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“A single drug, pragiqguantel (PZQ), is currently available for the treatment of infections due to
Schistosoma haematobium (the muost frequent species), S. japonicum, S. mekongi, S.
intercalatum and the so-called minor schistosomes. For S. mansoni infections, oxamniquine is still
commercially available but its price disconrages use and procurement is often difficult. Thus, PZQ is
practically the only drug available for infection that concerns 200 million people. It is clear that we are
living dangerously, since theory and experience strongly suggest that drug resistance is a virtnally
unavoidable phenomenon for any antinfective componnd: if resistance were to undermine the usefulness of
PZQ, it conld take several years to develop adequate substitute. In view of the fact that several million
PZQ doses are administered every year and the number is going to rise in the immediate future —
increasing the risk of development of resistance — it should be apparent that is now time to start looking for
new drugs against schistosomiasis.”
Donato Cioli
Report of the Scientific Working Group on Schistosomiasis, 2006
TDR/SWG/07 Pages 72-75
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O Dr. José Pellegrino, professor amigo em algumas ocasifes e amigo professor em
outras, me presenteou com um exemplar do livro ENCONTRO, de sua autoria com a

seguinte dedicatoria:
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A Ele, in memoriam, eu dedico est,e trabalho.
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Resumo
A quimioterapia € a medida principal utilizada para o controle de morbidade da
esquistossomose nas regides endémicas. Os farmacos esquistossomicidas usados —
oxamniquina e praziquantel — apresentam poucos efeitos colaterais e atividade
esquistossomicida alta, contribuindo para o tratamento da infeccdo reduzindo a
morbidade, entretanto deixam a desejar no que se refere a erradicacédo da doenca, uma
vez que nao sao capazes de sozinhos, interromper a transmissdo. Atualmente o
tratamento da esquistossomose € feito quase que exclusivamente pelo praziquantel.
Tendo em vista a notificacdo cada vez mais freqluente de casos de resisténcia ao
praziquantel em diversas regibes principalmente da Africa, e considerando a
possibilidade do aparecimento de resisténcia do verme ao farmaco, falhas terapéuticas
e intolerancia do paciente ao tratamento, fica claro o risco de se ter somente um
farmaco para o tratamento da esquistossomose. Varios autores tém chamado a atencao
para esse fato e a Organizacdo Mundial da Saude recomenda a busca de novos
farmacos para o tratamento da doenca. Entretanto, o desenvolvimento de novos
medicamentos é um processo demorado e dispendioso. Nesse contexto, a abordagem
principal desse trabalho é a de se usar medicamentos ja caracterizados do ponto de
vista farmacoldgico, conhecidos em seus principios ativos e com efeitos colaterais
definidos, visando abreviar esse tempo. No presente trabalho, sdo apresentados dois
artigos publicados e um terceiro submetido a publicacdo. No primeiro artigo foi
estudada a associacdo da lovastatina com oxamniquina ou com o praziquantel. Nos
experimentos in vivo, a associagdo da lovastatina com oxamniquina ou com O
praziquantel ndo apresentou efeito aditivo, mas houve alteragdo significativa do
oograma quando a lovastatina foi associada com a oxamniquina. Os experimentos in
vitro mostraram que a maturagdo dos ovos ndo se completa quando os vermes foram
expostos a lovastatina ao contrario daqueles do grupo controle, que passam por todos
0s estagios, chegando até a eclosdo dos miracidios. O processo completo de
maturacdo dos ovos também foi observado quando vermes tratados in vivo foram
cultivados in vitro em meio de cultura sem adicdo de lovastatina demonstrando que a
exposicdo dos vermes a lovastatina in vitro € responsavel pelo bloqueio do
desenvolvimento dos ovos. No segundo artigo foi avaliada a acéo do clonazepam sobre
o verme adulto de S. mansoni in vitro, causando paralisia total dos vermes machos e
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fémeas, entretanto a associacdo desse farmaco com oxamniquina ou praziquantel in
vivo ndo mostrou acao aditiva ou sinérgica. No terceiro artigo foi estudada a atividade
esquistossomicida da associagao entre a oxamniquina e o praziquantel. Esse esquema
terapéutico mostrou atividade sinérgica entre os dois farmacos. A associacdo da
oxamniquina com praziquantel se mostrou benéfica quando os dois farmacos foram
administrados simultaneamente ou quando o praziquantel foi administrado 4 horas, um
ou cinco dias apés a oxamniquina. Os resultados desses estudos indicam que se deve
dar prosseguimento a essa linha de pesquisa, uma vez que a associacado de farmacos
que apresente efeito sinérgico €, no momento, a estratégia ideal para o tratamento da
doenca, ao considerar-se a inércia atual na busca de novos farmacos ativos e o

aparecimento de resisténcia ao esquistossomicida usado.
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Abstract

Chemotherapy is the major tool for controlling schistosomiasis morbidity in
endemic areas. The main antischistosomal drugs used - oxamniquine and praziquantel
— present few side effects and high schistosomicidal activity, contributing for the
treatment of the infection in regard to reduction of morbidity, but not achieving
eradication of the disease, since they are not able to interrupt the transmission.
Currently, the treatment of schistosomiasis is almost exclusively administered using
praziquantel. In view of the reports which have increased in frequency over recent years
about cases of resistance to praziquantel in different regions, mainly in Africa, and taking
into account the possibility of appearance of drug resistance, therapeutic failure, and
patient’s intolerance to treatment, it is easy to note the risk of having only one drug left
for schistosomiasis treatment. Various authors have warned about this fact, and the
World Health Organization recommends the search for new drugs for treatment of the
disease. However, the development of new drugs is an expensive and time-consuming
process.

In this context, the main approach of this work is the use of well-known
antischistosomal drugs, with active principle and side effects well defined, aiming at
abbreviating that process. In the present work, we show two published papers and a
third one which is already submitted for publication.

The first article deals with the use of lovastatine and oxamniquine or praziquantel
in association. In experiments in vivo, lovastatine and oxamniquine or praziquantel in
association did not present any additive effect, but a significant oogram change was
detected when lovastatine and oxamniquine were used in association. On the other
hand, the experiments in vitro showed that maturation of eggs was not fully developed
when the worms were exposed to lovastatine, whereas the eggs of the control group
reached maturation, after passages through all the parasitic stages until eclosion of
miracidia. The complete process of egg maturation was also observed when worms
treated in vivo were cultured in vitro, in culture medium without addition of lovastatine,
thus demonstrating that the exposure of worms to lovastatine in vitro accounts for the

blockage of egg development.
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In the second article, the activity of clonazepam on Schistosoma mansoni adult
worms was evaluated in vitro, showing that clonazepam causes total paralysis of male
and female worms. In vivo, this drug did not present any additive or synergistic action.

In the third paper, the schistosomicidal activity of oxamniquine and praziquantel
used in association was studied. The therapeutic schedule used showed synergistic
activity of these drugs. The use of oxamniquine and praziquantel in association was
beneficial, when both drugs were simultaneously administered or when praziquantel was
given 4 hours, 1 or 5 days after oxamniquine.

The results of these studies motivate the need to continue working on this
promising research line, since the association of two drugs presenting synergistic effect

is currently the ideal strategy for the treatment of the disease.
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1 Introducéo

A esquistossomose é uma das parasitoses humanas mais difundidas no mundo e
sua ocorréncia esté relacionada a auséncia ou precariedade de saneamento basico.

A esquistossomose mansoni (EM CID 10 B 659) € decorrente da infeccéo
humana pelo trematddeo parasita Schistosoma mansoni. A transmissdo do verme
depende da presenca de espécies suscetiveis de caramujos de agua doce
pertencentes ao género Biomphalaria. No Brasil as espécies naturalmente envolvidas
na transmisséo sao: Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea.

A doenca foi originalmente chamada de Bilharzia em homenagem a Theodor
Bilharz, o patologista que a descreveu e fez a associacdo com vermes trematddeos —
Schistosomas - em 1851 em um hospital do Cairo, Egito (Ross et al. 2002, Klos & David
2002).

Embora apresente manifestacbes graves, na maioria das vezes a
esquistossomose € assintomética. A gravidade da infeccdo depende da carga
parasitaria adquirida nos contatos com os ambientes hidricos contaminados e da
frequéncia desses contatos. A doenca € também conhecida como esquistossomiase,
barriga d agua, bilharziose, xistosa, e doenc¢a do caramujo (Katz & Almeida 2003).

A esquistossomose humana é uma doenca cronica, debilitante ocorrendo nos
paises tropicais e subtropicais (Gryseels et al. 2006), sendo considerada, juntamente
com outras doencas que compdem uma lista, como “doenca tropical negligenciada”
(Hotez et al. 2006).

Doenca endémica de importancia mundial, a esquistossomose é a segunda de
maior impacto em termos sécio-econdmicos e de saude publica, perdendo somente
para a malaria. Afeta amplas areas geograficas, com aproximadamente 200 milhdes de
pessoas infectadas em 74 paises por uma das diferentes espécies de Schistosoma que
atingem o homem, sendo as principais S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium e
600 milhdes vivendo sob o risco de infec¢do. Segundo King et al. 2006 o numero total
de perdas DALY (disability-adjusted life years), uma medida de desfecho que contempla
dados quantitativos (tempo de vida) e qualitativos (qualidade de vida) relacionados a
saude dos pacientes, é estimado em 2-15% ao ano (King et al. 2005). A OMS, em seu

relatorio de 2002, declara que o numero anual de mortes causadas pela
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esquistossomose pode ser superior a 200.000. A morbidade acentuada da doenca torna
estes indices preocupantes. Sua evolucdo pode levar ao desenvolvimento de doencas
incapacitantes para homens e mulheres em suas idades mais produtivas,
comprometendo a qualidade de vida dos pacientes (Engels et al. 2002).

No Brasil, o primeiro artigo cientifico sobre esquistossomose foi publicado em
1908 por Piraja da Silva relatando o encontro de ovos com espicula lateral em exames
de fezes (Piraja da Silva 1908a). Outros trés trabalhos publicados pelo autor com
fotografias dos ovos com espicula lateral, com a ressalva de que 0s ovos eram
encontrados nas fezes e ndo na urina e descrevendo detalhadamente os vermes
recolhidos de necropsias de trés pacientes, mostravam ndo se tratar de S.
haematobium (Piraja da Silva 1908b,c 1909, Katz 2008). Ainda hoje, um século apds, o
Brasil é o pais que apresenta a maior prevaléncia de esquistossomose da América do
Sul, estimando-se em oito milhdes o niumero de pessoas infectadas, e cerca de 30
milhdes de pessoas vivendo em area de transmisséo, sob o risco de contrair a doenca
(Katz & Peixoto 2000, Chitsulo et al. 2000). A esquistossomose apresenta ampla
distribuicdo geografica no Brasil, com maior intensidade de transmissdo na regido
Nordeste do pais e no norte de Minas Gerais. Dezoito estados, mais o Distrito Federal
apresentam areas de transmissao, ainda que alguns deles sejam constituidos de areas
com focos isolados. (Carvalho et al. 1998). A auséncia de dados epidemiologicos
precisos indica a necessidade de um levantamento nacional adequado da prevaléncia
da esquistossomose que continua a ser importante endemia parasitaria, justificando
esforcos maiores para seu controle (Katz & Peixoto 2000).

Em 16 de maio de 2008 a Secretaria de Saude do Estado de Minas Gerais
publicou a Resolugcdo SES n° 1.481 que torna a esquistossomose uma doenca de
notificacdo compulséria em todo o Estado de Minas Gerais, colaborando, dessa
maneira para a obtencéo de dados epidemioldgicos mais reais.

O desenvolvimento econdémico, a utilizagdo de métodos de controle, o
desenvolvimento de farmacos e a melhoria das condi¢cdes sanitarias sao fatores
fundamentais para a diminuicdo da incidéncia de parasitoses. A esquistossomose,
apesar do desenvolvimento de farmacos efetivos, bem tolerados e com poucos efeitos
colaterais, continua em plena expansao, principalmente em paises da Africa e no Brasil,

ocasionada pela precariedade das condigbes béasicas de saude da populagdo e
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inexisténcia de condi¢cdes sanitarias essenciais para a sobrevivéncia (Katz & Peixoto
2000).

Cerca de 1-10% das pessoas infectadas e ndo tratadas desenvolvem forma
grave da doenca — a hepatoesplenomegalia. Em &areas onde a esquistossomose é
endémica observa-se correlacdo entre a carga de vermes e a gravidade da doenca. A
quimioterapia tem um valor inquestionavel na reducdo da morbidade nessas areas
(WHO 1993).

Nas ultimas duas décadas, apGs houve reducéo de cerca de 50% no numero de
casos de esquistossomose no Brasil, bem como reducdo da taxa de mortalidade pela
doenca, que mesmo assim continua representando sério agravo de saude publica
(Silveira et al 1997, Andrade 1998, Ferraz et al. 2003). Cinco a 8% dos pacientes
esquistossomoéticos poderdo desenvolver a forma hepatoesplénica e desses,
aproximadamente 87% poderdo apresentar varizes esofagianas (Andrade 1998, Ferraz
2001), com incidéncia de hemorragia digestiva variando entre 11 a 25% (Kloetzel &
Kloetzel 1958, Coura et al 1982, Abrantes 1995, Ferraz et al. 2001). Dentre os fatores
responsaveis pela reducdo da doenca no Brasil podem ser citados: a disponibilidade de
farmacos comprovadamente eficazes, administrados em dose Unica e por via oral e
isentos de efeitos colaterias graves; a melhoria das condicbes do sistema de
saneamento basico; a ampliacdo da oferta de abastecimento e esgotamento sanitario; a
maior disponibilidade de assisténcia médica e implantacdo de programas de educacao
em saude (Brasil, 2004).

A interacdo entre o parasito e o hospedeiro é a grande responsavel pela
patologia da esquistossomose (Andrade et al. 1962, Andrade et al. 1992). Outros
fatores como o estagio evolutivo da doenca e a carga parasitaria também sado
responsaveis pela gravidade da esquistossomose. Considera-se ainda o hospedeiro, a
constituicdo gendmica, o 6Orgao lesado, o habito alimentar, a etnia, o tratamento
especifico, as reinfec¢des e principalmente o estado imunoldgico do paciente como 0s
fatores mais importantes na definicdo e na evolucdo das formas da doenca (Farinazzo
et al. 1997, Lambertucci et al. 1998). Conforme Bogliolo (1954), a patogenia da
esquistossomose encontra-se na formacdo do granuloma ocasionado pelo ovo do

parasito. Manifestacdes ectdpicas da doenca como, por exemplo, a neuroldgica e a
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vasculopulmonar sédo causadas pela presenca de granulomas, principalmente, na
medula e nos vasos pulmonares, respectivamente.

O crescimento econdmico e os métodos de controle, como o uso de novos
medicamentos e a melhoria das condi¢gBes sanitérias tém sido os grandes responsaveis
pela diminuicdo gradativa da incidéncia da maioria das parasitoses humanas (Savioli
2000, 2004). A esquistossomose, no entanto, continua se expandindo, principalmente
na Africa e no Brasil, onde a situacéo politico-econdémica ndo atende a melhoria das
condi¢des essenciais de saude da populacdo. Em grande parte, nas areas endémicas,
ou ndo existem ou, se existem, sdo precarias as condicbes sanitarias basicas e a
populacdo se vé obrigada ao contato com aguas contaminadas para 0 exercicio da
agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer. (Katz & Peixoto, 2000). A migracdo, 0s
grandes projetos de construcbes de estradas e represas podem contribuir para o
aparecimento de novos focos de transmissao (Southgate et al. 2001). Em Richard Toll,
Senegal, houve uma explosédo na prevaléncia da esquistossomose intestinal de 1,9 para
71% nos dois anos seguintes a deteccdo dos primeiros casos, periodo que coincidiu
com término da construcdo da represa Diama (Talla et al. 1990). Em 1997 foi detectada
pela primeira vez a presenca de Biomphalaria na regido metropolitana de Porto Alegre
(Esteio-Rio Grande do Sul), onde mais tarde foi confirmada a primeira infeccdo humana
por S. mansoni autéctone na regido (Carvalho et al. 1998, Graeff-Teixeira & Moraes,
1999). Atualmente h& uma baixa prevaléncia de S. mansoni na regido. No entanto, as
areas de baixa prevaléncia ndo podem ser menosprezadas, pois representam risco com
potencial de expansao da esquistossomose (Graeff — Teixeira et al. 2004). O estudo da
biologia do Schistosoma se faz necessario, uma vez que atualmente existe um anico
farmaco sendo usado no tratamento em massa da esquistossomose (WHO 2002) e,
considerando que até o momento, apesar de muitos estudos realizados principalmente
nas ultimas duas décadas, ndo ha ainda uma vacina que seja efetiva contra o S.
mansoni (Fonseca et al. 2005). Estudos atuais do genoma e transcriptoma do verme
contribuem para o conhecimento da biologia do parasito e sdo extremamente Uteis na
geracdo de novas informacdes que podem ser usadas no desenvolvimento de novos

farmacos e vacinas contra a esquistossomose (Katz 2005).
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OBJETIVOS
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade terapéutica e/ou o potencial profilatico de associacéo de farmacos na

esquistossomose mansoni experimental.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar a eficacia da lovastatina contra vermes adultos de S. mansoni, quando
administrada em monoterapia ou associada com oxamniquina ou praziquantel, em
experimentos realizados in vivo e in vitro.

Estudar a viabilidade de ovos de S. mansoni, usando a sonda Hoechst 33258.
Avaliar a eficacia da associacdo do clonazepam usado em monoterapia ou em
associacdo com oxamniquina ou praziquantel no tratamento da esquistossomose
mansoni experimental.

Avaliar a acdo do clonazepam sobre o verme adulto de S. mansoni em estudos in
vitro.

Avaliar, experimentalmente, a eficacia da associacdo oxamniquina-praziquantel

administrada nos varios estagios da infec¢cdo por S. mansoni.
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3 Revisdo da Literatura

3.1 Controle

O controle da transmissdo da esquistossomose € essencial para a erradicacéo
da doenca, pois visa interromper o ciclo evolutivo do parasito. Entretanto, controlar a
transmissao é dificil em areas endémicas por diversas razdes, dentre as quais se
destacam: a ampla disseminacdo dos hospedeiros intermediarios; a inexisténcia de
uma vacina eficaz para a prevencdo da doenca; o retorno para a educacao sanitaria sé
apresentar resultados em longo prazo e, sobretudo, as dificuldades politicas e
econbmicas relacionadas ao alto custo das obras de engenharia sanitaria que
possibilitem o aporte adequado de dgua para as casas e a eliminacdo apropriada dos
dejetos, impedindo, dessa maneira, a contaminagcdo dos recursos hidricos (Carvalho et
al. 1998, Katz 1999, Coura & Amaral 2006). O controle da morbidade e a reducéo da
mortalidade, no entanto, sdo possiveis por meio da quimioterapia humana — com
oxamniquina ou praziquantel (WHO 1993). Jansen, 1946 sugeriu que com o tratamento
em massa da populacdo de areas endémicas seria possivel se prevenir o aparecimento
de formas clinicas graves, letais, da doenca, sugestdo confirmada por Silva em 1957,
Kloetzel em 1967 e Bina em 1981.

Em 1984, ap6s o desenvolvimento da oxamniquina e do praziquantel, a OMS
recomendou uma mudanca na estratégia nos programas de controle da
esquistossomose, tendo a quimioterapia como alvo principal. Como recomendacéo
deveriam ser tratados todos 0s casos positivos detectaveis pelos exames de rotina e,
regularmente, os grupos de alto risco (criangas em idade escolar, por exemplo).

Antes dessa data, o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE)
- criado, no Brasil, em 1975, visando o controle da esquistossomose baseava-se no
tratamento da populacdo humana guiada por inquéritos coproscépicos. Como
metodologia, seria examinada uma amostra entre escolares de 7 a 14 anos e, se a
prevaléncia do municipio, com base nesse inquérito, fosse maior que 20%, seria
realizado o tratamento em massa da populacdo (Conselho Nacional de
Desenvolvimento 1976).

A mortalidade por esquistossomose ocorre principalmente na fase cronica da

doenca, em sua forma hepatoesplénica. Nessa forma, as manifestacdes clinicas sao
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decorrentes da hipertensdo portal e tem como principais complicacbes a ascite e a
formacdo de varizes gastroesofagicas que, quando rompem, resultam em hemorragias
graves, muitas vezes, fatais (Prata 1997). As informagBes sobre os Obitos por
esquistossomose constituem elementos importantes para o0 monitoramento da doenca
e, consequentemente, do impacto de intervencdes e politicas publicas voltadas para a
sua reducdo. Além disso, conhecer quem é vulneravel € imperativo quando se pensa
em termos de prevencao. Desse modo, a identificagdo dos grupos populacionais que
estdo sujeitos a maior risco de morte por esquistossomose constitui uma tarefa
imprescindivel (WHO 1993, Resendes et al 2005).

Programas de controle para diminuir a morbidade e mortalidade causadas pela
esquistossomose foram implantados no Brasil, China, Filipinas e Egito (Engels et al.
2002), e em Porto Rico, Venezuela, Arabia Saudita, Tunisia e Marrocos. O objetivo de
tais programas foi o controle da morbidade ou a erradicacdo da doenca (WHO 1998),
porém, nos paises africanos abaixo do Sahara ndo existia, até recentemente, nenhum
programa de controle e a populagdo conta com grande nimero de pessoas infectadas
ou vivendo sob o risco de infeccao (Engels et al. 2002, Savioli et al. 2004). Atualmente
existem programas massivos de tratamento nessa area. A reducédo drastica no custo do
praziquantel aliado ao suporte financeiro da Fundacao Bill e Melinda Gates possibilitou
0 uso do medicamento nos paises africanos (Hotez & Fenwick 2009). Cabe ressaltar a
relevancia de iniciativas internacionais como a Schistosomiasis Control Initiative (SCI)
em Mali, Nigéria, Burkina Faso, Zambia, Tanzéania e Uganda, que torna possivel o
controle da esquistossomose integrado aos programas de controle de outras doencas
como helmintos gastrointestinais e filariose linfatica com o objetivo de reduzir custos
(Fenwick et al. 2006).

Com o aparecimento dos primeiros moluscicidas em 1940, a niclosamida, por
exemplo, a transmissdo da esquistossomose pode ser controlada em vérias regides
endémicas, mas 0 emprego desses agentes diminuiu gradativamente e, atualmente é
um método abandonado (Sturrock 2001). A aplicacdo de moluscicidas, juntamente com
outras medidas de controle, foi introduzida no Egito, em 1940 (sulfato de cobre). Em
1955 o pentaclorofenato foi usado pela primeira vez no Egito. Com o advento da
niclosamida (Bayluscide®) esse moluscicida passou a ser usado no delta do Nilo —

Egito (Projeto Egito-49). ApGs dois anos de uso, os resultados se mostravam
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promissores (Farooq et al. 1966). Entretanto, sete anos apos, a incidéncia e a
prevaléncia da esquistossomose continuavam iguais as que eram antes da introducao
das medidas de controle. Foi dessa maneira que o Projeto EgQito-49 mostrou que a
aplicacdo de moluscicida ndo é uma medida eficaz para o controle da doenca (Gilles et
al. 1973, Katz, 1980).

No inicio da década de 70 e, mais no final da mesma década, o desenvolvimento
da oxamniquina e do praziquantel, principalmente essa ultima, com atividade contra as
principais espécies de Schistosoma que acometem o homem e também por ser de
baixo custo, foi essencial para a reducdo da morbidade e mortalidade da
esquistossomose. Entretanto, o tratamento, ndo impede a reinfeccdo e,
consequentemente ndo consegue interromper a transmisséo. Levando-se em conta que
reinfeccdes implicam em tratamentos sucessivos que podem gerar linhagens
resistentes ao praziquantel, fica a preocupacdo de que se ndo houver integracdo do
tratamento especifico com outras medidas de controle, principalmente a eliminagcédo dos
caramujos e 0 saneamento basico, a doenca ainda ir4 persistir por longo tempo. Em
1993, a Organiza¢do Mundial de Saude indicou o estudo do genoma do Schistosoma
como um método para gerar conhecimentos que possam ser utilizados como
ferramentas de controle da doenca, como a identificacdo de novos alvos para vacinas e
descobrimento de novos farmacos (WHO 1993). Em 1994, teve inicio o projeto
"Schistosoma Genome Network" (LoVerde et al. 2004), com a finalidade de codificar as
sequéncias de genes expressos dos parasitas S. mansoni e S. japonicum. Em 2009 o
projeto foi finalizado com o sequtiénciamento de 92% dos 14 mil genes do parasita. O
namero de genes totalmente conhecidos do Schistosoma, devido ao projeto, foi
ampliado de 160 para 510, além de apontar 45 deles como alvos potenciais para novas
drogas e 28 como alvos para o desenvolvimento de possiveis vacinas (Berriman et
al.2009).

Barbosa et al. 1993 apresentaram uma proposta alternativa aos programas de
controle em um trabalho de pesquisa controlado, com integracéo interdisciplinar e multi-
institucional, envolvendo entidades de pesquisa e de servi¢cos, desenvolvido em uma
area rural do municipio de Afonso Claudio (Espirito Santo). Esse modelo conta com

amplo envolvimento comunitario e com a organizacdo dos servicos locais de saude
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(SUS). Os métodos de controle utilizados sdo o tratamento médico individualizado e a
melhoria das condi¢cdes de saneamento.

Recentemente a idéia de um esquema de controle da esquistossomose
associando-se vacinacgao e quimioterapia, vem ganhando forca.

Até o presente momento o controle da transmissdo nao foi objeto de nenhum
programa especial em larga escala, mas existem exemplos de paises que vém
conseguindo controlar a esquistossomose seja através do desenvolvimento sdcio-
econdmico e do uso extenso do abastecimento de 4gua e eliminacdo adequada de
dejetos, por exemplo: Japéo e Porto Rico.

Pelo exposto fica clara a preocupacdo com o controle da morbidade da
esquistossomose, entretanto é preciso que haja também o controle da transmisséo,
com o objetivo de interromper o ciclo evolutivo do parasito evitando assim o
aparecimento de novos casos.

Como medidas de controle da transmissdo da esquistossomose podem ser
usadas as seguintes estratégias:
controle dos portadores da esquistossomose - identificacdo dos portadores através de
exames coproscopicos e quimioterapia especifica sdo as medidas mais diretas e
imediatas de controle. Com isso, ha a diminuicdo da morbidade da doenca prevenindo,
em especial, 0 aparecimento de formas mais graves através da reducdo da carga
parasitéria;
controle dos hospedeiros intermediarios - O levantamento malacologico das areas, a
investigacdo e controle imediato de novos focos para determinar o potencial de
transmissao e o tratamento quimico dos criadouros de importancia epidemiolégica séo
medidas de controle complementares;
modificacdo permanente das condicfes de transmissdo - aliado a estas medidas as
acOes de educacdo em saude, a mobilizacdo permanente da comunidade e o
saneamento ambiental nos focos da doenca sdo etapas importantes para o controle da
esquistossomose;
aporte adequado de agua para as casas e a eliminacdo apropriada dos dejetos, de
modo que seja impedida a contaminacéo dos recursos hidricos (Katz 1999).

E importante frisar que a medida mais eficaz para o controle da transmissio

seriam as acOes de saneamento ambiental incluindo coleta e tratamento de dejetos,
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abastecimento de agua potavel, melhoria das condi¢cdes sanitarias e eliminacéo
definitiva das colecdes hidricas criadoras de moluscos (Katz e Almeida, 2003).

Enk et al (2004) citam o aumento do turismo rural em areas endémicas como um
fator de risco para infeccdo, em especial para pessoas oriundas de areas nao-
endémicas para esquistossomose, que, ndo tendo contato prévio com o parasito ficam
sujeitas a apresentar as formas mais graves da doenca. Esse fato ja havia sido
observado por Hiatt et al. 1979, quando relataram que pessoas que contraem a
esquistossomose durante visitas a areas endémicas tornam-se mais vulneraveis a
adquirir a forma aguda da doenca, que nem sempre esta relacionada a infeccao

intensa.

