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FIGURA 1 — Estrutura quimica da oxamniquina.
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FIGURA 2 — Estrutura quimica do praziquantel
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GRAFICO | - Atividade da oxamniquina (dose Unica oral de 50 mg/kg) contra a
infeccdo imatura do S.mansoni (cepa Puerto Rico) em camundongos
(adaptado de Foster, 1973)
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GRAFICO 2 - Efeito anti-esquistossomético da oxamniquina e praziquantel
administrados sozinhos e em associagao.
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Resumo

Este trabalho sobre quimioterapia da esquistossomose mansoni foi dividido em dois
capitulos. No primeiro é feita uma revisao sobre as principais contribuicées, no que se refere
a manutengao do ciclo do Schistosoma mansoni no laboratdrio, técnicas e metodologia de
avaliagao de possiveis agentes com atividade anti-esquistossomética e foi dado énfase as
drogas curativas (especialmente oxamniquina e praziquantel), mas também drogas com
acao profilatica ou supressora (isto €, que interrompem a postura do S. mansoni).

No segundo, sobre terapéutica clinica na esquistossomose mansoni foram
considerados os estudos clinicos com oxamnquine, praziquantel e derivados da
artemisinina, isto €, drogas que estdo sendo usadas atualmente em diversos paises.

Foram ainda discutidos importantes problemas que surgiram apds o uso destas
drogas, como aqueles relacionados a resisténcia as drogas esquistossomicidas, a
associacdo das mesmas e o papel importante que tem a quimioterapia especifica no
controle da endemia esquistossomaética.

Como conclusdo, embora seja reconhecida que tanto a oxamniquina como o
praziquantel sejam bem tolerados e apresentam atividade terapéutica boa, os problemas
relacionados a resisténcia ou baixa susceptibilidade de cepas de S. mansoni encontradas
em muitos pacientes em diferentes regides, indicam a necessidade urgente de
investimentos para descobrimento de novos agentes esquistossomicidas. Neste sentido
deve-se destacar os pesquisadores, brasileiros que junto com 6rgdos internacionais
especialmente a Organizagdo Mundial de Saude, associados as industrias farmacéuticas,
poderiam em conjunto proporcionar o encontro desses novos esquistossomicidas. Por outro
lado, a intensificagdo do uso da quimioterapia em larga escala nas populagdes residentes
em areas endémicas, que ajuda na prevengdo das formas hepatoesplénica da
esquistossomose mansoni € na dominuigdo da prevaléncia nessas areas, associadas as
medidas de saneamento basico, modificacdes do meio e com o auxilio da educagao para a
saude das populagdes, podem controlar esta endemia, descoberta ha 100 anos no nosso

pais e que ainda acomete milhdes de brasileiros.
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Abstract

This work on chemotherapy of schistosomiasis mansoni was divided into two
chapters. The first chapter is a review on the major contributions related to the maintenance
of the life cycle of Schistosoma mansoni under laboratory conditions, techniques and
methodology for evaluation of possible agents with antichistosomal activity. The author
underlines the curative drugs (especially oxamniquina and praziquantel), as well as drugs
with prophylactic or surpressor activity (i.e., drugs that interrupt S. mansoni egg-laying).

In the second chapter, on clinical therapy in schistosomiasis mansoni, clinical
studies with oxamniquina, praziquantel and artemisinine derivatives, i.e., drugs that are
currently being used in different countries are reported.

Further, important problems that arose after the use of those drugs are
discussed, such as problems related to resistance to antischistosomal drugs, association of
these drugs, and the problem of utmost importance connected with the specific
chemotherapy in the control of schistosomiasis in endemic areas.

It was concluded that, although it is already recognized that oxamniquina, as
well as praziquantel, are well tolerated and show good therapeutic activity, the problems
related to resistance or low susceptibility of S. mansoni strains detected in many patients in
different regions, indicate the urgent need of new antischistosomal agents. In this sense, it
must be highlighted that Brazilian researchers together with international organs, as the
World Health Organization, that associated to pharmaceutic industries could proportionate
the search for new antischistosomal agents.

On the other hand, the intensification of the use of chemotherapy, which helps
in the prevention of the hepatosplenic forms of schistosomiasis mansoni, and in the decrease
of prevalence in endemic areas associated to basic sanitation measures, environmental
changes and with help of health education for the populations, could promote the control of
this endemic disease, which was discovered in our country 100 years ago, but it is still

affecting millions of Brazilian individuals.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas houve um significativo avango da terapéutica da
esquistossomose mansoni, com a introducdo de duas drogas (oxamniquina e
praziquantel), que, administradas em dose unica, por via oral, apresentam atividade
terapéutica elevada baixos efeitos colaterais, o que permitiu o tratamento de milhdes
de pessoas infectadas.

E possivel que o advento dessas drogas, associado & ocorréncia da
esquistossomose somente em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos,
portanto com baixa capacidade de compra, tenha feito com que as industrias
farmacéuticas nao se interessem em investimentos vultosos para descobrirem novos
farmacos contra essa, ainda, importante parasitose.

