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“A sinde drug praziquantd (PZQ), is aurently available for the treatment of infations due to
Schistosoma haematobium (the most frequent spedes), S. japonicum, S. mekongi, S.
intercalatum and the so-alled minor schistosomes. For S. mansoni infattions, oxamniquine is still
ammerdally available but its price discourags use and proarremant is offen diffiault. Thus, PZQ is
pradiclly the only drug available for infection that cncerns 200 million pecple. It is dear that we are
living dangerously, sine theary and experience strongy suggsst that drug resistance is a virtually
unawidable phenamenon for any antinfedive compound: if resistanee were to undermine the usefiilness of
PZQ, it auld take several years to devdop adequate substitute In view of the fadt that several million
PZQ doses are administered every year and the number is going to rise in the immediate future —
inareasing the risk of devdlopment of resistanae— it should be apparent that is nowtime to start looking for
new drugs against schistosomiasis.”
Donato Cioli
Report of the Scientific Working Group on Schistosomiasis, 2006
TDR/ SWG/ 07 Pages 72-75

\



Neusa Aratijo TesedeDautorado

O Dr. José Pellegrino, professor amigo em algumas ocasides e amigo professor em
outras, me presenteou com um exemplar do livro ENCONTRO, de sua autoria com a

seguinte dedicatoria:
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A Ele, in memoriam, eu dedico est,e trabalho.
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Resumo

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

aparecimento de resisténcia ao esquistossomicida usado.
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Abstract

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

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

The first article deals with the use of lovastatine and oxamniquine or praziquantel
in association. In experiments in vivo, lovastatine and oxamniquine or praziquantel in
association did not present any additive effect, but a significant oogram change was
detected when lovastatine and oxamniquine were used in association. On the other
hand, the experiments in vitro showed that maturation of eggs was not fully developed
when the worms were exposed to lovastatine, whereas the eggs of the control group
reached maturation, after passages through all the parasitic stages until eclosion of
miracidia. The complete process of egg maturation was also observed when worms
treated in vivo were cultured in vitro, in culture medium without addition of lovastatine,
thus demonstrating that the exposure of worms to lovastatine in vitro accounts for the
blockage of egg development.
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In the second article, the activity of clonazepam on Schistosoma mansoni adult
worms was evaluated in vitro, showing that clonazepam causes total paralysis of male
and female worms. In vivo, this drug did not present any additive or synergistic action.

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

The results of these studies motivate the need to continue working on this
promising research line, since the association of two drugs presenting synergistic effect
is currently the ideal strategy for the treatment of the disease.

XVI
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INTRODUCAO
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1 Introdugao

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

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

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

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

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

Doenca endémica de importancia mundial, a esquistossomose & a segunda de
maior impacto em termos so6cio-econémicos e de saude publica, perdendo somente
para a malaria. Afeta amplas areas geograficas, com aproximadamente 200 milhdes de
pessoas infectadas em 74 paises por uma das diferentes espécies de Schistosoma que
atingem o homem, sendo as principais S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium e
600 milhdes vivendo sob o risco de infeccdo. Segundo King et al. 2006 o numero total
de perdas DALY (disability-adjusted life years), uma medida de desfecho que contempla
dados quantitativos (tempo de vida) e qualitativos (qualidade de vida) relacionados a
saude dos pacientes, é estimado em 2-15% ao ano (King et al. 2005). A OMS, em seu
relatério de 2002, declara que o numero anual de mortes causadas pela
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esquistossomose pode ser superior a 200.000. A morbidade acentuada da doenga torna
estes indices preocupantes. Sua evolugédo pode levar ao desenvolvimento de doencgas
incapacitantes para homens e mulheres em suas idades mais produtivas,
comprometendo a qualidade de vida dos pacientes (Engels et al. 2002).

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

Em 16 de maio de 2008 a Secretaria de Saude do Estado de Minas Gerais
publicou a Resolucdo SES n° 1.481 que torna a esquistossomose uma doenga de
notificagdo compulséria em todo o Estado de Minas Gerais, colaborando, dessa
maneira para a obtencédo de dados epidemiolégicos mais reais.

O desenvolvimento econémico, a utilizagdo de métodos de controle, o
desenvolvimento de farmacos e a melhoria das condi¢cdes sanitarias sédo fatores
fundamentais para a diminuicdo da incidéncia de parasitoses. A esquistossomose,
apesar do desenvolvimento de farmacos efetivos, bem tolerados e com poucos efeitos
colaterais, continua em plena expans&o, principalmente em paises da Africa e no Brasil,
ocasionada pela precariedade das condi¢cdes basicas de saude da populagdo e
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inexisténcia de condi¢gbes sanitarias essenciais para a sobrevivéncia (Katz & Peixoto
2000).

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

Nas ultimas duas décadas, ap6s houve redugao de cerca de 50% no numero de
casos de esquistossomose no Brasil, bem como reducédo da taxa de mortalidade pela
doenga, que mesmo assim continua representando sério agravo de saude publica
(Silveira et al 1997, Andrade 1998, Ferraz et al. 2003). Cinco a 8% dos pacientes
esquistossomoticos poderdo desenvolver a forma hepatoesplénica e desses,
aproximadamente 87% poderdo apresentar varizes esofagianas (Andrade 1998, Ferraz
2001), com incidéncia de hemorragia digestiva variando entre 11 a 25% (Kloetzel &
Kloetzel 1958, Coura et al 1982, Abrantes 1995, Ferraz et al. 2001). Dentre os fatores
responsaveis pela redugao da doenga no Brasil podem ser citados: a disponibilidade de
farmacos comprovadamente eficazes, administrados em dose Unica e por via oral e
isentos de efeitos colaterias graves; a melhoria das condigbes do sistema de
saneamento basico; a ampliacdo da oferta de abastecimento e esgotamento sanitario; a
maior disponibilidade de assisténcia médica e implantagéo de programas de educacéo
em saude (Brasil, 2004).

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

parasito. Manifestacdes ectépicas da doenga como, por exemplo, a neurologica e a
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vasculopulmonar sdo causadas pela presengca de granulomas, principalmente, na
medula e nos vasos pulmonares, respectivamente.

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

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

2.1 Objetivo Geral

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

esquistossomose mansoni experimental.

2.2 Objetivos Especificos

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

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

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

Avaliar, experimentalmente, a eficacia da associagdo oxamniquina-praziquantel

administrada nos varios estagios da infeccédo por S. mansoni.

23



Neusa Aratijo TesedeDautorado

REVISAO DA LITERATURA
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3 Revisao da Literatura

3.1 Controle

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

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

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

A mortalidade por esquistossomose ocorre principalmente na fase crénica da
doencga, em sua forma hepatoesplénica. Nessa forma, as manifestagbes clinicas séo
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decorrentes da hipertensdo portal e tem como principais complicagées a ascite e a
formacgéo de varizes gastroesofagicas que, quando rompem, resultam em hemorragias
graves, muitas vezes, fatais (Prata 1997). As informacdes sobre os obitos por
esquistossomose constituem elementos importantes para o monitoramento da doenca
e, consequentemente, do impacto de intervencdes e politicas publicas voltadas para a
sua reducdo. Além disso, conhecer quem é vulneravel é imperativo quando se pensa
em termos de prevencdo. Desse modo, a identificagdo dos grupos populacionais que
estdo sujeitos a maior risco de morte por esquistossomose constitui uma tarefa
imprescindivel (WHO 1993, Resendes et al 2005).

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

Com o aparecimento dos primeiros moluscicidas em 1940, a niclosamida, por
exemplo, a transmissdo da esquistossomose pbdde ser controlada em varias regides
endémicas, mas o emprego desses agentes diminuiu gradativamente e, atualmente é
um método abandonado (Sturrock 2001). A aplicacdo de moluscicidas, juntamente com
outras medidas de controle, foi introduzida no Egito, em 1940 (sulfato de cobre). Em
1955 o pentaclorofenato foi usado pela primeira vez no Egito. Com o advento da
niclosamida (Bayluscide®) esse moluscicida passou a ser usado no delta do Nilo —
Egito (Projeto Egito-49). Apds dois anos de uso, os resultados se mostravam
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promissores (Farooq ef al. 1966). Entretanto, sete anos apés, a incidéncia e a
prevaléncia da esquistossomose continuavam iguais as que eram antes da introdugdo
das medidas de controle. Foi dessa maneira que o Projeto Egito-49 mostrou que a
aplicacdo de moluscicida ndo é uma medida eficaz para o controle da doencga (Gilles et
al. 1973, Katz, 1980).

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

Barbosa et al. 1993 apresentaram uma proposta alternativa aos programas de
controle em um trabalho de pesquisa controlado, com integracéo interdisciplinar e multi-
institucional, envolvendo entidades de pesquisa e de servigos, desenvolvido em uma
area rural do municipio de Afonso Claudio (Espirito Santo). Esse modelo conta com
amplo envolvimento comunitario e com a organizacdo dos servigos locais de saude
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(SUS). Os métodos de controle utilizados s&do o tratamento médico individualizado e a
melhoria das condi¢des de saneamento.

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

Até o presente momento o controle da transmissdo n&o foi objeto de nenhum
programa especial em larga escala, mas existem exemplos de paises que vém
conseguindo controlar a esquistossomose seja através do desenvolvimento so6cio-
econdmico e do uso extenso do abastecimento de &gua e eliminacédo adequada de
dejetos, por exemplo: Japao e Porto Rico.

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

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

E importante frisar que a medida mais eficaz para o controle da transmiss&o
seriam as agdes de saneamento ambiental incluindo coleta e tratamento de dejetos,
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abastecimento de agua potavel, melhoria das condigées sanitarias e eliminagéo
definitiva das coleg¢des hidricas criadoras de moluscos (Katz e Almeida, 2003).

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

intensa.

3.2 Controle Através do Tratamento

O controle da esquistossomose através do tratamento, apesar dos indices altos
de reinfeccdo em areas endémicas, é eficaz. O tratamento é importante ndo s6 pela
cura do paciente, mas também para o controle da morbidade e da transmiss&o (Savioli
et al. 2004).

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

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

Com base nas observagdes de Madureira Para (1949) que de um total de
267.107 amostras de figado, oriundos de todo o pais, estudadas através de
viscerotomia realizadas entre 1937 e 1946 encontrou 5.953 positivas para Schistosoma
(2,3% £ 0,019), Sette (1953) examinou a populacdo de Catende, Pernambuco, onde
Jansen (1946) havia tratado cerca de 3.500 pacientes com antimoniais, aplicado
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moluscicida e realizado saneamento na comunidade. Dois grupos foram estudados
sendo o primeiro formado de 796 pacientes tratados e o segundo por 100 pacientes
sem tratamento. A incidéncia de esplenomegalia ap6s o tratamento foi de 1,7 e 9,9%,
respectivamente. Estudos de biopsia de figado em pessoas falecidas desse mesmo
grupo durante os anos de 1937 a 1941 e 1942 a 1951 revelaram que a percentagem de
“cirrose” era de 32,6 e 11,1, respectivamente sendo essa a primeira evidéncia de que
apo6s o tratamento ha um decréscimo no numero de casos de hepatoesplenomegalia
(Para 1949, Sette 1953).

Em Gameleira, Pernambuco, Kloetzel (1962) observou que 50% das criangas
com esplenomegalia ap6s quatro anos do tratamento com Astiban® apresentavam o
baco em tamanho normal, 83,0% dos pacientes tratados que continuaram residindo na
area haviam sido reinfectados, sendo que a mediana do numero de ovos de 915, antes
do tratamento, diminuiu para 135, e que nenhuma das criancas tratadas desenvolveu a
hepatoesplenomegalia. No trabalho, o autor sugere, em decorréncia dos resultados
observados, que os pacientes deveriam receber tratamento especifico, mesmo levando-
se em conta a possibilidade de reinfecgdo (Kloetzel 1962).

Bina (1977) demonstrou que criancas residentes em zona endémica de S.
mansoni com tendéncia a adquirir a forma hepatoesplénica com o passar dos anos,
poderiam ter essa tendéncia controlada, através do tratamento. De fato, pacientes com
idade variando entre cinco e 17 anos, tratados com hycanthone, apresentaram 71,4%
de regressao da forma hepatoesplénica na avaliagdo clinica e parasitoldgica realizadas
2, 5 e seis anos pos-tratamento, enquanto no grupo controle (n&do tratado) 28,7%
evoluiram para a forma hepatoesplénica. Observou ainda que os pacientes tratados
continuavam apresentando ovos de S. mansoni nas fezes apdés cinco anos do
tratamento, devido a reinfeccdo(des) e que nédo houve diferenga significativa na
intensidade da infecgéo entre os grupos tratados e néo tratados.

Em Comercinho, Minas Gerais, foi realizado, em 1974, um estudo clinico-
epidemiolégico incluindo censo, mapeamento da cidade, exame parasitolégico de fezes
da populacdo pelo método de Kato-Katz, exame clinico nos pacientes com diagnoéstico
positivo para S. mansoni, entretanto ndo foi realizado tratamento especifico porque o
farmaco usado a época (hycanthone) comecava a apresentar efeitos colaterais graves,
inclusive casos fatais (Katz 1974). Na mesma area, em 1981, foi realizada uma nova
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intervencéo com identificacdo do hospedeiro intermediario, avaliagido da estabilidade da
contagem de ovos nas fezes, levantamento s6cio-econdmico, pesquisa de contato com
a agua, intradermoreagdo nos pacientes positivos para S. mansoni através do exame
de fezes e tratamento em larga escala com oxamniquina (Costa 1983). Cury ef al.
(1988) reavaliaram a populacdo de Comercinho usando metodologia semelhante
aquela usada em 1983 por Costa et al., encontrando um indice de infeccdo de 40% e
média geométrica de 105 ovos por grama de fezes, constatando uma diminuigcdo
acentuada da forma clinica hepatoesplenomegalica. Rocha (1995) nesta mesma
localidade verificaram que houve o aumento do numero de residéncias com &gua
potavel intradomiciliar chegando a 86,9% das residéncias e que aliado a cinco
tratamentos especificos dos infectados pelo S. mansoni durante dez anos produziram
reducdo significativa da prevaléncia da esquistossomose de 70,4 para 13,1% e na
média geométrica do numero de ovos por grama de fezes de 334 para 120 ovos, com
regressdo da forma hepatoesplénica de 6,8 para 3,3%. Um estudo mais recente nesta
mesma area, constando de identificacdo do hospedeiro intermediario, levantamento
socio-econémico da populacdo, exame de fezes da mesma populagdo estudada em
1981 e exame clinico dos pacientes positivos foi realizado por Sarvel et al. 2009. Os
181 moluscos coletados, identificados como B. glabrata, ndo estavam infectados por S.
mansoni. Das residéncias visitadas 96% contavam com abastecimento de agua da rede
publica e 97,6% possuiam fossa/vaso sanitario para destino dos dejetos. As casas Tipo
A - consideradas de melhor qualidade — somavam 97,6% das moradias; do tipo B 1,6%
e 0,8% do tipo C. A taxa de infecgéo para S. mansoni foi de 1,4% e a média geométrica
de ovos por grama de fezes foi de 172. Nenhum novo caso de forma hepatoesplénica
foi detectado.Os estudos realizados na Cidade de Comercinho ao longo de 35 anos,
mostram que a transmissédo da esquistossomose foi quase interrompida no local e dao
a nogdo exata do beneficio gerado para a populagdo quando sdo aliados tratamento
especifico, aporte de agua encanada, eliminacdo adequada dos dejetos e melhoria das
condigcbes socio-econdmicas (Sarvel 2009).

No Brasil, com o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE)
instituido em 1976, mais de 13 milhdes de pacientes foram tratados com oxamniquina
ou praziquantel. Nas ultimas décadas, no Brasil, a prevaléncia da forma
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hepatoesplénica diminuiu significativamente, bem como as internacdes hospitalares por
esquistossomose (Amaral 2006).

3.3 Tratamento

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

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

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

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

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

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

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

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

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

A meia vida da oxamniquina gira em torno de 1,5 a 2 horas com a concentragéo
maxima no soro de 1 a 4 horas ap6s a administracdo de uma dose de 15mg/kg
(Kokwaro & Taylor 1991). Metabolizada por processos oxidativos é excretada em forma
de metabolitos inativos pela urina (Cioli et al. 1995). O descobrimento da oxamniquina
data do inicio da década de 70, e ela foi bastante usada para o tratamento em massa
da esquistossomose na década de 80 (Katz 1980). O principal mecanismo de agdo
desse farmaco relaciona-se com a sua capacidade de inibir a sintese de acidos
nucléicos. A esterificagdo do farmaco pela enzima sulfotransferase produz compostos
eletrofilicos capazes de alquilar o DNA e outras moléculas do parasito (Cioli 1993). E
um farmaco que apresenta boa eficacia esquistossomicida contra o S. mansoni, porém
ndo apresenta atividade contra as outras espécies de Schistosoma que acometem o
homem (Foster 1987) e apresenta a desvantagem de ser de alto custo. A oxamniquina é
eficaz para o tratamento da esquistossomose mansoni sendo os vermes machos mais
vulneraveis a acado do farmaco do que as fémeas (Cioli ef al. 1995).

