adaptado ao seu hospedeiro intermediario. A quimioterapia
experimental revelou indices de eficacia de 93,9% para o praziquantel e de 158
para o oxamniquine, enquanto a percentagem de vermes sobreviventes foi de
apenas 6,1% para a primeira droga e de 84,2% para a segunda. Essas
percentagens sugerem que novos estudos sejam necessarios para determinar o
periodo de oviposicdo de vermes sobreviventes de camundongos tratados. O
tratamento da linhagem MAP com a droga oxamniquine revelou 16% de eficacia e
apenas 3,8% na reducao no numero de vermes. Verificou-se alta taxa de penetracio
de cercarias (92,05%) e boa taxa de recuperagdo de vermes (34,12%) nos
camundongos infectados. Houve alteracdo no crescimento ponderal dos animais
infectados com diminuicdo de peso, quando comparados com aqueles do grupo
controle, no periodo entre a administracdo das duas drogas e o sacrificio dos
camundongos. Houve ganho de peso corporal dos animais tratados, hepatomegalia
(2,68g + 0,68) e esplenomegalia (0,41g + 0,15) com aumento de 54% e 128%,
respectivamente, guando comparade com esses orgdos dos animais do grupo
controle. As reagbes granulomatosas mediram 268,04um*. O tamanho dos vermes
machos foi de 7,78mm + 1,40 e das fémeas de 7.,03mm + 0,98. Os ovos
apresentaram largura meédia de 64,24um + 2,75 e comprimento de 148,46um + 8 82.
A linhagem MAP na sua 412 geracéo manteve sua resisténcia quando comparada as
outras geracoes ja estudadas. Essa linhagem mostrou caracteristicas diferentes das
outras linhagens de outras regides do Estado de S&o Paulo.
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SUMMARY

The appearance of drug resistant strains of Schistosoma mansoni is
well know. Previous studies have shown that MAP strain is resistant to oxamniquine
and hycanthone but sensitive to niridazole and praziquantel. The objectives of this
study were to evaluate the suscetibility of snails to S. mansoni infection and to
determine morphologial aspects of the 41¥ generation of MAP strain. The study was
developing using as experimental model swiss mice-Biomphalaria glabrata. Snails
were divided in 3 groups of 60 individuals each: 1) Control group; II) Exposed to 1
miracidium; Iil) Exposed to 10 miracidia. Eighty mice were divided into 4 groups of 20
animals each: A) Control; B) Infected and not treated; C) Infected and treated by
OXA (100mg/kg, single dosis, by oral route) and D) infected and treated by PZQ
(100mg/kg/5 days, by oral route). Sixty mice were infected with 70 cercariae by
immersion of the tail in water. After 3 weeks the animals of the groups C and D were

treated and were killed 2 weeks later and evaluated following this analysis: ability of

cercarial penetration and worm recovery: body weights of liver and spleen: mortality
rate; diameter of hepatic granuloma and morphometry of adults worms and eggs. The
mortality rate and suscetibility of snails to infection up to 77 days of exposure were,
respectively 30.0% and 28.6% for group lll 25.0% and 17.8% for group ll, and also
25.0% for group 1, indicating that the worm is well adapted to its intermediate host.
Experimental chemotherapy revealed efficacy levels of 93.9% to PZQ and 15.8% to
OXA, while the percentage of surviving worms was of only 6.08% to the first drug and
of 84.2% to the second one. We verified higer rate of cercariae penetration (92.05%)
and fine rate of recovery worms (34.12%) in the infected mice, alteration of the
ponderal growth from infected animals succeding in a decrease of the weight whem
compared to the control group, in the period between the administration of the two
antischistosomal drugs and the killing of the animals, we notice body weight gain of
treated animals, hepatomegaly (2.68g + 0.68) and splenomegaly (0.41g + 0.15)
showing a gain of 54% and 128%, respectively, when compared to these viscera of
control group; granulomatosus hepatic reactions measured 268.04um°. The
measurements of worms was 7.78mm + 1.40 for male and 7.03mm + 0.98 for female;
and the eggs showed 64.24um + 2.75 of width and 148.46um + 8.82 of lenght. Fa
MAFP strain maintened its resistance when compared to previous generations. This
strain showed different characteristics from strain of other regions of Sao Paulo
State.
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Tabela 1 - Estatisticas sumarias para os dados referentes ao numero e percentagem de
cercarias penetrantes e vermes recuperados, de camundongos infectados, néo-
tratados (grupo C), com 70 cercérias da geracdo F4 da linhagem MAP do
Schistosoma mansoni, isolado de Beio Horizonte, MG.

