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Introducio 1

1. Introducgéo
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Situagao atual da esquistossomose

Entre as parasitoses que afetam o homem, a esquistossomose
constitui uma das mais difundidas no mundo (Gibbons,1992). Ocupa o
segundo lugar, depois da malaria, em importancia e repercusséo so6cio-
econdmica (WHO,1993).

Atualmente, a OMS estima que as esquistossomose atinja 200 milhdes
de pessoas e que representem ameac¢a para mais de 600 milhdes de
individuos que vivem em areas de risco em 74 paises (WHOQ, 1993).

A esquistossomose japbnica esta disseminada em grande parte do
continente asiatico, sendo muito importante em paises como a China e
Filipinas. A forma hematébica ocorre na Africa e no Qriente Médio. A
esquistossomose mansénica, presente na Africa, Oriente Médio e algumas
ilhas do Caribe, € a uUnica que existe em nosso continente, tendo sido
assinaladas areas endémicas no Brasil, Coldmbia, Venezuela e Suriname.
Destes, o Brasil € 0 que tem a maior e a mais importante area endémica,
estendendo-se atualmente, numa faixa ao longo de quase toda sua costa
leste, com penetracdo para o interior seguindo o trajeto de importantes
bacias hidrograficas (Ministério da Saude, 1994).

No Brasil, a esquistossomose mansodnica é autdctone em 17 Unidades
Federativas, em niveis variaveis de extensdo e intensidade guardando
proporgéo com o grau de transmissdo, o qual é influenciado, em cada area,
pelas diferentes espécies de hospedeiros intermedidrios. Os Estados mais

afetados s&o Alagoas, Pernambuco, Minas Gerais, Bahia, Sergipe e Paraiba.
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A area esquistossomotica ocupa cerca de 6% da area do pais, onde vivem
aproximadamente, 30 milhdes de pessoas sujeitas ao risco da doenga, com
cerca de 8 milhes de infectados (WHO, 1993, Amaral, 1995).

A ampla distribuigdo geografica da esquistossomose mansénica no
Brasil por si s6, dimensiona a magnitude da doenca. A ocorréncia de formas
clinicas graves em uma populacéo exposta a repetidas reinfecgdes e entéo,
syjeitas ao desenvolvimento de altas cargas parasitérias, fazem da
esquistossomose, uma das parasitoses de maior importancia (Ministério da
Satde, 1994).

As areas endémicas de esquistossomose no Brasil tém, geraimente,
como hospedeiro intermedidrio Biomphalaria glabrata ou B. straminea |,
aparecendo também B. tenagophila (Doumenge et al., 1987). Existem ainda
outras sete espécies planorbidicas ja identificadas no pais, que no entanto,
ndo foram ainda encontradas infectadas naturalmente: B. peregrina, B.
schramni, B. intermedia , B. amazonica, B. oligosa, B. occidentalis e B.
kuhniana (Ministério da Salde, 1994).

No Estado de Sao Paulo, a transmiss&o ocorre em focos isolados nas
regibes do Vale do Rio Ribeira do Iguape, Grande S&o Paulo, Baixada
Santista, Litoral Sul, Vale do Rio Paraiba do Sul, regido de Campinas e Vale
do Rio Paranapanema (SUCEN, 1982). O principal hospedeiro intermediario
& B. tenagophila. B. glabrata é hospedeira apenas no Vale do Rio
Paranapanema (Vaz et al., 1983, 1986, Teles e Vaz, 1987). B. straminea n&o
& considerada, no Estado de Sao Paulo, vetor bioldgico de importéncia

(Santos et al., 1980).



Introducdo 4

Desenvolvimento e migracao no hospedeiro definitivo

Ap6s liberadas de um molusco hospedeiro, as cercéarias de
Schistosoma mansoni possuem apenas um breve periodo de tempo para
localizar e penetrar em seu hospedeiro definitivo. A transi¢do da fase de
cercéria para esquistossdémulo envolve profundas modificagbes estruturais,
fisiologicas e bioquimicas, adaptadas, agora, ao meio isotonico dentro do
hospedeiro definitivo (Wilson, 1987). Diferengas bésicas entre cercaria e
esquistossdmulo foram estabelecidas por vérios pesquisadores (Clegg e
Smithers, 1968, Hockley e McLaren, 1973, Stirewalt, 1974). Um dos passos
criticos dessa transformacao larval é a perda do glicocalix e uma mudanga
do metabolismo energético. Enquanto as cercérias obtém energia através do
ciclo de Krebs, os esquistossdmulos utilizam a glicdlise, mesmo em
condicbes aerdbias (Van Kruger et al., 1978). Recentemente, Melo et al.
(1993) sugeriram importante papel de neutrdfilos no processo de
transformacéo, através da remocéo do glicocalix por fagocitose.

Os esquistossdmulos recém-transformados podem permanecer,
aparentemente, inalterados na pele por aproximadamente 112 (cento e doze)
horas. Virtuaimente, nenhum esquistossdmulo deixa este local antes de 48
horas (Miller e Wilson, 1978, Wilson, 1987). Entretanto, o mais comum € a
penetracdo na parede das veias que lhe estdo préximas em cerca de 90

horas (Sturrock, 1993). E importante citar que a rota de saida da pele ndo é
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exclusivamente via vasos sanglineos. Exames histolégicos de linfonodos,
gue drenam a regi@o préxima a infeccdo na pele do abddmen de
camundongos, detectaram pelo menos 10% dos parasitas presentes no
quarto dia de infecgéo (Wheater e Wilson, 1979).

Dentro das veias, os esquistossdmulos sdo carregados passivamente
pela corrente sanguinea até o coragéo direito e, seguindo para os capilares
pulmonares (Sturrock, 1993).

Embora ocorra um assincronismo na migragdo e no desenvolvimento
dos esquistossdmulos (Faust et al., 1934, Barbosa, 1978), aproximadamente
78% das larvas que penetraram s&o0 detectadas nos pulmbes de
camundongos 7 dias ap6s a infecgdo (Mangold e Dean, 1983). Wilson et al.
(1986) demonstraram que no 14° dia de infecgéo, mais de 90% dos parasitas
i@ atingiram outros locais em camundongos.

Apesar de evidenies mudangas morfologicas, principalmente no
aumento de tamanho e area superficial, relativamente, pouco se conhece
sobre a fisiologia e bioguimica dos esquistossdmuios puimonares.

O mode de migracdo a partir dos pulmbes para o sistema porta-
hepatico tem sido objeto de controvérsia. Entretanto, as evidéncias indicam
uma rota intravascular na direcdo do fluxo sanguineo. Assim, os parasitas
deixam os pulmdes, via veia pulmonar, atingindo o lado esquerdo do coragéo
e, a partir dele, distribuidos pelo corpo, podendo realizar vérios caminhos
antes de se instalarem no figado (Wheater e Wilson, 1979, Miller e Wilson,
1980).

Durante a migracdo, o esquistossdmulo passa por mudancas



Introducdio 6

adaptativas relacionadas a evas&o do sistema imune do hospedeiro
(MacLaren, 1880). A membrana da larva passa a ser multilaminada e
progressivamente, torna-s€¢ menos antigénica, provavelmente devido 2
incorporagao de moléculas do hospedeiro, principaimente, imunoglobulinas
(Kemp ef al. 1977, Torpier e Capron, 1979) e componente C3b do sistema
complemento (Ramalho-Pinto ef al. 1978).

Em camundongos, o niimero de vermes recuperados, por perfusio, no
figado comega a aumentar a partir do 14° dia, atingindo um platd no 20° 212,
A chegada dos esquistossbmulos no figado é acompanhada por detectaveis
mudancas em varios parametros do metabolismo. Peso seco, consumo de
oxigénio e atividade da desidrogenase lactica aumentam exponencialmente
até a transformacéo final em adulto (Lawson e Wilson, 1980). Entre 0 282 e
35° dia pés-infeccdo, atingem a fase adulta, comecando o acasalamento,
com consequente maturagdo sexual da fémea e inicio da oviposigéo. Assim,
inicia-se uma nova fase de “migracdo” através da veia porta até as

mesentéricas onde ocorrera a oviposigdo (Wilson, 1987).

Quimioterapia Esquistossomicida

A quimioterapia da esquistossomose comegou na época da Primeira
Guerra Mundial, quando o tartaro emético foi administrado a pacientes com
esquistossomose hematdbica (Cristopherson, 1918). Seus efeitos colaterais

e a necessidade de repetidas doses por via parenteral, deixaram clara, a
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necessidade de pesquisa de drogas administradas oralmente e livre de
compostos metdlicos.

Kikuth e Goénnert (1948) testaram miracil A, uma aminoxantona
alquilada, dentro de uma série de xantonas que ficaram conhecidas por
compostos da série miracil. Entre eles, miracil D, com 0 nome genérico de
lucanthone, foi o primeiro ndo antimonial usado, clinicamente, no tratamento
contra S. mansoni @ S. haematobium. Lambert (1964) descreveu niridazol
que, ac contrario do hycanthone e do lucanthone, era efetivo também contra
S. japonicum. Algum tempo depois, Rosi et al. (1965) obtiveram hycanthone
a partir da hidroxilacdo do grupo metil do lucanthone, por acdo microbiana
(Aspergillus sclerotium). Estudos mostraram que hycanthone é trés vezes
mais efetivo do que o lucanthone contra S. mansoni em roedores e,
clinicamente, foi usado no homem em dose unica por via intramuscular
(Berberiam et al., 1967).

Os efeitos tdxicos e a preocupacéo com a seguranca do tratamento
resultou no abandono do lucanthone, hycantone e niridazol.

Cerf et al. (1962) demonstraram propriedades esquistossomicidas de
um composto organofosforado utilizado como inseticida, o metrifonato,
efetivo na cura parasitoldgica de S. haematobium .

Novos avangos seguiram-se com o aparecimento de oxamniquine,
uma tetrahidroginolina derivada do grupo dos mirasans (Richards e Foster,
1969).

No inicio da década de 70, Striebel (1976) relatou a atividade de um

isotiocianato, o amoscanato, contra esquistossomos. Logo a seguir, Leroy et
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al. (1978) descreveram o uso de otilpraz.

Um dos mais importantes passos foi o desenvolvimento dado por
Thomas ef al. (1975) ao descreverem praziquantel, um composto pirazino-
isoquinolino que iniciaimente foi usado como cestocida de uso veterinario. O
grande espectro de atividade dessa droga contra esquistossomos foi
demonstrado por Gonnert e Andrews (1977), James et al. (1977), Pellegrino
et al. (1977) e Webbe James (1977).

Atualmente, a Organizagdo Mundial de Saude coloca metrifonato,
oxamniquine e praziquantel como as principais drogas para o tratamento das
esquistossomoses humanas (WHO, 1993). O metrifonato é usado para o
tratamento e controle de infecgbes por S. hematobium, oxamniquine para S.
mansoni, € praziquantel para todas as espécies de parasitas humanos,
incluindo S. japonicum (Goldsmith, 1988).

Uma das maiores preocupacdes com o uso difundidc dos
esquistossomicidas é o desenvolvimento de parasitas droga-resistentes
(Katz et al, 1973, Dias ef af 1978, Cioli, 1995).

Varios estudos clinicos e experimentais, entretanto, revelaram uma
grande variagdo na resposta terapéutica de linhagens distintas de S.
mansoni, tanto de areas geograficas diferentes como dentro de uma mesma
area (Katz et al, 1973, Campos et a/., 1976, Dias et al., 1978, Araujo et a/,
1980, Coles et al., 1986, Figueiredo et al., 1991, Araujo et al. 1996).

Fatores importantes que podem influenciar na susceptibilidade do
trematddeo aocs esquistossomicidas s&o. espécie, sexo e estagio de

desenvolvimento do verme (Rollinson e Simpson, 1987).
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Essas caracteristicas no entanto, ndo devem ser confundidas com
resisténcia que implica na reduc@o da sensibilidade & droga {Marshall,
1987). Ainda segundo esse mesmo autor, a falha na resposta terapéutica
n&o deveria levar uma linhagem em questdo, a ser considerada resistente.
Para tanto, seriam necessérias pesquisas cuidadosamente controladas, em
que camundongos ou outros animais susceptiveis infectados fossem tratados
com diferentes doses de determinada droga, com a finalidade de avaliar a
EDgg (dose efetiva necesséaria para matar 99% dos parasitas machos). A
taxa de mortalidade do parasito & um importante critéerio, e deve ser
comparada simultaneamente com aquela de uma linhagem de referéncia.