Embora considerando especialmente o praziquantel, como uma droga com
muitas das propriedades que se deseja para uma droga ideal, ou seja, com: 1)
auséncia ou frequéncia baixa de efeitos colaterais e tdéxicos para o homem; 2) alta
atividade curativa nas trés principais espécies que parasitam o homem
(Schistosoma mansoni, S. hematobium e S. japonicum); 3) eficacia em dose unica;
4) administragdo oral; 5) atividade contra todos os estagios do parasita; 6)
estabilidade quimica em comprimidos ou suspensao, com vida longa “na prateleira”,
sem necessidade de armazenamento especial, e por ultimo, mas n&o por fim, 7)
baixo custo, continua existindo a necessidade de descobrimento de novos agentes
contra a esquistossomose. E claro que poderiam ainda ser acrescentadas outras
qualidades, tais como agao sobre todas as cepas do parasita, nas diferentes regides
do mundo, compatibilidade farmacolégica com outras drogas, etc. Todavia, as sete
qualidades acima referidas bastam para servir como orientagdo na busca de novos
farmacos, pois a droga ideal para a esquistossomose ainda nao existe. Nao sé nao
existe, como ndao vem sendo procurada.

Considerada como uma doenga negligenciada pela Organizagdo Mundial de
Saude, a esquistossomose tem recebido pouco investimento em pesquisa visando a
encontrar nova droga nas ultimas décadas. De fato, progressos significativos nao
tém sido alcangados também no desenvolvimento de novas técnicas para o estudo
experimental de novos farmacos na esquistossomose. Portanto, para revisdes mais
detalhadas sobre técnicas de manutencado do ciclo e dos testes de avaliagdo de

drogas, continuam validas as revisdes feitas por Standen 1963, Pellegrino & Katz,
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1968 e Katz & Pellegrino, 1974. Para uma visdo atualizada sobre drogas em uso
hoje em dia e ou em desenvolvimento, sugere-se a revisao de Cioli et al.1995.

Na busca de novos farmacos para a terapéutica experimental deve-se
considerar os objetivos a se alcangarem e assim se pode ter drogas com atividades
diferentes, que, portanto, terdo abordagens diversas para serem encontradas como:
drogas profilaticas, que irdo prevenir a infec¢ao, pois agiriam nas formas jovens do
verme; drogas supressoras, que acabem com a postura das fémeas e, portanto,
eliminem o principal agente patogénico, o ovo, além de interromper a transmissao da
parasitose; e drogas curativas, que matam todos (ou quase) os vermes maduros,
interrompendo a infecgao.

Uma quarta abordagem poderia ser a da droga anti-patologia, isto &, que
produziria a reversao das lesdes ja ocasionadas pelo S. mansoni, especialmente a
reversdo da fibrose e das alteragbes hemodinamicas. Hoje sabemos que, para as
drogas esquistossomicidas que tém sido utilizadas na rotina clinica, essa involugéo
acontece apés um ou dois anos da cura especialmente nos casos da forma
hepatoesplénica recente, mas esse assunto ndo sera tratado neste texto.

Para o encontro de novos agentes esquistossomicidas, trés abordagens tém
sido utilizadas, a saber: a empirica, a seletiva e a bioquimica. Nos ultimos anos foi
acrescentada uma quarta abordagem, que é a gendmica.

A abordagem empirica é aquela segundo a qual se usa um grande numero de
farmacos sem nenhuma seleg¢ao prévia, visando encontrar uma substancia lider ou
guia. Essa abordagem exige uma procura da agulha no palheiro (Standen 1979).
Como essa metodologia é muito dispendiosa, pois s&do milhares as substancias a
serem triadas, tentativas foram feitas para se utilizar o teste in vitro, no qual a droga
€ adicionada ao meio de cultura, onde os vermes de S. mansoni sobrevivem por
varias semanas. Todavia, ndao foi encontrada correlagdo entre a atividade
esquistossomicida in vitro (S. mansoni) e in vivo (camundongos) de varios farmacos,
a saber, diaminodifenoxialcanos, alta atividade in vivo (Raison & Standen 1955) e
baixa in vitro (Bueding & Penedo 1957); glucosamina, que demonstrou alta atividade
in vitro, sem atividade in vivo (Brener 1960). Vale a pena citar os compostos Miracil
D e UK 3883, que nao apresentam atividade in vitro contra os vermes de S.
mansoni, mas apos serem administrados nos animais (e no homem) dao origem a
metabdlitos hidroximetilados, que sao respectivamente: o hycantone e a
oxamniquina, e que passam a apresentar agao contra os vermes in vitro (Cioli et al.
1995).
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A abordagem seletiva pede a investigacdo bioldgica de compostos
quimicamente derivados daquele guia que anteriormente demonstrou ter alguma
atividade esquistossomicida.

Os conhecimentos hoje permitem varias modificagdes quimicas estruturais
em compostos promissores para que, através de ensaios, chegue-se a melhor
estrutura/atividade de uma droga.

Seguramente, todas as drogas utilizadas na clinica como esquistossomicidas
passaram por essa fase (por exemplo: Miracil D, que deu origem ao hycantone, e o
mirasan para a oxamniquina), (Foster & Cheetham 1973).

A abordagem bioquimica é aquela que através do conhecimento interno dos
processos metabdlicos do parasita, sejam quimicos ou fisiolégicos, visa encontrar
agentes que possam interferir sobre as mesmas. Apenas para exemplificar,
recentemente, com base na incapacidade dos vermes de S. mansoni de produzir
acidos graxos foi demonstrada a possivel utilidade da lovastatina, potente inibidor da
sintese enddégena do colesterol, em uso clinico corrente como anticolesterolémico
(Araujo et al. 2002).