Cercérias Penetrantes Vermes Recuperados
Estatisticas
# % # %

n 16 16 17 16
min 51 72,86 0 0,00
Q1 83 490,00 12 19,82
Q2 64,50 92.14 23,00 36,84
Q3 67,50 06 43 25 41,81
max 70 130,00 55 83,33

media 64,44 92,05 20,94 34,12

dp 4,53 6,47 13,70 21,78

dp = desvio padrado

Tabela 2 - Estatisticas sumarias para os dados referentes ao numero e percentagem de
cercarias penetrantes e vermes recuperados, de camundongos infectados e
tratados com oxamniguine (grupo Q), com 70 cercarias da geracdo F4 da
linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

Cercarias Penetrantes Vermes Recuperados
Estatisticas
# % # %

n 16 16 16 15
min 52 74,29 4 5,97
Q1 60,50 86,43 10,50 17,19
Q2 63 90,00 15 26,92
Q3 67 95,71 30 50
max 70 100,00 42 68,85

media 63,25 90,36 19,38 32,12
dp 4,61 6,59 11,70 18,78

dp = desvio padréo
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Tabela 3 - Estatisticas sumarias para os dados referentes ao numero e percentagem de
cercarias penetrantes e vermes recuperados, de camundongos infectados e

tratados com praziquantel (grupo P), com 70 cercarias da geracdo F,; da
linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

Cercarias Penetrantes Vermes Recuperados
Estatisticas
# % # Y%

n 16 16 15 13
min 60 85,71 0 0
Q1 64 91,43 11 18,18
Q2 66,5 95,00 14 23,08
Q3 68 97,14 17 25,00
max 70 100,00 18 26,87

media 66,00 94,29 12,53 20,28
dp 2,71 3,87 5,66 7,21

dp = desvio padrio

Tabela 4 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de pesos corporais nas datas - da
infecgdo, do tratamento e da perfusdo, de camundongos infectados, ndo-tratados
{(grupo C), com 70 cercarias da geracéo F4 da linhagem MAP do Schistosoma
mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Pesos Corporais (em gramas)
na infeccéo no tratamento na perfusio
n 18 18 17
min 20,12 29,57 30,90
Q1 21,77 33,06 34,20
Q2 23,31 38,18 35,10
Q3 26,60 39,06 36,50
max 30,71 42,24 42,70
media 24,13 36,08 35,49
dp 2,99 3,82 2,95

dp = desvio padrao
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Tabela § - Estatisticas sumérias referentes aos dados de pesos corporais nas datas : da
infecgdo, do tratamento e da perfusdo, de camundongos infectados, tratados com
Oxamniquine (grupo O), com 70 cercarias da geracdo Fg da linhagem MAP do
Schistosoma mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Pesos Corporais (em gramas)
na infeccao no tratamento na perfus&o
n 19 18 16
min 19,36 28,61 27.40
Q1 21,39 33,73 32,55
Q2 23,00 36,48 33,95
Q3 27,65 37,50 39,05
max 31,12 42.00 43,20
media 24,33 35,98 35,38
dp 3,71 3,77 483

dp = desvio padréo

Tabela 6 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de pesos corporais nas datas : da
infecgdo, do tratamento e da perfusdo, de camundongos infectados, tratados com

Praziquantel (grupo P), com 70 cercarias da geracdo Fy da linhagem MAP do
Schistosoma mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

E-statisticas Pesos Corporais (em gramas)
na infeccéo no tratamento na perfusao
n 19 19 15
min 20,47 27 .60 29,80
Q1 22,21 32,38 35,90
Q2 25,00 3469 38,70
Q3 26,37 38,50 41,50
max 28,73 46,56 46,90
media 2462 35,68 38,72
dp 2,44 4,68 4,82

dp = desvio padréo
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Tabela 7 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de pesos corporais nas datas : da
infec¢do, do tratamento e da perfuséo, de camundongos sadios (grupo S),

Estatisticas Pesos Corporais (em gramas)
na infeccao no tratamento na perfuséo
n 17 17 17
min 23,00 34,00 33,90
Q1 26,11 39,33 39,80
Q2 27,10 40,09 41,90
Q3 29,01 43,17 43,80
max 30,49 45,90 49,60
meédia 27,34 40,22 42,06
dp 2,02 3.54 4,25

dp = desvio padrao

Tabela 8 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de pesos do figado e do baco de
camundongos infectados, ndo-tratados (grupo C), com 70 cercarias da geracgéo
F4: da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Pesos (em gramas)

figado baco

n 17 17
min 1,60 0,19
Q1 2,27 0,34
Q2 2,57 0,39
Q3 3.17 0,55
max 4,05 0,65
méedia 2,68 0.41
dp 0,68 0,15

dp = desvio padréo
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Tabela 9 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de pesos do figado e do bago de
camundongos sadios (grupo S),