O primeiro caso de linhagem de S. mansoni com resisténcia a
esquistossomicidas foi induzida experimentaimente, por Rogers e Bueding
(1971). Esses autores demonstraram que seis a doze meses apds o
tratamento de ratos infectados por linhagem de Porto Rico com hycanthone
na dosagem de 60 mg/Kg , por via intra-muscular, pares de vermes
recuperavam-se dos efeitos causados pela terapéutica. As féemeas
readquiriram a capacidade de produzirem ovOS vidveis. Além disso,
geracbes seguintes mantiveram uma taxa estavel de resisténcia.

A enorme variacdo de susceptibilidade encontrada na resposta as
drogas, indica que S. mansoni possui uma larga capacidade para
desenvolvimento de resisténcia as dosagens terapéuticas de oxamniquine
habituaimente administradas ao homem (Kinotti, 1987). Este autor sugere
que esta resisténcia pode ser esperada quando o parasito & continuamente

submetido a altas pressdes da droga.
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Aratjo ef al. (1980) observaram respostas significativamente
diferentes ao niridazol, hycanthone e oxamniquine em sete linhagens de S.
mansoni isoladas de pacientes infectados no Estado de Minas Gerais.

Coles et al. (1987a) consideram que o desenvolvimento da resisténcia
em uma populacgdo de vermes depende de fatores como: porcentagem e
frequéncia com que as pessoas s&o tratadas, dosagem da droga usada e
sua eficacia e 0 movimento da populagéo humana.

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia a esquistossomicidas de
linhagens de S. mansoni foram relatados por Katz ef al. (1973) que isolaram
vermes de dois pacientes tratados com hycantone (25 mg/Kg) e niridazol (25
mg/Kg). O intervalo entre os dois tratamentos foi de um ano. Apo6s a infecgio
de camundongos com essa linhagem, observou-se resisténcia ao hycantone,
niridazol e oxamniquine.

Campos et al. (1976) demonstraram resisténcia do trematddeo ao
hycanthone em uma paciente baiana tratada com essa droga sem sSucesso
de cura depois de repetidas doses. Essa resisténcia persistiu também em
camundongos infectados com essa linhagem.

Dias ef al. (1978) isolaram uma linhagem de S. mansoni, em que
houve falha na cura parasitologica apds tratamento de um paciente mineiro
(MAP) com hycanthone (25 mg/Kg, I.M.) e meses depois com oxamniquine
(14 mg/Kg, V.0.). Com a infecg@o desta linhagem em camundongo,
demonstrou-se resisténcia a ambas as drogas (na dose de 80 mg/Kg, via
{.M., em dose Unica com hycanthone e 100 mg/Kg, via oral, em dose unica

com oxamniquine).
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Também com linhagens isoladas de pacientes em que ocorreu falha
na resposta terapéutica, Guimardes et al. (1979) demonstraram resisténcia
de S. mansoni em camundongos albinos apés tratamento com oxamniquine
(100 mg/Kg, V.0.) e com hycanthone (80 mg/Kg, |L.M.).

Coles et al. (1987b) demonstraram a existéncia de linhagem de S.
mansoni resistente ao oxamniguine em areas do Quénia onde esta droga
ndo foi usada em ampla escala.

Mais recentemente, tém sido descritos casos de tolerancia ao
praziquantel, induzida experimentalmente (Fallon e Doenhoff, 1995) e
também em isolados do campo (Gomes et al. 1992, Bonesso-Sabadini ef al,

1994, Stelma et al. 1995).

Controle

De acordo com o ciclo de S. mansoni, depreende-se que ha trés
pontos basicos de intervencgéo: no hospedeiro intermediario, no hospedeiro
definitivo € no meio ambiente. Assim, o controle da esquistossomose tem
sido baseado nestes trés pontos que em termos praticos significam:

- tratamento das pessoas infectadas para interromper a eliminagéo de
OvOS.

- uso de moluscocidas e manejo ambiental para erradicar ou controlar
o planorbideo

- saneamento basico associado a educagéo sanitaria para impedir a
infeccdo do hospedeiro intermediario e contato do homem com cole¢Ges

hidricas com cercérias.
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As atividades de controle direcionadas ao hospedeiro intermediario
exigem a manutencdo de uma estrutura de pessoal e de |laboratérios, além
de um elevado dispéndio em moluscocidas que ndo é possivel manter por
parte da maioria dos paises acometidos. Além disso, considerando o fato de
ser o hospedeiro intermedidario o elo mais resistente na cadeia de
transmiss@o, e tendo em conta a agressao provocada contra a flora e a fauna
aquaticas pelos moluscocidas quimicos, o uso desses produtos vem sendo
limitados @aos focos de transmissdo e localidades com altos indices de
positividade (Ministério da Salde, 1994). Mesmo nesses casos, considera-se
imprescindivel o conhecimento da dinamica populacional dos caramujos, de
modo a que a aplicagdo de moluscocida tenha o maximo de eficacia.

Atlé o presente, a quimioterapia é considerada o mais efetivo método
de controle da esquistossomose humana (Liese, 1886, WHO, 1993).

A esquistossomose mansdnica vem sendo combatida em
determinadas regides brasileiras. Planos limitados de combate & endemia,
dirigidos as areas mais afetadas, foram desenvolvidos a partir de 1950, logo
apbs o primeiro inquérito nacional de esquistossomose. No nordeste, as
acOes de controle foram desenvolvidas de forma sistematica, a partir de
1976, dentro do PECE (Programa de Conirole da Esquistossomose),
principalmente, com o uso do oxamniquine para tratamento em massa
(Silveira, 1989). Apesar disso, com sua interrupgdo, a prevaiéncia tem se
mantido por volta de 10%, mantendo-se altos 0s indices de mortalidade e
gravidade das internacdes hospitalares (Barreto e Carmo, 1994).

No Estado de S3o0 Paulo, a endemia vem sendo controlado de forma
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integral desde 1969 com a criac&o da CACESQ (Campanha de Combate a
Esquistossomose) pela Secretaria da Saude do Estado que posteriormente
foi incorporada a SUCEN (Superintendéncia de Controle de Endemias)

(SUCEN, 1982, Silva, 1992).

Susceptibilidade das formas imaturas de Schisfosoma

mansoni aos esquistossomicidas

Na pratica de tratamento em massa pode ocorrer administracdo de
drogas em individuos em que os vermes estejam na forma de
esquistossdmulo e ainda n&o chegaram ao figado.

Varios trabalhos tém demonstrado a atividade de drogas contra as
formas imaturas de S. mansoni.

Lammler (1958) mostrou que o mirasan S616 trimetilado inibia
completamente o desenvolvimento de S. mansoni em camundongo, se
administrado por via oral em uma tnica dose, dentro dos 5 primeiros dias da
infeccéo. Foster et al. (1971) trataram camundongos com UK 3883, na dose
de 17,5 mg/Kg, durante 5 dias consecutivos, na primeira semana de
infeccdo, obtendo reducdo de 95% da carga parasitaria. Neste experimento,

nao se conseguiu o mesmo resultado quando o tratamento se deu enire o

290 e 470 dia da infeccdo € embora os dois sexos estivessem presentes,
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relativamente poucos vermes estavam pareados. Neste caso, ainda houve
redugéo na oviposigdo.

Testando praziquantel com uma Unica dose de 342 mg/Kg por via oral
em diferentes estagios de infecgdo por S. mansoni (linhagem Porto Rico),
Xiao ef al, (1985) obtiveram reducdo na recuperacdo dos vermes entre 41 a
85%. Demonstraram que o praziguantel foi mais eficaz quando administrado
nos periodos de trés horas e 42 dias apods a infecgdo.

Ja Sabah ef al. (1986) observaram o comportamento desse helminto
em diferentes idades de infecgcdo, a diversas drogas em camundongos
infectados com 200 cercérias da cepa Porto Rico. Entre elas, utilizaram
oxamniquine na dose Unica de 50 mg/Kg, por via oral e praziquantel, na
dose de 250 mg/Kg, por trés dias alternados, pela mesma via. Seus
resultados mostraram maior atuac&o de oxamniquine na primeira semana da
infeccdo, enquanto que o praziquantel agia também na segunda semana
ap6és a infeccdo. Ainda foi demonstrado que ambas as drogas agem
eficazmente contra a fase adulta do trematddeo.

Coelho et al. (1991) trataram camundongos infectados com 350
cercarias da linhagem LE de S. mansoni, com oxamniquine em dose unica de
400 mg/Kg, nas 24, 48, 72 e 96 horas apos a infecgdo. Quarenta dias depois,
submeteram 0s animais a uma infec¢o desafio. Os resultados evidenciaram
que o grupo de animais tratados 24 e 96 horas apoés a primeira infecgéo, isto
&, nas fases de pele e de pulmao, adquiriram um estado de resisténcia.
Ainda Coelho ef al. (1993) observaram que oxamniquine administrado, na

dose de 400 mg/Kg de peso, 24 horas apds a infecgdo, praticamente impede
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a migracdo dos esquistossdmuios para o pulmdo. Com esses resuitados,
propuseram @ possibilidade de se fazer tratamento em pessoas
imediatamente apds contato com aguas naturalmente contaminadas com
cercarias. Sugeriram também, analogia com o uso de cercarias irradiadas
como modelo de imunizacdo na esquistossomose (Dean,1983, Mangold e
Dean, 1984, Bickle et al., 1979 e Cardoso e Coelho, 198%a e 1989b).

No entanto, ndo hé, até o presente, relato sobre o comportamento das
formas imaturas de finhagens que apresentam susceptibilidade alterada aos
esquistossomicidas em seu estagio adulto. Dessa forma, avaliou-se neste
trabalho, em camundongos “Swiss”, o comportamento de diferentes fases de
desenvolvimento, frente ao oxamniguine e &0 praziquantel, de duas
linhagens (linhagens MAP e OuH) que apresentam tal alteracdo de
susceptibilidade. Nesse sentido, a avaliagdo in vivo é etapa imprescindivel
que fornecera subsideos para estudos in vitro e para pesquisas com técnicas

em Imunoclogia e Biologia Molecular
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2. Objetivo
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O presente trabalho teve como propdsito, avaliar a susceptibilidade das
linhagens MAP e OuH de Schistosoma mansoni frente ao oxamniquine e
praziquantel, em diferentes estdgios de evolugdo do verme no hospedeiro
definitivo (estagios de esquistossdmulos na pele, no pulméo ¢ de verme adulto
no sistema porta-hepatico) através da avaliagdo dos seguintes parametros:

- Distribuicéo dos vermes de acordo com a localizag&o no sistema porta-
hepatico de camundongos.

- Relacéo entre o nUmero de vermes machos, fémeos e acasalados

- Alteracao de oograma

- Porcentagem de eficacia
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3. Material E Métodos
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1 - Linhagens de Schistosoma mansoni

Foram usadas as seguinies linhagens:

MAP - esta linhagem foi obtida a partir de um paciente proveniente do
Estado de Minas Gerais em 1978, apds seguidos tratamentos, sem sucesso,
com oxamniquine e hycanthone (Dias et a/ 1978). Tem sido mantida em nosso
laboratério, continuamente, através de passagens no modelo experimental

Biomphalaria glabrata simpatrica - camundongo Swiss.

OuH -~ originaria do municipio de Ourinhos (Vale do Paranapanema,
Estado de S&o Paulo), foi isolada a partir de trés portadores autdctones, os
quais ndo foram submetidos a tratamento (Gomes ef al, 1993). Esta linhagem
vem sendo, também, mantida no modelo B. gfabrata simpatricas - camundongo

Swiss.

Foram utilizadas a 45& geragé&o da linhagem MAP e a 8a da QuH.

2 - Formagao e manutencado de coldnias de Biomphalaria glabrata
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Devido a necessidade de grande numero de exemplares, foram coletadas
desovas de moluscos de coldnias matrizes, mantidas no Departamento de
Parasitologia, do Instituto de Biologia, da UNICAMP, para criagéo e ampliagao
de novas colonias.

Usou-se entdo, placas de isopor que serviram de substrato para os
moluscos desovarem. Estas placas, ja com as desovas, foram transferidos para
Tanqgues - tipo Eternit com capacidade para 50 e 200 litros. Deste modo, foram
preparados 6 tanques para criagdo e manutengdo dos moluscos, tanto de B.
glabrata albina proveniente de Belo Horizonte (MG) como de B. glabrata
melénica, da cidade de Ourinhos (SP). Esses animais foram alimentados com

alface fresca e racéo para rato, triturada, suplementada com 10% de CaCOs3

(Souza e Lima, 1990). Esses moluscos foram, posteriormente infectados com
linhagens de S. mansoni simpatricas, isto &, a albina com a linhagem MAP e a

melanica com a linhagem OuH.