Testes realizados com oxamniquina usando o modelo animal revelaram que o
farmaco atua em quase todos os estagios de infec¢édo pelo S. mansoni sendo as fases
de cercarias e vermes adultos mais afetados do que os esquistossdmulos e vermes
imaturos (Foster et al. 1971). Na fase imatura a dose Unica oral de 50 mg/kg causou
reducdo significativa no numero de vermes quando administrada 24 horas apos a
infeccdo, oito ou15 dias pés infeccdo. A terceira semana po6s infecgéo foi a mais critica
em relacdo a eficacia do tratamento, chegando a mostrar completa ineficacia aos 22
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dias de infec¢do. O farmaco voltou a apresentar atividade quando administrado apés 25
e 36 dias (Foster 1973). A EDgg (dose necessaria para matar 99% dos vermes) em
camundongos foi de 44 e 42mg/kg quando foram usadas as vias oral ou intramuscular,
respectivamente (Foster 1973). Em 1973, Pellegrino et al. relataram que a oxamniquina
apresentou atividade em camundongos, hamsters e macacos Cebus. Em
camundongos, com a dose Unica, intramuscular de 100mg/kg apresentou 100% de
alteracdo do oograma. Quando foram usados hamsters, efeito semelhante aos
apresentados pelos camundongos foi observado com a dose intramuscular de 50mg/kg.
Macacos Cebus foram tratados com dose unica intramuscular de 20-40 mg/kg e
curetagens da mucosa retal feitas em série, antes e apos o tratamento, mostraram que
houve cura parasitolégica dos animais A perfuséo realizada 120 dias apos o tratamento
mostrou auséncia de vermes. Estudos de toxicidade e mutagenicidade realizados em
animais ndo apresentaram evidéncias de efeitos carcinogénicos e mutagénicos
relevantes (Batzinger & Bueding 1977) e anormalidades cromossémicas ndo foram
observadas em animais nem em seres humanos (Ray et al. 1975).

Um experimento conduzido com o objetivo de estudar os danos causados nos
vermes de S. mansoni mostrou que no terceiro dia de tratamento ja se observa parada
de postura. As alteragées morfolégicas dos vermes também puderam ser observadas a
partir do terceiro dia do tratamento sendo que as mais intensas foram primeiramente
observadas no parénquima dos vermes machos. Quinze dias apos o tratamento as
alteragbes se tornaram mais intensas, com vacuolizagdo e desaparecimento dos
nucleos das células do parénquima (lesdo “em bolha”). Nas fémeas, foram observadas
alteragdes a partir do 7° dia, com reducéo da quantidade do material vitelinico no ovario
e despigmentacdo acentuada. Os vermes sobreviventes apresentaram diminuicéo
significativa de tamanho. A ovoposi¢éo n&o foi reiniciada até 120 dias apés o tratamento
quando o experimento foi finalizado (Kohn et al. 1979). Camundongos tratados com
oxamniquina 24 horas ap6s a infeccdo ndo apresentaram vermes no sistema porta
quando a perfusédo dos animais foi realizada no 35° da infec¢édo (Coelho et al. 1993).

Na clinica, os efeitos colaterais mais comumente relatados por pacientes
submetidos ao tratamento com oxamniquina foram: nduseas, vertigens, sonoléncia, dor
de cabega e menos frequentemente desconforto abdominal, vomito e diarréia efeitos
esses leves e de curta duragdo. Alucinagédo ou convulsédo foi observada em 0,5% dos
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casos tratados. Exames laboratoriais mostraram elevagéo dos niveis de transaminases
plasmaticas, leucopenia, hematuria e/ou proteinuria em alguns pacientes. (Silva et al.
1974, Domingues & Coutinho 1975, Bina & Spinola 1976, Katz et al. 1976, 1977, Katz
1980). Pode aparecer também febre e eosinofilia em decorréncia da destruicdo do
parasito (Cioli et al. 1995). A oxamniquina é bem tolerada pelos pacientes e reacdes
adversas graves sdo esporadicas (Prata et al. 1975). No entanto, alguns autores
relataram efeitos adversos graves no sistema nervoso central, apds a administragédo do
farmaco (Bina & Spinola 1976, Krajden et al. 1983, Carvalho et al. 1985). Katz et al.
(1973) isolaram uma cepa de S. mansoni de dois pacientes tratados com hycanthone
por duas vezes e com niridazol por uma vez e ainda assim continuavam eliminando
ovos viaveis nas fezes. Camundongos infectados com a cepa isolada (denominada
WW) foram tratados com esquemas multiplos de niridazol, hycanthone e oxamniquina,
juntamente com a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratério e sabidamente
suscetivel aos trés farmacos. Estudos comparativos entre as duas cepas mostraram
diferencas na suscetibilidade aos agentes esquistossomicidas usados. Com a
administracdo de hycanthone a diferenca de suscetibilidade entre as duas cepas foi
altamente significativa, com niridazol e oxamniquina as diferengas n&o foram tao
evidentes, mas ainda assim suficientes para indicar menor suscetibilidade da cepa WW
a esses agentes esquistossomicidas. Esta foi a primeira vez na literatura que se
mostrou resisténcia de uma cepa na clinica e a metodologia para seu estudo (Katz et
al. 1973). Um paciente foi tratado com hycanthone na dose unica de 2,5mg/kg, por via
intramuscular e ndo curado. Ao mesmo paciente foi administrada a dose unica, oral de
14mg/kg de oxamniquina, que também n&o foi eficaz, uma vez que o paciente
continuou eliminando ovos nas fezes. Experimentalmente, a cepa desse paciente foi
isolada (denominada cepa MAP) e os estudos feitos em camundongos mostraram que a
primeira e a segunda geracdo de vermes apresentaram resisténcia ao hycanthone e a
oxamniquina, sendo, porém suscetivel ao niridazole. Essa cepa foi usada para diversos
estudos de resisténcia em laboratorio (Pedro et al. 1980). Enk et al. 2008 relataram pela
primeira vez a vantagem do tratamento no estagio inicial da infeccdo. Um técnico de
laboratorio se acidentou com um aquario contendo B. glabrata eliminando cercarias,
apresentando poucas horas depois do acidente dermatite cercariana. O tratamento
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realizado com oxamniquina 6 horas ap6s o acidente foi considerado eficaz com base no
acompanhamento com repetidos exames de fezes apresentando resultado negativo.
Diferencas na suscetibilidade a oxamniquina sdo inerentes a diversidade

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

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

3.5 Praziquantel

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

Sua atividade esquistossomicida foi demonstrada, primeiramente contra S.
mansoni usando camundongo como modelo animal (Gonnert & Andrews 1977).
Baseado nos resultados experimentais de toxicidade e eficacia promissores, os ensaios
clinicos em voluntarios (Fase 1A) tiveram inicio em 1978. Logo ap6s foram realizadas
as fases IlA, IIB e lll. A revisdo dos primeiros ensaios clinicos realizados com
praziquantel foi feita por Dollery (1991). A partir dai foram realizados estudos clinicos de
avaliacdo de atividade do farmaco sobre as espécies principais de Schistosoma que
acometem o homem. Os estudos na infecgdo por S. haematobium foram realizados em
Zambia, no WHO Tropical Diseases Research Centre (Davis & Wegner 1979); em
infeccdo por S. mansoni no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ - Belo
Horizonte, Brasil (Katz et al. 1979). No caso da infec¢do por S. japonicum estudos
duplo-cego de tolerancia foram conduzidos em Koma-Kyoritsu Hospital, Japan (Ishizaki
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et al. 1979), complementados por estudos clinicos de tolerancia e eficacia realizados no
Schistosomiasis Control and Research Philippines (Davis & Wegner 1979, Santos et al.
1979). Esses dados estdo disponiveis em documento da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO 1998).

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

O praziquantel & o farmaco eleito pela Organizagcdo Mundial de Saude para o
tratamento da esquistossomose, por apresentar atividade contra S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (Génnert & Andrews 1977,
Andrews et al. 1983), apresentar alto percentual de cura, ser de baixa toxicidade, néo
apresentar risco genotdxico, ser ativo em dose unica por administracdo oral e ser de
baixo custo. Esse farmaco é um pé branco, tem gosto amargo e é estavel em condicdes
normais de armazenamento. E praticamente insoltvel em agua, solivel em etanol e em
outros solventes orgénicos. Sua preparacdo comercial € uma mistura racémica
composta de partes iguais de levo R (-) e dextro S (+) isdbmeros. Ainda que os dois
isbmeros apresentem o mesmo grau de toxicidade (Liu et al. 1986) somente o
enantidmero (-) possui atividade esquistossomicida com eficacia reconhecida in vivo e
in vitro (Andrews et al. 1983, Xiao & Catto 1989, Wu et al. 1991). Como demonstrado
por Wu et al. (1991) pacientes tratados com 20 mg/kg de peso corporal de R (-)
praziquantel obtiveram a mesma taxa de cura e menos efeitos colaterais quando
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comparados com pacientes tratados com 40 mg/kg de peso da mistura racémica.
Gonnert e Andrews (1977) mostraram que o farmaco apresenta melhor atividade nos
estagios de cercéria e verme adulto. Andrews (1981) observou que in vitro todos os
estagios apresentaram suscetibilidade similar. Xiao et al. (1985), Sabah ef al. (1986) e
Pica Mattocia e Cioli (2004) confirmaram em estudos realizados in vivo e in vitro que as
cercérias e os vermes adultos sdo mais suscetiveis a acdo do praziquantel.

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

A cimetidina, um inibidor de citocromo P450 e antagonista do receptor H2 da
histamina, em associagdo com o praziquantel aumenta a biodisponibilidade desse
ultimo (Jung et al. 1997 e 1998, Olds et al. 1999). O praziquantel € administrado em
dose unica, por via oral e a dosagem recomendada para o tratamento em massa é de
40 a 60 mg/kg de peso corporal, apresentando, com essas doses, um percentual de
cura contra o S. mansoni variando entre 60 a 90%, e causando redugéo de 90 a 95%
no numero de ovos, dependendo do nivel da infecgdo (Silva & Andrade 1997). O
praziquantel é eficaz em pacientes de todas as idades e formas clinicas da
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esquistossomose, incluindo hepatoesplenomegalia (Bassily ef al. 1985). Apresenta
pouca atividade contra as formas imaturas do Schistosoma (Gryseels et al. 2001) como
também contra os vermes machos, que sdo menos sensiveis a agao do farmaco (Pica-
Mattocia & Cioli 2004).

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

Efeitos colaterais provenientes do tratamento com praziquantel sdo pouco
frequentes e passageiros, sendo os mais comuns: nausea, vOmito, desconforto
abdominal, anorexia e diarréia. Com referéncia ao sistema nervoso central foram
relatados dores de cabega, tontura, sonoléncia. Outras reagdes colaterais também
foram relatadas, embora mais raramente, tais como: erupgdes cutaneas, urticaria e
algumas vezes febre e fadiga (Katz et al. 1979, Davis & Wegner 1979, Ishizaki ef al.
1979, Santos et al. 1979). A freqiéncia e a severidade dos efeitos colaterais estéo
diretamente correlacionadas com a intensidade da infeccdo (Polderman et al. 1984).
Stelma et al. (1995) relataram coélica, vomito, urticaria e edema observados em 352
pacientes dentre os 422 tratados com praziquantel em um foco epidémico. Como a
gravidade dos efeitos foi maior nos pacientes com carga de infecgcdo mais alta, os
autores sugerem que os efeitos adversos podem estar relacionados a agéo do farmaco
sobre o parasito provocando reac6es alérgicas no paciente, e que também a morte dos
vermes ou a migracdo deles do mesentério para o figado pode causar embolia e cdlica
intestinal. O praziquantel apresenta pouca toxicidade (Frohberg 1989) e ndo apresenta
riscos mutagénicos, carcinogénicos ou teratogénicos (Frohberg 1984, Kramers ef al.
1991),

O FDA (Food and Drug Administration), agéncia controladora de medicamentos,
localizada nos Estados Unidos classificou o praziquantel como um farmaco
presumidamente seguro para ser administrado em gestantes. Baseando-se em estudos
experimentais, entretanto é recomendado que mulheres que estejam amamentando,
suspendam a amamentacdo por 48 horas apds o tratamento (Olds 2003). A
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Organizagdo Mundial de Saude preconiza o tratamento tanto em mulheres gravidas
como em lactantes (WHO 2002).

Os mecanismos moleculares de acdo do praziquantel ainda ndo sido bem
conhecidos (Cioli 2000). Aumento da atividade muscular, seguido de contracédo e
paralisia do verme com posterior destruicdo do tegumento, foram relacionados a agéo
do farmaco. Logo apdés o contato com o farmaco o verme apresenta contragcéo
muscular, e como conseqiiéncia perde a capacidade de fixagdo sendo arrastado para o
figado, e a reacéo inflamatéria que ocorre nesse 6rgdo ocasiona a morte do parasito
(Pax et al. 1978). Observa-se ainda, ap6s o contato do verme com o farmaco a
deformacgéo do tegumento, com os machos apresentando vacuolizagcéo e presenca de
bolhas na superficie do tegumento e as fémeas apresentam danos nas camadas
subtegumentares (Melhorn et al. 1981). Estudos demonstraram que a eficacia do
praziquantel depende do estado imune do hospedeiro (Brindley & Sher 1987. Fallon et
al. 1992, Ribeiro et al. 2004).

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

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

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

3.6 Resisténcia aos Esquistossomicidas

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

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

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

Os mecanismos de resisténcia aos farmacos em muitos organismos s&o
semelhantes, e os mais comuns sdo: diminuicdo na captacdo do farmaco pela célula,
diminuicdo ou inativagcdo do farmaco apds a administracdo, alteragdo da formagéo do
complexo alvo-farmaco, excluséo do farmaco para o exterior da célula e maior eficiéncia

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

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

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

Outros autores consideram a diminuicdo da eficiéncia do praziquantel ndo como
resisténcia ao farmaco, mas proveniente da intensidade de infecgdo ou das condigcdes
imunologicas inerentes ao hospedeiro (Gryseels et al. 2001, Danso-Appiah & De Vlas
2002). Como ja foi dito anteriormente o praziquantel apresenta boa eficacia
esquistossomicida, poucos efeitos colaterais e toxicos, é ativo contra todas as espécies
de Schistosoma que parasitam o homem, de administracdo oral e de baixo custo,
porém, de encontro a essas vantagens surge o aparecimento de resisténcia, motivo de
preocupacdo para os 6rgdos nacionais e internacionais de saude e para os estudiosos
do assunto. O desenvolvimento de resisténcia ao praziquantel tem sido objeto de
estudos experimentais e clinicos e, apesar de ser um assunto controverso € preciso ter
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sempre em mente a possibilidade do aparecimento de isolados de Schistosoma
resistentes a esse farmaco.