Estatisticas Pesos (em gramas)
figado baco

n 17 17
min 1,40 0,11
Q1 1,67 0,14
Q2 1,76 0,17
Q3 1,85 0,20
max 2,04 0,33
média 1,74 0,18
dp 0,15 0,05

dp = desvio padrdo

Tabela 10 - Estatisticas sumarnias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos por
sexo, em camundongos infectados, ndo-tratados (grupo C), com 70 cercarias da

geracéc F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Belo
Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
macho fémea casal
n 17 17 17
min 0 0
Q1 0 0 5
Q2 0 0 10
Q3 0 0 12
max 7 4 22
média 0,82 0,35 9,88
dp 1,88 1,00 6,03

dp = desvio padrdo



109

Tabela 11 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos por
sexo, em camundongos infectados, tratados com Oxamniquine (grupe O), com 70

cercarias da geragdo Fy da linhagem MAP do Schistosoma mansoni. isolado de
Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)

macho fémea casal

n 17 17 17

min 0 0 0

Q1 0 0 5

Q2 0 0 7

Q3 0 1 14

max 2 5 21
média 0,18 0,563 8,76
dp 0,53 1,23 6,05

dp = desvio padréo

Tabela 12 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletades, distribuidos por
sexo, em camundongos infectados, tratados com Praziquantei (grupo P), com 70

cercarias da gerac&o F, da linhagem MAP do Schistosoma mansoni. isolado de
Belo Horizonte, MG,

Estatisticas Vermes Coletados (#)
macho fémea casal
n 15 15 15
min 0 0 0
Q1 1 0 4
Q2 1 0 5
Q3 3 0 7
max 8 1 8
média 2,33 0,20 5,00
dp 2,47 0,41 2,48

dp = desvio padrao
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Tabela 13 - Numero e distribuicio de vermes coletados nos grupos praziquantel, oxamniquine
e conirole, de camundongos infectados com 70 cercérias da geracdo F. da
linhagem MAP do Schistosoma mansoni isolado de Belo Horizonte, MG.

Camundongos Vermes Coletados (#)
Grupo
n exam  vivos  mortos total figado mesentério
C 20 17 354 2 356 21 335
P 20 15 19 169 188 168 20
) 20 17 298 12 310 30 280

Tabela 14 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
vitalidade, em camundongos infectados, ndo-tratados (grupo C), com 70 cercérias
da geracdo F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Belo
Horizonte, MG. ‘

Estatisticas Vermes Coletados (#)
ViVOS mortos
n 17 17
min 0 0
Q1 12 0
Q2 22 0
Q3 25 0
max 55 2
média 20,82 0,12
dp 13,68 0,49

dp = desvio padrao
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Tabela 15 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
vitalidade, em camundongos infectados, tratados com Oxamniquine {grupo O),

com 70 cercarias da geracdo F, da linhagem MAP do Schistosoma mansoni,
isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
vivos mortos
n 17 17
min 0 0
Q1 10 0
Q2 14 0
Q3 25 1
max 42 6
media 17,53 0,71
dp 12,11 1,53

dp = desvio padrao

Tabela 16 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
vitalidade, em camundongos infectados, tratados com Praziquantel (grupo P),

com 70 cercarias da geracdo F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni,
isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
VIVO$ mortos
n 15 15
min 0 0
Q1 0 0
Q2 0 12
Q3 1 14
max 8 17
média 1,27 11,27
dp 2,28 5,09

dp = desvio padrao
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Tabela 17 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
localizacdo, em camundongos infectados, n&o-tratados (grupe C), com 70

cercarias da geragdo F4; da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de
Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
figado mesentério

n 17 17

min 0 0

Q1 0 10

Q2 0 20

Q3 2 24

max 10 45
media 1,24 19,71
dp 2,49 12,25

dp = desvio padrao

Tabela 18 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
localiza¢do, em camundongos infectados, tratados com Oxamniquine (grupo O),

com 70 cercarias da geracdo F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni,
isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
figado mesenterio
n 17 17
min 0
Q1 0 8
Q2 2 14
Q3 2 24
max 8 36
media 1,76 16,47
dp 1,92 11,35

dp = desvio padrio
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Tabela 19 - Estatisticas sumarias referentes aos dados de vermes coletados, distribuidos pela
localizagdo, em camundongos infectados, tratados com Praziquantel (grupo P),

com 70 cercarias da geragdo F4; da linhagem MAP do Schistosoma mansoni,
isolado de Belo Horizonte, MG.