3 - infeccao de Biomphalaria glabrata

Exemplares dos moluscos medindo entre 5 e 8 mm de diametro foram
colocados individualmente em pequenos frascos de vidro contendo miracidios
recém-eclodidos (5 miracidios por caramujo). Os conjuntos foram expostos ao

calor (+ 28° C ) e a iluminagdo emanadas por lampadas elétricas durante 2 a 4
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horas consecutivas (Standen, 1952). Terminado o perfodo de exposigéo, 0s
moluscos foram colocados em cristalizadores e mantidos da mesma forma

dagueles dos tanques de Eternit.

4 - Obtencao de cercarias para infeccdo de camundongos

Para cada linhagem (MAP e OuH), foram expostos a infeccao 300
moluscos, tanto a linhagem MAP como a OuH, para fornecer aproximadamente,
30 a 40 moluscos positivos (Gomes ef al., 1993, Magalhaes et al., 1993), a fim
de se obter um equilibrio entre os sexos do verme apos infecg@o nos

camundongos (Pellegrino e Katz, 1968).

5 - Infecgdo dos camundongos

Aproximadamente quarenta e cinco dias apos a infeccdo, 0s moluscos
foram expostos, individuaimente, em pequenos recipientes de vidro contendo
pequena quantidade de agua desclorada e exposios a luz e a temperatura de

280 C, por 3 & 4 horas com a finalidade de liberar cercarias (Peliegrino e

Macedo, 1955).
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Com as cercérias obtidas, os camundongos dos grupos experimentais
foram infectados pela cauda (Oliver e Stirewalt, 1952), utilizando-se de
dispositivo de contengdo de camundongos (Bromme e Radke, 1971 modificado
por Figueiredo, 1991a e 1991b).

Foram utilizados camundongos heterogenéticos Swiss-SPF, fémeos, com
aproximadamente trinta dias de idade, pesando entre 20 e 25 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas plasticas com tampa

metélica e alimentados com ragio de animal de laboratério e dgua "ad libitum”.

6 - Formacao dos grupos experimentais

Foram utilizados trés lotes de 98 (noventa e oito) camundongos
perfazendo-se assim, trés experimentos (replicatas) num total de 294 (duzentos
e noventa e quatro) camundongos.

Apos a infegdes, os camundongos foram marcados com solugéo de acido
picrico em diferentes partes do corpo e sorteados aleatoriamente sendo entao,
separados em gaiolas (7 animais/gaiola).

Cada experimento foi formado por 4 grupos, sendo 2 grupos de 42 (MAP

e OQuH) e 2 grupos de 7 camundongos {Cuar € Coun).
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Os grupos MAP e Cyap foram infectados com 120 cercarias da linhagem
MAP, os grupos OuH e Cou, com 120 cercarias da linhagem OuH. Os grupos
MAP e OuH foram entdo, subdivididos em 6 sub-grupos, cada um com 7
camundongos. Assim tivemos: MAP x4, MAPxa7, MAPoass, MAPpzg24, MAP g7,
MAP, .15 € OUHoxaz2s, OUHoxe7, OUHoxass, OuHpzq2s, OUHpzq7 € OuHpzges. Os  sub-
grupos oxa24, oxa7 e oxa45 foram fratados com oxamniquine 24 horas
(esquistossdmulo de pele), 7 dias (fase de puiméo) e 40 dias, (quando ja estao
adultos no sistema porta-hepatico), respectivamente apos a infecgéo (Barbosa
et al., 1978, Jordan e Webbe, 1982). Os sub-grupos pzq24, pzq7 e pzg45 foram
tratados com praziquantel, respectivamente, na mesma sequéncia do
oxamniguine.

Os grupos Cuar & Couwn foram utilizados como controle (ndo tratados).

Ressalta-se que este esquema foi realizado em trés experimentos. Houve
necessidade de friplicar os experimentos devido as variagdes inerentes ao
comportamento individual nas linhagens dos vermes (Sabah et al., 1986, Xiao et
al., 1985, Coles 1986).

Foram formados também, 2 grupos com 20 animais cada, expostos a 70
cercarias/animal, por imersao da cauda, com a finalidade de manter o estoque
da linhagem (grupos de manutencado). Esses grupos forneceram ovos para
infectar moluscos, as cercarias eliminadas foram usadas para infecgdo dos
animais do segundo e terceiro experimentos. Com isto, manteve-se a mesma

geragéo de cada linhagem nos trés experimentos.
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0 tamanho dos grupos foi determinado estatisticamente de acordo com a
estrutura do delineamento do experimento de tal forma a obter-se estimativas
mais precisas da variancia do erro experimental, associadas também, com base

em experiéncias anteriores em nosso laboratorio.

7 - Tratamento dos camundongos

7.1 - Com oxamniquine

Foi administrado por via oral em dose Gnica de 500 mg/kg. Essa droga foi

utilizada na forma de xarope (Mansil®, Pfizer) com concentragio de 50mg/ml.

7.2 - Com praziquantel

Foi administrada em dose unica de 350 mg/kg, também por via oral.
Utilizou-se comprimidos com 500 mg da droga (Cisticid ® . Merck). Esses
comprimidos foram pulverizados em gral de porcelana e dissolvidos em solugao
a 1% de Cremophor e 25 % de glicerina (Coles ef a/., 1986)

Ambas as drogas foram administradas com seringa iuberculina de vidro

(graduada em mi) com agulha especial para tubagem gastrica.
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8 - Perfusao

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento da coluna cervical
sessenta dias apods a infecgéo.

Realizou-se a perfusdo do figado e das veias mesentéricas com auxilio
de Bomba de Véacuo (Marconi® - Modelo - MA 508 ).

Apos a perfusdo (Yolles ef al, 1947) os vermes foram coletados por
aspiracdo (Radke et al, 1961 modificada por Dias et al., ndo publicado), os
vermes foram separados, de acordo com o focal de origem, em placas de Petri,
com solucéo salina 0,85%. O figado desses camundongos foi comprimido entre
duas placas de vidro para verificag&o de eventuais vermes naoc recolhidos pela
perfusao (Hill, 1956).

Os vermes obtidos foram separados e observados, em lupa
estereoscopica, de acordo com sua localizagdo, vitalidade, presenga de

machos, fémeos e casais.

9 - Oograma

Foi realizado a partir de fragmentos de intestino delgado dos
camundongos, usando laminas de vidro e laminulas de plastico transparentes,

com auxilio do microscépio optico comum (Pellegrino e Katz, 1968).
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A classificacdo dos estagios de desenvolvimento dos ovos (1g ad ,
maduros e mortos) seguiu o critério de Pellegrino ef al., (1962).
O oograma foi considerado alterado quando esteve ausente um ou mais

estagios correspondentes a ovos imaturos.

10 - Avaliacdo da susceptibilidade das linhagens frente as

drogas.

Foram usados os seguintes critérios para a avaliacdo das drogas:

- percentagem de distribuicdo dos vermes no sistema porta-hepatico

- porcentagem de eficacia (Sabah et al., 1986)
% r= 100 - {t x 100/c)
onde:

t = numero médio de vermes vivos perfundidos do grupo tratado

¢ = numero médio de vermes vivos do grupo controle

- percentagem de animais com alteracéo de oograma:
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11 - Anéalise dos resultados

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica orientadas pela
Professora Dra. Gabriela Stangenhaus, do Instituto de Matematica, Estatistica e
Computagéo, da UNICAMP.

Foi utilizado para tal, General Linear Models Procedure e Ryan-Einot-

Gabriel-Welsch Multiple Range Test do Sistema SAS® (SAS, 1985)
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4. Resultados
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1 - Mortalidade dos camundongos em todos os grupos e

recuperacao de vermes de S. mansoni nos grupos controles

Dos 147 camundongos infectados com a linhagem MAP de S. mansoni (3
experimentos utilizando 49 animais cada) apenas 4 deles morreram antes do
tempo determinado para a realizacdo das perfusGes. Um do grupo MAP s
pertencente ao segundo experimento, um do grupo Cuae (controle) e um do
grupo MAP(.q7 , do primeiro experimento e um do grupo MAP,.s , do terceiro
experimento (Tabela 1). Essas mortes ocorreram devido aos procedimentos de
administrag&o da droga, exceto a do camundongo do grupo controle, onde
provavelmente, a morte foi decorrente da esquistossomose. Houve alta
recuperac@o de vermes vivos nos camundongos infectados com a linhagem
MAP, sendo a maior meédia de 63,3 vermes no grupo controle do segundo

experimento (Tabela 15).

Ao contrario dos animais infectados com a linhagem MAP, onde
ocorreram poucas mortes, podemos notar a ocorréncia de alta mortalidade de
camundongos nos trés experimentos desenvolvidos com a finhagem OuH,
totalizando um total de 19 mortes, sendo: quatro nos grupos controles (duas no
primeiro, uma no segundo e uma no terceiro experimento, respectivamente),
uma no grupo OuHewys do primeiro experimento, duas do grupo OuHogas

(primeiro experimento), quatro nos grupos OuH.q24 (duas no primeiro e duas no
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segundo) e oite nos grupos OuH.qas (duas no primeiro, trés no segundo e trés
no terceiro experimento)(Tabela 2). Essas mortes parecem estar relacionadas a
alta infectividade da linhagem. No grupo Coun (controle QuH) notamos a maior

média de recuperacgio de 84,4 vermes (Tabela 17).

2 - Atividade de oxamniquine e praziquantel sobre a distribuicido dos

vermes no figado e veias mesentéricas

As Tabelas 3 a 5 ¢ 6 a 8 mostram o nimero médio de vermes machos,
féemeos e acasalados recuperados no figado e nas veias mesentéricas dos
camundongos infectados, respectivamente, com a linhagem MAP e OuH nos
diferentes tratamentos realizados. A porcentagem de vermes encontrados no
figado e nas veias mesentéricas est&o descritos na Tabela 9 e Figura 1 para a
linhagem MAP e na Tabela 10 e Figura 2 para a linhagem OuH.

Na linhagem MAP os grupos tratados 24 horas ou 7 dias apos a infecc&o
apresentaram, praticamente, 0 mesmo padrao de distribuigdo do grupo controle,
isto €, com a maioria dos vermes localizada nas veias mesentéricas (mais de
90%) (Tabela 9). Isso ndo ocorre Nno entanto, nos grupos tratados 45 dias apods
a infecgdo, onde o grupo MAP...4s (Segundo experimento)apresentou um
maximo de 29,3% de vermes no figado e grupo MAP,.qs, (primeiro experimento)

45,2%. De fato, a analise estatistica realizada através do estudo pelo Modelo

[ ———
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Geral Linear e do teste de comparagbes multiplas de Ryan-Einot-Gabriel-
Welsch, n&o detectou diferencas estatisticamente significantes entre as
proporgbes do numero de vermes encontrados no figado e nas veias
mesentéricas nos tratamentos dos grupos MAP az4, MAP a7, MAP zg24, MAP o7 €
Cwap (controle) (Tabelas 51 e 5.3 do Anexo). Ambas as drogas, quando
administradas 45 dias apbés a infecgdo, proporcionaram namero
significativamente maior de vermes recuperados no figado em comparacéo ao
demais grupos, sendo que com praziquantel, o efeito foi maior ainda, que com
oxamniguine (Tabela 8, Tabelas 5.1 e 5.3 do Anexo).

Os camundongos dos grupos infectados com a linhagem OuH e tratados
com oxamniquine foram totalmente curados, ndo sendo encontrados vermes
vivos (Tabela 10) quando realizadas as perfusdes.. Os grupos OuHpqs €
OuHq7, N0 apresentaram diferengca quando comparados ao grupo controle
com relagdo a distribuicdo dos vermes no figado e nas veias mesentéricas
(Tabelas 5.5 e 5.7 do Anexo). O grupo OuH,,us NO entanto, apresentou maior
numero de vermes vivos recuperados no figado, com a maior média chegando a
81% (Tabela 10 e Figura 2), a exemplo do ocorrido com a linhagem MAP.
Estatisticamente, apenas este grupo apresentou diferenca significativa no
numerc de vermes deslocados (Tabelas 5.5 ¢ 5.7 Anexo). Convém salientar

que, no grupo OuHo.4s, todos 0s vermes estavam mortos e foram deslocados

para o figado.
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3 - Atividade de oxamniquine e praziquantel sobre os sexos,

acasalamento e alteragdo de ocograma

As porcentagens de vermes machos ou fémeos, obtidos com a perfuséo,
apos cada tratamento estéo descritas na Tabela 11 e Figura 3 para a linhagem
MAP e Tabela 12 e Figura 4 para a linhagem OuH .