Diferencas na resposta ao tratamento especifico ja foram relatadas por varios
autores. Em 1955, Génnert & Vogel relataram diferenga na suscetibilidade de cepas
geograficas de S. mansoni aos farmacos especificos. Os autores detectaram que a
cepa da Libéria foi mais sensivel & acdo parasiticida do lucanthone que a cepa do Egito.
Nesse mesmo trabalho foi testada a agdo do miracil D em diferentes cepas de S.
mansoni e observou-se que o farmaco mostrou diferencas no efeito terapéutico,
conforme cada uma das cepas estudadas. Hsu et al (1963) estudaram
experimentalmente, usando camundongos albinos, o efeito do “stibofen” e do tartaro
emético em 4 cepas de S. japonicum. A cepa Japonesa mostrou-se mais resistente ao
tratamento com os dois farmacos do que as cepas Chinesa, Formosa e Filipina, ao
passo que a suscetibilidade das trés ultimas cepas tratadas com estes compostos
antimoniais n&o apresentou diferengas estatisticamente significativas. Os autores
sugerem que a dosagem dos farmacos a ser usada em esquistossomose japdnica nas
diferentes areas endémicas deve variar de acordo com a suscetibilidade da cepa local
do parasita. Thompson et al. (1965) notaram variagéo na suscetibilidade de duas cepas
de S. mansoni, de regides geograficas diferentes, ao tratamento com tris-(p-aminofenil)
carbonium. Lee et al. (1971) encontraram que a cepa NIH de Porto Rico foi mais
suscetivel ao hycanthone e se mostrou relativamente mais resistente ao “stibofen” do
que a cepa da Libéria. Outra cepa originaria de Porto Rico foi também testada e se
mostrou tdo suscetivel ao tratamento quanto outras cepas ndo originarias dessa
localidade. A maior suscetibilidade de vermes machos ocorreu quando o tratamento foi
feito com hycanthone e Ilucanthone. Os resultados apresentados indicaram que
diferengas na suscetibilidade ao tratamento com farmacos esquistossomicidas ocorrem
em S. mansoni e que toda resisténcia aos quimioterapicos encontrada na clinica deve
ser avaliada em ensaios experimentais. Rogers & Bueding (1971) usaram ovos de
vermes sobreviventes de camundongos e hamsters infectados experimentalmente com
uma cepa de S. mansoni de Porto Rico tratados com 60mg/kg de hycanthone por via
intramuscular e que voltaram a apresentar ovos viaveis um ano apés o tratamento, para
dar inicio a uma nova geracédo de vermes. Os descendentes mostraram-se resistentes
ao tratamento com hycanthone. Essa resisténcia manteve-se pelo menos por trés
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geracdes subseqlentes, quando as observacdes foram interrompidas. Outros autores
seguindo essa mesma linha experimental, ndo obtiveram sucesso na reproducdo dos
dados usando outras cepas (Yarinsky et al. 1974, Dias & Oliver 1986). Katz ef al. (1973)
isolaram uma cepa de S. mansoni de dois pacientes tratados com hycanthone por duas
vezes e com niridazol por uma vez e ainda assim continuavam eliminando ovos viaveis
nas fezes. Camundongos infectados com a cepa isolada (denominada WW) foram
tratados com esquemas multiplos de niridazol, hycanthone e oxamniquina, juntamente
com a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratério e sabidamente suscetivel aos
trés farmacos. Estudos comparativos entre as duas cepas mostraram diferengas na
suscetibilidade aos agentes esquistossomicidas usados. Com a administracdo de
hycanthone a diferenca de suscetibilidade entre as duas cepas foi altamente
significativa, com niridazol e oxamniquina as diferencas foram menores, mas mesmo
assim suficientes para indicar menor suscetibilidade da cepa WW a estes agentes
esquistossomicidas. Esta foi a primeira vez na literatura que se mostrou resisténcia de
uma cepa na clinica e a metodologia para seu estudo (Katz et al. 1973). Bueding et al.
(1973) testaram a atividade do hycanthone em trés cepas diferentes isoladas em Porto
Rico e que estavam sendo mantidas experimentalmente em diferentes laboratérios ha
varios anos. Os autores encontraram diferengas significativas na suscetibilidade dessas
cepas ao hycanthone. Bruckner (1974) testou a suscetibilidade das cepas da Libéria e
de Porto Rico quando tratadas com trés farmacos esquistossomicidas — lucanthone, SQ
18.506 e “stibofen”. Grupos de camundongos infectados experimentalmente com
cercarias oriundas de cada uma das cepas foram tratados com os farmacos
esquistossomicidas. Os animais foram sacrificados 90 dias apos a infecgdo com vistas
a observacao de trés parametros: eclosdo de miracidios, cura parasitolégica e redugcéo
no numero de vermes. A cepa da Libéria mostrou ser mais sensivel ao tratamento com
os trés farmacos testados do que a cepa de Porto Rico. Jansma et al. (1977)
conseguiram selecionar resisténcia ao hycanthone usando o seguinte esquema:
camundongos infectados com S. mansoni foram tratados aos 28 dias de infeccdo com
hycanthone em dose unica de 60 mg/kg, por via intramuscular. Os ovos produzidos
pelos vermes tratados, ap6és maturagdo, geraram esquistossémulos resistentes ao
hycanthone até a décima primeira geracéo. A resisténcia ao hycanthone foi observada
em quatro das cinco cepas de S. mansoni testadas. Campos et al. (1976) relataram o

45



Neusa Aratijo TesedeDautorado

aparecimento de resisténcia em um paciente de 54 anos, que ap6s o tratamento com
hycanthone continuou a apresentar ovos vidveis nas fezes. Miracidios provenientes
desses ovos foram usados para infectar caramujos e posteriormente camundongos. Os
grupos controles do experimento foram constituidos por camundongos infectados com
cercarias liberadas por caramujos infectados com miracidios provenientes de ovos de
outro paciente da mesma localidade, porém nao submetido a tratamento especifico e de
paciente de outra area geografica. Na avaliagdo de atividade, os vermes dos dois
grupos controle apresentaram parada de postura total quando tratados com
hycanthone, enquanto o grupo de camundongos infectados com a cepa do paciente
resistente ao hycanthone apresentou vermes com postura normal, inclusive com ovos
viaveis. Os autores concluiram que cepas humanas de S. mansoni podem apresentar
resisténcia ao hycanthone e que essa resisténcia pode ser transmitida a animais de
laboratorio. Jansma et al. (1977) conseguiram obter vermes resistentes ao hycanthone
em diversas cepas de S. mansoni. A resisténcia foi observada na progénie de vermes
cujos hospedeiros haviam sido tratados com hycanthone na fase pré-patente (28 dias
apos a exposicdo as cercarias) e na fase patente da infeccdo (54 a 70 dias apéds a
exposicdo as cercérias). Os vermes resistentes ao hycanthone mostraram resisténcia
cruzada quando foram usados outros farmacos esquistossomicidas relacionados
estruturalmente com o hycanthone, como a oxamniquina e dois derivados
cloroindazolicos (IA-3 e IA-4), mas ndo foi observada resisténcia quando se usou
niridazol ou outros compostos nitroheterociclicos (SQ 18.506 ou nitrodifenilamino-
isotiocianato). Yarinsky (1977) comentando o trabalho publicado por Campos et al.
(1976) afirma que os dados apresentados pelos autores ndo sdo conclusivos de
resisténcia induzida pelo hycanthone. Como explicacdo ele usa o fato de que como
ovos de S. mansoni isolados de fezes de paciente ndo tratado, proveniente da mesma
localidade do paciente resistente, deram origem, em camundongos, a esquistossomos
que responderam muito bem ao tratamento com hycanthone, pode haver mais de uma
cepa na localidade. O autor conclui que o assunto inducdo de resisténcia ao
hycanthone ainda era muito obscuro, por falta de mais estudos nesse sentido. Dias et
al. (1978) isolaram uma linhagem de S. mansoni proveniente de um paciente tratado
com hycanthone (2,5 mg/kg, i.m) e com oxamniquina (14 mg/kg, oral) usando o
esquema miracidio — caramujo — cercaria — camundongo. Cinquenta dias apoés a
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infeccdo foram tratados dois grupos de camundongos, um com hycanthone 80mg/kg, im
e outro com oxamniquina 100 mg/kg, oral e um terceiro grupo sem tratamento funcionou
como o controle. Esse mesmo esquema foi seguido para camundongos infectados com
a linhagem BH, mantida rotineiramente no laboratorio. Apés 10 dias do tratamento os
camundongos foram sacrificados para se proceder a perfusdo e observagdo do
oograma. Os resultados obtidos mostraram que os camundongos infectados com a
linhagem BH e tratados com ambos os farmacos apresentaram 100% de alteracédo do
oograma, enquanto aqueles infectados com a nova linhagem n&o apresentaram
alteragdo no oograma, evidenciando, dessa maneira a resisténcia em linhagem de S.
mansoni proveniente de paciente tratado por hycanthone e oxamniquina. Yarinsky
(1978) no intuito de confirmar ou refutar a hipétese de que vermes adultos de S.
mansoni (elou a progénie desses vermes) podem se tornar resistentes ao hycanthone
se tratados no 28° dia de vida, procedeu a um estudo experimental usando a cepa
SWR1-PR. Concluiu que, nas condi¢des experimentais conduzidas no laboratério, ndo
ocorreu resisténcia nem subsequente transmissdo genética de resisténcia ao
hycanthone. Seguindo a mesma metodologia usada por Rogers e Bueding (1971) ndo
foi possivel induzir resisténcia ao hycanthone e a oxamniquina usando-se a cepa LE
(Araujo 1978). Um paciente tratado com a dose unica de 2,5mg/kg hycanthone, por via
intramuscular nao foi curado .Ao mesmo paciente foi administrada a dose Unica, oral de
14mg/kg de oxamniquina que também nao foi eficaz, uma vez que o paciente continuou
eliminando ovos nas fezes. Experimentalmente, a cepa desse paciente foi isolada
(denominada cepa MAP) e os estudos conduzidos em camundongos mostraram que as
duas primeiras geracdes de vermes apresentaram resisténcia ao hycanthone e
oxamniquina, mas ndo ao niridazol (Pedro et al. 1980). Kinotti (1987) sugere que a
resisténcia a oxamniquina é controlada por um Unico gene autossGmico recessivo. Em
cepas de S. mansoni resistentes a oxamniquina, a inibicdo da sintese de acido nucléico
no parasita apos o tratamento foi reversivel, enquanto naquelas suscetiveis a inibicao
foi irreversivel (Pica-Mattoccia et al. 1989). A resisténcia a oxamniquina ficou evidente
quando esquistossémulos foram capazes de sobreviver a dose 1000 vezes maior do
que a dose eficaz para parasitas suscetiveis (Pica-Mattoccia ef al. 1993). A auséncia da
enzima ativadora do farmaco (sulfotransferase) nos vermes resistentes € a responsavel
pelo aparecimento da resisténcia & oxamniquina. E possivel que a inibicdo na sintese
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de RNA e DNA que ocorre nos parasitos susceptiveis seja irreversivel e reversivel
naqueles resistentes (Cioli et al. 1993). O primeiro caso experimental de resisténcia ao
praziquantel foi relatado por Fallon e Doenhoff (1994), que com o objetivo de induzir
resisténcia a oxamniquina e ao praziquantel trabalharam com um “pool” de cercarias
provenientes de quatro isolados de S. mansoni de regi6es geograficas diferentes. Apos
sete tratamentos com doses subcurativas de praziquantel, que foram sendo
aumentadas a cada tratamento e em passagens sucessivas do parasito, em
camundongos, obtiveram uma cepa em que 93% dos vermes sobreviveram a trés
doses de 300 mg/kg de praziquantel, enquanto no grupo controle apenas 10% dos
vermes sobreviveram ao mesmo esquema de tratamento. Entretanto, a cepa foi
sensivel ao tratamento com oxamniquina, demonstrando tratar-se de resisténcia
especifica. Nao foi observada resisténcia cruzada entre os dois farmacos. Resisténcia
ao praziquantel também foi observada por Fallon et al. 1995, Stelma et al. 1995, Araujo
et al. 1996, Ismail et al. 1996, 1999, Bonesso-Sabadini & Dias 2002. Estudos
experimentais realizados em camundongos infectados com isolados provenientes de
Richard Tool e posteriormente tratados com praziquantel apresentaram resposta
terapéutica baixa quando os resultados foram comparados com uma cepa de S.
mansoni mantida no laboratério (Fallon et al. 1995).

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

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

Um estudo realizado em camundongos infectados com isolados de S. mansoni
provenientes de ovos eliminados por pacientes egipcios com histérico de dois
tratamentos com 40 mg/kg de praziquantel, e um terceiro tratamento com 60mg/kg do
mesmo farmaco, mostrou menor suscetibilidade ao tratamento experimental com
praziquantel quando comparado a outro isolado proveniente de ovos de um paciente
nao tratado anteriormente e que, tratado apés o isolamento da cepa, apresentou cura
parasitolégica com a dose Unica, oral de 40mg/kg de praziquantel (Ismail et al. 1996). O
mecanismo de resisténcia ao praziquantel ainda ndo é conhecido. N&o foram
observadas diferencas significativas no DNA gendmico entre cepas suscetiveis aos
farmacos e aquelas selecionadas experimentalmente como sendo resistentes, ainda
que a atividade enzimatica do citocromo—c oxidase mitocondrial mostrasse redugéo de
até 4 vezes nas cepas resistentes aos farmacos quando comparada com as cepas
sensiveis, sem que a correlagcdo entre essas duas observacdes pudesse ser
esclarecida (Pereira et al. 1998). Valle e colaboradores (2003) ap6s sequenciarem o
cDNA que codifica as subunidades SmCavb1 e SmCavb2 mostraram né&o ter diferenca
entre elas quando foram comparadas cepas sensiveis e resistentes. Mutagdes na
subunidade b dos canais de calcio ou diferencas na expressdo de genes que codificam
estes canais parecem estar relacionadas com pelo menos um dos mecanismos de
resisténcia ao praziquantel. O nivel de mRNA codificador para as subunidades
SmCavb1 e SmCavb2 de varias cepas em diferentes estagios de desenvolvimento foi
analisado por northern blot e ndo foram observadas diferengas na expressao destas
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subunidades. A auséncia dos sitios de fosforilagio PKC nas subunidades b e a
presenca destes sitios em outras subunidades que nédo estdo correlacionadas com a
sensibilidade ao praziquantel, em sistemas heter6logos (Kohn et al. 2003), mostra a
necessidade de se estudar mais o envolvimento desta subunidade dos canais de calcio
nos mecanismos de resisténcia ao praziquantel. (Greenberg 2005).

Coelho et al. 1998 relataram que uma cepa proveniente de um paciente tratado
com oxamniquina e praziquantel e ndo curado (cepa R1) apresentou a mesma
suscetibilidade a oxamniquina que a cepa LE, mantida rotineiramente no laboratério e
de comportamento conhecido frente aos agentes esquistossomicidas, ao ser tratada no
primeiro ou no sexto dia da infecgdo. Entretanto quando o tratamento foi realizado 25
dias apos a infecgdo, com 0 mesmo farmaco, houve resisténcia.

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

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

50



Neusa Aratijo TesedeDautorado

ao praziquantel, através de indugdo em tratamentos repetidos dos animais ou selegcéo
através de isolados de pacientes tratados e n&o curados. Os camundongos foram
tratados, aos 49 dias de infecgdo, com praziquantel nas doses totais de 125, 250, 500 e
1000 mg/kg, divididas em cinco administracdes diarias, durante cinco dias consecutivos.
Os animais foram sacrificados duas semanas ap6s o término do tratamento e o
pardmetro utilizado para caracterizacdo da resisténcia foi a EDsg As cepas
consideradas susceptiveis mostraram uma EDsg inferior a 100 mg/kg (média de 70),
enquanto nas resistentes essa dose foi superior a 100 mg/kg (média de 209), diferenca
estatisticamente significativa.

Na clinica, foi observado reducdo no percentual de cura e falhas terapéuticas
relacionadas ao tratamento com praziquantel em pacientes do Senegal (Stelma et al.
1995, Picquet et al. 1998, Gryseels ef al. 2001) e do Egito (Ismail et al. 1996,1999). No
Brasil um grupo de 90 criancas foi tratado com oxamniquina 20mg/kg, dose unica, via
oral e outro grupo de 110 criangas foi tratado com praziquantel 60mg/kg dose Unica, via
oral. O percentual de cura foi semelhante nos dois grupos, situando-se em
aproximadamente 85%. Os doze pacientes que ndo se curaram foram tratados
novamente com a medicacédo inversa ao primeiro tratamento. Desses, somente um
continuou eliminando ovos de S. mansoni nas fezes, mostrando que os pacientes no
curados com oxamniquina foram curados com praziquantel e vice-versa. (Katz et al.
1991). O primeiro relato alarmante de possivel resisténcia ao praziquantel veio de um
foco de esquistossomose situado no Senegal, onde o tratamento com o farmaco
mostrou um percentual de cura muito baixo (18-39%) (Gryseels et al. 1994; Stelma et
al. 1995). Em Richard Toll (Ndombo) foram tratados 138 pacientes, com a idade
variando entre 5 e 75 anos, com oxamniquina, na dose unica de 20mg/kg ou
praziquantel também em dose uUnica de 40mg/kg. Avaliacdo dos pacientes realizada
seis semanas apo6s o tratamento mostrou que 79% dos pacientes tratados com
oxamniquina estavam curados enquanto o grupo tratado com praziquantel apresentou
somente 36% de cura (Stelma et al. 1997). Tentativas de explicagdo para esses
resultados é que eles sdo devidos, principalmente, a situacdes epidemiolégicas
peculiares ao foco, isto &, pacientes com cargas altas de vermes, taxas altas de
transmissao e reinfecgdes, com a probabilidade da presenca concomitante de vermes
maduros e imaturos, auséncia de resposta imune dos hospedeiros por se tratar de um

51



Neusa Aratijo TesedeDautorado

foco de transmissdo recente, farmaco usado com qualidade baixa ou resisténcia das
cepas locais (Cioli 2000; Gryseels et al. 2001).

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

3.7 Associagao de Farmacos

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

Os critérios a serem considerados para escolha de associacbes de
medicamentos sdo os seguintes:

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

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

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

4 - Potencial de conformidade do consumidor com o tratamento;

5 - Custo-eficécia;

6 - Potencial para retardar ou evitar desenvolvimento de resisténcia;

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

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

Por possuirem diferentes mecanismos de acdo, espera-se que a associagédo de
praziquantel com oxamniquina apresente um efeito complementar (Delgado et al. 1992).
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A associagcdo oxamniquina e praziquantel foi testada tanto experimentalmente quanto
na clinica (Shaw & Brammer 1983, Pugh & Teesdale 1983, Campos ef al. 1985,
Creasey et al. 1986, Dietze & Prata 1986, Campos et al. 1987, Zwingenberger et al.
1987, Botros ef al. 1989, Campos ef al.1989, Farid ef al. 1990, Delgado et al. 1992,
Gryscheck et al. 2004). Entretanto os resultados dessa associagdo sédo conflitantes
necessitando mais estudos utilizando outros critérios de avaliagéo.