A mais recente abordagem, a gendmica, surge como uma grande promessa.
De fato, através do conhecimento da sequéncia genética no parasito, e em
comparagdo com 0s genes existentes em outros seres vivos, seria possivel
encontrar alvos farmacolégicos para compostos, que ja estejam inclusive em uso
clinico para outras doencgas.

No presente texto, serdo abordados aspectos fundamentais como a
manutengao do ciclo do S. mansoni em condi¢des de laboratério, animais utilizados
no laboratério, os métodos para triagem de drogas e para os ensaios nao clinicos e
os resultados experimentais de alguns compostos que vém sendo utilizados na
clinica para tratamento da esquistossomose ou que ainda se encontram em fase de

desenvolvimento.
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2 MANUTENCAO DO CICLO DO S. mansoni NO LABORATORIO

A manutengao do ciclo do S. mansoni no laboratério € fundamental para a
obtencdo de resultados confidveis. E requisito para todos os laboratérios, inclusive
aqueles localizados em zonas endémicas. E necessario que sejam utilizadas
metodologias e amostras padronizadas, tanto do parasita como dos hospedeiros
vertebrados e invertebrados, e mantidas as boas praticas de laboratério.

A manutengao do ciclo do S. mansoni é geralmente feita com camundongos

albinos e caramujos Biomphalaria glabrata.

2.1 CRIACAO DE B. glabrata

Para manutengdo do caramujo em laboratério devem ser utilizados aquarios
(de vidro ou de plastico), com agua corrente e boa oxigenagdo. A agua utilizada
deve ter pH entre 7,2 a 7,8 e ser isenta de cloro, cobre ou zinco, que mesmo em
quantidades minimas dificultam a sobrevivéncia dos caramujos. Para tanto, a agua
sera filtrada e tratada ou devera ser proveniente de pogo, analisada e testada
previamente.

As desovas sao obtidas facilmente colocando-se os caramujos adultos finais e
estendendo-se na superficie da agua do aquario, folhas de polietileno ou placas de
isopor, preferencialmente nas quais os caramujos depositam, suas desovas. Mantida
a temperatura constante em torno de 24°C, os caramujos eclodem apds seis dias.
Esses caramujos recém-eclodidos devem ser mantidos por duas semanas com uma
dieta constituida de uma mistura de racao balanceada para roedores acrescida 10%
carbonato de calcio, em forma de pasta. Em seguida, s&do transferidos para aquarios
de vidro ou caixas plasticas tendo ao fundo uma camada de areia, recoberta por
uma camada de terra finamente pulverizada e autoclavada previamente e com
adicdo de carbonato de calcio. A oxigenagdo, muito importante, pode ser feita
através de borbulhamento de ar comprimido. A alimentagao é constituida de alface
fresca, lavada em solugdo de acido acético a 10% e ragdo para roedores, em
pequenas quantidades. Nessas condigbes, 0os caramujos vivem por varios meses,
sem necessidade de limpeza dos recipientes e continuam a oviposi¢ao (Pellegrino &
Katz 1968).
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2.2 INFECCAO DA B. glabrata

E importante que a linhagem de B. glabrata seja altamente susceptivel as
linhagens de S. mansoni mantidos no laboratério.

Os miracidios de S. mansoni sado obtidos dos tecidos do figado de
camundongos ou hamsters experimentalmente infectados. A suspensao dos tecidos
homogeinizados em liquidificador, em solugéo salina a 0,85%, é deixada para
sedimentacdo, em temperatura ambiente no escuro. ApoOs varias lavagens, por
decantagbes sucessivas, o sedimento é suspenso em agua desclorada com
temperatura entre 28-30°C e exposto a luz. A maioria dos miracidios eclode apods
alguns minutos devido ao estimulo da tensdo osmoética baixa da agua, da
temperatura e da luz. Obtidos os miracidios, a infec¢ado dos caramujos pode ser
individual ou em massa. Para esta ultima, basta transferir os miracidios para o
recipiente contendo os caramujos com agua desclorada; e, para a primeira, coloca-
se o caramujo de mais ou menos 6 a 8 mm de didmetro de concha em vidro de boca
larga de 12 ml de capacidade, com pouca agua, o suficiente para que o animal
possa se movimentar. A infeccdo, como rotina, € feita com 10 miracidios por
caramujo, deixando-os juntos por algumas horas. Os caramujos sao transferidos
para uma estufa ou sala para serem mantidos a 28°C. Apds 30 dias, examinam-se
0os caramujos, colocando-os individualmente em pequenos vidros com agua e
expondo-os a luz, quando 60 a 80% dos caramujos deverdo estar eliminando
cercarias e os nao infectados deverdo ser eliminados. Os caramujos infectados
vivem em torno de 40 dias, podendo alguns sobreviver meses (Pellegrino & Katz
1968).
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2.3 INFECCAO DE ANIMAIS DE LABORATORIO

Para a manutencdo do ciclo sdo comummente utilizados camundongos

albinos e/ou hamsters.

2.3.1 CAMUNDONGO

O Camundongo (Mus musculus) é considerado o animal de escolha, seja pela
facilidade de criacdo e manuseio, por ser um bom hospedeiro ou por se comportar
perante a infecgao esquistossomotica semelhante ao homem. Esse animal pode ser
infectado facilmente pela via intraperitonial, transcutanea ou subcutanea. Prefere-se,
em nosso laboratério, a via sub-cutanea por facilidades técnicas e bons resultados
na recuperacgao dos vermes.