3.2 Controle Através do Tratamento

O controle da esquistossomose através do tratamento, apesar dos indices altos
de reinfeccdo em areas endémicas, € eficaz. O tratamento € importante ndo so pela
cura do paciente, mas também para o controle da morbidade e da transmissao (Savioli
et al. 2004).

No Brasil, os primeiros casos autoctones de esquistossomose em Niteroi, bem
como o primeiro estudo sobre a avaliacdo da terapéutica em esquistossomose foram
realizados em marinheiros oriundos de areas endémicas (Maciel 1929).

O primeiro estudo em comunidade com o objetivo de avaliar o controle da
esquistossomose em area endémica foi realizado por Jansen (1946) em Catende, PE.
Com o tratamento especifico dos individuos infectados pelo S. mansoni (com derivados
antimoniais), o combate ao B. straminea com moluscicida e o saneamento basico
(construcdo de fossas nas residéncias, latrinas publicas e tanques para lavagem de
roupas, e filtros de areia nos reservatérios comunitarios de agua), o indice de caramujos
infectados nos criadouros da area caiu de 18,5 para 7,9% em dois anos e a prevaléncia
da esquistossomose nos moradores, de 53,0 para 12,0%.

Com base nas observacdes de Madureira Pard (1949) que de um total de
267.107 amostras de figado, oriundos de todo o pais, estudadas através de
viscerotomia realizadas entre 1937 e 1946 encontrou 5.953 positivas para Schistosoma
(2,3% £ 0,019), Sette (1953) examinou a populacdo de Catende, Pernambuco, onde

Jansen (1946) havia tratado cerca de 3.500 pacientes com antimoniais, aplicado
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moluscicida e realizado saneamento na comunidade. Dois grupos foram estudados
sendo o primeiro formado de 796 pacientes tratados e o segundo por 100 pacientes
sem tratamento. A incidéncia de esplenomegalia ap6s o tratamento foi de 1,7 e 9,9%,
respectivamente. Estudos de biépsia de figado em pessoas falecidas desse mesmo
grupo durante os anos de 1937 a 1941 e 1942 a 1951 revelaram que a percentagem de
“cirrose” era de 32,6 e 11,1, respectivamente sendo essa a primeira evidéncia de que
apos o tratamento hd um decréscimo no nimero de casos de hepatoesplenomegalia
(Paré 1949, Sette 1953).

Em Gameleira, Pernambuco, Kloetzel (1962) observou que 50% das criancas
com esplenomegalia apds quatro anos do tratamento com Astiban® apresentavam o
baco em tamanho normal, 83,0% dos pacientes tratados que continuaram residindo na
area haviam sido reinfectados, sendo que a mediana do niumero de ovos de 915, antes
do tratamento, diminuiu para 135, e que nenhuma das criancas tratadas desenvolveu a
hepatoesplenomegalia. No trabalho, o autor sugere, em decorréncia dos resultados
observados, que os pacientes deveriam receber tratamento especifico, mesmo levando-
se em conta a possibilidade de reinfecgéo (Kloetzel 1962).

Bina (1977) demonstrou que criancas residentes em zona endémica de S.
mansoni com tendéncia a adquirir a forma hepatoesplénica com o passar dos anos,
poderiam ter essa tendéncia controlada, através do tratamento. De fato, pacientes com
idade variando entre cinco e 17 anos, tratados com hycanthone, apresentaram 71,4%
de regressao da forma hepatoesplénica na avaliacdo clinica e parasitologica realizadas
2, 5 e seis anos poés-tratamento, enquanto no grupo controle (ndo tratado) 28,7%
evoluiram para a forma hepatoesplénica. Observou ainda que 0s pacientes tratados
continuavam apresentando ovos de S. mansoni nas fezes ap0s cinco anos do
tratamento, devido a reinfeccdo(0es) e que nao houve diferenca significativa na
intensidade da infeccdo entre os grupos tratados e néo tratados.

Em Comercinho, Minas Gerais, foi realizado, em 1974, um estudo clinico-
epidemioldgico incluindo censo, mapeamento da cidade, exame parasitologico de fezes
da populacao pelo método de Kato-Katz, exame clinico nos pacientes com diagnostico
positivo para S. mansoni, entretanto ndo foi realizado tratamento especifico porque o
farmaco usado a época (hycanthone) comecava a apresentar efeitos colaterais graves,

inclusive casos fatais (Katz 1974). Na mesma é&rea, em 1981, foi realizada uma nova
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intervencao com identificacdo do hospedeiro intermediario, avaliacdo da estabilidade da
contagem de ovos nas fezes, levantamento sdcio-econémico, pesquisa de contato com
a agua, intradermoreacdo nos pacientes positivos para S. mansoni através do exame
de fezes e tratamento em larga escala com oxamniquina (Costa 1983). Cury et al.
(1988) reavaliaram a populacdo de Comercinho usando metodologia semelhante
aguela usada em 1983 por Costa et al., encontrando um indice de infeccdo de 40% e
média geométrica de 105 ovos por grama de fezes, constatando uma diminuigdo
acentuada da forma clinica hepatoesplenomegalica. Rocha (1995) nesta mesma
localidade verificaram que houve o aumento do numero de residéncias com agua
potavel intradomiciliar chegando a 86,9% das residéncias e que aliado a cinco
tratamentos especificos dos infectados pelo S. mansoni durante dez anos produziram
reducdo significativa da prevaléncia da esquistossomose de 70,4 para 13,1% e na
meédia geométrica do numero de ovos por grama de fezes de 334 para 120 ovos, com
regressdo da forma hepatoesplénica de 6,8 para 3,3%. Um estudo mais recente nesta
mesma area, constando de identificacdo do hospedeiro intermediario, levantamento
sécio-econdmico da populacdo, exame de fezes da mesma populacdo estudada em
1981 e exame clinico dos pacientes positivos foi realizado por Sarvel et al. 2009. Os
181 moluscos coletados, identificados como B. glabrata, ndo estavam infectados por S.
mansoni. Das residéncias visitadas 96% contavam com abastecimento de agua da rede
publica e 97,6% possuiam fossal/vaso sanitario para destino dos dejetos. As casas Tipo
A - consideradas de melhor qualidade — somavam 97,6% das moradias; do tipo B 1,6%
e 0,8% do tipo C. A taxa de infec¢do para S. mansoni foi de 1,4% e a média geométrica
de ovos por grama de fezes foi de 172. Nenhum novo caso de forma hepatoesplénica
foi detectado.Os estudos realizados na Cidade de Comercinho ao longo de 35 anos,
mostram que a transmisséo da esquistossomose foi quase interrompida no local e dao
a nocdo exata do beneficio gerado para a populacdo quando séo aliados tratamento
especifico, aporte de 4gua encanada, eliminagdo adequada dos dejetos e melhoria das
condicdes sécio-econdmicas (Sarvel 2009).

No Brasil, com o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE)
instituido em 1976, mais de 13 milhdes de pacientes foram tratados com oxamniquina

ou praziquantel. Nas Ultimas décadas, no Brasil, a prevaléncia da forma
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hepatoesplénica diminuiu significativamente, bem como as internacdes hospitalares por

esquistossomose (Amaral 2006).

3.3 Tratamento

Nos Uultimos anos os farmacos esquistossomicidas evoluiram de agentes
altamente toxicos (antimoniais, lucanthone, niridazol, hycanthone) e de administracao
incOmoda para agentes apresentando toxicidade baixa e administrados oralmente. No
Brasil, assim como na maioria dos paises afetados, o esquistossomicida de escolha € o
praziquantel (Katz & Almeida 2003). Este farmaco é altamente efetivo contra todas as
espécies de Schistosoma patogénicos ao homem (Matsumoto 2002, Gryseels et al.
2006). Nenhum caso fatal foi diretamente atribuido ao uso de praziquantel, embora
mais de 53 milhdes de tratamento ja tenham sido feitos (Fenwick et al. 2003).

O primeiro medicamento empregado no tratamento da esquistossomose foi o
tartaro emético (tartarato de antiménio e potassio), administrado por via endovenosa,
durante um més (Christopherson 1918). Efeitos colaterais como nauseas, vOmitos,
diarréia, anorexia, alteracdes cardiacas e hepaticas e distlrbios dermatoldgicos foram
observados durante o periodo do tratamento. Foram relatados episodios letais devidos
a sincope cardiaca ou choque anafilatico com a administracdo do farmaco. Em muitos
casos o tratamento foi interrompido pela falta de adesédo dos pacientes, o que levou a
pesquisa de outros farmacos ativos, livres de metal e, preferencialmente, administrados
por via oral. Surgiram entdo novos medicamentos como tartarato de antimonio e sédio,
disulfonato-bis-pirocatecol de sédio e antimoénio (Stibofen®), tiomalato de antimbénio e
sédio (Anthiomaline®) e gluconato de antiménio e sodio (Tiostam®) que ainda eram
administrados por via intravenosa ou intramuscular. Os efeitos colaterais e tdxicos
provocados por estes medicamentos continuavam intensos e graves, causando,
inclusive a morte de alguns pacientes (Dias 1949). Em 1932 surge o lucanthone (miracil
D) atuando contra o S. mansoni e 0 S. haematobium e o primeiro esquistossomicida
conhecido de uso oral. Entretanto, esse farmaco continuava apresentando efeitos

colaterais sérios nos sistemas nervoso central e cardiovascular.
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Em 1964, comecou a ser usado o niridazol (Ambilhar®), de administracdo oral,
porém o tratamento era feito durante sete dias consecutivos. Os pacientes
apresentavam pouca tolerancia ao medicamento que também apresentava efeitos
colaterais graves: toxicidade renal, convulsdo, alucinacao, além de ser um farmaco com
propriedades de mutagenicidade, carcinogenicidade e imunosupressivo.

Em 1965, da hidroximetilacdo do lucanthone surgiu o hycanthone, ativo em dose
Unica, podendo ser usado tanto por via intramuscular como oral (Archer & Yarinsky
1972). Os efeitos colaterais apresentados apés a administracdo desse farmaco foram
graves, inclusive com necrose hepatica letal (Andrade et al. 1974), o que forcou a volta
do tratamento da doenca com o niridazol.

Em 1969, Richards e Foster desenvolveram a oxamniquina (Pfizer, Inglaterra),
que era administrada em dose Unica, por via oral, bem tolerada pelos pacientes, com
percentual de cura alto e auséncia de efeitos colaterais graves, embora alguns
pacientes ainda relatassem desconforto gastrico, vertigem e dores de cabeca. A
restricdo ao tratamento eram os casos de epilepsia (Cioli et al. 1995).

Em 1977, Thomas e GoOnnert descreveram a atividade do praziquantel contra
cestodeos e trematdédeos. Em dose Unica e por via oral o praziquantel € bem tolerado
pelos pacientes e apresenta atividade esquistossomicida alta. Nao apresenta efeitos
colaterais graves, podendo ocorrer dor de cabeca leve, vertigem, nauseas, diarréia, dor
abdominal e anorexia, sintomas esses leves e passageiros. Apresenta atividade contra
todas as espécies de Schistosoma que parasitam o homem (Cioli et al. 1995).

Atualmente a oxamniquina e o praziquantel sdo os farmacos escolhidos para o
tratamento da esquistossomose, sendo o0 primeiro ativo somente para a
esquistossomose mansoni. Entretanto, os dois farmacos apresentam limitagdes como
atividade baixa sobre os vermes imaturos do S. mansoni e falha em tratamentos devido
a ocorréncia de resisténcia ou tolerancia (Wilkins 1989, Giboda et al 1994 Frézard &
Melo 1997, Cioli 1998).

Para maiores detalhes sobre farmacos utilizados no tratamento da
esquistossomose pode-se consultar (Ribeiro-dos-Santos 2006, Katz 2008, Abdul-Ghani
2009).
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3.4 Oxamniquina

A oxamniquina € uma tetrahidroquinolina semi-sintética (Richard & Foster 1969).
Inicialmente sua administracéo era feita pela via intramuscular na dose Unica de 7,5 mg,
mas 0s pacientes relatavam dor intensa e prolongada no local da aplicacdo. “Na
primeira vez que o farmaco foi usado no Brasil todos os pacientes tratados
apresentaram cura parasitoldgica, entretanto queixavam-se da forte dor provocada pela
injecdo” (Katz et al. 1973a). D7iante disso foi fabricada a oxamniquina para
administracdo oral e apés estudos realizados foi fixada a dose a ser usada — 20mg/kg
para criancas e 15mg/kg para adultos — doses consideradas de boa tolerancia,
auséncia de efeitos colaterais e toxicos e apresentando 80 a 90% de cura em adultos e
65 a 90% em criancas (Silva et al. 1974, Katz et al. 1976, 1977).

A meia vida da oxamniquina gira em torno de 1,5 a 2 horas com a concentragao
maxima no soro de 1 a 4 horas apos a administracdo de uma dose de 15mg/kg
(Kokwaro & Taylor 1991). Metabolizada por processos oxidativos é excretada em forma
de metabolitos inativos pela urina (Cioli et al. 1995). O descobrimento da oxamniquina
data do inicio da década de 70, e ela foi bastante usada para o tratamento em massa
da esquistossomose na década de 80 (Katz 1980). O principal mecanismo de acéo
desse farmaco relaciona-se com a sua capacidade de inibir a sintese de acidos
nucléicos. A esterificacdo do farmaco pela enzima sulfotransferase produz compostos
eletrofilicos capazes de alquilar o DNA e outras moléculas do parasito (Cioli 1993). E
um farmaco que apresenta boa eficacia esquistossomicida contra 0 S. mansoni, porém
nao apresenta atividade contra as outras espécies de Schistosoma que acometem o
homem (Foster 1987) e apresenta a desvantagem de ser de alto custo. A oxamniquina é
eficaz para o tratamento da esquistossomose mansoni sendo os vermes machos mais
vulneraveis a acdo do farmaco do que as fémeas (Cioli et al. 1995).

Testes realizados com oxamniquina usando o modelo animal revelaram que o
farmaco atua em quase todos os estagios de infec¢do pelo S. mansoni sendo as fases
de cercéarias e vermes adultos mais afetados do que os esquistossémulos e vermes
imaturos (Foster et al. 1971). Na fase imatura a dose unica oral de 50 mg/kg causou
reducdo significativa no numero de vermes quando administrada 24 horas apds a
infeccdo, oito oul5 dias pos infeccdo. A terceira semana pos infeccdo foi a mais critica

em relagdo a eficacia do tratamento, chegando a mostrar completa ineficacia aos 22
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dias de infeccdo. O farmaco voltou a apresentar atividade quando administrado apés 25
e 36 dias (Foster 1973). A EDgy (dose necessaria para matar 99% dos vermes) em
camundongos foi de 44 e 42mg/kg quando foram usadas as vias oral ou intramuscular,
respectivamente (Foster 1973). Em 1973, Pellegrino et al. relataram que a oxamniquina
apresentou atividade em camundongos, hamsters e macacos Cebus. Em
camundongos, com a dose Unica, intramuscular de 100mg/kg apresentou 100% de
alteracdo do oograma. Quando foram usados hamsters, efeito semelhante aos
apresentados pelos camundongos foi observado com a dose intramuscular de 50mg/kg.
Macacos Cebus foram tratados com dose Unica intramuscular de 20-40 mg/kg e
curetagens da mucosa retal feitas em série, antes e apds o tratamento, mostraram que
houve cura parasitolégica dos animais A perfusado realizada 120 dias apés o tratamento
mostrou auséncia de vermes. Estudos de toxicidade e mutagenicidade realizados em
animais nao apresentaram evidéncias de efeitos carcinogénicos e mutagénicos
relevantes (Batzinger & Bueding 1977) e anormalidades cromossomicas nao foram
observadas em animais nem em seres humanos (Ray et al. 1975).

Um experimento conduzido com o objetivo de estudar os danos causados nos
vermes de S. mansoni mostrou que no terceiro dia de tratamento ja se observa parada
de postura. As alteracdes morfolégicas dos vermes também puderam ser observadas a
partir do terceiro dia do tratamento sendo que as mais intensas foram primeiramente
observadas no parénquima dos vermes machos. Quinze dias ap6s o tratamento as
alteracbes se tornaram mais intensas, com vacuolizacdo e desaparecimento dos
nacleos das células do parénquima (lesdo “em bolha”). Nas fémeas, foram observadas
alteracdes a partir do 7° dia, com reducdo da quantidade do material vitelinico no ovério
e despigmentacdo acentuada. Os vermes sobreviventes apresentaram diminuicao
significativa de tamanho. A ovoposi¢ao nao foi reiniciada até 120 dias apos o tratamento
quando o experimento foi finalizado (Kohn et al. 1979). Camundongos tratados com
oxamniquina 24 horas apo6s a infeccdo ndo apresentaram vermes no sistema porta
quando a perfuséo dos animais foi realizada no 35° da infecgéo (Coelho et al. 1993).

Na clinica, os efeitos colaterais mais comumente relatados por pacientes
submetidos ao tratamento com oxamniquina foram: nauseas, vertigens, sonoléncia, dor
de cabeca e menos frequentemente desconforto abdominal, vdomito e diarréia efeitos

esses leves e de curta duragéo. Alucinagéo ou convulsdo foi observada em 0,5% dos
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casos tratados. Exames laboratoriais mostraram elevacéo dos niveis de transaminases
plasmaticas, leucopenia, hematuria e/ou proteindria em alguns pacientes. (Silva et al.
1974, Domingues & Coutinho 1975, Bina & Spinola 1976, Katz et al. 1976, 1977, Katz
1980). Pode aparecer também febre e eosinofilia em decorréncia da destruicdo do
parasito (Cioli et al. 1995). A oxamniquina € bem tolerada pelos pacientes e reacfes
adversas graves sdo esporadicas (Prata et al. 1975). No entanto, alguns autores
relataram efeitos adversos graves no sistema nervoso central, apés a administracdo do
farmaco (Bina & Spinola 1976, Krajden et al. 1983, Carvalho et al. 1985). Katz et al.
(1973) isolaram uma cepa de S. mansoni de dois pacientes tratados com hycanthone
por duas vezes e com niridazol por uma vez e ainda assim continuavam eliminando
ovos viaveis nas fezes. Camundongos infectados com a cepa isolada (denominada
WW) foram tratados com esquemas multiplos de niridazol, hycanthone e oxamniquina,
juntamente com a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratorio e sabidamente
suscetivel aos trés farmacos. Estudos comparativos entre as duas cepas mostraram
diferencas na suscetibilidade aos agentes esquistossomicidas usados. Com a
administragdo de hycanthone a diferenga de suscetibilidade entre as duas cepas foi
altamente significativa, com niridazol e oxamniquina as diferencas nao foram téo
evidentes, mas ainda assim suficientes para indicar menor suscetibilidade da cepa WW
a esses agentes esquistossomicidas. Esta foi a primeira vez na literatura que se
mostrou resisténcia de uma cepa na clinica e a metodologia para seu estudo (Katz et
al. 1973). Um paciente foi tratado com hycanthone na dose unica de 2,5mg/kg, por via
intramuscular e ndo curado. Ao mesmo paciente foi administrada a dose Unica, oral de
14mg/kg de oxamniquina, que também nado foi eficaz, uma vez que o paciente
continuou eliminando ovos nas fezes. Experimentalmente, a cepa desse paciente foi
isolada (denominada cepa MAP) e os estudos feitos em camundongos mostraram que a
primeira e a segunda geracao de vermes apresentaram resisténcia ao hycanthone e a
oxamniquina, sendo, porém suscetivel ao niridazole. Essa cepa foi usada para diversos
estudos de resisténcia em laboratério (Pedro et al. 1980). Enk et al. 2008 relataram pela
primeira vez a vantagem do tratamento no estagio inicial da infeccdo. Um técnico de
laboratorio se acidentou com um aquario contendo B. glabrata eliminando cercarias,

apresentando poucas horas depois do acidente dermatite cercariana. O tratamento
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realizado com oxamniquina 6 horas apés o acidente foi considerado eficaz com base no
acompanhamento com repetidos exames de fezes apresentando resultado negativo.
Diferencas na suscetibilidade & oxamniquina s&o inerentes a diversidade

geografica das cepas. Kaye (1978) preconiza a administracdo de uma dose Unica, via
oral de oxamniquina de 15 a 20mg/kg para o tratamento da esquistossomose nha
América do Sul, llhas do Caribe e Oeste da Africa, de 30 mg/kg no Leste da Africa,
Africa Central e Peninsula Arébica e de 60 mg/kg ou mais para o tratamento no Egito,
Sul da Africa e Zimbabwe.

Estima-se que mais de 13 milhdes de tratamentos usando-se oxamniquina ja
foram feitos no Brasil, ndo havendo relato de 6bito relacionado ao uso do medicamento
(Katz 2005).

3.5 Praziquantel

O praziquantel foi desenvolvido em estudo conjunto dos pesquisadores dos
laboratorios Bayer e Merck na metade da década de 70. Entre aproximadamente 400
compostos pirazinoisoquinolinicos sintetizados o praziquantel foi o antihelmintico mais
promissor contra trematdédeos e cestédeos. O medicamento foi desenvolvido
primeiramente para uso veterinario e mais tarde para tratamento em humanos.
(Andrews et al 1983). Ele estad incluido na Lista de Medicamentos Essenciais da
Organizacdo Mundial de Saude.

Sua atividade esquistossomicida foi demonstrada, primeiramente contra S.
mansoni usando camundongo como modelo animal (Gonnert & Andrews 1977).
Baseado nos resultados experimentais de toxicidade e eficacia promissores, 0s ensaios
clinicos em voluntarios (Fase 1A) tiveram inicio em 1978. Logo ap0s foram realizadas
as fases IlA, 1IB e Ill. A revisdo dos primeiros ensaios clinicos realizados com
praziquantel foi feita por Dollery (1991). A partir dai foram realizados estudos clinicos de
avaliacdo de atividade do farmaco sobre as espécies principais de Schistosoma que
acometem o homem. Os estudos na infec¢ao por S. haematobium foram realizados em
Zambia, no WHO Tropical Diseases Research Centre (Davis & Wegner 1979); em
infeccdo por S. mansoni no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ - Belo
Horizonte, Brasil (Katz et al. 1979). No caso da infeccdo por S. japonicum estudos

duplo-cego de tolerancia foram conduzidos em Koma-Kyoritsu Hospital, Japan (Ishizaki
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et al. 1979), complementados por estudos clinicos de tolerancia e eficacia realizados no
Schistosomiasis Control and Research Philippines (Davis & Wegner 1979, Santos et al.
1979). Esses dados estdo disponiveis em documento da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO 1998).

Experimentalmente, o praziquantel foi usado em camundongos, hamsters e
macacos Cebus infectados experimentalmente pela cepa LE de S. mansoni. Observou-
se que, em camundongos, doses orais de 100 e 50 mg/kg, durante cinco dias,
produziram alteracdes significativas do oograma e deslocamento acentuado dos
vermes para o figado com um indice terapéutico de 153 mg/kg. Em hamsters, os
vermes se mostraram mais sensiveis ao farmaco, sendo que a dose de 12,5 mg/kg/dia,
administrada durante cinco dias causou alteracbes somente em 60% dos animais
tratados. Foi necessario o dobro dessa dose para provocar 100% de deslocamento dos
vermes para o figado, 89% de mortalidade dos vermes e 100% de alteracdo do
oograma. Em macacos Cebus tratados por via oral com doses totais de 30 ou 60mg/kg,
divididas em trés administragBes diérias observou-se redugdo significativa no niimero
de vermes, mas nao houve parada de postura. Outro macaco Cebus tratado com dose
tnica oral de 100 mg/kg e submetido a eutanasia 138 dias ap0s o tratamento nao
apresentou vermes nem ovos no intestino ou reto (Pellegrino et al.1977).

O praziquantel € o farmaco eleito pela Organizacdo Mundial de Saude para o
tratamento da esquistossomose, por apresentar atividade contra S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (Gonnert & Andrews 1977,
Andrews et al. 1983), apresentar alto percentual de cura, ser de baixa toxicidade, ndo
apresentar risco genotoxico, ser ativo em dose Unica por administracdo oral e ser de
baixo custo. Esse farmaco é um p6 branco, tem gosto amargo e € estavel em condicdes
normais de armazenamento. E praticamente insolivel em agua, solGivel em etanol e em
outros solventes organicos. Sua preparacdo comercial € uma mistura racémica
composta de partes iguais de levo R (-) e dextro S (+) isbmeros. Ainda que os dois
isbmeros apresentem o mesmo grau de toxicidade (Liu et al. 1986) somente o
enantibmero (-) possui atividade esquistossomicida com eficacia reconhecida in vivo e
in vitro (Andrews et al. 1983, Xiao & Catto 1989, Wu et al. 1991). Como demonstrado
por Wu et al. (1991) pacientes tratados com 20 mg/kg de peso corporal de R (-)

praziquantel obtiveram a mesma taxa de cura e menos efeitos colaterais quando
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comparados com pacientes tratados com 40 mg/kg de peso da mistura racémica.
Gonnert e Andrews (1977) mostraram que o farmaco apresenta melhor atividade nos
estagios de cercaria e verme adulto. Andrews (1981) observou que in vitro todos os
estagios apresentaram suscetibilidade similar. Xiao et al. (1985), Sabah et al. (1986) e
Pica Mattocia e Cioli (2004) confirmaram em estudos realizados in vivo e in vitro que as
cercérias e os vermes adultos sdo mais suscetiveis a acdo do praziquantel.

O praziquantel apresenta um grande espectro de acdo, sendo ativo contra
cestodeos e trematddeos, mas ndo contra os nematédeos (King & Mahmoud 1989). O
farmaco possui biodisponibilidade de 80% e é rapidamente absorvido apdés a
administracéo oral, alcancando concentracdes séricas maximas de 0,2 a 2ug/ml, dentro
de 1 a 2 horas ap6s uma dose terapéutica de 40 mg/kg (Mandour et al. 1990). E
eliminado através da urina e fezes, sendo que mais de 80% do farmaco é eliminada
apos 24 h (Steiner et al. 1976). Estudos sobre a biodisponibilidade do praziquantel no
organismo indicam que o farmaco administrado apos as refeicbes torna-se mais
disponivel (Massmirembwa & Hasler 1994). Por outro lado, ha uma diminuicdo da
biodisponibilidade com a ingestdo concomitante com alguns farmacos como cloroquina,
antiepiléticos e corticosterdides (Jung 1998). Alguns estudos associam a
biodisponibididade do praziquantel ao estado clinico do paciente. Aqueles que
apresentam a forma hepatoesplénica grave, com consequente disfuncdo hepatica
apresentam menor taxa de metabolizacdo do farmaco quando comparados aos que
apresentam funcdo hepatica normal (El Guiniady et al. 1994). Nota-se também uma
grande variacdo individual das concentracfes plasmaticas de praziquantel atribuida a
diferencas farmacocinéticas, inerentes ao metabolismo de cada individuo (Metwally et
al. 1995).

A cimetidina, um inibidor de citocromo P450 e antagonista do receptor H2 da
histamina, em associagdo com o0 praziquantel aumenta a biodisponibilidade desse
altimo (Jung et al. 1997 e 1998, Olds et al. 1999). O praziquantel é administrado em
dose Unica, por via oral e a dosagem recomendada para o tratamento em massa € de
40 a 60 mg/kg de peso corporal, apresentando, com essas doses, um percentual de
cura contra o S. mansoni variando entre 60 a 90%, e causando reducdo de 90 a 95%
no numero de ovos, dependendo do nivel da infeccdo (Silva & Andrade 1997). O

praziquantel é eficaz em pacientes de todas as idades e formas clinicas da
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esquistossomose, incluindo hepatoesplenomegalia (Bassily et al. 1985). Apresenta
pouca atividade contra as formas imaturas do Schistosoma (Gryseels et al. 2001) como
também contra os vermes machos, que sdo menos sensiveis a acao do farmaco (Pica-
Mattocia & Cioli 2004).

Alternativas, como tratamentos realizados usando-se a associacdo de
praziquantel e arteméter, uma vez que esse Ultimo apresenta atividade contra as formas
imaturas do parasito, ou o tratamento em monoterapia utilizando praziquantel
administrado em duas doses com intervalos de trés semanas entre elas foram
sugeridas como uma forma de contornar a baixa eficacia contra as formas imaturas do
verme (De Clercq et al. 2000).