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

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

Campos et al. (1987) estudaram, experimentalmente, a agdo esquistossomicida
da associagdo oxamniquina-praziquantel no periodo pré-patente (pré-postural) da
infeccdo. Pesquisa de ovos nas fezes dos animais e recuperagédo de vermes mostraram
ovos imaturos nas fezes e presenca de vermes vivos concluindo que com as dosagens
utilizadas e os critérios de cura estabelecidos a eficacia da associacao foi nula. Na fase
patente da infeccdo foi verificada a acdo sinérgica da associagdo oxamniquina-
praziquantel em camundongos infectados e tratados com as mesmas doses de
oxamniquina e praziquantel utilizadas no experimento anterior (fase pré-patente). Com
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a associagéo dos dois medicamentos foi possivel zerar a carga parasitaria em 19 dos
20 camundongos tratados (Campos et al. 1989). A eficacia da combinagédo de
oxamniquina com praziquantel nos diferentes estagios da infeccdo foi estudada por
Botros ef al. (1989). Experimentos em camundongos resultaram em 96% de redugdo na
carga de vermes e auséncia de ovos no figado e intestino dos animais quando o
tratamento foi realizado com a associacdo 4 horas ap6s a infec¢édo. Delgado ef al. 1992
estudaram, experimentalmente, a suscetibilidade de cepas de S. mansoni a agao da
oxamniquina, praziquantel ou a associagdo dos dois farmacos. O esquema terapéutico
usando as doses subcurativas de oxamniquina e praziquantel em associagdo ocasionou
reducéo significativa no numero de vermes adultos. Esses resultados mostraram a acdo
sinérgica da associacdo, uma vez que, para se obter a mesma taxa de reducéo de
vermes, foram necessarias doses muito mais altas de cada um dos farmacos usadas
em monoterapia.

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

Pugh & Teesdale (1983) em estudos clinicos realizados na Africa em uma
populagcédo de escolares apresentando infecgdo mista (S. mansoni e S. haematobium)
avaliaram a eficacia da associagdo oxamniquina-praziquantel. Os autores concluiram
que os dois farmacos apresentaram alta eficacia quando administradas
simultaneamente nas doses unicas de 7,5 e 15mg/kg, respectivamente. O tratamento
usando a associagcdo apresentou menos efeitos colaterais do que aqueles realizados
com os farmacos em monoterapia. O fato relevante nesse estudo foi a cura dos
individuos infectados pelo S. haematobium, considerando-se que a oxamniquina tem
pouco valor clinico nas infecgdes por esta espécie do parasito. Campos et al. (1985)
trataram 35 pacientes adultos portadores da forma intestinal da esquistossomose,
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utilizando a associagdo de oxamniquina e praziquantel. O tratamento foi realizado com
a metade da dose recomendada para oxamniquina (7,5mg/kg) e um quarto daquela
recomendada para o praziquantel (15mg/kg). Efeitos colaterais como tontura, nausea,
cefaléia, vomito, prurido e dor abdominal foram relatados por 13 dos 35 pacientes,
porém foram efeitos leves e passageiros Dos 35 pacientes tratados, 30 concluiram o
estudo e foram encontrados ovos nas fezes de apenas um paciente no terceiro més
pos-tratamento. Esses resultados ndo foram confirmados por outros pesquisadores que
concluiram pela falta de acéo sinérgica com essa associagdo na clinica (Dietze & Prata
1986, Zwingenberger et al. 1987, Gryscheck et al. 2004). Dietze e Prata (1986)
relataram um percentual de cura baixo (39,6%) mostrando auséncia de sinergismo
entre oxamniquina e praziquantel administrados em associacdo em um estudo clinico
realizado em uma area endémica brasileira (Caatinga do Moura — AL). Creasey et al.
(1986) avaliaram a eficacia da associagdo oxamniquina-praziquantel usando dosagens
diferentes dos dois farmacos no tratamento de 58 escolares de 7 a 16 anos de idade,
infectados concomitantemente com S. mansoni e S. haematobium em Zimbabwe. Com
as doses de 10mg/kg de oxamniquina + 20mg /kg de praziquantel a associagéo se
mostrou efetiva. Desconforto abdominal foi relatado por 70% das criangas. O efeito
sinérgico entre os dois farmacos foi observado somente para o tratamento da infecgao
por S. mansoni, resultados que contrariam aqueles relatados por Pugh e Teesdale em
1983. Zwingenberger et al. (1987) compararam a eficacia da associacdo de doses
baixas de oxamniquina (7,5 mg/kg) e praziquantel (20 mg/kg) com os farmacos
empregados isoladamente 18 e 40 mg/kg, respectivamente, no tratamento da
esquistossomose mansoni, em uma area endémica do nordeste brasileiro (Crato-CE).
Os pacientes foram tratados com oxamniquina, praziquantel ou com os dois farmacos
em associacdo. Exames de fezes realizados 3, 6 e 12 meses apds o tratamento
apresentaram resultados semelhantes entre a associacéo e as drogas empregadas em
monoterapia. O tratamento com a associacéo foi bem tolerado por todos os pacientes.
Farid et al. (1990) usando 10mg/kg de oxamniquina associada a 20mg/kg de
praziquantel em 20 pacientes relataram percentual de cura baixo, concluindo pela falta
de sinergismo da associagdo. Gryscheck et al. (2004) trabalharam com 131 pacientes
que foram tratados em dose unica com 12,5mg/kg de cada um dos farmacos (61
pacientes) ou 7,5 mg/kg de oxamniquina e 15mg/kg de praziquantel (70 pacientes).

55



Neusa Aratijo TesedeDautorado

Efeitos colaterais como tontura, sonoléncia, nauseas, vomitos e dor abdominal foram
relatados pelos pacientes. Houve cura parasitolégica em 59% dos pacientes tratados
com os farmacos em monoterapia e de 41% para aqueles tratados com os farmacos em
associacao.

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

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

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

A administragdo da cimetidina simultaneamente ao praziquantel bloqueou o
metabolismo do praziquantel em ratos aumentando significativamente a concentracdo
do esquistossomicida no soro dos animais (Diekmann et al. 1989). O mesmo efeito
sobre o metabolismo do praziquantel foi observado quando o mesmo foi administrado
concomitantemente com cetoconazol e miconazol (Diekmann et al. 1989).
Administracao conjugada de praziquantel (200 mg/kg/dia durante 2 dias consecutivos) e
cimetidina na mesma dosagem provocou 100% de mortalidade dos vermes (Ebeid et al.
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1994). Estudos de associagdo de praziquantel com a cimetidina, um inibidor de
citocromo P450 e antagonista do receptor H2 da histamina, demonstraram que a
cimetidina aumenta em até duas vezes e meia a concentracdo do praziquantel no
plasma e, como conseqiiéncia aumenta a biodisponibilidade desse medicamento no
organismo (Jung et al. 1997, 1998, Olds et al. 1999). A administragdo de miconazol
associado ao praziquantel, aumentou em até 5 vezes a concentragdo do praziquantel
no plasma em estudos experimentais realizados em ratos (Diekmann et al. 1989). Por
outro lado, o uso concomitante de corticosteréides e praziquantel diminui a
biodisponibilidade do praziquantel no organismo (Vasquez et al. 1987).

3.8 Avaliagao da Associagao de Farmacos

3.8.1 Isobolograma

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

O isobolograma é bastante empregado no estudo de associa¢des de herbicidas e
inseticidas como também na comprovacéo de resisténcia de plantas a herbicidas e na
influéncia de fatores ambientais no seu desempenho.

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

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

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

Na construcéo do isobolograma as doses que causam o percentual especificado
de danos de cada um dos produtos isoladamente sdo langadas nas coordenadas X e Y
e unidas formam a curva de resposta ou isobole de aditividade. As demais doses
obtidas da associacdo em diferentes propor¢cdes ou doses dos produtos podem entédo
ser analisados em relacdo a sua posicédo diante da isobole de aditividade. Se os pontos
se posicionarem em torno da isobole de aditividade, a acéo é aditiva; se se colocarem
abaixo, a acdo é sinérgica e se estiverem acima da isobole de aditividade a acdo é
antago6nica (Tammes 1964).

3.8.2 indice de Combinagio

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

O célculo do lcomb € dado pela seguinte expresséo:

Icomb = ls0ap1/ls0a + ls0ap2/I500
Onde lsoap1 € ls0ap2 80 as doses capazes de causar 50% de dano quando os farmacos
sd0 administrados em associacao e lsos € Isop as doses capazes de causar 50% de dano
quando os farmacos sdo administrados em monoterapia (Ramakrishnan & Jusko 2001).
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3.9 Farmacos Alternativos

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

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

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

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

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

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

A lovastatina, uma lactona (a forma inativa do acido hidroxilico aberto), € também
um potente inibidor da sintese endégena do colesterol. Ap6s a absorgao gastrointestinal
o farmaco é rapidamente hidrolisado para o hidroxiacido aberto, um inibidor competitivo
da 3- hidroxi 3- metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa uma
etapa precoce e limitante na biossintese do colesterol. Em estudos clinicos a lovastatina
reduziu as concentragbes de colesterol plasmatico total e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) ligadas ao colesterol
(Araujo et al. 2002).

A lovastatina, administrada, por via oral, a camundongos infectados pelo S.
mansoni, 30 dias apos infeccdo, mostrou alteragdo do oograma em 20 e 43% dos
animais tratados e 15 e 22% de mortalidade dos vermes quando foram utilizadas, a
dose Unica de 400mg/kg ou essa mesma dose administrada durante 5 dias
consecutivos, respectivamente (Araujo et al. 2002). Em um experimento de
observagdes seriadas, camundongos foram tratados, por via oral, com a dose de 400
mg/kg/dia durante 5 dias consecutivos 30 dias ap6s a infecgédo, observou-se alteragao
do oograma e um percentual pequeno de vermes mortos no figado no 15° dia do
tratamento. O percentual de alteracdo do oograma e da mortalidade dos vermes foi
maior quando se prolongou o tratamento para 30 e 60 dias. Dois meses apds o
tratamento, ainda foi observado alteragédo de postura, inclusive com baixa acentuada do
numero de ovos no figado dos animais tratados. A andlise morfolégica mostrou
alteracbes degenerativas nos vermes, sendo que as principais acometeram o aparelho
reprodutor, com a reducéo e alteragao dos foliculos vitelinicos e do ovario das fémeas e
modificagcdes nos testiculos dos machos (Araujo et al. 2002).

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

O papel de uma dieta rica em colesterol na esquistossomose mansoni foi
avaliado experimentalmente usando-se quatro grupos de animais: infectados com dieta
rica em colesterol (29% de lipides); infectados com dieta padrdo (12% de lipides); sem
infeccdo com dieta rica em colesterol e sem infecgdo com dieta padrdo, e observou-se
que os camundongos infectados alimentados com dieta rica em colesterol apresentaram
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maior numero de ovos de S. mansoni viaveis e maior nimero de ovos nas fezes em
comparagdo ao grupo de camundongos infectados alimentados com dieta normal.
Observou-se também que os vermes adultos recuperados do grupo de camundongos
infectados alimentados com dieta padrdo apresentaram maior nimero de modificacdes
morfolégicas no aparelho reprodutor dos vermes machos, principalmente em relagéo ao
lobo supranumerario, vesicula seminal e espermateca. Neste grupo, o ovario das
fémeas apresentava maior nimero de o6citos sendo eliminados do que dos espécimes
do grupo com 29% de lipides na dieta. O autor sugere que um ambiente rico em
colesterol é benéfico para a reproducdo e excrecdo dos ovos do S. mansoni (Neves
20086).

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

O clonazepam (farmaco de uma classe quimica conhecida como
benzodiazepinas) tem como propriedade principal a inibicdo de fungdes do sistema
nervoso central posuindo acéo anticonvulsivante, sedativa, relaxante muscular e efeito
tranquilizante e foi citado pela primeira vez como esquistossomicida por Stohler (1978).
O autor mostrou que Ro 11-3128 (meticlonazepam) foi altamente eficaz contra a
infeccdo por S. mansoni tal qual niridazol, hycanthone e oxamniquina. /n vitro, quando
foi adicionado 6,25ug/ml do farmaco ao meio contendo vermes machos de S. mansoni
0s mesmos se contrairam em segundos (Stohler 1978). Pax et al (1978) estudaram a
acdo da benzodiazepina Ro 11-3128 e do praziquantel na musculatura dos vermes de
S. mansoni e S. japonicum in vitro e mostraram que em baixas concentracdes elas
produzem tensao, paralisia e imobilidade dos vermes machos. Estudos in vitro feitos por
Bennett em 1980, usando 20 vermes machos de S. mansoni e 20 de S. japonicum
incubados a 37°C por 10 minutos em 2,0 ml de solugdo de Earle e variando a
concentragdo da benzodiazepina Ro 11-3128 observou que o farmaco possui um sitio
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especifico de ligacdo com o verme macho apresentando o tegumento intacto. Estes
sitios de ligagdo foram visivelmente alterados em presenca de agentes que,
sabidamente, destroem a integridade da membrana.

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

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

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

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

O descobrimento da agdo esquistossomicida da artemisinina data de 1980. O
efeito esquistossomicida do arteméter e artesunato foi descrito pela primeira vez na
China, para S. japonicum, no principio da década de 80. (Chen et al. 1980, Le et al.
1982, 1983). Le et al. (1982) foram os primeiros a confirmar a atividade
esquistossomicida do arteméter em camundongos e cées infectados com S. japonicum.
Usando diferentes doses e vias de administracdo os autores mostraram reducéo
significativa na carga de vermes dos animais tratados. As fases larvarias
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(esquistossémulos) de S. japonicum também foram suscetiveis ao arteméter. Sobre os
ovos ndo foi observado efeito significativo (Yue ef al. 1984). Outros estudos
confirmaram a atividade esquistossomicida para derivados da artemisinina, como
artesunato, (Le ef al. 1983, Araujo et al. 1999) e dihidroartemisinina (Abdel-Azia & EI-
Badawy 2000). Atualmente sabe-se que o arteméter e seus derivados possuem
atividade também sobre o S. mansoni e o S. haematobium (Araujo et al. 1991, Xiao et
al. 2002, Utzinger et al. 2003). No Brasil, experimentos utilizando-se o arthemeter e o
artesunato foram realizados em camundongos e hamsters experimentalmente
infectados pela cepa LE do S. mansoni e tratados 45 dias ap6s a infecgéo (Araujo et al.
1991,1999). O artemether usado na dose unica de 100mg/kg, via intramuscular
apresentou 100% de alteracdo do oograma e 61,5% de vermes mortos. A mesma dose
administrada por cinco dias consecutivos elevou para 96,3% a mortalidade dos vermes.
Com a dose unica oral de 100mg/kg nao foi observado alteracdo do oograma e
somente 22,6% dos vermes encontravam-se mortos. A administracdo da dose Unica de
200mg/kg, via intramuscular, a camundongos infectados e examinados 45 dias apés o
tratamento mostrou que os vermes sobreviventes se recuperaram e reiniciaram a
oviposicdo (Araujo et al. 1991). Camundongos infectados experimentalmente com S.
mansoni foram tratados, em dose oral Unica, com artesunato 300 ou 500mg/kg ou com
as mesmas doses durante 5 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 7, 30, 60
ou 90 dias apos o tratamento. Diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas na distribuicdo e mortalidade dos vermes e na alteracdo do oograma nos
grupos tratados em relacéo ao grupo controle quando os animais foram sacrificados 30
dias ap6s o tratamento. A andlise morfolégica dos vermes mostrou alteragdes no
aparelho reprodutor feminino com diminuigdo do volume do ovario e rarefacdo dos
foliculos vitelinicos, entretanto, quando os animais foram sacrificados 60 ou 90 dias
ap6s o tratamento, as diferencas e alteragbes foram menores, mostrando que os
vermes sobreviventes, recuperados, reiniciaram a postura (Araujo et al. 1999).
Importante frisar que a atividade do arthemeter € maior nas formas jovens do que
nos vermes adultos (Xiao et al. 2002), dai ser considerada por alguns autores como
profilatica. Recomendacgéo especial para o potencial perigo do uso continuado e
prolongado da artemisinina e seus derivados em area endémica para malaria com
vistas a prevenir o aparecimento de resisténcia a essas drogas é feita por Katz (2005).
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O autor adverte que “essas drogas sdo muito importantes para o tratamento dos
individuos infectados pelo Plasmodium falciparum, especialmente devido ao efeito
rapido e eficaz nos casos de envolvimento cerebral causado por esse parasito. Por
outro lado, as formulagbes atuais da artesiminina e seus derivados ndo parecem ter
indicacdo do ponto de vista pratico, seja pela necessidade do tratamento repetido e
constante nessas areas, seja pela possibilidade do aparecimento de formas resistentes
a essas drogas na malaria. Todavia, é possivel indica-las para o tratamento de curto
prazo de pessoas que obrigatoriamente tém que entrar em contato com aguas
contaminadas em zonas endémicas, como o pessoal das forgas armadas ou limpadores

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

3.10 Experimentos in vitro e in vivo

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

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

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

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

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

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

Ovos de S. mansoni imaturos considerados morfologicamente vidveis
apresentaram fluorescéncia quando marcados com a sonda Hoechst 33258, devido a
presenca de lesdes morfologicamente imperceptiveis a microscopia optica. Os ovos
morfologicamente classificados como maduros vivos ndo apresentaram fluorescéncia,
ao contrario dos maduros mortos. Essas observacdes foram realizadas em microscépio
de fluorescéncia, uma vez que o microscopio 6ptico convencional ndo permite
classificar os ovos imaturos como vivos ou mortos. Considerando os resultados pode-se
inferir que a sonda Hoechst 33258 pode ser considerada como um bom marcador de
integridade da membrana (Sarvel et al. 2006).