Animais de 20 g (de preferéncia de um unico sexo) séo inoculados por inje¢cao
no dorso, abaixo da cabecga, com 100-120 cercérias, sem necessidade de anestesia.
Praticamente todos os animais infectam-se, e a taxa de recuperagéo gira em torno
de 20-30 vermes adultos, 45 dias ap6s a infecgao.

Para que ndo haja desproporgao entre os esquistossomos machos e fémeas
recuperados, devem-se utilizar cercarias provenientes de 30 ou mais caramujos
infectados.

A taxa de mortalidade gira em torno de 10-20% até o 50° dia. Apos esta data,
havera grande aumento na mortalidade, devido a alteragbes teciduais ocasionadas
pelos ovos (Pellegrino & Katz 1968).
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2.3.2 HAMSTER

Esse roedor (Mesocricetus auratus) € também um bom hospedeiro, facilmente
infectado por cercéarias de S. mansoni quando inoculado pelas vias transcutanéa,
intraperitonial, subcutanea e pela bolsa alimentar (Pellegrino et al. 1965), Berberian
& Freele 1964.

Para Pellegrino et al. (1965), esta ultima via deve ser a preferida, devido a
simplicidade, rapidez e eficiéncia, mas €& a via subcutanéa a usada
preferencialmente em nosso laboratério.

A recuperacdo de esquistossomos é muito elevada (30 a 50%), e a
mortalidade dos animais infectados é baixa até o 50° dia, quando expostos a 60-80
cercarias (Pellegrino et al. 1965).

3 AVALIACAO DA ATIVIDADE TERAPEUTICA

Duas fases distintas e sucessivas devem ser consideradas na avaliagao da
atividade terapéutica de novos esquistossomicidas: triagem e ensaios nao clinicos.
Na fase de triagem se pretende ensaiar um numero grande de produtos na busca do
guia. A metodologia a ser usada deve ser sensivel, simples e de custo baixo, por ser
muito trabalhosa e apresentar poucos resultados. De fato, sdo necessarias a triagem
de mais de vinte mil compostos para o encontro de um que apresente atividade
esquistossomicida, quando se utiliza a abordagem empirica. O mais comum nessa
fase € usar o modelo “S. mansoni — camundongo”. Uma vez encontrado o composto
ativo, procura-se saber o0 maximo sobre 0 mesmo e inicia-se a fase seguinte dos
ensaios nao clinicos. Nessa fase sao utilizados diferentes animais, entre os quais
podem ser citados: camundongo (Mus musculus), hamsters (Mesocricetus auratus);
ratos silvestres (Nectomys squamipes, Mastomys natalensis) e macacos (Macaca
mulata, Cercopithecus sp, Cebus appela macrocephalus).

Com base na nossa experiéncia, serdao considerados apenas o camundongo,
o hamster e 0 macaco Cebus.

Na fase dos ensaios nao clinicos interessa também conhecer a menor dose
eficaz, os possiveis efeitos colaterais e toxicos, a melhor via de administragdo, a

acao sobre as diferentes fases evolutivas do verme, enfim, a obtengdo do maior
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numero possivel de informagdes antes de se passar para o objetivo final que é o
ensaio clinico. Estima-se que de cada 2 a 3 mil compostos ativo encontrados na fase
de triagem, apenas um vai se transformar num agente terapéutico a ser utilizado na
clinica. Se por um lado, durante a triagem, deve-se utilizar de preferéncia um, no
maximo dois, indicador que revele atividade sobre os parasitos, na fase seguinte, o
maior numero de indicadores deve ser avaliado para que se possa demonstrar a
atividade terapéutica, bem como estudo do mecanismo e o modo de agao da droga.

Assim, em nosso laboratorio, utiliza-se como meétodo de escolha na triagem
de drogas o oograma. Ja na fase de ensaio n&o clinico sdo acrescentadas outras
informagdes, como: distribuicdo de vermes no sistema porta, presengca de vermes
mortos no figado, além do oograma. Posteriormente, para o estudo do mecanismo
de acao das drogas sobre o S. mansoni, a microscopia otica e eletrénica, bem como
a histoquimica e os ensaios in vitro podem fornecer informacdes adicionais
importantes.

As metodologias de avaliagdo de compostos com atividades profilaticas ou

supressivas sao diferentes e serdo discutidas mais adiante.

3.1 TRIAGEM DE DROGAS in vivo

O camundongo é o animal de escolha para triagem de drogas, sendo que
apenas Berberian & Freele (1964) sugeriram o hamster. Entre os diversos métodos
e critérios propostos para a triagem de drogas em camundongos pode-se citar:
contagem de ovos nos tecidos (geralmente figado e/ou intestino e nas fezes),
contagem de granulomas no figado e aumento da sobrevida dos animais tratados
(Pellegrino & Katz 1968).

Atualmente, para a triagem de drogas usa-se o oograma, ao qual se podem
ser acrescentados a distribuicdo dos vermes, reducdo do numero de vermes e
presenca de vermes mortos no figado (Pellegrino & Katz 1968).

A distribuicio dos vermes no sistema porta de camundongos
experimentalmente infectados pelo S. mansoni, aos 45 dias, quando a quase
totalidade de vermes ja atingiram a maturidade sexual e iniciaram a postura de ovos,
€ de 60-70% nos vasos mesentéricos, 20-30% na veia porta e 0-20% nas veias
intra-hepaticas. A administragdo das drogas ativas contra o S. mansoni em

camundongos infectados produz um deslocamento parcial ou total dos vermes para
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o figado (Pellegrino & Katz 1968). E importante lembrar que os anestésicos (por
exemplo, éter etilico ou cloroférmio) também produzem esse deslocamento, e, assim
sendo, o sacrificio dos animais a serem examinados deve ser feito por fratura
cervical (Khayyal 1965).

Redugao do numero de vermes € medida apds a perfusdo do sistema porta
dos camundongos para a retirada dos vermes, faz-se a contagem dos mesmos,
considerando-se separadamente machos, fémeas e acasalados. Faz-se também o
esmagamento do figado para encontro dos vermes imobilizados por tecido
inflamatério. O somatério de todos estes representara o numero total de vermes.
Este é comparado entdo com aquele encontrado no grupo de camundongos nao
tratados, (Pellegrino & Katz 1968).

Por comparagdo com os vermes do grupo controle (ndo tratado) observa-se
também o tamanho dos vermes e a pigmentacéo dos vermes fémeas.

O estudo do oograma (método de Pellegrino et al. 1962) deve ser o preferido
para avaliagdo de triagem de drogas e também constar sempre nos ensaios nao
clinicos de agentes ativos contra o S. mansoni (Pellegrino et al. 1962).

O método do oograma tem o seguinte embasamento tedrico e metodoldgico:
nas infecgcdes experimentais balanceadas, a partir do 30° dia de inoculacdo, os
vermes fémeas iniciam a postura de ovos ainda imaturos, que levam em torno de
seis dias para o amadurecimento completo, isto €, para que o embrido de 1° estadio
atinja a forma de miracidio (Gonnert 1955, Prata 1957, Pellegrino et al. 1962).

Para demonstracdo clara do fenbmeno de interrupgcdo da postura,
camundongos foram tratados com uma droga ativa (derivado tioxanténico — Ciba
17,581) que provoca um deslocamento rapido dos vermes para o figado (Pellegrino
& Katz 1968). Os camundongos foram sacrificados a cada 12 horas apds o
tratamento, e examinando-se ao microscopio fragmentos do intestino delgado foi
possivel determinar o tempo necessario para maturagao (e desaparecimento) dos
mesmos. De fato, ovos de 1° estagio desaparecem ja no 2° dia apos o tratamento;
ovos do 2° estadio no 4° dia; do 3° estadio no 5° dia, do 4° estadio no 7° dia e os
ovos maduros levam 7 dias para serem formados, podem persistir até mais de 12
dias na parede intestinal.

O oograma, portanto, € o método que, examinando fragmentos de tecidos ao
microscoépio, permite, através da analise morfoldgica, identificar os diferentes tipos
de ovos do S. mansoni, que sao classificados como viaveis e mortos. Dentre os ovos

viaveis, temos os imaturos (1° estadio: o embrido ocupa menos de 1/3 do didmetro
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do ovo; 2° estadio: 2 do didmetro; 3° estadio: 2/3 do comprimento do ovo; 4°
estadio: ocupa praticamente todo o ovo) e o maduro (miracidio totalmente
desenvolvido). Esses ovos podem morrer quando imaturos e daréo origem aos ovos
hemi transparentes, granulosos ou com embrido retraido. Se morrerem apos a
maturidade, os ovos maduros podem dar origem aos ovos com miracidios retraidos,
granulagdes grosseiras e calcificados. Também podem ser encontradas somente as
cascas, sem sinal do miracidio ou das células vitelinas (Pellegrino & Katz 1968).

Em 200 camundongos experimentalmente infectados pelo S. mansoni, onde
de cada animal foram contados e classificados 100 ovos nos fragmentos intestinais,
foi observada a seguinte proporgao entre os mesmos: 1° estadio — 15%; 2° estadio —
14%; 3° estadio — 25,3%; 4° estadio — 11,6%; ovos maduros — 29,2% e ovos mortos
e cascas - 4,9% (Pellegrino & Katz 1968).

Apos o tratamento, a auséncia de qualquer um dos estadios dos ovos viaveis
€ indicagao de que houve parada de postura e que, portanto, a droga tem atividade
sobre o S. mansoni. Embora na maioria das vezes a interrup¢ao da postura possa
indicar que a droga € esquistossomicida, nem sempre isso é verdade, pois sado
varios os compostos que produzem apenas paradas (temporaria ou definitiva) da
postura sem matar os vermes (drogas supressoras).

Para a triagem de drogas, apds ensaios preliminares do teste de toxicidade,
as drogas sao administradas em grupos de 5 camundongos albinos (Swiss) na dose
diaria correspondente a 1/5 da LD50 (dose letal para metade dos animais), por 5
dias consecutivos, de segunda a sexta-feira), 45-50 dias apds a infecgao dos
animais com 100-120 cercarias de S. mansoni por via subcutanea, no dorso para
cada um. S&o utilizados camundongos de ambos 0s sexos, pesando em torno de
20g. A droga é administrada por via oral (gavagem com agulha apropriada) e/ou
intramuscular, com preferéncia para primeira. Droga com solubilidade acima de 10%
€ administrada por via intraperitoneal, e aquelas com solubilidade baixa sao
administradas, por via oral, em suspensao de gelatina a 5%.

Trés dias apos a ultima dose, os animais sao sacrificados por esmagamento
cervical. Rompe-se a pele do abdémen e abre-se a cavidade peritoneal. Retira-se,
com auxilio de tesoura, 2-3 fragmentos de 1 cm cada, da parte distal do intestino
delgado. Abre-se longitudinalmente o intestino, que € entdo lavado em agua corrente
e colocado para secar sobre papel absorvente. Comprime-se o fragmento do
intestino entre duas laminas de vidro. Sdo contados e classificados 100 a 200 ovos,

utilizando-se o microscopio 6tico. Todavia, se 0 exame de uma dezena de campos ja
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revelar ovos viaveis de todos os estadios, ndo € necessario fazer contagem, e a
droga é considerada inativa.
Uma droga é considerada ativa, e, portanto merecedora de ensaios

posteriores, quando um dos estadios dos ovos viaveis imaturos esta ausente.

3.2 ENSAIOS NAO CLINICOS

Para os ensaios nédo-clinicos, todas as drogas que se mostraram ativas no
método do oograma sao, no nosso laboratério, ensaiadas em camundongos,
hamsters e macacos Cebus experimentalmente infectados pelo S. mansoni. Sao
observados especialmente o numero total de vermes recuperados por perfusao e os
retidos no figado, a distribuicdo na veia porta, veias mesentéricas e intra-hepatica,
presencga de vermes mortos no figado e oograma. Observa-se ainda a pigmentagao
das fémeas e o tamanho dos vermes e mesmo alguma alteracédo morfolégica dos
mesmos.

Para o encontro de drogas curativas e/ou supressoras, camundongos (albinos
Swiss) em grupos de 10-12 animais, apos 45-50 dias infectados com 100-120
cercarias de S. mansoni, por injecdo subcutdanea no dorso, sao tratados,
normalmente, por via oral, com doses multiplas (5 dias) ou unica dos compostos. As
doses utilizadas sdo baseadas nos resultados encontrados na fase de triagem
anteriormente realizada. O periodo do sacrificio dos animais pode ser de 3 ou 7 dias
apos o tratamento. Apos perfusdo, sdo observados principalmente o oograma,
numero total de vermes encontrados, considerando-se machos e fémeas
acasalados, distribuigdo dos mesmos no sistema porta-hepatico (figado, veia porta e
mesentéricas), porcentagem de vermes mortos no figado, além dos aspectos

morfolégicos dos vermes.

Grupo de 5-7 hamsters adultos (Mesocricetus auratus), 7-8 semanas apos a
infeccdo com 60-80 cercarias de S. mansoni, pela bolsa alimentar, é tratado com
doses decrescentes do composto a ser ensaiado, por até 5 dias ou em dose Unica,
usualmente por via oral.

Os parametros a serem observados sdao os mesmos citados acima para o
exame dos camundongos.

Os macacos utilizados nestes ensaios sdo, em nosso laboratério, os Cebus
appela macrocephalus (macaco prego), que, embora de difici manuseio,

29



Tese de Doutorado

apresentam resultados muito parecidos com aqueles encontrados no homem, mas
também outras espécies de Cebus, como C. appela appela e C. libidinosus.

Os animais, ap6s imobilizagao, sao infectados por via transcutanea, com 150-
200 cercarias de S. mansoni. O tratamento inicia-se quatro meses apdés a infecgéo,
apos confirmagdo do sucesso da infecgdo através de curetagem retal. Doses
multiplas, por até 5 dias, ou uUnica, por via oral, sdo utilizadas, baseando-se na
definicdo da dose nos resultados previamente obtidos nos camundongos e
hamsters.

A avaliagdo da atividade da droga € feita através de sucessivas curetagens
retais, realizadas antes e em diferentes periodos apds o tratamento, até 0 4° més. O
método de curetagem é rapido, simples e fornece informagdes preciosas através do
oograma. Em geral, sao retirados 4 fragmentos, com cureta, da mucosa retal
pesados em balanga analitica, comprimidos entre |amina e laminula e examinados
ao microscopio (Katz et al. 1966). Os elementos esquistossomoticos sdo contados e
classificados (ovos imaturos de 1° a 4° estadio, maduros, mortos e cascas). A
avaliagcdo da atividade terapéutica baseia-se nas alteragcbes encontradas no
oograma, representada pelo desaparecimento gradativo dos ovos viaveis.

Pesando-se os fragmentos obtidos por curetagem retal e contando-se os ovos
encontrados, pode-se calcular o numero de ovos por grama de tecido retal. Essa
abordagem quantitativa (Katz et al. 1966), é de grande valia na avaliagdo da
atividade de droga contra esquistossomose (Katz & Pellegrino 1974) e semelhante a
sugerida para ensaios clinicos humanos (Cancado et al. 1965).

Os macacos Cebus, nos quais a persisténcia da parada da postura,
evidenciada pelo oograma (desaparecimento dos ovos viaveis imaturos e maduros)
mantém-se por 4 meses ou mais, apods a ingestdo da droga que estd sendo
ensaiada, sao sacrificados e perfundidos na tentativa do encontro dos vermes, no
figado ou no sistema porta, e os 6rgaos dos mesmos sao também utilizados para
estudos anatomo patolégicos (Pellegrino & Katz 1968).

As vantagens do uso do macaco Cebus em ensaios nao clinicos na
esquistossomose mansoni sdo: a) custo relativamente baixo; b) manutengao
adequada em condigbes de laboratério; c) porcentagem alta de cercarias que se
transformam em vermes adultos (30 a 50%); d) elevado numero de ovos nas fezes e
na mucosa retal; e) infecgédo persistente por varios anos; e f) boa correlagdo com os
resultados obtidos na clinica humana, no que se refere a resposta terapéutica a
drogas (Pellegrino & Katz 1968, Katz & Pellegrino 1974).
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3.3 AVALIACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ANTI-
ESQUISTOSSOMOTICA

E muito importante essa avaliagdo quantitativa, pois ela vai orientar na
escolha do melhor composto de uma série, antes do inicio dos ensaios clinicos em
voluntarios.