Estatisticas Vermes Coletados (#)
figado mesentério

n 15 15

min 0 0

Q1 10 0

Q2 14 0

Q3 16

max 18 16
média 11,20 1,33
dp 6,11 4,10

dp = desvio padrao

Tabela 20 - Cstatisticas sumarias referentes aos dados das percentagens de vermes
coletados no figado, percentagens de vermes acasalados, percentagens de
reducdo de vermes e percentagens de vermes mortos no figado, dos
camundongos infectados, ndo-tratados (grupo C), com 70 cercarias da geracdo
F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado de Beio Horizonte,

MG.
% de vermes % de vermes % de reducio % de vermes
Estatisticas coletados no acasalados de vermes mortes no
figado figado
n 17 17 17 17
min 0,00 0,00 0,00 0,00
Q1 0,00 86,96 0,00 0,00
Q2 0,00 100,00 0,00 0,00
Q3 8,33 100,00 0.00 0,00
max 18,18 100,00 8,33 100,00
média 427 84 .51 0,49 5,88
dp 6,48 32,48 2.02 24,25

dp = desvio padréo
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Tabela 21 - Estatisticas sumarias referentes aos dados das percentagens de vermes

coletados no figado, percentagens de vermes acasalados, percentagens de
reducdo de vermes e percentagens de vermes mortos no figado, dos
camundongos infectados, tratados com Oxamniquine (grupo Q) com 70
cercarias da geracgdo F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado
de Belo Horizonte, MG.

% de vermes % de vermes % de reducdo % de vermes
Estatisticas coletados no acasalados de vermes mortos no
figado figado
n 17 17 17 17
min 0,00 0,00 0,00 0,00
Q1 0,00 93,33 0,00 0,00
Q2 5,88 100,00 0,00 0,00
Q3 15,79 100,00 5,26 33,33
max 2727 100,00 20,00 100,00
média 9,33 90,07 3,80 22,55
dp 9,49 24,38 8,61 39,50

dp = desvio padrao

Tabela 22 - Estatisticas sumarias referentes aos dados das percentagens de vermes

coletados no figado, percentagens de vermes acasalados, percentagens de
reduc8c de vermes e percentagens de vermes mortos no figado, dos
camundongos infectados, tratados com Praziquantel (grupo P), com 70
cercarias da geracéo F4 da linhagem MAP do Schistosoma mansoni, isolado
de Belo Horizonte, MG.

% de vermes % de vermes % de reducio 5 de vermes
Estatisticas coletados no acasalados de vermes mortos no
figado figado
n 15 15 15 15
min 0,00 0,00 0.00 0,00
Q1 83,33 55,56 68,75 68,75
Q2 100,00 82,35 93,33 94,44
Q3 100,00 90,91 100,00 100,00
max 100,00 100,00 100,00 100,00
média 78,52 69,21 78,99 80,13
dp 39,89 31,57 34,50 34,76

dp = desvio padrao
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Tabela 23 - Estatisticas sumarias referentes aos dados das medidas de comprimento  dos

vermes, machos e fémeas, de Schistosoma mansoni, isolado de Belo
Horizonte, MG.

Estatisticas Comprimento

macho fémea

n 96 95
min 4,88 470
Q1 7,11 6,29
Q2 7,53 6,95
Q3 8,18 7,79
max 16,70 9,76

media 7.78 7,03
dp 1,41 0,98

dp = desvio padrao

Tabela 24 - Suscetibilidade de camundongos infectados com 70 cercarias da geracao Fy da

inhagem MAP do Schistosoma mansoni isolado do municipio de Belo
Horizonte, MG.

Grupo de % de animais % de vermes
Tratamento com alteracéo sobreviventes % de Eficacia
de gograma
Controle 0 - -
Oxamniquine 0 84,18 15,82

Praziquantel 100 6,08 93,82
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Tabela 25 - Percentagens acumuladas de moluscos mortos (grupos M1, M2 e M3) e
percentagens de positividade (grupos M1 e M2),

% de moluscos mortos % de positividade
Dias de
Observacéo Grupo M1 Grupo M2 Grupo M3 Grupo M1 Grupo M2
21 5,00 5,00 8,33 0,00 0,00
28 5,00 6,67 8,33 0,00 0,00
35 6,67 8,33 8,33 0,00 0,00
42 15,00 18,33 10,00 0,00 0,00
49 16,67 18,33 13,33 0,00 0,00
56 20,00 18,33 16,67 12,50 0,00
63 21,87 20,00 16,67 14,89 16,67
70 25,00 23,33 20,00 33,33 21,74

77 30,00 25,00 2500 28,57 17,78