Notamos gque em todos os grupos ocorreu um equilibrio muito grande
entre no niimero de vermes dos dois sexos. Estatisticamente, foram comparados
machos e fémeos presentes no figado e nas mesentéricas. Nos grupos de
camundongos infectados com a linhagem MAP, detectou-se, em todos os
grupos um numero maior de vermes fémeos localizadas nas mesentéricas e
maior de machos no figado (Tabelas 59 e 510 do Anexo). Nos grupos
infectados com a linhagem OuH, nenhum apresentou nimero significativamente
superior de um dos sexos (Tabelas 5.11 e 5.12 do Anexo).

Em relaco ao numero de vermes acasalados, notamos que na linhagem
MAP, ambas as drogas provocaram diminuicdo somente nos grupos tratados 45
dias apds a infecgéo (Tabelas 13 e Tabelas 5.2 e 5.4 do Anexo, Figura 5) . Na
linhagem OuH, no grupo OuH,.qs Observou-se comportamento semelhante
(Tabelas 14 e Tabelas 56 e 5.8 do Anexo e Figura 6). Ressalta-se que o

tratamento dos grupos OuHoazs, OUHxe7 © OuHeaes resultou em total eliminacéo

dos vermes. .
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Na Tabela 18 notamos alteragio de cograma somente nos camundongos
do Grupo MAP .. Todos 0s demais apresentaram-se normais, isto €, com ovos
de todos os estagios.

A Tabela 19 mostra alieracdo de todos os oogramas nos grupos tratados
com oxamniquiine. Nos grupos OuHoxazs © OuHoer, N8o foram encontrados ovos
de S. mansoni. No grupo OuH...s 0OCcorreu auséncia de um dos estagios de ovos
que podemos encontrar em um oograma normal. Nos grupos tratados com

praziquantel, apenas o grupo OuHyqs apresentou 100% de oogramas

aiterados.

4 - Porcentagem de eficacia

Nota-se que oxamniquine, na linhagem MAP, teve acdo menor sobre a
forma pulmonar e maior sobre as fases de pele e adulta, sendo muito proximas
uma da outra (Tabela 15). Apesar de ter sido administrada oxamniquine em
dose bastante elevada, a eficacia n&o passou de 48,3% quando administrada
na fase de pele e 39,5% quando administrada na fase adulta (Tabela 15, Figura
7). O praziquantel proporcionou eficacias também menores na fase pulmonar,
porém com valores mais préximos dos encontrados na fase de pele (Tabela 16,
Figura 7). Na fase adulta, a eficacia foi relativamente elevada, chegando a

76,9%. Estatisticamente, nos grupos MAP .24 € MAP..45 Observou-se diferenca
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significativa entre o namero total de vermes perfundidos vivos desses grupos
com os do grupo controle, ndo tendo o grupo MAP,..; esta diferenca (Tabela
513, Anexo). Nos tratamentos com praziquantel as diferengas ndo foram
significativas entre os grupos MAP g4 € MAP.;, tendo ocorrido em ambos
recuperacdo de vermes significativamente menores que o grupo controle e
maiores que o grupo MAP.q.s.(Tabela 5.13, Anexo)

A Tabela 17 e a Figura 8 mostram a alta eficacia (ate 88,4%)
proporcionada por uma dose unica de 350 mg/kg de praziquantel contra a fase
aduita da linhagem OuH. Nas fases cutanea e pulmonar as eficacias maximas
foram respectivamente, 22,5 e 41,2%. Estatisticamente, n&o detectou-se
diferenca somente entre o grupo controle & o grupo OuHp.q24. (Tabela 5.14 do
Anexo) O numero de vermes vivos do grupo OuH,.q; foi menor que o controle e

maior, estatisticamente, que o grupo OuH,..4s (Tabela 5.14 do Anexo).
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Tabela 1 - Numero de camundongos mortos apés infeccdo com 120
cercérias da linhagem MAP de S. mansoni.

Experimento  Grupos camundongos camundongos n°de mortes
tratados examinandos
MAP gxa2s 7 7 0
MAP oxa7 7 7 8]
MAP oxas5 7 7 0
! MAP pzq24 7 7 0
MAP 27 7 7 0
MAP 2045 7 6 1
Cmar 7 8 1
MAP oxa24 7 7 0
MAP oxa? 7 7 0
MAP oxa45 7 8 1
2 MAP 2024 7 7 0
MAP 27 7 7 0
MAP g4 7 7 0
Camee 7 7 0
MAPoxa 7 7 ¢]
MARPoxa7 7 7 0
MAP oxads 7 7 0
° MAPpzq24 7 7 0
MAPp2q7 7 7 0
MAPpzq45 7 6 1
Chap 7 7 0
TOTAL 147 143 4
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Tabela 2 - Numero de camundongos mortos ap6s infeccdo com 120 cercérias da
linhagem OuH de S. manson.

Experimento Grupos camundongos camundongos n°de mortes
tratados examinandos

OUH oxaza 7 6 1

OUHoxar 7 7 0

OUHgaas 7 5 2

! OUHgzg4 7 5 2
OUHpzq7 7 7 0

OUHpzq4s 7 5 2

Coun 7 5 2

OUH, 24 7 7 0

OUHar 7 7 0

OUHoxads 7 7 0

2

OUHpzq24 7 5 2

OUH 247 7 7 0

QUH zq4s 7 4 3

Coun 7 =] 1

OUHaxaz4 7 7 0

OUHoxar 7 7 0

OUHxass 7 7 0

3

OUHgzq24 7 7 0

OUHM,zq7 7 7 0

OUHpzq4s 7 4 3

Couwn 7 5] 1
TOTAL 147 128 19
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Tabela 9 - Distribuicio dos vermes vivos de acordo com a localizacao (figado
ou mesenteério) e tratamentos (oxamniquine - dose Unica, 500 mg/kg,
- dose unica, 350 mg/kg, via oral) de
camundongos infectados pela linhagem MAP de Schistosoma

via oral, praziquantel

mansoni.
Distribuic&o de vermes
VEIAS
Exp. GRUPO FIGADO MESENTERICAS TOTAL
media (%) media (%) média

MAP oa24 1,4 (5,1 28,7 (94,9) 281  (100)

MAP .7 2,6 (6,9) 35,0 (93,1) 37,6 (100)

1 MAP oas5 8,7 (26,5) 240 (73,5) 329 (100)
MAP ¢2q24 4,7 (12,7) 32,3 (823) 37,0 (100)

MAP 27 18,0 (4,4) 385 (956) 41,3  (100)

MAP pzq45 10,0 (45,2) 124 (54,8) 224 (100)

Cumap 4.3 (7,9) 50,0 (92,1) 543 (100)

MAP 6224 4.4 (117) 33,1 (88,3) 37,7 (100)

MAP a7 4.1 (7,9) 48,0 (92,1) 521  (100)

2 MAP ga4s 11,7  (29,3) 282 (70.7) 399 (100)
MAP 52024 3,9 (10,3) 34,0 (89,7) 37,7 (100}

MAP .47 3,6 (9,2) 35,7 (90.,8) 39,3 (100}

MAP pzq45 54 (372 91 (628 14,5 (100)

Cumapr 3,4 (5,4) 59,9 (94,6) 63,3 (100)

MAP sxa24 3,4 (9,2) 334 (90,8) 36,8 (100)

MAP ;a7 1,7 (3,4) 48,6 (96,6) 50,3 (100)

3 MAP 545 8,4 (23,3) 27,7 (76,7) 36,1 (100)
MAP 52524 5,9 (8,7) 256 (81,3) 31,5 (100)

MAP ;zq7 2,0 (4,2) 454  (95,8) 47 4  (100)

MAP zq45 5,5 (30,6) 125 (69,4) 18,0 (100)

Cumap 42 (8,6) 444 (91,49 486 (100)
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Tabela 10 - Distribuicéo dos vermes vivos de acordo com a localizacéo (figado ou
mesentério) e tratamento (oxamniquine - dose Gnica, 500 mg/kg, via oral
praziquantel - dose udnica, 350 mg/kg, via oral) de camundongos

infectados pela linhagem OuH de Schistosoma mansoni.

Distribuicao de vermes

VEIAS
Exp. GRUPO FIGADO MESENTERICAS TOTAL
média (%) média (%) meédia (%)

OUHoxa24 0 0 0

OUHOXB7 O 0 0

1 OUHoxatlS O O O
OuHpzos 8,8 (13,5) 56,6  (86,5) 654 (100)
OuHzq7 8,9 (17,9 40,9 (82,1) 498 (100)
OuMpzqes 80 (8186) 1.8  (18,4) 98 (100)
Coun 12,4 (14,7) 72,0 (85,3) 844 (100)

OuH 24 0 0 0

OuHga7 0 0 0

2 OUHoxa45 0 0 0
OuH 224 12,0 (16,2) 62,6 (83,8) 740 (100)
OuHyagr 84 (13,8) 52,3 (86,2) 60,7 (100)
OuHzqas 10,5 (77.8) 3,0 (22,2) 13,5 (100)
Cow 142 (17.4) 672 (82,6) 81,4 (100)

OUcha24 O O D

OUHoxa? 0 0 0

3 OuHoxads 0 0 0
OuHpzg2e 87 (11,9) 64,6 (88,1) 733 (100)
OuHgzqr 76  (152) 425 (84.8) 50,1 (100)
OuHgzqss 88 (557) 7.0 (44,3) 15,8  (100)
Coun 7.7 (9,5) 73,0  (90,5) 80,7 (100)
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Tabela 11 - Distribuigdo dos vermes vivos de Schistosoma mansoni, (linhagem
MAP) segundo sexo em camundongos tratados com oxamniquine
(500 mg/kg) e praziquantel (350) mg/kg, ambas em dose Gnica, via

oral.
Distribuig&o do sexo
machos femeos

Exp Grupo média (%) médias (%)
MAP ;24 14,5 (51,8) 13,5 (48,2)
MAP ;a7 19,6 (52,1) 18,0 (47,9)
MAP a5 17,3 (52,6) 15,4 (47 ,4)

1 MAP 224 21,0 (56,8) 16 (43,2)
MAP ;27 21,6 (52,4) 19,6 (47,6)
MAP 2445 10,4 (45,1) 12,7 (54,9)
Cuap 28 (51,5) 24,8 (48,5)
MAP o224 17,7 (47 1) 19,9 (52,9)
MAP a7 26,1 (50,1) 26,0 (49,9)
MAPOXMS 21 ,6 (54,4) 18,2 (45,6)
2 MAP ;204 19,6 (51,7) 18,3 (48,3)
MAP g7 20,6 (52,4) 18,7 (47.6)

MAP 2045 6,4 (44,1) 8,1 (55,9)

Cwmap 33,3 (562,6) 30 (47.4)
MAP 5224 20,1 (54,7) 16,7 (45,3)
MAP o7 25,3 (50,3) 25,0 (42,7)
MAP ;as5 21,0 (58,6) 14,8 (41,4)
3 MAP c2q24 18,4 (58,6) 13,0 (41,4)
MAP.q7 24,1 (50,9) 23,3 (49,1)

MAP ;245 8,7 (48,1) 9,3 (51,9)
Cumap 21,0 (51,3} 23,7 (48,7)
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Tabela 12 Distribuicdo do numero médio dos vermes vivos Schistosoma
mansoni, {linhagem OQOuH) segundo sexo em camundongos
tratados com oxamniquine (500 mg/kg) e praziquantel (350)
mg/kg, ambas em dose Unica, via oral.