Efeitos colaterais provenientes do tratamento com praziquantel sao pouco
frequentes e passageiros, sendo o0s mais comuns: nausea, vOmito, desconforto
abdominal, anorexia e diarréia. Com referéncia ao sistema nervoso central foram
relatados dores de cabeca, tontura, sonoléncia. Outras reacfes colaterais também
foram relatadas, embora mais raramente, tais como: erupg¢des cutaneas, urticaria e
algumas vezes febre e fadiga (Katz et al. 1979, Davis & Wegner 1979, Ishizaki et al.
1979, Santos et al. 1979). A freqiéncia e a severidade dos efeitos colaterais estao
diretamente correlacionadas com a intensidade da infeccdo (Polderman et al. 1984).
Stelma et al. (1995) relataram colica, vomito, urticiria e edema observados em 352
pacientes dentre os 422 tratados com praziquantel em um foco epidémico. Como a
gravidade dos efeitos foi maior nos pacientes com carga de infeccdo mais alta, os
autores sugerem que os efeitos adversos podem estar relacionados a acdo do farmaco
sobre o parasito provocando reacdes alérgicas no paciente, e que também a morte dos
vermes ou a migracao deles do mesentério para o figado pode causar embolia e cdlica
intestinal. O praziquantel apresenta pouca toxicidade (Frohberg 1989) e ndo apresenta
riscos mutagénicos, carcinogénicos ou teratogénicos (Frohberg 1984, Kramers et al.
1991),

O FDA (Food and Drug Administration), agéncia controladora de medicamentos,
localizada nos Estados Unidos classificou o praziquantel como um farmaco
presumidamente seguro para ser administrado em gestantes. Baseando-se em estudos
experimentais, entretanto € recomendado que mulheres que estejam amamentando,

suspendam a amamentacdo por 48 horas apdés o tratamento (Olds 2003). A
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Organizacdo Mundial de Saude preconiza o tratamento tanto em mulheres gravidas
como em lactantes (WHO 2002).

Os mecanismos moleculares de agdo do praziquantel ainda ndo sdao bem
conhecidos (Cioli 2000). Aumento da atividade muscular, seguido de contracdo e
paralisia do verme com posterior destruicdo do tegumento, foram relacionados a acao
do farmaco. Logo ap0s o contato com o farmaco o verme apresenta contracao
muscular, e como consequéncia perde a capacidade de fixacdo sendo arrastado para o
figado, e a reacao inflamatéria que ocorre nesse 6rgédo ocasiona a morte do parasito
(Pax et al. 1978). Observa-se ainda, apos o contato do verme com o farmaco a
deformacéo do tegumento, com 0s machos apresentando vacuolizacdo e presenca de
bolhas na superficie do tegumento e as fémeas apresentam danos nas camadas
subtegumentares (Melhorn et al. 1981). Estudos demonstraram que a eficacia do
praziquantel depende do estado imune do hospedeiro (Brindley & Sher 1987. Fallon et
al. 1992, Ribeiro et al. 2004).

Experimentos realizados usando-se camundongos deficientes em células T,
mostraram menor atividade do farmaco em comparagcdo ao tratamento realizado em
camundongos imuno competentes (Sabah et al. 1985). Sinergismo entre o sistema
imune do hospedeiro e a eficacia do praziquantel foi observado em experimentos
conduzidos em animais depletados de células B, que nado responderam ao tratamento
com praziquantel. Entretanto, quando foi administrado soro contendo anticorpos anti S.
mansoni N0s mesmos animais houve um aumento na resposta ao tratamento (Brindley
e Sher 1987).

AlteracBes morfologicas provenientes da administracdo de praziquantel s&o
acompanhadas do aumento da exposicdo de antigenos do parasito (Harnett & Kusel
1986), alguns dos quais ja foram identificados e supostamente estimulam a resposta
imune do hospedeiro, que beneficia a acdo do farmaco, uma vez que a resposta imune
do hospedeiro é condicdo essencial para a atividade do praziquantel. O inicio da acao
do praziquantel se da na membrana dos vermes, causando contragdo muscular e
destruicdo do tegumento aumentando com isso a permeabilidade para certos cations
mono e divalentes, em especial o Ca2+. O influxo de calcio ndo se deve ao transporte
direto pelo praziguantel, uma vez que o farmaco ndo atua como iondéforo (Pax et al.
1978, Blair et al. 1992).
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O praziquantel administrado em monoterapia ou associado a corticoides
apresentou bons resultados em pacientes apresentando acometimento cerebral
(Scrimgeour & Gajdusek 1985, Watt et al. 1986). Também na fase aguda da
esquistossomose mansoni o0 praziquantel apresentou bom indice de cura (Katz et al.
1980, Farid et al. 1987 Lambertucci 1995).

Calcula-se que cerca de 53 milhdes de doses de praziquantel ja tenham sido
administradas no Egito, Brasil, China e Filipinas, sem registros de casos fatais (Fenwick
et al. 2003).

3.6 Resisténcia aos Esquistossomicidas

Diferencas de suscetibilidade a farmacos esquistossomicidas aparecem
independentemente dos pacientes terem sido tratados anteriormente com
quimioterapicos especificos (Katz 2005).

Para tratar do assunto resisténcia deve-se primeiramente definir alguns conceitos
béasicos.

A resisténcia a farmacos se caracteriza pela diminuicdo permanente ou
transitoria da sensibilidade dos organismos aos efeitos de farmacos que interferem nas
suas fungdes vitais. A resisténcia pode aparecer nos descendentes dos parasitos que
apresentam resposta quimioterapica diminuida. A tolerdncia aos farmacos ocorre
quando um parasito apresenta diminuicdo na resposta a terapéutica especifica sem
nunca ter sido exposto ao contato com o farmaco (Coles et al. 1986). As falhas
terapéuticas aparecem quando fatores inerentes ao hospedeiro ou ao parasito
influenciam a reposta ao tratamento especifico. Entre esses fatores podem ser citados:
absorcdo e metabolizacdo do farmaco, idade, sexo e sistema imune do hospedeiro,
associacbes morbidas, diferenca entre cepas e em relacdo ao parasito, estadio
evolutivo, equilibrio entre vermes machos e fémeas ou suscetibilidade diferente ao
farmaco (Katz 2005).

Os mecanismos de resisténcia aos farmacos em muitos organismos sao
semelhantes, e 0s mais comuns sdo: diminuicdo na captacdo do farmaco pela célula,
diminuicdo ou inativacdo do farmaco apds a administracdo, alteracdo da formacéao do
complexo alvo-farmaco, exclusdo do farmaco para o exterior da célula e maior eficiéncia

do reparo de DNA. Os mecanismos de ativacdo do farmaco podem ser suprimidos ou
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perdidos. A interacdo do farmaco com o alvo pode ter menor eficacia devido ao
aumento da competicdo pelo substrato ou pela interacdo do alvo. O aparecimento de
resisténcia a um determinado farmaco pode gerar consequéncias graves em longo
prazo, principalmente considerando doencas que apresentam somente um farmaco
para tratamento, como é o0 caso da esquistossomose, que vem sendo tratada quase
gue exclusivamente com o praziguantel. O desenvolvimento de resisténcia pode ser
prevenido com o uso racional de farmacos e com a administracdo de farmacos em
associacao (Lage 2005).

Os principais fatores que podem levar ao desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos sado o tratamento de apenas uma parte da populacéo infectada, tratamentos
em intervalos de tempo prolongados, mudancas da dosagem do farmaco utilizada por
um programa de controle e o tratamento com doses subcurativas (Silva & Andrade
1997).

Resisténcia do S. mansoni a oxamniquina ja foi relatada por varios autores
(Rogers e Bueding 1971, Katz et al 1973, Dias et al. 1978 , Pedro et al. 1980, Araujo et
al. 1980, Dias et al. 1982, Coles et al. 1987, Dias et al. 1988, Guimaraes et al. 1979,
Drescher et al. 1993, Fallon & Doenhoff 1994, Araujo et al. 1996, Coelho et al. 1997,
Silva & Andrade 1997, Conceicdo et al. 2000, Bonesso-Sabadini & Dias 2002).
Resisténcia ao praziquantel foi registrada em cepas de S. mansoni isoladas na Africa e
no Brasil, (Tsai et al. 2000, Liang et al. 2001a,b, William et al. 2001, Bonesso-Sabadini
& Dias 2002).

Outros autores consideram a diminuicdo da eficiéncia do praziquantel ndo como
resisténcia ao farmaco, mas proveniente da intensidade de infeccdo ou das condi¢des
imunoldgicas inerentes ao hospedeiro (Gryseels et al. 2001, Danso-Appiah & De Vlas
2002). Como ja foi dito anteriormente o praziquantel apresenta boa eficacia
esquistossomicida, poucos efeitos colaterais e toxicos, é ativo contra todas as espécies
de Schistosoma que parasitam o homem, de administracdo oral e de baixo custo,
porém, de encontro a essas vantagens surge o0 aparecimento de resisténcia, motivo de
preocupacao para 0s 0rgaos nacionais e internacionais de saude e para os estudiosos
do assunto. O desenvolvimento de resisténcia ao praziquantel tem sido objeto de

estudos experimentais e clinicos e, apesar de ser um assunto controverso é preciso ter
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sempre em mente a possibilidade do aparecimento de isolados de Schistosoma
resistentes a esse farmaco.

Diferengcas na resposta ao tratamento especifico j& foram relatadas por varios
autores. Em 1955, Goénnert & Vogel relataram diferenca na suscetibilidade de cepas
geograficas de S. mansoni aos farmacos especificos. Os autores detectaram que a
cepa da Libéria foi mais sensivel a acdo parasiticida do lucanthone que a cepa do Egito.
Nesse mesmo trabalho foi testada a acdo do miracil D em diferentes cepas de S.
mansoni e observou-se que o farmaco mostrou diferencas no efeito terapéutico,
conforme cada uma das cepas estudadas. Hsu et al. (1963) estudaram
experimentalmente, usando camundongos albinos, o efeito do “stibofen” e do tartaro
emético em 4 cepas de S. japonicum. A cepa Japonesa mostrou-se mais resistente ao
tratamento com os dois farmacos do que as cepas Chinesa, Formosa e Filipina, ao
passo que a suscetibilidade das trés ultimas cepas tratadas com estes compostos
antimoniais ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas. Os autores
sugerem que a dosagem dos farmacos a ser usada em esquistossomose japbnica nas
diferentes areas endémicas deve variar de acordo com a suscetibilidade da cepa local
do parasita. Thompson et al. (1965) notaram variacdo na suscetibilidade de duas cepas
de S. mansoni, de regibes geograficas diferentes, ao tratamento com tris-(p-aminofenil)
carbonium. Lee et al. (1971) encontraram que a cepa NIH de Porto Rico foi mais
suscetivel ao hycanthone e se mostrou relativamente mais resistente ao “stibofen” do
que a cepa da Libéria. Outra cepa originaria de Porto Rico foi também testada e se
mostrou tdo suscetivel ao tratamento quanto outras cepas nao originarias dessa
localidade. A maior suscetibilidade de vermes machos ocorreu quando o tratamento foi
feito com hycanthone e lucanthone. Os resultados apresentados indicaram que
diferencas na suscetibilidade ao tratamento com farmacos esquistossomicidas ocorrem
em S. mansoni e que toda resisténcia aos quimioterapicos encontrada na clinica deve
ser avaliada em ensaios experimentais. Rogers & Bueding (1971) usaram ovos de
vermes sobreviventes de camundongos e hamsters infectados experimentalmente com
uma cepa de S. mansoni de Porto Rico tratados com 60mg/kg de hycanthone por via
intramuscular e que voltaram a apresentar ovos viaveis um ano apos o tratamento, para
dar inicio a uma nova geracao de vermes. Os descendentes mostraram-se resistentes

ao tratamento com hycanthone. Essa resisténcia manteve-se pelo menos por trés
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geracdes subsequentes, quando as observagdes foram interrompidas. Outros autores
seguindo essa mesma linha experimental, ndo obtiveram sucesso na reproducédo dos
dados usando outras cepas (Yarinsky et al. 1974, Dias & Oliver 1986). Katz et al. (1973)
isolaram uma cepa de S. mansoni de dois pacientes tratados com hycanthone por duas
vezes e com niridazol por uma vez e ainda assim continuavam eliminando ovos viaveis
nas fezes. Camundongos infectados com a cepa isolada (denominada WW) foram
tratados com esquemas multiplos de niridazol, hycanthone e oxamniquina, juntamente
com a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratorio e sabidamente suscetivel aos
trés farmacos. Estudos comparativos entre as duas cepas mostraram diferencas na
suscetibilidade aos agentes esquistossomicidas usados. Com a administracdo de
hycanthone a diferengca de suscetibilidade entre as duas cepas foi altamente
significativa, com niridazol e oxamniquina as diferengas foram menores, mas mesmo
assim suficientes para indicar menor suscetibilidade da cepa WW a estes agentes
esquistossomicidas. Esta foi a primeira vez na literatura que se mostrou resisténcia de
uma cepa na clinica e a metodologia para seu estudo (Katz et al. 1973). Bueding et al.
(1973) testaram a atividade do hycanthone em trés cepas diferentes isoladas em Porto
Rico e que estavam sendo mantidas experimentalmente em diferentes laboratorios ha
varios anos. Os autores encontraram diferencas significativas na suscetibilidade dessas
cepas ao hycanthone. Bruckner (1974) testou a suscetibilidade das cepas da Libéria e
de Porto Rico quando tratadas com trés farmacos esquistossomicidas — lucanthone, SQ
18.506 e “stibofen”. Grupos de camundongos infectados experimentalmente com
cercarias oriundas de cada uma das cepas foram tratados com os farmacos
esquistossomicidas. Os animais foram sacrificados 90 dias apos a infecgdo com vistas
a observacao de trés parametros: eclosao de miracidios, cura parasitolégica e reducao
no numero de vermes. A cepa da Libéria mostrou ser mais sensivel ao tratamento com
os trés farmacos testados do que a cepa de Porto Rico. Jansma et al. (1977)
conseguiram selecionar resisténcia ao hycanthone usando 0 seguinte esquema:
camundongos infectados com S. mansoni foram tratados aos 28 dias de infecgdo com
hycanthone em dose uUnica de 60 mg/kg, por via intramuscular. Os ovos produzidos
pelos vermes tratados, apd0s maturacdo, geraram esquistossdmulos resistentes ao
hycanthone até a décima primeira geracdo. A resisténcia ao hycanthone foi observada

em quatro das cinco cepas de S. mansoni testadas. Campos et al. (1976) relataram o
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aparecimento de resisténcia em um paciente de 54 anos, que apés o tratamento com
hycanthone continuou a apresentar ovos viaveis nas fezes. Miracidios provenientes
desses ovos foram usados para infectar caramujos e posteriormente camundongos. Os
grupos controles do experimento foram constituidos por camundongos infectados com
cercarias liberadas por caramujos infectados com miracidios provenientes de ovos de
outro paciente da mesma localidade, porém ndo submetido a tratamento especifico e de
paciente de outra area geografica. Na avaliacdo de atividade, os vermes dos dois
grupos controle apresentaram parada de postura total quando tratados com
hycanthone, enquanto o grupo de camundongos infectados com a cepa do paciente
resistente ao hycanthone apresentou vermes com postura normal, inclusive com ovos
viaveis. Os autores concluiram que cepas humanas de S. mansoni podem apresentar
resisténcia ao hycanthone e que essa resisténcia pode ser transmitida a animais de
laboratorio. Jansma et al. (1977) conseguiram obter vermes resistentes ao hycanthone
em diversas cepas de S. mansoni. A resisténcia foi observada na progénie de vermes
cujos hospedeiros haviam sido tratados com hycanthone na fase pré-patente (28 dias
apos a exposicao as cercarias) e na fase patente da infeccdo (54 a 70 dias apés a
exposicao as cercarias). Os vermes resistentes ao hycanthone mostraram resisténcia
cruzada quando foram usados outros farmacos esquistossomicidas relacionados
estruturalmente com o hycanthone, como a oxamniquina e dois derivados
cloroindazolicos (IA-3 e IA-4), mas ndo foi observada resisténcia quando se usou
niridazol ou outros compostos nitroheterociclicos (SQ 18.506 ou nitrodifenilamino-
isotiocianato). Yarinsky (1977) comentando o trabalho publicado por Campos et al.
(1976) afirma que os dados apresentados pelos autores ndo sao conclusivos de
resisténcia induzida pelo hycanthone. Como explicacdo ele usa o fato de que como
ovos de S. mansoni isolados de fezes de paciente néo tratado, proveniente da mesma
localidade do paciente resistente, deram origem, em camundongos, a esquistossomos
gue responderam muito bem ao tratamento com hycanthone, pode haver mais de uma
cepa na localidade. O autor conclui que o assunto inducdo de resisténcia ao
hycanthone ainda era muito obscuro, por falta de mais estudos nesse sentido. Dias et
al. (1978) isolaram uma linhagem de S. mansoni proveniente de um paciente tratado
com hycanthone (2,5 mg/kg, i.m) e com oxamniquina (14 mg/kg, oral) usando o

esquema miracidio — caramujo — cercaria — camundongo. Cinquenta dias ap6s a
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infeccdo foram tratados dois grupos de camundongos, um com hycanthone 80mg/kg, im
e outro com oxamniquina 100 mg/kg, oral e um terceiro grupo sem tratamento funcionou
como o controle. Esse mesmo esquema foi seguido para camundongos infectados com
a linhagem BH, mantida rotineiramente no laboratério. Apés 10 dias do tratamento os
camundongos foram sacrificados para se proceder a perfusdo e observacdo do
oograma. Os resultados obtidos mostraram que os camundongos infectados com a
linhagem BH e tratados com ambos os farmacos apresentaram 100% de alteracdo do
oograma, enquanto aqueles infectados com a nova linhagem n&ao apresentaram
alteracdo no oograma, evidenciando, dessa maneira a resisténcia em linhagem de S.
mansoni proveniente de paciente tratado por hycanthone e oxamniquina. Yarinsky
(1978) no intuito de confirmar ou refutar a hipotese de que vermes adultos de S.
mansoni (e/ou a progénie desses vermes) podem se tornar resistentes ao hycanthone
se tratados no 28° dia de vida, procedeu a um estudo experimental usando a cepa
SWR1-PR. Concluiu que, nas condi¢cfes experimentais conduzidas no laboratoério, ndo
ocorreu resisténcia nem subsequente transmissdo genética de resisténcia ao
hycanthone. Seguindo a mesma metodologia usada por Rogers e Bueding (1971) ndo
foi possivel induzir resisténcia ao hycanthone e a oxamniquina usando-se a cepa LE
(Araujo 1978). Um paciente tratado com a dose uUnica de 2,5mg/kg hycanthone, por via
intramuscular nao foi curado .Ao mesmo paciente foi administrada a dose Unica, oral de
14mg/kg de oxamniquina que também néo foi eficaz, uma vez que o paciente continuou
eliminando ovos nas fezes. Experimentalmente, a cepa desse paciente foi isolada
(denominada cepa MAP) e os estudos conduzidos em camundongos mostraram que as
duas primeiras gerac0es de vermes apresentaram resisténcia ao hycanthone e
oxamniquina, mas ndo ao niridazol (Pedro et al. 1980). Kinotti (1987) sugere que a
resisténcia a oxamniquina € controlada por um Unico gene autossémico recessivo. Em
cepas de S. mansoni resistentes a oxamniquina, a inibicdo da sintese de acido nucléico
no parasita apés o tratamento foi reversivel, enquanto naquelas suscetiveis a inibicdo
foi irreversivel (Pica-Mattoccia et al. 1989). A resisténcia a oxamniquina ficou evidente
quando esquistossémulos foram capazes de sobreviver a dose 1000 vezes maior do
que a dose eficaz para parasitas suscetiveis (Pica-Mattoccia et al. 1993). A auséncia da
enzima ativadora do farmaco (sulfotransferase) nos vermes resistentes é a responsavel

pelo aparecimento da resisténcia & oxamniquina. E possivel que a inibicdo na sintese
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de RNA e DNA que ocorre nos parasitos susceptiveis seja irreversivel e reversivel
naqueles resistentes (Cioli et al. 1993). O primeiro caso experimental de resisténcia ao
praziquantel foi relatado por Fallon e Doenhoff (1994), que com o objetivo de induzir
resisténcia a oxamniquina e ao praziquantel trabalharam com um “pool” de cercarias
provenientes de quatro isolados de S. mansoni de regifes geograficas diferentes. Apés
sete tratamentos com doses subcurativas de praziquantel, que foram sendo
aumentadas a cada tratamento e em passagens sucessivas do parasito, em
camundongos, obtiveram uma cepa em que 93% dos vermes sobreviveram a trés
doses de 300 mg/kg de praziquantel, enquanto no grupo controle apenas 10% dos
vermes sobreviveram ao mesmo esquema de tratamento. Entretanto, a cepa foi
sensivel ao tratamento com oxamniquina, demonstrando tratar-se de resisténcia
especifica. Nao foi observada resisténcia cruzada entre os dois farmacos. Resisténcia
ao praziquantel também foi observada por Fallon et al. 1995, Stelma et al. 1995, Araujo
et al. 1996, Ismail et al. 1996, 1999, Bonesso-Sabadini & Dias 2002. Estudos
experimentais realizados em camundongos infectados com isolados provenientes de
Richard Tool e posteriormente tratados com praziquantel apresentaram resposta
terapéutica baixa quando os resultados foram comparados com uma cepa de S.
mansoni mantida no laboratorio (Fallon et al. 1995).

No Egito, onde o praziquantel € bastante usado para tratamentos individuais e
em massa, 0s estudos mostraram que um pequeno percentual de pacientes (1 a 2,4%)
pode estar infectado com parasitas que néo respondem a terapéutica especifica com
praziquantel, mesmo apoés tratamentos sucessivos usando doses altas do farmaco.
Camundongos infectados com isolados dos pacientes, da referida localidade, né&o
curados e tratados com praziquantel apresentaram resposta inferior aguela esperada
(Ismail et al. 1996). Experimentos in vitro com vermes provenientes desses isolados em
contato com o praziquantel confirmaram os resultados obtidos in vivo (William et al.
2001). Entretanto, se esse percentual baixo de cura € devido a resisténcia determinada
geneticamente ou a tolerancia dos vermes ao praziquantel, no Senegal e no Egito,
ainda ndo esta totalmente esclarecido por causa da insuficiéncia de dados. A baixa
atividade do praziquantel nessas areas pode ser atribuida a varios fatores, dentre os

quais, um percentual baixo de maturacdo dos vermes, area de transmissao intensa,
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reinfeccdes rapidas e/ou auséncia de resposta imune da populacédo devido a exposicao
ser recente (Fallon et al. 1996).

Na busca de marcadores bioquimicos e gendmicos para resisténcia varios
experimentos tém sido conduzidos. Cioli et al. (1992) mostraram que a oxamniquina
funciona como substrato para a sulfotransferase, presente nos vermes susceptiveis,
mas nao nagueles resistentes, que apresentam delecdo do gene. Estudos sugerem que
0 mecanismo de a¢do da oxamniquina esta relacionado com a capacidade de inibi¢cao
irreversivel da sintese dos acidos nucléicos nos vermes. Porém, observou-se que
enguanto nos vermes sensiveis ao medicamento a capacidade de inibicdo é
irreversivel, naqueles resistentes a inibicdo € reversivel, pois esses vermes voltam a
sintetizar os acidos nucléicos assim que o medicamento é eliminado (Cioli et al. 1995).

Um estudo realizado em camundongos infectados com isolados de S. mansoni
provenientes de ovos eliminados por pacientes egipcios com historico de dois
tratamentos com 40 mg/kg de praziquantel, e um terceiro tratamento com 60mg/kg do
mesmo farmaco, mostrou menor suscetibilidade ao tratamento experimental com
praziquantel quando comparado a outro isolado proveniente de ovos de um paciente
nao tratado anteriormente e que, tratado apds o isolamento da cepa, apresentou cura
parasitoldgica com a dose Unica, oral de 40mg/kg de praziquantel (Ismail et al. 1996). O
mecanismo de resisténcia ao praziquantel ainda ndo é conhecido. Nao foram
observadas diferencas significativas no DNA genémico entre cepas suscetiveis aos
farmacos e aquelas selecionadas experimentalmente como sendo resistentes, ainda
que a atividade enzimatica do citocromo—c oxidase mitocondrial mostrasse reducéo de
até 4 vezes nas cepas resistentes aos farmacos quando comparada com as cepas
sensiveis, sem que a correlacdo entre essas duas observacdes pudesse ser
esclarecida (Pereira et al. 1998). Valle e colaboradores (2003) apdés sequenciarem o
cDNA que codifica as subunidades SmCavbl e SmCavb2 mostraram néo ter diferenca
entre elas quando foram comparadas cepas sensiveis e resistentes. Mutacfes na
subunidade b dos canais de calcio ou diferencas na expressao de genes que codificam
estes canais parecem estar relacionadas com pelo menos um dos mecanismos de
resisténcia ao praziquantel. O nivel de mRNA codificador para as subunidades
SmCavbl e SmCavb2 de varias cepas em diferentes estagios de desenvolvimento foi

analisado por northern blot e ndo foram observadas diferencas na expressédo destas
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subunidades. A auséncia dos sitios de fosforilacgdo PKC nas subunidades b e a
presenca destes sitios em outras subunidades que ndo estdo correlacionadas com a
sensibilidade ao praziquantel, em sistemas heter6logos (Kohn et al. 2003), mostra a
necessidade de se estudar mais o envolvimento desta subunidade dos canais de célcio
nos mecanismos de resisténcia ao praziquantel. (Greenberg 2005).

Coelho et al. 1998 relataram que uma cepa proveniente de um paciente tratado
com oxamniquina e praziquantel e ndo curado (cepa R1) apresentou a mesma
suscetibilidade a oxamniquina que a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratério e
de comportamento conhecido frente aos agentes esquistossomicidas, ao ser tratada no
primeiro ou no sexto dia da infeccdo. Entretanto quando o tratamento foi realizado 25
dias apos a infec¢do, com o mesmo farmaco, houve resisténcia.

Quando isolados obtidos de pacientes tratados e n&o curados foram examinados
usando-se camundongos como modelo animal, o valor da DEsy de praziquantel se
mostrou de 2 a 5 vezes mais alta do que aquela apresentada pelo isolado controle
(Ismail et al. 1999). Quando ovos de S. mansoni de isolados resistentes ao praziquantel
obtidos de pacientes egipcios foram usados para infectar camundongos observou-se
que fatores inerentes aos vermes foram mais responsaveis pela reducdo da
suscetibilidade ao farmaco do que aqueles inerentes ao hospedeiro, numa andlise de
correlacao realizada entre a atividade do farmaco em estudos in vitro e in vivo (Ismail et
al. 1999).

Experimentos baseados na dose efetiva de praziquantel para matar 50% dos
vermes (EDso) tém sido usados para avaliar a resisténcia ao farmaco em cepas de
campo. Uma cepa brasileira de S. mansoni (denominada Ouh) apresentou EDso maior
do que aquela apresentada por outras cepas caracterizando, possivelmente,
resisténcia. (Bonesso-Sabadini & Dias 2002). Doenhoff et al. (2002) aventam a
hipétese de que a diminuicdo da atividade do praziquantel em areas endémicas pode
ser explicada pela carga alta de vermes, taxas altas de infeccdo e reinfeccao
responsaveis pela presenca concomitante de vermes imaturos e maduros,
considerando-se que o farmaco ndo afeta os vermes imaturos. Cioli et al. (2004)
trabalharam com nove isolados diferentes de S. mansoni usando camundongos
infectados experimentalmente e tratados com praziquantel. Dos nove isolados, quatro

nao tiveram contato prévio com o farmaco, e cinco ja haviam apresentado resisténcia
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ao praziquantel, através de inducdo em tratamentos repetidos dos animais ou selecéo
através de isolados de pacientes tratados e ndo curados. Os camundongos foram
tratados, aos 49 dias de infeccdo, com praziquantel nas doses totais de 125, 250, 500 e
1000 mg/kg, divididas em cinco administragfes diarias, durante cinco dias consecutivos.
Os animais foram sacrificados duas semanas ap0s o0 término do tratamento e o
parametro utilizado para caracterizacdo da resisténcia foi a EDsy. As cepas
consideradas susceptiveis mostraram uma EDsq inferior a 100 mg/kg (média de 70),
enquanto nas resistentes essa dose foi superior a 100 mg/kg (média de 209), diferenca
estatisticamente significativa.

