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RESUMO

Diversos autores ja relataram a existéncia de cepas de Schistosoma mansoni resistentes
ao praziquantel (PZQ). No entanto, um dos grandes problemas envolvidos no estudo destas
cepas esta relacionado com as dificuldades operacionais do método cléssico utilizado para
selecdo em condigdes laboratoriais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se sucessivos
tratamentos com PZQ em Biomphalaria glabrata infectadas com o parasito poderiam
selecionar um isolado resistente de maneira rapida, simples e econdmica. Para avaliar o grau
desta resisténcia, comparou-se a cepa padrdo (LE) e o isolado selecionado apds sucessivos
tratamentos na fase intramolusco (LE-PZQ) utilizando camundongos infectados. Para
avalia¢do da suscetibilidade do S. mansoni ao PZQ apds tratamentos na fase intramolusco,
caramujos da espécie B. glabrata foram infectados com S. mansoni (cepa LE) e tratados com
PZQ. No periodo em que os caramujos voltaram a eliminar cercarias, camundongos foram
infectados e tratados com diferentes dosagens de PZQ. Os célculos da EDso da cepa LE e do
isolado LE-PZQ foram realizados. Para o cultivo de vermes adultos, camundongos infectados
com cercarias LE ou LE-PZQ, apos 45 dias de infecgdo, foram tratados com PZQ e apos 2
horas, perfundidos. Os vermes recuperados foram cultivados por 7 dias. Para comparar a
atividade excretora, vermes LE ou LE-PZQ foram colocados em contato com a sonda
resorufim e, posteriormente, exposto ao PZQ. Para avaliacdo do dano causado ao tegumento,
os vermes LE e LE-PZQ foram expostos diretamente ao farmaco ou recuperados apds duas
horas do tratamento de animais infectados com LE ou LE-PZQ e, posteriormente, incubados
com a sonda Hoechst 33258. Os valores das EDso obtidos foram de 68mg/Kg e 362mg/kg
para a cepa LE e isolado LE-PZQ (p<0,05), respectivamente. Quanto ao cultivo dos vermes
adultos apods tratamento com dos camundongos com PZQ, verificou-se que os parasitos do
isolado LE-PZQ apresentaram-se menos contraidos do que a cepa LE. Em relagdo aos ovos,
observou-se ovos de todos os estadios e mortos no isolado LE-PZQ (>300) enquanto na cepa
LE, os ovos estavam em quantidade bem inferiores e, praticamente todos, mortos (£30 ovos).
Nos experimentos com a resorufim, os vermes adultos da cepa LE ndo apresentaram
marcacgdo pela sonda apo6s a exposi¢do ao PZQ in vitro, enquanto os do isolado LE-PZQ
permaneceram com o sistema excretor ativo e, portanto marcado. Nos experimentos com a
Hoechst 33258, parasitos do isolado LE-PZQ apresentaram lesdes menos intensas em seus
tegumentos do que os da cepa LE tanto apos exposicdo ao PZQ in vivo quanto in vitro. Desta
forma, foi demonstrado que a pressdo quimioterdpica com PZQ utilizando B. glabrata
infectadas com S. mansoni ¢ um método eficiente para sele¢do de isolados resistentes a este

farmaco.
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ABSTRACT

Various authors have already reported about Schistosoma mansoni isolates resistant to
praziquantel (PZQ). Nevertheless, one of the major problems involved in the study of those
isolates is related with operational drawbacks of the classical method used for selection under
laboratory conditions. Thus, the purpose of this study was to evaluate successive treatments
with PZQ administered in infected Biomphalaria glabrata, aiming at selecting a resistant
isolate in a rapid, simple and unexpensive manner. In order to evaluate the level of resistance,
the standard isolate (LE) was compared to that one obtained after successive treatments at the
intramolluscan phase (LE-PZQ), using infected mice. The susceptibility of S. mansoni to
PZQ, after treatments at the intramolluscan phase, was evaluated using B. glabrata snails
infected with S. mansoni (LE strain) and treated with PZQ. When the snails were again
shedding cercariae, mice were infected and treated with different doses of PZQ. EDsy for the
LE and LE-PZQ isolates were calculated. In order to obtain cultured adult worms, mice
infected with LE or LE-PZQ cercariae, after 45 days post-infection were treated with PZQ
and perfused after two hours. The recovered worms were cultured for 7 days. With the aim
to compare the excretory activity, LE or LE-PZQ worms were put in contact with the probe
resorufin, and afterwards exposed to PZQ. To evaluate the tegumental damages, the LE and
LE-PZQ worms were directly exposed to the drug or recovered after two hours post-treatment
of the animals infected with LE or LE-PZQ, and after that incubated with the probe Hoechst
33258. The EDs, values obtained were 68mg/Kg and 362mg/Kg for the LE and LE-PZQ
isolates, respectively (p<0,05). In relation to the culture of adult worms after treatment of
mice with PZQ, it was verified that the parasites of the LE-PZQ isolate were found to be less
contracted than those of the LE isolate. All stages of eggs, including the dead ones, could be
seen in the LE-PZQ (>300) isolate, whereas in the LE isolate the eggs were in lower numbers
and practically all dead (+ 30 eggs). In the experiments with the probe resorufin, the adult
worms of the LE isolate did not present labeling by the probe after exposure to PZQ in vitro,
whereas those ones of the LE-PZQ isolate remained with the excretory system active and
therefore labeled. In the experiments with the probe Hoechst 33258, the parasites of the LE-
PZQ isolate showed less intense tegumental damages than the ones of the LE isolate, after
exposure to PZQ in vivo and in vitro. In this way, it was demonstrated that the chemotherapic
pressure with PZQ using B. glabrata infected with S. mansoni is an efficient method for

selection of isolates resistant to the drug.
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1 INTRODUCAO

As doencas parasitarias representam um grave problema de saude publica em muitas
partes do mundo, particularmente em muitos paises em desenvolvimento, refletindo a situagdo

econdmica e social desses paises.

1.1  Esquistossomose

A esquistossomose continua sendo uma das infecg¢des parasitarias mais prevalentes no
mundo (Engels ef al., 2002). E uma doenga parasitaria que infecta mais de 207 milhdes de
pessoas em 76 paises, com mais de 779 milhdes de pessoas sob o risco de infec¢do ao redor
do mundo (Steinman ef al., 2006). Além disso, aproximadamente 280 mil mortes por ano sdo
atribuidas as esquistossomoses (Van der Wer et al., 2003). A doenga é cronica e insidiosa,
sendo pouco comum seu diagnostico em estagios iniciais; sua evolugdo pode levar ao
desenvolvimento de formas clinicas incapacitantes para homens e mulheres em suas idades
mais produtivas (Engels et al., 2002).

As esquistossomoses s@o causadas por trematodeos digenéicos, pertencentes ao género
Schistosoma. Das cinco espécies de Schistosoma que parasitam o homem, as de maior
relevancia sdo: Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), S. haematobium (Bilharz, 1852) e S.
japonicum (Katsurada, 1904) (Paraense, 1975), causadores, respectivamente, da
esquistossomose mansoni, esquistossomose hematdbica e esquistossomose japonica.

No Brasil, a esquistossomose ¢ causada pelo S. mansoni e consiste em um grave
problema de satude publica, abrangendo 19 estados. Nas regides sudeste e nordeste, existem
areas de intensa transmissdo, desde o Maranhao até o Espirito Santo ¢ Minas Gerais, enquanto
nas regides norte e sul, existem apenas areas de média extensdo e focos isolados (Coura &
Amaral, 2004; Teles, 2005). Segundo Katz & Peixoto (2000), mais de 8 milhdes de pessoas
estdo infectadas, enquanto outras 30 milhdes estdo expostas ao risco de infeccdo. Essa
endemia estd associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econdmico, 0 que gera a
necessidade de utilizagdo de dguas naturais contaminadas para o exercicio da agricultura,
trabalho doméstico e/ou lazer.

Schistosoma mansoni possui um ciclo evolutivo complexo que envolve uma
reproducdo assexuada ocorrida no molusco (hospedeiro intermediario) e uma reprodugdo
sexuada ocorrida no hospedeiro vertebrado.

O ciclo de vida do S. mansoni (Figura 1) tem inicio quando os ovos sdo eliminados nas
fezes do hospedeiro vertebrado (geralmente o homem) no meio aquatico. Os ovos eliminados

eclodem liberando os miracidios, que penetram no hospedeiro intermediério especifico, os
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caramujos, por movimentos rotatorios e agdo litica. Apds a penetracdo, ocorre a perda do
epitélio ciliar e a degeneracdo do terebratorium (extremidade anterior do parasito, onde se
encontram as terminac¢des das glandulas adesivas e de penetragdo). Apds uma série de
transformagdes morfoldgicas, a larva passa a ser chamada esporocisto primario e, na 2°
semana apds a penetragdo, esporocisto secundario. Ocorre, entdo, uma migracdo entre os
tecidos dos esporocistos, até alcancarem a glandula digestiva ou hepatopancreas. Esses
esporocistos secundarios sofrem modificagdes anatomicas, dando inicio a proliferagdo das
células germinativas e origem as cercarias de cauda bifurcada, apos 25 a 30 dias. Milhares de
cercarias sdo produzidas por cada esporocisto que as liberam de forma intermitente nas horas
mais claras do dia, ja que a liberagdo das cercarias pelos caramujos ¢ induzida pela luz e
temperaturas mais altas. As cercérias eliminadas pelo molusco nadam ativamente e, ao
encontrar o hospedeiro definitivo, penetram na pele ou mucosas e perdem a cauda,
transformando-se em esquistossomulos. Estes migram para os vasos sanguineos, dirigindo-se
aos pulmdes e destes, para o figado (onde ocorre a maturacdo dos vermes). Apds o
acasalamento, os vermes adultos alcancam as veias mesentéricas inferiores e realizam a
postura dos ovos. Parte desses ovos ganha a circulagdo e depositam-se no figado, gerando os
granulomas, enquanto outros ovos podem depositar-se nas paredes intestinais, ¢ parte destes

alcangar a luz intestinal, sendo eliminados pelas fezes, reiniciando o ciclo.
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Figura 1 — Ciclo evolutivo do S. mansoni
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Os hospedeiros invertebrados do S. mansoni sdo moluscos do género Biomphalaria,
pertencentes a subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora, familia Planorbidae. No Brasil,
existem dez espécies e uma sub-espécie pertencentes a esse género, mas somente trés ja foram
encontradas eliminando cercarias em condigdes naturais. So elas: Biomphalaria glabrata
(Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea (Dunker, 1848) (Paraense, 1975).
Caramujos da espécie B. glabrata possuem uma ampla distribuicdo geografica e quase sempre
associada a transmissdo da esquistossomose. De fato, B. glabrata ja foi notificada em 16
estados brasileiros, além de no Distrito Federal. Caramujos da espécie B. straminea
apresentam maior importancia epidemioldgica na Regido Nordeste. A espécie B. tenagophila
¢ encontrada numa faixa litordnea, de forma quase continua, a partir do sul do Estado da
Bahia até o Estado do Rio Grande do Sul (Brasil, 2008).

Até a década de 70, o combate a esquistossomose tinha como objetivo principal o
controle da transmissdo, tendo como principal medida a redugdo das popula¢des dos
moluscos, hospedeiros intermediarios. De acordo com o Ministério da Saude (Brasil, 2008), a
partir dos anos 80, depois do advento de farmacos mais eficazes, seguros e baratos, o
principal objetivo passou a ser o controle da morbidade, com énfase no tratamento
quimioterapico. Segundo a WHO (1993), a quimioterapia € a principal alternativa para reduzir
a morbidade da doenca em areas endémicas, bem como tratar casos isolados da doenga.
Contudo, a estratégia atual € conjugar o controle quimioterapico com medidas preventivas,
como a educagdo em saude e o saneamento, além do controle dos hospedeiros intermedidrios,
por meio do uso de moluscicidas, controle biologico e alteragdes no ambiente aquatico
(Brasil, 2008). Conforme Coura & Amaral (2004), o controle da doenga no Brasil ¢
dificultado por algumas razdes, a saber: disseminagdo dos hospedeiros intermediarios; altos
custos para a implementacdo de condi¢des sanitarias ideais e de suprimento de agua tratada;
dificuldades para protecdo individual. Assim, verifica-se a continuidade de um intenso contato
com aguas naturais, propiciando reinfec¢do. O longo tempo necessario para a educacdo
sanitaria funcionar adequadamente e para atingir a adesdo das comunidades de maneira
efetiva aos programas de controle é outro problema complexo.