Distribuicao dos sexo

machos fémeos
Exp Grupo media (%) medias (%)
OUHoxazz; C 0
OuH, a7 0 0
OUH0X345 0 O
1 OuHpzq24 35,0 (50,6) 34.2 (49.4)
OuHgzqr 27,0 (54,2) 22,8 (46,8)
OuHgpzqas 4,6 (47.0) 5,2 (53,0)
Cour 46,2 (52,4) 41,8 (47,8)
OUHovaA O O
OUHoxa'] 0 0
OUHoxa45 §] 0
2 OuHpzq24 40,0 (54,1) 34,0 (45,9)
OuHpzq7 33,4 (54,6) 27,8 (45,4)
OuHpzqas 9,8 (72,1) 3,8 (28,9)
Cout 45,7 (54.1) 38,1 (45,9)
OUHox324 O 0
OE.EHoxa? 0 0
OUHox345 0 O
3 OuMHpzq24 35,9 (49,1) 37,2 (50,9)
OuHyq7 23,9 (47,8) 26,1 (52,2)
OuHpzq4s 9,1 (56,9) 6,9 (43,1)
Cout 37,7 (45,9) 445 (54.1)
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Tabela 13 Porcentagem de vermes vivos acasalados de acordo com os
tratamentos (oxamniquine - dose Unica, 500 mg/kg, via oral
praziquantel - dose unica, 350 mg/kg, via oral)em camundongos
infectados pela linhagem MAP de Schistosoma mansoni.

Exp Grupo NO. médio % de vermes acasalados
de vermes

MAP o224 28,1 Q0.4

MAP a7 376 92.8

1 MAPoxa45 32,9 61 ,?
MAP 2424 370 80,3

MAP .47 413 G4 4

MAP pzq4s 22,4 548

Cwmap 54,3 85,3

MAP oxa24 37,6 86,7

MAP a7 521 849

2 MAPoxa45 39,8 61 ,1
MAP 2q24 37,9 86,8

MAP 47 39,3 858

MAP 2045 14,4 548

Cmarp 63,3 87,6

MAP o224 36,9 84,5
MApoxaT 50,3 86,9

3 MAP a5 36,1 64,5
MAP pzq24 2506 73,6

MAP .7 47 4 952
MAP;q45 18,0 61,1

Cwae 48,7 92,7
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Tabela 14- Porcentagem de vermes vivos acasalados de acordo com os
tratamentos (oxamniquine - dose Unica, 500 mg/kg, via oral

praziquantel -

dose unica, 350 mg/kg, via orallem

camundongos infectados com 120 cercarias da linhagem
OuH de Schistosorna mansoni.

Exp. Grupo NO. médio % de vermes acasalados
de vermes
OuHa24 0 0
OUHOXa? 0 0
1 OUHoxaqs O 0
OUszq24 65,4 39,8
OuHpzq7 49,6 58,8
OUszq45 9,8 16,3
Cour 84 4 48,8
OUHoxa24 O O
OUHoxa7 0 8
2 OUHoxa45 0 0
OuHpzqs 74,6 43,9
OuHpzq7 52,3 51,8
OuHzq45 13,5 18,5
Coun 81,3 496
OUHoxa24 0 0
OUHoxa? 0 ]
3 OUHoxa45 O 0
OUszq24 73,3 49, 1
OuHpq7 50,1 50,1
OUszq‘ss 1 5,8 28,6
Count 80,7 550

b
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Tabela 15 - Efeito de dose oral tinica de oxamniquine (500 mg/kg,) em

diferentes estigios de infecgdo da linhagem MAP (120

cercarias) de Schistosoma mansoni em camundongo Swiss

albino .
Dura¢do  NO de camundongos .
EXp ‘ da €Xamj11adOS/N0 de NO de vermes % de eﬁcaCIa
infecgdo camundongos (média = dp)
(dias) tratados
01 07/07 28.1 £ 3,09 48,3
I 07 07/07 376 = 6.65 30,8
45 07/07 329 + 582 39,5
controle 06/-- 543 +£5,55 -~
01 07/07 37,6 + 4,20 40.6
2 07 07/07 52,1 +4.54 17,7
45 06/07 39,8 =429 37,1
controle 07/-- 63,3 + 4,76 -~
01 07/07 36,9 + 4,88 242
3 07 07/07 50,3 +5,22 0,0
45 07/07 36,1 £3,97 259
controle 07/-- 487 + 3,97 -~
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Tabela 16 - Efeito de dose oral unica de praziquantel (350 mg/kg,) em

diferentes estagios de infecgdo da linhagem MAP (120
cercarias) de Schistosoma mansoni em camundongo Swiss

albmo .

Duragdo  N© de camundongos

Exp. da examinados/NO de  NO de vermes % de eficacia
infecgdo camundongos (média + dp)
(dias) tratados
01 07/07 37.0 + 5,48 31,9
1 07 06/07 41,3 + 1,83 23,9
45 07/07 22,1 £ 3,93 59,2
controle 06/-- 54,3 + 5,55 -~
01 07/07 37.9+3,48 40,1
2 07 07/07 393 +3,52 37.9
45 07/07 14,6 4+ 3,02 76,9
controle 07/-- 63,3 +4,76 --
01 07/07 31,4 +2.46 35,5
3 07 07/07 474 + 6,05 2.7
45 06/67 18,0 = 3,67 63,0

controle 07/-- 487 = 3,99 --
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Tabela 17 - Efeito de dose oral tinica de praziquantel (350 mg/kg,) em
diferentes estagios de infecgdo da linhagem OuH (infecgdo
com 120 cercarias) de Schistosoma mansoni em camundongo

Swiss albino .
Duragdo  NO de camundongos
Exp. da examinados/NO de NO de vermes 7o de eficacia
infecgéo camundongos (média + dp)
(dias) tratados
01 05/07 65,4 +19,2 22.5
1 07 07/07 496 =128 41,2
45 05/07 08+45 88.4
controle 05/-- 84.4 20,3 --
01 05/07 74,6 + 13,6 8,2
2 07 07/07 60,7 + 16,4 25.3
45 04/07 13,5+4,5 834
controle 06/-- 81,3 +15,9 -
01 07/07 73,3 +19.0 7.8
3 07 07/07 50,1 + 14,7 37,0
45 04/07 15,8498 80.0
controle 06/-- 80,7+ 18,5 --
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Tabela 18 - Numero de camundongos com alteragdo do oograma apos
tratamento em diferenties estagios de infeccédo (linhagem
MAP) de Schistosoma mansoni.

Grupos

EXp. MAPGX324 MAPoxa? MAPoxaﬁiS MApsz24 MAszq? MAszq45 CMAP

1 0(7)" 0({7) O () 0(7) 0 (86) 4 (7) 0 (6)
2 0(7) O (7) 0O () () 0({7) 5(7) 0 (7)
3 0@ 0@ 0 (@) 0(7) 0 (7) 3 (6) 0 (7)

* - n° de oogramas alterados (N° de camundongos examinados)
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Tabela 19 - Numero de camundongos com alteragdo do oograma apds
tratamento em diferentes estagios de infecc@o (linhagem OuH)
de Schistosoma mansoni.

Grupos

EXp. OUHoxa24 OUHoxaT OUHoxa45 OUszcgzat Oquzq? OUszq-ﬁS COuH

1 6@ 7@ 5(5) 0 07) 5(5) 0(5)
2 7@ T@» T 0(B) 07) 4(4) 0(8)

3 )y Ty 7 (7) 0() 0 (7} 4(4) G (8)

* néo foram encontrados ovos

* N° de oogramas alterados (N° de camundongos examinados)
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6. Discusséo
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade esquistossomicida de
oxamniquine e de praziquantel em trés diferentes fases de desenvolvimento
(esquistossdmulos de pele, pumao e verme adulio no figado e nas veias
mesentéricas) de duas linhagens de Schistosoma mansoni:

- linhagem MAP, gue em varios trabaihos, demonstrou-se resistente ao
oxamniquine e sensivel ao praziquantel (Dias et al, 1978, Drescher et al, 1993},

- linhagem OuH, recentemente isolada do campo, na regiao de Ourinhos -
SP, apresentando alteragdo de susceptibilidade ao oxamniquine &
aparentemente também ao praziquantel (Gomes ef al. 19983, Bonesso-Sabadini
1993).

Embora exista extensa literatura a respeito da resposta de drogas
esquistossomicidas, ela pode ser caracterizada por uma diversidade marcante
nos modelos experimentais, mesmo quando os principais objetivos s80
semelhantes. Assim, ha diferencas consideraveis entre os experimentos, guanto
4 espécie e a linhagem do hospedeiro, a linhagem do parasito, a carga
parasitéria, o modo de infeccéo, a via e escoltha do momento de administrar a
droga. Ao lado disso, os metodos usados para a avaliacdo da eficacia, que
incluem deslocamento hepatico ou pulmonar, alteragéo de oograma, redugdo na
eliminacdo ou produgdo de ovos, mudangas morfolégicas, bioguimicas ou
fisiolbgicas no parasito e mortalidade do parasito e do hospedeiro,

frequentemente, sdo determinadas em diferentes tempos apos o tratamento.
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Gonnert e Andrews (1977) demonstraram uma grande variagdo da
atividade do praziquantel, contra a fase adulta de S. mansoni, linhagem da
Libéria, de acordo com diferentes esquemas posoldgicos, com doses variando
de 25 a 500 mg/kg, divididas em até dez vezes em um mesmo dia, ou ainda em
dez dias consecutivos.

Desta forma, torna-se dificil a comparagéo e interpretagao dos resultados
entre diferentes autores. Neste trabalho, portanto, para as duas linhagens,
utilizamos © mesmo protocolo experimental, isto é, mesmo modo de infecgao,
via de administracdo, periodo e dose das drogas, para avaliagéo da
susceptibilidade ao praziquantel e ao oxamniquine. O objetivo foi utilizar ambas
as drogas em dose Unica na expectativa de se obter eficacia relativamente alta
quando do tratamento realizado durante a fase adulta dos vermes € assim,
comparar os resultados entre as duas linhagens estudadas nesta fase, bem
como entre os estagios de desenvolvimento. Dessa maneira, a dose de 500
mg/kg de oxamniquine foi calculada com base em trabalhos anteriores
realizados pela nossa equipe (Dias et al. 1988, Drescher et al., 1993, Bonesso-
Sabadini, 1994). Em relag@o ao praziguantel, a dose de 350 mg/kg foi baseada
principalmente nos trabalhos de Xiao et al. (1985) e Gonnert e Andrews (1977,
j& que ndo existem estudos com as linhagens agui pesquisadas, em que se

testou essa droga em dose unica.
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Deslocamento Hepético

A primeira manifestacdo da agéo de uma droga contra esquistossomos
adultos é o deslocamento dos vermes das veias mesentéricas para o figado ou
pulmées, ocorrendo frequentemente, também, o desacasalamento. Tem sido
observado que apbs tratamento com algumas drogas, como antimoniais e
praziquantel, o resultado € uma répida fuga para o figado (aproximadamente
uma hora apés administragdo), enguanto que, apos o tratamento com
oxamniquine ou hycanthone esse deslocamento demanda um tempo maior (ate
& dias)(Cioli ef al. 1995). A partir dos conhecimentos atuais sobre 0 mecanismo
de acdo do praziquantel e de acordo com Katz et al. (1989) observa-se que o
tempo necessério para se obter a méxima efetividade dessa droga é de uma a
duas semanas apds sua administracdo. O oxamniquine, que age de maneira
diferente do praziguantel, tem sua agao relativamente mais lenta, podendo ser
demonstrada sua total efetividade duas semanas apoés o tratamento (Popiel e
Erasmus, 1982).

Demostrou-se através de microscopia eletronica, que oxamniquine induz
in vivo © aparecimento de corpos membranosos, formagdo de vesiculas e perda
irreversivel do tegumento em vermes deslocados para o figado de
camundongos duas semanas apos o tratamento (Popiel e Erasmus, 1984).

Um mecanismo proposto para a eliminagdo do esquistossoma pelo

praziquantel envolve a perda da capacidade de aderéncia a parede dos vasos
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sanguineos, decorrente da paralisia induzida pela droga, e seu deslocamento
passivo para o figado, onde seriam retidos e destruidos por granulécitos no
periodo de 4 a 18 dias apds o tratamento (Melhorn et a/,1981). Assim, Andrews
(1981) demonstrou que o tratamento de infeccbes maturas com doses sub-
curativas de praziquantel produziu uma rapida fuga dos vermes para o figado,
que poderia ter ocorrido devido a uma paralisia induzida pela droga. Poréem, a
menos que ocorressem danos suficientes, a recuperacgéo de tal paralisia poderia
ocorrer, resultando na migragdo dos vermes de volta para as veias
mesentéricas.