Na clinica, foi observado reducdo no percentual de cura e falhas terapéuticas
relacionadas ao tratamento com praziquantel em pacientes do Senegal (Stelma et al.
1995, Picquet et al. 1998, Gryseels et al. 2001) e do Egito (Ismail et al. 1996,1999). No
Brasil um grupo de 90 criancas foi tratado com oxamniquina 20mg/kg, dose Unica, via
oral e outro grupo de 110 criancas foi tratado com praziquantel 60mg/kg dose Unica, via
oral. O percentual de cura foi semelhante nos dois grupos, situando-se em
aproximadamente 85%. Os doze pacientes que ndo se curaram foram tratados
novamente com a medicacdo inversa ao primeiro tratamento. Desses, somente um
continuou eliminando ovos de S. mansoni nas fezes, mostrando que os pacientes néo
curados com oxamniquina foram curados com praziquantel e vice-versa. (Katz et al.
1991). O primeiro relato alarmante de possivel resisténcia ao praziquantel veio de um
foco de esquistossomose situado no Senegal, onde o tratamento com o farmaco
mostrou um percentual de cura muito baixo (18-39%) (Gryseels et al. 1994; Stelma et
al. 1995). Em Richard Toll (Ndombo) foram tratados 138 pacientes, com a idade
variando entre 5 e 75 anos, com oxamniquina, na dose Unica de 20mg/kg ou
praziquantel também em dose Unica de 40mg/kg. Avaliacdo dos pacientes realizada
seis semanas apOs o tratamento mostrou que 79% dos pacientes tratados com
oxamniquina estavam curados enquanto o grupo tratado com praziguantel apresentou
somente 36% de cura (Stelma et al. 1997). Tentativas de explicacdo para esses
resultados é que eles sao devidos, principalmente, a situacfes epidemioldgicas
peculiares ao foco, isto €, pacientes com cargas altas de vermes, taxas altas de
transmissao e reinfec¢des, com a probabilidade da presenca concomitante de vermes

maduros e imaturos, auséncia de resposta imune dos hospedeiros por se tratar de um
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foco de transmissédo recente, farmaco usado com qualidade baixa ou resisténcia das
cepas locais (Cioli 2000; Gryseels et al. 2001).

Tendo em vista tantos relatos de indugcdo de resisténcia ao praziquantel e a
oxamniquina em laboratério, e diferencas de suscetibilidade aos quimioterapicos
apresentadas na clinica fica clara a necessidade da busca de métodos alternativos para

o tratamento da esquistossomose.

3.7 Associacdo de Farmacos

O conceito de associacao terapéutica baseia-se no potencial sinérgico ou aditivo
de dois ou mais medicamentos para melhorar a eficacia terapéutica e também impedir o
desenvolvimento de resisténcia aos componentes individuais da associacdo (WHO
2001).

Os critérios a serem considerados para escolha de associacbes de
medicamentos séo 0s seguintes:

1 - Eficacia terapéutica da associacdo, independentemente da eficacia dos
componentes individuais;

2 - Seguranca dos medicamentos em associagcdo, especialmente para grupos de
grande risco;

3 - Potencial para uso generalizado da associacdo a todos os niveis do sistema de
cuidados de saude, incluindo o seu uso em tratamento domiciliario;

4 - Potencial de conformidade do consumidor com o tratamento;

5 - Custo-eficécia;

6 - Potencial para retardar ou evitar desenvolvimento de resisténcia;

7 - Outros fatores incluindo disponibilidade do produto, capacidade de producéo e
potencial para uso generalizado a um nivel sub-regional. (WHO 2001).

A associacdo de diferentes medicamentos, usando dosagens menores do que
aguela considerada curativa para cada um deles € uma alternativa para o aumento da
eficicia terapéutica dos farmacos em varias doencas. Esse recurso € eficaz para
retardar, minimizar ou evitar o aparecimento de resisténcia e diminuir os efeitos
colaterais e toxicos (Delgado et al. 1992).

Por possuirem diferentes mecanismos de acdo, espera-se que a associacao de

praziquantel com oxamniquina apresente um efeito complementar (Delgado et al. 1992).
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A associacdo oxamniquina e praziquantel foi testada tanto experimentalmente quanto
na clinica (Shaw & Brammer 1983, Pugh & Teesdale 1983, Campos et al. 1985,
Creasey et al. 1986, Dietze & Prata 1986, Campos et al. 1987, Zwingenberger et al.
1987, Botros et al. 1989, Campos et al.1989, Farid et al. 1990, Delgado et al. 1992,
Gryscheck et al. 2004). Entretanto os resultados dessa associacdo sdo conflitantes
necessitando mais estudos utilizando outros critérios de avaliacao.

O primeiro estudo experimental realizado usando oxamniquina e praziquantel em
associagcdo em camundongos infectados com S. mansoni mostrou o beneficio da
combinacédo em detrimento dos dois farmacos usados em monoterapia, revelando efeito
sinérgico entre os dois farmacos. Os autores observaram o efeito sinérgico da
associacdo oxamniquina-praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni
experimental no periodo patente da infeccdo. Camundongos infectados com
aproximadamente vinte pares de vermes foram tratados apos sete a oito semanas da
infeccdo, por via oral e em dose Unica com doses crescentes dos farmacos em
associagdo ou em monoterapia. Os animais foram sacrificados 14 dias ap6s o
tratamento para se proceder a avaliacao da atividade. O valor de EDgy, definido como a
dose total de farmaco necessaria para matar 99% dos vermes machos, foi calculado.
Os dados, avaliados através de analise de regressao, mostraram o efeito sinérgico
entre os dois farmacos (Shaw & Brammer 1993).

Campos et al. 1985, utilizando a associacdo praziquantel (15 mg/kg) e
oxamniquina (7,5 mg/kg) concluiram pelo beneficio da associacdo. Estes resultados
nao foram confirmados por outros pesquisadores que concluiram pela falta de acao
sinérgica com essa associagdo em seus estudos (Dietze & Prata 1986, Zwingenberger
et al. 1987, Gryscheck et al. 2004).

Campos et al. (1987) estudaram, experimentalmente, a acdo esquistossomicida
da associacdo oxamniquina-praziquantel no periodo pré-patente (pré-postural) da
infeccdo. Pesquisa de ovos nas fezes dos animais e recuperagao de vermes mostraram
ovos imaturos nas fezes e presenca de vermes vivos concluindo que com as dosagens
utilizadas e os critérios de cura estabelecidos a eficacia da associacao foi nula. Na fase
patente da infeccdo foi verificada a acdo sinérgica da associacdo oxamniquina-
praziquantel em camundongos infectados e tratados com as mesmas doses de

oxamniquina e praziquantel utilizadas no experimento anterior (fase pré-patente). Com
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a associacao dos dois medicamentos foi possivel zerar a carga parasitaria em 19 dos
20 camundongos tratados (Campos et al. 1989). A eficacia da combinacdo de
oxamniquina com praziquantel nos diferentes estagios da infeccdo foi estudada por
Botros et al. (1989). Experimentos em camundongos resultaram em 96% de redug&o na
carga de vermes e auséncia de ovos no figado e intestino dos animais quando o
tratamento foi realizado com a associacao 4 horas apos a infeccdo. Delgado et al. 1992
estudaram, experimentalmente, a suscetibilidade de cepas de S. mansoni a acao da
oxamniquina, praziquantel ou a associacdo dos dois farmacos. O esquema terapéutico
usando as doses subcurativas de oxamniquina e praziquantel em associacdo ocasionou
reducao significativa no numero de vermes adultos. Esses resultados mostraram a acao
sinérgica da associagdo, uma vez que, para se obter a mesma taxa de reducdo de
vermes, foram necessarias doses muito mais altas de cada um dos farmacos usadas
em monoterapia.

Resultados relativos ao tratamento da esquistossomose experimental com
diferentes combina¢des de oxamniquina e praziquantel mostraram que o tratamento
com 50 mg/kg de oxamniquina em monoterapia ndo apresentou atividade terapéutica e
que a combinacdo dos dois farmacos apresentou resultados melhores do que o
tratamento com 400 mg/kg de praziquantel, farmaco considerado, atualmente, como
primeira escolha no tratamento da esquistossomose (Doenhoff 2002). A associacdo
oxamniquina e praziquantel causou danos mais intensos na membrana tegumentar do
verme adulto de S. mansoni do que aqueles provocados pelo uso dos farmacos
testados isoladamente em experimentos in vitro (Oliveira 2005).

Pugh & Teesdale (1983) em estudos clinicos realizados na Africa em uma
populacdo de escolares apresentando infeccdo mista (S. mansoni e S. haematobium)
avaliaram a eficacia da associacdo oxamniquina-praziquantel. Os autores concluiram
que os dois farmacos apresentaram alta eficacia quando administradas
simultaneamente nas doses Unicas de 7,5 e 15mg/kg, respectivamente. O tratamento
usando a associacdo apresentou menos efeitos colaterais do que aqueles realizados
com os farmacos em monoterapia. O fato relevante nesse estudo foi a cura dos
individuos infectados pelo S. haematobium, considerando-se que a oxamniquina tem
pouco valor clinico nas infeccbes por esta espécie do parasito. Campos et al. (1985)

trataram 35 pacientes adultos portadores da forma intestinal da esquistossomose,
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utilizando a associacdo de oxamniquina e praziquantel. O tratamento foi realizado com
a metade da dose recomendada para oxamniquina (7,5mg/kg) e um quarto daquela
recomendada para o praziquantel (15mg/kg). Efeitos colaterais como tontura, nausea,
cefaléia, vémito, prurido e dor abdominal foram relatados por 13 dos 35 pacientes,
porém foram efeitos leves e passageiros Dos 35 pacientes tratados, 30 concluiram o
estudo e foram encontrados ovos nas fezes de apenas um paciente no terceiro més
pods-tratamento. Esses resultados ndo foram confirmados por outros pesquisadores que
concluiram pela falta de acdo sinérgica com essa associacao na clinica (Dietze & Prata
1986, Zwingenberger et al. 1987, Gryscheck et al. 2004). Dietze e Prata (1986)
relataram um percentual de cura baixo (39,6%) mostrando auséncia de sinergismo
entre oxamniquina e praziguantel administrados em associacdo em um estudo clinico
realizado em uma area endémica brasileira (Caatinga do Moura — AL). Creasey et al.
(1986) avaliaram a eficacia da associacdo oxamniquina-praziquantel usando dosagens
diferentes dos dois farmacos no tratamento de 58 escolares de 7 a 16 anos de idade,
infectados concomitantemente com S. mansoni e S. haematobium em Zimbabwe. Com
as doses de 10mg/kg de oxamniquina + 20mg /kg de praziquantel a associacao se
mostrou efetiva. Desconforto abdominal foi relatado por 70% das criancas. O efeito
sinérgico entre os dois farmacos foi observado somente para o tratamento da infecgéo
por S. mansoni, resultados que contrariam aqueles relatados por Pugh e Teesdale em
1983. Zwingenberger et al. (1987) compararam a eficacia da associagdo de doses
baixas de oxamniquina (7,5 mg/kg) e praziquantel (20 mg/kg) com os farmacos
empregados isoladamente 18 e 40 mg/kg, respectivamente, no tratamento da
esquistossomose mansoni, em uma area endémica do nordeste brasileiro (Crato-CE).
Os pacientes foram tratados com oxamniquina, praziquantel ou com os dois farmacos
em associacdo. Exames de fezes realizados 3, 6 e 12 meses apdés o tratamento
apresentaram resultados semelhantes entre a associacao e as drogas empregadas em
monoterapia. O tratamento com a associagéo foi bem tolerado por todos os pacientes.
Farid et al. (1990) usando 10mg/kg de oxamniquina associada a 20mg/kg de
praziquantel em 20 pacientes relataram percentual de cura baixo, concluindo pela falta
de sinergismo da associacao. Gryscheck et al. (2004) trabalharam com 131 pacientes
que foram tratados em dose Unica com 12,5mg/kg de cada um dos farmacos (61

pacientes) ou 7,5 mg/kg de oxamniquina e 15mg/kg de praziquantel (70 pacientes).
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Efeitos colaterais como tontura, sonoléncia, nauseas, vomitos e dor abdominal foram
relatados pelos pacientes. Houve cura parasitolégica em 59% dos pacientes tratados
com os farmacos em monoterapia e de 41% para aqueles tratados com os farmacos em
associacao.

Um estudo realizado na Africa contou com 296 criancas infectadas pelo S.
haematobium. Os pacientes foram tratados com praziquantel e placebo ou praziquantel
associado ao artesunato (40 mg/kg de praziquantel mais 12mg/kg de artesunato — dose
total dividida em 5 administraces diarias durante 5 dias consecutivos. O percentual de
cura encontrado nao apresentou diferenca estatisticamente significativa - 73% para o
praziquantel e 81% para a associacdo (Borrmann et al. 2001).

Desde que praziquantel e arteméter apresentam eficacia em diferentes estagios
de desenvolvimento do Schistosoma a utilizacdo desses dois fArmacos em associacao
pode apresentar maior eficacia do que cada um deles administrado separadamente.
Hamsters com infeccdo mista de vermes maduros e imaturos de S. mansoni foram
tratados simultaneamente com praziquantel e arteméter. A reducdo da carga de vermes
apresentada pelo regime de associacado dos farmacos foi significativamente maior do
que agquela apresentada pelo praziguantel em monoterapia, mas nao foi
significativamente diferente da apresentada pelo arteméter administrado isoladamente
(Utzinger et al. 2001).

A associacdo do praziquantel com o arteméter pode representar uma alternativa
para o tratamento da esquistossomose em areas endémicas, onde, devido as altas
taxas de reinfeccdes existe concomitancia de vermes imaturos e maduros. Como cada
um dos dois farmacos age no periodo patente (praziquantel) ou pré-patente (arteméter)
da infeccdo, a associacdo dos dois traria 0 beneficio do exterminio de todos os
parasitas (Xiao et al. 2002).

A administracdo da cimetidina simultaneamente ao praziquantel bloqueou o
metabolismo do praziquantel em ratos aumentando significativamente a concentracao
do esquistossomicida no soro dos animais (Diekmann et al. 1989). O mesmo efeito
sobre o metabolismo do praziquantel foi observado quando o mesmo foi administrado
concomitantemente com cetoconazol e miconazol (Diekmann et al. 1989).
Administracéo conjugada de praziguantel (200 mg/kg/dia durante 2 dias consecutivos) e

cimetidina na mesma dosagem provocou 100% de mortalidade dos vermes (Ebeid et al.
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1994). Estudos de associacdo de praziquantel com a cimetidina, um inibidor de
citocromo P450 e antagonista do receptor H2 da histamina, demonstraram que a
cimetidina aumenta em até duas vezes e meia a concentragdo do praziquantel no
plasma e, como consequéncia aumenta a biodisponibilidade desse medicamento no
organismo (Jung et al. 1997, 1998, Olds et al. 1999). A administracdo de miconazol
associado ao praziquantel, aumentou em até 5 vezes a concentracdo do praziquantel
no plasma em estudos experimentais realizados em ratos (Diekmann et al. 1989). Por
outro lado, o uso concomitante de corticosterdides e praziquantel diminui a

biodisponibilidade do praziquantel no organismo (Vasquez et al. 1987).

3.8 Avaliacéo da Associagdo de Farmacos

3.8.1 Isobolograma

Dois ou mais medicamentos podem ser administrados em associa¢cdo visando
principalmente aumentar a eficacia, reduzir as dosagens individuais e 0s possiveis
efeitos colaterais de cada um. A interacdo entre os medicamentos podem resultar em
efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbnicos. Sinergismo é um tipo de resposta
farmacoldgica obtida a partir da associacdo de dois ou mais medicamentos, cuja
resultante € maior do que a simples soma dos efeitos isolados de cada um deles. O
sinergismo pode ocorrer com medicamentos que possuem 0S mesmos mecanismos de
acao (aditivo); que agem por diferentes modos (somagao) ou com aqueles que atuam
em diferentes receptores farmacolégicos (potencializa¢do). No antagonismo a resposta
farmacoldogica de um medicamento é suprimida ou reduzida na presenca de outro,
muitas vezes pela competicdo destes pelo mesmo sitio receptor (Nies & Spielberg
1996).

O isobolograma é bastante empregado no estudo de associacdes de herbicidas e
inseticidas como também na comprovacao de resisténcia de plantas a herbicidas e na
influéncia de fatores ambientais no seu desempenho.

Essa curva consiste em descrever a resposta bioldgica de uma associacao as
doses crescentes de medicamentos ou agentes quimicos administrados de forma
isolada e combinados entre si, de forma a se obter doses equidistantes em escala

logaritmica. Via de regra obtém-se uma curva simétrica em formato sigmoidal, que pode
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ser ajustada pelo modelo logistico. Os dados sédo tratados por analise de regressao
linear. Desse ajuste obtém-se a estimativa da dose que provoca 50% (ou outro
percentual estipulado) do efeito total possivel na variavel resposta analisada (Chism et
al.1992). A representacdo grafica das doses isoladas e em associacdo que causam o
mesmo percentual estipulado de efeito € denominada isobolograma.

Em 1983, o isobolograma foi usado por Shaw e Brammer para demonstrar
ocorréncia de sinergismo entre oxamniquina e praziquantel em associacao.

Na construcéo do isobolograma as doses que causam o percentual especificado
de danos de cada um dos produtos isoladamente séo lancadas nas coordenadas X e Y
e unidas formam a curva de resposta ou isobole de aditividade. As demais doses
obtidas da associacdo em diferentes proporcdes ou doses dos produtos podem entéo
ser analisados em relacdo a sua posicao diante da isobole de aditividade. Se os pontos
se posicionarem em torno da isobole de aditividade, a acéo € aditiva; se se colocarem
abaixo, a acdo € sinérgica e se estiverem acima da isobole de aditividade a acéo é

antagonica (Tammes 1964).
3.8.2 indice de Combinacéo

Outra forma de analisar o efeito para produtos aplicados isoladamente ou em
associacao é a do célculo do indice de combinacéo (Icomp). ESte indice segue o principio
de aditividade de Loewe, relacionando as doses capazes de causar 50% de mortalidade
quando os farmacos sdo administrados em associagdo com as doses capazes de
causar 50% de mortalidade quando os farmacos sdo administrados em monoterapia. O
indice equivalente a unidade indica aditividade, menor que a unidade indica sinergismo
e maior, antagonismo.

O calculo do Iomp € dado pela seguinte expressao:

lcomb = Isoabi/ls0a + Ispan2/Ison
Onde Ispap1 € Ispap2 SA0 as doses capazes de causar 50% de dano quando os farmacos
sdo administrados em associacao e Isp, € Isop as doses capazes de causar 50% de dano

quando os farmacos sédo administrados em monoterapia (Ramakrishnan & Jusko 2001).
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3.9 Farmacos Alternativos

A revisdo da literatura aponta relatos de drogas que causam a interrupcdo da
postura de ovos pela fémea de S. mansoni: nicarbazin (Campbell & Cuckler 1967,
Pellegrino & Katz 1969), mevinolina (Vandewaa et al. 1989, Chen et al. 1990),
tiosinamina (Pellegrino et al. 1972), diaminofenilsulfona (DDS) (Pellegrino & Katz 1975)
e lovastatina (Araujo et al. 2002).

De fato, Campbell e Cuckler (1967) mostraram que a adi¢cao de nicarbazin a dieta
de camundongos, na concentragdo de 0,2%, ndo apresentou acao esquistossomicida,
porém, interrompeu a ovoposicédo, ja no 2° dia da dieta. Embora esse efeito fosse
reversivel (retirado o nicarbazin da dieta reiniciava-se a ovoposicdo) foi um fato digno
de ser registrado e foram dados confirmados posteriormente, em camundongos e
macacos Cebus, por Pellegrino e Katz (1969).A  tiosinamina e a  sulfona-méae
(diaminodifenilsulfona — DDS) mostraram o mesmo efeito apresentado pelo nicarbazin -
interrupcao reversivel da postura (Pellegrino et al. 1972, Pellegrino & Katz 1975).

Agentes esterilizantes de roedores machos, bem como substancias
antifertilizantes, também apresentaram atividade supressora (Davies & Jackson 1970).

A mevinolina, agente inibidor da sintese de colesterol, quando administrada
oralmente a camundongos ou incorporado na dieta dos animais bloqueou a producéo
de ovos de S. mansoni. Nesse mesmo trabalho os autores apresentaram resultados de
experimentos realizados com mevinolato, farnesol, e mevinolina in vivo e in vitro, e
sugeriram que a producéo de ovos na esquistossomose esta associada com a atividade
da enzima 3-hidroxi 3- metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase e que lipides néo
esterdis, produzidos no metabolismo bioquimico, regulados por esta enzima estimulam
a producéo de ovos (Vandewaa et al. 1989).

Chen et al. (1990) trabalhando com camundongos infectados com S. mansoni e
tratados com baixas doses de mevinolina, observaram a parada de postura pelo
parasito e o bloqueio da patologia associada a infeccao. A administracdo de 0,2% de
mevinolina na dieta de camundongos infectados por 14 dias resultou em 96% de
eliminacdo dos parasitos. A mesma dose administrada por dois dias antes e 15 dias
apos a infeccao resultou em 93-95% de reducdo do numero de parasitos adultos. A
administracdo de mevinolina com 0,5% de mevalonato bloqueou a atividade anti-

esquistossomicida da mevinolina, sugerindo que mevalonato e/ou metabolitos nao
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somente sdo de vital importancia para a producdo de ovos em S. mansoni, como
também para a sobrevivéncia do parasito.

A lovastatina, uma lactona (a forma inativa do &cido hidroxilico aberto), é também
um potente inibidor da sintese enddégena do colesterol. Apds a absor¢cdo gastrointestinal
o farmaco é rapidamente hidrolisado para o hidroxiacido aberto, um inibidor competitivo
da 3- hidroxi 3- metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa uma
etapa precoce e limitante na biossintese do colesterol. Em estudos clinicos a lovastatina
reduziu as concentracBes de colesterol plasméatico total e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) ligadas ao colesterol
(Araujo et al. 2002).

A lovastatina, administrada, por via oral, a camundongos infectados pelo S.
mansoni, 30 dias apés infeccdo, mostrou alteracdo do oograma em 20 e 43% dos
animais tratados e 15 e 22% de mortalidade dos vermes quando foram utilizadas, a
dose Unica de 400mg/kg ou essa mesma dose administrada durante 5 dias
consecutivos, respectivamente (Araujo et al. 2002). Em um experimento de
observacdes seriadas, camundongos foram tratados, por via oral, com a dose de 400
mg/kg/dia durante 5 dias consecutivos 30 dias ap0s a infec¢do, observou-se alteracao
do oograma e um percentual pequeno de vermes mortos no figado no 15° dia do
tratamento. O percentual de alteracdo do oograma e da mortalidade dos vermes foi
maior quando se prolongou o tratamento para 30 e 60 dias. Dois meses apo0s o
tratamento, ainda foi observado alteracao de postura, inclusive com baixa acentuada do
namero de ovos no figado dos animais tratados. A analise morfolégica mostrou
alteracOes degenerativas nos vermes, sendo que as principais acometeram o aparelho
reprodutor, com a reducao e alteracdo dos foliculos vitelinicos e do ovério das fémeas e
modificacdes nos testiculos dos machos (Araujo et al. 2002).

“Essas drogas anti colesterolémicas ainda ndo foram, mas deveriam ser,
ensaiadas na clinica como agente antiesquistossomose” (Katz 2005).

O papel de uma dieta rica em colesterol na esquistossomose mansoni foi
avaliado experimentalmente usando-se quatro grupos de animais: infectados com dieta
rica em colesterol (29% de lipides); infectados com dieta padrao (12% de lipides); sem
infeccdo com dieta rica em colesterol e sem infeccdo com dieta padréo, e observou-se

gue os camundongos infectados alimentados com dieta rica em colesterol apresentaram
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maior numero de ovos de S. mansoni viaveis e maior numero de ovos nas fezes em
comparacdo ao grupo de camundongos infectados alimentados com dieta normal.
Observou-se também que os vermes adultos recuperados do grupo de camundongos
infectados alimentados com dieta padréo apresentaram maior nimero de modificacdes
morfologicas no aparelho reprodutor dos vermes machos, principalmente em relagéo ao
lobo supranumerario, vesicula seminal e espermateca. Neste grupo, o ovario das
fémeas apresentava maior nimero de o6citos sendo eliminados do que dos espécimes
do grupo com 29% de lipides na dieta. O autor sugere que um ambiente rico em
colesterol é benéfico para a reproducdo e excrecdo dos ovos do S. mansoni (Neves
2006).

Em estudo realizado por Okomura-Noji et al (2001) a taxa de maturagdo de ovos
de S. japonicum in vitro foi reduzida quando vermes adultos foram cultivados na
presenca de soro de paciente com deficiéncia na enzima CETP (Cholesterol Ester
Transfer Protein). A deficiéncia nesta enzima acarreta um acumulo de ésteres de
colesterol na molécula de HDL, utilizada pelos vermes adultos como fonte de nutri¢éo,
alterando sua estrutura e aumentando o tamanho da molécula de HDL. Assim, os
vermes adultos passam a néo utilizar o HDL em sua nutricdo, acarretando uma reducao
na taxa de ovos maduros.

O clonazepam (farmaco de wuma classe quimica conhecida como
benzodiazepinas) tem como propriedade principal a inibicdo de fungbes do sistema
nervoso central posuindo acao anticonvulsivante, sedativa, relaxante muscular e efeito
tranquilizante e foi citado pela primeira vez como esquistossomicida por Stohler (1978).
O autor mostrou que Ro 11-3128 (meticlonazepam) foi altamente eficaz contra a
infecgdo por S. mansoni tal qual niridazol, hycanthone e oxamniquina. In vitro, quando
foi adicionado 6,25ug/ml do farmaco ao meio contendo vermes machos de S. mansoni
0S mesmos se contrairam em segundos (Stohler 1978). Pax et al (1978) estudaram a
acao da benzodiazepina Ro 11-3128 e do praziquantel na musculatura dos vermes de
S. mansoni e S. japonicum in vitro e mostraram que em baixas concentragdes elas
produzem tensao, paralisia e imobilidade dos vermes machos. Estudos in vitro feitos por
Bennett em 1980, usando 20 vermes machos de S. mansoni e 20 de S. japonicum
incubados a 37°C por 10 minutos em 2,0 ml de solu¢cdo de Earle e variando a

concentracdo da benzodiazepina Ro 11-3128 observou que o farmaco possui um sitio
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especifico de ligagdo com o verme macho apresentando o tegumento intacto. Estes
sitios de ligacdo foram visivelmente alterados em presenca de agentes que,
sabidamente, destroem a integridade da membrana.