Araujo et al. 2009 apresentaram um estudo comparativo da viabilidade dos ovos
de S. mansoni usando a técnica de observacdo dos mesmos ao microscopio éptico e
de marcagdo através de fluorescéncia e mostraram que houve uma diferenca
significativa no nimero de ovos viaveis quando foi usada a prova de fluorescéncia. De
fato, a média de ovos morfologicamente viaveis marcados pela sonda Hoechst 33258
foi de aproximadamente 70% nos grupos expostos a duas concentragbes de
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lovastatina. No grupo controle, foi observado que somente 16% dos ovos
morfologicamente viaveis foram corados pela sonda. Como somente ovos mortos sdo
corados pela sonda Hoechst 33258, torna-se evidente a diferenca na classificagcdo dos
ovos quando se usa a sonda fluorescente para marcacdo ou quando a morfologia dos
ovos é observada através do microscopio 6ptico. Quando usada em experimentos ha
auséncia de farmacos a metodologia proposta por Sarvel et al (2006), com o objetivo de
confirmar a técnica de classificagdo morfolégica tradicional (usando o microscépio
optico) observa-se 83% de confirmagdo entre as duas técnicas. No entanto, em
experimentos nos quais se pretende avaliar a atividade de farmacos a sensibilidade da
técnica tradicional é 30% menor do que aquela onde se usa a marcagdo de
fluorescéncia através da sonda Hoechst 33258, isto é, somente 10 dos 35 ovos
morfologicamente viaveis em presenca de lovastatina ndo apresentaram fluorescéncia
quando expostos a sonda. Dessa maneira, o uso da sonda Hoechst 33258 aumenta a
sensibilidade dos experimentos que objetivam avaliar a agédo de farmacos na viabilidade
de ovos de S. mansoni.
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4 Metodologia

4.1 Animais e parasitas

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

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

As Normas Regimentais da FIOCRUZ para o uso de animais em experimentos
foram seguidas e os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (Licenca n® L 0118/09).

4.2 Tratamento dos animais

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

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

4.3 Farmacos e Doses Utilizadas

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

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

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

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

4.4 Avaliacao da Atividade Terapéutica

Com vistas a avaliagdo da atividade terapéutica os camundongos foram
submetidos & eutanasia por fratura cervical e abertos para exposicdo da cavidade

69



Neusa Aratijo TesedeDautorado

peritoneal. Mesentério e figado foram separados através da ligadura da veia renal. Para
permitir a recuperacédo dos vermes, a veia porta foi seccionada. Com o auxilio de uma
agulha acoplada a um pipetador automatico, foi injetada solugdo salina 0,85%,
heparinizada, na aorta descendente, para perfusdo das veias mesentéricas e coleta dos
vermes. A perfusdo do figado foi feita através de injecdo de solugéo salina, 085%,
heparinizada, na veia cava inferior. Os vermes recuperados através de perfusdo foram
contados, considerando-se separadamente machos, fémeas e acasalados, com o
auxilio de microscépio estereoscopico. Durante o processo de contagem dos vermes
observou-se também, o tamanho dos mesmos, pigmentacdo e presenca de ovos ho
utero das fémeas (Pellegrino &Siqueira 1956).

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

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

Para avaliagdo da atividade estes parametros foram comparados com os
resultados obtidos de um grupo de camundongos controle, infectados e néo tratados.

4.5 Interpretagao e analise dos resultados

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

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
amostragem aleatéria simples, usando variaveis quantitativas e testes de comparacéo
de médias. Os resultados foram comparados através de analise de variancia (teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade) num dispositivo fatorial de 3 fatores de bloco,
cada farmaco constituindo um bloco e regressao linear. A comparacéo das médias foi
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feita pelo teste t de Student ou Qui quadrado de Pearson e teste para comparagéo de
proporgées aplicando-se a correcédo de Bonferroni.

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

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

4.6 Ensaios in vitro

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

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

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

A Hoechst 33258 foi obtida do Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA, sob a forma de
p6 e diluida em agua destilada obtendo-se uma solugédo estoque com concentragéo de
10 mg/ml.

4.8 indice de Combinagio

O indice de Combinac&o dos farmacos foi calculado pela expresséo:
lcom = l50ap1/l50a + l50a02/l500
Onde Ispan1 € lspab2 S80 as doses Isp (50% de atividade) dos farmacos em associacéo e
I50a € 50, @s doses lsp (50% de atividade) dos farmacos administrados em monoterapia.
Resultados iguais a unidade significam efeito aditivo, menor ou maior do que a unidade
efeito sinérgico ou antagénico, respectivamente (Ramakrisnan e Jusko, 2001).

4.9 Construgao de Curva de Resposta e Isobolograma

Para a representacdo grafica da curva de resposta e do isobolograma foram
determinadas as percentagens de vermes mortos no figado em cada dosagem de cada
um dos farmacos e a DLsp para os dois farmacos foi calculada através da andlise de
regressdo dos dados. As DLsg de cada farmaco aplicadas isoladamente em um grafico
de dispersdo em escala logaritmica formaram dois pontos que, unidos deram origem a
curva de aditividade. As doses da associagdo necessarias para matar 50% dos vermes
foram determinadas através do grafico em escala logaritmica, transformadas em mg/kg
e lancadas no grafico. Se os pontos representativos da associacéo se posicionarem em
torno da curva de aditividade significa que o efeito da associagdo foi aditivo; se
estiverem abaixo significa efeito sinérgico e acima da curva, efeito antag6nico (Tammes
1964).
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5 RESULTADOS
5.1 Artigo 1

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

Estado do Conhecimento

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

enzima HMG-CoA (3-hidroxi 3-metilglutaril Coenzima A) redutase e lipides néo esterois,
produzidos no metabolismo bioquimico, regulados por esta enzima estimulam a
producdo de ovos (Vandewaa et al 1989, Chen et al 1990).
As estatinas s&do substancias com a propriedade de inibir a sintese de colesterol
endocelular, por competicdio com a enzima HMG-CoA redutase, impedindo a
transformacédo desta enzima em acido mevalénico. Com a reducado intracelular de
colesterol, had estimulo a formacédo de receptores de LDL na membrana da célula. A
presenca de maior numero de receptores de LDL determina maior adaptacdo das LDL
em circulagdo, diminuindo do seu nivel plasmatico. Had também elementos que
demonstram que a diminuicdo da sintese de colesterol leva a menor producéo hepatica
das lipoproteinas de pequeno peso molecular VLDL, portanto as estatinas tém efeito
hipolipemiante semelhante, em funcdo do maior catabolismo das LDL e da menor
sintese endégena das VLDL. (Mano 2006). A lovastatina, medicamento utilizado na
clinica com o objetivo de induzir a diminuicdo dos niveis séricos de colesterol no
organismo, reduz a ovoposicao pelas fémeas do S. mansoni, ocasionando a morte de
um pequeno percentual de vermes (Araujo et al. 2002).

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

Resultados principais

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

Meusa Araljo”, Ana Carolina Alves de Mattns, Ana Karine Sarvel”, Paulo Marons Zech Coelho”,
Mabtale Koz

Lasemmlicvnn b Fragselvesiase e iesddah: Rece Bas hzu-Frerog, Av 3 |{;||-;J|,n|- Lirres 1775, 30990-007 Bubs Humjaerds 01D Brasil
"Barie Cara ddu Bely Hurgonte, Belo Horsonbe, Brasl

The aenvity of lvasdetin awsnsiened witl v. e prasiguermte! agpuing cofinbasnnnians mansol way
avabrntad in mice ingcted with Schistasema mansani. Farhye days afier imfoioe, mise dore tromsed with fmanats,
H - fa five conseciutive dmea by oral roure, and on the Inar day of this seguence wiih 30 ma e ovamiguise or
widh 200 syl pezigoecaied, buih by oral resite, simele deeve, Difieer davs kiiern, dhe animls were pociioed in ponel-
feefl withe o awrrvated sovarrol e Ntudie owere omTTed uT TR, ikl st o opliare medivm cortodmnr
5. mBnsoni woews proceeding, from experesertally infected mce. [ the @ ovive paals, the assoefarton of bvasang
With oxcmptguene oo prozepuartel did pot show aay eddinve acetey, Dur there were sogram charge s when warioia
way coveciateal Witk ocermraiguine. Ja vitvo davostinin weey ol s nlerrmps e medrerotion of B mimsoni e which
remrined ap the Diw or Jwed atages, deperdingr an she doge wsed, The foml rumber of moppfclomenlly dead emes e
in culture af worne sgposed w2 agml or S ggimd comcertreions of Tovesienn was sigrifeantdy higher thaa the
v s viable eymr. Usimg O probe Mocsche 33258 fowos observed sheer 20050 0 the eggy consioered morgodog
oy viezhile B phe ereecdl grawps fammne 6% m e comrrod groapy were drheled, irdioaring thiat the maafariy of the
viahle eges Fod membrane permealility incrensed due fo fovasiais acfiok.

¥y words: Schirterane o - lovostatin - drug eseocistion

Im pracisce, chemothernpy s the marm megsure uh-
lizmed for the control of schistesomiasiz in cndewnic coun-
1ries, The sefiestosonicidal drugs used, oxamniquiie and
prricuantel, presend Few sude effects amd a high sohis.
tosomicklal notremy, thus comrinifng, for the trantment
af infeetion, se well as for the canbrol of morbndily and
tramsenigsaom of the disease. nthe 19705, oxamneguime
vms very used for indivdunl and mass frontment of
schistosomingis, presenting satsfactory reaults repard-
o elTicacy and Llaletance (Kats 1950). Authe end of that
decube, prvmiguante] became nemlubls for the tremtmet
of schistosomisnsis, shewang poed therapeutic activity
and afeo fow gide allects as wall. Praciuantel s now the
drug ul’ chince fin the teatsment of the disease cosed by
the thres: main spezics of the parasite tha infoet bomans
(Docnbof e al. 2002). Takiog into sccount the peasible
rise of Tesislanee K realiment, the bleramecs el of the
wizxm 1o the drug, anl the therapeune filures, 1 is very
importaot to geareh for new therapeotic alternatives fod
seligtoaomuasis. This search is 1w imperslive, especul-
by mﬂxnluring the 'p-cmﬂHu inrn:rrumum q;r‘mn.mniquinn
prodaction B8 & resalt of dts higher cost, wheo compaeed
o prazigaantel.

The assovimbon rf different drugs for use in the them-
peEics of warees antections desessca can serve ne a moch-
aoiam b avaid. of w delay, the viss of drog ressiance.

Finredat suppedt FIDCHUL wod FAHERICG
+Cermesfruadiog aidlar amopeidepg T le
Kevaraad 37 Jutery 200

doazpied 4 kaky Z0H

I the presene study, tnvive and in vitro frials werc cax
vied it om thwe efficacy of the rreatment with lovastatin
againsd the Schisowom dremsond adull worms, when
ndministered 10 pssociztion with axamniquine or prazi-
quanted en the mouse model.

SAATERIALS AMLY METHURYS

Eperimental chemothersag - Jwias ibice bwaigliome
2o oaom averngze), mfected vwrth 100 = 10 5 mowyosr
cergaring {LE straind, by suboutancous route, were used.
I'he gu:l:l.ehnm. o the Hihical Cprnmirttes for the gse of
exporimental animals of the Flocruz wese folloned. Forly
davs poal salection (pil. goowps of aninabs wers reated
with 400 mgkwiday, onl rowte lvastatin {Mevacor 8,
bderck Sharp & Drebmel, for five comscouinee dass. and
i Ll Jast day wilhia single aral dose of 30 ne ki osam-
miquine ¢r A smgle oral dese of 200 ma'k)r praziquantel.
The animals weee sacrificed by carvical feactore, and
'|:-erFu.-1E|:| 15 da}'*— after the end of treasmens, The spme
pracedures veere used tor the zontral group, which wma
comnpdized of infected and wotreated mce (Paliarma &
Sigqueiva 1936), The femabe worme were obserred with
au pptical microacope to absarve the peesence of epgs
The ewis m various stames of mpmurty were stedied
using the oopram pattcon {Pelloprioo of al. 19G2).

T vionge teads - Mice inscved witls 5 oretrsons cer-
waraas were siertived using sodhium pentoburbital 33
{300 plimaced, and perfused according te the technique
by Smthers and Terry (1965) The sorms obtained were
distribisted inta a g-well-plaque (4 worm pairsdwell, and
maimiuned 1 aabure medizm Pil=16400 suppéemented
with 5% fofal bovine scroo 100 wefim] pendcillie aod

onlnz | mereoras baz decnz.be
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100 pgfml strepromiyein The worms wece exposed 1o
lovastating diluted in culiure medivn BPAMI-[040, at the
crmoentrtxms of 05 paiml, 12 pgiml and 2pgim] for
24k, and kepd in an ncubator al 3FC and 3% COL AR
tervards, the worms were washed with cubture mediuvm,
andirainiained ooder e sanie coditions, witloor addi-
tion of the drug. Simaltapeously, a centrol gooup was o-
i 2] verth e that hisd been mustained under the
aame conditions, eoept for the presence of driag. Using
an nverisd micTrscope, chservahons wers performed,
atud dlaily phobos wece taken from 24h up 1o geven days
atter the boginning of cutture. The culture medivm was
wharged v alternale diys.

Amrlyss af'ege wiabehin: - The cpes obtained in eal-
turs were staired wath the probe Haescht 33238, at the
concentration af | mginl. For each millititer of culiure
medinm with eiges, 0wl of the probe wes ndded. Slides
were Lhen prepared and olsecved wisder Tluorescent oti-
aroscope (K-Zoiss). vsing mapncfication of 10 and 40
fimes, for an B-diy-cn are periad (Sareed et sl 2006)

In virrean vve irvals - The worns obtadned from mice
framted wath lovasmirn S0 madlsday for 3 dovs) and sne
tificed three days after the sad of teeatiment were cultused
it witre (in visodio vifro trisle) io perallel sath a group of
INTITITLE ﬂtpllﬁﬂ:l ad pgn"l‘n| leraesdatiim vi!.n:l. as well ax
with a contro group (worms not soposed to drugh

Anelyviv of et = The Shdemt’s ¢ lest, the chissguare
lesit o the analysis of wariance, with the sigmlicance
leved of p = 0.05 were applicd.