Dessa maneira, independentemente do mecanismo de agao, a maioria
das drogas esquistossomicidas induz primariamente, vérias formas de danos
tegumentares que resuitam em um enfraquecimento do verme que é ent&o,
arrastado pelo sangue, das veias mesentéricas para o figado.

Neste trabalho, a andlise dessa distribuicdo de vermes foi realizada sob
dois pontos:

- quando o tratamento ocorreu com 0s vermes na fase adulta.

- quando ¢ tratamento ocofreu com O$ vermes nas fases jovens
(esquistossdmulos).

No primeiro caso, os vermes ja estavam nas veias mesentéricas e apss 0
tratamento, tanto com oxamniquine como com praziquantel, em ambas as
linhagens, ocarreu desloccamento para o figado em namero significativamente

maior que © numero de vermes perfundidos no figado dos grupos controles
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(Tabelas 5.1, 53, 5.5 e 5.7 do Anexo). Apds o tratamento com oxamniquine,
todos os vermes da linhagem OuH foram desiocados para o figado e morreram.
O praziquantel proporcionou, nesta mesma linhagem, o deslocamento de até
81.6% de vermes (Tabela 10 e Figura 2). Ja na linhagem MAP, os vermes foram
deslocados para o figado, em maior numero, ap6s o tratamento com
praziquantel (Tabela 9 e Figura 1)

Quando o tratamento ocorreu com 0S8 esquistossdmulos estando em
migragéo nos 6Orgaos do camundongo (pele e pulmbes) notamos a morte de
alguns vermes (Tabela 15, 16 e 17). Os esquistossdmulos sobreviventes ao
tratamento desenvolveram-se normalmente até vermes adultos ndo sendo
encontradas diferencas significativas entre estes grupos € a distribuicdo de

vermes no figado e nas veias mesentéricas apresentada pelos controles.

Influéncia sobre alteracdo de oogramas e acasalamento

Os ocogramas dos grupos tratados durante as formas imaturas do
trematddec  (MAPoxa24, MAPpzq24, MAPoxar, MAPpzq7, OuHpzg24 e
OuHpzq7) ndo sofreram qualquer alteracao, embora tenha ocorrido diminuigéo
da carga parasitaria, demonstrande que tais tratamentos n&o influenciaram as
fungbes reprodutoras desses vermes. O nimero de casais nesses grupos

também nao diferem daguele encontrado nos grupos controles (Tabelas 5.2,
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5.4, 56 e 5,8 do Anexo). Praticamente n&o ha relatos a respeito de alteragio de
oograma e influéncia sobre acasalamento quando da administracéo de drogas
durante as formas imaturas de S. mansoni. Apenas Foster ef al (1971),
utilizando o UK 3883 (precursora do oxamniquine), demonstraram reducéo de
acasalamentos e oviposigdo com tratamento sendo realizado nos cinco dias
subsequentes a infeccdo. A anélise desses itens é portanto, muito importante na
avaliagdo de determinada droga.

Segundo Pellegrino e Faria (1965) uma droga pode ser considerada ativa
contra esquistossomose quando um ou mais estagios de desenvolvimento de
ovos imaturos estdo ausentes no oograma, indicando parada na postura de
OVvos.

A interrupgdo na postura de ovos e danos tegumentares nas fémeos
tornam-se aparentes dentro de poucos minutos apés uma Unica aplicagéc de
praziquantel (Becker et al., 1980, Mehlhorn ef al. 1981) e de oxamniquine
(Pellegrino et al, 1973). Isso acontece, além da aglo da droga, devido a
separacdo dos vermes pareados, que tem como consequéncia, uma rapida
mudanca fisiologica e bioquimica na fémea, levando a mudancas regressivas no
ovéario, a completa regressdo da glandula vitelinica e a uma grande redugéo no
tamanho (Popiel et al., 1984)

Os grupos de camundongos tratados aos 45 dias de infecg&o e, portanto,
contendo vermes adultos (MAPoxad45 e MAPpzq45) apresentaram, no total,

menor numero de vermes acasalados do que nos grupos controles (Tabela 13).
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Entretanto, © numeroc de casais vivos nos figados dos camundongos
constituintes desses grupos foi maior do que nos grupos controles, indicando
que o desacasalamento deve ocorrer apés o deslocamento dos vermes para

este érgao (Tabela 5.2).

Atividade das drogas sobre 0s sexos

Em nosso trabalho, oxamniquine e praziguantel nao apresentaram
diferencas significativas sobre o nimero total de vermes vivos machos e femeos
em ambas as linhagens e em qualquer tempoc em que ocorreu © tratamento.
Embora tenha sido detectada diferenca estatistica entre os vermes machos e
fémeos presentes no figado e veias mesentéricas nos grupos infectados com a
linhagem MAP (Tabelas 5.9 e 5.10 do Anexo I). Para nés, esse fato ndo ocorreu
devido aos tratamentos, j4 que esse resultado ocorreu em todos os grupo,
inclusive no grupo controle {Cuap).

A auséncia de maior agdo sobre os vermes machos pode ser explicada,
no caso do oxamniquine, pela resisténcia apresentada pela linhagem MAP em
todas as fases de infeccdo e ao confrario, pela total susceptibilidade
apresentada pela linhagem OuH. Com praziquantel, nossos resultados
concordam com diversos autores, onde a susceptibilidade dos vermes fémeos

n&o difere da dos machos (Gonnert e Andrews, 1977, Drescher et af., 1993).
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Experimentos demonstraram ser o oxamniquine, mais efetivo contra
vermes machos (Foster ef al. 1971, Marshall, 1987, Delgado et al. 1992, Cioli et
al 1995). Tratamento com droga UK 3883 de camundongos infectados com a
linhagem Arusha Chini, proveniente do leste africano, afetou iguaimente machos
e fémeos quando realizado durante a primeira semana de infecgéo e ocasionou
maior mortalidade de vermes machos quando a droga foi administrada com os
vermes na fase adulta (Foster ef al. 1971). Ressalta-se que este & um dos
poucos trabalhos a relatar efeito de droga na susceptibilidade de vermes
machos e fémeos com tratamento durante as fases imaturas.

Estudos em camundongos demonsiraram que praziguantel proporciona
igual eficacia em esquistossomos machos em infecgbes unissexuais e
bissexuais. Entretanto, sua eficacia com fémeos de S. mansoni em infecgbes
unissexuais € muito menor. Isto se deve ao fato de que os fémeos ndo pareadas
com os machos ndo se desenvolvem, tanto em termos de crescimento como
maturacdo sexual, e mesmo j& estando no figado, permanecem na fase de
menor susceptibilidade a varias drogas (Génnert e Andrews, 1977, Sabah ef aj,
1985). Tem sido demonstrado n&o haver diferenca de susceptibilidade entre
ambos 0s sexos apos administracio de doses subcurativas de praziguantel em
infeccbes mistas (Gonnert e Andrews, 1977, Pellegrino et al. 1977, Mehlhorn ef
al. 1981). Por outro lado, Delgado et al., (1992) obtiveram tendéncia de maior
reducdc de fémeos do que de machos de S. mansoni (com diferengas

estatisticamente significantes) utilizando praziquantel em doses Unica de 250 e
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500 mg/kg nas linhagens BH e SM. Fato interessante neste trabalho foi que este
resultado variou de acordo com a linhagem e dose utilizada.

Drescher et al. (1993) utilizando a linhagem BH e mesma dose utilizada
pelos autores anteriores, porém, dividida em cinco dias (50 mg/kg x 5 dias) nado
detectaram diferenca na susceptibilidade entre os sexos.

Shaw e Erasmus (1988), usando praziquantel, observaram niveis
varidveis de alteragdes nas musculaturas subtegumentar e gastrodérmica,
assim como mudancas em estruturas internas, particularmente, céluias
vitelinicas em diferenciacdo e ovario dos fémeos. Similarmente, Xiao et al.
(1981) encontraram maiores niveis da droga em giandula vitelinica do que em
outros tecidos de S. japonicum tratado com praziquantel (marcado com tritio ) in
vivo. Entretanto, através de estudaos in vitro, utilizando microscopia eletrdnica,
demonstrou-se que 0s machos sdo muito mais afetados pela droga do que os
féemeos (Becker ef al., 1980).

Baixas doses de oxamniquine contra linhagens sensiveis a esta droga,
parecem nao exercer maior atividade sobre machos, como ocorre em dose
maiores (Drescher ef al 1993). Similarmente, como a linhagem MAP é
resistente ac oxamniquine, a dose de 500 mg/kg ndo foi suficiente para agir com

maior eficacia sobre os vermes machos (Tabelas 11 ).
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Porcentagem de Eficacia

Em termos de porcentagem de eficacia que nos fornece uma relagéo no
numero fina! de vermes vivos perfundidos dos grupos tratados em confronto
com grupo controle, observamos que a linhagem MAP permanece resistente ao
oxamniquine (500 mg/kg) em sua fase adulta, reproduzindo resultados de
trabalhos anteriores (Dias et al, 1978, Magalhées et al , 1993, Drescher et al,
1993). Dias e Oliver (1985) testaram a linhagem MAP na 14@ geracéo frente ao
tratamento com quatro drogas esquistossomicidas. Entre essas drogas, utilizou-
se oxamniquine na dose de 100 mg/Kg de peso, via oral e o hycanthone, na
dose de 80 mg/Kg de peso por via intramuscular. Os resultados mostraram que
a linhagem MAP continuou resistente ao oxamniquine e ao hycanthone. Ainda

mais recentemente, foi demonstrado que a linhagem MAP manteve sua
resisténcia na 24@ geracdo (Dias et al., 1988, Drescher et al, 1993), na 364

geracio (Gongalves e Dias, 1991) e 428 geracio (Magalhaes et al., 1993).

Essa resisténcia foi observada também nas fases de pele e pulmonar
(Tabela 15 e 16). Nota-se que praticamente ndo ocorreu diferenca na
percentagem de eficacia entre as fases de pele e adulta, sendo a fase puimonar
ainda mais resistente (Figura 7).

Na linhagem MAP, o efeito do praziguantel, que neste trabalho foi
administrado em dose Unica de 350 mg/kg, apresentou baixa eficacia nas fases

de pele e pulmonar quando comparadas ac apresentado pela fase adulta
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(Figura 7).

Bonesso-Sabadini (1993) demonstrou que a linhagem OuH (em sua 5°
geracéo) apresenta susceptibilidade diminuida ao oxamniquine administrado em
dose unica de 150-200 mg/kg. Em nosso trabalho, obtivemos eficacia de 100 %
com o fratamento com esta droga na dosagem de 500 mg/kg, nas irés fases de
desenvolvimento aqui pesquisadas. Este resultado demonstra que as fases de
pele e pulmonar podem ser susceptiveis a uma dose de oxamniquine superior
aquela em que os vermes adultos podem resistir. O tratamento com praziquantel
resultou em baixas porcentagens de eficacia nas fases de esquistossdmulo,
aumentando muito seu efeito na fase adulta. Entretanto, a fase de pele foi
significativamente menos susceptivel que a fase pulmonar (Tabela 17, Figura
8).

Em nosso trabalho, ambas as linhagens, na fase adulta, apresentaram
respostas ao praziquantel semelhantes a de outros autores que utilizaram doses
préximas as nossas. Entretanto, a resposta das fases imaturas foram bastante
diferentes (Pellegrino et al 1977, Webbe e James, 1977, Gonnert e Andrews,
1977, Xiao ef al, 1985, Sabah ef a/, 1986 Katz ef a/, 1989). Sabah ef al. (1986)
demonstraram que S. mansoni imaturos foram bem menos susceptiveis a seis
composios esquistossomicidas, naguelas doses que produziam cura terapéutica
contra infecgbes adultas. Todos os seis compostos foram inativos contra
infeccbes em que os vermes haviam recém-chegados ac sistema porta-

hepatico. Mais especificamente, hycanthone, praziquantel, niridazol e



Discussdo 74

oxamnigquine apresentaram uma atividade bi-modal, com potente toxicidade para
esquistossdmulos com menos de duas semanas de idade e adultos com mais de
cinco ou seis semanas, mas com pouco ou nenhum efeito contra vermes entre
essas idades.