Leite et al. (2007) estudaram a participacdo dos sitios de ligacdo na acao
contraturante do clonazepam e 3 metilclonazepam sobre vermes de S. mansoni.
Vermes adultos, machos, foram colocados em placas de vidro contendo solucéo salina
e o efeito de contracdo muscular das benzodiazepinas foi avaliado através da reducéo
da area corpérea, medida por analise das imagens captadas através de cameras.
Encontraram que os benzodiazepinicos utilizados na concentracdo de 10uM levaram a
contracdo dos vermes de forma tempo-dependente semelhante ao praziquantel quando
usado na concentracdo de 1uM. Diante dos resultados concluiram que o efeito de
contragdo causado pelas duas benzodiazepinas ndo se deve a um efeito direto no
musculo do verme, nem como resultado da ligacdo a um dos dois receptores
benzodiazepinicos presentes no S. mansoni. Noel et al. (2007) pesquisaram a presenca
de receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) em vermes adultos de S. mansoni,
usando [3H] — flunitrazepam para marcar os sitios de ligacao alosterico dos agentes
benzodiazepinicos e detectaram em grande parte da populacdo de vermes alta
afinidade de sitios de ligacdo para a droga estudada. Os autores descreveram as
propriedades farmacolégicas de alguns receptores diazepinicos como uma contribuigéo
para o desenvolvimento de novas drogas esquistossomicidas. Descreveram também,
pela primeira vez, a presenca de receptores benzodiazepinicos periféricos no parasita.
Pica-Mattocia et al. (2008) estudaram o mecanismo de acdo de Ro 11-3128 (metil-
clonazepam) e do praziquantel, in vitro e in vivo, sobre 0s vermes do Schistosoma. As
duas drogas causam paralisia, influxo dos canais de célcio e danos no tegumento dos
parasitas. Sabendo que o Ro-11-3128 é ativo contra vermes imaturos do S. mansoni e o
praziquantel é ineficaz nesta fase e o praziquantel € ativo contra o S. japonicum |,
enquanto o Ro 11-3128 é inativo, foi estudado o excesso de uma droga sobre a outra e
verificou-se que um excesso do praziquantel ndo inibe a atividade do Ro 11-3128 sobre
0s vermes imaturos de S. mansoni e um excesso de Ro 11-3128 néo inibe a eficacia do
praziquantel sobre o S. japonicum, sugerindo que o sitio de ligacdo do verme das duas
drogas é diferente. Por outro lado, quando foi usado cytochalasin D — um agente que

blogueia o canal de célcio — houve inibi¢do da atividade dos dois agentes. A associagao
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desses resultados sugere que as duas drogas, embora se liguem a diferentes sitios
receptores no parasita, apresentam 0 mesmo mecanismo esquistossomicida.

Cabe ressaltar que na grande maioria dos trabalhos sobre benzodiazepinas
citados a acédo do clonazepam e Ro 11-3128 foi observada em vermes machos de S.
mansoni provenientes de infec¢des unissexuadas (Stohler 1978, Pax 1978, Leite 2007).

Fazendo a ligacdo entre clonazepam e praziquantel, é curioso notar que no
principio da década de 70, pesquisadores do laboratério E. Merck, na busca por
medicamentos tranquilizantes que fossem mais ativos e causassem menos efeitos
colaterais, incluiram as substancias pirazinoisoquinolinas (entre as quais, 0
praziquantel) como promissoras para tal propdsito. Mas para que o praziquantel
apresentasse efeito comparavel aos tranquilizantes deveria ser usado em doses
relativamente altas. Sendo assim, ndo houve interesse do Laboratério Merck em
continuar os estudos e um acordo foi firmado entre esse laboratorio e o Laboratorio
Bayer no sentido de desenvolver um farmaco para uso veterinario. Dos estudos entre
esses dois laboratérios surgiu o praziguantel com atividade esquistossomicida. (WHO
1998).

Artemisinina (ginghaosu), uma lactona sesquiterpena com um grupo
endoperoxido, é o principio ativo extraido das folhas da Artemisia annua, uma planta
originaria da Asia, amplamente disseminada na China, encontrada também na Europa
Central, Estados Unidos e Argentina e atualmente produzida em muitos paises, aonde
sao desenvolvidos projetos de adaptacao da planta, visando aumentar a producdo da
artemisinina. A artemisinina e seus derivados semi-sintéticos (arteméter, artesunato e
arteéter) sdo considerados atualmente de importancia fundamental para o tratamento e
controle da maléria, incluindo malaria cloroquina-resistente em &areas endémicas
(Klayman 1985)

O descobrimento da acédo esquistossomicida da artemisinina data de 1980. O
efeito esquistossomicida do arteméter e artesunato foi descrito pela primeira vez na
China, para S. japonicum, no principio da década de 80. (Chen et al. 1980, Le et al.
1982, 1983). Le et al. (1982) foram os primeiros a confirmar a atividade
esquistossomicida do arteméter em camundongos e cées infectados com S. japonicum.
Usando diferentes doses e vias de administracdo 0s autores mostraram reducao

significativa na carga de vermes dos animais tratados. As fases larvarias
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(esquistossdmulos) de S. japonicum também foram suscetiveis ao arteméter. Sobre os
ovos nao foi observado efeito significativo (Yue et al. 1984). Outros estudos
confirmaram a atividade esquistossomicida para derivados da artemisinina, como
artesunato, (Le et al. 1983, Araujo et al. 1999) e dihidroartemisinina (Abdel-Azia & El-
Badawy 2000). Atualmente sabe-se que o arteméter e seus derivados possuem
atividade também sobre o0 S. mansoni e 0 S. haematobium (Araujo et al. 1991, Xiao et
al. 2002, Utzinger et al. 2003). No Brasil, experimentos utilizando-se o arthemeter e o
artesunato foram realizados em camundongos e hamsters experimentalmente
infectados pela cepa LE do S. mansoni e tratados 45 dias apés a infeccéo (Araujo et al.
1991,1999). O artemether usado na dose Unica de 100mg/kg, via intramuscular
apresentou 100% de alteracdo do oograma e 61,5% de vermes mortos. A mesma dose
administrada por cinco dias consecutivos elevou para 96,3% a mortalidade dos vermes.
Com a dose unica oral de 100mg/kg ndo foi observado alteracdo do oograma e
somente 22,6% dos vermes encontravam-se mortos. A administracdo da dose Unica de
200mg/kg, via intramuscular, a camundongos infectados e examinados 45 dias apés o
tratamento mostrou que 0sS vermes sobreviventes se recuperaram e reiniciaram a
oviposicdo (Araujo et al. 1991). Camundongos infectados experimentalmente com S.
mansoni foram tratados, em dose oral Unica, com artesunato 300 ou 500mg/kg ou com
as mesmas doses durante 5 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 7, 30, 60
ou 90 dias apds o tratamento. Diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas na distribuicdo e mortalidade dos vermes e na alteracdo do oograma nos
grupos tratados em relacdo ao grupo controle quando os animais foram sacrificados 30
dias apo6s o tratamento. A analise morfoldgica dos vermes mostrou alteracfes no
aparelho reprodutor feminino com diminuicdo do volume do ovério e rarefacdo dos
foliculos vitelinicos, entretanto, quando os animais foram sacrificados 60 ou 90 dias
apos o tratamento, as diferencas e alteracbes foram menores, mostrando que os
vermes sobreviventes, recuperados, reiniciaram a postura (Araujo et al. 1999).
Importante frisar que a atividade do arthemeter € maior nas formas jovens do que
nos vermes adultos (Xiao et al. 2002), dai ser considerada por alguns autores como
profilatica. Recomendacdo especial para o potencial perigo do uso continuado e
prolongado da artemisinina e seus derivados em area endémica para maléria com

vistas a prevenir o aparecimento de resisténcia a essas drogas é feita por Katz (2005).
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O autor adverte que “essas drogas sdo muito importantes para o tratamento dos
individuos infectados pelo Plasmodium falciparum, especialmente devido ao efeito
rapido e eficaz nos casos de envolvimento cerebral causado por esse parasito. Por
outro lado, as formulagbes atuais da artesiminina e seus derivados n&o parecem ter
indicacdo do ponto de vista pratico, seja pela necessidade do tratamento repetido e
constante nessas areas, seja pela possibilidade do aparecimento de formas resistentes
a essas drogas na malaria. Todavia, é possivel indica-las para o tratamento de curto
prazo de pessoas que obrigatoriamente tém que entrar em contato com aguas
contaminadas em zonas endémicas, como o pessoal das forcas armadas ou limpadores

de canais de sistema de irrigacdo” (Katz 2005).

3.10 Experimentos in vitro e in vivo

Os métodos de pesquisa in vitro e in vivo Sao importantes para o
desenvolvimento de diversas pesquisas.

Atualmente ha um amplo debate sobre a necessidade de se usar animais em
pesquisa cientifica. Grupos de defesa aos animais aparecem a todo o momento, na
midia, trazendo questbes éticas sobre o assunto e as alternativas aos experimentos
utilizando-se de animais vivos. Com isso surgiram diversos comités de ética no uso
animal, regulamentacdes, cobranca da sociedade, pressionando para minimizar 0 uso
de animais de experimentacdo na classe cientifica. Uma das alternativas ja usada ha
bastante tempo, mas que vem ganhando corpo no meio cientifico € a pratica de
experimentos in vitro. Porém, ndo se pode perder de vista que estes experimentos
podem ser usados para fazer triagens, para apontar caminhos para estudo de
mecanismos de acdo de farmacos, mas nunca para substituir aqueles realizados in
vivo. A avaliacdo de atividade de um farmaco, por exemplo, pode sofrer alteracdes
especificas dependendo dos processos biolégicos do organismo.

Sendo assim, importante ter sempre em mente que o0s estudos in vitro s&o muito
importantes para gerar conhecimentos, mas eles sdao uma simulagdo da realidade e
precisam estar sempre atrelados aos estudos in vivo, para dar suporte a pesquisas
(Andersen, 2004).
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3.11 Sonda Hoechst 33258

Com o avanco da tecnologia, atualmente ja € possivel determinar através de
fluorimetria amostras que contém DNA, utilizando uma substancia denominada
bisbenzimida, também conhecida por Corante de Hoechst 33258 ou Sonda Hoechst
33258 (bisbenzamida) (2,4 hidroxifenil 5, 4 metil, 1 piperazina 2,5 bi H-benzimidazol).
Esta sonda apresenta alteracdo de fluorescéncia na presenca de DNA, porém, por ser
hidrofilica s6 se difunde para o interior das células em presenca de lesdes.

O espectro de excitacdo da Sonda Hoechst 33258 é a 356nm e 0 de emisséo a
492nm. Quando este se liga ao DNA absorve a 365nm e emite a 458nm, ou seja, a
exposicdo de uma amostra de DNA, com a solucdo de Hoechst 33258, a um
comprimento de onda de 365nm, através da utilizagdo de uma lampada de mercdurio,
causa uma excitagdo da mesma e posterior emissdo de luz a 458nm (Rebelo 2003).

A utilizacdo de técnicas de marcacdes especificas empregando corantes
fluorescentes (sondas fluorescentes ou fluorocromos) permitam a realizacdo de uma
andlise segura da integridade estrutural e viabilidade celular de microrganismos. Alguns
corantes especificos para DNA sdo impermedveis as membranas intactas, corando
somente aquelas que se encontram lesadas.

Ovos de S. mansoni imaturos considerados morfologicamente viaveis
apresentaram fluorescéncia quando marcados com a sonda Hoechst 33258, devido a
presenca de lesdes morfologicamente imperceptiveis a microscopia Optica. Os ovos
morfologicamente classificados como maduros vivos ndo apresentaram fluorescéncia,
ao contrario dos maduros mortos. Essas observacfes foram realizadas em microscopio
de fluorescéncia, uma vez que 0O microscopio Optico convencional ndo permite
classificar os ovos imaturos como vivos ou mortos. Considerando os resultados pode-se
inferir que a sonda Hoechst 33258 pode ser considerada como um bom marcador de
integridade da membrana (Sarvel et al. 2006).

Araujo et al. 2009 apresentaram um estudo comparativo da viabilidade dos ovos
de S. mansoni usando a técnica de observacdo dos mesmos ao microscopio Optico e
de marcacdo através de fluorescéncia e mostraram que houve uma diferenca
significativa no numero de ovos viaveis quando foi usada a prova de fluorescéncia. De
fato, a média de ovos morfologicamente vidveis marcados pela sonda Hoechst 33258

foi de aproximadamente 70% nos grupos expostos a duas concentragbes de
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lovastatina. No grupo controle, foi observado que somente 16% dos ovos
morfologicamente vidveis foram corados pela sonda. Como somente ovos mortos sao
corados pela sonda Hoechst 33258, torna-se evidente a diferenga na classificacdo dos
ovos quando se usa a sonda fluorescente para marcacdo ou quando a morfologia dos
ovos € observada através do microscopio Optico. Quando usada em experimentos na
auséncia de farmacos a metodologia proposta por Sarvel et al (2006), com o objetivo de
confirmar a técnica de classificacdo morfolégica tradicional (usando o microscépio
Optico) observa-se 83% de confirmacdo entre as duas técnicas. No entanto, em
experimentos nos quais se pretende avaliar a atividade de farmacos a sensibilidade da
técnica tradicional € 30% menor do que aquela onde se usa a marcagdo de
fluorescéncia através da sonda Hoechst 33258, isto €, somente 10 dos 35 ovos
morfologicamente vidveis em presenca de lovastatina ndo apresentaram fluorescéncia
guando expostos a sonda. Dessa maneira, 0 uso da sonda Hoechst 33258 aumenta a
sensibilidade dos experimentos que objetivam avaliar a acdo de farmacos na viabilidade

de ovos de S. mansoni.

67



Neusa Aratijo Tese de Doutorado

METODOLOGIA

68



Neusa Aratijo Tese de Doutorado

4 Metodologia

4.1 Animais e parasitas

Camundongos Mus musculus, fémeas, com mais ou menos dois meses de
idade, pesando de 18 a 22 gramas, nascidos e criados no Biotério do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPqRR) foram utilizados nos experimentos para avaliacdo da
atividade dos farmacos.

Os animais foram infectados, por via subcutanea, no dorso, utilizando-se 100 *
10 cercérias da cepa LE de S. mansoni. Esta cepa € mantida rotineiramente no
Moluscario do CPgRR por mais de 30 anos usando o modelo B. glabrata — camundongo
— B. glabrata (Pelegrino & Katz 1968).

As Normas Regimentais da FIOCRUZ para o uso de animais em experimentos
foram seguidas e os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissao de

Etica no Uso de Animais da Fundac&o Oswaldo Cruz (Licenca n® L 0118/09).

4.2 Tratamento dos animais

O tratamento dos animais foi realizado apés 45 dias da infeccdo na maioria dos
experimentos. Em apenas um experimento os animais foram tratados semanalmente a
partir do primeiro dia da infeccdo. Os farmacos foram administradas por via oral,
utilizando-se agulha propria para gavagem, e em dose Unica, excetuando-se um

experimento no qual os animais foram tratados durante cinco dias consecutivos.

4.3 Farmacos e Doses Utilizadas

Lovastatina — medicamento genérico Lei n® 9.787, de 1999 — Sandoz - na dose
de 400mg/kg/dia durante cinco dias consecutivos.

Clonazepam — medicamento genérico Lei n® 9.787, de 1999 — Medley - nas
doses de 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 ou 25,0 mg/kg.

Oxamniquina — Mansil® (Pfizer) nas doses de 25, 50, 75 ou 100mg/kg.

Praziguantel (Farmanguinhos — FIOCRUZ) nas doses de 100, 200 ou 300mg/kg.

4.4 Avaliacéo da Atividade Terapéutica

Com vistas a avaliacdo da atividade terapéutica os camundongos foram

submetidos a eutanasia por fratura cervical e abertos para exposicdo da cavidade
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peritoneal. Mesentério e figado foram separados atraves da ligadura da veia renal. Para
permitir a recuperacdo dos vermes, a veia porta foi seccionada. Com o auxilio de uma
agulha acoplada a um pipetador automatico, foi injetada solugcdo salina 0,85%,
heparinizada, na aorta descendente, para perfusao das veias mesentéricas e coleta dos
vermes. A perfusdo do figado foi feita através de injecdo de solucdo salina, 085%,
heparinizada, na veia cava inferior. Os vermes recuperados através de perfusédo foram
contados, considerando-se separadamente machos, fémeas e acasalados, com o
auxilio de microscopio estereoscopico. Durante o processo de contagem dos vermes
observou-se também, o tamanho dos mesmos, pigmentacdo e presenca de ovos no
Utero das fémeas (Pellegrino &Siqueira 1956).

Os figados dos animais foram esmagados entre duas placas de vidro e
observados em microscopio estereoscopico para contagem dos vermes mortos,
imobilizados por tecido inflamatorio (Pellegrino & Katz 1968).

A alteracdo do oograma foi observada em fragmentos de £ 1 cm retirados da
parte distal do intestino delgado, esmagados entre lamina e laminula de plastico e
observados ao microscopio 6ptico. Foram considerados alterados oogramas que
apresentassem auséncia de ovos nos estagios iniciais de desenvolvimento (Pellegrino
& Faria 1965).

Para avaliacdo da atividade estes parametros foram comparados com o0s
resultados obtidos de um grupo de camundongos controle, infectados e nao tratados.

4.5 Interpretacdo e analise dos resultados

Foi considerado para avaliacdo de atividade dos farmacos o numero médio de
vermes obtidos, a percentagem de distribuicdo dos vermes no mesentério e figado, o
percentual de vermes mortos e de alteracdo do oograma sempre comparando grupos
tratados com seus respectivos controles (animais infectados e nao tratados).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
amostragem aleat6ria simples, usando varidveis quantitativas e testes de comparagao
de médias. Os resultados foram comparados através de andlise de variancia (teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade) num dispositivo fatorial de 3 fatores de bloco,

cada farmaco constituindo um bloco e regresséo linear. A comparacdo das médias foi
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feita pelo teste t de Student ou Qui quadrado de Pearson e teste para comparacao de
propor¢cdes aplicando-se a correcdo de Bonferroni.

O tamanho da amostra calculado para um desvio padrdo de 4,0, nivel de
significancia de 5% e poder de teste de 95% foi de 14 animais por grupo experimental
(Snedecor & Cochban 1977).

Como auxiliar nos célculos estatisticos foi usado o software GraphPad Prism v. 4
(CraphPad, Califérnia).

4.6 Ensaios in vitro

Camundongos infectados com cercarias da cepa LE de S. mansoni foram
sacrificados apos 6 a 7 semanas da infeccdo por overdose de pentobarbital sédico a
3% (Hypnol - Fontoveter) administrado por via intraperitoneal (z 0,2 ml) e perfundidos
através da perfusdo retrégrada do figado, segundo técnica de Smithers e Terry (1965)
gue consiste na exposicdo das visceras abdominais e do coracéo, seccéo da veia porta
na altura dos rins, com o auxilio de uma agulha. Em seguida, injeta-se meio de cultura
RPMI — 1640, pH 7,4 na parte inferior dos ventriculos do coragéo.

Os vermes coletados foram lavados com meio de cultura RPMI — 1640, contendo
0,3% de soro albumina bovina e distribuidos em placa de 6 pocos (4 pares de vermes
por poco) e mantidos em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 5% de soro
bovino fetal, 100ug/ml de penicilina e 100pug/ml de estreptomicina. Os vermes foram
expostos ao farmaco diluido em meio de cultura RPMI-1640, nas concentrac¢des de 0,5,
1, 2 e 4ug/ml de lovastatina ou na dose de 0,6mg/ml de clonazepam (1ml de
clonazepam pediatrico 2,5mg/ml em 3ml de meio de cultura) por 24 horas e mantidos
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Paralelamente foi feito um grupo controle com vermes
que foram mantidos nas mesmas condicdes excetuando-se a presenca dos
medicamentos. ApoOs este periodo, os vermes foram lavados com meio de cultura e
mantidos sob as mesmas condicdes anteriores, porém, sem adicdo do farmaco durante
o restante do ensaio. Foram realizadas observagdes, em intervalos regulares de tempo,
em microscoépio invertido e fotografias diarias no periodo de uma hora até oito dias do

inicio do experimento. O meio de cultura foi trocado em dias alternados.
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4.7 Andlise de viabilidade dos ovos

Os ovos obtidos do cultivo in vitro, foram corados com sonda Hoechst 33258 na
concentracdo de 1 mg/ml. Foram adicionados 10 pl da sonda para cada ml de meio
contendo os ovos e, preparadas laminas que foram observadas ao microscopio de
fluorescéncia (K-ZEISS) usando os aumentos de 10 e 40 vezes, durante os oito dias de
cultura (Sarvel et al. 2006).

A Hoechst 33258 foi obtida do Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA, sob a forma de
p6 e diluida em agua destilada obtendo-se uma solugcédo estoque com concentracao de

10 mg/ml.

4.8 indice de Combinacéo

O indice de Combinacéo dos farmacos foi calculado pela expressao:

com — I50ab1/|50a + I50ab2/|50b
Onde Ispap1 € lspan2 SA0 as doses lso (50% de atividade) dos farmacos em associagcao e
Is0a € Isop as doses Isp (50% de atividade) dos farmacos administrados em monoterapia.
Resultados iguais a unidade significam efeito aditivo, menor ou maior do que a unidade
efeito sinérgico ou antagénico, respectivamente (Ramakrisnan e Jusko, 2001).

4.9 Construcédo de Curva de Resposta e Isobolograma

Para a representacdo grafica da curva de resposta e do isobolograma foram
determinadas as percentagens de vermes mortos no figado em cada dosagem de cada
um dos farmacos e a DLso para os dois farmacos foi calculada através da analise de
regressao dos dados. As DLsp de cada farmaco aplicadas isoladamente em um grafico
de dispersao em escala logaritmica formaram dois pontos que, unidos deram origem a
curva de aditividade. As doses da associagcdo necessérias para matar 50% dos vermes
foram determinadas através do grafico em escala logaritmica, transformadas em mg/kg
e lancadas no grafico. Se os pontos representativos da associacao se posicionarem em
torno da curva de aditividade significa que o efeito da associacdo foi aditivo; se
estiverem abaixo significa efeito sinérgico e acima da curva, efeito antagdnico (Tammes
1964).
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1

Oxamniquine, praziquantel and lovastatin association in the experimental
Schistosomiasis mansoni
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz 2008;103(5):450-454

Estado do Conhecimento

A producdo de ovos na esquistossomose esta associada com a atividade da

enzima HMG-CoA (3-hidroxi 3-metilglutaril Coenzima A) redutase e lipides néo esterdis,
produzidos no metabolismo bioquimico, regulados por esta enzima estimulam a
producado de ovos (Vandewaa et al 1989, Chen et al 1990).
As estatinas sdo substancias com a propriedade de inibir a sintese de colesterol
endocelular, por competicio com a enzima HMG-CoA redutase, impedindo a
transformacdo desta enzima em &cido mevalénico. Com a redugdo intracelular de
colesterol, ha estimulo a formacao de receptores de LDL na membrana da célula. A
presenca de maior numero de receptores de LDL determina maior adaptacdo das LDL
em circulacdo, diminuindo do seu nivel plasmatico. Ha também elementos que
demonstram que a diminuicdo da sintese de colesterol leva a menor producao hepatica
das lipoproteinas de pequeno peso molecular VLDL, portanto as estatinas tém efeito
hipolipemiante semelhante, em funcdo do maior catabolismo das LDL e da menor
sintese enddégena das VLDL. (Mano 2006). A lovastatina, medicamento utilizado na
clinica com o objetivo de induzir a diminuicdo dos niveis séricos de colesterol no
organismo, reduz a ovoposicéo pelas fémeas do S. mansoni, ocasionando a morte de
um pequeno percentual de vermes (Aradjo et al. 2002).

Questdes
e A lovastatina apresenta acdo sinérgica em associacdo com oxamniquina ou
praziquantel?
e Alovastatina possui acao sobre os vermes de S. mansoni in vitro?
¢ A metodologia proposta por Sarvel et al (2006) utilizando a sonda Hoechst 33258
aumenta a sensibilidade dos ensaios nos quais se pretende avaliar acado de
farmacos?

Resultados principais

A acdo da lovastatina sobre a postura do S. mansoni, tanto nos experimentos in vivo,
como naqueles in vitro foi confirmada. No entanto, a acdo sinérgica entre este farmaco
associado aos esquistossomicidas néo foi observada no protocolo experimental
utilizado. Foi possivel inferir que a utilizacdo da metodologia de Sarvel et al (2006)
aumenta a sensibilidade dos ensaios nos quais se pretende avaliar acdo de farmacos.
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Oxamniguine, praziquantel and lovastatin association in the
experimental Schistosomiasis mansoni

Meusa Aradjn”, Ana Carolina Alves de Mattos, Ana Karine Sarvel’, Paulo Marons Zech Coelho,”,
Maitale Kate!

Latermasinin s b Fragsel esrase e, bosd Dok Recs® B hep-Frerng, A 4 IR b Livrw 4705, 30490007 Bubs Hirjaemd= a3 Brasil
"Garda Casd cu Bel: Horcante, Bels Hansanie, Brasil

The acrivity of st aasociented witle oermaiguire or prarigeamias]l ayains coleiviasinniangs maesnl way
avabratad in mice iafeoied with Schistosema mamsoni, Fariye aaes afier imfecizon, mice sere tremeed with fnaevain,
HM prke foe five corseckiive dava by orel rowce, amd o fRe Tear ey of thar seguence vtk S0 me e aramrigidse or
wilh 200 s kg prezigueatel, ok by orof reate, s dhae, Bifeer davs frlen, e animely were penfivaed in pennel-
feed weditle ern arreaded cowmrrndd g Sewate s werr T ed AU T, Rl SNTRRTRR o euiiure maedivm oonbaine
S. manaoni worws preorcdie fom cxperimeestally infecied mooe. T the movive tals, the arsocranton of bvasain
Wil cxnigaiRe oF prastpiartel did por show anp addinve acricd, Dur there were soorom charge s when bowariosa
W envrciaica Wit oerara igmime. Ja vt St weey abie o dnderrngy e serteratiom o S, mimsan ey, which
rewrcrired ap e Jaor e shages, depoerdingr an she doge used, The foml] rumber of morpdodomenilly dead eprs fied
ia calfake of wornng aygposed fo 2 ag il o 3 agemd comcepiretioss of Tovesioiia wai sgmiaenly higher tad the
ot o viable e, i the probe Hoceche 33256 13w observeo Duee 70 of the e con siolered mosaaodogs-
sl vaehle fr e trecrend growps fammre T e comrred groupy were daheded, ardhoatiez thet e magfariy of the
viahle ooy hod membrore permeciehty ipcrensed due Jo lowasiadin aclion.

¥y words: Schinerame seamsond - lovostarin - drug nseociotion

Ir pracisce, chemothernpy 1s the main measare ui-
lized fior the concrol of schistoromiasiz in cndemic conn-
ries. The sehirstosonticidal drugs used, oxamniguine and
mouFuantel, presend few sude effects aniE 3 kigh schis-
tasomicilal netviny, thus comtributing for the trencomene
al dectio, a5 wall a3 for the coobroed of marbidily and
irngriigsm of the disease. In the 1970%, CTKHLTEIMES LI T
wms very used for indivsdunl and mass reatment of
schistosomansis, preseoting sacesfactory roaults ropard-
o alTicacy and lolerance [Fale 19800, Au the end of tha
clecuile, prmguamtel beeame peplable far the trantmet
ot sehistesomensis, shoenn mood therapouic actavity
and also fiew gide alfecis as well, Pracsquantel i now Lhe
drug ul chiace for ihe Leadment of the disease consed by
rhie thres main species of the parosite thnt infeer bomans
(DocnbcdT e al, 2002), Taking o sceeusl the poasible
rise of Tesislance ks trealrment, the bdermnes lewsl of the
v 1o the drug, ardl the therapeuns filures, it is verr
ionporcaot o acarch for now therapeatic allernatives fog
selistoaoniasis, Tlis search is ik impesziive, especil-
by comsplering the posahle imterrupton of cupmmigpine
producrion 83 & ceanlt of itz higber cost, when comgasd
b praziguantel.

The gssocingoen v cifferent drugs for use in the them-
peics of varias antections dsesscs can serye nea moch-
aniam to avaid, of e delzy, the risa of drug ressiance.

Finuicw! support FICCHIL ond FAFERIC
+Cernesfraidicg il amoage e Teowe e
KEavapsad 27 Juucny 2K

Acegped 4 ke 0GR

Ia the presene study, invivo nnd in vitro trials vero car-
ried aut on the efficacy of the reatment wish lovascatin
againsd ihe Sotrssowomer roasedd adull worms, when
ndministered in nssociatiom wich eeamniquane ar prozi-
quanted in the mouse model.

SAATERIALS AMLY AAE I HLHYS

Expewimennl chemorRersie - Swiss inice [weigliem:
ik g oam avenuel, imfected verth 100 = 10 5 mueevoer
cercaring (LE srrain, by subeotamcous rowde, were azed.
The gunbelines of the Bihicl Commttee for the gse of
cperimental pnimals of the Flocrnz vezs folkeoeed. Forly
cays poeal dulection (pil. grooups of anunaks weos Lrewled
with 400 mgfkwiday, oral noete lovastatim (Mevacor &
Blerck Sharp & Dhebme), for five comseouerse davs. and
o Ui Jaat day welb a single oral dose of 3000 kg s
migquine ¢r a smgle oral dese of 200 ma'kys praziquansel.
The animala wese sacriliced by carvical fegctoie and
perfused 15 days after the eud of freasmen:, 'The spme
procedures teere used for the control group, which wma
coanspdiged af infecied and woneated nice [Palieurmas &
Kigqueira 1934), The female warms wers chesered with
au sptical micrsacope o alserve Lthe presenca of epas
The @i various stapes of mparty aere stedied
uaing the oopram paticen {Felloprino oo al. 19A02).

T vidve feads - Mice fected wills & setison cer-
cariae were serfived using sochium pentobarbatal 3
{300 ylimuce), and perfused according te che techmiques
by Smaithers and Terry (1965). The morms ebtained wers
distribisted inbo & d-well-plagque (4 worm pairstwell), anit
memiuned 1 aulture meediam B P15 suppeemented
with 5% fefal bovine scrom. 100 pgfind penieillae aod

ol | o ras b S s b
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100 pgiml sireprodtyeciic. The wocins weee exposed Lo
lovaztating dilwted in cultare medinn BPAMI-DG40, at the
comoeniratkms of 105 paiml, 12 poml and Spgiml for
2dh, awd kepd i an incubator al 370 ad 3% OO, AR
tervards, the worms were washed wath culture medium,
and ihaintasred wruden the sanie coiditions, williouol 2ddi-
tion of the drug. Simuilloecwsly. s concrol rroup was or-
ammi zec with warms thot had been mpntaned under the
aame conditions, except for the presence of drog. Using
an imeerie] mictrscope, ehservatons wese performed,
atid daily photes wece laken Mroem 245k up 1o seven days
atter the boginning of cifture. The culture medivm was
chasrped ta alterale days.

Analpmz of eme vialwdry - The cges obtained in cal-
ture wers stained with the probe Moescht 33255, ot the
concentration af § mginl. For each millititer of culiura
medinnm with oges, B pl of the probe was pdded. Slxdes
were e prepaced and olsecved wisder Tluorescent nei-
croscops (E-Foigg). nsing magnification of 10 and 40
times, for an B-dive-culrure period (Soreed et 3l 2006

In Wi e fials - The woerms obtained from orice
tremted wiath levnstntn (U mgdloeday for 5 dovs) and sne-
fificed thiee days afller the end of treatiment weare cultured
i witre {in vivevio vitre tisls) io parallel seth a gooup of
wrmms expisesl o d paiml lonassdadin nowidro, as well ax
with & conbred group (edoros not coposed to drogh

Areriysin of ke = The Studemit’s | lest, e chi-snuars
et o the aialysia of vatiance, with the signilicance
leved af p = 0.0% were applicd.

Ihe resubs ohtvined in S moaasoei-infected wice
treated wall 00 redkg lovastating For Mve conseculive
daya. starting on the 40th day pi, sasociated wath 50 me!
k2 commanicquine or 200 macka promguoots], senggle oral
cdose admimisterad omthe st day of freniment Gen be
seely in Table, The percentage of woror in the g of
animals Lreatsd with lovastarin was distribwied as fol-
lonwar B60.4% io the mescntery, and 15.0% in the lives. In
the wroup frencs] with mammiguime, these vaties, were
221% i the meseniery amd 509 an the liver In the
aroap treated with lovastatin and ceaamniquine in asso-
cigtion, 39.5% ond 60 4% of the warmes wers recoaened
from the mesentery and liver, respectively. When the
wnimils e Lrecabed waih 4:0-::1.'rm11|;|:i1|e ik '-‘-'1T|'l- A LT
aspuinedlowastatin in aasaciation, the ramwaliny rates of
the worma wers 43.6% and 60.3%, rcapectively. o aip-
nificant differencc bas been obacreed in these resuli.
As far a5 the omemm changs 15 concerned, the vales in-
el from 7508 {nxiEmMTIune awdrmimisterad adomek
b S2.3% (when cxamniguine and lovaslalin weee ad-
ministered in azseciation) {p = 905). When praziquaotel
wns pdmanistered, the mortaliy of parasites was 4% %
with exgariem changes giving o walne of 34 3% 0 gome
paf e when ilwas admnnstered associated wilk lovas-
ranin {50, worm morrality; ST1% oogram chamees).
The percentoze of worms in the aroup of ammats freated
with praziquanie] wos distoboted a5 follows 49 5%
frnn the mesenbery, and 50052 from the lver When

[Irig assnclaion in Schistzsamiass: mansonl = Seike Avatifa e al.
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the animals wene ocared with the sssociation of prazi-
quartel and lovastatin the porcentages were 34.4% dead
wmrms i the mesentery, and 4562 in the leer, The dit-
Ferenees wirg nos stetistical b sigmificant. The group of
il s trepded with lovastatm alome presented 44 4% of
oogratr changes (3 slababically sugrlseant resuly, when
compated with the comtral groupl, with desd soems o
tibe livar, aisd with & warin digieibolion in e mesarslery
and lived similar v Ul of the sonitral group

The nuorber and respective porcontage of (emale
ADTmE  prescniing dotra-wterme e in the difforcnt
wrovps nre 10 Tobke, When the three drugs were ndmin-
stered wlope, koastabn sod axammguine presented
A grest actnaty remerchng the cessahion of mapostien
[nbsence of inbra-uemine el I frce, 91755 and 8595
of 5. modson Teinales rreated il lowasiatin o ocasn-
niguine did nol sl aoy intra-alering eges, & sapnili-
cant result when comparned to 5008% of the control groap
[ = 005). As regard praziquantel, no ditference could
be detected whee compared to the control group. When
levastanm wig wsedl im Assomasom with oxsmmepEne o
prassicquanies], 11 was observec tiae the number of fermabey
withoul dnbra-clerme eges vacied Trom 3608% w0 S0%
{pasigeanlel assoeiaien), aod fvoo 88 7% (o 90.5%
{wtamniguine psgociacion), bt the differcnecs were not
sigoificans, .o, there wms me additive or synergestic ac-
tion ns a cesult of the assecihon of these drugs

fnwiten drtendy - The worms exposed to Bensttan, m
arty dbrug concenibratios, dic nol sbos smy riorphologeal
change under absecvalion using an ineer bled icrescope,
using LO0K magniticaticn. The reguument was found o
be apparcnily complets, and the worm motion similar
te thet of the comerad grovp s could be seen ool
the groups However, the ezps hnd by warms exposed
L lovastatin did aot develop througbaour the experiment,

g L evntuacion of the in vitro awivity of lovastolin on Sablsncaemes
rHaHseHl Anmns afver o Ldaveculbire peoiod o, M ponimol A adudr
pairzl v witheit apparsnr wordwlepioa chasae, Ho ezas arall
gl mulues cppd Eeeees T cdape ozl o2 the serewd, dll staps:

1 O prened] weorms vapeensd] b 2 el Tuvaslalm sl willhonl ap-
parert merphalagizal charge, eod eges ol the 15t and 2nd smages, 1
Gz lndd By warmns expos st In 4 pp ot esesteting sppsarthe 1 saps

varrae gl i) [Jezed gl the niens’

em st Ooaalde Crar, Rio de lancire, Val. T0203), August 2000

i, pees s the lar and 2nd siages, or tarely al e 3ed
stape, were fownd dead at the cod of the caoperiment,
in e gicup exposed b G05upanl lovastanm On the
other laod, in the contcal growp, exes al &l the slages,
rmachadimgy smpare e, and hatched mirpad, could be
sepny (Fiz. 1. Tio tse @raups subaiiled Lo lowaslatia an Lhe
corcentrations of X ond 4 gre'ml, the 1et stame-cops vaece
ot able tor develop After an 3=lay-perind of ohserm-
tion, the toral pumbcr of morphologically dead epes in
the proups ecposet b 2 peiml omd 4 pagdml leenstnen
L viteo was 44 (T35 and S48 (8%, respeclively;
im the comired group it wus 144 (27.5%) Lsingr the probs
Hioasclest 33258, & Cluorescent mig ke that label dead epes
[Sarwc] ot al 20068 it was obsorved that in the group ox-
posed to 2 pm] lovostasn, $9% of the morphologica by
viatle cpos were labeled by the poobe whereas e the
oo meposed o d paeml keeastatim, W% of the eoes
were [abeled, In the control groop, 0% of the morphoe-
layricznl by vanbde epzes were lnbeled by she probe (p = 0053
Tl lalseled egus are showan in Fig, 2

g & clossificadion of & mansan eggs by morpbelogzead (et eoet
Fraeaest imeroaenpn teahiregae wsisg the pvnhle Hiechst 332824
frghr), -1k eoed il ibornesned Wi, B-H . onrme sdposed In 2 upd
o S npfml lvagialin iz wiles Ge 3 b A opopbalopnesdly viable
exz of the Ll siege ind an emply e2p (5 dav culbze peciod ; [: the
=ame eggs with the embove regicn clearly sleined: cormderad s dead
g, 0 e hokog izolly vioie marmne 2ge Cf-dey-due peicd); 13
nerssEmn wiillkml laleling wlive eged: Eomapbologically vable
wgps af e Ded amad Jool g Beday-cullooe prriald) Laid by inesied
woend, b che seme gz et of them with the embrve reguon cheony
sradied fdend egga) e morpociogaen by dend pgg iR-doy-cirans pe-
vinplx, F: vk s cpp watnllhe Difwebad leed eeg
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The woems obtained from mece trented with kwvas-
tatim (300 mdkeiday for 5 days) and sacrificed three
derys after the end of freatment were coltured in vitro
[ wiviv'in vilro trialsy in paralled with 2 group of worms
capraed to 4 pgiml lovasiatia s vitro, 88 well a5 with a
catral geaup (worms pe exposad fo dro). Morpholog-
Gl chatgges could ot be obeerved throughout the BeLay-
colture, regarding the motim ard ege-daying among
tee worms treafed o vive' 1novitro, as well 25 amoog
the wirms of the coitrol groug. In both cases, the es
reached maturaten, and hatchimg of miracidia could
alao be seen. The worms cxposed to levasttin m wvitro
presented resulls similar to thoeac of the former experi-
eeent, a5 abere nucnriemed.

LHSCLISENDN

Vandewaa et ol (19890 workimg wath oevinolusbe,
Tarresal and mevimalin. io vivo and in vitra, sugest that
cap-praduction in schestmomiasis 15 associated with the
achity of the aneyme 3-bydrceoy 3-metkvlghuary] coen-
zvme A (HMG-CeA) reductoze, and that sco-seecal lip-
s produced i bechenical wetabolism, modulated ey
this enzyme, stimulate egg-produstion. Chen et al, (190
ohserved that evselnoing by the e aside females wan dis-
contineed i mice jnfocted with & morsonr and treated
with lonw deaes of mevannlin The admimestradoa of G234
aiseimolin in the dieg of infected mice (14 daysh resutted n
climunation of 9680 of the parasites, The same dose admin-
wsdemed twe dass bafora and 15 days pi resulied in 93-05%
roduction in the number of adul perasites, When mavino-
In was podmimistered with 05% mewinolinate, ters wma
jnbibstion of the apt-schistosomicidnl avtivey of the far
meeT, sugResting theet reevinolimale andioe matabalites are
of the wiroat importance for inhobiting X maseoead g
production, as well ns prometing the parasite’s survival,

Lovadeatin, & lactons, inactive form of the come-
spondimgr open 11:,-'-;11::-:1:_!,-'||-;,: HERTY % potenil tithibiver ol
the enclouemions synthesis of cholestored, After gaatroin-
testinal abserption, Jovnstann w ropidhy edeodisated Lo
open hvdroyacsd, @ coimpelitive uthibives of HWG-CoA
reduciase, an enzvime that catelyzes a regulatory step n
the hiosynthesis of cholesternl, In dindcal stsdies ['Ala.'l:l_.il:l
el al 3002 lowastatin reduced the total plaamate choles-
tezod compentmmons arel ipopectesn of lows: demsicy, as well
s lipopenteni of vecy low density Bownd to cholesteral,

Aratijo ez al. (2002} iovestigated the actrvity of lovas.
tatin on the cvipesstion of the pdult warm in experinen-
tirl by amfected mice with 8. meavacsd, These authors dem-
amslialed (hal, desgite e relatively low mortality race
[-30%) of the worms, when the bepinming of toentment
was on the 3ich :lu,:,l |'|'ir wath an oral dose of 400 rIIE.'-.Lg,
Fq:-'r ﬁw: -:.:l,:-nsu'_'ul'ivve da:.-ﬁ: there wis a fedociion in the
wipmaition of 8 mansor femeles, presenting copram
changes in wp to 3004 of mice, and ap sverage number of
eers 10 the jejunum ard Ivver significandly lower in the
treaded anidnals, wisen compared to the conral group.
Tlee v pluodipical analyads of the worms revealed de-
gonermtive changes, moinky in the reproductive nppata-
tuzs of the worms, with reduction and pheration in (he
witedline fil hgles ancl in the ovary of Termales, as weall as
changes in the male feqis

453

The cole of chaolesteral o schistesominsis mansori
wits expenmentally @valualed by Weses {2006), using
four groups of animals: infected, fed o a deet rich in
cholesterad (20% of lipids): ufectsd, fod on s atandard
digt [12% of limdsh; uninfected, fad oq e diet rech in cho-
lesterol, wninfected. fed on B stacdand diet Bt was b
secved thal infected mics that recaiwed & dict rich in che-
festeral pmﬁd n lgher number e viahle 5 meansond
Bzo8, 8 preater maturation aod peak numbers of ggus in
fimizes, when coanpared o the group of infected mice fod
oo & standord diet 11 was wlso ohserved Lhal che adule
worms recovered fron the group of infected mice fed on
u deet mch in chalesteral C259% lipids) preseoted a bhigher
autnber of morphological changes n the reprocduchive
apparalus of male worms, maloly in colacon to supra-
MU ATy Inbke, semminpl wesicles aril t.]mln.ﬁ.th&i.‘a Ty s
groap, the ovacy of fomales presented a higher number
of aurcyles haing discharged than in females belonging
to the Eroup with 12495 fipldis in the diel. It zeema that a
gite rich in cbeleateral is beoeficial for reproduction and
chischazire of 5. precnsnel sggs (Neves 2006],

Soliman & Lbrahem (2005 studied the activiey of
atoevasiatin {cholestarol lowering agent) alone, and coo-
currenthy with medoxypricaesiereie [itlramuoscalar con-
traceptive) on & Meemeiebing adalt worms, in expem-
meatally infecled hamswerd, Atervastatin administered
'I}_'_L' oral rovte, at the dose ] mg."'l:g SALTEAFI Mrewn rla.}'
35 pi, for 49 congecutive dava, and with medosyproges-
teTome noetais 10 assockalion, ab the dese of 01 ml ke on
davs seven and 35 p, miramuseuiorly, procuced dam-
awes n the tegumenl of male and famale worma. Loss
or muphire of tubercles, collapse of Gissues, and areaeon
of the tegument aod of the oral suckers, dewemerabing
o collapaes of sensorial organelles, wers some of the
chserved chonges, Admimistragon of atorvastabm alope,
according o the wame scheduls previcusly described,
prised less severe damages in (e tegunent of male
warms, and ooly & foor femabes presented tegumental
changes. Batk treatment schedules (atervastatin con-
surrently wath medosyporogesterone acetate or aloie)
contriboced o 8 sipnificant reductron n the fotal muym-
b of Tecoverad worms, 46.2% and 51.3%, respectivedy.
The twa drugs m associution produced oogram changes,
wiik a high nomber of dead cpps.

In the present work, in v assays showed that lo-
vastatin acted on 8 mamsem ege-laving, minally b
decrendiing in the pregence of egg in the female whernos,
and after that by oomam changes These results were
obacrved not only in the animals treated with lovastatin
alome, bt alao when this drug wes administeced con-
currently wath sxnmmiguang, Inoviera trinls showed tha
maturaiea o cEps was o compless duc to the acton
o lovestating being imlerrupded at the 151 or 2ed siages,
aceording to the dose used, On the other hand, these
egis discharged by fmmales of e control groop devel-
oped normalty, passimur chrough all the stages, resching
matwracon and culmisaring with miracidiom hatching:
The complele process of ege mandration was also ob-
caryad when worms were recovered from mice tresied
with lovastatin onel cubtured movidro The exposore of
wirns o lovastatin in vilee i3 necessary o obdain the
blockage of epp devalopment. Additionalby, the wisbil-
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ity of S. mansoni eggs showed a significant difference
when a fluorescent probe was used. In fact, the average
of morphelegically viable eggs, labeled by the probe,
was 70% approximately in the groups exposed to 2 pg/
ml or 4 pg/ml lovastatin. In the contrel group, it was
observed that only 16% of the morphologically viable
eggs were labeled by the probe. Since egg labeling by
the probe indicates that the egg is dead, the difference
in the classification of viable eggs is evident when the
probe is used in comparison when only the morphology
of the egg is observed under an optic microscope. When
applied in assays without drug utilization, the methedel-
ogy recommended by Sarvel et al. (2006) with the aim
to confirm the traditional merphological classification,
83% of corroboration between the two methods was de-
tected. Nevertheless, in the trials related to drug activity
was much lower (30%), i.e., only 10 out of 35 morpho-
logically viable eggs present in the groups exposed to
2 pg/ml or 4 yg/ml lovastatin were not labeled by the
probe. The use of the probe Hoechst 33258 enhances the
sensitivity of the trials aiming to evaluate drug action on
viable 8. mansoni eggs,

The data obtained corroborate the action of lovasta-
tin in 8. mansoni egg-laying, in both in vivo and in vitro
experiments, Nevertheless, the synergistic or additive
schistosomicidal action of this drug concurrently with
other known antischistosomal drugs (oxamniquine or
praziquantel) could not be observed.
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5.2 Artigo 2

Association of oxamniquine, praziguantel and clonazepam in experimental
schistosomiasis mansoni
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz Vol. 2008;103(8):781-785

Estado do Conhecimento

O clonazepam, farmaco de uma classe quimica conhecida como benzodiazepinas, que
possuem como principais propriedades inibicdo leve das fungcbes do sistema nervoso
central com ag&o anticonvulsivante, sedativa, relaxante muscular e efeito tranquilizante,
foi citado pela primeira vez como esquistossomicida por Stohler (1978). Pax et al (1978)
revelaram que vermes de S. mansoni incubados em pequenas concentracdes de
clonazepam apresentavam contragbes na musculatura e tornavam-se imoveis,
resultando dai o seu efeito esquistossomicida. Estudos feitos por Bennett em 1980
sugeriram que o verme macho de S. mansoni apresenta sitios de ligacdo para o0s
benzodiazepinicos em seu tegumento. Noel et al. (2007) pesquisaram a presenca de
receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) em vermes adultos de S. mansoni,
usando [3H] — flunitrazepam para marcar os sitios de ligacdo alosterico dos agentes
benzodiazepinicos e detectaram em grande parte da populacdo de vermes alta
afinidade de sitios de ligagdo para a droga estudada. Os autores descrevem as
propriedades farmacolégicas de alguns receptores diazepinicos como uma contribui¢éo
para o desenvolvimento de novas drogas esquistossomicidas. Descrevem também, pela
primeira vez, a presenca de receptores benzodiazepinicos periféricos no parasita.

Questodes
e O clonazepam possui agao esquistossomicida?
¢ O clonazepam age sobre os vermes do S. mansoni em experimentos in vivo?
¢ O clonazepam age sobre os vermes do S. mansoni em experimentos in vitro?
e O clonazepam apresenta acao sinérgica em associacdo com oxamniquina ou
praziquantel?

Resultados principais

Os resultados apresentados evidenciam a a¢ao do clonazepam sobre o verme adulto
do S. mansoni, in vitro, causando paralisia total dos vermes machos e fémeas do S.
mansoni. Entretanto, com os esquemas terapéuticos utilizados em experimentos in vivo
nao foi detectado atividade contra os vermes do S. mansoni quando o clonazepam foi
administrado em monoterapia, nem acdo aditiva ou sinérgica quando associado a
oxamniguina ou ao praziquantel.
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Association of oxamniquine praziquantel and donazepam in
experimental Schistosomiasis mansoni

Meusa Araujos, Ana Caroling Abves de Mattos, Paulo Marcoes Fech Coelho™, Naftale Katz,”

Lefpamtiies s cle Bap vl sou ovme, Irsdil gl Reees Rachyey-Fioorue, A Augesdo de lima 1275, 30730-000 Bebs Hedzonte, MG, Brasil
Barda Ty dw Bely Horconle, Bely Honeonbe, W2, Brasl

Fhe wediseeleiste sl cotivilp i cleacrepam, whea adwiaisiered alime or dn axuciatiog with ocrmoiguine g
Jrazigeanel way experimantally cvaleatied momdce iefecind wirh 3chistasoma manseni. The srerals ware fragied
43 dave past-miectior wath a sthgle dose, b oral Poure, GocoRfiNg o fres iraciment sofediles: almwesepar 23 mgs
ki ok soeelTosd L5 aadm, W or 4 B aler treatsmend; clomazegar LU 205 or MO0 kg oad seorifived 13 daes pre-
rrecnemmerad o sl the dive o S0 ks e orssciativm with sromwigeiae 0 mete or praciguenied 200 mgtbe. single
Ao, ooty vy schedule waek a comrrod mrowg, The affivocy of the draes e v was aageesed By meaus ol worm
cokkes ol (e iR Briion 10 masarlery and ver morfaliy amd cograr clvaiges. Ja ke chamcierapeuile sofed-
s wwed, chorozepeenr diel gor presem? andischivionrmal getiity ared dre resel of the sxociaéan of oy druy i
SOGTRIRIQREAE (F prazipeeiel way re speficantly differerr frome the cne shsminad wihen thexe e dasr vagsy were
admrisrered alose, In B I WIERD SATEFTMEHTS, the wouTid expaned o LG ol closasepenm Pertiied monionless
threnpghowt e S-duape-preeiod o obwernition, witfean egg-Towng, whereas the worms of the comirod grong shesed
st movemerty, cpw-laving and fiching of miracidia o e e day of obvervarion, The el obaioed ie the
Lresent sindy cagfivm the action of closazepumn on 8. manaoni sy worm, e vitr, cansiing ol perabias ofmeles
ard femvle s, Heswover, o addiive or spnergrasiie slfgens were abservad s ey closazemas weee nsed I assocheibod
Wil oo iR o pnergrenie

Eie wards Sehisfeeame saesand - clomnscanm - deng association

The minst = cient mensure For the morhidify comtrol
of schistonomiais is the wcatment of inteeted paticnes.
Accrdimy i Savaol el al. 2000, the anbischisismoal
alriaws pliy wr mportant rede for the wregment of infec-
tiem and far she cmrrel of merbidiby and fraremission

T apide of seeavniquine and praziquantel, that zoe ihe
v it Sable anbschistsomal droogs for trestmeni of the
disensz, being efficwnt nnd prescnting fowr side offoets.
gonue relevant aapeces muss be conaidesed. O miniguiioe
has & eomiphiciled inanulfaciuring piocess, requerng big
fermemearion funks for hedogeeal synthesis, resualting in
a high cost, wdwan compared 1o graziquantel. Duwe 1o Uiz
dalficully, praziquantal has been practcallv the migue
clruay uh e at the moment, and the use of a simgle druyg
in n mazs scale and in regurrent treAnmanes mAy reaali dn
e creorgemee of Ccalstant strains.

Faor the resesons abave, 1t es cleas thusthere s the need
tar now nnd sffectiee druas, or nevr nltcronrives for the
treatment of achisiosomiasgia, In our laboeataries, a large
;1rujucl1.u Find ew anbischistosamal drwg:; 4 Ixrirlg Lam-
ducted Qine attempt 15 10 vse knowm antischistosomal
apents fmainly exsmniquine ar praziquancel) iv asgocia-
frowy wilh olher drugs thal may increase the aslvaly of
thess known schistesomiaides. [n this comted, we re-

Fiemneicl myppar. FIOCRIES, FAFFMIG

= Ui peaperalizg il afngeaciee Meee Te
Rl 18 Jiine 2006

Appial S Morzniber X0

cemtly demansirated thar the concomrtant use of lovastn-
tine {pocent inbibitor of the avothesis of chalestesal} pea-
dusces o widoa antd in vive aclion against agg peoduclm
ard devedigiment [Araujo et 2l 2008, Clonazepam be-
lanus ta the chemiml group knewn as bemrodinzspines,
the marn peeperties of which pre mild inhibition of the
futicrions of the cencral oervous svatem with anticosrul-
sive and aedative sctivity, uscular relaxant and cran-
yuilizer edTects, a3 s inart proprenes. Chaiaepam as
an antischistesomal Auent was quirted tor the Firse hme nt
Heffmnn-Ln Beche Lataramorics by Stohlor (15781 Pax
ef Al [1978) revealed that Sclisaosamir manasnl wordd
vsubated tn clomeapain conceoli aliars. peesenied ous-
culir contraciicns wod reenamed msdsmbess, thus resalts
img 1 the amhschistosompl efecr of the driar Siadies
perfonmad by Deonett (19390 sugposted that dhe maele
warims of & mareanl preaont bindiog sites for beweodi-
Awepines vl Lhedr tegunent.