Ihe resubs ohigned o0 8 mersori-mfected mce
treatend wall 0 o kg lvastaling G Mve consecutive
daya. starting on the $0th day pi, sssociated with 50 me!
ki oxpmniquine o1 200 mivkg pronsuootel, single oral
cose administerad on the Lest day of trentment Gin be
seelt in Table, The percentage of worns in the group of
animals treatsd with lovaaracin was distraboed ag fiol-
Jooas: B0.4% io the mescntory, and 15.0% jo the liver. In
the: growp trenced with mommigquine, these vaties, were
1% an the meseniery and S04 a0 the lver In the
groap treated with Jovastatin and examniquine in assn-
ciation, 30000 pnd G904% of the worms were recovered
from the mesentery and liver, respectively When the
unimils wers tregted with osamnugeime an with oeime-
asguinelovastatin in asaiation, the rmortahy rates of
the warma were 45,68 and 60.5%, rcapectively. Mo aig-
nificant difference bas been obacrved o these results.
As far as the nogrmm change 15 concerned, the valss in-
cregel from 7508 {osamniguine wiminstersd glomep
to 92 3% (when examniguine and lowastatin were ad-
ministered in azeeciation) {p = {005). When praziguaote]
was admimistered. the mortalny of parasites was 45 1%
with ousaram changes giving a salne of 34 5% 0 come
patisan when il was admmnsiered assomated with lovas-
Ay {307 worm morrality: 571% cogram changes).
The perceatage of worms in the aroup of smmals freated
woth praziquanie] wos distobuted as follows 49.5%
frmn ihe mesentersy, and 30 5% fom the bver When

13rg awsnclation i Schistisamiass mansan] = Seiee Aralga e al.
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the animals werne reated with the sasociation of prazi-
quardel and lovastatin the percentagos wene 4.4% dead
worms in the mesentery, and 456 in the [ver The dif-
ferenpes were T strtistical by simmificant The prowp aof
il tresied with lovastahm slome presented 44.4% of
ooirain changes (3 stanatically e Meund resul, when
conpal el with the corteal grouph, with dead sooms in
the lover, aid with a wormn digteibution in (e mesettery
and Tuver similar v Ul of the contral group

The namber and mospoctive percontage of female
WOEmE prescnong dota-cterme egr in the difforcnt
pravps ore 1 Tobke, When the three druas were admin-
istered wlooe, bwvistabn snd axammguine presented
o grest actvity remerchme the cessation of mapesticn
[absence of tniva-werne e} Inofre 91 T amd 35 95
ol 5. maason fanales reated sdth loeaskalin of osass-
niquine did aal glow amy intra-wlering eggs, & sgnill-
cant pesult when companed to 50h8% of the control graup
@ = 0.05). As regard praziquantel, oo differcoes could
be detected whes compared to the control proap. When
ot wais wsed im assomasm wath TSEMTE LN 0T
pra guamsl, 1t was ohserved that the number of fermabes
without dntra-ulerme eges vaded Trom 36.5% w0 504G
{prasigeanbel associatesa), and from S8.7% (o 96559
{earnniguine asaociation), bt the differcoces were mot
significans, Lo, there wms ro additive or synergstic fo-
tion ns & cesult of the asseciation of these drugs

Tre it triels - The worms emposed 1o lovnstagan,
arry skrug consentrat s, did nowsbow sy morpshalogieal
change under ahzervalion using an dmer bad inicreacope,
wsing LOOX magnifieation. The regument was found o
b apparenily comiplete, and. the worm motion similar
to thet of the control grovp Fupgs could be seen i all
the groups However, the eeas hiod by varms exposed
tos loveaslatin did not develop thiroogbour the experiment,

Hig b evmhiarion of the tn vima sctivine of Jnastalin on Sablarcsoma
HaHsEHE AoTs afar o Ldav. colbre pecied L W pomimol e aduin
poivad wrir withait apparener v snlnpied chusge, Ho e arali
AL HINES g (o e slnpe el o the s, dilstape
L ] weormes e o 2 ppind Tovasali sl withonl ap-
pareit morplinlagioal change, eod eges ol the 15t and 2nd sages, 13
e ik By minrmns expased 4 pgdh Deveeting sppsartic 14 sags
varrans gl afead [Jeeed ol the nnerel

ie. eges A the lar and 2nd stages, or tarely al the 3nd
stape, woere found dead af the cod of the coperiment,
in lhe grougr exposed o S0uenl lovastanm On the
other Isand, in the cooucal erowe, eges al atl the sages,
ncludings sratarg epps, and hatched miracda conld be
sepn (Fig. 1] To the groups sebesitted to lovaslanie al Lhe
cargentrations of 2 pnd 4 pe'ml, the 1st stage-cops wore
ok uhle 1o d.l:'v'l:h,'rrl. After an H~:|.;|.yn'p-=r'i|:||! of ohssrg-
tion, the toral oember of morpholagically dead epge in
the groups sopueed b 2 peimloomd 4 germl levastien
Lt witra was 44 (7553 and 546 (948040, respectively,
im the comerd greup 1t wus 144 €27.5%) Usingr the probe
Hewcleat 33258, & Cluorescent ma ke that label dead epes
{&apve] ot al 20065 it was obscrved that in the group cx-
posed to 2 pgml lovastann, 59% of the marpholoica iy
viable cpgs were labeled Gy the prabe. whereas i the
wronp meprsed oo d padml lovastating T of the gmes
were labeled. In the control group, 16% of the morphe-
leagrncz by vntbe ey waere lubeled by she probe (p = 005}
The lalseled egex are shown in Fig. 2

g 2 cinssifleazion of S msnsant sges by morphologeal {ledt eod
flace zceen imcreaenfne techrigoe whimg the peehle Hineohar 3328
frghr, A-1¥ wierend (b ieened Wee i B-H . onerms spnaed 1 2 upd
me o Anp'ml lvsmalin e G b A mspbalanesdly viabls
Bz of the telwiage snd anemply sy 15 dav colbome pecicd; O: the
enme eggs with the embove ragion clearly sixined; coredensd &8 dead
G, 0 e ehonkog kol by v e e 2pg H-dey-olsinune reicadl; 1
wersaE . wiibonl Takding livc cpel B omopbolagizaliy wabls
v ol the Lol apal o s Beduo-cullew perisl) i by el
worm, F:che sume eggs ety of them with the embnoc regaon clenny
staliicd fdoud egga) G marposiogew b dond g Pi-dy-ciirare po-
pinln, 33 the e e pp minll It hai ook eep
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The worms ctaned from muce treued with kwas-
tatm (400 mgke'day for 5 days} and sacrificed three
days after the end of treptment were coliured in vitre
[rn wiviv'in vitro trials) in paralled with a group of aorms
exprsed to 4 piml lvastatin s vitro, 83 well a5 witha
cautrol groap warms pos expoeed o driag. Morpholog-
il changes could not be observed throughout the B-Eay-
cufture, regarding the motom end egg-laying among
the worms treared o vived 1n it as well e smong
the worms of the contral groug. In bath eases, the cmps
reached maturanen, und hatching of miéracidia could
also be seen. The worms exposed to levastatin in wilto
presented resulis similar to theae of the former experi-
ment, as above menciened

EMSCLISSHN

Vandoaaa et it (1989 workimg wath mevionoloste,
farnesod and mevinalin io vivo and in vitro, sugyese that
eqp-praduction n schesrsmiasis 15 asseciated with the
activity af the srayme 3-lyedroeey 3-meghvlghsary] coen-
mvme A (HMG-CoA) reductise, nnd thad smi-stecal lip-
s 'p'roduc,ed - heechensical wmetabolizm, maodulamed '|:P_|-'
this enzyme, stimulate egp-production. Chen et al, (1950)
observed thot e bing by the parasite females wag dis-
cantiowed i mice jofcoted with & mersar aod trened
with low deses of mevinnhn The admnestadao of &2
meevinolin in the diet of infected mice (14 daysh resulted in
climarutiom of 96 of the purasites. The same dose admin-
wtemed twer davs beforeand 13 days pi resulied in 55-05%
reduchion in the mumiber of aduh parasites. When mevinn-
Im was acdrmimistered with &3%, imevinolinate, there wma
inbibstion of the aoh-schistosomisidnl acoviy of the for
mer, suggestinyg tha mevinohnle aidic matabolives are
of the wirsest importapee for infubiting 8 marsont eig-
production. as well ns prameting the parasite’s survival.

Lovastatin, a lsctone, inactive form of the come-
spondimr open ydrosylie acul 15 a pobent imchibiver of
the emelouenions synihesds of cholestorol, After gastroin-
testinal nbserption, Jevnstabn is rupidhe yvdrobisated o
wpen hvdrocyacd, @ competitive ithibivee of HMG-CoA
reductase, an enzvine that catnlvzes a regulatory step in
the hosynthesis af chalesteral. 1n clinical siedies f."tra.'l:!iﬂ
elal 20000, kvastatin reduced the total plaamatie choles-
terod comesntresons and Sipoprotem of low density, a3 well
an lipepearein of vecy low densitsy bownd {o cholesterol.

Arafzjo ez ol (2002 irvestipsted the actevity of lovas-
tatin on the cvipesstion of the ndutt worm in experimen-
fal |y wnfecbed mice with & marsond. These aulhors dem-
ansitaled thal, despite e ralatively low mostality rate
{~30%%) of the worms, when the beginmog of frentment
was om the 3ish clay m, wath an oral dose of 400 madeg,
for Five comgecubive days, there was a redoction in the
ovipoaition of § mansesm fomeles, prosenting eogram
changes in up to 80% of mice, and an sverage number of
s 1o the jejunum ond lover syzmificamdly lower n the
treqdesd anianals, wlsen compared o the contral group.
Tl rvorplodogical anabysis of the worms revealed de-
penerative chenges, moinly in the reproductive appara-
tus of the worms, with reduction and alteration an he
witedling fill eles anc in the ovary of Teenales, 3z wall a3
changes in the male festis

453

The sele of chalesteral tn schistesominss mamsoni
was expenimentally evaluated by MNeces (2006) using
four proups of nmumats infected, fad omoa deet rich i
cholestersd (20% of lipsds): wfected, fed on # standard
diet {12% of lipids); urenfiscted, fed oo 2 diet rich in cho-
lesteral, wninfeceed. fod on 8 stacdard diet. Bt was ok
served talinfecbed mics that received & diet rich i che-
testoral presented o higher number of wiable 5. muareont
g2oa, 8 gredter maturation and peak numbers of egus in
fieves, when compared o the growp of infected mice ted
on  standard diet 1t was also ohserved thal the adult
worns recovesed from the group of infected mice fed on
u deet Ach in cholesterol (2994 lipids) preseated a higher
amber of morpholarical chaoges in the reproduchive
appatatus of male worms, mamly in celaton to supra-
namarary Iobe, semminnl vesicle gl spermatheca T this
groap, the ovary of fomales presented a higher mumber
of euicy Less haing dischargod tham in females belonging
t0 the group with £ 2% Dpuls i the diec It seems that a
gite rich in choleateral = beneficial for reproduation pnd
chischarie of 5. srensoni segs (Neves 20046]

Solimen & Tbrabsm (2005) studiesl the adwity of
atorvaslalin {chalesteral lowering agendy alone, and con-
currenthy with medosyprcaesierome (immamusenlar con-
tracaptive) on 5. doemersdivm adult worms, in expen-
mentally infecled hamsters. Atorvastatin administered
b oral route, at the dose of 0.9 marka staroang Froan day
3% pi, for 49 conaeowive daya, and with medoesy proges-
terime ngette 1 assocketion, al the dose of 0.1 mlJe on
davs soven and 35 p, mtmamusculory, produced dam-
awes 10 the tegumnent of male and fanale worms. Loss
o mupture of tubercles, collapse of Gsswes, and ereawon
of the tepument aod of the oral suckers, dewenerations
o enllapses of sensorial orgavelles, were some of the
phserved I:hl]ﬂﬂ:'.'s. Agdmimistragion of atorvasiatm alope,
according to the same schedule previeusly deseribed,
produced lews severe damages in te tegument of male
worms, and onby a fewr femakes presented tegumental
clanges, Bath treatment schedules (atorvastatin con-
gurrently with medosyporogesterone acetate of alone}
contribored o A significant reduction 1n she total mum-
ber of Tecovered waorms, 46.2% and 31.3%, respectively.
The tem drogs m assxastion prichiced vogram changes,
with a high number of dead epps.

In the Tresemk wl}rrk_, AP I L= showead that lo-
vastatin acted on & mamsen ege-laving, minally by
decreasing in the presance of egg in the female wterns,
and atier thot by oegmam chanpes These tesulis were
obacrved not only in the animals freated with lovastatin
aleme, hut lao wlen this droug wes administeced con-
currently wth cxnmnwpuing, Inovitro conls showed that
maturaiica of epps was o complete duc to the achon
of loviestting, bering irterrigded at the 150 or 2ed stages,
aceording to the dose used, On the other hand, those
egis discharped by females of the contrel groop devel-
op=d normally, pussimr through all the stsges, resching
maturaion and culminating with miracidiom hatehing
The complele process of ege maturation was also ob-
served when worms were recoversd from mice rreted
with lovastatin und cubtures] m o vitrs The exposure of
warke o lovastating in vitee i3 necedsary (o obdain the
blockage of epp devalopment. Additionslly. the visbil-
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ity of 5. mansoni eggs showed a significant difference
when a fluorescent probe was used. In fact, the average
of morphologically viable eggs, labeled by the probe,
was T0% approximately in the groups exposed to 2 pg/
ml or 4 pg/ml lovastatin In the control group, it was
observed that only 16% of the morphologically viable
eggs were labeled by the probe. Since egg labeling by
the probe indicates that the egg is dead, the difference
in the classification of viable eggs is evident when the
probe is used in comparison when only the morphology
of the egg is observed under an optic microscope. When
applied in assays without drug utilization, the methodol-
ogy recommended by Sarvel et al. (2006) with the aim
to confirm the traditional morphological classification,
83% of corroboration between the two methods was de-
tected. Nevertheless, in the trials related to drug activity
was much lower (30%), ie., only 10 out of 35 morpho-
logically viable eggs present in the groups exposed to
2 pg/ml or 4 pg/ml lovastatin were not labeled by the
probe. The use of the probe Hoechst 33258 enhances the
sensitivity of the trials aiming to evaluate drug action on
viable §. mansoni eggs.

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

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

Estado do Conhecimento

O clonazepam, farmaco de uma classe quimica conhecida como benzodiazepinas, que
possuem como principais propriedades inibicdo leve das fungbes do sistema nervoso
central com acdo anticonvulsivante, sedativa, relaxante muscular e efeito tranquilizante,
foi citado pela primeira vez como esquistossomicida por Stohler (1978). Pax et al (1978)
revelaram que vermes de S. mansoni incubados em pequenas concentragdes de
clonazepam apresentavam contracbes na musculatura e tornavam-se imbveis,
resultando dai o seu efeito esquistossomicida. Estudos feitos por Bennett em 1980
sugeriram que o verme macho de S. mansoni apresenta sitios de ligagdo para os
benzodiazepinicos em seu tegumento. Noel et al. (2007) pesquisaram a presenca de
receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) em vermes adultos de S. mansoni,
usando [3H] — flunitrazepam para marcar os sitios de ligacdo al6sterico dos agentes
benzodiazepinicos e detectaram em grande parte da populacdo de vermes alta
afinidade de sitios de ligacdo para a droga estudada. Os autores descrevem as
propriedades farmacoldgicas de alguns receptores diazepinicos como uma contribui¢cdo
para o desenvolvimento de novas drogas esquistossomicidas. Descrevem também, pela
primeira vez, a presenca de receptores benzodiazepinicos periféricos no parasita.

Questdes
O clonazepam possui agdo esquistossomicida?
O clonazepam age sobre os vermes do S. mansoni em experimentos in vivo?
O clonazepam age sobre os vermes do S. mansoni em experimentos in vitro?
O clonazepam apresenta acédo sinérgica em associacdo com oxamniquina ou
praziquantel?

Resultados principais

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

Mewsa Arauje—, Ana Caroling Abes de Mattos, Paulo Marcos Fech Coelho®, Naftale Katz”

Lk armiliins i clie Bapish e mpme, Irsditul Beci Rachey-Fiosrug, A Auguso de Lima 1725, 30730-00% Bebs Horaorie, MC, Brasil
'Saria s de Belo Horconle, Bely Honconle. 845, Braal

The wntiscliisieswnal goeivilp o oleagrepam, whea adeiniviersd alvme o o aveaiation with acrmaiguin: anad
VLT, way c'.aq'rre'mm:mﬁ' et i odee pfeciedd wink Schistasomn mansoni. 7he ool were fregtied
43 AV Ppost-IRcnoR with a stngle dose, by ol poute, aoosrling o thres frecrmeni chednles: clomwesepam 23 myg
B o soviliiced 15 min, Hhoor £ 8 ofer ireatsen; clondzepan L0, 25 or Mo e Ty ond secrifived £5 davs pose-
treviemee o weith the dowe of M gk i osnciation with sromsgeine 50 negdr or prazigueniel 2080 mgbe single
dase, orally, evay sohedule warh @ ool mrowg, The afficocy af the drees i wva was oagersed by smeans alworm
cokivs aid theve disimbudion 1a sieseniery and Bver, morfaliny and cogram clanges. T ifie chemoferapeuiie sefied-
s movedd, el peenr diel mod presemt aativchiviormael actfvity an te recelt of the axwocieaian of tris olryg wath

e B A1 F FLFCIZT) fed Wy Rew siinrficanely differers frome dee ce sshezina when thexe oo laxs vy were
ardpuisistered oleme, In dhe i wirg experiienis, the wostes exprased re (L6 mpl clonozepenm restoimed moronless
threanghowt e S-diep-preiod of obwerineon, withonn egy-Toving, ndhereas the worms of the coatrol grorp s ed
searmes! mivements, cpp-fuving and fmching of mirecidts an gl dap of observaiion, The restecobiained ie e
Lreesent sl comriom the achor of clovose o o8 5. manaond adidy sar, iv vito, corsing ol peeeliae ofmeles
amd feonales. Hewevar, nuo addbiive or spmeressic affess were observed when cfonozeiem were wsed IR aasaclanion
wirh eTmniguing e iyl

Fi wards Sehisfesama msartond - clodiscinm - deup ageeiation

The mnst affucient mensnyre For the morhidity comtrol
of schistozamiais is the wreatment of infected paticnes.
Avrrdimg e Saviols el al. 2004), the antischistosmmal
s play un imgortant role for the prestment of infec-
tiom and for she cenfrel of merbidity and fransmission

T spide of sxcaunniquine and praziquantel Lhal ave sbe
1w vtk bl antischistes omal drugs for treatmemt of the
disenaz, haing efficient pnd prescnring fewr side offects.
some velevant aspects must be considesed. Oramnegucne
has & complicaled inanulaciuring proces, requsnng g
fermentarion funks for Wodegeenl synthesis, resalting in
a high cost when eompaced 10 prariquantel. Duwe e this
difficully, praciquanlel has been practeally the omigue
clruag ub lered it the mmnent, and the use of 2 simgle drog
inn mass seale and 1o regurrent treAcnents LAy reauli in
the croergense of roalsiant straina.