Flisser e McLaren {1989) demonstraram que o0s esquistossdmulos no
estagio pulmonar foram significativamente susceptiveis ao praziquantel (200
mg/kg) in vivo. A droga induziu exposicdo de antigenos do parasito em sua
superficie. Efeito similar foi observado também em vermes adultos assim como
em esquistossdmulos recém-transformados (Flisser, 1989, Yue ef a/., 1986). Em
contraste, Xiao ef af (1985) verificaram que as fases de pele e pulmonar foram
pouco susceptiveis ao fratamento com praziquantel, sendo necessario uma
concentracdo da droga 10 a 100 vezes mais alta para induzir danos
tegumentares neste estagio. Nossos resultados e desses autores porém, estao
em desacordo com outros estudos em que as fases de pele e pulmao
mostraram, significativamente, maior susceptibilidade ao praziquantel, enquanto
que vermes de 2 a 3 semanas foram menos susceptiveis (Gonnert e Andrews,
1977, Sabah ef al, 1986). Gonnert e Andrews (1977) demostraram que a
porcentagem de esquistossdmulos mortos com tratamentos com praziquantel de
camundongos realizados 1 a 7 dias apds a infec¢ao sdo somente de 20 a 40%
menores que na fase adulta do parasito. Similar susceptibilidade “idade-
dependente” foi relatado por Webbe e James (1977) em hamsters infectados

com 8. japonicum.
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A Figura 9 demonstra os resultados observados por Gonnert e Andrews
utilizando doses unicas de 500 e 1000 mg/kg em camundongos infectados com

linhagem liberiana de S. mansoni.
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Figura 9 - Efeito de dose oral tinica de praziquantel, via oral em diferentes estagios de
desenvolvimento de S. mansoni em camundongos (Génnert e Andrews, 1977).

O mecanismo de agdo dessas duas drogas & bastante diferente. Tem
sido demonstrado in vitro que 0 oxamniquine provoca inibicdo da sintese de
acidos nucleicos irreversivel em vermes adultos sensiveis, enquanto que em
vermes resistentes, ocorre uma rapida retomada da sintese to logo a droga
seja removida (Pica-Mattoccia ef a/, 1981, Cioli, 1995). Como in vivo, a situacao
consiste em uma rapida exposi¢do da droga, seguida de diluigdo transformacéo
e eliminac&o, a inibigcdo reversivel da sintese de acidos nucleicos observada

nos vermes resistentes é perfeitamente compativel com sua sobrevivéncia no
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hospedeiro tratado. Essa inibicdo fransitéria foi observada também em S.
japonicum (insensivel ao oxamniquine), e vermes imaturos. Ha também uma
inibicdo mais pronunciada em vermes machos do que em fémeos (Cioli ef a/,
1995).

Marcadores genéticos de resisténcia as drogas em S. mansoni foram
estudados por Brindley et a/ (1991) que demonstraram alteragbes no gene 18S
de RNA ribosomal relacionadas com a indugéo experimental de resisténcia no
tratamento com hycanthone. Estes dados parecem indicar que devem surgir
alteracbes a nivel de DNA quando a resisténcia & drogas ocorre em
determinadas cepas de S. mansoni. Dias Neto ef a/. 1993 mostraram, através da
reagéo em cadeia de polimerase (PCR) uma variabilidade genética limitada em
diferentes isolados de S. mansoni.

Araujo et al (1996) obtiveram respostas terapéuticas diferentes entre dez
isolados de S. mansoni, porém, sem ter sido possivel caracterizar algum como
resistente. Esses autores utilizaram isolados do campo que vinham sofrendo
presséo de drogas e estes foram comparadas com uma linhagem rotineiramente
mantida em |laboratdric ha véarios anos e embora as respostas as drogas fossem
significativamente diferentes, a analise dos perfis de DNA nas cercérias e nos
vermes adultos destes isolados demonstrou baixo grau de variabilidade. A
exemplo desse estudo, utilizamos em nosso trabalho uma linhagem
recentemente isolada do campo {Linhagem QuH - 8% gerac&o) e uma linhagem

ja ha varias geragdes mantida em laboratorio (Linhagem MAP.- 452 geracéo)
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Vieira ef al. (1991) estudando variagdes de populacdes brasileiras de S.
mansoni conseguiram tracar um perfil gendmico de varios isolados, relatando
diferencas entre os isolados testados e diferengas individuais dentro de um
mesmo isolado. Foi observado que as variacbes gendmicas individuais entre
populagbes naturais foi marcante, sendo mais significante do que aquela
observada em parasitas que s&oc mantidos em laboratorio por véarias geragbes
(como é o caso da linhagem MAP), entretanto, ndo conseguiram identificar um
marcador para resisténcia.

Nos trabalhos iniciais com o praziquantel, observou-se n&o haver
diferencas de susceptibilidade entre linhagens diferentes (Pellegrino ef al 1877,
Webbe e James, 1977, Gonnert e Andrews, 1977). No entanto, recentemente,
conseguiu-se induzir resisténcia a essa droga em laboratorio (Fallon e
Doenhoff, 1994) e estio sendo citados os primeiros casos de diminuicéo de
susceptibilidade de linhagens isoladas no campo (Gomes et a/, 1992, Fallon et
al, 1995, Stelma ef a/.1995.).

O modo de acdo do praziquantel parece ser bem mais complexo. Seus
efeitos basicamente s&o trés: contracdo muscular, dano tegumentar e alteragbes
metabdlicas. Estes efeitos estdo direta ou indiretamente ligados a redistribuicdc
do Ca™ entre os tecidos do verme. Entretanto, a causa dessa alteragéo no fluxo
de ions Ca™, ainda esta longe de ser compreendida (Day ef al, 1992). Todavia,
acredita-se que a droga exerca sua acgdo pela interacdo com fosfolipideos do

tegumento do verme (Harder et al, 1987). Rogers e Maclaren (1987)
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demonstraram gue fosfolipideos forrmam os principais componentes externos da
membrana tegumentar de todos Os estégios de S. mansoni no hospedeiro
definitivo, embora exista diferengas na composigéo lipidica dos vermes de 2 a 3
semanas quando comparadas aos de 7 dias ou 6 semanas. Billecocq (1987)
observou que os fosfolipideos tegumentares apresentam importante papel na
aquisicdo de resisténcia dos esquistossdmulos a aco citotdxica de anticorpos e
do sistema complemento. Em vista dessa interacio do praziquantel com
determinadas classes de fosfolipideos, as mudancas ocorridas de acordo com a
idade do esquistossdmulo tanto na composicdo lipidica da membrana externa
do tegumento como na taxa de biossintese de fosfolipideos podem ser
responsaveis pelas diferencas de susceptibilidade dos diferentes estagios de
desenvolvimento de S. mansoni. Considerando ainda, a linhagem em quest3o,
existem diferencas de resposta que podem estar associadas as caracteristicas
particulares de cada linhagem.

O exato mecanismo de acgdo a nivel molecular do praziquantel,
entretanto, ainda né&o foi totalmente compreendido.

Fortes evidéncias indicam que a agdc de varias drogas
esquistossomicidas, incluindo oxamniquine e praziquantel, é dependente de
uma resposta imune adequada (Brindley, 1994). A alteracdo da membrana a
nivel ultraestrutural provoca a exposicéo de antigenos, possibilitando a acéo
sinérgica entre o sistema imune do hospedeiro e a droga esquistossomicida,

descrita para oxamniquine e praziquantel (Doenhoff et al, 1987, Sabah et a/,
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1988). Além disso, tem sido demonstrado que o oxamniguine e o praziquantel
s&o menos ativos em camundongos imunodeprimidos (Doenhoff e Bain, 1978,
Brindley,1994). Esse fato no entanto, parece ser complexo j4 que a
transferéncia de soro a partir de camundongos infectados ha 6-7 semanas para
camundongos com infecgbes de 25 dias, ndo aumentou a eficacia do
praziquanteil.

O esquistossdmulo recém transformado é o estagio do parasito mais
susceptivel aos mecanismos efetores imunes (MaclLaren e Smithers, 1987) A
pele é um importante sitio no que se refere a mecanismos imunoprotetores na
esquistossomose, sendo também a primeira barreira que o parasito deve
transpor. O mecanismo envolvido no processo de combate ao esquistossdmulo
na fase de pele pede estar intimamente ligado com o papel de anticorpos da
classe IgE. Esses se ligam a receptores encontrados na superficie de
mastocitos através de sua porgéo Fc, iniciando uma série de fendmenos
importantes para o mecanismo de protecéo a nivel de pele, com a liberacdo de
histamina e serotonina (Gerken et af, 1980, Smithers e Gammage, 1980).

Por outro lado, a forma pulmonar de desenvolvimento é, notavelmente, a
mais resistente a morte por mecanismos mediados por células (MaclLaren e
Terry, 1982).

Segundo Xiao et al. (1985) a eficacia antiparasitaria do praziquantel
contra diferentes formas de desenvolvimento de S, mansoni esta associada

mais a capacidade da droga em produzir danos tegumentares do que &



Discussdo 80

alteracdo da atividade motora. Andrews (1981) relata que o tratamento de
infeccbes maturas com doses sub-curativas de praziquantel produzem um
pronto deslocamento para o figado devido a paralisia induzida pela droga.

De acordo com o exposto, os mecanismos de agdo de oxamniguine e
praziquantel devem ter influéncia de outros fatores, além do sistema imune,
principalmente, as caracteristicas individuais de cada linhagem e sua interacdo
com o hospedeiro definitivo.

A possibilidade de aplicacdo clinica, como tratamento preventivo,
imediatamente apds o contato com &guas contaminadas com cercarias foi
sugerido por alguns autores (Foster, 1973, Girgis et al, 1979, Coelho et al,
1993). Evidentemente, o sucesso do tratamento das fases jovens traria ao
paciente grande beneficio, principalmente em relagéo a prevencao do processo
patolégico da doenga, resultando na auséncia da postura de ovos e
consequentemente, auséncia de granulomas em tecidos que poderiam ser
envolvidos. Qutra aplicacdo importante dessa terapia, seria uma imunidade
parcial protetora contra reinfecgdes (Bickle e Andrews, 1985, Mastin et a/., 1985,
Coelho ef a/.,1991). Entretanto, o tratamento preventivo no caso de linhagem
resistente é ineficaz.. Porém, a linhagem OuH que tem se mostrado resistente
com doses até 200 mg/kg de oxamniquine em camundongos (Bonesso-
Sabadini, 1895), foi totalmente eliminada, em todas as fases de
desenvolvimento aqui testadas (500 mg/kg). Outro item de importéncia a se

destacar € a falta de um diagnéstico seguro de infecgbes recentes, o que
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dificulta o conhecimento da necessidade de tratamento.

Acreditamos ser de fundamental importancia, o conhecimento profundo
das caracteristicas de linhagens de cada regido, principalmente atraves de
continua avaliagdo de susceptibilidade as drogas bem como sua relagéo com o
hospedeiro intermedidrio. Esses dados fornecem base para o desenvolvimento
de novas drogas com maior eficacia sobre os esquistossomos em seus

diferentes estagios de desenvolvimento.
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7. Concluséoes
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- Embora tenha ocorrido reducdo no ndmero de vermes, o tratamento dos
camundongos infectados com a linhagem MAP, com oxamniquine (500 mg/kg) e
praziquantel (350 mg/kg) realizados durante as fases de pele e pulméo n&o
influenciaram no desenvolvimento dos vermes sobreviventes, que mantiveram
funcbes normais de acasalamento e oviposicdo apds sua transformacdc em

verme adulto.

-, O tratamento com praziguantel, dos camundongos infectados com a linhagem
OuH, proporcionou resultados semelhantes aos obtidos com a linhagem MAP.
Entretanto, apds o tratamento com oxamniquine, ocorreu cura parasitolégica dos
animais, com total eliminacdo dos vermes, tanto nas fases de pele e pulmonar,

como na fase adulita.

- Vermes machos e fémeos, de ambas a linhagens, ndo apresentaram diferenca
de susceptibildade ao oxamniguine e ao praziquantel, quando o tratamento
ocorreu, tanto nas formas jovens de desenvolvimento (pele e pulm&o) como na

fase adulta.

- A linhagem MAP de Schisfosoma mansoni mostrou resisténcia ao oxamniguine

também em suas formas cuténea e pulmonar, e embora mantida em laboratério
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sem sofrer press@o de drogas apds varios anos (45 geragdo), permaneceu

resistente ao oxamniquine durante sua fase adulta.

O praziguantel administrado em dose Unica (350 mg/kg) proporcionou baixa
eficacia sobre as formas imaturas de ambas as linhagens. Na fase adulta do
trematddeo, também em ambas as linhagens, a eficacia foi menor, guando

comparada a esquemas de doses muitiplas dessa droga.