Busecl on these studies, this wack mveshpates the
artischistosamnp! netivicy of clonazepom im expaTimen-
tally infected miice with S, mansam, a3 well as i aaao-
ciation witly ceaminiquine snd praziqueame], wall knowr
anbischisesinnal inedicanes. In velrs shwhes were also
cirreed our b ghserve the possible dampges consed in
manssn werms b clopazepom

MATERIAL ANE METHODS

Fapermuents! ohepmntheram: - Swiss mice (mean
weipht 3% @) ware ulected by subcolaseoas (oule with
T L Wcercariae ol 8. moasand [LE stianh The Gwgle-
lines of the FEthical Cammities for the uss i Eperimen-
tal anienals of the Fioesuz were followed Fooby-five dava

nrling | meranas e fmene e
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post-intecon, orpups of animols were oally treated,
single dise, neeomhing W three schedules: 25 ma'kg clo-
nazepam (Modlor Indusioy) and sacrificed 15 min, Lh oo
4 h after treatnacnt; 10, 2.5, 5.0 or 100 mg'kg clonaze-
R gnel e freeel 15 -ILH.]-"'\. aller tresalment, 110 rn_l.;."l:g
clomazepam associated 10 50 meke sxaniniguine |hdaa-
s Pluret), or to 200 myn ke praziquonted (Farmanguin-
hosPrscrwed, simubaneausly with the comirol aronps
The animals were sacrificed by cerviea] fracture and
rerfizsiom was perfirmed for collectmy acems 10 the
meeniery and lever. The same procederes weare adopded
far the control groups constitured by mfected and oo-
frepie] e |_!-'|:||l,~.Eri1|-::-;"k. Kiste 'I':"fﬁ:l

T vova aerfuity @vafivation - Dirug activity wes as-
sessed by means of pertusion of the animals pertaining
o treated and conliol growps, consideriag Ue meas of
the oumber of worms, rates of worm discribution in the

mesentery and ver, dexd woems i the hver ond copgum
changes (Pellegring e al. 1962,

I v friadfs - Mice infected sath 5. mansam oo
carige [LE strann] were 2aciliced vang sodiwn pento-
biarbira] 3% (30 pLinicey and perfuasd aceording to the
sechnigue by Smithers aod Terrr {1965). The collected
wamrms were chisttiboled imbe pldes of s owells each
(4 pairs of werms por well and kepd in cubtwre medium
EPMI-1640 supplemented with 5% tetal bowne serom,
100 pe/m L of antibiedoes peaicillinfstrepumnyeisl. Tn the
cagporimnental group. the worms were exposed to clona-
memarm it the dose of hamayml. (Tml of pedintroe clonn.
gapany, 2.3 me'mL in 3 mL of culture mediam] for 24 h
and maintoined i ancubator at 3ITC apd 30 C0O,,. Lo the
cewnbred gronsp, e wirams weee kepl oxder the same mn-
ditians, except for the presence of the drug, Aflerwards,
the warms were sashed with calture medum and main-
tvined wndes the same previows conditions, but withod
drup addition throughot the reat of the treal. Ofeeoes-
tiems uncler miveried nicrascope were docurmented | h
aller drug contact 3, 24, 48, 72 and 96 b allee drog dis-
cortinuation acd eyght davs ofter the berinning of the
u:l-:[u:'r'rnlen':. The cultizre shediom wis uha.:lg«ud i atter-
oac: davs. The cxperimants weone performed in duplicate
el repested twre (2 experimentsh

Sevisnioal ancdpsis - The jesulis  ohiained  weare
camnpared by mesns of the Stodene’a roeear, p > 0005
hesry stipulated ns agnsfinee level,

RESLILTS

The resulis obtamed with experimeniolly infected
otice wiih 5. mangdont {LE strain}, treaed with chonace-
pam 25 ng'ky'body weight, singde dose, by oral route,
amgl sacrificed 15 min, Th or 4 b after tresment @in ke
gen in Table I. In the treated animals, & discrete mi-
pration of the werms (g 30%) to the Jover could be ob-
gedvad, whergis in the aninals of the coatral geoup Uing
displacement wag aboor 10% (not significant differance)
Mo dead wormys mothe biver, a5 well a5 noamam changes
wrece obsered

Table U shoss the resules obtained 10 miec troated
wTth -;,:||:|n|1'.l-|,--|;|||1'n 0 28 54 e 100 mlgl.lqd: wnif sAcTI-
Floed 4 Foor 15 days after treatment M sacm leand Gif-
ferences were presetited by the animals of the treated
groups vhen compared with the condrol oroup 1t isworth
highhighting that the aremals trepted wath the highest
dime (25 mgile body weighty remained sedated for ar
Lesar 3 b being recoversd afies this peciod. In none of the
proups could be found o dend animal dies o sedahon,

The reswles of the traal wath 1ong'ky chmarepam in
association with 50 meke eomnigquine ar witl 200 med
kp praziquante] arc indicated in Table I In the animals
trezted with clonnzepnm alone, o worm mortalty mte of
6.8% could be obsarved, howesar, Lhe other mrainealers
did not show apy change when comparncd with the con-
trol greap. The results obtaoed inoonimols treated with
|..'-5:_:-1||| AERLTR aloms il 1iasd Presenl mignil"imur.-:[i rFt-:Eru.:ﬁ__
when corpared with Uxae oblained in anioswals realed
witl clonezepam in assooiation with cxampiquine or
proZiguartel.

L vitre drtals - The wormg exposed o cloraseparn
coauld ba sepa miplictless 1 h afier sontact with Che drsg,
and o they remained throogbaur the rest of the expesi-
oent { Tabde I'VE In cthe ficss trial, some worms could be
seed comrocted, when the observation wms performed
48 h afier the tegonming of the experiment, Im the second
hia.i: the worrms rerminmed mobonbess am=l srme Blisters
appeared i the teaumeant up to the Sth day of observa-
tion, & siemsans epes could aot be asen in the expeci-
menca] wells, The werms in the control groups oppearcd
with notmal movements and morpholegy, presenting
B |.1u'r1n|.g the firmsi 24 11__ with the TrasEne uf newdy
leaatehed antacida, wlhens esamimed eght davs aller tha
Begimzing of e experimest (Frgwre).

TAEBLE |

Fesmles abepingd in mice experimentally infroted with 100 X 190 corzarize of Sofdanrama mansas? (LE sooaim) irgaed with
clonasepem 25 mebe body weight, sengle dose. orally, 45 dovs aller infectics

Time Mmoo of M of
aller trzalmend animals gxamamed WO
15 mim i 115
1k 1 s
1b 3 id.0
Coutrel 1 1026

s mbutuom ol wiarms Thand wrams Tlogrmm
R S iey the Liver cluanges

esendery Liver Y e
K00 200 an [
Tz paiin il Lo
B0 1.0k adl 1o
Qi 4 0.0 [ERL
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TABLEI

Reenlts chtnined m mics expecimentally infoctod wills 106D £ 1F ceronring of Scfisiovome sovseid (LE straii), troated witls
clonazepam. single dose, orally, 45 days after in fimcslitn

Mhstribmtsom
Trestment of vrams Dead worms  Oopram
schedu e Time Mumberot mimals®  Meanof % . im the bver chnnges
mgkis alter treatmeent Trembed  Fxomined  worms Memendeey Liver Ya )
14 4h ] 3 £.7 B3 154 0 LAY
14 15 dmes 5 i 14.0 nrl ik 0 Lo
23 d4h 3 K n3 as7 143 R k0
2.3 b5 ibines 5 i 148 RF: 5 125 i {r.0
Sk 4 h g i 114 q04 44 Q.0 {0
50 15 days 5 1 83 R Ib 1600 0.0 0.0
L0 4L 3 1 LA L e 43 0.0 11
LD 13 davs § I T 0Ly 0.0 Ay (A
Cambral - - 5 [ B33 11.3 .0 1

er e diTerewes botwaen the mumber of trepted anmiais and examuicd andisals means lh: wneabzr of dend rn11m-aln

TABLE III

Fesults abfzined in experinentally inlecied nrice with 100 = 10 Sefismwons manseai cercarian taalsd 43 duys aller plise-
tion with 1 mg/kg clooascpam {CLOY alone or in nszoziaton with 50 muky cxamaquone (0AY of 2090 mg kg praziquants]
{FAA)], single dose, coally, and secrificed L3 dove post-treatmient Thera was oo sigilican difforencs botweon the results oh-
Lained with oxamsiquine and praziquancel when administersd alene and duose oscs obtained with these tom drugs in assecine

b with clonasspam,

Traatment Wern:
schedile Munikar of mnimals Mican _ distribulicn % Diead worms Ougram

Brru kg Treated  Examined  of worms  Mesentery Liver  dothelver®  clianges o

LA, 0 14 14 n2 a2l ard 3112 500

Pe 2iHk 14 14 oy i fik 2 il 1.0

L0 L0 14 14 1Lz ™ 2003 .8 0L

CLO+ CPCA 10+ 1) 14 14 B3 i1 0.0 SE2 fid 3

L0+ PEQ 10 + 206 14 14 136 N G714 L 42 %

Coantred . - EE] 116 &45.4 156 ik 01k

TABLE IV
Besults obtained io in vitro cxperiments using adult Sefviosm monsoal worms expossd io
clonnzepam at the dese of 0.6 mami

Ciroup Perind of obasreotion [FamaTvptions (unrms)

Experincatal 1 v of cowtact miMianless, paited, withaul canicaclion, normal morphology, abscnes of crge

Coitrol live, pained, naormal maseneits and wed pluolegsy, abacaos of cpos

Experimertal 24 h af crmined murwimless, paed, abscnee af cpga

Cowtral live, pairesl, normal meavcments and worphalogy, = W0 apee ot e first stape
and dead

Txperimental 5 h afier conlacl mleanloas, paced, absonec of cppa

L emetrol lise, poired, wonmnl mavemenes md rorpholegy, L D =egs oL the st slage
aud dead

Expecimental 24 1 aftcr eomtact metiznless, 2 privs of maged worms and 3 unmated oiher cnes, conlracied,
nbsenze af epes

Clanleal live, pived, narmal mavements and morplclegy, = 150 cgps of 1o asd 204
wimzes and dead

Experimentnl 4 h nfter coningt midsmbess, abgancs of ogea

Cantral Livi, pated, sarmal mavcnenss and morphology, eges ot the 1st, 2nd, 3rd and
+lh sl=ges and dead

Experimental T days allar conlact wolicobess. apporcetly withont damnges in the tegument, shsence of agzgs

Contral live., paired, sormal movemends nnd morphalogy, ewes at all devalopmental

gtnzes, pregence of hotched miracidia ht dead
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Fealuedicn of de inowiee acin Vel eWCMPEEON ra S
maztenind TOrmMA Codiod pondg cnd @xpaaat G diop, A paiced
adi i mammg wilheo sosEot marphological chemge, revo days of 2wt
fure, B preseoce of apps of 15t jarromd) end 2nd (hend of e aris
stozes, oo deys ef culbare: U presence of spps of The Qi dape, vighl
gz ol vallves O presezses wlhedsbs] mracidium, wight davs of cui-
ture Bvrhoados of the invitno activiey of cloramsgam en 3 mansend
worms Uiroup expesed to O medml. of toe drgg, 5 adish wore:
s red, dind fonikize il aslmsial dimulahrmes, (ws daye ol culbume;
L, % acdudi worma: prined, matiunless eod comvractss 12 and 3 dmes of
cudrure, respeccively), presence of crymals adhemed 1o the wnra segi-
T farram, S poined fzipnds nied el prossnting eepaomiion af G
lign nteinl e, gl s U colioe: Toommee of the oberyations
wpks ic by groups eusoeed W0 clocazepem could be detected.

DHSCLISSICM

The resulls oldamed show that clonpzepem did not
preseat alisclnstazainal .5|!:1.ivil:,l i wives when gdmin-
wstered aloae, nor addictve or svacTgistic action, when
wiexl in assoigtion with antschistosomal driegs (ooam-
niquine and praziquanie),

Stobler (1978 ideotified the beozediazepioes clo-
aazepam and RO 11-3128 [11"|E|:h:a'|i.:|l;l'l1ﬂ?:¢'p.ﬂ|‘l’.:l A 'b:m-g
antischistasomal drugs. That auther showed that ®0O 11-
3128 was highly effective ngainst 5, mansors infoction,
gimilar o niridazola, hecanthore and oxgrmmguine, In
vitro, when added at & concentracion of 2% pe/mL to
the madiom contzimmyg 5. seeeiond mole worms, coo-
tractien ol these worms could be abserved pfter some
seoonds. In hamsters, the activity against Sefasmoacma
tsmoiobinm was simtlar to that showed for & mewsont.

g acsean labian Schisksamiasis manzoni = Yeusa Araujo =t al.

H-;b'w&r-n‘.'l': rilechom: dise o ."'u'»;.'.rlim'an.'.wmul.iap:m;k:w amg
reEistant o eatnenl whedl usiitg harmsters trented with
doaca up o 130 mg kg edministered in five times. Pux et
al {1578) sradied the activity of Enzodsaeepiie ROk £1-
1328 and of praziquante] in the muesenlature of & sercees
soi unad N, gaposgeam worme aod showed that ar low
someertrhions this compound causcs tension, parabysis
gnt lagk of movement 1n male worms, Banpett {19835,
in vitro studies using 20 ¥ meescni male vorms aod
20 also of 8. japnmicum, ineabated at 27C for 10 min
in 2.0 mL of Enrls solutwn pndd VATYLIE the cocontra-
gon of benzodizzeping RO 11-3128, suapested that 5.
munseny male worm iz endowed with a specific ading
arte, when this worm prezents an intact legumenl Theses
binding sites veere cleachy changed in preseace of zgants
thas, as 1t iz well known. are able to destron the mem-
brure soterraey, Bovle oo ol (1785) ovaluated the effect
of meclonazepom {3-methylclonazepam) o volunrears,
using =ingle doses of 1, 2 and $ myp, orally, sod reported
that the doses hrgher than 1 my caused dese-dependent
daitages ua the coenitive aml psychomaostor Functons of
paizents, a5 well a3 mood changes and atasxyy, These oft
foers could be markedly obseeved at the first 3 b pfter
drisg administration and a meld sedation wp 1o & b after
dreg adoinistration of 4 mg The awthors suepesl as a
result of the findings, that the use of benzodiazepines
a5 anfschistosomal drugs needs Durches irvestigation
Lerte and Monceiro (2007) studicd the participation aof
the binding sites in the contractive astivity of clonaza-
pam und 3-methviclonazepam on ¥ mawrsord worms.
Male adult worms wers ploced oo glass shdes cootaio-
i sabing solution and the musculor conmaehion etfoer
of bermadinrepares was evaluxted through the reduction
of the body area, measured by armlyas of the images
captored by cameras They observed that the unbized
benzodiazepimes al the conceiti=atiaon of 10 pbd led o
wori cofifaction in 2 ime-deperdeist manner, smilar
ta that of praziquaniel. when used ai the corentrabion
of | pid. Based ontheae reaults, they conciuced that the
officot of contraction caused by both hensodiaeeprines i
not duee cither to a direct effoet o the worm muscle o
g5 A result of binding to ene of the oo bapzodiaeepinic
Teceptors present 1o .5, miansorr. Mool e al, (2007 inves-
ppated the presence of tmma-nmiooburyric acid (FABA)
n N, marsond godult worms, usiog [ 3H]-flunitrazepam to
lnhel the alesteric hinding stes of the benzodizzepinic
revepiors and detected 0 large number of bindiog sites
b [3L]-Flumisrazepem i the prent mojorsty of the worm
population, The mdthors describe the phurmacological
propieises of some dusepime recepioms as posshls tar-
gecs for the development of vew anbischistosomal drogs.
The presence of beasodiacepine peripheral receptars 1n
the parasite was foand for the Dirst lme by Noel ef al,
(2007 Pica-battoceia et al. (2008) awdied the thode
of action of ROLL-3128 (methyl-clonazapam) and praes-
quantel, (o witre and in wive, on SchlSiedomio wnrns
Bath drugs couae paraiysis, influx of the calcium ducds
nnd damagea in the parasites’ tepument, Bioce it i5 well
koown that Bk 11-3{28 is active againsl immatare
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worms of 8. mansoni and praziquantel is ineffective at
this phase, praziquantel being active against 5. japoni-
cum, whereas RO 11-3128 is inactive, the excess of one
drug on another one was studied. It was verified that the
excess of praziquantel does not inhibit the activity of RO
11-3128 on §. mansoni immature worms and an excess of
RO 11-3128 does not inhibit the efficacy of praziquantel
on &. japonicum, suggesting that the binding site of the
worn with both drogs is rather different. On the other
hand, when eytochalasin D, an agent that blocks the cal-
cium channel, was used it inhibited the activity of both
agents. Association of these results suggests that both
drugs, although binding themselves at different receptor
sites in the parasite, present the same schistosomicidal
mechanism (Picca-Mattoccia et al. 2008).

It must be highlighted that in the majority of the stud-
ies above mentioned, the activity of clonazepam and RO
11-3128 was observed in male worms of 8§ mansoni pro-
ceeding from unisexual infections. Pica-Mattocia et al.
(2008) showed the activity of praziquantel and RO 11-
3128 on 5. japonicum adult worms, males and females,
and reported that praziquantel was found to be more ac-
tive against male worms. Pre-incubation with RO 11-3128
for 1 h before addition of praziquantsl did not affect the
activity of this last drug (Picca-Mattoccia et al. 2008),

The results obtained in the present study confirm
the action of clonazepam on §. mansoni adult worm,
in vitre, causing total paralysis of males and females.
However, with the therapeutic schedules used in ex-
perimentally infected mice, it was not possible to detect
any activity against S. mansoni, when clonazepam was
administered alone or in association with oxamniguine
or praziquantel. No addictive or synergistic effects were
observed when clonazepam was used in association with
these two known antischistosomal drugs.
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5.3 Artigo 3

Oxamniquine and praziquantel association in experimental schistosomiasis
mansoni
Submetido a Acta Tropica

Estado do Conhecimento

O modelo experimental de avaliacdo da atividade aditiva ou sinérgica de farmacos, utilizado
por Shaw e Brammer (1983), € um bom modelo para estudos de associacdo de farmacos.
Os autores apresentaram resultados obtidos apos o tratamento de camundongos infectados
experimentalmente com S. mansoni com doses crescentes de oxamniquina, praziquantel e
os dois farmacos associadas. Os resultados foram apresentados em um isobolograma,
mostrando a acdo sinérgica entre oxamniquina e praziquantel. Dados referentes a
associacdo oxamniquina praziquantel para o tratamento clinico da esquistossomose sao
controversos. Pugh e Teesdale (1983) e Campos et al (1985), relataram acdo sinérgica;
entretanto, Creasey et al. (1986), Dietze e Prata (1986), Zwingberger et al. (1987), Farid et al.
(1990) e Grysche et al. (2004) relataram auséncia de sinergismo. Em experimentos utilizando
animais, Shaw e Brammer (1983), Campos et al. (1989), Botros et al (1989) e Delgado et al.
(1992) demonstraram sinergismo; Campos et al (1987) relataram auséncia de sinergismo da
associacdo quando os animais foram tratados na fase pré-patente da infeccao.

Questdes
e Aassociacao de oxamniquina com praziquantel possui efeito sinérgico?
e A associacdo de oxamniquina com praziquantel € eficaz mesmo havendo um
intervalo de tempo entre a administracéo dos dois farmacos?
e A associacdo oxamniquina-praziquantel € ativa em todas as fases de
desenvolvimento do S. mansoni?

Resultados principais

A associacdo se mostrou mais ativa do que os farmacos administrados em monoterapia
quando os dois medicamentos foram administrados simultaneamente ou quando o
praziquantel foi administrado 4 horas, 1 ou cinco dias apds a oxamniquina. A associa¢ao dos
dois farmacos nas vérias fases da infec¢éo apresentou reducdo no nimero de vermes vivos,
excetuando-se o grupo de camundongos tratados apds 21 dias da infeccéo, fase em que o
tratamento com a oxamniquina e o praziquantel usados em monoterapia, também néo foi
eficaz, mostrando ser a terceira semana da infeccdo a mais critica em relacdo a
quimioterapia. O praziquantel comecou a apresentar atividade significativa a partir do 28° dia
da infecgdo. Os dados apresentados mostram que o melhor esquema terapéutico foi o da
associacdo dos dois medicamentos administrados simultaneamente na fase patente da
infeccao, tanto pela atividade apresentada quanto pela praticidade do tratamento.
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Abstract: The effectiveness of oxamniquine (OXA) and praziquantel (PZQ) in association
against schistosomiasis mansoni was evaluated using three different approaches: 1 -
oth drugs administered simultaneously or at predetermined intervals; 2 - different drug
dosages used singly or in combination, with a view to obtain an activity curve and
isobologram for synergism observation; 3 - both drugs administered at different stages
of infection (prepatent and patent periods). Mice were experimentally infected with
Schistosoma mansoni cercariae (LE strain), and treated with doses of 50 mg/kg OXA
and 200 mg/kg PZQ using the schedules 1 and 3 above mentioned, and with 25, 50, 75
or 100 mg/kg OXA, as well as 100, 200 or 300 mg/kg PZQ according to schedule 3.
Distribution of worms, number of dead worms, and oogram changes were the
parameters considered for evaluation of drug activityy, when administered in
monotherapy or in association. The combination of both drugs showed a beneficial
effect, when both drugs were simultaneously administered or when PZQ was given 4
hours, 1 day or 5 days after OXA. Combination among different dosages of OXA and
PZQ presented synergistic activity. The association of both drugs at various stages of
infection showed a reduction in the number of live worms collected by means of
perfusion, with the exception of a group of mice treated 21 days postinfection, that
showed a reduction of only 16.3%. This exception was maintained, when other
parameters such as worm mortality rate and oogram changes were analyzed, and also
when OXA and PZQ were given in monotherapy conditions. In relation to chemotherapy
with these two drugs, the third week after infection was seen as the most critical one.
Treatment with these drugs, administered singly or in association, 4 hours postinfection,
showed similar results among all groups treated with the drugs in combination or with
OXA in monotherapy as far as live worm burden reduction and oogram are concerned.
PZQ started to show a significant activity when treatment was given, at least, 28 days
after infection, whereas OXA presented activity already at the pre-patent period.
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Abstract

The effectiveness of oxamniquine (OXA) and praziquantel (PZQ) in association against
schistosomiasis mansoni was evaluated using three different approaches: 1 — both
drugs administered simultaneously or at predetermined intervals; 2 — different drug
dosages used singly or in combination, with a view to obtain an activity curve and
isobologram for synergism observation; 3 — both drugs administered at different stages
of infection (prepatent and patent periods). Mice were experimentally infected with
Schistosoma mansoni cercariae (LE strain), and treated with doses of 50 mg/kg OXA
and 200 mg/kg PZQ using the schedules 1 and 3 above mentioned, and with 25, 50, 75
or 100 mg/kg OXA, as well as 100, 200 or 300 mg/kg PZQ according to schedule 3.
Distribution of worms, number of dead worms, and oogram changes were the
parameters considered for evaluation of drug activityy, when administered in
monotherapy or in association. The combination of both drugs showed a beneficial
effect, when both drugs were simultaneously administered or when PZQ was given 4
hours, 1 day or 5 days after OXA. Combination among different dosages of OXA and
PZQ presented synergistic activity. The association of both drugs at various stages of
infection showed a reduction in the number of live worms collected by means of
perfusion, with the exception of a group of mice treated 21 days postinfection, that
showed a reduction of only 16.3%. This exception was maintained, when other
parameters such as worm mortality rate and oogram changes were analyzed, and also
when OXA and PZQ were given in monotherapy conditions. In relation to chemotherapy
with these two drugs, the third week after infection was seen as the most critical one.
Treatment with these drugs, administered singly or in association, 4 hours postinfection,
showed similar results among all groups treated with the drugs in combination or with
OXA in monotherapy as far as live worm burden reduction and oogram are concerned.
PZQ started to show a significant activity when treatment was given, at least, 28 days
after infection, whereas OXA presented activity already at the pre-patent period.

Keywords: Schistosoma mansoni, oxamniquine, praziquantel, drug association

1. Introduction
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Currently, there are two available drugs for the clinical treatment of
schistosomiasis mansoni: oxamniquine (OXA), that is effective against S. mansoni, but
not against S. haematobium and S. japonicum. Male worms are more susceptible to the
action of OXA than females, and the drug is active in all the stages of infection, except
on the third week (Cioli et al., 1995); praziquantel (PZQ), that has cure activity against S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum and S. mattheei, mainly at the
patent period of infection, and showing evidence for the preferential killing of female
worms (Gonnert and Andrews 1977). Worms are less susceptible to the action of PZQ at
the prepatent period of infection (Andrews, 1981). However, reports on the worm
resistance to OXA (Cioli et al., 1993; Fallon and Doenhoff, 1994; Coelho et al., 1997,
Bonesso Sabadini and Dias, 2002), and its high cost of production, have contributed to
the almost exclusive use of PZQ for treatment of the disease.

Taking into account reports on cases of resistance or therapeutic failures
attributed to treatment with PZQ (Fallon and Doenhoff, 1994; Ismail et al., 1999; Cioli,
2000; Liang et al., 2001; Doenhoff et al., 2002), studies on novel therapeutic agents or
on the current agents with new association schedules are needed (Zwingberger et al.,
1987), aiming to prevent resistance, side effects and enhancing the therapeutic effects.

The experimental model of the additive or synergistic action of drugs used by
Shaw and Brammer (1983) is a good template for studies on drug association. These
authors, using experimentally infected mice with S. mansoni, presented results obtained
after treatment with growing doses of OXA, PZQ and both drugs in combination.
Fourteen days after treatment, the animals were sacrificed and the rate of encapsulated
worms in the liver was calculated. The value considered was EDgg the necessary dose
to kill 99% of male worms. The values presented by means of a graph (isobologram)
show that if the effect was merely additive, the values of EDgg for the different
association schedules should be near and follow the same design of the additive line.
Data regression analysis demonstrated the synergistic action between OXA and PZQ
(Shaw and
Brammer, 1983).

The methodology of response curves and isobologram performed after EDsy (dose that
kills 50% of worms) for the drugs administered in monotherapy or in association, has

been frequently utilized in order to define the type of the existent interaction between
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two drugs (Gowing, 1960; Hatzios and Penner, 1985; Green and Bailey, 1987; Gressel,
1990; Strelbig et al., 1998). The curve of the response to the doses may be used not
only in studies on associations, but also in studies on resistance to drugs. Another way
to analyze the data related to association of drugs is through evaluation of the
Combination Index (Icom) that correlates the EDsy doses used in the association with
those ones used in the administration of drugs isolately (Ramakrishnan and Jusko,
2001).

Data related to OXA-PZQ association for the clinical treatment of schistosomiasis
are controversial. Pugh and Teesdale (1983) and Campos et al. (1985) reported
synergistic activity; nevertheless, Creasey et al. (1986), Dietze and Prata (1986),
Zwingbergter et al. (1987), Farid et al. (1990) and Gryscheck et al. (2004) reported
absence of synergism. Experimentally in mice, Shaw and Brammer (1983), Campos et
al. (1989), Botros et al. (1989), and Delgado et al. (1992) demonstrated synergism for
mature infection; Campos et al. (1987) reported absence of synergism of drugs at the
prepatent stage of infection.

In view of these conflictant results, the aim of the present study was to evaluate
experimentally the efficacy of OXA-PZQ association, using subcurative
doses of both drugs administered in monotherapy or in combination, simultaneously or
at predetermined intervals among treatments, in order to obtain a curve of response,
isobologram and assessment of the Combination Index, using equidistant and
increasing doses of both drugs, as well as to verify the existence of synergism between

OXA and PZQ administered at different stages of infection.

2. Materials and Methods

2.1. Treatment

Female Swiss mice, weighing 20 g, were subcutaneously infected with 100 + 10 S.
mansoni cercariae (LE strain), and treated with a single dose, by oral route, according to
the following schedules (the Guidelines of the Ethical Committee for the use of
experimental animals of the FIOCRUZ were followed).

2.1.1. Schedule 1
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Groups of animals treated with 50 mg/kg/body weight OXA, 200 mg/kg PZQ, and a
combination therapy at the same doses simultaneously, 4 hours, 1 or 5 days
postinfection. The animals were sacrificed 45 days after treatment.

2.1.2. Schedule 2

Groups of mice were treated (45 days postinfection) with 25, 50, 75 or 100 mg/kg OXA,;
100, 200 or 300 mg/kg PZQ, as monotherapy or in association (OXA and PZQ) and

sacrificed 15 days after treatment.

2.1.3. Schedule 3

Groups of mice were treated with 50 mg/kg OXA, and 200 mg/kg PZQ or with a
combination of both drugs, with the same doses 4 hours, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days
postinfection. Groups treated 35 and 42 days postinfection were sacrificed 15 days after
treatment, and the other ones were sacrifriced on 45th day postinfection.

Each of all the mentioned schedules had a group of control mice infected with S.
mansoni but untreated. The animals were sacrificed by cervical fracture (experimental
and control groups). Afterthat, perfusion of the mesenteric vessels and liver was
performed for collecting and counting the worms. The livers were squeezed between
slide and cover slip, and observed under stereomicroscope, for countings of dead
worms; fragments of 1 cm from the distal portion of the small intestine were collected,
compressed on a plastic slide and observed under optical microscope for detection of S.
mansoni eggs at different stages (Pellegrino et al., 1962).

The parameters considered for activity evaluation were the mean worm burden, worm
distribution in the mesentery and liver, dead worm rate in the liver, and oogram changes
(Pellegrino and Katz, 1968). Pearson’s chi-square test, as well as a test to assess the
comparison among proportions, using Bonferroni’s correction, were utilized for data
analysis (Johnson and Wichern, 1992).

For the graphic representation of the response curve and isobologram, the dead worm

rates in the liver were determined in relation to each dose of both drugs, and the EDsg
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for both drugs was calculated by means data regression analysis. The EDsq of each drug
applied isolately in a dispersion graph in logarithmic scale formed the points that
together originated the activity isobole. The doses of OXA-PZQ association required to
kill 50% of worms were determined by a graph in logarithmic scale, tansformed into
mg/kg and transferred to the graph. If the representative points of association are
located around the activity isobole, it means that the association effect is additive; if they
are under the activity curve it means that there is synergism, and above the curve it
shows an antagonic effect (Gessner, 1995).

The Combination Index of the drugs was calculated according to the expression:

Icom = I50ab1/I50a + 150ab2/150b

the doses I50abl and 150ab2 of OXA and PZQ being those ones effective in killing 50%
of worms, when administered in association and 150a and 150b the doses as

monotherapy (Ramakrisnan and Jusko, 2001).

3. Results

Table | shows the results obtained with OXA and PZQ administration, as well as
the combination of these drugs given simultaneously or at predetermined intervals.
Association of both drugs provoked a significant hepatic shift of worms, increased the
dead worm rate and oograma changes. The most successful results could be seen
when both drugs were simultaneously administered, or when PZQ was given 4 hours
after OXA administration, since 100% worms were found dead in the liver, and 100%
oogram changes could be detected as well. When PZQ was given 1 or 5 days after OXA
administration, the results obtained were also significant, although with a lower
percentage of dead worms (91.3 and 77.3%, respectively), but with 100% oogram
changes.

The curves of worm mortality response to the doses of 25, 50, 75 or 100 mg/kg
OXA administered singly or in association with 100, 200 and 300 mg/kg PZQ are
depicted in Figure 1. The Combination Index values of the various association schedules
can be seen in Table II. The results obtained with treatment combinations were adjusted

to the log-logistic model. Administration of both drugs in association showed synergism,
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even when lower doses of the drugs were used. In fact, 25 mg/kg OXA associated to
100 mg/kg PZQ resulted in a mean worm burden reduction of 50%, increased from 17 to
87% the worm mortality and from 0.0 to 100.0% the oogram changes.

The drug association tested at different stages of infection showed also
synergism between the two drugs. OXA (50 mg/kg) given singly showed excellent
efficacy when treatment was administered 4 hours after infection, with a worm reduction
of 90% in relation to the control group, with only 2 out of 13 animals examined
presenting eggs in the oogram. The most unfavorable result was detected when
treatment started 21 days after infection, showing a very low worm mortality rate (4%),
and only 1 out of 12 animals examined presented no eggs under oogram observation.
PZQ (200 mg/kg) started to show activity only when treatment was given 35 or 42 days
after infection, with 23% of worm mortality, 29% oogram changes and 67% of worm
mortality, 46% oogram changes, respectively. Apart from treatment given 4 hours after
infection, when the result presented by the animals treated with both drugs in
association was similar to that presented by the animals treated with OXA alone, the
combination of drugs showed higher efficacy (statistically significant) in all stages of
infection in which the treatments were carried out. The results of oogram changes and
worm mortality rates obtained from the protocols can be seen in Figures 2 and 3,

respectively.

4. Discussion

In this study, the synergistic effect between OXA and PZQ was demonstrated
using the experimental model for evaluation of the additive synergistic activity of drugs,
according to Shaw and Brammer (1983). These authors were the first ones to report the
efficacy of a combination of both drugs in experimental schistosomiasis mansoni. They
utilized mice infected with S. mansoni and treated 7 weeks postinfection, single dose,
oral route, with different doses of OXA and PZQ, isolately or simultaneously
administered with different combinations. Using EDgyg (defined as the total dose required
to kill 99% of male worms, and assessed by means of data regression analysis) as a
parameter to evaluate both drugs simultaneously administered alone or in association,

the authors obtained an isobologram showing that the values presented by combination
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of both drugs could be seen under the activity isobole, thus indicating synergism
between the two drugs.

Our results were submitted to regression analysis, and then the response curves
and isobologram could be obtained using EDsq (defined as the drug total dose required
to kill 50% of worms) as a parameter. Further, the Combination Index (1com) - that
relates the doses (EDsp) used in the association of drugs with those ones utilized in the
administration of drugs isolately — was then evaluated. Considering both methodologies
used to evaluate the synergistic effect of the drugs: Isobologram and Combination Index
— we may conclude that there was a synergistic effect between OXA and PZQ under the
previously described conditions. In fact, the values of the doses (EDso) of OXA and PZQ
obtained at different association schedules, were found to be under the activity line, thus
indicating synergism. Moreover, the values of the Combination Index (always inferior to
1) corroborated the synergistic effect of the drugs.

When OXA and PZQ were administered to the animals at different lengths of time
intervals, the most successful results (100% dead worms and 100% oogram changes)
were observed when both drugs were simultaneously administered, or when PZQ was
given 4 hours after OXA administration. When treatment with PZQ was given 1 or 5 days
after OXA administration, the absence of viable eggs confirmed by oogram observation
was maintained in 100% of the animals examined. However, the worm mortality was not
total, but decreased to 77%, when a 5-dayinterval was observed among treatments.
Considering that the association side effects are rare, neither very much severe nor very
different from those ones presented by the drugs used in monotherapy: dizziness,
drowsiness, nausea, vomiting, and abdominal pain (Gryscheck et al., 2004).

The ideal procedure would be the treatment with both drugs given simultaneously,
thus avoiding waiting time or the patient’s return to the doctor’s office in order to receive
the second drug.

OXA-PZQ association, at different S. mansoni infection stages, was investigated
by Botros et al. (1989) in mice previously infected and treated with 1/3 of the curative
dose of each drug in combination. These authors compared the results with those ones
obtained in animals treated with the same association dosages or with the curative
doses of both drugs, 14 hours before infection, or 4 hours, 1, 2, 3, 4 and 5 days

postinfection. They reported a better efficacy of treatment in animals that received the
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drugs in association. The most significant results were observed in the animals treated 4
hours after infection, presenting 96% worm reduction and no eggs in the liver or
intestine. Treatment with both drugs in association carried out 5 weeks after infection
showed 98% reduction in the number of eggs detected in tissues.

Enk et al. (2008) reported for the first time in the literature the advantage in
performing treatment in the early stages of schistosome infection. A technician suffered
accidentally infected when handling an acquarium containing Biomphalaria glabrata
snails infected with S. mansoni was treated with 50mg/kg OXA 6 hours after the accident
and considered cured after repeateds stool exams.

Our results showed a worm burden reduction of 97%, and 9 out of the 11 animals
examined presented no S. mansoni eggs, when OXA-PZQ association was used for
treatment 4 hours postinfection. However, administration of OXA in monotherapy
showed a reduction of 92% in the number of eggs, and absence of eggs detected by
oogram in 11 out of 13 animals examined as well.

These practically identical results showed no differential effect of single or
combined OXA administration, at the pre patent stage of infection.
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Table 1

Results obtained in mice experimentally infected with 100 + 10 Schistosoma mansoni cercariae (LE strain), treated with
50 mg/kg oxamniquine (OXA), single dose, oral route, 45 days postinfection, 200 mg/kg praziquantel (PZQ), administered
isolately or in association, and sacrificed 15 days after treatment

Drug Treatment Interval Number of Mean Worm Liver Oogram
schedule among animals worms distribution (%) dead changes
mg/kg treatments  Treated/Examined Mesentery worms (%)
Liver (%)
OXA 50 - 14 8 6.9 49.1 50.9 43.6 75.0
PZQ 200 - 14 11 8.3 49.5 50.5 45.1 54.5
OXA+PZQ 50+ 200 simultaneous 14 12 12.8 0.0 100.0 100.0 100.0
OXA+PZQ 50 + 200 4 hours 14 13 10.2 0.0 100.0 100.0 100.0
OXA+PZQ 50+ 200 1 day 14 12 10.6 5.5 94.5 91.3 100.0
OXA+PZQ 50 + 200 5 days 14 8 8.3 20.0 80.0 77.3 100.0

Control - - - 14 11.5 85.1 14.9 0.0 0.0




Table 2

Combination Index (lcomp) Of praziquantel (PZQ) and oxamniquine (OXA) associations,
assessed as from the required doses to obtain 50% worm mortality (EDso), available by
means of the response curves to the administered doses

Association EDsp - EDsp - lcomb
praziquantel oxamniquine
OXA 25+ PZQ 100 47 13 0.28
OXA 25 + PZQ 200 121 16 0.52
OXA 25 + PZQ 300 127 10 0.47
OXA50 + PZQ 100 50 28 0.47
OXA50 + PZQ 200 111 29 0.64
OXA50 + PZQ 300 206 34 0.90
OXA 75+ PZQ 100 28 44 0.59
OXA 75 + PZQ 200 68 47 0.74
OXA 75 + PZQ 300 90 40 0.72
OXA 100 + PZQ 0 50 0.58
100
OXA 100 + PZQ 0 44 0.51
200
OXA 100 + PZQ 0 40 0.47

300
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FIGURE 1
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Figure 1 — Isobologram of the variable mortality with the values of the dose required to
obtain 50% dead worms (EDsp), available as from the response curves to the doses of
oxamniquine (OXA) and praziquantel (PZQ), given isolately or in association. The line A
represents the additive curve (EDsg) of the drugs administered isolately. The points
represents the results with the different doses of both drugs in association.
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Figure 2 — Results of the oogram changes obtained in mice experimentally infected with
100 £ 10 S. mansoni cercariae, treated with 50 mg/kg oxamniquine (OXA); 200 mg/kg
praziquantel (PZQ); OXA and PZQ in association (50 + 200 mg/kg) at different stages of

infection. Animals were examined 45 days after infection
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Figure 3
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Figure 3 — Worm mortality rate detected in the liver of mice experimentally infected with
100 = 10 S. mansoni cercariae, treated with 50 mg/kg oxamniquine (OXA) and 200
mg/kg praziguantel (PZQ); OXA-PZQ association (50 + 200 mg/kg), at different stages

of infection. Animals were examined 45 days after infection
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 Consideracdes Finais

A esquistossomose, uma das parasitoses humanas mais difundidas no mundo,
relaciona-se com a auséncia ou precariedade de saneamento basico. Esta entre as
doencas de maior prevaléncia dentre aquelas veiculadas pela 4gua. Estima-se que 200
milhdes de pessoas no mundo sejam acometidos pela doenca, que ocupa o segundo
lugar em importancia socio-econémica. A estimativa € que no Brasil existam cerca de
seis milhdes de individuos infectados e 25 milhdes expostos ao risco de contrair a
doenca. Porém considera-se que a real magnitude da esquistossomose nao esti
completamente dimensionada no nosso pais.

Controlar a transmissdo da esquistossomose € primordial para a sua
erradicacdo. Os programas de controle baseados unicamente na terapéutica da doenca
visam reduzir a morbidade, mas nao interromper a transmissao. Para interromper a
transmissao seria necessario o controle dos portadores da esquistossomose através da
identificacdo e tratamento especifico; o controle dos hospedeiros intermediarios com
medidas de saneamento ambiental, entre as quais: aterro de colec¢des hidricas,
drenagem ou retificacdo de leitos d'agua, canalizacdo de colecdes hidricas, limpeza e
remocéao da vegetacdo das colecdes hidricas, controle de caramujos com moluscicidas:
recomendavel para localidades com prevaléncia igual ou superior a 25%, quando as
obras de engenharia sanitaria ndo forem viaveis; implantacdo de sistemas de
eliminacdo de dejetos e abastecimento de agua. Educacéo para a saude e mobilizacéo
comunitaria devem preceder e acompanhar todas as atividades de controle, garantindo,
dessa maneira, a modificacdo permanente das condi¢cdes de transmisséao.

Atualmente, dois sé@o os farmacos usados para o tratamento da esquistossomose
a oxamniguina e o praziquantel. Ambos apresentam boa eficacia e poucos efeitos
colaterais, porém apresentam limitacdes como, baixa atividade na fase pré-patente da
doenca e falhas em tratamento devido, possivelmente a ocorréncia de resisténcia ou
tolerancia a esses farmacos. Cabe ressaltar que o0 uso da oxamniquina diminuiu,
especialmente devido ao maoir custo do produto, tornando o praziquantel praticamente
0 Unico a ser utilizado. Considerando um namero cada vez mais crescente de relatos de
tolerancia ou resisténcia ao praziquantel torna-se evidente a necessidade de pesquisas

urgentes e efetivas na descoberta de novos agentes esquistossomicidas.
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Nas ultimas duas décadas cientistas tém tentado, com algum progresso, a
caracterizacdo de uma vacina contra a esquistossomose, mas um antigeno especifico
ainda ndo foi identificado. Todavia, devido a indisponibilidade de uma vacina a
estratégia atual para o controle da doenca ainda € a redu¢do da morbidade em niveis
individual e em massa usando farmacos seguros e eficazes

O desenvolvimento de novos medicamentos €, na maioria das vezes, um
processo demorado e caro. Para que um principio ativo seja transformado em
medicamento, muitos passos devem ser seguidos: avaliacdes pré-clinicas (em animais),
ensaios clinicos (em humanos), realizados em varias fases, e finalmente a autorizacéo
para liberacdo do medicamento pelas autoridades sanitarias. Sendo assim, para se
chegar a um novo medicamento esquistossomicida sdo necessarios pelo menos 10
anos, apos o descobrimento da atividade. Nas ultimas décadas ndo houve interesse
das industrias farmacéuticas em investir em pesquisas visando o descobrimento de
novos agentes esquistossomicidas. Nesse contexto, a abordagem de se usar
associacdo de medicamentos j& caracterizados do ponto de vista farmacolégico com
principios ativos estudados e com efeitos colaterais definidos, tem a vantagem de
abreviar o tempo e o custo de desenvolvimento de um novo esquistossomicida.

A associacdo de medicamentos visa basicamente quatro objetivos: o efeito
sinérgico entre os componentes da formula, quando um dos componentes refor¢a ou
facilita a acdo do outro, resultando em inquestionavel beneficio final; a antagonizacdo
dos efeitos colaterais especificos, 0 somatoério de acdes independentes para 0 mesmo
fim terapéutico, e a multiplicidade de efeitos, aplicada através do uso conjunto de
farmacos diferentes entre si para atender a diferentes aspectos de uma mesma doenca.

Através das consideracOes finais da presente tese serd feita a analise dos
resultados em relacdo aos objetivos propostos e a resposta as questdes cientificas

formuladas no corpo do trabalho.

6.1 Objetivos - Resultados e Analise.

Objetivo Geral — Avaliar a atividade terapéutica e/ou profilatica de associacdo de

farmacos na esquistossomose mansoni experimental.
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Esse objetivo foi atingido considerando-se os resultados obtidos nos trés artigos
apresntados.

Nesses artigos, foram avaliadas estratégias terapéuticas, baseadas no uso de
associacdo de medicamentos sabidamente esquistossomicidas com outros com
atividade nao totalmente esclarecida, com a finalidade de avaliar o potencial terapéutico
das mesmas frente a esquistossomose mansoni experimental. No artigo 3,
paralelamente a avaliagdo do potencial terapéutico, avaliou-se a acao profilatica da
oxamniquina, do praziquantel e da associacdo desses dois medicamentos quando 0s
animais foram tratados 4 horas apos a infec¢cdo com a finalidade de evitar que a doenca

se instalasse no organismo dos mesmos.

Primeiro objetivo especifico - Investigar a eficacia da lovastatina contra vermes
adultos de S. mansoni, quando administrada em monterapia ou associada com
oxamniguina ou praziquantel, em experimentos realizados in vivo e in vitro.

No Artigo 1, os experimentos in vitro, mostraram que a maturagcdo dos ovos
colocados pelas fémeas que sofreram a acdo da lovastatina ndo se completa, ao
contrario daqueles postos pelas fémeas do grupo controle, que passam por todos os
estagios, completando o ciclo com o ovo maduro, culminando, inclusive, na eclosédo do
miracidio. O processo completo de maturacédo dos ovos também foi observado quando
vermes tratados in vivo sao cultivados in vitro na auséncia de lovastatina, demonstrando
assim, que a exposicao dos vermes a lovastatina in vitro € responsavel pelo bloqueio do
desenvolvimento dos ovos. A lovastatina usada nos experimentos in vivo causou
reducdo na postura de ovos pela fémea do S. mansoni, observado através do estudo do
oograma.

A associacdo da lovastatina com os dois farmacos esquistossomicidas —
oxamniguina ou praziquantel — ndo apresentou acao sinérgica quando comparada com

os dois agentes esquistossomicidas usados em monoterapia.

Os principais resultados obtidos foram:

Auséncia de atividade esquistossomicida da lovastatina usada em monoterapia.
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Auséncia de sinergismo quando da associacdo da lovastatina com oxamniquina ou
praziquantel.

A lovastatina, administrada in vivo, leva a redugéo da postura de ovos pela fémea do
S. mansoni.

Os vermes adultos do S. mansoni ndo sao afetados pela lovastatina em
experimentos in vitro.

Os ovos colocados pelas fémeas que sofreram a acdo da lovastatina em
experimentos in vitro ndo atingem o estagio maduro.

A utilizacdo de sondas fluorescentes (Sarvel et al 2006) aumenta a sensibilidade dos
ensaios nos quais se pretende avaliar acdo de farmacos sobre a postura dos

vermes.

Segundo objetivo especifico - Estudar a viabilidade de ovos de S. mansoni
usando a sonda Hoechst 33258.

Ainda no Artigo 1, o estudo de viabilidade dos ovos mostrou diferenca
significativa quando foi usada a sonda fluorescente em relagdo a observacdo ao
microscopio optico. De fato, a média de ovos morfologicamente viaveis, marcados pela
sonda fluorescente, foi de aproximadamente 70% nos grupos expostos a 2 ou 4 pg/ml
de lovastatina. Ja& no grupo controle (vermes ndo expostos a acado do farmaco) foi
observado que apenas 16% dos ovos morfologicamente viaveis estavam corados pela
sonda. E importante frisar que a marcacdo dos ovos pela sonda fluorescente é um
indicativo de ovo morto. Sendo assim, torna-se evidente a diferenca na classificacao
dos ovos viaveis quando se usa a sonda fluorescente ou quando a morfologia dos ovos
€ observada em microscopio 6ptico. Quando aplicada em experimentos nos quais nao
se utiliza farmacos a metodologia recomendada por Sarvel et al. (2006) com o objetivo
de confirmar a classificacdo morfologica tradicional (observacdo em microscopio 6ptico)
mostra que ha uma concordancia de 83% entre a técnica de classificacdo morfologica
tradicional (oograma) e aquela do uso da sonda Hoechst 33258. Todavia, nos
experimentos com o objetivo de testar atividade de farmacos a concordancia entre as
duas técnicas foi muito menor (30%), isto €, somente 10 dos 35 ovos morfologicamente
viaveis presentes nos grupos expostos a 2 ou 4 pg/ml de lovastatina ndo foram corados

pela sonda fluorescente. Dessa maneira, foi possivel validar a utilizacdo da metodologia

108



Neusa Aratijo Tese de Doutorado

proposta por Sarvel et al (2006) com vistas ao aumento da sensibilidade dos ensaios

nos quais se pretende avaliar acao de drogas.

Os principais resultados obtidos foram:
A utilizacdo da metodologia de Sarvel et al (2006) aumenta a sensibilidade dos

ensaios nos quais se pretende avaliar acdo de farmacos.

Terceiro objetivo especifico - Avaliar a eficacia da associagdo do clonazepam
usado em monoterapia ou em associagdo com oxamniquina ou praziquantel no
tratamento da esquistossomose mansoni experimental.

O clonazepam nao mostrou atividade esquistossomicida quando administrado,
por via oral em doses crescentes atingindo a dose maxima de 25mg/kg, em
camundongos infectados com cercéarias de S. mansoni e a associacdo desse farmaco
com a oxamniquina ou o praziquantel ndo se mostrou sinérgica quando comparada com

os dois agentes esquistossomicidas usados em monoterapia.

Os principais resultados obtidos foram:
Auséncia de atividade esquistossomicida do clonazepam usado em monoterapia.
Auséncia de agdo aditiva ou sinérgica nos esquemas de tratamento de associacdo

do clonazepam com a oxamniquina ou o praziquantel.

Quarto objetivo especifico - Avaliar a acdo do clonazepam sobre o verme adulto
de S. mansoni em estudos in vitro.

Como pode ser visto no Artigo 2 a exposi¢ao de vermes adultos de S. mansoni
ao clonazepam in vitro provocou contracdo dos vermes com paralisia total ja na primeira

hora de contato dos vermes com o medicamento.
Os principais resultados obtidos foram:

O clonazepam, usado in vitro, produz paralisia e morte dos vermes adultos de S.

mansoni.
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Quinto objetivo especifico — Avaliar, experimentalmente, a eficacia da associacao
oxamniguina-praziquantel administrada nos varios estagios da infeccdo por S. mansoni.

No Artigo 3 o efeito sinérgico da associagdo de oxamniquina e praziquantel
sobre o verme adulto de S. mansoni péde ser evidenciada através da constru¢do do
isobolograma - modelo experimental de avaliacdo da atividade aditiva ou sinérgica de
drogas - utilizado por Shaw e Brammer em 1983 e dos célculos do indice de
combinacdo mostrando que os dois métodos podem ser usados em experimentos com
0 objetivo de avaliar a interacéo entre dois medicamentos usados em associacao.

Animais tratados com a associacdo oxamniquina-praziguantel apresentaram cura
total (100% de vermes mortos e de alteracdo do oograma) quando os dois
esquistossomicidas foram administrados simultaneamente ou quando o praziquantel foi
administrado 4 horas ap6s a administracdo da oxamniquina. Considerando que 0s
efeitos colaterais da associacdo sao raros, ndo muito graves e nem muito diferentes
daqueles apresentados pelas drogas usadas em monoterapia, o ideal € o tratamento
realizado simultaneamente, que néo requer um tempo de espera ou a volta do paciente
ao consultério para tomar o segundo medicamento.

Animais tratados com a associacdo oxamniquina-praziquantel ou com a
oxamniguina em monoterapia, 4 horas apés a infec¢cdo apresentaram 97% e 92% de
reducdo no numero de vermes em relacdo ao controle ndo tratado, respectivamente.
Esses resultados mostram a eficicia do tratamento com oxamniquina na fase inicial da

infeccao.

Os principais resultados obtidos foram:
A associagcdo oxamniquina-praziquantel se mostrou mais ativa do que cada um dos
farmacos administrados em monoterapia.
O sinergismo entre oxamniquina e praziquantel persiste ainda que haja um intervalo
de até 5 dias entre a administracdo dos dois farmacos.
A terceira semana poés infeccao foi a mais critica em relagdo ao tratamento, pois a
oxamniquina , o praziquantel ou a associacdo entre os dois mostrou-se ineficaz

nesse periodo da infeccao.

110



Neusa Aratijo Tese de Doutorado

A associacdo de oxamniquina-praziquantel, administrados simultaneamente, no
periodo patente (42 dias apOs a infeccdo) mostrou ser o melhor esquema
terapéutico.

A oxamniquina administrada em monoterapia, 4 horas ap0s a infeccdo, reduz o
namero de vermes em 97%, em relagéo ao controle.

O praziguantel apresenta atividade quando administrado a partir do 282 dia da

infeccao, isto &, esse farmaco néo € ativo nas fases iniciais da infeccao.

Como avancos, além dos objetivos alcancados, destaca-se:

A metodologia utilizada permitiu a padronizacdo de protocolos de pesquisa para
Novos compostos com potencial terapéutico.

Os dois protocolos de ensaios, in vitro e in vivo, sdo ferramentas pois fornecem
informacdes sobre a atividade e o modo de acdo do farmaco. Mas, definitivamente,
0S excperimentos in vivo ndo podem ser substituidos por aqueles in vitro.

As duas metodologias utilizadas - Constru¢cdo do Isobolograma e indice de
Combinacado - podem ser aplicadas na avaliacado de atividade sinérgica quando da
administracdo de dois farmacos ativos e também nos estudos de resisténcia aos

farmacos.

Assim, os objetivos desse trabalho foram alcancados em sua totalidade,
sustentados por meio de metodologias adequadas ao longo do desenvolvimento dessa
tese com os resultados apresentados nos Artigos 1, 2 e 3.

Os conhecimentos produzidos a partir desse trabalho representam um passo a
mais na busca de terapéuticas alternativas para a esquistossomose, porém torna-se
necessario aprofundar o conhecimento dos mecanismos de associacdo de
medicamentos.

Em sintese, os estudos de associacéo de farmacos devem ser continuados, com
vistas a encontrar alternativas para o tratamento da esquistossomose, contribuindo,

dessa forma, para o controle dessa importante doenca endémica.
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6.2 Perspectivas

A partir dos resultados apresentados e mesmo que ndo tenha sido detectada
acdo sinérgica em todas as associa¢cfes estudadas, comprova-se que a hipétese de
associar medicamentos no intuito de melhorar o percentual de atividade ou obter novos
compostos ativos é valida, Esta constatacdo € importante por abrir perspectivas para a
busca de novas abordagens terapéuticas para a esquistossomose mansoni.

Além disso, a partir do trabalho apresentado percebe-se que os estudos in vivo e
in vitro sdo complementares nos estudos de avaliacdo de atividade terapéutica, e 0 uso
dos dois protocolos nos experimentos fornece informac¢des mais detalhadas sobre o
composto analisado.

Um avanco importante no presente trabalho foi a validacdo da metodologia
proposta por Sarvel et al (2006), uma vez que o estudo da viabilidade dos ovos através
do uso da sonda Hoechst 33258 fornece informacdes adicionais sobre a atividade dos
farmacos, aumentando, dessa maneira, a sensibilidade dos ensaios de avaliacdo de
atividade de farmacos.

A utilizacdo de duas metodologias para avaliar o tipo de interacdo entre os
medicamentos em estudo — construcdo do Isobolograma e célculos do indice de
Combinacdo — mostrou que esses métodos podem e devem ser utilizados para avaliar
efeito sinérgico quando se usa dois fArmacos em associacdo e também poderdo ser
ferramentas bastante (teis nos estudos onde se pretende avaliar resisténcia ao
tratamento.

E importante que os estudos de associacdo de medicamentos continuem, na
expectativa de se encontrar uma associagao eficaz, que possa ser usada nos casos de

resisténcia ao praziquantel.
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7 Anexos

7.1 Anexo 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

CICLO DE VIDA DO Schistosoma mansoni

A\ = Estagio Infectante
2\ = Estégio Diagnéstico
o As cercarias séo liberadas pelo caramujo,

para a agua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos

(sucessivas geragoes)

=5

na pele

eAs cercarias perdem a cauda
durante a penetragao e
transformam-se em esqistossﬁmules

—E/\

0 Circulagao

<,

9 Os miracidios penetram nos
tecidos do caramujo

Pulmdes

o Migrag&o para o sangue portal
do figado e amdurecimento da
L forma adutta ()

e ' Nasjﬁz{sﬂ. |

Ovos eclodem e\
liberam miracidios

Al Pares de vermes migram pars
venulas mesentéricas do intestinoireto

5. mansoni

www.cve. saude sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ESQUINS htm
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7.2 Anexo 2 — Certificado da licenga CEUA

ﬁ| H MINISTERIO DA SAUDE / FUNDACAO OSWALDO CRUZ
I VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
I

J
| Comisséo de Etica no Uso de Animais
h CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulado :

" Novas abordagens na terapéutica experimental da esquistossomose mansoni. "
numero P-478/08, proposto por Neusa Aradjo, foi licenciado pelo N° L-018/09.

Sua licencga de N° L-018/09 autoriza o uso anual de :

- 2000 Mus musculus

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacgao
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal ( COBEA )

e foi APROVADO peia COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -

FIOCRUZ). Na presente formatacdo, este projeto esta licenciado e tem

validade até 22 de janeiro de 2013
Rio de Janeiro, 23/01/2009

Dra. Noerma Voll r Labarthe

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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7.3 Anexo 3 — Exame de Qualificagéo

iﬂj....iﬁ Ministéric

}‘ FIOCRUZ
! Fundagio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Programa de Pés-Graduagao em Cidneias da Saude

ATA DO EXAME DE QUALIFICAGAO - DOUTORADO

ALUNA: Neusa Araljo Pereira
ORIENTADOR: Dr. Naftale Katz

DATA/HORARIO/LOCAL: 29 de setembro de 2008, &s 14 horas, na sala de aula do CPgRR.

BANCA ASS !NATURAS

Dra. Andrea Teixeira de Carvalho [ // Al

Dr. Marcos Pezzi Guimardes % . % / (A"

TITULO DO PROJETO: “Novas abordagens na terapéutica experimental da esquistossomose
mansoni”,

[+ ] APROVADA [ ] APROVADA CONDICIONALMENTE [ 1 REPROVADA

OBSERVACOES:

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto Belo Horizonte MG Brasil Cep: 30190-002
Tel: 55 Oxx31 3255 3566 Fax: 55 Mae31 3295 3115 hitpd/fwww cparr. fiocruz briensing
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