For the resans ahave, 12 e clear thurthere s che need
for new nnd affective drugs, or nere nicrontives tor the
treatiment of schsiosamiagia. In our laboratoies, a large
;m:jucliu Find few anlischistosamal drllg.-s I berirlg Lam-
dugted One atfempt i5 10 wse knovn antischistosomal
apons (mainly exemniquine or praziquancel} in asgocia-
tamn wilh uther drugs thal may incresse the acbvity off
these kmown schistosomeaides, En this oomed, we re-

Femnie] ippam FIOCRIES, FAREM G
+ Cinreaprraleg cidbar . nimngeaidekr
Rizesal 18 Tine 206

Aceepicl & Rhoemiber X

cemtly demansyrated thar the concomrtant use of lovascn-
tine {pecent inbikitor of the syotheais of chalestesal} pro-
duces 1o videa and in vive action againsd egg pooducliom
ard develogment [Arauju et 2 2008, Clonasepam bes
lanus ta the chemial yronp knoem as benzodinzepines,
the main preperties of which nre mikl inhibiten of the
funczion: of the contral oervoud svatem with anticesnal-
sivg and asdaiive sctivity, musculss relaxant and ran-
|._|u'i]i..:Er uﬁ'étl&, &5 ils oAt ]xl.'lpﬂel'iaﬁ. Ch:ﬂlurfmnl EL
an artschistosomal auend was quided Ffor the Bese fime nt
Heffman-1n Beche Latarntorics by Stohler (1978). Pax
et al [1978) revealed that Schiseesonn margont worms
tsubated i clomseapain sonceorations peesented oous-
vulir contraceins amf remamed motsmbess, thus resalt
img n the arhschistosompl effect of the drur Soadics
performed by Denpett (1980 sugpested that the male
worms of ¥ memeonl greacnd bindiog sites for beneodi-
Azepinies it Lhedr legunient.

el on these stwdies, this wodk mvestigates the
antischistosomn! notiviey of clonazepam m experimen-
tally infected mice with & magnsom, a5 well as i aa30-
ciation witl camniquine snd praziquants], wall koown
anbischistosinnad inedicines. i ovilro studies were also
carresd ouc by ghserve the pessihle dnmpges consed in .
mapsene werms by clonazepam

MATERLAL AND METHODS

Fxpermmentr chemogieram: - Swiss mice (Mmean
weight 20 21 ware ufected by subcolasesus route with
Tk W cercariae of 3. et | LE staan) Phe Gode-
lines of the Trhical Commitdes for the wse i e peTimEn-
tal aninals of the Fiocsuz ware followed Foety-five dava

arline | neumnas s Inime e
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1M

post-infecnon, greups of puimols were omlly treated,
.11r||_|;|e I.‘Il'ﬁ.n‘.“ |H.'|Jq;c'4|'i1|g 10 three schedyles: 25 rng."Lﬁ clo-
nazepac (Medlor Industryh and sacrificed 13 min. Lhor
4 b after treatment, 10, 2.5, 5.0 or 100 me'kp clopaze-
pam g scrifoed 15 days afler tnsatmemt, 10 muka
clonazepam asaociated 10 50 meke oanmiguine [han-
s Puzer), or te 2060 minke praziquonced {Farmanguin-
hosFeocrieh, simubfaneausly with the comisol aronps,
The snimals were sacrificed by cervies] fracture and
merfissiom was pesfirmed for collectmy woems in the
meaentesy and liver. The same prosedires were adopsd
for the control proops constitured b mfected and un-
irepte] mice | Pellezrime & Kt 'I':"."sﬁ:l

Tn viva geifvity evalwanion - Drug actively was ad-
sessed by means of perfusion of the animals pertaining
W treated and conlrol groups. considering e mean of
the number of worms, rates of worm discribation in the
mesentery amd ver, desd worms o the hver urd copmm
changes (Fellegrine et al. 1962),

In i trigfs - Mice infectod sath X mansans oo
Geriae [LE strain] were gaciiliced using sodiun pento-
harbital 3% (30 pLimicep and perfused aceording to the
mechrigque b Emithens ood Terry (1965). The collected
vy were dhistribubed indg ples of ax wells each
4 pairg of waorms per well and kept e cubture medium
RPMI-[64D0 supplemented with 4 fietak hoane seram,
100 pg/mL of antibiotics pendcillindstreptonyein Tn the
experimental group. the warma were cxpesed to clona-
meparn gz che dose of tamay'ml. (Tml of pedintree clona.
gepay, 2.5 mg/mL in 3 mL of culture medium) for 24 h
and maintoined inoncobator at 37°C and $a 0., 1o the
contral grong, L worms wese kepl wader the same win-
ditioos, except for the preasnce of the druwg, Allerwards,
the worms were washed with caltture medium ond main-
tinesd under the aarme previows sonditions, but withoot
drug addition throughout the reat of the treal. Ofserva-
Lo uncler miveried inicroscope were documented 1 h
alle drug conact 3, 34, 48, 72 and 96 b altee drog dis-
continuation aod eght davs afrer the berinning of the
experiment The culters mediom was changed n alter-
oate days. The cxperiments wers porformed in duplicate
el Tepessted tweie (2 experimens)

Stewdstical anclias - The  esulls | ofained  were
cotppared by mesns of the Student’s rocear, p= Q05
hesr stipulated ns agmfimne level,

Dirug asscaabion Schislosomass mansam = Meusa Arawo etal.

RESLILTS

The resules abtamed wath expesmmentolty infected
ntice with 5. maneon? {LE strain), treaied with clonace-
pam 25 mpdkpbody weight, single dose, by oral route,
nmgl sacrificed 15 min, 1h or 4 h after trestment cim be
gean o Table I. In the treated animals, a disersts -
gration of the werms (me 30%) o the lover could be ob-
seeved, wilereis in the aninals of e coaal geoup tias
displacerment tvas abour 10% (not significant difference)
™o demad worms mothe dver, s well as oogmam changes
were observed

Table I shonsa the resules obtained 1o micc troated
with clonpzepom 0, 2.5, 50 o0 100 mukye und sacm-
floed 4 boow 15 days aller reatmenl No saemi Geand Gif-
farences were presented by the animals of the treated
groups when compared wth the confrol mroup. It is worth
highhghting that the emmals treptegd wath the highest
dimse £25 mzide body weighd remained sedated for an
least 3 h. being recovered aftos this peciod. In none of the
jrroups could be found o dendt anmal ds o sedation,

The resilts of the trial with 1oy clonaepam in
agzociation with 50 me ke eoamuiquine ar with 200 med
kg praziquantecl arc indicated in Table [N, In the animals
trezterd with clonuzepnm alene, 4 warm mortdshy mte of
B 8% could be obaerved, howesar, the other paramelers
did wot ahow anr charge when compared with the con-
trol greap. The results obtazosd in animals trested with
chomprepi alore did wod present sig o Picail 4 Merence:,
when comparad with Uwse oblained in aniosals realed
wath clonazepam in associgtion with csamnpiquine or
prozigqua ritel.

I vike drials - The worms exposed o cloraeepam
could ba seen motionlass 1 b after contact with Use drsr,
aad o they remained throogbour the rest of the experi-
ment { Tabie IV} In the fivst trial, some worme could be
seea comtrocted, when the obseswntion wms prrformed
48 h pfter the beynnming of the experiment, Inthe second
tritd, the weorrme remimed mobonless and srme Blisters
appearad i the tegumen: up to e 5th day of observa-
tion. & mamsoni cpes could oot be seen in the experi-
menen] wells, The wesms in the sontrol aToops oppenred
with pormal movementss and morpholegy, presentng:
s during the firse 24 b, wath the presence of newdy
leatehed mitacida, wihes exammed eght davs alier the
DBeginning of the experiment (Figwie).

TABLE |

Femules obepined in mice experimentally infzeted wigh 100 £ 19 corgarize of Sl mevicasd (LF soogind iegacd with
clonawepam 235 me'ky body weight, sengle dose. orally, 43 davs afler infiection

Instmbutiom vl worms Thand wrams Tlogmm
Time Mmher of Micen of _ i it the Liver cluanges
allr crzatmen anifuals gramimed WOrms Viesendery Liver Y %
15 mm 3 113 RO o aif fhil
Ll kK k] Tz i LR o
ik 3 B0 B9 N H £l [EL]
Cauirel 3 Lieti S0 g Al [FIY]
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TABLEIL

Rasmlts nhenined in mics expecimentally mfoctcd widls 104 £ 10 cerenring af’ Sciisfovwme mavseaf (LE strasa), treated witl
clonzecpamn. singls dose, ornlly, 43 davs atler in faclicn

Mhgtrikniisam
Treatment of worms Dead wores — Dogram
schedule Time Mumberof mimals®  Meanof % in the fiver chnrzes
mu'kg alter treatment  Tremed  Fxomined  worms desedeey Liver ] Y
14 4h 3 3 &7 554 154 o o
14 15 dmes 3 1 14.0 Tl B an L
13 4h 3 3 03 37 43 an L0
s FE abavs L] 3 14.8 e § 13.5 i o
54k +h El i 14 S0y il 00 0o
sl 15 davs k] 1 A3 R Ik 160 0 00
Lo 41t i 1 Hil L] 43 0.0 L]
L0 13 days q | Tl (HIEE LIRE an 0a
Camlsal - ] (LY 4.3 1Lz 40 1341

or b dilferewes botwzen the mumber of trepted anmals and examuwsd suwsals nma_u;;l:;c |.t11'n.1lr.1:.r-:-fd¢nd rm1m-al;

TABLE III
Tesults abiined in experinentally wleeted mice with 100 = 10 Schariasomes mansoai cercarion trealesd 45 duys aller mlise-
tan with Hhmg'ke slenascpam fCLOY alone or o nseoziamon aith S0 muky eameageine {000 or 200 ma ks praziquante]
(P2, single dose, cvally, and secrificed 13 dmvs post-treatment. Thers was owr sigreilcan difference betweon the results oh-
Lained with exansiquin: and praziquantel when administered alone and those opes obtained with theee tovn drugs in assecin-
b with cliasspan,

-Tmn_h'nunt Winrns
achedile Muniber of mimals Mean _istribulin % Dend worms Oogram

Drruz my'kg Treated  Eaamined  of worms  Mesentery Laver  anthe vec % clanges %%

oA 50 14 [ 0l 611 14 51 5

BED il 14 14 oy R ) R 2 k1] 2.0

CLo Lo 14 14 Iz ] 203 ik o

CLO+ 0BA 10+ 50 14 14 w3 4.0 0.0 562 A4 3

L0+ BZQ 10+ 204 14 14 136 324 674 GLO 410

Cantrol - - IE! It a4 156 o Tk

TABLETV
Besulls obtained js in vitro cxperimas using adult Soiiviovm meanzmi worms expossd io
clownzepam gt the dese of 16 mgml.

Giroup Period of abacrention (Foservations (worms}

Experimcutal 1 I of coutact modianless, pained, withoul contrsclion, noomal morpholopy, obsenec of cpge

Cauiral live, paimed, narmal mavemeniis and wedplolegy, abacocs of cpes

Experinental 24 h af crmincd midwinless, pated, abscnee of cpga

Ciontral lve, patirel, normal movements aind worpholegr, = B0 2pgs ot e frest stape
and dead

Txperimental 5 b afier conlacl midinless, pacned, abscnec of cpea

£ emrul Live, poired, povmnl mavemens el rorpholrgy, _ 100 sugs di the Gl sage
and dead

Expeeimental 24 b aftcr contact meticnless, 2 prirs of mated worms and 3 unmaged athar ones. comlzasled,
nheenze of eges

Clanleal live, prited, normal mavemants and morphalegy, = 30 cope ot 1o asd Z2id
simges umal dead

Experitacntal 48 h nfter coninct mibinbsss, ahsance of gpps

Cantral Livis, patred, saem el movements md morphology, egps or the 15t 2nd, Snf and
b slmgrs and dead

Experimental T days allor conlacl wolicabess, apporeethy withont damnges in the cegumant, ahsence of azgs

{omiral five. paired, woemal movemsnis nod marphalogy, egas at all developmental

stozes. presonc of hotched miracidia st dead
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TR g aseadiation Sohisrsomlasis mansoni -

Exaluedicn of fe fn vice astieny o eocnmepam s Seiisosomg
sl VNI LCarwd pongp ors gxpaand e G i, A paiced
aufi il i wilhiood spowreol, marphological cheesge, vwo deys o 2w
lure, B preseces of epgs of |5t (areawt end 2nd (hond of the cres
stoges, oo deys ef cultane: £ presense of spps or the dif dape, vigh
Aies 0wl O presees elhesisdus] miracidiom, wighl days of sp-
ture: Eveluacio of e invine activiee of clorazegam on . mansoe
worms Leroep exposed o 00 mgiml nf te dregr, S0 adt sanng
gz, wicdiombize wnl coodmsal Qisnmlaurree, Twe ders ol culbure;
T, (G acdudi warma: paaned, mationless xod comvrankss (2 and 3 dmes of
wilrure, respectively), presence of crvwials adhered inthe wars -
T Arrany, M peired femnks pkd gl pressring sepemiion of G
T wmend Qe wighd das e salioey, T ke of the ooy aiions
«RE Qo 2 groups euoooeed Wclocazepem could be detected.

DHSCLISSHON

The resulls oldained show thit clenizepam did not
preseat anischistasomal activily i vive when wdmin-
wstered aboos, nor addiciive o svnergistic action, when
usiesl i association with antschistosomnl drigs (omm-
niquine and prazigoantel).

Stobler (1578 identified the benzedinzepines cla-
nazepam and RO 11-3128 fmethylclmazepamd as b
antischistosomal druga. That auther showed that RO O11-
F1ZR was highly effective ngoinst 5, man sewr inSection,
gimilas o niridazole, hecanthionme and oxammguine, In
vitro. wWhen added at a concentration of 6235 pa/mL to
the rradiom contzrmmy N punwwend muole WOLmS, o0-
rraction of these worms could be observed after some
seconds. In hamsters, the sctivity against Scofusiosomas
fuazmrtentipm wis s lar o that shoeed for ¥ measgoni.

“ewga Araujo et 3l

Howeeves, infecton due w Schistwomy Sapomcum was
resistant to treatasent whed usitg hamsters trenfed wich
doacs up to 150 mg ke sdminislared in fve tirmes. Pax st
abl {1978) smdied the activity of benzodsssepine RO £1-
3128 and of praziguante] i the musenlature of 8 awer-
sonf a8, fpesroam worms aod showed that ac low
cumeentritions this compoand causes tension, parabysis
ant lack of mavement 1 male worms. Bennett (1980},
in widrt stadiss e 20 8 mawveni male worms aod
20 also of 8. foaponicum, ineubated st 270 for 10 min
in 20 mL of Eurl’s sulutwn nnd varying the conseotra-
Eon of benzodizzeping RO 11-3123, suggested thau &
manscen male worm iz endoveed with a specific bading
agte, when this worm presents an intact legurmenl These
binding snes were cleady changed in pregence of agents
thaz, as 1t iz well knovan, are able to destros the mem-
brune eotepemy. Boyle et ol (1985) avaluated the offect
of meslanazepim {3-metiylclonazepam) o volunrears,
uging single doses of 1, 2 and § my, azally, aod reporied
tha thie doses hricher than 1 my coused doae-dependent
daitages by the copndtive and psychomosor Funchons of
paizents, &g wall as mood changes and atasn, These o
fects could be markedly abserved at thie First 3 b after
drue administration and a meld sedatio ug 168 b afler
drug administration of 4 mg The authors sugeesl as g
result of the findings, that the use of beasodiazepines
a5 anfschistosomal drogs needs Furches ireestigation
Leste and Menteiro {2007) studied the particigation af
the bimding sites in the contractive activity of clonaza-
mam and S-methviclonazepam on & mavrsor wrorms.
hdale adubt warms wers pliced oo glass shdes rootain-
itr sxline solubon and the musculor contraenen eftoes
of bensodineepines v sl urted throggh the reduction
of the body area, measured by arlyss of the images
captured by carmeras Thew olserved that the ubilized
benzodiazegines al the concatization of 17 ah led to
worin coniraclion in a tme-dependent manner, similnr
to that of praziquanicl. when used al the comcentrabion
of | pbd. Based onthede reaults, they conciuced that the
effet of covtraction canzed Ly both haneodizeejrines
nat ez cither 1o 8 direct effoer Lo the wonm muscle of
a5 a result of binding to one of the roo benzodizwepinic
Tecephors present o X, mawsonr. Moel ex al. (2007) invves-
sated the presence of tmma-smiookacyric 2cid (GADA)
in A, marsve gl worms, using [3H]flunitrazepam to
lhei the alesteric binding stes of the benzodiazepinic
revertors and detectedt n Jarge number of hinding sites
t (3L ]-Flumisrameparn m the rrent nanyorety of the warm
population. The mdhors descrbe the phurmacological
pmrn:'acims ol sorie r]mzrgim TECROLOTS 15 pl:.g:utll_: tar-
weis for the development of vew aniischistosemul drugs:
The presence of bensodiscepdnie peripheral recephors 1n
the parasite was found o the firtst lime by Moel et al,
(2007 Pica-Mattoocia et al. (2008} sidied the mode
of action of BO11-3128 (methyl-clenazepam) and prae-
quantel, m vitre and in wive, an Schesosma worns
Bath drogs couae paralyais, ioflux of the caleium ducts
and damages in the parasites’ tepument. Since it i weall
koewn that B0 11-3128 is sctive agaiost immatare
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worms of 8. mansoni and praziquantel is ineffective at
this phase, praziquantel being active against 5. japoni-
cum, whereas RO 11-3128 is mactive, the excess of one
drug on another one was studied. It was verified that the
excess of praziquantel does not inhibit the activity of RO
11-3128 on 5. mansoni immature worms and an excess of
RO 11-3128 does not inhibit the efficacy of praziguantel
on §. japonicum, suggesting that the binding site of the
worm with both drugs is rather different On the other
hand, when cytochalasin D, an agent that blocks the cal-
cium channel, was used it inhibited the activity of both
agents. Association of these results suggests that both
drugs, although binding themselves at different receptor
sites in the parasite, present the same schistosomicidal
mechanism (Picca-Mattoccia et al. 2008).