Demonstrou-se que a resposta a droga & altamente dependente da linhagem
estudada sendo, portanto, indispensavel o conhecimento das caracteristicas
proprias das linhagens em cada regido a fim de se implantar programas de

controle com bons resultados.
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RESUMO

Schisfosorma mansoni. atividade de oxamniquine e praziquantel em diferentes

estagios de desenvolvimento das linhagens MAP e OuH in vivo

A linhagem MAP de S. mansoni apresenta resisténcia ao oxamniquine em sua
fase adulta enquanto que a linhagem OuH, recentemente isolada do campo,
parece ter susceptibilidade diminuida ao oxamniquine e também ao
praziquantel. Avaliou-se a acdo das drogas sobre o comportamento de formas
jovens do verme (fases de pele e pulmonar) juntamente com a forma aduita.
Camundongos infectados com 120 cercarias com uma das linhagens foram
fratados, por via oral, em dose Unica, de oxamniquine (500 mg/kg) ou
praziquantel (350 mg/kg), 24 horas (fase de pele), 7 dias (fase pulmonar) ou 45
dias (fase adulta) apds a infeccdo. A avaliagdo da atividade das drogas foi
realizada sessenta dias apds a infeccdo, perfundindo-se o sistema porta-
hepatico dos camundongos, sendo os vermes vivos recuperados, classificados
de acordo com a localizagdo (figado ou mesentério), sexo e acasalamento,
sendo realizado também ocograma e determinacg&o da porcentagem de eficacia.
Nas dosagens utilizadas, os resultados demonstraram que o0 oxamniquine €
ineficaz também contra as formas imaturas da linhagem MAP, sendo, entretanto
100% eficaz contra a linhagem OuH. O praziquantel demonstrou baixa atividade

contra as formas imaturas e elevada contra as formas adultas em ambas as
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linhagens. Fatores relacionados ao hospedeiro, e principalmente as
caracteristicas proprias de cada linhagem, devem ter papel primordial na acéo

de drogas em diferentes estagios de desenvolvimento de S. mansoni
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SUMMARY

Schistosoma mansoni: activity of oxamniquine and praziquantel of

different development stages of MAP and OuH strain in vivo.

The MAP strain of Schistosoma mansoni offers resistence to oxamniquine
in its adult phase while the OuH strain recently isolated in the field, seems to
have less susceptibility to oxamniquine and also to praziquantel. It was analized
the young shapes of the worm (lung and skin phase) together with the adult
phase. Mice infected with 120 cercariae by one of the strain, were treated by oral
rote in an only dose of oxamniquine (500 mg/Kg) or praziquantel (350 mg/Kg);
24 hours (skin phase), 7 days (lung phase) or 45 days (adult phase) after
infection. Treated mice and conirols were perfused 60 days after the
adminstration of drug and it was done an evaluation of the drugs activity, so that
the alive worms were recovered; classified according to their location (liver or
mesenteric veins) sex and mating. It was also done an oogram and setting %
efficacy. The results with the doses used in it showed that oxamniquine is not
effective even imature forms of MAP strain but, by the other side it is 100%
effective against OuH strain. Praziquantel show low activity against immature
formes and high activity against adult forms in both strains. Factors related to
host and mainly to own characteristics of each strain, must have the prime role in

the drugs action in different stages of Schistosoma mansoni development.
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ANEXQO - Andlise Estafistica 1

A analise estatistica foi realizada utilizando o Modelo Geral Linear
do Sistema SAS e Analise de Comparagbes Multiplas de Ryan Eiinot-
Gabriel e Welsh {(SAS, 1985) utilizando experimento em triplicata..

Para se detectar diferencas no deslocamento dos vermes das veias
mesentericas para o figado foram utilizadas as propor¢des do numero de
vermes vivos em cada 6rgéo, assim:

Proporc¢éo de vermes no Figado = Vermes no figado/ vermes totais

Proporcdo de vermes nas mesentéricas = vermes nas

mesentéricas/ vermes totais.

Para analise do efeito das drogas sobre os sexos e casais, foram
utilizadas as proporgcdes de machos, fémeos e casais no figado e nas
mesentéricas:

Proporg¢éo de machos = vermes machos/machos + fémeos

Proporc¢ao de fémeos = vermes fémeos/machos + fémeos

Proporgéo de casais =

casais no figadoftotal de vermes no figado

casais no mesentérioftotai de vermes no

mesentério

Foram comparados também, o total geral de vermes, comparando-

se todos os tratamentos entre eles e com os grupos controles.
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Tabela 6.1 - Diferengas entre as proporgdes de vermes vivos
encontrados no figado apods perfusdo de camundongos
infectados com 120 cercarias da linhagem MAP.

tratafo  oxa24h oxa7d oxa45d prz24h prz7d  prz 45d
oxa 24h
oxa 7d N.S

oxa 45d (+) (+)

prz 24h N.S

prz 7d N.S N.S

prz 45d (+) (+) (+)

controle N.S N.S () N.S N.S (-)

() O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

(+*} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o© proporcionado pelo tratamento da
coluna.

N.S. - n&o significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh

Tabela 5.2- Diferengas entre o numero de vermes vivos acasalados
encontradas apos perfusdo do figado de camundongos
infectados com 120 cercarias da linhagem MAP.

tfratalo _oxa24h oxa7d oxa45d prz24h  prz7d  prz 45d
oxa 24h
oxa 7d N.S

oxa 45d (+) (+)

prz 24h N.S

prz 7d N.S N.S

prz 45d N.8 (+) {(+)

controle N.S N.S (-) N.S N.S (-)

() O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(+} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.S. - n&o significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Muitiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh



ANEXC - Andlise Fstatistica IV

Tabela 5.3 - Diferencas entre as proporgies de vermes vivos
encontrados nas wveias mesentéricas apds perfusdo de
camundongos infectados com 120 cercarias da linhagem
MAP.

trata/o  oxa24h oxa7d oxad4bd prz24h prz7d  prz 45d
oxa 24h '
oxa 7d N.S

oxa 45d ) )

prz 24h N.S

prz 7d N.S N.S

prz 45d ) {-) (-)

controle (+) (+) (+) (+) (+) (+)

(-} O tratamento da linha proporcionou recuperagdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

(+) O tratamento da linha proporcionou recuperagdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

N.S8. - ndo significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Weish

Tabela 5.4 - Diferengcas entre o numero de vermes vivos acasalados
encontradas apos perfus@o das veias mesentéricas de

camundongos infectados com 120 cercarias da linhagem
MAP.

trata/o  oxa24h oxa7d oxa4bd prz24h prz7d prz 45d
oxa 24h
oxa 7d N.S

oxa 45d N.S N.S

prz 24h N.S

prz 7d N.S N.S

prz 45d (-) ) ()

controle N.S N.S N.S N.S N.8 (+)

(-} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(+) O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.S. - ndo significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh



ANEXCG - Andlise Estatistica Y

Tabela 5.5 - Diferencas entre as proporcdes de vermes vivos
encontrados no figado apés perfusdo de camundongos
infectados com 120 cercérias da linhagem OuH.

trata/lo  oxa24h oxa7d oxad45d prz24h prz7d  prz45d
oxa 24h

oxa 7d N.S
oxa 45d N.S N.S

prz 24h (-)

prz 7d () N.S
prz 45 d (-) (+) N.S
controle () {-) {-) N.S N.S ()

(-} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

(+) O ftratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

* considerado significante quando p < 0,05

Tabela 5.6- Diferencas entre o numero de vermes vivos acasalados
encontradas apds perfusdo do figado de camundongos
infectados com 120 cercarias da linhagem OuH.

tratalo  oxa24h oxa7d oxad4bd prz24h prz7d prz 45d
oxa 24h
oxa 7d N.S

oxa 45d N.S N.S

prz 24h N.S

prz 7d (+) N.S

prz 45d (+) N.S N.S

controle (+) (+) (+) N.S N.S N.S

(-} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(+) O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.S. - ndo significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh



ANEXO - Andlise Estatistica V!

Tabela 5.7 - Diferencas entre as propor¢gbes de vermes Vvivos
enconfrados nas veias mesentéricas apds perfusdo de
camundongos infectados com 120 cercérias da linhagem
OuH.

trata/o oxa24h oxa7d oxad5d prz24h prz7d  prz45d
oxa 24h

oxa7d N.S
oxa 45d N.8 N.S
prz 24h (+)
prz 7d (+) N.S
prz 45 d (+) (-) )
controle (+) (+) (+) N.S N.S (+)

(- O tratamento da linha proporcionou recuperagdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

(+) O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da
coluna.

* considerado significante quande p < 0,05

Tabela 5.8 - Diferengas entre o nimero de vermes vivos acasalados
encontradas apoOs perfuséo das veias mesentéricas de
camundongos infectados com 120 cercérias da linhagem
OuH

trata/o  oxa24h oxa7d oxa4d45d prz24h prz7d  prz 45d
oxa 24h

oxa 7d N.S

oxa 45d N.S N.S

prz 24h (+)

prz 7d (+) N.S

prz 45d (+) ) ()

controle (+) (+) (+) N.8 N.S (+)

(-) O tratamentoc da linha proporcionou recuperacio de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(¥) O tratamento da linha proporcionou recuperacio de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.S. - ndo significante
* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh
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Tabela 5.9 - Diferencas entre as proporgdes do nimero de vermes machos e

fémeos vivos perfundidos no figado de camundongos infectados
com 120 cercarias da Linhagem MAP

tratalo oxa 24h oxa7d oxa45d prz24h  prz7d  prz45d  controle

+ + + + + + +

(+) numero de machos significativamente maior que o de fémeos

(-} numero de fémeos significativamente maior que o de machos
N.S - ndo significante

Tabela 5.10 - Diferengas entre as proporgdes do nimero de vermes machos e
fémeos vivos perfundidos nas mesentéricas de camundongos
infectados com 120 cercarias da Linhagem MAP

tratalo oxa24h oxa7d oxa4d5d prz24h prz7d  prz45d  controle

{(+) numero de machos significativamente maior que o de fémeos

(-} numero de fémeos significativamente maior que o de machos
N.S - ndo significante
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Tabela 5.11 - Diferengas entre as propor¢des do nimero de vermes machos e
fémeos vivos perfundidos no figado de camundongos infectados com 120
cercérias da Linhagem OuH

frata/o oxa24h oxa7d oxa45d prz24h prz7d prz45d controle

N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

{+) numero de machos significativamente maior que o de fdmeos

(-) numero de fémeos significativamente maior que o de machos
N.S - ndo significante

Tabela 5.12 - Diferencas entre as propor¢ées do nimero de vermes machos e
fémeos vivos perfundidos nas veias mesentéricas de
camundongos infectados com 120 cercérias da Linhagem OuH

tratafo  oxa24h oxa7d oxa45d prz24h prz7d prz45d controle

N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

(+) numero de machos significativamente maior que o de fémeos
{(-) numero de fémeos significativamente maior que o de machos
N.S - ndo significante



ANEXO - Analise Estatistica X

Tabela 5.13 - Diferencas entre o numero total de vermes vivos
encontradas apds perfusdo do figado e das veias
mesentericas de camundongos infectados com 120
cercarias da linhagem MAP

tratalo  oxa24h oxa7d oxa4bd prz24h  prz7d  prz 45d
oxa 24h

oxa 7d (+)
oxa 45d N.S (=)
prz 24h N.S

prz 7d N.S
prz 45d {-) ) (-)
controle (+) N.S (+) (+) (+) (+)

(-) O tratamento da linha proporcionou recuperagdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(+) O tratamento da linha proporcionou recuperacdc de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.8. - n&o significante

* considerado significante quando p < 0,05

** Teste Multiplo de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh

Tabela 5.14 - Diferencas entre o numero total de vermes vivos
encontradas apds perfusdo do figado e das veias

mesentéricas de camundongos infectados com 120
cercarias da linhagem QuH

trata/fo _oxa24h oxa7d oxad4bd prz24h prz7d prz 45d
oxa 24h

oxa 7d N.S

oxa 45d NS

prz24h NS

prz 7d . (-)

prz 45d ("l") ('-) (-)

controle {(+) {+) (+) N.S (+) (+)

(-} O tratamento da linha proporcionou recuperacdo de vermes
estatisticamente menor que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
(+) O tratamento da linha proporcionou recuperagdo de vermes
estatisticamente maior que o proporcionado pelo tratamento da coluna.
N.S. - ndo significante

¢ considerado significante quando p < 0,05

** Teste Mdltipio de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh



