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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico da associagdo de
oxamniquina (OXA) e praziquantel (PZQ), no tratamento da esquistossomose mansoni, por
meio de experimentos “in vivo” e “in vitro”. A agao das drogas em associagao foi comparada
ao efeito de cada droga utilizada isoladamente, em camundongos experimentalmente
infectados. As associagcdes de OXA e PZQ utilizadas (50mg/Kg de OXA + 100mg/Kg de
PZQ e 100mg/Kg de OXA + 200mg/Kg de PZQ) mostraram-se mais efetivas na reducdo do
numero de vermes quando comparados ao tratamento com 400mg/Kg de PZQ, empregado
separadamente. A associacdo na maior dosagem foi o unico esquema terapéutico capaz de
eliminar todos os parasitos dos animais. Em adi¢do, a maior susceptibilidade dos parasitos
machos a OXA e das fémeas ao PZQ foi confirmada, podendo explicar pelo menos em parte,
a maior eficacia da combinag¢do de ambas as drogas. A possivel sinergia das drogas também
foi estudada, avaliando-se o efeito dessas isoladamente ou em associagdo, sobre o sistema
excretor e sobre a membrana tegumentar de vermes adultos de Schistosoma mansoni, através
do uso de marcadores fluorescentes “in vitro”. Para tanto, os parasitos foram expostos
diretamente as drogas ou recuperados apos duas horas do tratamento de animais infectados.
Pela primeira vez, foi demonstrada a atuagdo do PZQ no sistema excretor de vermes adultos
de S. mansoni. O PZQ atuou inibindo a atividade excretora dos parasitos machos, porém esta
atividade foi recuperada, logo apds a retirada da droga. Os parasitos fémeas ndo acasalados
apresentaram nitida atividade excretora, independentemente da exposi¢ao as drogas, ao passo
que as fémeas acasaladas somente tiveram seu sistema excretor ativo quando expostos a
agentes agressores externos, ndo apresentando nenhum sinal de atividade, em condigdes
normais (sem exposicdo as drogas). A associacdo OXA/PZQ mostrou causar danos mais
intensos na membrana tegumentar dos parasitos em relagdo aqueles provocados pelo uso das
drogas usadas separadamente. Os resultados obtidos, com este trabalho, apontam para a
vantagem do uso da combinacdo dessas drogas na eliminacdo total da carga parasitaria, na
dose de 100mg/kg de OXA e 200mg/Kg de PZQ. Assim, este esquema pode prevenir o
aparecimento de cepas resistentes, principalmente em areas endémicas, onde sucessivos

tratamentos sdo realizados.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the therapeutic potential related to the
oxamniquine (OXA) and praziquantel (PZQ) association in the treatment of schistosomiasis
mansoni, by means of in vivo and in vitro experiments. The efficacy of the associated drugs
was compared to the effect of each drug when used in isolation, in mice experimentally
infected. The OXA and PZQ associations (50 mg/kg OXA + 100 mg/kg PZQ and 100 mg/kg
OXA + 200 m g/kg PZQ) were more effective in the reduction of the worm burden when
compared to the treatment administered with 400 mg/kg of PZQ alone. The association using
the highest dose was the only therapeutic schedule capable of eliminating completely the
worm burden in the animals. In addition, the highest degree of susceptibility of the male
parasites to OXA and the female ones to PZQ was confirmed, and this could explain, at least
in part, the greater efficacy of the association of both drugs. The possible synergy of the drugs
was also studied, through the evaluation of the their effect, either in isolation or in association,
on the excretory system and on the tegumental membrane of Schistosoma mansoni adult
worms, by means of fluorescent markers in vitro. Therefore, the parasites were directly
exposed to the drugs, or recovered after two hours of treatment of the infected animals. It was
demonstrated, for the first time, the activity of PZQ in the excretory system of S. mansoni
adult worms. PZQ was able to inhibit the excretory activity of the male parasites, but this
activity was recovered soon after with the drug treatment was discontinued. The unpaired
female parasites showed marked excretory activity, independently of the exposure to the
drugs, whereas the paired females had their excretory system active only when they were
exposed to external aggressive agents, but no activity could be detected under normal
conditions (without exposition to the drugs). OXA/PZQ association was shown to be able to
cause more severe damage to the tegumental membrane of the parasites, when compared to
that caused by drugs used separately. The results obtained in this study show the advantage of
the association of the mentioned drugs, as far as the total elimination of the worm burden is
concerned, at the dose of 100 mg/kg OXA and 200 mg/kg PZQ. Thus, this schedule may
prevent the emergence of resistant strains, mainly in endemic areas, where successive

treatments are administered.



1 Introducéo

As doengas parasitarias podem ser vistas como um reflexo da situagdo econOmica e
social dos paises em desenvolvimento, afetando de forma consideravel suas populagdes
pobres e marginalizadas. Neste contexto, as esquistossomoses aparecem como uma das
infeccdes parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo endémicas em 76 paises e territorios

distribuidos pela Africa, Asia e Américas (Engels et al. 2002).

1.1. Esquistossomose

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (2002), mais de 200 milhdes de
pessoas estdo infectadas e 600 milhdes estdo expostas ao risco de contrair a doenca. Embora a
esquistossomose apresente um baixo indice de mortalidade, sua acentuada morbidade faz com
que estes nimeros sejam preocupantes. A doenga possui carater insidioso, ndo sendo comum
seu diagnostico em seus estagios iniciais, mas sua evolugdo pode levar ao desenvolvimento de
doencas incapacitantes para homens e mulheres em suas idades mais produtivas (Engels et al.
2002).

No decorrer dos ultimos 50 anos, muitos paises tém implantado programas de controle
para diminuir a morbidade e mortalidade causadas pela esquistossomose, como ¢ o caso do
Brasil, China, Filipinas e Egito. Por outro lado, em outras localidades, como, por exemplo, a
Africa (subsaariana), sdo inexistentes os programas de controle e 0s recursos necessarios para
o controle da doenca sdo inviaveis, tendo em vista o contexto da satde publica local (Engels
et al. 2002).

As esquistossomoses sdo causadas por helmintos, trematodeos digenéicos,
pertencentes ao género Schistosoma. Das cinco espécies de Schistosoma que parasitam o
homem sdo de grande relevancia: o Schistosoma mansoni (Sambon 1907), o Schistosoma
haematobium (Bilharz 1852) e o Schistosoma japonicum (Katsurada 1904) causadores
respectivamente da  esquistossomose  mansoni, esquistossomose hematdbica e
esquistossomose japonica.

A esquistossomose mansoni ¢ endémica em 52 paises e territorios distribuidos pela
América do Sul, Caribe, Africa e leste do Mediterraneo, onde atinge as regides do delta do
Nilo e Sudao (WHO 2002), enquanto as esquistossomoses hematobica e japoOnica estdo
restritas ao continente africano e asiatico.

Acredita-se que as principais espécies de Schistosoma que infectam o homem
chegaram as Américas através de escravos africanos e imigrantes orientais e asiaticos.

Entretanto, somente o S. mansoni se instalou no Brasil, devido as condi¢des propicias tais



como a presenc¢a de bons hospedeiros intermedidrios e condigdes ambientais semelhantes as
das suas regides de origem (Melo & Coelho 2004).

As condigdes de trabalho dos escravos, nas plantacdes de cana-de-actcar e
posteriormente, nas minas de ouro e diamante, explicam, em grande parte, o processo de
endemizacdo da esquistossomose mansoni no Brasil. A falta de condi¢des minimas de
higiene, os hébitos de defecar préximo aos rios e riachos e a existéncia de instalagdes
sanitarias com descarga direta em colecdes aqudticas, associados a presenca de caramujos
susceptiveis a infec¢do, criaram condi¢des necessdrias para que os parasitos transportados
pelos escravos pudessem se reproduzir (Camargo 1980).

A esquistossomose, originalmente limitada as planicies costeiras da regido nordeste e
leste do Brasil, expandiu-se para o interior do pais seguindo a rota da busca do ouro e
diamante. Posteriormente, em funcao dos ciclos da cana-de-actcar, da borracha, do café ¢ da
abertura de novas fronteiras agricolas, essa parasitose se disseminou para a regido norte e
sudoeste, transformando-se em uma doenga endémica em varios estados.

Em 1989, estimava-se que 11% do territorio brasileiro estivesse afetado pela
esquistossomose (Silveira 1989). Na década de 90, segundo Katz e Peixoto (2000), o nimero
de portadores de esquistossomose era estimado em 7,1 milhdes e 6,3 milhdes para os anos de
1996 e 1997, respectivamente. Atualmente, a area endémica para esquistossomose abrange 19
estados, ocorrendo de forma endémica e focal desde o estado do Maranhao até Minas Gerais,
com certa ocorréncia no Espirito Santo. Focos isolados também ocorrem nos estados do Pard,
Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Goias, Distrito Federal ¢ Rio Grande
do Sul (FUNASA 1998).

Essa endemia estd relacionada a pobreza e ao baixo desenvolvimento economico da
populagdo, gerando a necessidade de utilizagdo de 4guas, muitas vezes contaminadas, para o
exercicio da agricultura, trabalho e/ou lazer (Katz & Peixoto 2000).

A transmissdo e manutencdo da doenca requerem a presenga de hospedeiros
intermediarios (caramujos do género Biomphalaria) e hospedeiros vertebrados
(principalmente o homem), ambos necessarios para o completo desenvolvimento do parasito.
O S. mansoni possui diferentes estiagios de desenvolvimento (vermes adultos, ovos,
miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossomulos), alternando fases assexuadas e
sexuadas de reproducao.

Seu ciclo evolutivo tem inicio quando os ovos eliminados pelas fezes do hospedeiro
vertebrado (geralmente o homem) eclodem no meio aquatico, liberando os miracidios, os
quais infectam os caramujos (hospedeiro invertebrado). Por meio de reproducdo assexuada,

inimeras cercarias sdo produzidas e eliminadas na agua até que entram em contato com o



hospedeiro vertebrado, podendo nele penetrar através da pele. Apds a penetragdo, as cercarias
se transformam em esquistossomulos os quais sdo levados aos pulmdes e depois migram para
0 sistema porta intra-hepatico, onde ocorre a maturagdo dos vermes para posterior
acasalamento. Em seguida, os vermes migram para as veias mesentéricas onde ocorre a
postura de ovos (reprodu¢do sexuada). Parte desses ovos ganham a circulagdo e depositam-se
no figado, produzindo a doenga (granulomas), enquanto outros podem depositar-se nas
paredes intestinais, podendo alcancar a luz intestinal e sendo eliminados pelas fezes,

reiniciando o ciclo (Figura 1) (Coles 1973).
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Figura 1 - Ciclo evolutivo do S. mansoni

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomdtica, dependendo da
intensidade da infeccdo e da resposta imune individual. Contudo, a sintomatologia clinica
corresponde ao estdgio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro. A esquistossomose
apresenta duas fases evolutivas: uma aguda e outra crdnica.

A fase aguda ¢ transitoria e se caracteriza em alguns pacientes por uma sintomatologia
rica (febre, diarréia, eritema) e uma imunopatologia mais exacerbada (granulomas maiores do
tipo necrdtico exudativo). Esta fase tem inicio em torno dos 50 dias apds a infeccao,

terminando por volta do centésimo vigésimo dia, periodo em que se inicia a fase cronica.



A fase cronica pode se apresentar de trés formas: a digestiva intestinal e a
hepatointestinal, mais brandas, ¢ a hepatoesplénica, mais grave, podendo esta ser compensada
ou descompensada.

As formas intestinal e hepatointestinal apresentam as mesmas caracteristicas, porém a
segunda difere da primeira, devido a presenca de hepatomegalia, sendo a forma
hepatointestinal mais freqiiente na esquistossomose cronica (Siqueira et al. 1997).
Dependendo da carga parasitaria e da duracdo da doenca, a forma hepatointestinal e
eventualmente a intestinal podem evoluir, possibilitando, assim, o desenvolvimento das
formas hepatoesplénicas.

Como em outras doengas parasitarias, a patogénese da esquistossomose ¢ dependente
da interacdo parasito-hospedeiro (Andrade et al. 1962, 1992). A cepa, o estagio evolutivo ¢ a
carga de infec¢do sdo importantes fatores relacionados ao parasito e t€ém uma influéncia direta
sobre a patogénese. Por outro lado, caracteristicas associadas ao hospedeiro tais como:
constitui¢do genomica, orgdo lesado, alimentagdo, cor, tratamento especifico, reinfecgdes,
infeccdes associadas ao trato gastrintestinal e, sobretudo, o estado imunoldgico do hospedeiro
sdo fatores muito importantes na determinagdo e evolucao das formas da doenga (Lambertucci
et al. 1998, Farinazzo et al. 1997). Segundo Warren et al. (1972), o evento patogé€nico mais
importante na esquistossomose ¢ a formagdo do granuloma, o qual é provocado pelo ovo do
parasito. Desse modo, algumas manifestagdes ectopicas da doenca como, por exemplo, a
neuroldgica e a vasculopulmonar sdo causadas pela presenga de granulomas, principalmente,
na medula e nos vasos pulmonares, respectivamente.

A esquistossomose ¢ uma doenca milenar, sendo seu ciclo evolutivo conhecido ha
mais de cem anos. Sua ampla distribuicdo geografica e a facilidade de expansdo no territorio
brasileiro, fazem com que a esquistossomose seja de grande relevancia, no pais, constituindo,
assim, um grande desafio para a satde publica.

A principio, seu controle ¢ limitado pela propria epidemiologia da doenca, pois sua
distribuicao ¢ endémica e, freqiientemente, muito peculiar a uma dada cole¢ao hidrica e as
relagdes que ela estabelece com a populacdo (Silveira 1989).

As medidas para se combater a doenca baseiam-se no controle dos hospedeiros
intermediarios, através do uso de moluscicidas, controle biologico e alteragdes no ambiente
aquatico; saneamento basico; educacdao em satude e o emprego da quimioterapia especifica em
larga escala. Esta 0ltima ¢ considerada a mais relevante, uma vez que seu emprego ¢ um dos
meios mais rapidos e eficazes para se conseguir bons resultados na redu¢do do ntimero de

individuos infectados.



Hoje, estdo disponiveis somente duas drogas para o tratamento da esquistossomose:
oxamniquina (OXA) (Mansil — Pfizer S.A), muito usada no passado em programas de
controle (Katz 1980), e o praziquantel (PZQ), atualmente utilizado e produzido no Brasil pela

Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ.

1.2. Oxamniquina

A OXA foi extensamente utilizada para o tratamento em massa da esquistossomose
(Katz 1980). No Brasil, mais de 10 milhdes de individuos foram tratados com OXA, obtendo-
se bons resultados em relacdo a eficicia e tolerancia. Estdgios avancados e formas graves da
doenga foram tratados, com seguranca, com OXA (Coutinho & Domingues 1980).

Atualmente, sua produ¢do vem sendo diminuida e a OXA vem sendo substituida pelo
PZQ para o tratamento da esquistossomose, tanto em campanhas de saude publica como na

clinica.

1.2.1. Quimica e farmacocinética
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Figura 2- Oxamniquina

A OXA ¢ uma tetrahidroquinolina semi-sintética (Figura 2) (Richard & Foster 1969).
E facilmente absorvida por via oral e intramuscular, entretanto, sua administragdo pela via
intramuscular ndo ¢ recomendavel, devido a dor intensa e prolongada (Foster et al. 1987).
Apbs a administragdo de doses terapéuticas, sua meia vida € cerca de 1,5 a 2 horas. A
concentragcdo plasmdatica maxima (1 a 4 mg/L) ¢ alcancada 1 a 4 horas apos utilizacdo de uma
dose terapéutica de aproximadamente 15mg/Kg (Kokwaro & Taylor 1991).

A droga ¢ extensamente metabolizada por processos oxidativos, sendo inativos seus
principais metabolitos. A maior parte da droga ¢ excretada pela urina, com apenas 0,4 a 1,9%
eliminada sob a forma inalterada (Cioli et al. 1995).

Os parametros farmacocinéticos da OXA ndo s3o influenciados pela gravidade da

doenga. Segundo estudo feito por Daneshmend e Homeida (1987), individuos com a forma



hepatoesplénica avangada ndo apresentaram diferencas significativas entre a meia vida, a
quantidade de farmaco na circulagdo sistémica e tempo maximo para alcangar a concentragao
plasmatica maxima, quando comparados a individuos saudaveis. Entretanto, variagdes na
farmacocinética de pacientes sudaneses e brasileiros foram relatadas (Foster 1987) e
provavelmente essas variagdes sdo relacionadas as diferencgas genéticas das duas populacdes.
A eficacia na terapéutica da doenca estd intimamente associada a origem geografica dos
parasitos, os quais apresentam diferengas na susceptibilidade a droga (Kaye 1978). Assim,
segundo a Organizagdo Mundial de Satde (1990), uma unica dose oral de OXA de 15 a
20mg/Kg se mostra eficaz no tratamento da esquistossomose na América do Sul, ilhas do
Caribe e Oeste da Africa, enquanto 30 mg/Kg sio usados no Leste da Africa, Africa Central e
na peninsula Arabica. Doses acima de 60 mg/Kg também podem ser necessarias no Egito, Sul

da Africa e Zimbabwe para se obter a eficacia terapéutica desejada.

1.2.2. Mecanismo de agdo

A OXA atua principalmente na espécie S. mansoni, sendo os vermes adultos machos
mais vulneraveis a acdo da droga que os parasitos fémeas (Cioli et al. 1995). Todos os
estagios de infec¢do pelo S. mansoni podem ser tratados com OXA, embora os estagios
invasivos (cercdrias) e os vermes adultos sejam significativamente mais afetados pela droga
que os estagios do figado (esquistossomulos) e vermes jovens (Foster et al. 1971).

Apesar das suas propriedades anticolinérgicas, o principal mecanismo de agdo da
OXA esta relacionado com a sua capacidade de inibir a sintese de acidos nucléicos (Pica
Mattoccia et al. 1989). A droga ¢ ativada por esterificacdo através de enzimas do verme
(sulfotransferases) e esta esterificacdo produz compostos eletrofilicos capazes de alquilar o
DNA e outras macromoléculas do parasito (Cioli et al. 1993).

Mudangas morfologicas, ndo especificas, tais como: deteriorizacdo do tegumento,
alteragdes na glandula vitelinica da fémea, diminui¢ao do tamanho e pigmentagdo do sistema

digestivo, também foram observadas em vermes provenientes de animais tratados com

oxamniquina (Senft apud Cioli 1995).

1.2.3. Efeitos adversos e toxicidade

Os efeitos adversos observados, nos pacientes, apos a administracdo de OXA, sao
normalmente leves, de curta duragdo e, freqlientemente, estdo associados ao sistema nervoso
central com o aparecimento de vertigens, sonoléncia e dores de cabeca que surgem dentro de

1 a 5 horas apds a administracdo do farmaco. Outros sintomas como: desconforto abdominal,



vOmito e diarréia, além de sintomas associados a destruicdo do parasito, como febre e
eosinofilia, também sdo observados (Cioli et al. 1995).

Embora a OXA seja bem tolerada como mostrado por Prata et al. (1975) e seja raro o
aparecimento de reagdes adversas graves, alguns estudos demonstram sérios efeitos no
sistema nervoso central, apds sua administragdo (Bina et al. 1976, Krajden et al. 1983,
Carvalho et al. 1985).

A OXA demonstrou ter um efeito embriocida em coelhos e camundongos, quando
administrada em doses 10 vezes maiores do que as usadas em seres humanos. Contudo,
nenhum efeito toxico para a mde ou teratogénico foi observado em camundongos e ratos
(Chvedoff et al. 1984). Estudos sobre toxicidade cronica em camundongos e hamsters nao
demonstraram evidencias de efeitos carcinogénicos. Quando submetida ao ensaio em
camundongos e no sistema de teste em Salmonella typhimurium, a OXA demonstrou uma
baixa mutagenicidade (Batzinger & Bueding 1977). Também, ndo foram observadas

anormalidades cromossdmicas em animais e seres humanos (Ray et al. 1975).

1.3. Praziquantel

O PZQ estd disponivel para uso humano e veterindrio no tratamento de doencas
causadas por cestodeos e trematddeos, sendo utilizado na terapéutica da esquistossomose
desde 1980 (Dayan et al. 2003). Atualmente, ¢ o medicamento de escolha para o tratamento
da esquistossomose causada por todas as espécies de Schistosoma (Doenhoff et al. 2002).

Na esquistossomose, a droga ¢ efetiva em pacientes de todas as idades e com
diferentes formas clinicas da doenga, como, por exemplo, a forma hepatoesplénica
descompensada (Bassily et al. 1985). Sindromes neurolédgicas causadas pelo S. mansoni e S.
haematobium e formas toxémicas agudas também respondem ao tratamento com praziquantel

(Scringeour & Gajdusek 1985, Monson 1987, Nobre et al. 2001).



1.3.1. Quimica e farmacocinética

Figura 3- Praziquantel

O PZQ ¢ um derivado sintético da pirazina isoquinolina (Figura 3). Sua preparacdo
comercial ¢ uma mistura racémica composta de partes iguais de levo R (-) e dextro S (+)
1sdmeros. Embora os dois isomeros apresentem o mesmo grau de toxicidade (Liu et al. 1986),
somente o enantiomero (-) possui atividade esquistossomicida (Xiao & Catto 1989, Wu et al.
1991). Como demonstrado por Wu et al. (1991), pacientes tratados com 20mg/Kg de R (-)
praziquantel obtiveram a mesma taxa de cura e menos efeitos colaterais quando comparados
com pacientes tratados com 40 mg/Kg da mistura racémica.

O farmaco possui biodisponibilidade de 80% e ¢é rapidamente absorvido apds a
administracdo oral, alcancando concentracdes séricas maximas de 0,2 a 2ug/mL dentro de 1 a
2 horas apos uma dose terapéutica de 40mg/Kg (Mandour et al. 1990). Aproximadamente
80% da droga encontram-se ligada a proteinas plasmaticas. O PZQ sofre um acentuado
metabolismo de primeira passagem, tendo como principais metabolitos compostos mono e di-
hidroxilados com pouca ou nenhuma atividade antiparasitaria (Andrews et al. 1983). Sua meia
vida plasmatica varia, geralmente, entre 1 a 2 horas na maioria das espécies, enquanto a de
seus metabolitos varia de 3 a 8 horas. Sua eliminagao ¢ essencialmente renal e biliar, sendo 60
a 80% da droga liberadas na urina sob a forma inalterada, enquanto 15 a 35% sdo excretadas
através das fezes (EMEA 1996).

A droga ¢ principalmente metabolizada pelo sistema microssomal hepatico P450 e,
embora ndo totalmente esclarecido, € provavel que as isoformas CYP 2B1 e CYP3A sejam as
principais enzimas desse sistema, responsaveis pela biotransformacdo do farmaco, como
demonstrado experimentalmente (Masimirembwa & Hasler 1994, Giorgi et al. 2001). Estudos
tém demonstrado que as concentragdes plasmaticas do praziquantel aumentam quando a droga
¢ administrada com refeigdes ricas em carboidratos ou com a administragdo simultanea de

substancias que inibam a atividade do sistema microssomal P450, como a cimetidina o



cetoconazol e outros (Castro et al. 2003; Metwally 1995a, Diekmann et al 1989, Homeida et
al. 1994). No entanto, verifica-se uma acentuada reducdo da biodisponibilidade da droga
quando administrada concomitantemente com drogas indutoras do citocromo P450, como
antiepiléticos ou corticosterdides, especialmente a carbamazepina, a fenitoina ou a
dexametasona, respectivamente (Na-Bangchang et al. 1995). Diferentemente da OXA, a
biodisponibilidade do PZQ estd associada ao estado clinico dos pacientes acometidos pela
esquistossomose. Assim, segundo El Guiniady et al. (1994), individuos com disfun¢do
hepética, em decorréncia de formas hepatoesplénicas graves, apresentam menor taxa de
metabolizagdo e distribuicdo do PZQ, em relagdao aqueles com fungdo hepatica normal. Além
disso, ha uma grande variagdo individual das concentragdes plasmaticas de PZQ atribuida a
diferencas farmacocinéticas, inerentes ao metabolismo de cada individuo (Metwally et al.

1995b).

1.3.2. Mecanismo de agdo

O mecanismo de a¢do do PZQ ndo esta totalmente esclarecido. Porém, alguns efeitos
relacionados a sua acdo sobre o parasito, tais como, contracdo muscular, deformagdes no
tegumento e alteracdes metabolicas sao bem documentados. Acredita-se que todos esses
efeitos estejam direta ou indiretamente relacionados ao aumento do influxo de célcio nos
tecidos (Cioli et al. 1995), provocado ap6s exposi¢ao do verme a droga.

Embora, ndo se tenha conhecimento exato deste influxo (Day et al. 1992), sabe-se que
ndo ¢ devido ao transporte direto de calcio pelo PZQ, ja que a droga n3o atua como um
iondforo (Pax et al. 1978). Uma possivel explicacao para este influxo seria a desestabilizagao
dos canais de célcio do parasito. Os canais de célcio sdo poros formados por proteinas de
membrana, constituidas por varias subunidades, dentre as principais: oy, B, or-y (Catterall
2000). As subunidades B dos canais de calcio modulam a subunidade o, a fim de manter as
concentragdes de calcio em equilibrio. Uma provavel acao do PZQ seria o rompimento desta
interagdo o/ B culminando na perda do efeito modulatério da subunidade a;, pela f (Kohn et
al. 2001).

A contragdo muscular, um dos primeiros efeitos a ser observado, ¢ desenvolvida
minutos apds o contato com a droga. Este efeito ¢ de grande importancia uma vez que, em
decorréncia da contragdo, os vermes perdem a capacidade de fixacdo devido ao relaxamento
da ventosa ventral (acetdbulo) e sdo arrastados para o figado, onde ocorrem reagdes
inflamatorias, com conseqiiente eliminagdo dos parasitos. Estudo realizado por Pax et al.

(1978) demonstrou que a contragao esta diretamente relacionada ao influxo de calcio nos



tecidos. Os autores observaram que os vermes ndo eram capazes de se contrair quando
mantidos em meio de cultura livre de Ca™ ou com altas concentracdes de Mg~ versus Ca ™.

As deformagdes no tegumento também podem ser observadas logo apds a exposicao
dos vermes a droga. Os machos apresentam extensa vacuolizagdo na base do tegumento,
seguida pelo surgimento de bolhas na superficie. O aparecimento de bolhas nas camadas
superficiais parece ser desencadeado pelo processo de vacuolizagdo do lado interno para o
externo da camada sincicial (Meelhorn et al. 1981). As fémeas, por sua vez, sdo mais afetadas
nas camadas subtegumentares. Por outro lado, a insercdo da molécula de praziquantel na
membrana do parasito, descrita por Lima et al. (1994b), sugere que a interacdo entre o
praziquantel e as moléculas lipidicas possa causar uma desestabilizagdo no tegumento.

Em adi¢do, as deformagdes causadas no tegumento levam a exposicdo de varios
antigenos na superficie do parasito (Harnett & Kusel 1986). Apds a exposicao dos antigenos,
ocorre ligacdo e penetracdo das células de defesa do hospedeiro para dentro dos vermes,
resultando em lesdes e, em conseqiiéncia, os vermes sdo eliminados (Doenhoff et al. 1987).

Alguns estudos tém demonstrado que a eficécia terapéutica do PZQ no tratamento da
esquistossomose ¢ dependente do estado imune do hospedeiro (Brindley & Sher 1987. Fallon
et al. 1992, Ribeiro et al. 2004). Assim, melhores respostas terapéuticas sdo obtidas em
individuos que nao possuem comprometimento em sua resposta imune. Sabah et al. (1985)
mostraram que, em camundongos deficientes de cé€lulas T, a eficacia da droga era menor do
que em animais imunocompetentes. Da mesma forma, Brindley e Sher (1987) observaram que
camundongos depletados de células B ndo respondiam de forma eficaz a terapia com
praziquantel. Estes mesmos animais, ao receberem soro contendo anticorpos anti S. manson,
responderam bem ao tratamento, ficando confirmada, assim, a sinergia entre o sistema imune
e 0 PZQ. Além da sinergia entre o sistema imune ¢ o PZQ, Lima et al (1998) relataram a
menor eficdcia da droga em animais com deficiéncia protéica.

A atividade esquistossomicida da droga ainda pode ser reforcada pela alteracdo dos
niveis de glutationa no verme. A glutationa ¢ um tripeptideo fundamental para a
sobrevivéncia da célula, tendo importancia em processos vitais, como a sintese do DNA e
proteinas, atividade enzimadtica, transporte e protecdo celular (Meister & Anderson 1983).
Ribeiro et al. (1998) observaram, ap6s o tratamento de esquistossomulos “in vitro” com PZQ,
uma diminui¢do dos niveis de glutationa dos parasitos. Segundo os autores, essa diminui¢ao
poderia tornar os vermes mais susceptiveis ao sistema imune do hospedeiro.

O estagio de desenvolvimento do parasito também pode ser considerado um fator que
altera a eficiéncia terapéutica. Gonnert e Andrews (1977) estudaram a eficacia do PZQ nos

diferentes estagios de desenvolvimento do parasito: cercérias, esquistossomulos, vermes



jovens e adultos e demonstraram a maior eficacia da droga nos estagios de cercérias e vermes
adultos. Apesar desses relatos, Andrews (1981) observou que todos os estagios “in vitro”
eram susceptiveis ao PZQ. Porém, a maior sensibilidade das cercarias e vermes adultos a essa
droga foi confirmada em estudos “in vivo” e “in vitro” por Xiao et al. (1985), Sabah et al.
(1986) e Pica Mattocia e Cioli (2004).

A maior susceptibilidade das fémeas do parasito ao PZQ deve ser considerada como
um fator inerente ao seu mecanismo de acdo. Machos e fémeas de S. mansoni apresentam
diferengas em relagdo as propriedades e composi¢cdo das membranas (Lima et al. 1994b) o que
pode ser responsavel pela maior atuagcdo da droga nos vermes fémeas.

Apesar da grande variedade de estudos sugerindo possiveis mecanismos de agdo para
o PZQ, os mecanismos pelos quais a droga afeta o Schistosoma ndo estdo elucidados
completamente e, assim, estudos devem ser desenvolvidos objetivando uma melhor

compreensdo da atuagdo deste farmaco no parasito.

1.3.3. Efeitos adversos e toxicidade

Os efeitos adversos mais comuns apds a administragdo do PZQ, em pacientes, estao
relacionados ao trato gastrintestinal: desconforto ou dor abdominal, ndusea, vomito, anorexia
e diarréia. Esses sintomas sdo observados em 50% dos pacientes, porém, sdo leves e de curta
duragdo (Cioli et al. 1995). Outros efeitos incluem: dor de cabega, tontura, sonoléncia,
erupcdes cutaneas e algumas vezes febre e fadiga.

Efeitos colaterais graves e de curta duracdo tais como: coélica, vOmito, urticaria e
edema foram observados apos o tratamento com praziquantel em 352 dentre 422 individuos
de um foco epidémico. O aumento da gravidade desses efeitos foi diretamente proporcional a
carga da infec¢do. Isto sugere que os efeitos colaterais estdo relacionados ndo a droga e sim, a
sua agdo no parasito o que causa imediata exposi¢do de antigenos, levando ao aparecimento
de reagdes alérgicas. Além disso, a morte ou migracao dos vermes do mesentério para o
figado pode levar ao congestionamento das veias (embolia) com subseqiiente colica intestinal
(Stelma et al. 1995).

Testes em animais tém demonstrado que o PZQ possui baixa toxicidade (Frohberg
1989). A droga possui uma ampla faixa de seguranga, isto porque sua DLsy, em
camundongos, ¢ de aproximadamente 2560mg/Kg (Frohberg 1982), sendo a dose terapéutica
para estes, cerca de 6,5 vezes menor.

Virios estudos sobre mutagenicidade, carcinogénese, teratogénese e embriotoxicidade
indicam que o praziquantel ndo esta associado a esses riscos (Frohberg 1984, Kramers et al.

1991), porém alguns autores sugerem a possibilidade de mutagenicidade e carcinogénese



(Montero et al. 1997). Embora ndo exista estudo toxicoldgico sobre o uso do PZQ em
mulheres gravidas e lactentes, a experiéncia clinica com este farmaco sugere baixo potencial

para causar efeitos toxicos tanto para a mae quanto para o feto (Olds 2003).

1.4. Associacdo oxamniquina/praziquantel

A associacdo de diferentes drogas com baixas dosagens de cada uma pode ser uma
alternativa para trazer melhoras na terapéutica de varias doengas. Quando farmacos sao
associados, para um mesmo fim, suas dosagens tendem a ser reduzidas. Este fato ¢ de grande
relevancia, uma vez que a diminui¢do nas dosagens pode levar a uma diminuicao dos efeitos
colaterais e toxicos. Ao mesmo tempo, em se tratando de organismos vivos, a associagdo pode
ser um recurso para retardar e/ou evitar o aparecimento do fendmeno de resisténcia. Como a
OXA e o PZQ possuem diferentes mecanismos de acdo, espera-se da combinagdo de ambos
um efeito complementar (Delgado et al. 1992).

Muitos estudos foram realizados para avaliar a eficacia da associagdo OXA e PZQ no
tratamento da esquistossomose (Shaw & Brammerr 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).

Shaw e Brammer (1983) observaram o efeito sinérgico das drogas no tratamento da
esquistossomose mansoni experimental em seu periodo patente de infec¢do. Nesse estudo,
animais com aproximadamente vinte pares de vermes foram tratados apos sete a oito semanas
de infeccdo, utilizando-se as drogas em associacdo ou isoladamente. O tratamento foi
realizado por via oral, em dose unica e os animais sacrificados 14 dias apos o tratamento. Os
autores observaram que a porcentagem de vermes mortos € encapsulados no figado foi muito
maior nos animais tratados com a associagdo, tendo como base um simples efeito aditivo.

Zwingenberger et al. (1987) compararam a eficacia da associacdo de baixas doses de
OXA (7,5 mg/Kg) e PZQ (20 mg/Kg) com ambas as drogas empregadas isoladamente 18
mg/Kg e 40 mg/Kg, respectivamente, no tratamento da esquistossomose mansoni, em uma
area endémica do nordeste brasileiro (Crato-CE). Para esse estudo, os pacientes foram
previamente selecionados, através do diagnostico parasitologico, e a carga de verme antes do
tratamento foi estimada através do nimero de ovos presente nas fezes, utilizando-se o método
de Kato-Katz. Os pacientes foram alocados em trés diferentes grupos e tratados com
oxamniquina ou praziquantel ou com a associacdo. O indice de cura, definido como a
auséncia de ovos nas fezes dos pacientes, foi determinado apds trés, seis e doze meses do

tratamento, utilizando-se o método de Kato-Katz associado a técnica do MIF (mertiolato,



iodo, formol). Os resultados obtidos demonstraram que os trés regimes terapéuticos, nas doses
utilizadas, foram semelhantes e satisfatorios, no tratamento da forma ndo complicada da
doenca. Além disso, a associagdo foi bem tolerada por todos os pacientes, ndo sendo
observadas reagdes colaterais diferentes daquelas esperadas para OXA e o PZQ.

A combinagdo de OXA e PZQ também foi estudada nos diferentes estagios da
esquistossomose mansoni por Botros et al. (1989). Camundongos foram infectados
subcutaneamente com cerca de 100 cercarias. As drogas administradas em combinagao
(333mg/Kg de PZQ + 66,6mg/Kg de OXA) foram comparadas as drogas usadas isoladamente
(OXA: 200 e 66,6mg/Kg; PZQ: 1000mg/Kg e 333mg/Kg). Os tratamentos foram realizados
em diferentes estagios do amadurecimento do parasito, administrando-se as drogas 24 horas
antes da infec¢do, 4 horas e 1, 2, 3, 4 ¢ 5 semanas apds a infec¢cdo. Para medir a eficacia
terap€utica, os animais foram sacrificados 8 semanas apoés a infec¢do, com subseqiiente
avaliacdo da carga de vermes e sua distribuicdo (mesentério/ figado). A presenca de ovos nos
tecidos e 0 oograma foram também avaliados. O resultado mais significativo foi obtido com a
associacdo administrada 4 horas ap0ds a infecgdo, reduzindo em 96% a quantidade dos vermes.
Além disso, ndo foram detectados vermes no figado ou intestino. Nesse estudo, as drogas
PZQ e OXA foram administradas por via oral e intramuscular, respectivamente.

Delgado et al. (1992) investigaram a suscetibilidade de algumas cepas de S. mansoni a
acdo das drogas oxamniquina, praziquantel e suas associagdes por meio do tratamento
experimental em camundongos. Para tanto, animais foram infectados, percutaneamente, com
cerca de 60 cercarias e tratados 6 semanas apos a infec¢do com doses altas e subcurativas,
bem como diferentes combinagdes das duas drogas (PZQ: 250 e 500mg/Kg; OXA: 40, 60 e
100mg/Kg; PZQ + OXA: 33 + 25 mg/Kg, 66 + 12,5mg e 250 +40 mg/kg respectivamente). O
tratamento foi realizado via intragéastrica e em dose Unica. Oito semanas, apos a infecgdo, os
animais foram mortos, por overdose de pentobarbital, e a atividade esquistossomicida foi
avaliada mediante a recuperacao dos vermes presentes no sistema porta hepatico, por perfusao
portal, segundo a técnica de Smithers e Terry (1965) e pela contagem total de vermes. Nesse
estudo, observou-se a eficacia da associacao de baixas doses de OXA e PZQ na reducao do
nimero de vermes adultos. Os resultados reforcaram a agdo sinérgica da associacdo, visto
que, para obter a mesma taxa de reducao de vermes, foram necessarias doses muito mais altas
de cada droga, quando estas foram utilizadas isoladamente. Os autores sugerem que o efeito
sinérgico, obtido no presente estudo e em outras investigagdes, possa ser devido a preferencial
toxicidade de cada droga contra os diferentes sexos do parasito.

Campos et al. (1985) obtiveram uma boa resposta no tratamento de 35 pacientes

adultos acometidos da forma intestinal da esquistossomose, utilizando a associa¢do de



oxamniquina e praziquantel. O diagnoéstico prévio foi feito pelo exame de fezes, através dos
métodos de sedimentacdo e de Kato-Katz. A dose medicamentosa empregada correspondeu a
metade da dose habitual de OXA (15mg/Kg = 7,5mg/Kg) e um quarto daquela recomendada
para o PZQ (60mg/Kg = 15 mg/Kg). Os pacientes ingeriram, inicialmente, a OXA em
preparagdo liquida e em seguida, os comprimidos de PZQ. Efeitos leves e de curta duracdo
como: tontura, nausea, cefaléia, vomito, prurido e dor abdominal foram relatados por 13
dentre 35 pacientes, enquanto, nos demais nao foi observada nenhuma reagcdo Foram
considerados curados os individuos que ndo mais apresentaram ovos nas fezes, diagnosticados
pelas técnicas referidas, uma vez por més, durante um periodo de seis meses. Trinta
individuos completaram o controle de cura ¢ em apenas um foi observada a positivagdo no
terceiro més, concluindo o estudo com a eficacia de 96,66% atribuida a associagao.

Campos et al. (1989) também obtiveram sucesso no tratamento de camundongos
experimentalmente tratados com a mesma associagdo. Camundongos machos foram
infectados subcutaneamente com cerca de 100 cercarias. Cinqlienta dias apos a infecc¢ao, os
animais foram divididos em grupos e tratados com 50mg/kg de OXA ou 75mg/Kg de PZQ ou
a associagdo das duas drogas (50mg/Kg de OXA + 75mg/Kg de PZQ). Para avaliar a eficacia
das drogas, todos os camundongos foram sacrificados 10 dias apo6s o tratamento quando foi
realizada a pesquisa e a identificagdo dos estadgios de desenvolvimento dos ovos, a partir de
dois fragmentos do intestino, além da recuperagao dos vermes adultos presentes nas veias
mesentéricas e porta. Para esses procedimentos foram adotadas as técnicas descritas por
Pellegrino e Siqueira (1956) e por Prata (1957). Com a metodologia e as doses escolhidas, os
autores demonstraram uma boa eficdcia entre a associacdo OXA e PZQ, a qual foi capaz de
zerar a carga parasitaria de 19 animais dentre 20 examinados.

Outro estudo interessante refere-se a obtengdo de cura de individuos infectados pelo
Schistosoma haematobium ao serem tratados com a associa¢ao de baixas doses de OXA (7,5
mg/Kg) e PZQ (15 mg/kg), considerando-se que a OXA tem pouco valor clinico no
tratamento de infecc¢des por S. haematobium (Pugh & Teesdale 1983).

Embora muitos estudos tenham demonstrado a acdo sinérgica da associagdo, Dietze e
Prata (1986) verificaram baixo percentual de cura e aparente auséncia de sinergismo da
combinacdo OXA/PZQ, no tratamento de individuos com esquistossomose de uma
determinada area endémica do Brasil (Caatinga do Moura —AL). Os pacientes selecionados
para esse estudo foram diagnosticados através do exame parasitologico de fezes pelo método
de Kato-Katz. Todos os pacientes foram tratados, independentemente do peso, com uma
capsula de OXA (250 mg) e um comprimido de PZQ (300mg), ingeridos simultaneamente. O

controle de cura desse estudo consistiu em dois exames de fezes, a cada 45 dias, pelo método



de Kato-Katz, por um periodo de seis meses. A porcentagem total de cura foi de 39,6%, nao
evidenciando nenhuma vantagem dessa associag@o para a terapéutica da esquistossomose.

Campos et al. (1987) também nao obtiveram bons resultados com o uso da associacao,
na terapéutica experimental da esquistossomose, no periodo pré-patente de infeccdo. Nesse
estudo, os animais foram infectados subcutaneamente com cerca de 100 cercarias e aos 23
dias, posteriores a infecc¢ao, divididos em grupos e tratados com OXA (50mg/Kg), PZQ (75
mg/Kg) ou a associagdo de ambas (50mg/Kg + 75mg/Kg respectivamente). O controle de cura
foi realizado 45 dias ap6s a infec¢do, mediante pesquisa de ovos nas fezes e recuperacdao dos
vermes vivos, através da perfusdo realizada 60 dias apds a infeccdo. As analises feitas
evidenciaram positividade em todos os animais, observando-se a presenga de ovos imaturos e
vermes. Assim, os autores concluiram pela ineficacia da associacdo, com as dosagens e
critérios de avaliagdo citados.

Farid et al. (1990) também nao encontraram vantagens no uso de OXA (10 mg/Kg)
associada ao PZQ (20 mg/Kg), na terapéutica da esquistossomose mansoni, devido a baixa
porcentagem de cura de 20 pacientes submetidos ao tratamento com a associagao. Mediante
os resultados desse estudo, os autores se mostraram contra o uso de tal associacao.

Diferentes dosagens da combinacdo OXA/PZQ (4mg/Kg + 8 mg/Kg; 7,5 mg/Kg + 15
mg/Kg e 10mg/Kg + 20 mg/Kg), respectivamente, foram testadas por Creasey et al. (1986),
no tratamento de criangas infectadas, simultaneamente, com S. mansoni (mais de 100 ovos/g
de fezes) e S. haematobium (acima de 50 ovos/mL de urina). A carga de verme, antes do
tratamento, foi determinada através do método de Kato e da filtragdo convencional. Para
avalia¢do dos indices de cura, exames parasitologicos de fezes foram realizados um, trés e
seis meses apoOs o tratamento. A associacao das drogas mostrou ser efetiva quando usada nas
doses mais altas (10mg/Kg de OXA + 20 mg /Kg de PZQ). O efeito colateral mais freqiiente
foi o desconforto abdominal, relatado por 70% das criangas. A sinergia foi observada somente
no tratamento da infec¢do por S. mansoni, diferentemente de Pugh e Teesdale (1983), que
mostraram sinergismo entre a associacdo OXA/PZQ no tratamento da esquistossomose
haematobica. Apesar dos resultados, a associacdo ndo exibiu vantagens sobre o PZQ,
considerando seu uso isoladamente. Assim, os autores concluiram que a associagdo de ambas
as drogas ndo possui um papel significativo na terapia da esquistossomose haematobica.

O estudo mais recente com essa associacao foi realizado por Gryscheck et al. (2004).
Os autores avaliaram a tolerancia e eficacia do tratamento de 131 pacientes com diagnostico
parasitoldgico de esquistossomose mansoni, confirmado através dos testes HPJ (Hoffman,
Pons e Janer) e Kato Katz. Para tanto, os pacientes foram divididos em dois grupos distintos

que receberam ambas as drogas em dose unica, segundo dois esquemas diferentes: grupo (1)



61 pacientes tratados com 12,5 mg/Kg de ambas as drogas; grupo (2) 70 pacientes, os quais
receberam 7,5 mg/Kg e 15 mg/Kg de OXA e PZQ, respectivamente. As reagdes adversas
foram leves, com relatos de tontura, sonoléncia, nausea vomito e dor abdominal. O controle
de cura foi realizado através de exames de fezes, utilizando-se os métodos de HPJ e Kato
Katz, sendo os quatro primeiros realizados a intervalos mensais a partir do tratamento e os
posteriores a intervalos quinzenais. Os resultados mostraram taxas de cura de 59% e 41%
respectivamente, para os grupos 1 e 2. Nesse estudo, a utilizagdo de ambas as drogas
empregadas conjuntamente, na terapéutica da esquistossomose, revelou ter pouca toxicidade,
porém eficécia inferior aquela observada com o uso de cada droga isoladamente, em esquema

de dose unica.

1.5. Resisténcia aos agentes esquistossomicidas: oxamniquina e praziquantel

Apesar dos medicamentos existentes serem eficazes e seguros, o emprego destes em
larga escala em areas endémicas, bem como tratamentos repetidos, pode resultar no
desenvolvimento de cepas resistentes. A resisténcia ¢ usualmente definida como a perda da
sensibilidade dos parasitos a determinadas concentragdes de farmaco, as quais esses
mostravam-se previamente sensiveis.

A resisténcia, de algumas cepas de S. mansoni a OXA, tem sido demonstrada tanto em
laboratério quanto no campo (Katz et al. 1973, Guimaraes et al. 1979, Dias et al. 1978, Pedro
et al. 1980, Araujo et al. 1980, Dias et al. 1982, Coles et al. 1987, Dias et al. 1988, Drescher et
al. 1993, Fallon & Doenhoff 1994, Coelho et al. 1997, Concei¢do et al. 2000, Bonesso-
Sabadini et al. 2002). Segundo Kinotti (1987) o S. mansoni possui grande capacidade de
desenvolver resisténcia as doses terapéuticas de OXA empregadas no tratamento da
esquistossomose.

Segundo Cioli et al (1992), a resisténcia a OXA ¢ controlada por um Unico gene
autossomico recessivo. Essa resisténcia ¢ caracterizada pela perda da enzima ativadora da
droga (sulfotransferase) a qual estd presente em vermes sensiveis e ausente nos vermes
resistentes. Possivelmente, uma inibi¢ao irreversivel na sintese de RNA ¢ DNA ocorra nos
parasitos susceptiveis enquanto, nos resistentes esse fendomeno mostra-se reversivel (Cioli et
al. 1993).

Katz et al (1991) e Gomes et al (1993) observaram a ineficacia do tratamento, com
PZQ, em individuos acometidos pela esquistossomose. Entretanto, o primeiro relato de
resisténcia a essa droga foi descrita por Fallon e Doenhoff (1994), em laboratorio. A partir
disso, alguns estudos tém sugerido a existéncia de resisténcia ao PZQ (Fallon et al. 1995,

Stelma et al. 1995, Araujo et al. 1996, Ismail et al. 1996, Ismail et al. 1999, Bonesso-Sabadini



et al. 2002). Sugere-se também, que baixos indices de cura, em algumas regides, possam ser
atribuidos a alta carga de vermes, altas taxas de infec¢do e reinfec¢do, além da presenga, em
grandes proporg¢des, de vermes imaturos, responsaveis pela baixa eficacia do PZQ durante o
tratamento (Doenhoff et al. 2002).

Segundo Cioli et al. (2004), os valores da EDs, (dose efetiva para matar 50% dos
vermes) em cepas menos susceptiveis ao praziquantel, foram, significativamente, diferentes e
trés vezes maiores do que as doses utilizadas em cepas sensiveis. William e Botros (2004)
também relataram uma maior EDs, para isolados menos susceptiveis ao praziquantel. Além
disso, observaram uma correlagdo negativa entre o influxo de célcio, a contragdo muscular e a
EDsy. Alteracdes na expressdo da enzima citocromo-c oxidase em cepas de S. mansoni
resistentes e susceptiveis ao praziquantel ja foram observadas (Pereira et al. 1998). Porém, a
relacdo entre a redugdo da atividade da enzima e o fendtipo da resisténcia ndo foi esclarecido.
Uma diminui¢do na magnitude do dano causado no tegumento dos vermes resistentes quando
comparado a schistosomos sensiveis foi também observada (William et al., 2001). Apesar
desses estudos, investigacdes sobre os mecanismos de resisténcia ao praziquantel sdo
dificultadas devido a auséncia de uma clara compreensdo do modo de acdo desta droga, no
Schistosoma (Redman et al. 1996).

Nos ultimos anos, o sistema excretor de schistosomos tem recebido maior atengao,
devido a sua importancia na excre¢ao de residuos metabdlicos e xenobioticos criticos para
sobrevivéncia deste organismo. Além disso, evidéncias sugerem que este sistema possua um
importante papel na interagcdo parasito — hospedeiro. Todos os platelmintos, incluindo o S.
mansoni possuem um sistema excretor protonefridial, responsavel pela maior parte da sua
atividade excretora (Wilson & Webster 1974). O sistema protonefridial do Schistosoma
consiste de multiplas células flama com tibulos ramificados, ligados pelo epitélio, além de
possuir uma vesicula excretdria (poro) a qual se comunica com 0 meio externo por meio de
um nefridioporo.

Sato et al. (2002) descreveram uma técnica para avaliar a atividade excretora do S.
mansoni, utilizando o marcador fluorescente denominado Resorufin, o qual ¢ um substrato
para a P-glicoproteina (Pgp). A Pgp, assim como outras proteinas associadas a resisténcia a
multi drogas (MRP), sdo proteinas transportadoras ligadas & membrana e dependentes de
ATP, caracteristica que as coloca dentro da superfamilia de transportadores ABC (“ATP-
binding cassette””) A Pgp ¢ uma proteina de aproximadamente 170 KDa, localizada em
superficies epiteliais e endoteliais do corpo humano, incluindo figado, rins, trato
gastrintestinal e a barreira hematoencefalica, onde tem um papel importante na absorcao,

eliminagdo e distribuicdo de muitos xenobidticos, incluindo uma grande variedade de drogas



(Schinkel et al. 2003). A presenca de homologos de Pgp, MRP, ambas transportadores ABC,
vem sendo descrita em protozoarios (Ullman 1995, Ouelltte et al. 2001), nematddeos e
trematodeos, inclusive no S. mansoni (Bosch et al.1994). Estes transportadores vém sendo
freqlientemente relacionados com a resisténcia de células, principalmente tumorais, a varias
drogas (Stavrovskaya 2000, Sukhai & Miller 2000, Frézard et al. 2001). Além disso, tem sido
observado o envolvimento desses tranportadores na resisténcia de alguns parasitos a drogas
antiparasitarias (Gueiros-Filho et al. 1995, Martin et al. 1987). Por meio da utilizacao de
varias substancias, inibidoras da Pgp e de outros transportadores de membrana, Sato et al
(2002) observaram que a Resorufin ¢ excretada dos vermes adultos de S. mansoni por uma
suposta Pgp expressa no epitélio do sistema excretor do parasito, semelhante a das células dos
mamiferos (Bosch et al. 1994). O trabalho de Sato et al. (2002) traz novas perspectivas a fim
de se estudar o sistema excretor desse parasito, até entdo, ndo estudado devido a falta de
técnicas estaveis para monitorar a atividade excretora.

Com base nessas informagdes, o estudo das drogas OXA e PZQ sobre o sistema
excretor deste parasito, ¢ de grande interesse uma vez que ndo se tém dados sobre a agdo
destas nesse sistema. Além do mais, a atividade excretora desempenhada pela Pgp, assim
como a recuperagdo do dano causado no tegumento, pela agdo do PZQ, sdo processos que
dependem da sintese de novas proteinas. Sabendo-se que a OXA tem como principal
mecanismo de a¢do a inibi¢cdo da sintese de acidos nucléicos, seria de grande valia explorar a
acdo conjunta destas duas drogas (OXA e PZQ), sobre o sistema excretor e sobre a membrana
tegumentar do parasito. Apesar de muitos estudos terem sido realizados, a fim de avaliar a
eficacia da associagdo, ainda ¢ polémico o uso desta ndo se obtendo, até o momento, um
resultado claro sobre esta combinacdo. Enquanto alguns trabalhos demonstram um efeito
sinérgico da associagdo OXA/PZQ, outros ndo obtém uma boa resposta, utilizando-se esta
mesma associacdo. Desta maneira, fica dificil chegar a uma conclusdo sobre o tema,
principalmente devido a diferengas metodoldgicas entre os estudos.

Nosso estudo visa contribuir para elucidar as reais vantagens da associagdo
OXA/PZQ, bem como de sua possivel sinergia. Ao mesmo tempo, o esclarecimento do local
de atuag¢do desta associagdo no parasito, podera fornecer subsidios importantes para o
desenvolvimento de estratégias, tanto para a sintese de novos compostos, como para novas
abordagens metodologicas na terap€utica da esquistossomose, uma vez que se faz necessario,
a busca por novas alternativas, a fim de evitar e/ou retardar o aparecimento de cepas
resistentes. Desta forma, este trabalho vem discutir a associagdo OXA/PZQ utilizando para

isto, testes “in vivo ” aliados a técnicas de fluorescéncia “in vitro”.



2 Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito das drogas oxamniquina,
praziquantel e da associagdo destas drogas sobre o verme adulto de S. mansoni em

experimentos “in vivo” e “in vitro”.

2.2. Objetivos especificos

1. Verificar e avaliar a eficicia da associagdo oxamniquina/praziquantel, em
comparagdo com as drogas isoladas, no tratamento da esquistossomose mansoni experimental
(cepa LE), através da reducdo da carga parasitaria.

2. Descrever, por meio da microscopia de fluorescéncia, as possiveis alteracdes em
nivel do sistema excretor e do tegumento do parasito, quando expostos as drogas oxamniquina

e praziquantel, isoladamente ou em associagao, “in vitro” e ‘in vivo™.



3 Materiais e métodos

3.1. Animais e parasitos

Camundongos Mus musculus, albinos, sem linhagem definida, fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade, pesando em média 25g, nascidos e criados no biotério
do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz; foram utilizados nos
experimentos, para avaliacdo da atividade das drogas. Os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas e alimentados com ragdo comercial e 4gua, em todos experimentos.

Os procedimentos realizados com os animais foram submetidos 2 Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Fundag¢do Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ).

As cercarias de Schistosoma mansoni, cepa LE (Belo Horizonte), usadas para
infec¢do, foram fornecidas pelo Moluscario do CPqRR, onde o ciclo do parasito ¢ mantido
rotineiramente, por mais de 30 anos, utilizando-se o modelo Biomphalaria glabrata —

camundongo - Biomphalaria glabrata.

3.2. Teste de toxicidade aguda

Para o teste de toxicidade aguda foram selecionados 120 camundongos fémeas,
pesando entre 25 a 30 gramas. Os animais foram pesados e divididos em seis grupos
devidamente identificados. Os animais do grupo 1 receberam a DLs, (dose letal efetiva para
50% dos animais) da OXA (Mansil — pfizer), equivalente a 1300mg/Kg de peso (Foster et al.
1973), aos animais pertencentes ao grupo 2 foi administrado a DLsy do PZQ
(Farmanguinhos/FIOCRUZ), aproximadamente, 2650mg/Kg segundo Frohberg (1982). O
grupo 3 recebeu a associagdo das correspondentes DLs) de OXA e PZQ (1300mg/Kg +
2650mg/Kg respectivamente). Ao grupo 4 foi administrada a metade das doses
correspondentes as DLssp de OXA e PZQ (650mg/Kg + 1325mg/Kg respectivamente). Os
grupos 5 e 6 receberam metade da DLsy de OXA (650 mg/Kg) e PZQ (1325 mg/Kg),
respectivamente. Com a ajuda de gral e pistilo, os comprimidos de PZQ foram macerados
para a obten¢do do medicamento em po. As capsulas de OXA foram abertas para utiliza¢do
do pd. Os fatores de correcdo correspondentes a cada medicamento foram calculados em
fungdo da quantidade de principio ativo de cada comprimido ou capsula. As drogas foram
pesadas separadamente por grupo, considerando-se o peso médio de cada grupo, suspendidas
em 6mL de 4dgua destilada e administradas aos animais individualmente por via oral

(gavagem), recebendo cada animal 0,3mL da droga suspensa em dgua. Nos grupos que



receberam ambas as drogas, essas foram administradas separadamente (0,3 ml de cada droga).

Os camundongos foram observados durante 24 horas.

3.3. Testes “in vivo” para avaliacao da eficicia da associacdo oxamniquina/praziquantel

Estes testes foram realizados para avaliar a redu¢do da carga parasitaria apds o

tratamento com a associagdo OXA/PZQ e comparé-los as drogas usadas separadamente.

3.3.1. Obtencéo, concentracdo, contagem de cercarias e infec¢do dos animais

Para obtenc¢do das cercarias, caramujos da espécie B. glabrata, infectados ha mais de
30 dias com miracidios de S. mansoni, foram colocados em um becker contendo agua
desclorada e expostos a luz artificial, durante duas horas. A contagem das cercarias foi
realizada, retirando-se uma aliquota do becker, a qual foi distribuida em uma placa escavada.
As cercarias foram mortas com lugol e contadas com auxilio de lupa. As aliquotas foram
ajustadas, a fim de se obter uma concentragdo equivalente a 50 +5 cercarias, em um volume
de 0,2 mL.

A infeccdo dos camundongos foi feita individualmente, no dorso, por via subcutinea,
segundo Pellegrino e Katz (1968), utilizando uma seringa de ago-inox com volume ajustavel.

Um total de duzentos e quatro animais foram infectados recebendo cada um 50 + 5 cercérias.

3.3.2. Tratamento

Apos 45 dias de infecgdo, os camundongos foram pesados com o auxilio de balanca
eletronica digital e divididos em grupos de 12 animais cada. Os animais foram tratados com
OXA (Mansil — Pfizer S. A) ou PZQ (FIOCRUZ/Brasil) ou a associagdo OXA/PZQ, com a
dose ajustada por quilo de peso de acordo com cada grupo experimental. Com a ajuda de gral
e pistilo, os comprimidos de PZQ foram macerados para a obtengcdo do medicamento em po.
As céapsulas de OXA foram abertas para utilizagdo do pd. Os fatores de corregdo
correspondentes a cada medicamento foram calculados em fun¢do da quantidade de principio
ativo de cada comprimido ou céapsula. As drogas foram pesadas em balanga analitica,
suspendidas em agua e administradas por via oral com o auxilio de seringa e agulha propria
para gavagem. Os tratamentos foram realizados individualmente e em dose Unica. Trés
experimentos distintos foram realizados e os seguintes esquemas terapéuticos administrados:
Os animais do primeiro experimento foram tratados com 50, 100 e 200 mg/Kg de OXA; 200 e
400 mg/kg de PZQ; 50mg/Kg de OXA associado a 200mg/kg de PZQ e 100mg/Kg de OXA

combinado a 200mg/Kg de PZQ. No segundo e terceiro experimentos, foram administrados



100 mg/Kg de OXA; 200 mg/kg de PZQ e 100mg/Kg de OXA combinado a 200mg/Kg de
PZQ, sendo que para o terceiro experimento, os grupos foram compostos por 15 animais cada.

Os grupos controles dos experimentos nao receberam tratamento (Quadro 1).

Quadro 1 - Grupos experimentais e tratamentos

Grupo | n°de animais Tratamento

1 12 Controle

2 12 200mg/Kg de PZQ

3 12 400mg/Kg de PZQ
Experimento 1 4 12 50mg/Kg de OXA

5 12 100mg/Kg de OXA

6 12 200mg/Kg de OXA

7 12 50mg/Kg de OXA +200mg/Kg de PZQ

8 12 100mg/Kg de OXA +200mg/Kg de PZQ

1 12 Controle
Experimento 2 2 12 200mg/Kg de PZQ

3 12 100mg/Kg de OXA

4 12 100mg/Kg de OXA + 200mg/Kg de PZQ

1 15 Controle

2 15 200mg/Kg de PZQ
Experimento 3 3 15 100mg/Kg de OXA

4 15 100mg/Kg de OXA +200mg/Kg de PZQ

3.3.3. Perfusdo — Recuperacédo dos vermes adultos

Trinta dias apds o tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. A perfusdo dos camundongos foi realizada individualmente, segundo a técnica de
Pellegrino e Siqueira (1956): apds exposi¢do das visceras, a veia porta foi seccionada,
proximo a penetragao no figado e a porc¢do terminal do intestino foi amarrada. Com o auxilio
de uma agulha, acoplada a um pipetador automatico (Brewer), foi injetada solugdo
heparinizada (0,016% = 0,83 Ul/mL) de salina 0,85% na aorta toracica, permitindo assim, a
perfusao das veias mesentéricas e a recuperagdo dos vermes adultos existentes. A perfusao do
figado foi realizada através de inje¢do da solucdo de salina descrita anteriormente no hilo
hepético. Os parasitos foram coletados em becker de 200 mL, lavados em solugdo salina e

contados com auxilio de lupa, separando-se machos de fémeas (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema de infecgdo, tratamento e perfusio

3.4. Experimentos “in vitro” - Avaliacdo da atividade excretora e do dano causado no

tegumento através de sondas fluorescentes

3.4.1. Fluorescéncia (Microscopia de Fluorescéncia)

O fenémeno da fluorescéncia pode ser descrito suncintamente como um tipo de
emissao de luz (luminescéncia) em que um corpo (sonda fluorescente ou fluoréforo) absorve
luz e logo depois a emite. A absor¢do de luz ocorre de uma fonte de energia, que no caso da
microscopia de fluorescéncia provem de fotons emitidos de uma radia¢do luminosa (lampada
incandesente de mercurio, UV). Os fluordforos sdo projetados para localizar uma area
especifica da amostra a ser observada ou para responder a um estimulo especifico. Assim,
esses fluordforos permitem detectar componentes particulartes de um complexo biomolecular,
inclusive de células vivas, ajudando na visualizacdo de estruturas, compostos ou processos em

curso em um determinado material em estudo.

3.4.2. Marcacao dos parasitos com sondas fluorescentes

Para avaliar o efeito das drogas OXA e PZQ e da associacdo destas, sobre o
funcionamento do sistema excretor e sobre a camada superficial do tegumento do verme
adulto de S. mansoni, foram realizados diferentes experimentos, utilizando marcadores
fluorescentes (sondas) e microscopia de fluorescéncia.

As sondas utilizadas nos experimentos foram:



a) Resorufin

Figura 5 - Estrutura molecular da Resorufin. (fonte: Sato et al. 2002)

A Resorufin (Figura 5) ¢ um sal sodico (7-hidroxi 3-fenoxazina), de natureza
fluorescente e um modulador/substrato da P-glicoproteina (Pgp) (utilizada por: Sato et al.
2002). A Resorufin difunde-se passivamente através do tegumento dos vermes adultos de S.
mansoni ¢ ¢ excretada do mesmo, através de uma suposta Pgp expressa no epitélio excretor.
Assim, avaliamos o efeito das drogas OXA e PZQ sobre a atividade excretora, mais
precisamente sobre a Pgp, utilizando a Resorufin. A Resorufin foi obtida da Sigma Chemical
Co. St. Louis, MO, USA, sob a forma de p6 e diluida em dgua destilada obtendo-se uma

solugdo estoque com concentragdo de 10 mg/mL.

b) Hoechst 33258
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Figura 6 - Estrutura molecular da Hoechst 33258.  (fonte: Handbook of fluorescent Probes 2002 -
Molecular Probes)

A Hoechst 33258 (Figura 6) (bis benzamida) (2,4 hidroxifenil 5, 4 metil, 1 piperazina
2,5 bi H-benzimidazol) é uma sonda hidrofilica e fluoresce somente quando se liga ao DNA
das células. Porém, por ser hidrofilica s6 consegue se difundir para o interior das células
quando hé presenga de lesdes, atuando como um indicador de integridade de membrana. A
observacdo do dano causado pelas drogas OXA e PZQ sobre a membrana tegumentar foi
determinada pela fluorescéncia emitida pela sonda Hoechst 33258, quando esta foi capaz de
se ligar ao DNA. As areas com fluorescéncia (azul) corresponderam a regides lesadas

(ultilizada por: Lima et al. 1994a). A Hoechst 33258 foi obtida da Sigma Chemical Co. St.



Louis, MO, USA, sob a forma de p6 e diluida em agua destilada obtendo-se uma solucao

estoque com concentracao de 10 mg/mL.

c) Alexa-Fluor 488 faloidina
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Figura 7 — Estrutura molecular da Alexa Fliior 488 faloidina. (fonte: Handbook of fluorescent Probes
2002 - Molecular Probes)

A AlexaFluor 488 faloidina (Figura 7) liga-se especificamente a actina (Utilizada por
Waterman-Store et al. 2000). A actina ¢ um dos constituintes internos dos tubérculos dos
vermes adultos de S. mansoni. A presenga de dano no parasito causado pela acdo das drogas
OXA e PZQ pode levar a exposicdo de actina, a qual ira se ligar a faloidina que esta
conjugada com a Alexa flaor 488 (fluor6foro). Assim, areas de fluorescéncia (verde) se
referem a areas onde houve a exposicao de actina. A Alexa Fluor 488 utilizada em nossos
experimentos foi obtida da Molecular Probes Inc, Eugene, Oregon, USA, sob a forma liquida

e diluida em metanol obtendo-se uma solugdo estoque com concentragdo de 1mg/mL.

d) Lectina de Glicine max (soybean) (SBA) conjugada a tetrametil rodamina
isotiocianato (TRITC)



Figura 8 - Estrutura da rodamina isotiocianato.  (fonte: Handbook of fluorescent Probes 2002 -
Molecular Probes)

As lectinas sdo proteinas, e entre essas a lectina de glicine max se liga a carboidratos
de membrana, mais especificamente a N-acetilgalactosamina (fragao glicidica de glicolipideos
e glicoproteinas) composto abundante nas membranas celulares. A lesdo da membrana celular
pode levar a exposi¢do de N-acetilgalactosamina a qual ira se ligar a lectina de Glicine max
que por sua vez estd ligada ao fluoréforo TRITC (tetrametil rodamina isotiocianato) (Figura
8). Assim, a fluorescéncia (vermelha) proveniente da TRITC ¢é referente a locais de dano,
onde houve a exposicdo de N-acetilgalactosamina (utilizada por Lima et al 1994b). A lectina
de Glicine max foi obtida da Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA, sob a forma de p6 e
diluida em meio de cultura RPMI-1640, obtendo-se uma solug¢ao estoque com concentragao

de Img/mL.

e) AF-18 (5-octadecanoilaminofluoresceina)
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Figura 9 — Estrutura molecular da AF-18. (fonte: Handbook of fluorescent Probes 2002 - Molecular
Probes)

A AF-18 (5-octadecanoilaminofluresceina) (Figura 9) insere-se na monocamada
externa da superficie da membrana (Figura 10) e tem sua difusdo aumentada para o interior

desta quando ha presenca de lesdes. A ocorréncia de danos na membrana tegumentar do



parasito, faz com que haja uma internaliza¢do da fluorescéncia que antes ficava restrita a
superficie da membrana. A AF-18 foi obtida da Molecular Probes Inc, Eugene, Oregon, USA
sob a forma liquida e diluida em metanol obtendo-se uma solucao estoque com concentragao

de Img/mL.

Figura 10 — Inser¢do da sonda 5-octadecanoilaminofluresceina (AF-18) dentro da membrana. (fonte:
Cox & Radolf. 2001)

Apesar das sondas Alexa-Fluor 488 e AF-18 possuirem comprimentos de ondas
proximos, referentes a excitagdo e emissdo, sendo usado para elas um mesmo filtro, foi
possivel utilizar as duas sondas simultdneamente, devido a diferenca de estabilidade entre
elas. A Alexa-Fluor ¢ uma sonda estavel, ao passo que a AF-18 possui baixa estabilidade.
Assim, apos poucos minutos sob a incidéncia de luz ultra violeta (UV), a AF- 18 perde a sua
capacidade de emitir fluorescéncia, fendmeno conhecido como “photobleaching” enquanto

que a Alexa Fluor continua a emitir fluorescéncia por um longo periodo de tempo.

3.4.3. Perfusdo — Obtencédo dos parasitos para uso nas técnicas de fluorescéncia

Camundongos com 6 a 7 semanas de infec¢dao foram sacrificados por “overdose” de
pentobarbital sdédico 3% (Hypnol - Fontoveter), administrado por via intraperitoneal (+ 0,2
mL). Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos através da perfusdo retrograda do
figado, de acordo com o método de Smithers e Terry (1965): posteriormente a exposi¢ao das
visceras abdominais e do coragdo, a veia porta foi seccionada, na altura dos rins, com o
auxilio de uma agulha conectada a uma seringa. Imediatamente, na parte inferior dos
ventriculos do coracdo foi injetado meio de cultura RPMI — 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) heparinizado (0,016% = 0,83 UI/mL), obtendo-se assim, os
parasitos. Estes foram lavados com meio de cultura RPMI — 1640, contendo 0,3% de soro

albumina bovina (BSA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).



3.4.4. Experimento 1 - Avaliacéo da atividade do sistema excretor do verme adulto de S.

mansoni exposto ao PZQ, antes ou ap6s marcac¢do com a sonda Resorufin

Posteriormente a perfusdo, os vermes adultos foram lavados e transferidos para 4
placas de cultura (4 pares por placa), contendo meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 5%(v/v) de soro bovino fetal inativado (SBF)
(Gibco Limited, Paisley, Scotland) e 10puL (100pg) de ampicilina (solugdo estoque 10
mg/mL) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), perfazendo um volume final de 2 mL
para cada placa. Em duas, das quatro placas, adicionaram-se 10 pL de Resorufin (solucao
estoque a 10mg/mL) que entdo, foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO, por 30 minutos.
Apods este periodo, foram adicionados a uma das placas 10 pL de metanol (controle),
enquanto na outra placa, foram adicionados 10 pL de uma solu¢do estoque de PZQ a
0,Img/mL. Estas placas foram novamente incubadas por 15 minutos, nas mesmas condi¢des
anteriores. Ao final deste periodo, os vermes foram lavados 5 vezes com 2mL de meio de
cultura RPMI-1640 suplementado com 0,3% (p/v) de soro albumina bovina (BSA) e
preparados para a visualizacdo no microscopio. Paralelamente, foram adicionados em uma das
duas placas restantes, 10 uL. de metanol, enquanto que na outra, foram adicionados 10 pL de
uma solucgdo estoque de PZQ a 0,Img/mL. As placas foram incubadas por 15 minutos, como
descrito anteriormente. Ao término desta incubag¢ao, os vermes foram lavados, uma vez, com
2mL de meio contendo 0,3% (p/v) de BSA e colocados novamente em meio de cultura RPMI-
1640 suplementado com SBF inativado e ampicilina, como anteriormente descrito. Em
seguida, foram adicionados 10uL. de Resorufin (solucao estoque 10mg/mL), em cada placa,
incubando-as por 45 minutos, nas mesmas condi¢des anteriores. Apos a incubacdo, os vermes
foram lavados 5 vezes com 2mL de meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 0,3%

(p/v) de BSA, para posterior observagao no microscéopio de fluorescéncia (Figura 11).
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Figura 11 - Esquema do experimento 1

3.4.5. Experimento 2 - Avaliacéo da atividade do sistema excretor do verme adulto de S.

mansoni expostos a diferentes concentracgdes de praziquantel

Apds a perfusdo e obtencdo dos vermes adultos, estes foram lavados e transferidos
para 4 placas de cultura (4 pares por placa), contendo meio de cultura RPMI —1640
suplementado com 5% (v/v) de SFB inativado, 10puL (100pg) de ampicilina (solugdo estoque
10mg/mL). Em seguida, os mesmos foram expostos a diferentes concentragdes de PZQ (0,5; 1
e 2 ug/mL), por 15 minutos em estufa a 37°C com 5%CO,. As solugdes estoque de PZQ (0,1;
0,2 e 0,4 mg/mL) foram preparadas em metanol. Ao controle foram adicionados 10uL de
metanol. As placas apresentaram um volume final de 2 mL. Apos o periodo de incubagdo, os
vermes foram lavados uma vez com 2 mL de meio de cultura contendo 0,3% (p/v) de BSA.
Novamente, estes foram incubados, por 1 hora, nas mesmas condi¢des anteriores, porém sem

a presenca da droga. Ao fim deste periodo, o meio de cultura foi trocado e adicionou-se a cada



placa 10uL de Resorufin (solugdo estoque 10mg/mL). As placas foram colocadas por mais 30
minutos na estufa. Ao término desta terceira e tltima incubagdo, os parasitos foram lavados 5
vezes com 2mL de meio de cultura RPMI —1640 contendo 0,3% (p/v) de BSA, para posterior

montagem da lamina e visualiza¢do no microscopio (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema do experimento 2

3.4.6. Experimento 3 - Avaliacéo da atividade do sistema excretor do verme adulto de S.

mansoni expostos as drogas isoladamente ou em associacao

Ap6s a perfusdo e lavagem, os vermes adultos de S. mansoni foram transferidos para 5
placas de cultura contendo meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 5% (v/v) SFB
inativado e 10uL de solugdo de ampicilina a 10mg/mL (100ug). Em cada placa foram
colocados 4 pares de vermes. Estes, foram expostos a OXA (50pug/mL) ou ao PZQ (2ug/mL)
ou a associagdo OXA + PZQ (50pug/mL + 2pg/mL e 25pg/mL + 1ug/mL), respectivamente.



Ao grupo controle foram adicionados 10puL. de metanol, mantendo assim, as mesmas
condi¢des dos grupos onde os parasitos foram expostos as drogas, uma vez que as solugdes
estoque de OXA (10mg/mL e 20 mg/mL) e PZQ (0,4mg/mL e 0,8mg/mL) foram preparadas
em metanol. O volume final de cada placa foi de 2 mL. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% CO; por 15 minutos. Apos o periodo de incubacdo os
vermes foram lavados uma vez com 2mL de meio de cultura RPMI-1640, contendo 0,3%
(p/v) BSA. Apos a lavagem, os vermes foram colocados novamente em meio de cultura
RPMI-1640 suplementado com 5%(v/v) de SBF inativado e ampicilina, como anteriormente
descrito. Os parasitos expostos, inicialmente, 8 OXA, e a associagdo OXA/PZQ, foram
novamente expostos a OXA na mesma concentragdo anterior, enquanto nas placas referentes
ao controle e ao PZQ foram somente adicionados 10uL de metanol. As placas, contendo os
vermes, foram mais uma vez, incubadas nas mesmas condi¢des anteriores por 2 horas. Ao
término deste periodo, foram adicionados 10uL de Resorufin (solugdo estoque 10mg/mL) em
cada placa, incubando-as novamente, por 30 minutos. Decorridos trinta minutos, os vermes
foram lavados 5 vezes com meio de cultura RPMI-1640 contendo 0,3%(v/v) de BSAe

preparados para observagao no microscopio de fluorescéncia (Figura 13).
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Figura 13 - Esquema do experimento 3

3.4.7. Experimento 4 - Avaliacdo do dano causado ao tegumento do verme adulto de S.
mansoni expostos a oxamniquina e ao praziquantel isoladamente ou em

associacao

Para realizacdo deste experimento, 0 mesmo procedimento aplicado no experimento 3
(3.4.6) foi utilizado. Porém, no lugar de adicionar 10uL de Resorufin (10mg/mL), foram
colocados 10uL de Hoechst 33258 (solu¢do estoque 10mg/mL), 5ul de Alexa Fluor 488
faloidina (solug¢do estoque 1mg/mL), 10ul de lectina de Glicina max (soja) SBA (solugdo
estoque Img/mL) e 50 ul de AF-18 (solucao estoque 1mg/mL); incubando-se as placas por 1
hora. Todas estas sondas foram empregadas com a finalidade de detectar danos causados na
membrana tegumentar dos parasitos. Ao final do experimento, os vermes foram lavados 3
vezes com 2ml de meio de cultura RPMI-1640, contendo 0,3% (p/v) de BSA e preparados

para leitura no microscépio (Figura 14).
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Figura 14 - Esquema do experimento 4

3.4.8. Experimento 5 - Tratamento “in vivo” com oxamniquina e praziquantel e

marcacao dos parasitos com Resorufin, “in vitro”

Dez camundongos, com 45 dias de infeccdo e infectados com 100 + 10 cercarias,
foram divididos igualmente, em cinco grupos, recebendo cada grupo um esquema terapéutico
diferente. Assim, os animais foram tratados com 400mg/Kg de PZQ, 200mg/Kg de OXA,
200mg/Kg de PZQ associado a 100mg/Kg de OXA e 400mg/Kg de PZQ associado a
200mg/Kg de OXA. O quinto grupo (controle) ndo recebeu tratamento. Duas horas apos o

tratamento, os animais foram perfundidos, para a obteng¢ao dos vermes.



Imediatamente ap6s a perfusdo e lavagem dos vermes, estes foram transferidos para 5
placas de cultura contendo 2mL de meio RPMI — 1640 suplementado com 5% (v/v) SFB
inativado ¢ 10uL (100pg) de ampicilina (solucdo estoque 10mg/ml). Em cada placa, foram
colocados 4 pares de vermes. Para avaliagdo da atividade do sistema excretor, foram
adicionados a cada placa 10puL de Resorufin (solugdo estoque 10mg/mL). As placas foram
incubadas por 30 minutos a 37°C em 5% CO,. Ao término deste periodo, os vermes foram
lavados 5 vezes com 2mL de meio de cultura RPMI-1640 com 0,3% (p/v) BSA.
Posteriormente, os parasitos foram preparados para leitura no microscopio de fluorescéncia

(Figura 15).
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Figura 15 - Esquema do experimento 5



3.4.9. Experimento 6 - Tratamento “in vivo” com oxamniquina e praziquantel e
marcacao dos parasitos com Alexa-Fluor 488, Hoechst 33258, lectin de Glicina
max soja (SBA) e AF-18 “in vitro”

Para realizacao deste experimento, 0 mesmo procedimento aplicado no experimento 5
(item 3.4.8) foi utilizado. Porém, no lugar de adicionar 10pL de Resorufin (10mg/mL), foram
colocados 10uL de Hoechst 33258 (10mg/mL), 5ul de Alexa Fluor 488 faloidina (solugao
estoque 1mg/mL), 10ul de lectina de Glicina max (soja) (SBA) (solugdo estoque 1mg/mL) e
50 ul de AF-18 (solugao estoque 1 mg/mL); incubando-se as placas por 1 hora a 37°C em
5%CO0,. Ao final do experimento, os vermes foram lavados 3 vezes com 2ml de meio de
cultura RPMI-1640, suplementado com 0,3% (p/v) BSA e preparados para leitura no

microscopio (Figura 16).

Controle Tratamento com I'ratamento com I'ratamento com I'ratamento com
400mg/Kg 200mg/Ke 200 mg/Kg PZO + 400 mg/Kg PZO +
PZQ OXA 100 mg/Kg OXA 200 mg/Kg OXA
o S
————
2 horas apos tratamento — Perfusiio para obtengio dos vermes

S e e e

Meio Meio Meio Meio Meio

——

| Adicionar em cada placa:
10pL de Hoechst 33258
SuL de Alexa Fluor 488
10uL de Lectina
S50uL deAF-18

l 1 hora 37°C 5% de CO»

Lavar (3x) com 2 mL de meio

l

Microscopia

Figura 16 - Esquema do experimento 6



3.5. Microscopia de Fluorescéncia (preparo das laminas para leitura)

Ao final de cada experimento, os parasitos foram transferidos para laminas delimitadas
por pequenas quantidades de vaselina, a fim de se evitar o extravasamento dos vermes para
fora da lamina e o achatamento dos mesmos, apos a colocagdo da laminula. Os parasitos
foram colocados nas laminas com pequena quantidade de meio de cultura suplementado com
1% de pentobarbital sodico a 3% (Hypnol — Fontoveter), para inibir a movimentagdo dos
parasitos. Em seguida, as laminas foram observadas em microscopio optico de fluorescéncia
(K - Zeiss) utilizando filtro Rodamina para Resorufin e lectina de Glicina max TRITC
(excitacao/emissao maxima da Resorufin 571/585 nm; excitagdo/emissdo maxima da TRITC
543/571 nm), FITC para Alexa-Fluor 488 ¢ AF-18 (excitagdo/emissdo maxima da Alexa-
Fluor 499/520 nm; excitacdo/emissdo maxima da AF-18 497/519nm) e DAP para Hoechst

33258 (excitagcdo/emissao maxima da Hoechst 352/455 nm).

3.6. Imagens fotograficas

As imagens deste estudo foram obtidas com maquina fotografica digital Cannon Rebel

modelo EOS 300D.

3.7. Analises estatisticas

Primeiramente foi verificado se os dados se ajustavam a curva normal de Gauss. Apds
verificagdo da ndo normalidade dos dados, testes ndo paramétricos foram aplicados.

Para avaliar se houve diferenga significativa entre os tratamentos e o controle, o
nimero total de vermes vivos recuperados nos grupos experimentais € no controle foram
comparados. Para tanto, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis, seguido de comparacdes
multiplas de Dunn’s. Este ultimo foi utilizado com o objetivo de verificar quais os
tratamentos foram eficazes na reducdo da carga parasitaria dos animais. Posteriormente, foi
realizada a comparagdo entre apenas, os tratamentos que se mostraram efetivos (apontados
pela primeira andlise), utilizando-se novamente o teste de Kruskal Wallis seguido de
comparagdes multiplas de Dunn’s. Assim, foi possivel identificar se houve diferenca entre os
tratamentos e qual (quais) o(s) tratamento(s) foram mais efetivos na diminui¢do da carga
parasitaria. Para comparar o nimero total de vermes vivos recuperados entre dois tratamentos
efetivos, quando em um deles ocorreu a cura de todos os animais (n° total de vermes vivos

recuperados igual a zero), o teste de Wilcoxon foi utilizado. A comparacao entre a propor¢ao



de vermes machos e fémeas obtidos em funcdo do tratamento com OXA ou PZQ, foi avaliada
através do teste do qui quadrado ().

Os testes utilizados (Kruskal-Wallis, comparagdes multiplas de Dunn’s ¢ Wilcoxon)
foram escolhidos por se adequarem a natureza dos dados e ao objetivo dos experimentos
(comparar os tratamentos).

A reprodutibilidade entre os experimentos foi verificada comparando-se os grupos
igualmente tratados pertencentes a experimentos diferentes. Assim, utilizou-se a ANOVA
quando os dados ajustavam-se a distribui¢do normal e o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney quando ndo seguiam a distribuicdo normal.

Todas as analises deste estudo foram realizadas com 5% de significancia utilizando-se

dos programas estatisticos MINITAB 13 e PRISMA 3.



4 Resultados

4.1. Efeito toxico da associacdo OXA/PZQ

A avaliagdo da toxicidade foi realizada a partir do nimero de animais mortos €

sobreviventes nos diferentes grupos, sendo os seguintes resultados encontrados:

Tabela 1 - Numero de animais vivos e mortos (observados durante 24 hs), apoés administracdo das

respectivas DLss

G NUmero de animais NUmero de animais NUmero total de
rupo
P sobreviventes mortos animais
DL 50PZQ (2650mg/Kg) 20 0 20
DL 50 OXA(1300mg/Kg) 09 11 20
DL 5,PZQ +
01 19 20
DL 5 OXA
15 DL 5o PZQ 20 0 20
1, DL 50 OXA 16 04 20
15 DL 5o PZQ +
16 04 20
15 DL 500XA

4.2. Eficécia da associacdo OXA/PZQ

Os camundongos com 45 dias de infec¢do foram submetidos ao tratamento com OXA
(50, 100 e 200 mg/Kg), PZQ (200 e 400 mg/Kg) ou a associacdo OXA/PZQ (50 mg/Kg de
OXA com 200mg/Kg de PZQ e 100 mg/Kg de OXA com 200mg/kg PZQ) e apds 30 dias de
tratamento realizou-se a perfusdo com conseqiiente recuperagdo dos vermes. A eficacia
terap€utica foi avaliada através do nimero de vermes vivos recuperados no mesentério e
figado dos animais. Os experimentos foram analisados separadamente e os resultados obtidos

estdo demonstrados a seguir.



Experimento 1

Tabela 2 - Numero de vermes vivos recuperados apos perfusdo das veias do mesentério e figado de
camundongos infectados com 50 cercarias, e tratados com OXA, PZQ ¢ a associagdo OXA/PZQ, trinta

dias apos tratamento.

NGmero de Distribuicdo dos vermes Namero total de
imai vermes
animais ao — -
Tratamento final do Mesenterio Figado recuperados

experimento & @ 49 & @ 49 J @ d+9

Controle 12 30 28 30(60) 02 0 01(02) 63 59 112
200mg/Kg PZQ 12 40 09 1224) 15 01 0 67 22 89
400mg/Kg PZQ * 10 19 02 0408) 02 0 0 23 06 29
50mg/Kg OXA 12 03 10 31(62) 0 01 01(02) 35 43 78
100mg/Kg OXA* 12 02 13 21(42) 03 03 01(02) 27 38 65
200mg/Kg OXA* 12 o0 2 0 0 0 0 ol 02 03
50mg/KgOXA+
200mgKe PO * 12 of 0 o0 0o 0 0 02 0 02
100mg/KgOXA+ 12 O 0 0 0 0 0 0 0 0

200mg/Kg PZQ) *

& - verme macho @ -verme fémea 4@ verme acasalado  * p <0,05

Para avaliar a eficicia da combinagdo OXA/PZQ, as comparacdes foram feitas,
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de comparag¢des multiplas de Dunn’s e o teste
de Wilcoxon. As andlises estatisticas demonstraram que 200mg/Kg de PZQ, assim como
50mg/Kg de OXA, empregados isoladamente, ndo tiveram efeito na reducdo da carga
parasitaria, ndo havendo diferencas significativas entre esses grupos e o controle. As
associagoes utilizadas (50mg/Kg de OXA + 200mg/Kg de PZQ e 100 mg/Kg de OXA + 200
mg/Kg de PZQ), bem como os tratamentos com 100 ¢ 200 mg/Kg de OXA e 400 mg/Kg de
PZQ foram satisfatorios na redugdo da carga parasitaria. O tratamento com 400mg/Kg de
PZQ mostrou-se semelhante ao tratamento com 100 mg/Kg de OXA, quando ambos foram
empregados isoladamente, ndo havendo diferencas significativas entre eles. Os dois
esquemas, com as drogas em associacdo, mostraram-se, significativamente, superiores aos
tratamentos com 100 mg/Kg de OXA e 400 mg/Kg de PZQ, utilizados separadamente. Porém,
ndo houve diferenga, estatisticamente significativa, entre o tratamento com 200mg/Kg de
OXA usada isoladamente, e os tratamentos onde as duas associacdes foram empregadas.
Contudo, 100mg/Kg de OXA associado a 200mg/Kg de PZQ foi o unico esquema terapéutico

a eliminar todos os parasitos.
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Grafico 1 - Grafico de dispersdo do numero total de vermes vivos recuperados por animal dos grupos controle e
experimentais e suas respectivas medianas referentes ao experimento 1. * p < 0,05 diferenga estatisticamente

significativa em relacdo ao grupo controle.

Experimento 2

Tabela 3 - Numero de vermes vivos recuperados apos perfusdo das veias do mesentério e figado de
camundongos infectados com 50 cercarias, e tratados com OXA, PZQ e a associagdo OXA/PZQ.

Trinta dias apds tratamento.

Distribuicéo dos vermes Numero total de
Numero de — - vermes

animais ao Mesentério Figado recuperados

Tratamento final do a+
experimento & Q 39 3 9 39 3 Q 0

Controle 12 65 51 39(78) 16 06 01(02) 121 97 218
200mg/Kg PZQ * 11 20 05 04(08) 03 01 0 27 10 37
100mg/Kg OXA* 12 02 05 03(06) 0 02 0 05 10 15
100mg/KgOXA+ 11 o 0 0 0 0 0 0 0 0

200mg/Kg PZQ *

& - verme macho @ - verme fémea JQ - verme acasalado *p < 0,05

Como o objetivo foi avaliar a eficacia da combinagdo de OXA com PZQ, as
comparagdes entre os tratamentos foram realizadas sempre com o grupo controle. A
comparagdo entre o grupo controle e 0s grupos experimentais, realizada através do teste de
Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas de Dunn’s, evidenciaram diferencas significativas
entre o grupo controle e todos os tratamentos, demonstrando que todos os tratamentos foram
efetivos na reducdo da carga parasitaria. O tratamento com a associagdo (100mg/Kg de OXA

+ 200mg/Kg de PZQ) mostrou-se mais eficaz do que o tratamento com 200 mg/Kg de PZQ,



quando utilizado isoladamente. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre o
tratamento com a associacdo e o tratamento com 100 mg/Kg de OXA. Da mesma forma, nio
foram observadas diferengas entre os tratamentos com 100mg/Kg de OXA e 200 mg/Kg de
PZQ, quando esses foram empregados isoladamente. O tratamento com a associagdo foi o

unico a eliminar todos os vermes dos animais.
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Grafico 2 - Grafico de dispersdo do numero total de vermes vivos recuperados por animal dos grupos controle e
experimentais e suas respectivas medianas referentes ao experimento 2. * p < 0,05 diferenga estatisticamente

significativa em rela¢do ao grupo controle.

Experimento 3

Tabela 4 - Numero de vermes vivos recuperados apos perfusdo das veias do mesentério e figado de
camundongos infectados com 50 cercarias, e tratados com OXA, PZQ e a associagdio OXA/PZQ.

Trinta dias apds tratamento.

Distribuicéo dos vermes Numero total de

Nl]'mer_o de vermes
Tratamento a?ilrr::lu;: ° Mesentério Figado recuperados
experimento 4 @ 492 4 Q9  J4Q 3 Qe 3+9Q
Controle 12 45 47 20(40) 14 16 03(06) 82 86 168
200mg/Kg PZQ * 14 23 08 06(12) 09 04 01(02) 34 20 54
100mg/Kg OXA * 14 02 27 0 0 0 0 02 27 29
100mg/KgOXA+ 11 o 0 0 0 0 0 0 0 0

200mg/Kg PZQ *

& - verme macho @ - verme fémea J&Q - verme acasalado * p < 0,05

Todos os grupos tratados tiveram uma diminui¢do da carga de vermes, em relagcdo ao

controle, estatisticamente significativa. Porém a associa¢do mostrou-se mais eficaz na redugao



do numero de vermes, quando comparada as duas drogas usadas isoladamente. Os grupos
tratados com 200mg/Kg de praziquantel ¢ 100mg/Kg de oxamniquina tiveram uma resposta
semelhante na redug¢do da carga parasitdria, ndo havendo diferenca significativa entre eles.

Mais uma vez, ndo houve recuperacdo de vermes nos animais do grupo onde a associagao foi

administrada.
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Grafico 3 - Grafico de dispersdo do numero total de vermes vivos recuperados por animal dos grupos controle e
experimentais ¢ suas respectivas medianas referentes ao experimento 3. * p < 0,05 diferenga estatisticamente

significativa em relagdo ao grupo controle.



4.2.1. Proporcao entre machos e fémeas relacionada ao uso de OXA ou PZQ

As analises realizadas pelo teste do % indicaram diferengas significativas na redugdo
de machos ou fémeas relacionada ao uso de OXA ou de PZQ. Os resultados mostram que em
todos os experimentos a OXA foi mais eficaz na redugdo dos parasitos machos, enquanto o

PZQ teve maior acdo na eliminacdo dos parasitos fémeas.
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Grafico 4 - Porcentagens de machos e fémeas vivos apds o tratamento com OXA ou com PZQ.

4.2.2. Reprodutibilidade dos experimentos

Para avaliar a reprodutibilidade dos testes, os experimentos foram comparados entre -
si comparando-se os grupos controles e os grupos tratados com o mesmo esquema
terapéutico. A analise de variancia revelou que nenhuma diferenca foi encontrada entre os
grupos controles (p = 0.096), demonstrando a homogeneidade tanto da infec¢do dos animais,
quanto da recuperagdo dos vermes. Entretanto, a analise de variancia revelou diferencga entre
os grupos tratados com 200mg/Kg de praziquantel, onde o experimento 1 apontou resultados
estatisticamente diferentes, quando comparados ao experimento 2 e 3. Porém, ndo foi
observada nenhuma diferenca significativa entre estes dois ultimos. Entre os demais grupos,
ndo foi observada nenhuma diferenca, demonstrando uma boa reprodutibilidade dos

experimentos (figura 17).
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Figura 17 - Graficos representativos da reprodutibilidade dos experimentos. Comparagdo entre grupos controles
(A); grupos tratados com 100mg/Kg de OXA (B); 200mg/Kg de PZQ (C); e com a associagdo de 100mg/Kg de
OXA com 200mg/Kg de PZQ (D).

4.3. Resultados dos experimentos “in vitro”

Como nos experimentos “in vivo”, os resultados dos experimentos “in vitro” serdo

descritos separadamente, de acordo com cada experimento realizado.

4.3.1. Efeito do PZQ sobre a excrecdo da Resorufin (Experimento 1)

Observou-se que os vermes expostos inicialmente a Resorufin e posteriormente
incubados com praziquantel, tiveram completa inibi¢do da atividade excretora, caracterizada
pelo acumulo de sonda em outros tecidos que ndo o sistema excretor. Os parasitos expostos

primeiramente ao PZQ e posteriormente a Resorufin, apresentaram nitida atividade excretora.



Assim, os resultados demonstraram que o PZQ foi capaz de interferir na atividade excretora
do verme adulto macho de S. mansoni, atuando, provavelmente, na Pgp e que o parasito
mostrou-se capaz de recuperar esta atividade quando o PZQ foi retirado do meio.

—
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Figura 18 — Marcagao dos parasitos com Resorufin. (A) verme adulto macho de S. mansoni exposto inicialmente
a Resorufin e posteriormente ao PZQ (0,5ug/mL). A sonda esta retida em outros tecidos que ndo o tubulo
excretor. (B) verme adulto macho de S. mansoni pertencente ao grupo exposto a 0,5ug/mL PZQ. E possivel

visualizar a sonda dentro do tubulo excretor (TP) e em algumas de suas ramificagdes (R).

4.3.2. Efeito de diferentes concentragdes de PZQ sobre o sistema excretor do verme
adulto de S. mansoni (Experimento 2)

Os vermes foram separados em grupos, que foram expostos a diferentes concentragdes
de PZQ (0,5, 1 e 2 pg/mL) e em seguida, incubados com Resorufin.

Em todos os vermes adultos machos foi observada a recuperagdo da atividade
excretora, que pode ser visualizada pela marcagdo final do sistema excretor, inclusive da
vesicula excretéria (nefridioporo). Esta recuperacdo pareceu ser influenciada pela
concentragdo da droga, uma vez que para a menor concentragdo (0,5ug/mL), a recuperagdo se
mostrou mais rapida, sendo observada uma marcagdo mais acentuada do sistema excretor. As
fémeas acasaladas pertencentes ao grupo controle, portanto, sem exposicao ao PZQ, ndo
apresentaram atividade excretora, sendo isto observado pela auséncia de marcacdo de seus
tubulos excretores com Resorufin. Porém, foi observado que algumas fémeas acasaladas,
expostas a droga, mostraram-se ativas enquanto outras ndo. As fémeas isoladas, independente
da exposicao ao PZQ, apresentaram nitida atividade excretora, sendo esta evidenciada pela

intensa marcacao do seu sistema excretor.
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Figura 19 - Marcag@o dos vermes com Resorufin, apds exposicdo ao PZQ. (A) verme macho do grupo controle.
Intensa atividade excretora visualizada pela marcagdo da porgdo final do sistema excretor. E possivel observar o
tubulo principal (TP) e o nefridioporo (N). (B) casal de vermes acasalados do grupo controle. O verme macho
(M) apresenta sistema excretor ativo, ao passo que ndo ha sinais de atividade excretora no parasito fémea (F).
(C) macho exposto ao PZQ na concentragdo de 0,5ug/mL. Marcagdo do sistema excretor: tabulo principal (TP) e
algumas ramificagdes (R). (D) tiibulo principal de uma fémea isolada exposta a 0,5ug/mL de PZQ. (E) macho
tratado com 1ug/mL de PZQ. (F) fémea acasalada sem atividade excretora tratada com 2pug/mL de PZQ.



4.3.3. Efeito das drogas OXA e PZQ, usadas isoladamente ou em associacdo, sobre a

atividade excretora do verme adulto de S. mansoni (Experimento 3)

Vermes adultos de S. mansoni foram incubados na presenga de OXA (50 pg/mL) ou
PZQ (2ug/mL) ou de ambas as drogas (25ug/mL + Ipg/mL e 50pug/mL + 2pg/mL,
respectivamente OXA + PZQ) e posteriormente incubados com Resorufin. A agdo das drogas
sobre a excrec¢ao da sonda estdo descritas abaixo:

Controle: Foi registrada a atividade excretora em todos os parasitos machos
pertencentes ao grupo controle. As fémeas por sua vez, tiveram seu sistema excretor
visualizado, portanto em atividade, somente quando isoladas, estando as fémeas pareadas sem
atividade.

PZQ: Os vermes machos ap6és contato com praziquantel apresentaram recuperagao da
atividade excretora, sendo possivel visualizar seu sistema excretor. Enquanto algumas fémeas
acasaladas mostraram seu sistema excretor bem ativo em outras, esta atividade ndo foi
observada. As fémeas isoladas, mais uma vez, mostraram estar providas de atividade. Estes
resultados confirmam os anteriores, onde os vermes foram expostos as diferentes
concentragoes de PZQ.

OXA: A atividade excretora tanto dos parasitos machos quanto fémeas apresentaram-
se ativos. A OXA induziu a separagdo dos vermes acasalados, ndo sendo observado nenhum
casal pareado no momento da leitura a0 microscopio. Dessa forma, nenhuma interferéncia
visivel sobre o sistema excretor desses parasitos foi notada.

OXA + PZQ: Na presenca de ambas as drogas foi possivel observar a recuperagdo do
funcionamento do sistema excretor dos vermes. No entanto, em alguns machos houve sinais
de atraso nesta recuperacao (Figura 20F), a qual foi sugerida devido a auséncia de marcagao
em alguns parasitos. Esta observacdo foi feita apenas para os parasitos expostos a
concentragdes maiores de ambas as drogas (50pug/mL OXA + 2ug/mL PZQ). Em adigdo, os
parasitos apresentaram-se levemente contraidos, o que demonstra um retardamento na
recuperagdo da sua forma, a qual ¢ totalmente restabelecida nos parasitos expostos somente ao
praziquantel (2pg/ml), sendo isto observado para as duas associagdes adotadas. Da mesma
maneira como observado para o PZQ empregado isoladamente, algumas fémeas acasaladas,
apresentaram o sistema excretor fortemente marcado enquanto outras ndo. Mais uma vez, as

fémeas isoladas, apresentaram o sistema excretor marcado, indicando atividade excretora.
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Figura 20 — Marcagdo dos parasitos com Resorufin. (A) macho ndo exposto a droga. Tubulo excretor (TP)
principal cheio de Resorufin. E possivel visualizar a atividade excretora através da saida de sonda pelo
nefridioporo (N). (B) macho colocado em presenga de PZQ. Porgdo final do sistema excretor e nefridioporo bem
visivel. (C) macho tratado com OXA. Visualizagdo de ramificagdes do sistema excretor. (D) Fémea isolada
também exposta & OXA. (E) fémea nio pareada exposta a de 50pg/mL de OXA associado a 2ug/mL de PZQ.
Observagdo do Tubulo excretor principal e do nefridioporo. (F) macho exposto a associagdo OXA/PZQ
(50pug/mL + 2ug/mL), ndo ha presenca de sonda no sistema excretor indicando um retardo na recuperagdo do
funcionamento do sistema excretor. (G) verme fémea ndo acasalado tratado com a combinagdo OXA/ PZQ
(50pg/mL +2pg/mL). Intensa marcagdo do seu tubulo excretor principal e ramificagdes (R). (H) verme fémea
acasalado com atividade excretora apos exposi¢cdo com OXA/PZQ (25pg/mL +1pg/mL). (I) Parasito macho,
exposto a associacdo OXA/PZQ (25pg/mL + 1pg/mL). Marcagdo da porcdo final do sistema excretor, nesta

concentra¢do ndo houve sinais de retardo na recuperagdo da atividade excretora.

4.3.4. Efeito das drogas OXA, PZQ usadas isoladamente ou em combinacdo sobre o

tegumento do verme adulto de S. mansoni (Experimento 4)

Para avaliar o dano causado no tegumento dos parasitos, os vermes expostos as drogas
OXA, PZQ ou ambas, foram incubados simultanecamente com Hoechst 33258, lectina de

Glicine max, Alexa Fluor 488 faloidina e AF-18. Neste experimento, as observacdes ficaram



restritas aos parasitos machos tendo em vista que os danos nos parasitos fémeas ndo se
mostraram claros. Os resultados estdo descritos a seguir:

Tanto o PZQ quanto a OXA, usados isoladamente, “in vitro” foram capazes de causar
pequenas lesdes no tegumento dos parasitos. As pequenas regides de dano puderam ser
observadas somente pela marcacdo com a sonda Hoechst 33258, a qual parece ter sido mais
sensivel em detectar as lesdes (Figura 21 C; Figura 21 D). As associagdes utilizadas
(25pg/mL + 1pg/mL e 50ug/mL + 2pg/mL, respectivamente OXA + PZQ) mostraram-se,
nitidamente, mais eficientes em lesar a membrana tegumentar dos parasitos (Figura 21 D;
Figura 21 E). Os danos, provocados pelo uso das drogas associadas, foram mais intensos e
mais difusos, podendo estes serem observados através da marcagdo com a sonda Hoechst
33258 e também com a sonda lectina de Glicine max (Figura 21 E; Figura 21 F). As sondas
AF-18 e Alexa fluor 488 faloidina, ndo se mostraram eficazes na marcacdo dos danos

causados pelas drogas, nas condi¢des experimentais adotadas.
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Figura 21 - Marcagdo dos danos através das sondas Hoechst 33258 (azul) e lectina de Glicine max
(vermelho). Os danos estdo apontados pelas setas. (A) verme macho (controle). (B) verme macho
exposto isoladamente ao PZQ (2pg/mL). (C) verme macho exposto a associagdo 2ug/mL de PZQ +
50ug/mL de OXA. (D) verme macho exposto a associacdo 1pg/mL de PZQ + 25ug/mL de OXA. As
lesdes apresentam-se bem evidenciadas quando as drogas sdo usadas conjuntamente. (E) parasito
macho exposto a 2pug/mL de PZQ + 50ug/mL de OXA. O dano pdde ser visualizado também com a
sonda lectina de Glicine max. (F) parasito anterior marcado na mesma regidao com lectina de Glicine
max.. (G) parasito macho exposto a 1pug/mL de PZQ + 25ug/mL OXA. Apesar de muito discreta, ¢

possivel observar a marcagao do parasito anterior com a sonda lectina de Glicine max (H).



4.3.5. Efeito do tratamento “in vivo”, com as drogas OXA e PZQ, isoladas ou em
associacdo, sobre o sistema excretor do verme adulto de S. mansoni

(Experimento 5)

Animais, com 6 a 7 semanas de infecc¢ao, foram tratados por via oral, em dose unica,
com OXA, PZQ ou a associagdo OXA/PZQ e apds duas horas do tratamento, foram
perfundidos para recuperagdo dos vermes, para posterior marcagdo destes com a sonda. Os
resultados obtidos estdo descritos a seguir:

Controle: Do mesmo modo que nos experimentos anteriores, foi registrada a atividade
excretora em todos os parasitos machos pertencentes a este grupo. As fémeas por sua vez,
tiveram seu sistema excretor marcado, somente quando isoladas, estando as fémeas pareadas,
novamente, sem atividade.

(PZQ) Os vermes, recuperados dos animais tratados com PZQ isoladamente,
apresentaram-se levemente contraidos. Diferentemente dos experimentos “in vitro” os
parasitos machos ndo apresentaram atividade excretora, enquanto as fémeas tanto sozinhas
quanto acasaladas apresentaram o sistema excretor bem visivel.

(OXA) Os parasitos recuperados dos animais tratados com OXA, mais uma vez,
mostraram uma tendéncia a se desacasalarem, sendo encontrado maior nimero de fémeas
sozinhas, estas por sua vez, apresentando o sistema excretor ativo. Os vermes machos ndo se
mostraram com atividade, ndo sendo possivel a visualiza¢ao do seu sistema excretor.

(PZQ + OXA) Todas as fémeas acasaladas provenientes dos animais tratados com a
associacao apresentaram forte atividade do seu sistema excretor. Ao contrario dos

experimentos “in vitro” os vermes machos ndo apresentaram o sistema excretor ativo.
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Figura 22 - Atividade excretora apds tratamento "in vivo”. (A) verme fémea ndo acasalado proveniente dos
animais do grupo controle. (B - C) casal de verme acasalados recuperado dos animais tratados com 200mg/Kg de
OXA associado a 400 mg/Kg de PZQ. Nao ha atividade excretora nos parasitos machos. A fémea acasalada

encontra — se marcada, evidenciando a atividade do sistema excretor.

4.3.6. Efeito do tratamento “in vivo”, com as drogas OXA e PZQ, isoladas ou em

associacdo, sobre o tegumento do verme adulto de S. mansoni (Experimento 6)

Do mesmo modo que no experimento anterior, animais, com 6 a 7 semanas de
infec¢do, foram tratados por via oral, em dose Unica, com OXA, PZQ ou a associagdo
OXA/PZQ e ap6s duas horas do tratamento, foram perfundidos para recuperagdo dos vermes,
para posterior marcagao destes com as sondas. Os resultados obtidos estao descritos a seguir:

Todos os vermes provenientes dos animais tratados com OXA, PZQ ou a associacdo
OXA/PZQ tiveram lesdes em seu tegumento, estes sendo visualizados pela marcagdo com as
sondas: Hoechst 33258; Hoechst 33258, lectina de Glicine max e Alexa Fluor 488 faloidina; e
com Hoechst 33258, lectina de Glicine max e Alexa Fluor 488 faloidina, respectivamente. Os
vermes pertencentes aos animais tratados com 400 mg/Kg de PZQ isoladamente, bem como
com as associagdes, apresentaram-se ligeiramente contraidos. Os parasitos recuperados dos
animais tratados com a combinacdo OXA/PZQ, nas duas concentra¢des utilizadas,
apresentaram danos mais pronunciados e mais compactos, quando comparados aos
observados nos vermes obtidos dos animais tratados somente com PZQ. Assim como no

experimento “in vitro” s6 os machos foram observados.
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Figura 23 — Marcagdo dos danos causados no tegumento apés administracdo das drogas “In vivo”.
Marcagdo com Hoechst 33258 (azul), lectina de Glicine max (vermelho) e Alexa Fluor 488 faloidina
(verde). (A, B e C) vermes do grupo controle. Nao ha presenca de danos. (D, E, F, G, H, [ e J) vermes
provenientes dos animais tratados com 400mg/Kg de PZQ. E possivel visualizar as lesdes que estio
marcadas com Hoechst 33258, lectina de Glicine max e Alexa Fltor 488 faloidina (areas com

fluorescéncia).
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Figura 24 — Marcacdo dos danos causados no tegumento apds administragdo das drogas. (A e B)
parasitos obtidos dos camundongos tratados com 200 mg/Kg de OXA. (C, D, E e F) vermes
recuperados dos animais tratados com a associagdo OXA/PZQ (100mg/Kg + 200mg/Kg,
respectivamente), presencga de lesdes marcadas com Hoechst 33258 (azul) e Alexa Fluor 488 faloidina
(verde).
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Figura 25 — Marcacdo dos danos causados através da lectina de Glicine max (vermelho). (A, B e C)
vermes recuperados dos animais tratados com a associagio OXA/PZQ (100mg/Kg + 200mg/Kg,
respectivamente), presenga de lesoes. (D e E) parasitos provenientes dos animais tratados com ambas
as drogas (200mg/Kg de OXA + 400 mg/Kg de PZQ). Os danos se mostram mais intensos. As lesdes
causadas pela associacdo sdo mais compactas do que as provocadas pelo PZQ na dosagem de

400mg/Kg de PZQ, como mostrado pela marcagdo com lectina de Glicine max .



5 Discussao

Atualmente, encontram-se disponiveis no mercado, duas drogas para o tratamento da
esquistossomose mansoni: oxamniquina (OXA) e praziquantel (PZQ). No entanto, alguns
estudos tém demonstrado a existéncia de cepas resistentes a esses farmacos, podendo isto
representar, no futuro, um grande problema para o controle e tratamento desta parasitose
(Katz et al. 1973, Guimaraes et al. 1979, Fallon & Doenhoff 1994, Aratjo et al. 1996, Ismail
et al. 1996, Coelho et al. 1997, Ismail et al. 1999, Bonesso-Sabadini et al. 2002). Dessa forma,
alternativas que busquem evitar e/ou retardar o aparecimento de resisténcia devem ser
consideradas, uma vez que o empenho e os recursos disponiveis para o desenvolvimento de
novas drogas sdo limitados. Os grandes laboratorios t€ém como prioridade o lucro, ficando os
farmacos utilizados para terapéutica das parasitoses em segundo plano, salientando-se que sao
comercializados em regides pobres.

A associacdo OXA/PZQ poderia ser de grande valia na terapéutica da
esquistossomose, visto que estes dois firmacos possuem mecanismos de acdo diferentes,
podendo ter, assim, um efeito complementar (Delgado et al. 1992). Entretanto, as restri¢des
feitas ao emprego tanto da OXA quanto do PZQ isoladamente, bem como em associagao,
dizem respeito, principalmente, aos seus possiveis efeitos toxicos sinérgicos e/ou aditivos.

Foster et al. (1973) descreveram a DLsy da OXA em camundongos como sendo de
1300mg/Kg, enquanto Foherberg (1982) considerou a DLsy para o PZQ uma dose de
aproximadamente 2650mg/kg. Embora os trabalhos relacionados a toxicidade da associagdo
OXA/PZQ sejam escassos, alguns estudos referentes ao tratamento da esquistossomose
humana, empregando a combinacdo OXA/PZQ, descrevem a existéncia de poucos efeitos
colaterais, os quais se apresentam leves e de curta duragdo, ndo sendo observadas reagdes
superiores aquelas esperadas para o uso das drogas isoladamente (Zwingerberger et al. 1987,
Campos et al. 1985, Creasey et al. 1986, Gryschek et al. 2004).

Com base em estudos anteriores, o nosso trabalho procurou inicialmente avaliar o
efeito letal da associagdo OXA/PZQ, em camundongos ndo infectados, utilizando-se
conjuntamente as suas DLs 5. Os resultados obtidos mostraram que a associa¢ao das DLss, de
OXA e PZQ (1300mg/Kg e 2650 mg/Kg, respectivamente) gerou uma alta taxa de
mortalidade dos animais (95%), quando comparada as DLssyp de cada droga empregada
isoladamente (55% para OXA e 0% para PZQ, respectivamente). Tal fato poderia ser
explicado por um efeito toxico sinérgico na associagdo entre OXA e PZQ, quando esses
medicamentos sdo associados em doses proximas as suas DLs 590 A OXA possui um baixo

indice terapéutico. Dessa forma, supde-se que o efeito toxico gerado pela OXA possa ser



acentuado pelo uso do PZQ, uma vez que a DLsy do PZQ, empregada isoladamente, ndo foi
capaz de causar a morte de nenhum animal. Entretanto, a associacdo da metade das DLsy de
OXA e PZQ (650mg/Kg e 1325 mg/Kg, respectivamente) causou somente 20% de
mortalidade, porcentagem esta, que foi similar aquela encontrada para a 2 da DLsy de OXA,
utilizada separadamente (Tabela 1). Isto sugere que a toxicidade da associacdo OXA/PZQ
esteja ligada as doses utilizadas. Assim, parece ndo existir um aumento na toxicidade quando
as drogas sdo associadas em doses, significativamente inferiores as suas DLss

A DLsy da OXA para camundongos (1300mg/Kg), segundo Foster et al. (1973), foi
confirmada em nosso estudo, onde obtivemos 45% de mortalidade. Contudo, o mesmo nio foi
observado para o PZQ, onde a DLs, (2.650 mg/Kg) sugerida por Foherberg (1982), ndo foi
efetiva para provocar a morte de nenhum animal. Todavia, nossos resultados foram
semelhantes aqueles obtidos por Tonelli et al. (1995) quando administraram DLssy de PZQ e
OXA em camundongos Balb-c. A taxa de mortalidade para o grupo que recebeu a DLsy PZQ
foi de 5%, enquanto para o grupo da OXA foi de 56%. Em funcad dos nossos dados e dos
encontrados na literatura, torna-se claro que sdo necessarios mais estudos para avaliar a
toxicidade da combinacdo OXA/PZQ, bem como ajustar a DLsy para o PZQ.

Nas ultimas décadas, pesquisas t€m sido realizadas para avaliar o efeito da associagdo
OXA/PZQ na terapéutica da esquistossomose (Shaw & Brammer 1983, Zwingerberger et al.
1987, Campos et al. 1989, Delgado et al. 1992, Gryscheck et al. 2004). Bons resultados foram
obtidos no tratamento de camundongos, no periodo patente de infec¢do, com a combinagao de
baixas doses de OXA e PZQ (Shaw & Brammer 1983, Delgado et al. 1992, Campos et al.
1989). Campos et al. (1985), entretanto, ndo obtiveram vantagens na terapéutica experimental,
empregando as drogas de forma conjunta, porém, neste estudo, o tratamento foi realizado no
periodo pré-patente de infeccdo, estdgio da doenga onde vermes imaturos encontram-se
presentes. Segundo alguns autores (Foster et al 1971, Xiao et al. 1985), as formas jovens do
parasito sdo naturalmente menos sensiveis tanto 8 OXA quanto ao PZQ.

Do mesmo modo, o uso da combinagdao OXA/PZQ, no tratamento da esquistossomose
humana, mostrou-se melhor do que o tratamento realizado com as drogas utilizadas
individualmente, como demonstrado por Zwingerberger et al. (1987), Campos et al. (1985),
Pugh e Tesdale (1983) e Creasey et al. (1986). Entretanto, outros autores (Farid et al 1990,
Prata et al. 1986, Gryscheck et al 2004) ndo conseguiram os mesmos resultados. Talvez, a
discordancia entre os resultados seja devido as diferengas nas metodologias utilizadas.

Nossos resultados, referentes ao tratamento da esquistossomose experimental,
mostraram que diferentes combinagdes de OXA/PZQ (50mg/Kg OXA + 200mg/Kg PZQ e
100mg/Kg de OXA + 200mg/Kg PZQ), bem como o tratamento com 200mg/Kg de OXA,



administrada isoladamente, foram semelhantes e eficazes na reducdo da carga parasitaria dos
animais, ndo havendo diferencas significativas entre eles. Contudo, o tratamento com as
drogas em associagao, mostrou-se melhor na redugao da carga parasitaria dos animais, quando
comparados aos demais tratamentos, onde o PZQ foi empregado separadamente (200mg/Kg
PZQ e 400mg/KgPZQ). A dose de 100mg/Kg de OXA usada de forma isolada se mostrou
menos eficiente frente ao tratamento com as associagdes de (50mg/Kg de OXA + 200 mg/Kg
de PZQ e 100 mg/Kg de OXA + 200mg/Kg de PZQ), sendo semelhante somente a associagao
de 100mg/Kg de OXA + 200 mg/Kg de PZQ em um dos experimentos. O tratamento com 50
mg/Kg de OXA de forma isolada, ndo apresentou nenhum valor terapéutico. Embora o
tratamento com 200mg/Kg de OXA tenha sido similar ao obtido empregando-se a associag@o
de 50mg/Kg de OXA + 200 mg/kg PZQ, foi utilizado neste ultimo, "2 e ' das doses
consideradas curativas para OXA e PZQ, respectivamente. Além disso, as combinagdes
mostraram-se melhores do que o tratamento com 400 mg/kg de PZQ, droga considerada,
atualmente, como primeira escolha no tratamento da esquistossomose (Doenhoff 2002). E
bom ressaltar ainda que apesar do tratamento com 200mg/Kg de OXA ser semelhante
estatisticamente ao tratamento com a associacdo de 100mg/Kg de OXA e 200 mg/Kg de PZQ,
este ultimo esquema foi o unico capaz de eliminar todos os parasitos (Tabelas 2, 3 e 4). Além
disso, no presente estudo, também foram observadas diferengas significativas na mortalidade
entre machos e fémeas relacionadas ao uso de OXA ou do PZQ, onde o PZQ foi mais eficaz
na elimina¢do dos parasitos fémeas e a OXA na diminui¢cdo do nimero de vermes machos.
Este resultado confirma estudos prévios descritos na literatura (Cioli et al. 1995, Pica
Mattoccia et al. 2004) e corroboram a idéia de uma possivel a¢do sinérgica ou complementar,
considerando-se o sexo dos parasitos, entre as duas drogas, o que explicaria as maiores taxas
de cura alcangadas com o uso da associacdo. Diante da provavel agdo sinérgica, o possivel
modo de atuagdo desta, foi investigado “in vitro”.

Sato et al (2002) observaram o efeito modulador de algumas drogas, previamente
conhecidas por interagirem com proteinas transportadoras de células animais, sobre o sistema
excretor do verme adulto macho de S. mansoni. Para tanto, fizeram uso de uma sonda
fluorescente denominada Resorufin, a qual por sua vez ¢ um substrato da Pgp.

Os resultados obtidos na nossa pesquisa revelaram que o PZQ foi capaz de paralisar a
atividade excretora dos vermes adultos machos de S. mansoni. Tal fato pode ser observado
pela marcagao dos parasitos com Resorufin anteriormente a exposi¢do com PZQ (item3.4.4).
Esta droga impediu a saida da sonda (substrato da P- glicoproteina - Pgp) para o meio externo
(Figura 18 A). Assim, sugere-se pela primeira vez, que de alguma forma o PZQ, atue no

sistema excretor, interferindo na atividade da Pgp. O mesmo resultado foi observado por Sato



et al. (2002) na presenca da amilorida (inibidor da bomba de Na" e da Na" /H ™ ATPase).
Assim como o PZQ, a amilorida interferiu, significativamente, na excrecdo da Resorufin.
Entretanto, por se tratar de compostos completamente diferentes, fica dificil inferir alguma
relacdo entre os resultados. Algumas hipdteses, porém, podem ser consideradas para justificar
os resultados encontrados no nosso estudo: a) € possivel que o PZQ atue na deplecdo de
energia, através do aumento do influxo de calcio para os tecidos, levando a um consumo
excessivo de ATP, o que poderia vir a inibir a Pgp; b) o PZQ pode atuar como um substrato
inibidor competidor da Pgp; ¢) o PZQ pode-se ligar diretamente a Pgp, perturbando a
excrecdo da Resorufin; d) o PZQ pode atuar, indiretamente, na excrecdo da Resorufin,
afetando os fosfolipidios da membrana tubular, fazendo com que a sonda se disperse para
outros locais que nao o sistema excretor (Harder et al. 1988), ou ainda; e) a simples contragao
induzida pelo PZQ, provocaria um retardo na excre¢do da sonda devido a auséncia de um
fluxo de contetdo intestinal, proveniente da motilidade do 6rgdo excretor. Assim, a sonda
teria maior possibilidade de se difundir para os tecidos circunjacentes (sugestdo dada pelo Dr.
Guilherme Corréa). No entanto, esta ultima hipdtese foi testada por nds (trabalhos
preliminares, 2005), através de uma outra droga (Rompun - Bayer), também capaz de causar a
contragdo muscular do verme. Apesar das duas drogas dificultarem a saida de Resorufin para
0 meio externo, o uso de Rompun parece nao ter interferido na Pgp, uma vez que foi possivel
observar a marcagao de alguns tibulos excretores e ramificagdes, o que nao foi observado
com o uso do PZQ. Assim, sugere-se que a contracdo, por si s6, ndo ¢ capaz de inibir a
excre¢ao da sonda Resorufin.

Um fato interessante foi que, apds a exposi¢do dos parasitos, por 15 minutos ao PZQ,
seguida da retirada da droga, com posterior marcacdo dos mesmos com Resorufin,
observamos a recuperacdo da atividade excretora dos vermes machos, sendo possivel
visualizar o tubulo excretor (Figura 18 B). Observamos também, que esta recuperacio
pareceu ser influenciada pela concentragdo da droga. Como descrito no item 4.3.2 dos
resultados: quanto menor a concentracdo da droga, mais rapida a recuperagdo da atividade
excretora (Figura 19 C e Figura 19 E). Este comportamento poderia ser explicado pela maior
ou menor saturagdo da Pgp, pelo seu putativo substrato (PZQ). Assim quanto menor a
concentracdo do PZQ mais rapida parece ser a recuperagdo da atividade da proteina
transportadora. Este fato reforca a hipdtese de que o PZQ possa ser um substrato inibidor
competidor da Pgp. Por outro lado, ¢ possivel que o PZQ ndo sé atue inibindo a atividade da
Pgp, mas também, possa ser um estimulo para regular a atividade desta glicoproteina.

A expressdo e atividade da Pgp, em células de varias espécies, estdo ligadas a uma

variedade de estimulos endogenos e ambientais, tais como: presenga de agentes citotoxicos,



irradiagdo, choque térmico (Suhai & Piquete-Miller 2000), que sdo capazes de desencadear
um “stress” celular. Em resposta a estes estimulos, a Pgp ¢ ativada no intuito de compensar
este “stress” e manter a integridade da célula. Além disso, segundo Stavrovskaya (2000), a
Pgp ¢ facilmente ativada em diferentes situagdes e ndo somente sob a influéncia de fatores
capazes de provocar injuria celular. Baseado nessas informagdes, o PZQ, por si s6 ou as
alteracdes provocadas por ele no parasito (Ex: dano no tegumento) poderiam ser interpretadas
pelas células, como sinais para transcri¢ao, induzindo um aumento na sintese de novas
moléculas de Pgp. Collet et al. (2004) demonstraram que substratos da P-glicoproteina com
alta permeabilidade na membrana, como o propanolol e o verapamil, estimularam um
aumento de 4 a 6 vezes na expressao do RNAm para o gene MDRI (gene que codifica a Pgp
para células humanas), em células epiteliais do intestino. A inducdo da Pgp pelos seus
substratos foi rédpida com significante aumento dos niveis desta glicoproteina, ocorrendo
dentro de 3 horas. Em adicdo, observamos, na presente pesquisa, que apos exposi¢do dos
vermes ao praziquantel e posterior incubacdo com OXA, alguns parasitos machos
demonstraram sinais de atraso na recuperacdo da atividade excretora (Figura 20 F). O
principal mecanismo de acdo da OXA esta relacionado a sua capacidade de inibir a sintese de
acidos nucléicos (Pica-Mattoccia 1989). De tal modo, uma possivel explicagdo para o atraso
na recuperagdo da atividade excretora seria a inibi¢do ou o retardo na transcricdo de
moléculas de Pgp, causada pela atuacdo da OXA. Diferentemente do PZQ, a exposicao dos
vermes somente a OXA nao causou nenhuma interferéncia na excre¢ao da Resorufin. A
presenca da OXA, isoladamente, ndo prejudicou a atividade excretora. Esses dados talvez
possam auxiliar a explicar a possivel agdo sinérgica sugerida para a associagdo OXA/PZQ.

Os resultados do nosso estudo, referentes ao comportamento dos vermes fémeas,
demonstraram que fémeas isoladas, independentemente da exposi¢do as drogas, apresentaram
seu sistema excretor ativo, sugerindo que nessas fémeas, a Pgp esteja em constante atividade.
Por outro lado, as fémeas acasaladas, que nao foram expostas as drogas, nao mostraram sinais
de atividade excretora, sugerindo, assim, que em tais condi¢des, as fémeas ndo apresentam
atividade detectavel da Pgp. Entretanto, para as fémeas acasaladas que foram expostas as
drogas (OXA, PZQ ou a associagdo) foi observada a atividade excretora de alguns parasitos,
enquanto, outras ndo apresentaram sinais de atividade. Assim como Sato et al (2002), nossos
resultados demonstraram grande variabilidade, no que diz respeito ao sistema excretor dos
vermes fémeas. Sato et al. (2002) optaram por trabalhar somente com parasitos machos,
devido a grande variagdo nas respostas apresentadas pelas fémeas frente a diferentes
moduladores da Pgp. Dessa forma, torna-se complicado levantar suposi¢des que justifiquem

os nossos achados. No entanto, alguns fatos serdo considerados.



Existem muitas diferencgas entre os vermes machos e fémeas, ndo somente no que se
refere a sua morfologia e fungdo, mas também diferencas bioquimicas (Coles 1973). Coles
(1973), baseado em diferengas encontradas entre isoenzimas esterases provenientes de fémeas
acasaladas e ndo acasaladas, recuperadas de um mesmo animal, sugere que possa haver uma
relacdo funcional entre os dois sexos. Ja estd comprovado que a maturidade sexual da fémea
de S. mansoni é alcancada somente na presenca do macho, sendo que na auséncia deste, ela
nao se desenvolve completamente (Pica-Mattoccia et al. 2004, Hernandez et al. 2004). Isto, de
algum modo, caracteriza certa dependéncia da fémea em relacdo ao macho. Além desses
estudos, Cheng et al. (2005) demonstraram, através de andlise protedmica, diferencas na
expressao de proteinas entre vermes machos e fémeas de S. japonicum apds o acasalamento.
Segundo os autores, as principais funcdes destas proteinas estdo ligadas a transducao de
sinais, ao metabolismo e a regulagdo transcricional.

Essas observagdes poderiam explicar, em parte, os resultados obtidos. E provavel que
as fémeas isoladas tenham uma fun¢do metabdlica relacionada ao sistema excretor dependente
do macho. De tal modo, os vermes fémeas acasalados teriam uma dependéncia do
metabolismo do macho e este, por sua vez, participaria, de alguma forma, do mecanismo
funcional de excre¢do da fémea, e assim sendo, poderia ser capaz de inibir o sistema excretor
da mesma. Por outro lado, no intuito de garantir sua sobrevivéncia e integridade, os vermes
fémeas isolados expressariam genes e proteinas necessarias a sua sobrevivéncia individual, o
que explicaria a presenca de atividade excretora em todos os parasitos fémeas ndo acasalados,
independente da exposicdo as drogas. Entretanto, a presenca de agentes agressores (Ex: OXA,
PZQ, sistema imune) que ameacem a sobrevivéncia dos parasitos tanto machos quanto
fémeas, poderiam estimular ou regular a atividade excretora dos vermes com a finalidade de
garantir a integridade de ambos os sexos. E possivel que na presenca de agentes agressores, 0
funcionamento do sistema excretor, somente do macho, ndo seja suficiente para garantir a
integridade de ambos, considerando-se que haja uma dependéncia da funcdo excretora da
fémea em relacdo ao macho. Isto explicaria a marcacdo do sistema excretor em algumas
fémeas acasaladas expostas as drogas e em outras ndo. Além disso, as diferentes marcagdes
observadas pela exposi¢do a OXA e ao PZQ poderiam ser decorrentes dos diferentes modos
de acdo destas drogas, levando-se em consideragdo que esses dois medicamentos agem de
maneira diferente no que diz respeito ao sexo dos parasitos. Por outro lado, observamos que
quando os parasitos foram recuperados de animais tratados “in vivo”, os resultados foram,
surpreendentemente, diferentes daqueles onde os vermes foram expostos diretamente as
drogas (experimento “in vitro”). Os vermes machos obtidos de animais, que receberam PZQ,

OXA ou a associagdo OXA/PZQ, ndo apresentaram atividade excretora, ao passo que as



fémeas tanto acasaladas quanto isoladas, apresentaram nitida atividade excretora. E provavel
que dependendo das circunstancias, do meio onde se encontram, assim como da atividade a
ser desempenhada, as fémeas necessitem de uma eficiente atividade excretora. Bosch et al.
(1994) descreveram a proteina SMDR2 (“Schistosoma Multi Drug Resistance”), como sendo
um homologo da Pgp, e em adicdo, observaram que a expressdo desta proteina ¢ mais
acentuada em vermes adultos fémeas do que nos machos. Por outro lado, cabe destacar que no
presente estudo, os parasitos além de entrarem em contato com as droga, foram expostos ao
sistema imune dos animais. Sabe-se que o sistema imune atua concomitantemente com as
drogas PZQ e OXA na eliminagdo dos parasitos (Brindley et al. 1987, Fallon et al. 1996,
Ribeiro et al. 2004). Em adi¢do, a membrana de machos e fémeas apresenta diferentes
propriedades e comportamento quando estes encontram- se em cultura (Lima et al. 1994b).
Assim, a presenca do sistema imune do parasito, bem como a exposi¢do as drogas podem ter
interferido tanto na difusdo da sonda (Resorufin) para dentro dos vermes, quanto na
interpretacao dos sinais para transcri¢do de novas moléculas de Pgp. Isto explicaria, em parte,
a maior atividade das fémeas em relacdo ao macho quando expostos as drogas “in vivo”,
levando a resultados diferentes dos encontrados “in vitro ™.

O estudo da glicoproteina do S. mansoni deve ser aprimorado, no intuito de pesquisar
a importancia deste transportador no mecanismo de resisténcia do verme ao praziquantel. E
bom ressaltar que este trabalho ¢ o primeiro a descrever a influéncia do PZQ na atividade
excretora. Como ja proposto por Sato et al. 2002, a resisténcia ao PZQ e a outros
esquistossomicidas, pode aparecer ndo somente em parasitos geneticamente selecionados, mas
pode ser induzido nesses trematddeos por uma variedade de interacdes ligadas a Pgp
homologa desses vermes. Por outro lado, Bosch et al. (1994) nao encontraram nenhuma
relagdo entre a resisténcia a hicantona e a OXA e a expressao de SMDR2, suposta pelos
mesmos autores como sendo um homologo da Pgp. Mais estudos, contudo, devem ser
realizados para confirmar este fato. Além disso, futuros trabalhos devem ser desenvolvidos
para estabelecer as reais diferencas, bem como a influéncia do meio externo na atividade
excretora relacionada ao sexo desses trematodeos.

Apesar de possuirem diferentes mecanismos de a¢do, alguns estudos tém demonstrado
que os farmacos disponiveis para o tratamento da esquistossomose, OXA e PZQ, sdo capazes
de causar dano na membrana tegumentar dos vermes adultos (Melhorn et al. 1981). Neste
trabalho, também avaliamos a capacidade da OXA e do PZQ e da associacido OXA/PZQ,
causar dano no tegumento. Para isto, foram utilizados alguns marcadores fluorescentes:
Hoechst 33258, lectina de Glicine max, Alexa Fluor 488 faloidina e AF-18, especificos para o

DNA das células, carboidrato de membrana (N-acetilglicosamina), actina e lipideos,



respectivamente. Os resultados desses experimentos demonstraram que as drogas utilizadas
“in vitro” tanto separadamente, quanto em associa¢ao foram capazes de lesar o tegumento dos
parasitos (Figura 21). Uma observagdo interessante foi que as lesdes presentes nos vermes
expostos a ambas as drogas puderam ser visualizadas com as sondas Hoechst 33258 e lectina
de Glicine max, ao passo que os danos existentes nos parasitos expostos a apenas a uma das
drogas foram observados somente através da marcagdo com Hoechst 33258. A sonda Hoechst
33258 parece ser muito sensivel na marcacao das regides onde ha presenca de dano, sendo
que qualquer estrago ou lesdo no tegumento do verme, por menor que seja, ¢ marcado
precisamente, por esta sonda. Ao contrario, 0 mesmo nao foi verificado pela lectina de Glicine
max. E provavel que para serem marcadas com lectina de Glicine max as lesdes tenham que
ser mais intensas ou em maior niamero, ja que esta sonda possui uma menor sensibilidade para
marcar as lesdes. Dessa forma, quanto maior e/ou mais intensos forem os danos maior a
possibilidade de serem marcados pela lectina de Glicine max . Assim, ¢ possivel que a
associagdo tenha causado um dano mais intenso do que as drogas empregadas isoladamente,
sugerindo um efeito sinérgico da combinacao. Isto explicaria porque somente foi possivel
observar os danos causados nos parasitos expostos as drogas isoladamente, com a sonda
Hoechst 33258, enquanto que os vermes expostos a associa¢do puderam ser marcados com as
duas sondas. Este efeito sinérgico poderia ser baseado em duas hipoteses: a) € possivel que a
OXA acentue as lesdes provocadas pelo PZQ, ja que por si s0, ela ¢ capaz de causar dano no
tegumento; b) por outro lado, a OXA poderia atuar inibindo ou retardando a sintese de novas
proteinas pelo parasito, dificultando, ou at¢ mesmo impedindo o reparo da membrana
tegumentar do S. mansoni.

As sondas AF-18 e Alexa Fluor 488 faloidina usadas nos experimentos onde os
vermes foram expostos as drogas “in vitro”, ndo se mostraram sensiveis para marcar os danos
causados pelos farmacos, tanto separadamente quanto associadas. Parece haver uma relagao
entre a intensidade do dano e a marcacdo dos parasitos pelas sondas. Nossos resultados
sugerem que a medida que os danos se tornam mais intensos e/ou maiores as sondas Hoechst
33258, lectina de Glicine max, Alexa Fluor 488 faloidina ¢ AF-18, nesta ordem, vao se
tornando mais eficazes na demonstracdo das lesdes. Este fato, provavelmente deve-se a
diferengas na difusdo das sondas no tegumento do verme, a qual provavelmente pode
aumentar, quando as lesdes se tornam mais graves. Talvez, os danos causados pelo uso das
drogas “in vitro” nao tenham sido suficientes, para que pudessem ser marcados pela Alexa
Fluor 488 faloidina e pela AF-18. De qualquer modo, podemos afirmar que o dano foi mais
intenso quando a associacdo OXA/PZQ foi empregada, em virtude da marcagdo simultanea

com Hoechst 33258 ¢ com lectina de Glicine max (Figura 21 E, F, G e H).



No que concerne ao dano causado no tegumento, os resultados dos experimentos nos
quais os vermes foram recuperados dos animais tratados “in vivo”, utilizando-se as drogas
isoladas ou em associagdo, reproduziram nossos resultados onde os vermes foram expostos
diretamente as drogas “in vitro”. Contudo, as lesdes dos parasitos recuperados dos animais
tratados com PZQ isoladamente, puderam ser visualizadas pelos marcadores Hoechst 33258,
lectina de Glicine max e Alexa Fluor 488 faloidina, enquanto que os danos provocados pela
OXA, somente foram marcados com Hoechst. Dessa forma, sugere-se que os parasitos
obtidos dos animais tratados com PZQ tenham sofrido danos no tegumento mais graves do
que os sofridos pelos parasitos expostos ao PZQ “in vitro” e pelos parasitos recuperados dos
animais tratados com OXA. A explica¢do para tal observacdo, seria a presenca do sistema
imune do hospedeiro, o que causaria danos maiores e/ou mais intensos. Ja foi demonstrado
que o PZQ atua em sinergia com o sistema imune do hospedeiro (Brindley et al. 1987, Fallon
et al. 1992, Ribeiro et al. 2004). Assim, a presenca de anticorpos (Acs), na superficie do
parasito, facilita a sua ligacdo com as células de defesa do hospedeiro, podendo potencializar
o dano causado no tegumento. Os vermes coletados dos animais tratados com a combinagdo
OXA/PZQ também apresentaram lesdes, que, foram igualmente marcadas com Hoechst
33258, lectina de Glicine max ¢ Alexa Fluor 488 faloidina. Embora as lesdes tenham sido
mais intensas nos parasitos provenientes dos animais tratados com a associa¢ao de 400mg/Kg
de PZQ com 100mg/Kg de OXA, a combinagdo de 200mg/Kg de PZQ + 100mg/Kg de OXA
foi suficiente para provocar lesdes que puderam ser visualizadas por essas trés sondas (Figura
24 C, D ¢ E Figura 25 A e B). A marcagdo com lectina de Glicine max evidenciou que os
parasitos, recuperados dos animais tratados com 400mg/Kg de PZQ associado a 200mg/Kg de
OXA, tiveram danos mais extensos e compactos (Figura 25 D e E) do que aqueles tratados
somente, com 400 mg/Kg de PZQ (Figura 23 H e J). Assim, sugerimos que a associagao
OXA/PZQ tenha sido mais potente em lesar o tegumento, do que as drogas empregadas
isoladamente. Isto pode ser explicado mais uma vez, por uma agao sinérgica e /ou aditiva dos
medicamentos, ja discutida anteriormente, aliada a acdo do sistema imune, o que aumentaria
ainda mais, a eficacia terapéutica. Esses dados, podem ajudar a explicar a eliminagdo de todos
os parasitos, nos trés diferentes experimentos realizados, usando-se a associacdo de
100mg/Kg de OXA com 200 mg/Kg de PZQ. E importante salientar que a eliminagdo de
todos os parasitos ¢ de grande vantagem, uma vez que ¢ um meio de prevenir a selegdo de
linhagens resistentes por pressao quimioterdpica. Dessa forma, esperamos com este estudo
acrescentar novos elementos para determinar a pertinéncia e viabilidade da associagdo de
drogas esquistossomicidas, ja conhecidas OXA e PZQ, como uma alternativa terapéutica, para

o tratamento da esquistossomose.



6 Conclusdes

A partir do presente estudo, concluimos que:

e Os tratamentos realizados com as associacdes (50mg/Kg de OXA + 200
mg/Kg de PZQ) e (100mg/Kg de OXA + 200 mg/Kg de PZQ) se mostraram
mais eficientes, em reduzir a carga parasitaria dos animais quando comparadas
aos tratamentos com 200 e 400 mg/Kg de PZQ, empregados isoladamente. A
associacdo de 100mg/Kg de OXA + 200 mg/Kg de PZQ foi o tnico esquema
terapéutico a eliminar todos os parasitos, em todos os 3 experimentos, zerando
a carga parasitaria dos animais.

e O tratamento com OXA foi mais eficaz na eliminagao dos parasitos machos, ao
contrario do PZQ que teve maior eficacia na diminuicdo do nimero de vermes
fémeas, confirmando, assim, estudos anteriores.

¢ O PZQ interferiu na atividade excretora, inibindo a excre¢ao da Resorufin.

e A atividade excretora dos vermes machos estudados “in vitro” foi recuperada
apods remocao do PZQ do meio de cultura.

e Os parasitos fémeas de S. mansoni ndo acasalados (isolados), independente da
exposicdo as drogas, apresentaram nitida atividade excretora .

e Os parasitos fémeas acasalados, tanto “in vivo” quanto “in vitro” somente
apresentaram atividade excretora quando em presenca de agentes agressores
externos (drogas e sistema imune).

e O tratamento “in vivo” com PZQ causou danos mais extensos ao tegumento
dos parasitos em comparagdo com o tratamento realizado com OXA.

e A associagdo OXA/PZQ foi capaz de causar danos mais intensos, na
membrana tegumentar do verme adulto de S. mansoni, do que aqueles

provocados pelo uso das drogas separadamente, tanto “in vivo” quanto “in

Vitro”.
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