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

The results obtained in the present study confirm
the action of clonazepam on 8§ mansoni adult worm,
in vitre, causing total paralysis of males and females.
However, with the therapeutic schedules used in ex-
perimentally infected mice, it was not possible to detect
any activity against S, mansoni, when clonazepam was
administered alone or in association with oxamniquine
or praziquantel. No addictive or synergistic effects were
observed when clonazepam was used in association with
these two known antischistosomal drugs.
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5.3 Artigo 3

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

Estado do Conhecimento

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

Questbes
A associagdo de oxamniquina com praziquantel possui efeito sinérgico?
A associacdo de oxamniquina com praziquantel é eficaz mesmo havendo um
intervalo de tempo entre a administragdo dos dois farmacos?
A associacdo oxamniquina-praziquantel é ativa em todas as fases de
desenvolvimento do S. mansoni?

Resultados principais

A associagdo se mostrou mais ativa do que os farmacos administrados em monoterapia
quando os dois medicamentos foram administrados simultaneamente ou quando o
praziquantel foi administrado 4 horas, 1 ou cinco dias apds a oxamniquina. A associagdo dos
dois farmacos nas varias fases da infec¢éo apresentou redu¢éo no nimero de vermes vivos,
excetuando-se o grupo de camundongos tratados ap6s 21 dias da infecgao, fase em que o
tratamento com a oxamniquina e o praziquantel usados em monoterapia, também nao foi
eficaz, mostrando ser a terceira semana da infeccdo a mais critica em relagdo a
quimioterapia. O praziquantel comecou a apresentar atividade significativa a partir do 28° dia
da infeccdo. Os dados apresentados mostram que o melhor esquema terapéutico foi o da
associacdo dos dois medicamentos administrados simultaneamente na fase patente da
infeccéo, tanto pela atividade apresentada quanto pela praticidade do tratamento.
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oth drugs administered simultaneously or at predetermined intervals; 2 - different drug
dosages used singly or in combination, with a view to obtain an activity curve and
isobologram for synergism observation; 3 - both drugs administered at different stages
of infection (prepatent and patent periods). Mice were experimentally infected with
Schistosoma mansoni cercariae (LE strain), and treated with doses of 50 mg/kg OXA
and 200 mg/kg PZQ using the schedules 1 and 3 above mentioned, and with 25, 50, 75
or 100 mg/kg OXA, as well as 100, 200 or 300 mg/kg PZQ according to schedule 3.
Distribution of worms, number of dead worms, and oogram changes were the
parameters considered for evaluation of drug activity, when administered in
monotherapy or in association. The combination of both drugs showed a beneficial
effect, when both drugs were simultaneously administered or when PZQ was given 4
hours, 1 day or 5 days after OXA. Combination among different dosages of OXA and
PZQ presented synergistic activity. The association of both drugs at various stages of
infection showed a reduction in the number of live worms collected by means of
perfusion, with the exception of a group of mice treated 21 days postinfection, that
showed a reduction of only 16.3%. This exception was maintained, when other
parameters such as worm mortality rate and oogram changes were analyzed, and also
when OXA and PZQ were given in monotherapy conditions. In relation to chemotherapy
with these two drugs, the third week after infection was seen as the most critical one.
Treatment with these drugs, administered singly or in association, 4 hours postinfection,
showed similar results among all groups treated with the drugs in combination or with
OXA in monotherapy as far as live worm burden reduction and oogram are concerned.
PZQ started to show a significant activity when treatment was given, at least, 28 days
after infection, whereas OXA presented activity already at the pre-patent period.
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Abstract

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

Keywords: Schistosoma mansoni, oxamniquine, praziquantel, drug association

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

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

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

The methodology of response curves and isobologram performed after EDsp (dose that
kills 50% of worms) for the drugs administered in monotherapy or in association, has
been frequently utilized in order to define the type of the existent interaction between
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two drugs (Gowing, 1960; Hatzios and Penner, 1985; Green and Bailey, 1987; Gressel,
1990; Strelbig et al., 1998). The curve of the response to the doses may be used not
only in studies on associations, but also in studies on resistance to drugs. Another way
to analyze the data related to association of drugs is through evaluation of the
Combination Index (lcom) that correlates the EDsp doses used in the association with
those ones used in the administration of drugs isolately (Ramakrishnan and Jusko,
2001).

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

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

2. Materials and Methods

2.1. Treatment

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

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

2.1.2. Schedule 2

Groups of mice were treated (45 days postinfection) with 25, 50, 75 or 100 mg/kg OXA,;
100, 200 or 300 mg/kg PZQ, as monotherapy or in association (OXA and PZQ) and
sacrificed 15 days after treatment.

2.1.3. Schedule 3

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

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

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

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

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

Icom = [50ab1/I50a + 150ab2/150b

the doses 150ab1 and 150ab2 of OXA and PZQ being those ones effective in killing 50%
of worms, when administered in association and 150a and 150b the doses as
monotherapy (Ramakrisnan and Jusko, 2001).

3. Results

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

The curves of worm mortality response to the doses of 25, 50, 75 or 100 mg/kg
OXA administered singly or in association with 100, 200 and 300 mg/kg PZQ are
depicted in Figure 1. The Combination Index values of the various association schedules
can be seen in Table Il. The results obtained with treatment combinations were adjusted
to the log-logistic model. Administration of both drugs in association showed synergism,
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even when lower doses of the drugs were used. In fact, 25 mg/kg OXA associated to
100 mg/kg PZQ resulted in a mean worm burden reduction of 50%, increased from 17 to
87% the worm mortality and from 0.0 to 100.0% the oogram changes.

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

respectively.

4. Discussion

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

93



Neusa Aratijo TesedeDautorado

of both drugs could be seen under the activity isobole, thus indicating synergism
between the two drugs.

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

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

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

OXA-PZQ association, at different S. mansoni infection stages, was investigated
by Botros et al. (1989) in mice previously infected and treated with 1/3 of the curative
dose of each drug in combination. These authors compared the results with those ones
obtained in animals treated with the same association dosages or with the curative
doses of both drugs, 14 hours before infection, or 4 hours, 1, 2, 3, 4 and 5 days
postinfection. They reported a better efficacy of treatment in animals that received the
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drugs in association. The most significant results were observed in the animals treated 4
hours after infection, presenting 96% worm reduction and no eggs in the liver or
intestine. Treatment with both drugs in association carried out 5 weeks after infection
showed 98% reduction in the number of eggs detected in tissues.

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

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

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

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

Drug Treatment Interval Number of Mean Worm Liver Oogram
schedule among animals worms distribution (%) dead changes
mg/kg treatments  Treated/Examined Mesentery worms (%)
Liver (%)
OXA 50 - 14 8 6.9 491 50.9 43.6 75.0
PzZQ 200 - 14 11 8.3 49.5 50.5 451 54.5
OXA+PZQ 50+200 simultaneous 14 12 12.8 0.0 100.0 100.0 100.0
OXA+PZQ 50 + 200 4 hours 14 13 10.2 0.0 100.0 100.0 100.0
OXA+PZQ 50 + 200 1 day 14 12 10.6 55 94.5 91.3 100.0
OXA+PZQ 50 + 200 5 days 14 8 8.3 20.0 80.0 77.3 100.0

Control - - - 14 11.5 85.1 14.9 0.0 0.0




Table 2

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

Association EDsp - EDsg - lcomb
praziquantel oxamniquine
OXA 25+ PZQ 100 47 13 0.28
OXA 25 + PZQ 200 121 16 0.52
OXA 25 + PZQ 300 127 10 0.47
OXA 50 + PZQ 100 50 28 0.47
OXA 50 + PZQ 200 1M1 29 0.64
OXA 50 + PZQ 300 206 34 0.90
OXA 75+ PZQ 100 28 44 0.59
OXA 75+ PZQ 200 68 47 0.74
OXA 75+ PZQ 300 90 40 0.72
OXA 100 + PZQ 0 50 0.58
100
OXA 100 + PZQ 0 44 0.51
200
OXA 100 + PZQ 0 40 0.47
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FIGURE 1
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Figure 1 — Isobologram of the variable mortality with the values of the dose required to
obtain 50% dead worms (EDsp), available as from the response curves to the doses of
oxamniquine (OXA) and praziquantel (PZQ), given isolately or in association. The line A
represents the additive curve (EDsp) of the drugs administered isolately. The points
represents the results with the different doses of both drugs in association.
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Figure 2 — Results of the oogram changes obtained in mice experimentally infected with
100 * 10 S. mansoni cercariae, treated with 50 mg/kg oxamniquine (OXA); 200 mg/kg
praziquantel (PZQ); OXA and PZQ in association (50 + 200 mg/kg) at different stages of

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

of infection. Animals were examined 45 days after infection
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CONSIDERAGOES FINAIS
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6 Consideragodes Finais

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

Controlar a transmissdo da esquistossomose é primordial para a sua
erradicacdo. Os programas de controle baseados unicamente na terapéutica da doenca
visam reduzir a morbidade, mas nao interromper a transmiss&o. Para interromper a
transmiss&o seria necessario o controle dos portadores da esquistossomose através da
identificacdo e tratamento especifico; o controle dos hospedeiros intermediarios com
medidas de saneamento ambiental, entre as quais: aterro de cole¢bes hidricas,
drenagem ou retificagdo de leitos d'agua, canalizagdo de colegdes hidricas, limpeza e
remocao da vegetacéo das coleg¢des hidricas, controle de caramujos com moluscicidas:
recomendavel para localidades com prevaléncia igual ou superior a 25%, quando as
obras de engenharia sanitaria ndo forem vidveis; implantacdo de sistemas de
eliminacéo de dejetos e abastecimento de agua. Educacéo para a saude e mobilizacdo
comunitaria devem preceder e acompanhar todas as atividades de controle, garantindo,
dessa maneira, a modificagdo permanente das condi¢des de transmisséo.

Atualmente, dois sdo os farmacos usados para o tratamento da esquistossomose
a oxamniquina e o praziquantel. Ambos apresentam boa eficacia e poucos efeitos
colaterais, porém apresentam limitacdes como, baixa atividade na fase pré-patente da
doenca e falhas em tratamento devido, possivelmente a ocorréncia de resisténcia ou
tolerancia a esses farmacos. Cabe ressaltar que o0 uso da oxamniquina diminuiu,
especialmente devido ao maoir custo do produto, tornando o praziquantel praticamente
o Unico a ser utilizado. Considerando um numero cada vez mais crescente de relatos de
tolerancia ou resisténcia ao praziquantel torna-se evidente a necessidade de pesquisas
urgentes e efetivas na descoberta de novos agentes esquistossomicidas.
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Nas ultimas duas décadas cientistas tém tentado, com algum progresso, a
caracterizagdo de uma vacina contra a esquistossomose, mas um antigeno especifico
ainda ndo foi identificado. Todavia, devido & indisponibilidade de uma vacina a
estratégia atual para o controle da doencga ainda é a reducdo da morbidade em niveis
individual e em massa usando farmacos seguros e eficazes

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

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

Através das consideracdes finais da presente tese sera feita a analise dos
resultados em relagdo aos objetivos propostos e a resposta as questdes cientificas
formuladas no corpo do trabalho.

6.1 Objetivos - Resultados e Analise.

Objetivo Geral — Avaliar a atividade terapéutica e/ou profilatica de associagao de
farmacos na esquistossomose mansoni experimental.

106



Neusa Aratijo TesedeDautorado

Esse objetivo foi atingido considerando-se os resultados obtidos nos trés artigos
apresntados.

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

se instalasse no organismo dos mesmos.

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

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

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

os dois agentes esquistossomicidas usados em monoterapia.

Os principais resultados obtidos foram:
Auséncia de atividade esquistossomicida da lovastatina usada em monoterapia.
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Auséncia de sinergismo quando da associa¢do da lovastatina com oxamniquina ou
praziquantel.

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

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

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

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

vermes.

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

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

Os principais resultados obtidos foram:
A utilizacdo da metodologia de Sarvel et al (2006) aumenta a sensibilidade dos
ensaios nos quais se pretende avaliar acdo de farmacos.

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

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

os dois agentes esquistossomicidas usados em monoterapia.

Os principais resultados obtidos foram:
Auséncia de atividade esquistossomicida do clonazepam usado em monoterapia.
Auséncia de acéo aditiva ou sinérgica nos esquemas de tratamento de associacéo
do clonazepam com a oxamniquina ou o praziquantel.

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

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

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

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

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

No Artigo 3 o efeito sinérgico da associacdo de oxamniquina e praziquantel
sobre o verme adulto de S. mansoni pode ser evidenciada através da construgdo do
isobolograma - modelo experimental de avaliagdo da atividade aditiva ou sinérgica de
drogas - utilizado por Shaw e Brammer em 1983 e dos calculos do indice de
combinagao mostrando que os dois métodos podem ser usados em experimentos com
o objetivo de avaliar a interagéo entre dois medicamentos usados em associacéo.

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

Animais tratados com a associacdo oxamniquina-praziquantel ou com a
oxamniquina em monoterapia, 4 horas ap6s a infeccdo apresentaram 97% e 92% de
reducdo no numero de vermes em relacdo ao controle néo tratado, respectivamente.
Esses resultados mostram a eficacia do tratamento com oxamniquina na fase inicial da
infecgéo.

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

nesse periodo da infeccéo.
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A associagdo de oxamniquina-praziquantel, administrados simultaneamente, no
periodo patente (42 dias apdés a infeccdo) mostrou ser o melhor esquema
terapéutico.

A oxamniquina administrada em monoterapia, 4 horas apés a infecgcdo, reduz o
numero de vermes em 97%, em relagéo ao controle.

O praziquantel apresenta atividade quando administrado a partir do 282 dia da
infecgao, isto é, esse farmaco nao é ativo nas fases iniciais da infecgao.

Como avancgos, além dos objetivos alcangados, destaca-se:

A metodologia utilizada permitiu a padronizagdo de protocolos de pesquisa para
novos compostos com potencial terapéutico.

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

As duas metodologias utilizadas - Construcdo do Isobolograma e Indice de
Combinacéo - podem ser aplicadas na avaliagdo de atividade sinérgica quando da
administracdo de dois farmacos ativos e também nos estudos de resisténcia aos

farmacos.

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

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

Em sintese, os estudos de associacido de farmacos devem ser continuados, com
vistas a encontrar alternativas para o tratamento da esquistossomose, contribuindo,
dessa forma, para o controle dessa importante doenga endémica.
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6.2 Perspectivas

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

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

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

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

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

resisténcia ao praziquantel.
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7 Anexos

7.1 Anexo 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

CICLO DE VIDA DO Schistosoma mansoni
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7.2 Anexo 2 - Certificado da licenga CEUA

A
_,‘I ] | H MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
1 VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
j i Comissido de Etica no Uso de Animais
i "‘l CEUA-FIOCRUZ
—— )
P ]

(_, ertificamos que o protocolo intitulado :
" Novas abordagens na terapéutica experimental da esquistossomose mansoni. "
numero P-478/08, proposto por Neusa Aradjo, foi licenciado pelo N° L-018/09.
Sua licenca de N° L-018/09 autoriza o uso anual de :
- 2000 Mus musculus
Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacgdo Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -

FIOCRUZ). Na presente formatagio, este projeto esta licenciado e tem
validade até 22 de janeiro de 2013.

Rio de Janeiro, 23/01/2009

Dra. Norma Voll r Labarthe

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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7.3 Anexo 3 — Exame de Qualificagao
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