Por outro lado, permite também fazer comparagdes de atividade entre drogas
e doses diferentes, possibilitando estudos mais exatos e comparagbes mais
precisas.

Os critérios de avaliagao anteriormente mencionados devem ser sempre que
possivel analisados quantitativamente. Assim a porcentagem da redugédo da carga
parasitaria nos animais tratados bem como o percentual do numero de vermes, no
figado, veia-porta e vasos mesentéricos sdo comparados com os do grupo controle.

A dose efetiva (DE), isto €, aquela que mata 50% (DE s0) ou 90% (DEgy) dos
vermes, colocada em relagédo a LDs, (dose letal para 50% dos animais tratados)
indica o indice terapéutico (IT). Também para o oograma pode-se medir 0 DOsg
(dose diaria em mg/kg, administrada por 1 ou 5 dias consecutivos e que produz
alteracdo do oograma em 50% dos animais tratados) e depois relacionados a LDso.

Para macacos Cebus, foi adaptada a técnica do oograma quantitativo
utilizado em ensaios clinicos (Cancgado et al. 1965), e que mostrou ser um 6timo
método, quando se usa a curetagem retal nestes animais (Katz et al. 1966, Katz &
Pellegrino 1974).

E necessario salientar que embora todos os métodos de avaliagao realizados
em animais de laboratério sejam muito importantes e mesmo indispensaveis, a
definicdo de atividade de determinado composto no homem depende da realizagao

dos ensaios clinicos.
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3.4 TRIAGEM DE DROGAS in vitro

Desde a década de 50, técnicas foram descritas para testar a atividade in
vitro de compostos sobre vermes de S. mansoni (Standen 1979).

Aqui, vamos considerar apenas resumidamente este assunto, pois o0s
resultados dos testes de drogas in vitro ndo correspondem, com muitas drogas, ao
que se observa in vivo, como anteriormente citado. O uso da cultura do verme in
vitro para ensaios de drogas tem sua aplicacdo quando se quer observar alguns
fendbmenos morfologicos e fisioldgicos, que podem ser importantes na interpretagao
do mecanismo de agao de drogas.

A seguir é apresentada a técnica utilizada por Pica-Mattoccia & Cioli (2004).
Dez a doze vermes adultos sao distribuidos em duplicatas, em tubos de cultura de
tecido (3,5 cm) contendo o meio de Eagle modificado por Dalbecco, tamponado com
bicarbonato, e suplementado com 20% de soro bovino fetal, ao qual se acrescenta
penicilina, estreptomicina e anfotericina B. As culturas sdao mantidas a 37°C, em
atmosfera de CO, a 5% e sdo observadas diariamente por 8 a 10 dias, com auxilio
de um microscoépio. Diferentes concentragbes das drogas sao adicionadas as
culturas e os vermes ficam expostos por uma noite. No dia seguinte, os vermes sao
lavados por trés vezes e transferidos para frascos contendo o mesmo meio de
cultura sem droga. A droga pode ser dissolvida em DMSO (dimetilsulféxido, no
maximo a 0,1%), e nos frascos, que servirdo de controle, € adicionado DMSO na
mesma concentragao (Pica-Mattoccia & Cioli 2004).

No fim do periodo de observagédo, os vermes sdo considerados mortos se
permanecem imobilizados por horas ou adquirem uma aparéncia opaca. Como

medida auxiliar de avaliagao, os vermes podem ser medidos.

4 DROGAS CURATIVAS

Resultados dos estudos experimentais de duas drogas esquistossomicidas de
uso corrente na terapéutica clinica no Brasil, oxamniquina e praziquantel, séo
apresentados a seguir e ilustram as fases do desenvolvimento de medicamentos
esquistossomicidas, desde a identificacdo de compostos promisores até a

aprovacgao para uso clinico em humanos.
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4.1 OXAMNIQUINA

Richards e Foster (1969) e Baxter e Richards (1971), trabalhando na Pfizer
(Sandwich, Inglaterra), descreveram uma nova série de derivados 2-amino-metil-
tetrahidroquinolinicos que apresentaram agdo marcante esquistossomicida. Dos
mais de 50 derivados ensaiados, foi escolhido como dos mais promissores o
UK3883. Esse composto além da agdo curativa em dose oral unica apresentou
também atividade profilatica e acao contra todos os estagios imaturos em
camundongos (Foster et al. 1971). Esse composto, em varias espécies animais,
sofre hidroxilagdo do grupo 6-metil, dando origem ao UK 4271, denominado
oxamniquina (Kaye & Woolhouse 1972, Foster et al. 1973, Foster 1973).

A oxamniquina, em dose oral ou intramuscular Unica, apresentou elevada
atividade curativa contra o S. mansoni em roedores e primatas. Em camundongos, a
ED99 foi, por via oral ou intramuscular, de respectivamente 44mg/kg e 42mg/kg em
dose unica. Por via oral, em hamsters a atividade curativa foi semelhante a
encontrada em camundongos, mas por via intramuscular foi muito mais ativa (ED99:
12 mg/kg). Em macacos Cebus, a dose curativa (im ou iv) foi de 5-7,5 mg/kg, mas
ndo apresentou atividade acentuada em Cercophitecus e Papio (Foster 1973). In
vitro a oxamniquina apresentou apenas atividade moderada na dose de 200 ug/ml
por 65-90 horas (Foster 1973).