A maioria das pessoas infectadas com esquistossomose permanece assintomatica. A
sintomatologia clinica corresponde ao estagio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro e
varia dependendo da localizagdo e intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do
individuo e do tratamento instituido. Desse modo, a esquistossomose pode se apresentar sob
duas formas: aguda ou cronica.

Na fase aguda, com inicio no momento da infec¢do (dermatite) e considerada como tal

até os 120 dias apds a infecg¢do, o paciente pode apresentar febre, dor de cabeca, calafrios,
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suores, fraqueza, falta de apetite, dor muscular, tosse, diarreia e uma imunopatologia mais
exacerbada (granulomas maiores do tipo necrotico exudativo). A fase cronica, com inicio a
partir de 120 dias apds a infec¢do, com a reagdo imunoinflamatdria imunomoduladora, pode
se apresentar de trés formas: a digestiva intestinal, a hepatointestinal, ambas mais brandas, ¢ a
hepatoesplénica, mais grave, podendo ser compensada ou descompensada. De acordo com
Warren et al. (1972), o evento patogénico mais importante na esquistossomose ¢ a formagao
do granuloma, provocado pelo ovo do parasito. Desse modo, algumas manifesta¢des ectopicas
da doenga, como, por exemplo, a neuroldgica e a vasculopulmonar, sdo causadas pela
presenca de granulomas, devido as alteragdes hemodindmicas, principalmente, na medula e
nos vasos pulmonares, respectivamente.

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose sdo a
oxamniquina (OXA) (Mansil — Pfizer S.A) e o praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos -
Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ).

A OXA ¢ uma tetrahidroquinolina semi-sintética e tornou-se disponivel para o
tratamento da esquistossomose nos anos 70, sendo, em passado recente, muito utilizada no
tratamento em massa, com aproximadamente 13 milhdes de pessoas tratadas na América do
Sul e Africa (Fenwick et al., 2003). Atualmente, a produgio da OXA esta sendo reduzida no
Brasil e esse farmaco vem sendo substituido pelo PZQ para o tratamento da esquistossomose,
tanto em campanhas de saude publica como na clinica, tendo em vista sua boa eficiéncia e

baixo custo na produg@o do medicamento pela FIOCRUZ.

1.2  Praziquantel (PZQ)

O PZQ (Figura 2) ¢ um derivado sintético da pirazina isoquinolina e ¢, atualmente, o
medicamento de escolha, segundo a OMS, para o tratamento em larga escala da
esquistossomose, sendo efetivo contra as cinco espécies de Schistosoma (Doenhoff et al.,
2002). Sua preparagdo comercial ¢ uma mistura racémica composta de partes iguais de levo R
(-) e dextro S (+) isomeros. Porém, apenas o enantiomero (-) possui atividade

esquistossomicida (Xiao & Catto, 1989; Wu et al., 1991).
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Figura 2 — Estrutura quimica do PZQ

A dose recomendada para o tratamento da esquistossomose mansoni € hematobica ¢ de
40-60mg/Kg, sendo utilizadas doses mais elevadas nos casos de esquistossomose japoOnica e
em alguns paises africanos (WHO, 2002). Em geral, o PZQ apresenta baixa toxicidade e sua
eliminagdio ocorre através da urina e fezes apds 24 horas (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). E
efetivo em pacientes de todas as idades e em diferentes formas clinicas da doenca, inclusive
na forma hepatoesplénica descompensada (Bassily et al., 1985) e atua mais eficientemente
contra os vermes fémeas.

Apesar dos inumeros trabalhos realizados na tentativa de esclarecer o modo de ac¢do do
PZQ, existem muitas perguntas a elucidar (Day et al., 1992; Redman et al., 1996; Cioli &
Pica-Mattoccia, 2003). No entanto, alguns efeitos desse farmaco sobre o parasito ja estdo bem
esclarecidos, como contracdo muscular, dano tegumentar e alteragdes metabdlicas (Pax et al.,
1978; Becker et al., 1980; Fetterer et al.,1980; Mehlhorn et al., 1981; Lima et al., 1994;
Ribeiro et al., 1998; Oliveira et al., 2006).

A contra¢do muscular ¢ um dos primeiros efeitos observados no verme exposto ao
farmaco in vivo ou in vitro (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). Em decorréncia da contragdo, os
vermes perdem a capacidade de fixacdo, devido ao relaxamento da ventosa ventral
(acetabulo), e sdo arrastados para o figado, onde ocorrem reagdes inflamatérias, e, em
conjunto com outras lesdes, culminara com a eliminagdo dos parasitos.

As alteragdes causadas no tegumento também sdo observadas logo ap6s o contato com
o farmaco e sdo devidas a vacuolizagdo na base do tegumento, seguidas de bolhas na
superficie (Pax et al., 1978). Além disso, o PZQ gera alteragdo na fluidez da membrana do
verme e desestabilizacdo do tegumento (Lima ef al., 1994). Estas alteragdes causam a morte
direta do parasito ou ainda podem levar a exposi¢do de antigenos, que seriam rapidamente
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e este, em conjunto com o farmaco,

eliminaria o parasito (Harnett & Kusel, 1986; Doenhoff ef al., 1987; Modha ef al., 1990).
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Acredita-se que a maioria desses mecanismos de acdo do PZQ sejam processos
dependentes de Cat++ (Cioli et al., 1995), uma vez que foi demonstrado, em experimentos in
vitro, realizados em meio de cultura livre de Ca++, o bloqueio dessas respostas (Pax et
al.,1978; Wolde Mussie et al., 1982; Xiao et al., 1984). Sugere-se, ainda, que o PZQ atue
inibindo canais de célcio (Greenberg, 2005), uma vez que, com a interferéncia na funcdo
desses canais do parasita, foi possivel obter um significante nivel de inibi¢do da atividade
esquistossomicida do PZQ (Pica-Mattoccia et al., 2007).

Em experimentos in vitro, apds a exposi¢do ao PZQ, foi possivel observar uma
deplecdo do conteudo de glutationa dos parasitas (Ribeiro et al., 1998). A glutationa é um
tripeptideo fundamental para a sobrevivéncia das células, como a sintese do DNA e proteinas,
atividade enzimaética, transporte e prote¢do celular (Meister & Anderson, 1983).

Oliveira et al. (2006) demonstraram que o PZQ é, também, capaz de inibir a atividade
excretora de vermes adultos de S. mansoni e esta pode ser recuperada, dependendo da

concentragdo do farmaco, apds retirada do medicamento.

1.2.1 Acao do PZQ na fase intramolusco

Alguns estudos ja demonstraram a agdo de diferentes medicamentos que atuam em
vermes adultos na fase intramolusco do parasito. O cloranfenicol (Warren & Weisberg, 1966),
hycanthone (Warren, 1967) e a OXA (Coelho et al., 1988) também foram capazes de suprimir
a eliminacdo de cercarias apos exposicao a esses farmacos.

A agdo do PZQ frente a miracidios e esporocistos também ja foi descrita (Andrews,
1978; Coles, 1979; Touassem & Combes, 1986; Yi & Combes, 1987; Coelho ef al., 1988;
Riley & Chappell, 1990; Liang ef al., 2001; Liang et al., 2003; Mattos et al., 2006). Nestes
estudos, foi possivel verificar que tanto os miracidios quanto os esporocistos sdo afetados pelo
PZQ. De acordo com Coles (1973), enzimas presentes em esporocistos migram de maneira
semelhante as de vermes adultos em eletroforese. Esses dados apontam para uma similaridade
entre as vias metabdlicas destas duas diferentes fases do ciclo de vida do Schistosoma (Coelho
et al., 1988).

Ja foi descrito que os miracidios perdem a motilidade e o poder infectante apos o
contato com o PZQ (Coles, 1979). Touassem & Combes (1986) demonstraram uma
interrupgdo imediata € momentanea na eliminagdo de cercarias apds submissdo ao PZQ, em
que foi possivel verificar a eliminacdo total das cercarias e a ndo producdo de cercarias pelos
esporocistos secundérios, durante o tratamento. Rilley & Chappell (1990) também
demonstraram uma redu¢@o na eliminagdo de cercarias apo6s tratamento de caramujos com

PZQ, sugerindo uma rapida agdo do farmaco. Yi & Combes (1987) submeteram moluscos
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Oncomelania hupensis, infectados com 10 miracidios do parasito, ao tratamento com PZQ
diluido em &gua, em diferentes concentrag¢des, por 24 horas. Com os resultados obtidos, esses
autores e, e em seguida, Coelho er al. (1988) sugeriram que o tratamento de caramujos
infectados com farmacos esquistossomicidas possa ser um método alternativo e barato para
triagem de farmacos, e ainda ser uma técnica util na comparacdo da sensibilidade de cepas de
diferentes areas geograficas. Nos estudos de Liang et al. (2001; 2003), observou-se que os
miracidios, expostos in vitro ao PZQ, apresentaram uma rapida e marcante alteracdo em sua
morfologia. Mattos et al. (2007) também demonstraram que o PZQ age no estagio
intramolusco do S. mansoni. Esse farmaco, incorporada a ragéo e fornecida a B. glabrata, leva
a interrup¢do imediata da eliminagdo de cercarias, que permanece por aproximadamente 15
dias. Apds esse periodo, os caramujos voltam a eliminar cercérias em numeros bem menores

do que os encontrados antes do tratamento.

1.3 Marcadores fluorescentes

Uma ferramenta que vem sendo utilizada para avaliar a agdo do PZQ sobre as
diferentes fases do ciclo de vida do S. mansoni sdo as sondas fluorescentes. O fenomeno da
fluorescéncia pode ser descrito sucintamente como um tipo de emissdo de luz (luminescéncia)
em que um corpo (sonda fluorescente ou fluoréforo) absorve luz e logo depois a emite. Os
fluor6foros sdo projetados para localizar uma érea especifica da amostra a ser observada ou
para responder a um estimulo especifico. Assim, esses fluor6foros permitem a visualizagdo de
estruturas, compostos ou processos em curso em um determinado material em estudo
(Oliveira, 2005). Nos experimentos em que foi possivel observar que o PZQ causa deplegdo
no nivel de glutationa, realizados por Ribeiro et al. (1998), também foram utilizadas técnicas
de fluorescéncia. Al-Adhami ef al. (2003; 2005) demonstraram a presenga de compartimentos
acidos em miracidios, esquistossomulos e vermes adultos, utilizando um marcador
fluorescente especifico para corar lisossomos. Além disso, Carneiro-Santos et al. (2001)
descreveram a auséncia desses compartimentos em cercarias e, ainda, verificaram a agdo do
PZQ sobre essas vesiculas 4cidas em esquistossomulos transformados. Mattos et al. (2006)
demonstraram, pela primeira vez, a presenca de vesiculas dcidas em esporocistos, utilizando
marcadores fluorescentes. A presenga de diversas lectinas em esporocistos transformados in
vitro ou presentes em cortes histoldgicos de tecidos de caramujos também ja foi descrita,
utilizando-se marcadores fluorescentes especificos (Yoshino et al., 1977; Zelck & Becker,
1990; Uchikawa & Locker, 1991; Johnston & Yoshino, 1996).

Sato et al. (2002; 2004) utilizaram uma sonda fluorescente, a resorufim, para avaliar a

atividade excretora do S. mansoni. A resorufim é um sal sddico (7-hidroxi 3-fenoxazina) de
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natureza fluorescente e € um substrato para a P-glicoproteina (Pgp). Esta sonda difunde-se
passivamente através do tegumento dos vermes adultos de S. mansoni e € excretada por meio
de uma suposta Pgp expressa no epitélio excretor. A Pgp é uma proteina que possui um
importante papel na absor¢do, eliminag¢do e distribuicdo de muitos xenobidticos, incluindo
uma variedade de farmacos (Schinkel & Jonker, 2003). Em trabalho realizado por Oliveira et
al. (2006), utilizando a resorufim, demonstrou-se que o PZQ ¢ capaz de inibir a atividade
excretora de vermes adultos da cepa LE de S. mansoni e que esta atividade pode ser
recuperada quando o verme ¢ retirado do contato com o farmaco.

Uma ferramenta sensivel para identifica¢@o de lesdes no tegumento do S. mansoni é a
sonda fluorescente Hoechst 33258 (Oliveira ef al., 2006). A Hoechst 33258 (bis benzamida) é
uma sonda hidrofilica e que se torna fluorescente somente quando se liga a0 DNA das células.
Por ser hidrofilica, s6 consegue se difundir para o interior das células quando ha presenga de
lesdes, atuando como um indicador de integridade de membrana, e ja foi utilizada em diversos
estudos, ndo s6 em vermes adultos (Lima et al., 1994; Oliveira et al., 2006), mas em
esquistossdomulo (Kusel ef al., 2007), esporocisto (Mattos et al., 2006) e cercarias (Thornhill
et al., 2009). Outras sondas também ja foram utilizadas para a visualizagdo de danos na
membrana de vermes adultos, contudo a sonda Hoechst 33258 foi a que se mostrou mais

sensivel na marcagdo de regides onde ha dano (Oliveira, 2005).

1.4  Resisténcia ao PZQ

Em muitas infec¢des por helmintos, o uso da quimioterapia ¢é dificultado pela
ocorréncia de resisténcia ou tolerancia a certos farmacos. Conforme Fallon ef al. (1996), a
tolerancia ¢ uma ndo suscetibilidade inata do parasita ao farmaco, antes mesmo de ter sido
exposto a ela. A tolerdncia a esquistossomicidas pode se manifestar na diferengca de
suscetibilidade na idade e no sexo do parasita. Estudos em laboratorio ja demonstraram que a
atividade do PZQ e outros farmacos esquistossomicidas sdo estagio-dependentes. Vermes
imaturos (3 a 5 semanas) sdo menos suscetiveis ao PZQ do que vermes adultos (Gonnert &
Andrews, 1977, Sabah ef al., 1986; Xiao et al., 1986; Pica-Mattoccia & Cioli, 2004).

Kinoti & Coles (1997) sugeriram que uma populagdo de Schistosoma é resistente
quando ha uma redugéo significativa na sua resposta a agentes esquistossomicidas em relagéo
a populagdes suscetiveis. Existem também longas discussdes com relagdo a falha no
tratamento com PZQ, principalmente em areas endémicas, se esta se deve a altas taxas de
transmissdo e re-infecc@o ou resisténcia/tolerancia do parasita ao farmaco (Gryseels et al.,

2001; Doenhoff ef al., 2002).
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Em funcdo da eficiéncia e seguranga dos medicamentos existentes, foi possivel o
emprego destes em larga escala em areas endémicas, bem como em tratamentos repetidos.
Porém, o uso da quimioterapia em massa e de tratamentos repetitivos, como principal método
de controle da esquistossomose em areas endémicas, pode gerar o surgimento de cepas
resistentes, através do mecanismo de pressdo seletiva (Coelho er al., 1997). O PZQ ¢
atualmente o medicamento utilizado para o tratamento da esquistossomose em populagdes, € a
existéncia de cepas de Schistosoma resistentes ao PZQ pode ser considerada potencialmente
um problema para o controle dessa doenga, uma vez que, de acordo com El-Ansary et al.
(2006), os métodos de controle da esquistossomose tém sido centralizados no uso da
quimioterapia.

Virias medidas tém sido sugeridas para se tentar reduzir o impacto da resisténcia a
farmacos esquistossomicidas: educa¢do sanitaria para evitar a reinfec¢do apds o tratamento;
aumento da vigilancia pelos 6rgdos oficiais de saude publica, para monitorar o aparecimento
de resisténcia; desenvolvimento de técnicas simples e factiveis para a deteccdo de cepas
resistentes no campo; desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas; associa¢do de
farmacos (Bennett et al., 1997).

A resisténcia a esquistossomicidas foi relatada, primeiramente, com o hycanthone ¢ a
OXA no Brasil (Katz et al., 1973; Campos et al., 1976; Aragjos et al., 1996). Estudos
posteriores no Kenya e no Brasil, onde o tratamento em massa é realizado, demonstraram a
resisténcia de vermes apos sucessivos tratamentos quimioterapicos (Coles & Bruce, 1987). O
primeiro relato de resisténcia ao PZQ foi registrado por Fallon & Doenhoff (1994), em
laboratério. A partir deste trabalho, alguns estudos ja demonstraram a existéncia de cepas de
S. mansoni resistentes ou tolerantes ao PZQ, tanto no campo quanto em laboratdrio (Fallon et
al., 1995; Stelma et al., 1995; Aragjo et al., 1996, Ismail et al., 1996; Ismail et al., 1999;
Bonesso-Sabadini & Dias, 2002).

Sugere-se, também, que baixos indices de cura em algumas regides possam manifestar
uma falsa resisténcia/tolerdncia, sendo as altas taxas de infeccdo e reinfeccdo, além da
presenga de vermes imaturos, em grandes proporc¢des, 0s principais responsaveis pela baixa
eficacia do PZQ durante o tratamento (Doenhoff ez al., 2002).

Virios parametros tém sido utilizados para se tentar definir a existéncia de cepas
resistentes. Fallon et al. (1996) propuseram considerar que isolados resistentes devem possuir
EDsy, pelo menos, cinco vezes maior do que as cepas sensiveis ao farmaco e sdo considerados
com suscetibilidade reduzida quando a EDs, for trés vezes maior. No entanto, conforme
Bennet et al, (1997), a dose efetiva para matar 50% dos vermes adultos de isolados resistentes

¢ de trés a cinco vezes maior que para isolados sensiveis. Cioli et al. (2004) avaliaram os
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valores de EDs, (dose efetiva para matar 50% dos vermes) considerados para isolados
sensiveis e resistentes ao PZQ e observaram que vermes resistentes demonstraram apresentar
EDs trés vezes maior que os isolados controle. Além disso, a taxa de eclosdo de miracidios, o
tempo necessario para que o PZQ altere a morfologia do miracidio, bem como a taxa de
cercarias que perdem a cauda em contato com PZQ, durante um determinado tempo, ja foram
sugeridos como parametros para se definir a presenca ou ndo de resisténcia (Liang et al.,
2000; 2001). Contudo, devido a diferengas na suscetibilidade ao PZQ entre as espécies e
linhagens de Schistosoma, esses ensaios devem ser melhor avaliados, comparando-se as

respostas das varias espécies e cepas (Liang ef al., 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da caréncia de encontrar um método rapido e confidvel para selecionar
linhagens de Schistosoma resistentes ao PZQ em laboratorio, no presente trabalho, foi
idealizada uma hipdtese de selecionar S. mansoni resistentes a partir de sucessivos
tratamentos, utilizando como modelo experimental B. glabrata infectada, considerando que a
pressdo quimioterdpica seria exercida sobre milhares de formas evolutivas, as cercarias,
(pressdo sobre um nuimero muitissimo maior de organismos do que no modelo com
camundongo, em vermes adultos), desta maneira, abreviando o processo seletivo.

Um aspecto critico na evolu¢do de resisténcia a farmacos entre helmintos é que os
métodos usados para detectar o desenvolvimento de resisténcia nfo existem ou ndo sdo
sensiveis (Bennett et al., 1997). Além disso, estes isolados artificialmente selecionados sdo
fundamentais para elaborar métodos de deteccdo precoce de resisténcia, bem como novas
estratégias terapéuticas (Fallon & Doenhoff, 1994). Por outro lado, na auséncia de
conhecimento sobre os mecanismos de acdo de PZQ, as hipdteses sobre os mecanismos de
resisténcia permanecem especulativos (Doenhoff ef al., 2008). Coles (1989) sugeriu que a
existéncia de parasitos resistentes ao PZQ pode ajudar a elucidar os mecanismos moleculares
de acdo do farmaco. Desta forma, a possibilidade de selecdo de isolados resistentes, em
laboratério, utilizando S. mansoni na fase intramolusco, seria de grande valia, uma vez que
seria um processo mais facil, simples e econdmico do que o método classico que utiliza
hospedeiros vertebrados em laboratdrio.

O sistema excretor do Schistosoma tem recebido, nos ultimos anos, atengdo especial,
devido ao seu importante papel na interagdo parasito-hospedeiro. Bosch et al. (1994)
descreveram a presenca da SMDR2, um homélogo para a Pgp, no S. mansoni. Estas Pgp,
assim como as proteinas associadas a resisténcia multi drogas (MRP), sdo transportadoras
ABC (ATP-binding cassete) e estdo associadas a fenotipo de resisténcia a farmacos, assim
como s3o frequentemente expressas em células com resisténcia tumoral e com fungdo de
reduzir a citotoxidade de medicamentos no citoplasma dessas células (Kusel et al., 2006).
Proteinas transportadoras ABC, em particular proteinas MRP, podem estar envolvidas na
resisténcia as farmacos em helmintos e outros organismos (Lage, 2003; James et al., 2009).
Em estudo realizado recentemente, Messerli ef al. (2009) demonstraram que isolados menos
suscetiveis ao PZQ apresentam niveis mais elevados de RNA para SMDR2 do que em
isolados sensiveis ao farmaco. Contudo, mais trabalhos avaliando o papel de proteinas

transportadoras ABC no Schistosoma sdo importantes para entender a expressao e a atividade
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dessas proteinas na elimina¢do de farmacos e na resisténcia para possibilitar a avaliagdo da
eficacia dos tratamentos (James et al., 2009).

Outra opcéo para diferenciar cepas sensiveis de cepas resistentes ao PZQ seria por
meio da observagdo de danos no tegumento. William ef al (2001) observaram uma
diminui¢do na extensdo do dano causado pelo PZQ ao tegumento dos vermes resistentes,
quando comparado ao de vermes sensiveis. Além disso, Oliveira ef al. (2006) mostraram que
o PZQ é capaz de gerar danos no tegumento de vermes adultos sensiveis, utilizando a sonda
Hoechst 33258. Diante disso, a avaliacdo da presenca de dano no tegumento em vermes
adultos, bem como a atividade excretora dos parasitos, apds exposi¢do ao PZQ, utilizando
marcadores fluorescentes especificos, pode ser uma alternativa para identificagdo de cepas de
S. mansoni resistentes ao PZQ, uma vez que Ismail ez al. (1996) e William et al. (2001) ja
demonstraram que parasitos que sdo menos suscetiveis aos efeitos do PZQ in vivo também

sdo menos suscetiveis ao farmaco em experimentos in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Selecdo um isolado de S. mansoni resistente ao PZQ utilizando pressdo quimioterapica em B.

glabrata infectada com o parasito.
3.2 Objetivos especificos

Induzir resisténcia ao PZQ em cepa LE de S. mansoni utilizando sucessivos tratamentos em B.

glabrata infectada;

Testar comparativamente a resisténcia/tolerancia das duas linhagens de S. mansoni, com e
sem pressdo quimioterapica, por uso ao PZQ através de perfusdo dos animais para avaliacdo

da carga parasitaria ou cultivo dos vermes, em experimentos com camundongos;

Comparar as alteracdes causadas pelo PZQ no sistema excretor de vermes adultos da
linhagem submetida a pressdo quimioterdpica na fase intramolusco com a linhagem LE

padrdo por meio da sonda resorufim em microscopia de fluorescéncia;

Comparar a linhagem submetida a pressdo quimioterapica na fase intramolusco e a linhagem
LE padrio quanto as alteragdes causadas pelo farmaco no tegumento de vermes adultos por

meio da sonda Hoechst 33258 em microscopia de fluorescéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Avaliacdo da suscetibilidade do S. mansoni ao PZQ apés tratamentos sucessivos

na fase intramolusco

Para verificar se o PZQ ¢ capaz de gerar alguma alteracdo na suscetibilidade do S.
mansoni quando caramujos infectados foram submetidos a sucessivos tratamentos com este

farmaco, observam-se os protocolos delineados a seguir.
4.1.1 Primeira Etapa

4.1.1.1 Caramujos e Parasitos

Duzentos caramujos da espécie B. glabrata, linhagem Barreiro de Cima, mantidos
rotineiramente pelo Moluscario do Centro de Pesquisa René Rachou/ FIOCRUZ, foram
utilizados. Os parasitos usados foram S. mansoni, cepa LE, mantida no Centro de Pesquisa
René Rachou/ FIOCRUZ, onde o ciclo do parasito é mantido rotineiramente por mais de 50

anos.

4.1.1.2 Infeccio e exame dos caramujos

Caramujos foram expostos, segundo a técnica descrita por Souza (1993), a 10
miracidios de S. mansoni, da cepa LE. Trinta dias apds a exposi¢do aos miracidios, os
caramujos foram colocados em beckeres contendo 2mL de 4gua desclorada e expostos a luz
artificial por 40 minutos. Posteriormente, foram examinados em lupa para verificar a presenca

ou ndo de cercarias. Apenas os caramujos positivos foram utilizados no experimento.

4.1.1.3 Tratamento dos caramujos com PZQ

Os caramujos que estavam eliminando cercarias foram separados em dois grupos:
caramujos infectados e tratados com PZQ (Cestox — MERCK), rotulados como IT, e
caramujos infectados e ndo tratados, chamados 1. Os caramujos foram pesados e com a média
do peso encontrada foi realizado o célculo para 100mg/Kg de PZQ, que foi incorporado a
100mg de ragdo, quantidade que equivale a alimentagdo diaria de cada caramujo. Para isso, a
racdo para camundongo da marca Nuvital - Nuvilab (composi¢do: milho integral, farelo de
soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicalcio, cloreto de sddio, premix vitaminico,
aminoacidos) foi utilizada. Essa rac¢do foi autoclavada, triturada e a ela incorporados 10% de
carbonato de célcio. Para o tratamento foi adicionada 4gua, até que a racdo adquirisse uma

consisténcia pastosa e possibilitasse a adicdo do medicamento. Apds a adi¢do do farmaco, a
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mistura foi homogeneizada e separada em por¢des de 100mg. Os caramujos ndo tratados
foram mantidos sob as mesmas condi¢des, porém sem adi¢do de PZQ a ragdo.

Os caramujos foram mantidos individualmente, em copos plasticos com 200mL de
agua desclorada. Trés tratamentos foram realizados, cada um com duragdo de cinco dias,
sendo observada uma semana de intervalo entre cada tratamento. Os caramujos ingeriam
racdo, com ou sem PZQ, sendo esta adicionada diariamente. Na semana de intervalo entre um
tratamento e outro, os caramujos foram examinados e, na semana seguinte, iniciado o
tratamento subsequente. Ao final do terceiro tratamento, os caramujos passaram a ser
examinados semanalmente para verificar quando voltariam a eliminar cercarias novamente.
Na semana em que os caramujos voltaram a eliminar cercdrias em quantidade suficiente,
camundongos foram infectados para a continuidade dos estudos, desde que o total de cercarias
eliminadas permitisse a montagem de protocolos para infec¢do do numero de camundongos

necessarios.
4.1.2 Segunda Etapa

4.1.2.1 Animais e parasitos

Camundongos swiss, fémeas, com aproximadamente 20g, foram utilizados como
modelo experimental nesta segunda fase do experimento. Para a infec¢do dos camundongos,
foram utilizadas cercérias da cepa LE de S. mansoni, previamente submetida a 3 tratamentos
com PZQ na fase intramolusco, denominada LE-PZQ, e cercarias da cepa LE ndo submetida
ao tratamento com PZQ, que serviu como base de comparacao.

Os procedimentos realizados com os animais foram submetidos a Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) e aprovados sob o
numero P-0340/07.

4.1.2.2 Infeccio dos camundongos

Os caramujos foram expostos a luz por 2 horas e o liquido contendo as cercarias foi
transferido para um unico becker, originando um pool de cercarias provenientes de caramujos
LE — PZQ (pré-expostos ao farmaco) e outro LE (controle). De cada becker, foi retirada uma
aliquota de, aproximadamente, 0,3ml para serem contadas com auxilio de uma lupa. As
aliquotas foram ajustadas, a fim de se obter uma concentragdo equivalente a 25 +5 cercarias,

em um volume de 0,3mL.
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Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via subcutanea,
segundo a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). A infecgdo foi realizada utilizando

uma seringa de ago-inox com volume ajustavel.

4.1.2.3 Tratamento experimental em camundongos

Apds 45 dias de infecc¢do, os animais foram pesados e divididos em 8 grupos, 4 com
camundongos infectados com cepa LE e outros 4 com LE-PZQ, cada grupo contendo 12
animais. Os comprimidos de PZQ foram pesados e, posteriormente, realizado o célculo do
fator de correcdo (considerando-se apenas o principio ativo, excluindo-se o excipiente). Com
ajuda de pistilo, os comprimidos foram macerados e diluidos em &gua. O farmaco foi
administrado com auxilio de seringa de gavagem por via oral, em dose unica. Os
camundongos foram tratados com PZQ nas dosagens de 200, 400 e 800mg/kg. Os grupos ¢ os

esquemas terapéuticos que foram utilizados estdo descritos no Quadro 1.

Grupos | Infeccao | Dosagem (PZQ)

1 LE 200mg/Kg
2 LE - PZQ 200mg/Kg
3 LE 400mg/Kg
4 LE-PZQ | 400mg/Kg
5 LE 800mg/Kg
6 LE -PZQ 800mg/Kg
7 LE Controle

8 LE - PZQ Controle

Quadro 1- Esquemas Terapéuticos
Legenda: LE-PZQ: cepa LE de S. mansoni submetida a 3 tratamentos na fase intramolusco do parasito; LE:

cepa de S. mansoni ndo submetida a tratamento com PZQ (controle). Distribuidos 12 camundongos por grupo.

4.1.2.4 Recuperacio de vermes

Trinta dias apds o tratamento, os grupos tratados foram sacrificados por fratura
cervical (exceto os grupos controles, que foram sacrificados 45 dias apds a infec¢do). A
perfusdo foi realizada seguindo-se a técnica descrita por Pellegrino & Siqueira (1956),
resumidamente: o conteudo visceral foi exposto; figado e mesentério foram separados pela
ligadura da veia renal e a veia porta foi seccionada. Com o auxilio de uma agulha, acoplada a
um pipetador automatico (Brewer), solu¢do salina 0,85% heparinizada foi injetada na aorta

descendente, permitindo, assim, a perfusdo do sistema porta e das veias mesentéricas,
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recuperando-se os vermes presentes. Adicionalmente foi realizada a perfusdo do figado
através da injecdo de salina 0,85%, heparinizada, no hilo hepatico. Os vermes foram, entio,
coletados em placas de petri, contados e separados em macho, fémea e acasalados com auxilio
de lupa.

Os figados de outros animais, apds 50 dias de infec¢do, do isolado LE-PZQ, foram
processados de acordo com Souza (1993) e os miracidios obtidos foram utilizados para
infectar novos caramujos e dar seguimento ao ciclo do parasito, seguindo protocolo ja

descrito.
4.1.2.5 Analise estatistica

Testes estatisticos utilizando o numero de vermes vivos recuperados em cada grupo
foram utilizados para avaliar uma possivel alteracdo na susceptibilidade ao PZQ do S.
mansoni, apés tratamentos na fase intramolusco. Foi realizada uma comparacdo entre a média
de vermes vivos recuperados dos camundongos infectados com a cepa LE e o isolado LE-
P7ZQ, tratados com dosagens de 200, 400 ou 800mg/Kg de PZQ. No caso de dados
paramétricos, utilizou-se o Teste ¢ de Student e, no caso de dados ndo paramétricos, foi
realizado o teste de Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis, seguido das comparagdes
multiplas de Dunn’s, foi utilizado para avaliar o efeito das diferentes doses de PZQ (200, 400,
800mg/Kg) nos vermes da cepa LE e LE-PZQ, em compara¢do com os respectivos grupos
controles. Todas as andlises deste estudo foram realizadas com 5% de significancia,
utilizando-se os programas estatisticos MINITAB 13 e PRISMA 4.

A porcentagem de reducgdo da carga parasitaria em cada grupo tratado foi calculada de

acordo com a seguinte equagao:

% reducdo = (média de vermes no grupo controle — média de vermes no grupo tratado) x 100
média de vermes no grupo controle

Os calculos da EDso foram realizados utilizando o software PRISMA 4, usando curva
sigmoidal.

4.2 Cultivo de vermes

4.2.1 Recuperacio e cultivo de vermes

Camundongos infectados com 100 + 10 cercarias LE-PZQ e LE, apds 45 dias da
infec¢do, foram tratados com 400mg/Kg de PZQ, conforme ja descrito acima. Os grupos
controle, LE ou LE-PZQ, ndo foram submetidos ao tratamento. Apds 2 horas, os

camundongos foram perfundidos seguindo a técnica de perfusdo retrégada do figado descrita
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por Smithers & Terry (1965). Resumidamente: os camundongos foram sacrificados por
overdose de pentobarbital sodico 3% (Hypnol - Fontoveter), administrado por via
intraperitoneal (+ 0,3mL). Posteriormente, as visceras abdominais e o coragdo foram
expostos, a veia porta foi seccionada com o auxilio de uma agulha conectada a uma seringa de
10mL. Imediatamente, na parte inferior dos ventriculos do coragdo, foi injetado meio de
cultura RPMI — 1640 (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), pH 7,4 e 0,2% de
heparina, obtendo-se, assim, os parasitos. Estes foram lavados com meio RPMI — 1640. Os
vermes recuperados foram colocados em meio de cultura acrescido de 5% de soro fetal
bovino (SFB — Gibco Limited, Paisley, Scotland, U.K) e 100uL/mL de antibiotico
penicilina/estreptomicina (Sigma) na estufa 37°C e 5% de CO2, por aproximadamente 30
minutos (Oliveira et al., 2006).

Os vermes foram colocados em placa de cultura de tecidos. Quatro pares de vermes
foram colocados em cada pogo, sendo pogos com vermes do isolado LE-PZQ ou da cepa LE,
tratados com PZQ, e pogos com vermes ndo tratados. Em cada pogo, os vermes foram
mantidos em 4ml de meio de cultura RPMI — 1640 acrescido de 5% de SFB e 100uL/ml de

antibidtico penicilina/estreptomicina e observados no microscdpio invertido por 7 dias.

4.3  Avaliacio da atividade excretora e do dano causado no tegumento por sondas

fluorescentes
4.3.1 Avaliaciao da atividade excretora apés adicio de PZQ in vitro

Camundongos infectados com 100 + 10 cercéarias LE-PZQ e LE, apos 45 dias da
infec¢do, foram perfundidos, seguindo a técnica de perfusdo retrégada do figado descrita por
Smithers & Terry (1965), j4 mencionada anteriormente. Quatro pares de vermes foram
colocados em placas de cultura de tecidos, mantidos em 4mL de meio de cultura RPMI —
1640, acrescido de 5% de SFB e 100uL./mL de antibidtico penicilina/estreptomicina, sendo
pogos com vermes do isolado LE-PZQ ou da cepa LE. Em seguida, foi adicionado a cada
pogo 10ul. de sonda resorufim (Sigma — solugdo estoque 10mg/mL) e colocados em estufa
37°C e 5% de CO2 por 30 minutos. Apds serem lavados por cinco vezes para retirada do
excesso de sonda, acrescentaram-se 2ug/ml de PZQ (Cestox® — Merck; sol. estoque
0,8mg/mL), sendo mantidos pogos sem a adi¢do do farmaco. Posteriormente, foram colocados
em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 15 minutos. Os vermes foram novamente lavados por
cinco vezes com meio de cultura, transferidos para ldminas delimitadas com vaselina para

evitar o extravasamento dos vermes e levados para observacdo em microscopio de
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fluorescéncia (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com Rodamina - excitagdo/emissdo maxima do

resorufim 571/585nm).
4.3.2 Avaliacdo de dano no tegumento
4.3.2.1 Avaliaciao de dano no tegumento apos adi¢ao do PZQ in vitro

Camundongos infectados com 100 + 10 cercarias LE-PZQ e LE, apds 45 dias da
infec¢do, foram perfundidos seguindo a técnica de perfusdo retrégada do figado descrita por
Smithers & Terry (1965), ja descrita anteriormente. Quatro pares de vermes foram
distribuidos em placa de cultura de tecidos, separando-os em pogos com vermes do isolado
LE-PZQ e pogos com vermes da cepa LE. Os vermes foram mantidos em 2mL de meio de
cultura RPMI — 1640, acrescido de 5% de SFB e 100ulL/mL de antibiotico
penicilina/estreptomicina. Em seguida, foram adicionados 2pg/mL de PZQ (sol. estoque
0,4mg/mL), sendo mantidos pogos sem o farmaco, e colocados em estufa 37°C e 5% de CO2
por 1 hora. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes com meio de cultura para retirada
do farmaco. Entdo, acrescentaram-se 10ul da sonda Hoechst 33258 (Sigma; solucdo estoque
10mg/mL) e os vermes foram incubados novamente por 15 minutos em estufa 37°C e 5% de
CO2. Os vermes foram lavados por cinco vezes com meio de cultura, transferidos para
laminas delimitadas com vaselina para evitar o extravasamento dos vermes e levados para
observa¢do em microscopio de fluorescéncia (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com DAPI -

excitagdo/emissdo maxima da Hoechst 33258 352/455 nm).

4.3.2.2 Avaliacido de dano no tegumento apos tratamento in vivo com PZQ

Camundongos infectados com 100 + 10 cercarias LE-PZQ e LE, apds 45 dias da
infeccdo, foram tratados com 400mg/Kg de PZQ conforme ja descrito acima. Os grupos
controle LE e LE-PZQ ndo foram submetidos ao tratamento. Apds 2 horas, os camundongos
foram perfundidos seguindo a técnica de perfusdo retrogada do figado descrita por Smithers &
Terry (1965), ja descrita anteriormente. Quatro pares de vermes foram distribuidos em placa
de cultura de tecidos, separando-os em pogos com vermes do isolado LE-PZQ e pocos com
vermes da cepa LE. Os vermes foram mantidos em 2mL de meio de cultura RPMI — 1640
acrescido de 5% de SFB e 100pL/mL de antibidtico penicilina/estreptomicina.
Posteriormente, acrescentaram-se 10ul. da sonda Hoechst 33258 (Sigma; solugdo estoque
10mg/mL), e os vermes foram incubados novamente por 15 minutos em estufa 37°C e 5% de
CO2. Os vermes foram lavados por cinco vezes com meio de cultura, transferidos para

laminas delimitadas com vaselina para evitar o extravasamento dos vermes e levados para
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observagdo em microscopio de fluorescéncia (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com DAPI -

excitagdo/emissdo maxima da Hoechst 33258 352/455 nm).

4.4  Imagens fotograficas

As imagens deste trabalho foram obtidas com maquina fotografica Canon EOS Digital

Rebel XT.
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SUMMARY

Schiztosoma mansoni laboratory isolates resistant to antischistosomal drug are essential
to further an understanding of the mechanisms of resistance. We evaluated a new
method for inducing resistance to praziquante] (PZ0)). using successive PZQ) treatments
of Biomphalaria glabrata snails infected with the parasite. Infected B. glabrata snails
were submitted to three treatments, each of them with 100 mgkg PZQ, for 5
consecutive days. After the treatment, the cercariae (named LE-PZQ) produced from
these snails and LE strain (susceptible)) were used to infect mice. as control. Forty-five
days after infection, mice were treated with 200, 400 and 800 mg/kg FZQ). Thirty days
post-treatment, it was observed that the mean number of live worms recovered by
perfusion was significantly higher in the group of mice infected with LE-FZ() isolate
and treated with 200 and 400 mg/'kg, when compared with the LE strain submitted to
the same treatmenl. Moreover, there were significant differences between EDy (the
effective dose required to kill 50% worms) of the LE-PZQ (362 mg/kg) and LE (68
mg'kg). In the assays carried out in vitro, the worms of LE-PZQ) isolate exhibited less
susceptibility to PZ(). Thus, we report a practical and fast technique to select resistant 5.

mAnsoni.

Key words: Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrara, praziguantel, resistance

induction, new method.
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3
59 INTRODUCTION
60  The cument strategy for schistosomiasis control is based on large scale treatments of
61 populations. aiming at meducing disease morbidity (WHO, 2002). Cumently,
62  praziquantel (PZQ) is the drug of choice (Utzinger and Keiser, 2004; Fenwick and
63  Webster, 2006) with the main advantages of being orally administered, in a single dose,
64 of low loxicity and low cost (Fenwick et al 2003; Utzinger and Keiser, 2004). Despite
65  the advantages of PZQ), there is a discussion regarding the development of Schistosoma
66 mansoni resistance o PZQ), both under laboratory and field conditions (Abdul-Ghani ef
67 al 2009). In the laboratory, the process of induction of resistance is based on the
68  treatment of mice infected with 5. mansoni, using initially sub-curative doses of PZQ,
69 and after which it is necessary to increase the dosage for at the least 7 passages in
70  micefsnails in order to complete the life cycke of the parasite for each passage (Ismail e
71 al 1994; Fallon et al. 1995).
72 At the present time, the mechanisms of action of PZQ) are still unclear (Doenhoff
73 et al 2008). Itis important 1o obtain resistant strains for evaluation of such mechanisms,
74 as well as for the development of alternative drugs for schistosomiasis treatment and
75  control. Preliminary studies showed that PEGQ) is active not only on adult worms, but
76 also on the intramolluscan phase of the parasite (Coelho er al. 1988; Mattos e al. 2006,
77 2007). Using this observation, this paper reports a novel method for induction of
78  resistance to PZ(}, using successive treatments of infected Riomphalaric glebram
T2 snails,
a0
Bl MATERIALS AND METHODS
82  Parasites and hosts
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The 5. mansoni (LE strain) life cycle was maintained using 8. plobraw (Bameiro de
Cima sirain) snails as intermediate host and Swiss mice as definitive host. according to

Pellegrino & Katz (1968) and Souza et al, (1995).

Perfusion of adult worms from infected mice

Two methods were used The methodology described by Pellegrino and Siqueira (1956)
uses a needle attached to a Brewer's automatic pippeter to inject saline solution under
pressure into the descendent aorta, and afterthat into the hepatic hilum of mice after
sectioning the portal vein, thus allowing the perfusion of the portal system and
mesenteric veins, recovering all the detected worms in order to perform the counting. In
the methodology described by Smithers and Terry (1965) culture medium is genthy
injected by means of a syringe, manually, at the bottom of the ventrickes of the infected
mice’s heart, thus possible to obtain worms. Using this methodology, with a lower
pressure ingection it is not possible to recover all the womms, butl the imtegrity of the
parasite’s lzgument is preserved. Therefore, this methodology is ideal for recovery of
worms, which will be cultivated or for evaluation of other parameters, such as

tegumental integrity and ex cretory activity.

Induction of resisiance 10 PZQ in the imramollgscan phase

Two-hundred B glabrata were individually infected with 10 5. massosi miracidia
according to Mattos et all (2007). Thirty days post-infection, the snails were exposed 1o
artificial light for 1 houwr, to verify that they were infection positive, as described by
Souza er al (1995), The positive snails (those shedding cercariae) were divided into two
groups (I — infected snail or IT — infected snails treated with PZ(). The snails were

individually weighed using Marte-A200 balance. The mean weight of the group was

Page 4 of 22
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5
108 used to calculate the drug dosage lo be administered. The snails were treated
109 individually with 100 mg'kg PZQ for 5 consecutive days in plastic glasses containing
110 200 ml dechlorinated water, which was changed daily. This treatment was repeated 3
111 times, with | week intervals between the treatments. PZQ was added to the daily 100
112 mg of food allowance, and the untreated snails received daily the same amount of food
113 without PZ(), as described by Mattos et al (2007). The daily food amount was totally
114  ingested by each snail which infers that the snails received all the drug offered in ration.
115 At the end of the treatment, the snails weme exposed each week to artificial lght until it
116 was observed that cercarial shedding occumed in sufficient number for use in the
117  infection of mice.
118
119 Evaluation of PZQ pressure on parasite at the inramolluscan phase
120 Treatmernt with praziguantel
121  Mice were infeced with 25 & mansoni cercarise, by the subcutaneous route, as
122 described by Pellegrino and Katz (1968), to study the effect of PZQ pressure on the
123 parasite. in the intramolluscan phase. Forty-eighl mice were infected with cercariae
124 derived from snails submitted to treatment with PZQ, named LE-PZ(} isolate, and
125 another 48 mice infected with cercarize developed from untreated snails, named LE
126  sirain. Forty-five days after infection, mice were divided into groups (12 mice in each
127  group), and treated with 200, 400 or 800 mg/kg PZQ) single oral dose. An untreated
128  group was included as a control. Thirty-three days after treatment, mice were subjected
129  to perfusion according to Pellegrine and Sigueira (1956) for evaluation of worm burden
130 reduction. The percentage of the reduction for each group and each experiment was
131  calcolated according to the following formula:
: ii PO A (mean of mefﬂ:lﬂ;m&Tﬂ?] ﬁlizu;;m in control ueated)l 100
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The mean of worm reduction related to the experiments | and 2 for each PZQ
dose was then calculated, and based on this calculation, the effective dose to kill 50%
the worms (EDsg) estimated. Data were analyzed wsing MINITAB 13 and GraphPad

Prism 4 computer software using the sigmoidal curve, with 3% significance.

In vitro observation of worms treated with praziguantel

Mice infected with 100 cercarize derived from 5 mansoni LE or LE-PZ() isolates were
treated with 400 mg'kg PZQ, 45 days post-infection. Two hours later, mice were
perfused according to the technique described by Smithers and Temy (1965), using
RPMI 1640 medium with 2% heparin as perfusate. Four pairs of worms originated from
LE or LE-PZ() isolates were put in 6-well culture plates contzining, in each well, 4 ml
RPMI 1640 supplemented with 3% foetal bovine serum (FBS), and 100 pg/ml of
antibiotics penicillin and streptomycin and cultivated in a 3% CO: incubator for 8 days,
at a emperatare of 37°C. The worms derived from LE or LE-PZ() isolates, recovered

from untreated mice, were also cultivated and used as a control for the experiment.

RESULTS

Evaluation af PZQ pressure in parasite @ the intramolluscan phase

Treatment with praziquantel

In this first experiment, two doses of PZQ) (400 and 800 mg/kg) were tested on LE and
LE-PZ() isolales. A statistically significant difference (p<0.03) was observed between
the mean of worms recovered from LE-PZ0Q (1.9) and the mean from LE (control) strain
{0.42); the percentage reduction of worms from LE-PZQ) (43.5%) isolate and that one
found for worms from LE strain (83.6%) when both were exposed to 400 mg'kg PZQ,

thus suggesting that LE-PZ(} isolate showed a reduction of susceptibility. When the
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higher dose of B00 mp/kg was used no significant difference could be observed
between the isolates (Table 1).

In the second experiment, three doses of PZQ (200, 400 and 800 mg'kg) were
used. The mean of worm recovered from LE-PZQ) isolate treated with 200 mg/kg (mean
of worm 9.7) and treated with 400 mg/kg {mean of worm 5.1) was significantly lower
{p<0.002 and p<0.01, respectively) than the mean of worm recovered from the groups
infected with cercariae derived from the LE strain and treated with 200 mgfkg (mean of
worm 3.0} and 400 mg/kg (mean of worm 0.6). Moreover, the percentage reduction of
worms was: LE-PZ0) treated with 200 mg/kg: 8.8%; LE-PZQ) treated with 400 mgikp:
52.3%: LE treated with 200 mg/kg: 70.7% and LE treated with 400 mgkg 94.3%.
Corroborating the previous result no statistically significant difference between the
isolates could be detected, when they were submitted to the dose of 800 mg'kg (Table
1

The mean of worm reduction related to the experiments 1 and 2 was calculated
for each PZ() dose (200, 400 and 200 mg'kg) (Table 2, Graph 1). Based on these means,
the EDsp values obtained were 68 mg'kg and 362 mg/kg for the LE and LE-PZQ
izolates, respectively, these valoes being significantly different (p<0.01) (Table 2). The
El for the LE-PZ(} isolate was 5.3 times higher than that for the LE strain. The results
obtained show that there is a reduction in 8 mansoni susceptibility to PZ0), when the

parasite is submitted to PZ() treatment at the intramolluscan phase.

In vitro observation of worms ireated with PEQ
It was observed that the parasites of LE strain derived from mice meated with 400
mg'kg PZQ were more contracted (Fig. 1A) than the parasites of LE-PZQ) isolate

submitted to the same PZQ) dose (Fig. 1B). Additionally, more than 300 eggs from total
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number of cultured worms were detected in worm culture of the LE-FZQ isolate
submitied to treatment with 400 mg/kg. Further, eggs in all stages could be observed
after 8 days (Fig. 1D). On the other hand, in worm culture of the LE strain derived from
mice treated with 400 mg/kg PZQ. only a lower number of dead eggs (+ 30 from total
number of cultured worms) was detected (Fig. 1C). The controls for unireated LE and
LE-PZ{) izolates, presented similar alive epgs from st stage 1o mature (Figs. 1E and F).
These results comoborate the data obtained in the treatment with PZQ experiments.

suggesting a reduction of worm susceptibility (LE-PZQ isolate) to the drug.

DISCUSSION

According to Ross er all (1993) and Liang er al (2003}, the process of drug pressure for
selection of resistance can be carried out in the laboratory, This is of importance since
resistant parasites may be a key o the elucidation of the mechanisms of action of the
drug PZQ.

Warious studies have already demonstraied that antischistosomal drugs effective
against adult and immature 8. margeni worms in the vertebrate host, including PZAQ), are
also effective at the intramolluscan stage of the parasite, leading to interruption of
shedding of cercarise (Warmen and Weisberg, 1966, Waren, 1967; Coles, 1979;
Touassem and Combes, 1986; Coles and Bruce, 1987; Yi and Combes, 1987; Coetho et
al. 1988; Riley and Chappell, 1990; Mattos et al. 2006, 2007} The energy metabolism
of the cercaria and miracidium involves the breakdown of glucose under aerobic
conditions (Horemans et al. 1992; Tielens e al. 1991} According to Horemans et al
{1992} afier entry into the mammalian host cercariaz wse glucose by anaemobic
glycolysis, but the serobic pathways are still functional. The same process happens

when miracidium entre into the snail (Tielens ef al 1992). Recent works by Verjovski-
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o
209  Almeida et al (2003) and Dillon et al. (2006) has shown that the sporocyst and the
210 mammalian stages of the schistosome share many common genes. Moreover, Coles
211 (1973) showed that sporocysis consume oxygen and produce lactic acid, in the same
212 way as in adult worms and the emzymes present in sporocysis also migrate in
213  eletrophoresis in a similar manner to the adult worms® enzymes. Coelho et al. (1988)
214  suggest that similar metabolic routes could be present at the intramolluscan stage and in
215 8 mansoni adult worms, and this could explain the evidence that antischistosomal drugs
216 effective against adull worms in the verlebrale host are also effective on the
217  intramolluscan phase of the parasite.
218 Mattos e al. (2007) tested different doses and schedules of PZQ in infected B.
219  plabrara, and observed that ome treatment with 1000 mg/kg PZQ significantly
220  imterrupted the cercarial shedding (almost 90%) until approximately 30 days after the
221  end of treatment, whereas treatments  with other drug formulations (500 mg'kg PZQ
222 and 250 mg'kg oxamniquine, in association) eliminated the parasite from the snails,
223 Thus, the dose of 100 mg/day/snail used in this study represents a dose lower than this
224  curative dose, which eliminates the parasite. Furthermore, three treatments were carried
225  pul for five consecutive days aiming at exposing the parasite periodically to PZ(), in an
226 attempt to select or induce resistance.
227 The resulls here presented demonstrate that adult worms of the LE-PZL) isolate
228  were less susceptible to PZQ, at the doses of 200 and 400 mg'kg, than the worms
229  derived from the control strain (LE). Statistically significant mesults were not observed
230 berween the LE and LE-PZ0) isolates, at the dose of 800 mg'kg. This dose was deemed
231 1o be too high {double the curative dose), being able o overcome the resistance of the
232  selected parasite. The results obtained in the treatment with PZQ experiment
233 cormroborate the results of the in vitre observation of worms treated with PZ(), since the
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10
adolt worms of the LE-PZ() isolate were found to be kess susceptible (o the drug. The
exact mechanisms of action of PZQ) is still unclear {Doenhoff e all 2008), but it is well
known that PZ() causes a severe muscular contraction, due to the intense calcium influx
{Pax et af 1987}, immediate tegumental lesions (Hamett and Kusel, 1986), reduction of
glutathione levels (Ribeiro er gl 1998) and interruption of the excretory activity of adull
worms (Kusel e al. 2006, 2007; Oliveira et al. 2006). After 8 days of culture the adult
worms of the LE strain presented typical alterations in morphology of parasites
suzceptible in contact 1o the drug: intense contraction, reduced oviposition, as well as
tegumental changes. Omn the other hand. in the worms of LE-PZ(} isolate, PZ() was not
able lo cause the same alterations in the motility and oviposition of the worms. The
results obtained in the in vitro experiment are of particular significance, since they allow
us to observe the worm condition immediately after contact with PZQ).

We found that EDsq for LE-PZD) isolate was higher than for LE strain in both
experimenis, and this parameter has been nsed to compare susceptible and resistant
strains. Cioli er al (2004 estimated the EDsg from 4 susceptible and 5 putatively PZ0-
resistant strains. The aothors observed considerable strain differences. and they
concluded that the value of EDs; will be useful for establishing and monitoring the drug
susceptibility/resistance profiles of the parasite strain. Further, they observed that the
EDs value was 3 times higher in the resistant isolates, when compared with the
susceptible isolates. Our results show demonstrated that the EDs; related to the LE-PZQ
isolale was 3.3 imes higher in comparison with the EDsy for the LE sirain (susceptible).
Fallon er al. (1996) believe that the EDs, for resistant isolates should be at the least five
times higher than that for those isolates susceptible to the drug. Nevertheless, sccording

to Bennett et al. (1997}, the EDs, for killing 50% of the adult worms from resistant

Page 10 of 22
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11
isolates can be 3-5 times higher than the EDsq for those from susceptible isolates. Our
results corroborate these conditions.

According to Fallon e al (1996), the various experiments dealing with
induction of resistance performed in the laboratory, using successive passages and
treatments in mice, are time-consuming and uose dissimilar methodologies, thus
rendering difficult a comparison of the analysis of the data between them. Therefore, the
use of the snail as an experimental model for development of resistance in 8 mansoni is
a fast, simple and inex pensive method.

The study by Fallon and Doenhoff (1994), siming at selecting 5. mansoni
isolates resistant to PZ(} in the laboratory, was camried out with several passages using
the entire life cycle in mice and snails, the infected mice being submitted to treatments
with increasing doses of PZQ. This model for selection of resistant 5. mansoni lineage
is a complex and time-consuming method, which is able to select parasites at the adult
worm phase. In the present article, the chemotherapeutic pressure occurs on a higher
number of parasites (sporocysts and cercariae} in the snail intermediate host. Thus, the
selection of resistant strains in the laboratory using 8 mansoai al the intramolluscan
phase might be momre uwseful, and this approach may be very important in studies
concerning the development of novel antischistosomal drugs, and in those aimed at

gaining a better understanding of the mechanisms related to resistance.
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Tabde |- Details of two experiments performed {0 estimate the percentage redoction of worm burden in

407  mice infected with Schiworoma maorsoni cercarize LE (susceptible) and LE-FZ(Q) and treated with

408  prariguantal
Isolare § experiment™® FZE dose Mean of worm £ 51D Worm redudion f‘F
(mgRg)
LE/1 400, 300 0424079, 042412 Bih, 856
LEIZ 2000, 4000, B0 32T, 06412, 104101 TLT, 943, 905
LE-FZQ) /1 400, 300 L9+£1.4% DA2H0R 435 376
LE-FZQ i 2 200, 4040, B0} 974585 5.1b40° 116315 BE 513, 892
409 * Mean of worms + sandand deviation: Bxp 10 LE Contml 2924293 LE-FZ{ contmol: 3.4411; Exp. T LE
410 Cootrot 1006260 LE-PZQ Contmk 107264
411 *seatistical difference herween LE-FEQ/ 1 400 mpkg snd LE/1 400 mg/kg al p<0.ol
412 " catstical difference between LE-PE() /.2 200 mgkp and LEF2 200 mg/kg al p<i.003
413 = sististical difference between LE-PEQ /7 2 500 mg'ky and LEZ 400 mprkg at pe0u0]
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414  Table I- Details of two experiments performed to estimate the FZ0Q) EDso for the susceptible 5 mansond
415  simin (LE)} and that submitied to treatments with PZQ at the mtramolluscan phase (LE-FZ0)

Mean of warm

Isolare { FEQ dose reduction (%) + 5D El= D5% Comfidence limirs
LE 0 mg'kg TLI
LE 400 mg'kg B9.946.1 68 mpfkg 38490 121.1
LE B00 mg'kg BE 1435
LE-FEC) 200 ma'kg BE
LE-FZC) 400 me'kg 47.945.2 362 mpkg® 125.7 to 1044
LE-FZ) 800 me'kg BE4+1.3

416 = mean of worm reduction relatad o e periment | and 2
417  "swmtisical difference between LE and LE-FZ) EDSD, LE-PZ() FD%0 (362 mgyk gy is 5.3 tumes higher than LE FDs
418 (55 mprkg) penol.
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4200  creph 1- Computer-adusted PZQ dose-msponse curves for PEQ-mseplible (LE) and that isolse submited o

421  intmamolluscan trestment with PG} (LE-PZ) of 5. merconi, The carves wem fitted fo the pocled resulls from two

422  experiments on each isolate Ested in Table 2 esing Prism (Graphpad 4) software.
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CAPTIONS TO FIGURES
Fig. 1- Adult worms of LE (susceptible)} and LE-PZ() (submitted to treatment with FZ()
at the intramolluscan phase) derived from mice treated with 400 mg'keg PZQ and
control, cultured for & days; (A} adult worm of the LE sirain derived from mice treated
with 400 mg'kg PZ0), exhibiting intense muscular contraction; (B) adult worm of the
LE-PZ{) izolate derived from mice treated with 400 mg'kg PZ0), absence of muscular
contraction; (C) dead eggs laid by worms of the LE strain treated with 400 mg/kg: (D)
large number of eggs in all stages laid by worms of the strain LE-PZQ) treated with 400
mg'kg: (E}) worm of the LE and (F) LE-PZQ isolates derived from unireated mice
{control}, both have the same morphology after an 8-day-culture. In figures A, B, DL E

and F each bar represents 250 microns and in figure C the bar represents 100 microns.
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Fig. 1- Adult worms of LE (susceptible) and LE-PZ0 [submitted to treatment with PZ0) at the
intramolluscan phase) derived from mice treated with 400 ma/kg PZ0 and control, culbured for 8
days; (A) adult worm of the LE strain derived from mice treated with 400 ma/kg PZ0, exhibiting

intense muscular contraction; (B) adult worm of the LE-PZ0 isclate derived from mice treated with
400 mg'kg P20, absence of muscular contraction; (C) dead eogs laid by worms of the LE strain

treated with 400 ma/ka; (D} larmmge number of eqgs in all stages kid by worms of the strain LE-PZ0
treated with 400 ma/ka; (E) worm of the LE and (F} LE-PZ0 isolates derived from untreated mice

{comtrol), both have the same morphology after an B-day-culbture. In figures A, B, D, E and F each

bar represents 250 microns and in figure C the bar represents 100 microns.
166 166mm {300 x 200 DFI)
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SUMMARY

The use of chemotherapy on a mass scale in endemic areas may lead to the appearance
of resistant isolales through the mechanism of selective drug pressure. Studwes have
demonstrated that praziquantel (PZQ)) is able to inhibit the excretory activity and 1o
cause tegumental damage in Schistosoma mansoni adult worms. The use of the probe
resorufin 1o evaluate excretory activity, as well as the probe Hoechst 33258 o detect
tegumental damage in adult worms, may represent a method to identify resistant (or
less susceplible) isolates. The purpose of the present work was o compare the changes
caused by PZQ in the function of the excretory system and in the integrity of the
tegument of adull worms from the LE isolate (susceptible to PZQ)) and the LE-PZQ
isolate (kess susceptible to PZQ). Worms from the isolate LE-PZ0) showed less severe
tegumental lesions, in both in vitro and in vive experiments, detected by labeling with
Hoechst 33258 and continued to have a functional excretory system as shown by

labeling with resorufin in vitro.

Key words: Schisrosoma mansoni, drug-resistance, praziquantel, fluorescent probes.

Page 2 of 19
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51 INTRODUCTIOMN
52  Schistosomiasis is still a major health problem in mamy tropical and sub-tropical
53  countries. It is estimated that at the least 200 million people are currently infected with
54  schistosomiasis and another 600 million people are at risk of infection (WHO, 2002).
55  Cumently, praziquantel (PZQ) is the drug of choice according to the World Health
56  Organization, being effective against all the five species of Schistosoma that infect
57  humans {Doenhoff et al 2002). Although the mechanism of action of this drug against
58  Schimosoma marsosi is still not completely efucidated (Cioli and Picca-Matoccia,
59  20d03), some of its effects on the parasite are well known, such as muscular contraction,
60 tegumental damage and metabolic changes (Pax er al. 1978; Fetierer e al 1980; Becker
61  eral 1980; Mehlhorn e af. 1981; Lima ¢ @l 1994; Ribeiro et al. 1998; Oliveira et ai.
62 2006; Kusel er al 2006). The availability of a drug with low toxicity, oral single dose
63 and administration with high effectiveness, allows the large scale treatment of
64  populations. However, the use of large scale chemotherapy with successive treatments,
65  as the main method for the control of schistosomiasis in endemic areas, could result in
66  the appearance of resistant isolates, by means of selective drug pressure (Coelho et al
67 1997).
68 It has been mecently sugpgested that the excretory system of Schistosoma has an
69 important role in the parasite-host interaction and drug excretion. Sato e al. (2002,
70 2004) described the utilization of the fluorescent marker resorufin, a substrate for P-
71 glycoprotein (PgP), for evaluation of the excretory activity of 5 mansoni. PgP is a
72 protein that exerts an important role in the absorption, elimination and distribution of
73 many xenobiotics, including a variety of drugs (Schinkel and Johker, 2003). Oliveira et
74  al (2006), wsing resorufin, demonstrated that PZQ is able to inhibit the excretory
75 activity of 8. mansoni adult worms (LE isolate, which is susceptible to PZ()), and this
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activity can be restored when the worm is no longer in contact with the drug. Messerli e
al. (2009) point to higher levels of Pgp being associated with reduced susceptibility to
FPZQ) in S5, mansoni

The parasite-host interaction is extremely complicated, and the membrane surface is
an interface between the two organisms (Oliveira et al. 2006). The lilerature shows that
the Schistosoma tegument is an important target for antischistosomal drugs. William et
al. {2001) observed a decrease in the magnitude of the damage caused by PZ0) to the
tegument of PZQ) mesistanl adull worms, when compared with the tegument of
susceptible adult worms. Momover, Oliveira et al. (2006) demonstrated that FZQ is
able o cause damage to the legument of susceptible adult worms, using the probe
Hoechst 33258 (bisbenzimide), a hydrophilic probe, which becomes fluorescent only
when it binds to the DNA afier diffusing into sub-tegumental cells where there are
tegumental lesions, thus acting as an indicator of membrane integrity.

The evaluation of the presence of tegumental damage and excretory activity in adult
worms, after exposure o PZQ, using specific fuorescent markers, would be a novel
method for identification of resistanl S, mansoni isolales. In this work we have
compared, using fluorescence microscopy, the changes caused by PZQ) to the excretory
systemn and to the tegument of adult normal (LE) worms with those less susceptible to
FZ( (isolae LE-PZ(Q which was produced by use of drug pressure on infected
Bigmmphalaria glabrara (Couto er al to be submitted). This isolate LE-PZ() was termed
resistant in accordance with the concept of esistance suggested by Coles and Kinoti
(1997}, ie “a population of Schistosoma is mesistant when either a susceptible
population shows a significant decrease in its response to a schistosomicide or it is

significant]ly less sensitive than a fully susceptible population™.

Page 4 of 19
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101 MATERIALS AND METHODS
102 Life cycle of the parasite and infection of animals
103  Swiss mice were infected subcutaneously with 100 5. mansoni cercariae (LE or LE-
104  PZQ) isolates). The LE isolate had been maintained for more than 50 years at the Centro
105 de Pesquisas René Rachou (CPgRR) / FIOCRUZ (Pellegrino and Katz, 1968). The
106  cercarize LE-PZ() were from a S, mansoni isolate submitted to treatments with PZ0) at
107  the inwamolluscan stage. This isolate was obtained when infected Biomphalaria
108  plabrasn snails were submitted to three treatments with PZQ, each treatment
109 administered on 5 consecotive days, with | week interval for selection of less
110 susceptible parasites to PZQL The isclate LE-PZ() was passaged through mice and
111 treated 45 days after infection with 400mg/kg PZQ. It was observed that 523% of
112 worms were recovered alive, whereas in the isolate without chemotherapeutical pressure
113 (control) only 10% of worms were recoverd alive, (Couto & al. to be submitted). These
114 wvalues for worm recovery suggest that LE-PZQ) isolate is msistant (Coles and Kinoti,
115 1997).
116 fn vitro and in vivo experiments
117  Mice infected with LE or LE-PZQ cercarize, were perfused 45 days after infection,
118 according to the technique described by Smithers and Temry (1965), using culture
119 medium RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) with 0.2% of heparin
1200 | as perfusate. Four worm pairs were distributed into each well of tissue culture plates
121  containing six wells {six well platzs). The worms of the LE and LE-PZ() isolates were
122 put into separate wells. The methodologies for evaluation of the excretory system
123 activity and egumental damage have been previously described (Oliveira e al. 2006).
124  Photographic records were taken with a digital camera {Canon EOS Digital Rebel XT).
125
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Evaluation of the excretory system activity of adul worms LE and LE-PZQ with
resorufin and incubation with PZQ in vitro

The worms were maintained for 30 minutes in 4 mL of culture medium RPMI with an
additional 5% of foetal bovine serum (FBS — Gibeo Limited, Paisley., Scotland, LK)
and 100pgml of antibiotics penicillin/streptomycin (Sigma). Afierwards, 10pL of
resorufin (Sigma — stored solution 10 mg'mL in medium} were added o each well, and
incubated in 3% of CO;at 37° C, for 30 minutes. After being washed 5 times with 2 ml
of RPMI to remove the excess probe, 2 pg/mL of PEQ (Cestox® — Merck) weme added
to the wells containing worms (LE-PZQ) or LE isolates), incubated in 5% of CO-,, at 377
C, for 15 minutes, The worms were once again washed 5 times with culture medium
and transferred to shides within a square demarcated with vaseline to avoid overflow of
the worms and medium. They were then observed under fluorescence microscope (Karl
Zeiss Axiostar Plus filter for Rhodamine - excitation/maximal emission of resorufin
57T1/585 nm). Where ther is significant accumulation of resorufin into the excretory

tubules, the resorufin appears bright red or yellow on a fainter red background

Evaluation of tegumental damage in LE and LE-PZQ aduli worms afier incubation with
PZQ in vitro, using the probe Hoechst 33258

The worms were maintained in 2 mL of culture medium RPMI with addition of 3% FBS
and 100pg/ml of antibiotics penicillin/streptomycin, Afterwards, 2 pg/mL PZQ were
added and the worms incubated in 5% COg, at 37" C, for 1 hour. They were washed 5
times with 1 mL culiture medium to remove the drug. Then, 10 pL of the probe Hoechst
33258 (Sigma — stored aguecus solution 10 mg/ml) wen: added, and the worms were
incubated in 3% CO., at 37° C, for 15 minuizs. The worms were washed 5 times with

culiure mediom, and ransferred to slides demarcated with vaseline before observation

Page & of 19
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151 under the fuomscence microscope (Karl Feiss Axjostar Plus filler for DAPI -

152

153

170

171

172

173

174

175

excitation/maximal emission of Hoechst 33258 352/455 nm).

Evaluation of tegumental damage in LE and LE-PZ0 adult worms, after ireatment with
PZQ in vive, using the probe Hoechst 33258

Mice infected with LE or LE-FZ() cercariae, were treated 45 days post-infection with
400 mg'kg PZQ. After 2 hours, mice wem perfused according to the technique
described by Smithers and Terry (1965), using culture medium RPMI-1640 with 0.2%
of heparin. Four pairs of worms were placed into each well of six well culture plates.
The worms of the LE and LE-PZ() isolates were put into separate wells with 2 mL of
culture medium BPMI with addition of 5% FBS and 100pg'ml of antibiotics
penicillin/streptomycin. Then, 10 pL of the probe Hoechst 33258 were added. and the
worms were incubated in 5% COq, at 37° C, for 15 minutes. The worms were washed 5
times with culture medium, and transferred to slides demarcated with vaseline before
observation under the fluorescence microscope (Karl Zeiss Axiostar Plus filter for DAPI

— excitation'maximal emission of Hoechst 33258 352455 nm).

RESULTS

Labefing of the excretory system of adult worms (LE ard LE-PZ) with resorufin and
incabarion with PZQ

Due to the variability of resulls in female worms, we chose o evaluate only the
excrelory activity of males. The adult male worms derived from LE and LE-PZ()
cercariae, exposed to resorufin in vitre showed their excretory system brightly labeled
by the probe with yellow of bright red fluorescence (fig. | A and B; fip. 1 E and F,

respectively. After PZQ) treatment,in each well, the majority of the male worms of the
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LE isolate showed a complete inhibition with 2ug/ml. PZQ (fig. 1 C and ) whereas
very few (25%) of the isolate LE-PZ() showed inhibition. Thus, it was observed that the
majority of the LE-PZ() worms exposed to resorufin and incubated with PZQ in vitre,
showed some fluomscence in the excretory system although with less intensity of
fluorescence in comparison with the worms not exposed to PZQ (fig. 1 G and H). This

result indicates a reduction in the susceptibility of the worms LE-PZ0) to FZQ.

Evaluation of the tegumental damage of adult worms after exposure to PZQ in vitro and
in vivo using the probe Hoechst 33258

The fluorescent regions indicate tegumental damage. The worms derived from the LE
(fig. 2 A and B; fig. 3 A and B) and LE-PZ() isolates (fig. 2 E and F; fig 3 E and F) that
were not exposed to the drug én vitro or in vivo did not show tegumental damage. In
each well, the majority of the male and female worms of the LE isolate, exposed to 2
pg/ml in virre or worms obtained from mice 2 hours after administration of PZQ)
{single oral dose of 400mg/kg) showed intense damage in the egument (Fig. 2 C; fig. 3
C and D) but very few (25%) of the LE-PZ() worms showed tegumental damage. Thus,
in each well, the majority of the LE-PZ(} male and female worms presented
significantly less intense damage in their teguments in comparizon with the LE worms
(Fig. 2 G and H; Fig. 3 G and H). These results cormoborate the findings concerning the

excretory activity, indicating a reduction in the susceptibility of the LE-PZ0) to PZQ.

DISCUSSION
In the experiments examining the changes caused by PZQ) in the excretory system of 5.
mansoni, our findings corroborate the mesults obtained by Oliveira e al (2006),

showing that PZ(}) was able to inhibit the excretory activity of & mansoni adult worms

Page B of 19
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201  (susceptible LE isolate). Compared to the parasites of the LE isolate, PZQ) was not able

213

214

215

2la

217

218

219

222

224

to inhibit completely the excretory activity of the worms from the LE-PZ() isolate.
After PZQ treatment of these msistant worms, (LE-PZQ) isolate) it was possible to
observe a clear laheling with the probe resomufin, although less intense than that
chserved in the untreated control. The control LE-FZ(Q) parasites show accumulation of
resorufin into the excretory ducts as a yellow (fig. | E or bright red (fig. 1 F)
fluorescence on a red background. Afer eatment with PZQ) there is some bright red
fluorescence delectable in the pamasite (arrowed and put in a box for clarity). As
described by Sato er al. (2002), we chose to work only with male parasites, due to
variation in the responses of females to esorufin. Resorufin is a putative subsirate of
PgP. The SMDR2, a PgP homologue, has aleady been described in 5. mansoni by
Bosch er al. (1994). These PgP, as well as the proleins associated with the resistance (o
multi-drugs (MRP), are ABC carriers (ATP — Binding Cassete) and are associated with
resistance phenotype to drugs, as well as frequently expressed drug resistant tumour
cells, with the function to reduce cytotoxicity of drugs in the cytoplasm of those cells
{Kusel et al. 2006). In this way, the superexpression of these homologous PgPs with 8
muansoni may be responsible for the resistance of this parasite to the drug. Messerli er al.
{2009) obtained results indicating that high levels of SMDE2 may be associated with
the reduced susceptibility to PgP in £ mansoni,

We can assert as an hypothesis that the labeling of the excetory system of LE-PZQ)
worms, even after exposure to the drug in vitrro, demonstrates the continued excretory
activity of the worm If PZ() is excreted through the excetlory sysiem of the
schistosome, the possible resistance mechanism would be related 1o a rapid excretion of
FZ() in LE-PZ() isolate, thus impairing its lethal activity on the parasite. PZQ) might be

more damaging to the LE isolate worms, if their excretory activity was inhibited by the
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10
drug. We suggest that PgP or homologous proteins present in the epithelium of the
excretory system have an important role in the elimination of various drugs. This
suggestion is in accordance with Schinkel er al. (2003).

It is well known that PZ() is able to canse intense damage to the surface of the adult
worm (Becker et al. 1980; Mehlhorn et al. 1981; Oliveira et al 2006). The damage
generated by PZ(Q) causes either the immediate death of the parasite, or could lead to the
exposure of antigens, which afler recognition by the specific immune response, would
consequently eliminate the parasite (Harnett and Kusel, 1986 Doenhoff e al. 1987;
Modha er al. 1990). The magnitude of the tegumental lesions of adult worms has been
already suggested as a possible parameler to differentiate susceptible and resistant
isolates to PZ0Q (William er al. 2001),

A semsitive tool for identification of tegumental lesions in & mansoni is the
fluorescent probe Hoechst 33232 (Oliveira e al. 2006). This probe has already been
used in various studies, not only in aduelt worms (Lima et al. 1994; Oliveira et al. 2006),
but also in schistosomulum (Kusel et al. 2007), sporocyst (Mattos & al 2006). and
cercariae (Thomhill e¢ all 2009). The probe Hoechst 33258, which binds DNA of cells,
is @ very sensitive indicator of membrane integrity, since even the worms of the LE
and LE-PZ(} isolates — not exposed to PZQ) in vitro ot in vive — showed slight labeling
with the probe, leading to some variability among the groups. These small labeled
regions, observed in the worms of the control group, are a consequence of the method
used for worm recovery {(Oliveira et al. 2006). However, the well-marked labeling by
Hoechst 33258 in worms of the LE isolate exposed to PZQ in vitre and in vive is very
clear, confirming the capacity of PZQ to cause tegumental damage in 5. mansoni wWorms
of the control group (susceptible to PZQ). However, in worms of the LE-FZ(} isolate

exposed to the drug in vitro and in vivo, only small fluorescent regions could be

Page 10 of 19
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obsarved. According to William et al. (2001}, the worms that are less susceptible to the
effects of PZ() on the tegument in vive, are also less susceptible to the same effects of
the drug in vitro. Ismail er al (1996) also demonstrated that worms resistant to the
effects of PZQ in vive showed a significant reduction in the responses of PEQ in vitro.
In conclusion, we have shown that resistant adult worms (produced from & mansoni
infected B.glabrata snails subjected to PZQ) dmg pressure) exhibil less tepumental
damage and less inhibition of the excretory system than normal parasites. Further work

on cercariae and other larval stages of normal and resistant isolates would be valuable.
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CAPTIONS TO FIGURES

Fig. | — In vitre evaluation of the effect of PZQ on the excretory system of 5 mansoni
adult worms. (A} and (B) 5 mansoni LE labeled with the probe resorufin and not
exposed to PZQ. (C) and (D) & mansoni LE labeled with the probe resorufin and
exposed to 2pg'ml PEQ. (E) and (F) 5 mansoni LE-PZ0) labeled with the probe
resorufin and not exposed 10 FZQ. (G) and (H) 5. mansoni LE-PZQ) labeled with the
probe resorufin and exposed to 2pg/ml. PZQ. Arrow: main ubule and ramifications of
the excretory system. Each bar represents 100 micron. In G, H labeled regions of the

excretory system are shown in a box as well as an amow.

Fig . 2 — In virro evaluation of the effect of PZQ on the tegument of 5 mansoni adult
worms, (A) and (B} 8 mansoni LE not exposed to PZQ) and labeled with the probe
Hoechst 33238, (C) and (D) 5. mansoni LE exposed to 2pg/mL PZ( and labeled with
the probe Hoechst 33258, (E) and (F} 5. mansoni LE-PZQ not exposed 1o PZQ and

labeled with the probe Hoechst 33258, (G) and (H) & mansoni LE-FZ(Q) exposed o
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2pg/ml. P70} and labeled with the probe Hoechst 33258, The fluomscent areas indicate

intense lesions. Each bar represents 100 micron.

Fig. 3 — The egument of & mansoni adult worms observed in wive (A) and (B) 5.
mansoni LE not treated with PZQ and labeled with the probe Hoechst 33238, (C) and
(D) 8 mansoni LE treated with 400 mg/Kg PZ0Q and labeled with the probe Hoechst
33258 of PZQ. (E) and (F) 5. mansoni LE-PZQ) not treated with PZ() and labeled with
the probe Hoechst 33258, (G) and (H) 8. mansoni LE-PZQ) treated with 400 mg/Kg and
labeled with the probe Hoechst 33258, The fluorescent areas indicate intense lesions,

Each bar represents 100 micron,
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Fig. 1 — In vitro evaluation of the effect of P20 on the excretory system of 5. mansoni adult worms.
(A} and (B} 5. mansoni LE labeled with the probe resorufin and not exposed to PZQ, (C) and (D) 5.
mansoni LE labeled with the probe rescrufin and exposed to 2pg/ml PZ0. (E) and (F) 5. mansoni
LE-PZ0} labeled with the probe resorufin and not exposed to PZ0. (G) and (H] 5. mansoni LE-PZ0D

labeled with the probe resondfin and exposed to 2pgfml P20, Arrow: main tubule and remifications
of the excretory system. Each bar represents 100 micron. In G, H labeled regions of the exoretory

system are shown in a box as well as an amow,
166:x21%mm {300 x 300 DPT)
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In vitro evaluation of the effect of PZ0 on the tequment of 5. mansoni adult worms. (A and (B} 5.
marnsomn LE not exposed to P20 and labeled with the probe Hoechst 33238, (C) and (D) 5. mansoni
LE exposed to Z2pa/ml P20 and labeled with the probe Hoedhst 33258. (E) and (F) 5. mansoni LE-
PZ0 not exposed to P20 and labeled with the probe Hoedhst 33258, (G) and (H) 5. mansoni LE-PZ0)
exposed to 2pg/mL PZ0 and [abeled with the probe Hoechst 33258, The fluorescent areas indicate
intense lesions. Each bar represents 100 mécron.
166:223mm (300 » 300 DFT)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A esquistossomose € uma das doengas parasitarias de maior prevaléncia no mundo e
estd associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econdomico, o que gera a necessidade de
utilizacdo de 4guas naturais contaminadas para o exercicio da agricultura, trabalho doméstico
e/ou lazer. Afeta mais de 200 milhdes de pessoas em zonas rurais e periurbanas, entre as quais
120 milhdes sdo sintomaticas e 20 milhdes sofrem conseqiiéncias graves da doenga. No
Brasil, estima-se mais de 8 milhdes de pessoas infectadas, enquanto outras 30 milhdes estdo
sob o risco de contrair a doenga. Tem como agente etiologico o Schistosoma mansoni,
trematddeo de ciclo heteroxénico, que tém mamiferos, incluindo o homem, como hospedeiros
definitivos e espécies de caramujos de agua doce do género Biomphalaria como hospedeiros
intermediarios.

O praziquantel (PZQ) é, atualmente, o medicamento de escolha para o tratamento da
esquistossomose. Apresenta baixa toxicidade, ¢ administrado oralmente, em dose unica e com
alta eficacia, possibilitando o tratamento da populacdo em larga escala. Em fun¢fo da
eficiéncia e seguranga, foi possivel o emprego em larga escala em areas endémicas, bem
como em tratamentos repetidos. Porém, o uso regular de drogas para o controle de parasitas
pode levar a selecdo de cepas resistentes, através do mecanismo de pressdo seletiva. A
existéncia de cepas de Schistosoma resistentes ao PZQ pode ser considerada um problema
para o controle dessa doenca, uma vez que os métodos de controle da esquistossomose tém na
quimioterapia um de seus principais procedimentos.

A manutengdo de uma cepa resistente ao PZQ em laboratdrio é de grande importancia,
pois possibilita desenvolver diversos estudos em relagdo aos mecanismos de resisténcia ao
medicamento, aos mecanismos de a¢do da droga no parasito, bem como identificar
marcadores moleculares para identificagdo de resisténcia ao PZQ em campo. Além disso,
permite testar novos esquemas terapéuticos para serem utilizados quando forem detectados
casos de resisténcia. Porém, os diversos experimentos de indugdo de resisténcia, realizados
em laboratdrio, utilizando sucessivas passagens e tratamentos em camundongos sdo longos e
utilizam metodologias distintas, o que dificulta a comparacgdo entre eles, impedindo, assim,
uma analise mais aprofundada dos resultados obtidos. Deste modo, os principais problemas
para o estudo da resisténcia do S. mansoni ao PZQ se devem as dificuldades de execucdo dos
métodos tradicionais de inducdo e a manutengdo do isolado em laboratério. Atualmente, néo
se tem relato da existéncia de um isolado resistente, desenvolvido em laboratério, que venha

sendo mantido em condi¢des laboratoriais.
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Estudos ja demonstraram a agdo do PZQ em diversas fases do S. mansoni, inclusive na
fase intramolusco. Desta forma, a possibilidade de selecdo de isolados resistentes, em
laboratério, utilizando S. mansoni na fase intramolusco, seria de grande valia, uma vez que
seria um processo mais facil, rapido e econdomico do que o método classico por passagens em
camundongos. Neste casso, a pressdo ¢ exercida sobre milhares de formas evolutivas, as
cercarias (pressdo sobre um nimero muitissimo maior de organismos do que no modelo com
camundongo, em vermes adultos), abreviando o processo seletivo.

O presente trabalho teve como objetivo principal selecionar um isolado de S. mansoni
resistente ao PZQ utilizando pressdo quimioterdpica em B. glabrata infectada com o parasito.
No primeiro artigo resultante da disserta¢do, “Method for inducing resistance to praziquantel
using Biomphalaria glabrata snails infected with Schistosoma mansoni” descrevemos o
método utilizado para inducdo de resisténcia. A metodologia e os resultados obtidos foram
descritos e submetidos a publicagdo na revista Parasitology. O isolado resistente selecionado,
denominado LE-PZQ, apresentou uma EDs0 (dose efetiva para matar 50% dos vermes) 5,3x
maior que na cepa controle, suscetivel ao PZQ. Este procedimento demonstrou ser um método
rapido, facil e eficiente para sele¢do de isolados resistentes ao PZQ.

O sistema excretor do Schistosoma tem recebido, nos ultimos anos, ateng¢do especial
devido ao seu importante papel na interagdo parasito-hospedeiro. Estudos utilizando uma
sonda fluorescente, a resorufim, demonstraram que o PZQ ¢ capaz de inibir a atividade
excretora de vermes adultos sensiveis ao medicamento. Esta sonda ¢ um substrato da Pgp,
uma proteina que estd associada fenotipos de resisténcia a farmacos. Ja foram descritos
homologos a essa proteina no S. mansoni.

O PZQ é também capaz de causar intensos danos na superficie de vermes adultos que
causam a morte direta do parasito ou levam a exposicdo de antigenos que, juntamente com o
medicamento, eliminariam o verme. A sonda Hoechst 33258 ¢ uma sonda hidrofilica, capaz
de se ligar ao DNA das células atuando como indicador de integridade de membrana e ja foi
utilizada em estudos com vermes adultos, esquistossomulos, cercarias e esporocistos.

Diante do exposto, tivemos, também, como objetivo avaliar a atividade excretora e a
magnitude dos danos causado no tegumento de vermes apds exposicdo ao PZQ. A
metodologia utilizada e os resultados foram descritos no outro artigo resultante desta
dissertacdo: “Use of fluorescent probes as a useful tool to identify resistant Schistosoma
mansoni isolates to praziquantel”. Foi possivel concluir que o PZQ nio inibe completamente a
atividade do sistema excretor de vermes adultos in vitro, recuperados de camundongos
infectados com cercarias LE-PZQ, ja que a marcagdo deste sistema pela sonda resorufim néo

desaparece completamente apos adi¢do do farmaco conforme ocorre em vermes da linhagem
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LE controle. E também que os vermes adultos provenientes de camundongos infectados com
cercarias LE-PZQ apresentaram danos no tegumento menos intensos do que em vermes de
camundongos infectados com cercarias da cepa LE padrio, apds exposi¢do ao PZQ in vivo ou
vitro.

Os resultados obtidos com a utilizacdo das sondas fluorescentes resorufim e Hoechst
33258 corroboram com os resultados para avaliagdo da resisténcia do isolado submetido a
pressdo quimioterapica na fase intramolusco. A partir de entdo, sera possivel manter o isolado
resistente sob pressdo quimioterapica afim de que o mesmo continue resistente e sera possivel
realizar, em grande escala, experimentos que visem de esclarecer os mecanismos envolvidos

na resisténcia do parasito ao PZQ.
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7 ANEXO

7.1  Aceite da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA — FIOCRUZ)

MINISTERIO DA SAUDE
FunpAGAO OswaALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Com1ssAO DE ETica NO Uso pe ANIMAIS - CEUA

Rio de Janeiro, 25 de fevereiro de 2008

CARTA N° 038-08/CEUA-FIOCRUZ

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho
Pesquisador

rfD-Dn
LrgRr

Referéncia: Protocolo P-0340/07

Prezado Dr. Paulo Marcos,

Temos o prazer de informar-lhe que seu projeto intitulado “Uso do
praziquantal em Biomphalaria glabrata infectadas com Schistosoma
mansoni visando selecdo de linhagens resistentes e iden”, foi considerado
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ).

O certificado de licenga é encaminhado em anexo (L-0014/08).
Obrigado por submeter seu projeto a CEUA-FIOCRUZ,
Respeitosamente,

D Pl e

L —t N St S~ e ]
Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

FIOCRUZ

Ay, Brasil n® 4365 sala 110 - Castelo - Manguinhos - CEP 21045-900
Rio de Janeiro-RJ - Brasil - E-mail: ceua@fiocruz.br
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