A oxamniquina mostrou atividade acentuada em camundongos, hamsters e
macacos Cebus. Em camundongos, dose intramuscular unica de 100mg/kg produziu
alteragdes do oograma em todos os animais tratados e deslocamento dos vermes
para o figado. Nos hamsters, a dose intramuscular de 50mg/kg também apresentou
efeitos semelhantes aos encontrados nos camundongos. Quatro macacos Cebus
foram tratados com dose unica de 20-40 mg/kg, im. Curetagens da mucosa retal
feitas em série, antes e apdés o tratamento, mostraram o desaparecimento
progressivo dos ovos imaturos e maduros, chegando a negativar completamente e
assim, persistiu até aos 120 dias, quando os macacos foram sacrificados. Apds a
perfusdo do sistema porta e do figado, vermes n&o foram encontrados (Pellegrino et
al. 1973).

Em todos os hospedeiros, os vermes machos mostraram-se mais
susceptiveis a droga do que as fémeas. Este fato, nao foi observado in vitro (Foster
1973).
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Na fase imatura, dose unica oral de 50 mg/kg, administrada durante o
periodo pré-patente, em camundongos, reduziu o numero de vermes, exceto
naqueles na 3% semana, pos-infeccdo. De fato, a oxamniquina produziu nestes
grupos redugdo acentuada do numero de vermes (e do numero de ovos nos
tecidos), quando a droga foi administrada 1 dia apds o indculo, diminuindo sua agéo
aos 8 e 15 dias, chegando a mostrar-se inativo aos 22 dias, voltando a ter atividade
sobre os vermes imaturos aos 25 e 36 dias (Foster 1973). O uso da oxamniquina
em camundongos, 24 horas apds a infecgdo produz grande mortalidade dos
esquistossdmulos na pele e aqueles que chegam aos pulmdes também morrem,
pois aos 35 dias nao foram encontrados vermes no sistema porta dos animais
(Coelho et al. 1993).

Nao foi detectada atividade contra o S. hematobium ou S japonicum.
Curiosamente, as cepas de S. mansoni isoladas do Oeste da Africa, comportaram-
se na resposta a oxamniquina de maneira semelhante aos isolados do Brasil. Ja
aquelas do norte (Egito e Sud&o) e do lado oriental da Africa apresentaram menor
susceptibilidade a acédo da droga, seja experimental, seja na clinica.

Os vermes recuperados dos camundongos ap6s o 3° dia de tratamento ja
mostravam parada da oviposicdo, sem que ainda houvesse deslocamento dos
mesmos para o figado. Na segunda semana, todos os vermes estavam no figado, e
a parada da postura era total. Alteragdes morfologicas foram mais precoces e mais
intensas nos vermes machos, nos quais ja no 3° dia apresentaram embebig¢do do
parénquima. No 15° dia, as alteragdes foram mais intensas, com vacuolizagéao e
desaparecimento dos nucleos das células do parénquima (lesdo “em bolha”). Nas
fémeas, a partir do 7° dia, foi vista redu¢cao da quantidade do material vitelinico no
ovario e despigmentacao acentuada. Os vermes sobreviventes (machos e fémeas)
apresentaram diminuigdo significativa de tamanho e até 120 dias apods tratamento,
uma grande quantidade dos vermes nao havia recuperado a sua capacidade de
ovipor (Kohn et al. 1979).

O mecanismo de acdao da oxamniquina parece estar relacionado com a
capacidade de inibicao irreversivel da sintese dos acidos nucléicos nos vermes (Cioli
et al. 1995).
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4.2 PRAZIQUANTEL

Na década de 70 foram iniciados os estudos conjuntos entre os laboratorios
Bayer e Merck com derivados pirazinoisoquinolinicos como antiparasitarios. Depois
de sintetizarem mais de 400 compostos, o mais promissor revelou ser o EMBAY
8440 ou praziquantel (2- (ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino
[2,1-a] isoquinolina- 4 one (Webbe & James 1977).

De fato, além da atividade anticestdodeos e antitrematodeos, foi a primeira
droga que mostrou atividade acentuada, por via oral, ou intramuscular em dose
unica, contra as trés principais espécies de Schistosoma que acometem o homem,
ou seja: S. mansoni, S.haematobium, S. japonicum e também contra o S.
intercalatum e S. mattheei (Gonnert & Andrews 1977, Andrews et al. 1983).

Ensaios experimentais mostraram que o praziquantel apresentou atividade
acentuada contra varias espécies de Schistosoma em camundongos, hamsters e
também em diferentes espécies de macacos. A dose EDgs para camundongos
infectados experimentalmente pelo S. mansoni foi de 685 mg/kg, com dose Unica
oral € de 403 mg/kg por via im; para Mastomys de 278 mg/kg e 125 mg/kg,
respectivamente para via oral e via im; e no hamster de 249 mg/kg e 100 mg/kg,
respectivamente. Em macacos, a ED variou conforme cada espécie (Génnert &
Andrews 1977, Webbe & James 1977).

Deve-se destacar, que 5 doses de 50 mg/kg administradas, em intervalos de
3 horas, por via oral, levaram a cura parasitolégica completa, enquanto a dose unica
de 100 mg/kg néo foi tao eficiente (Gonnert & Andrews 1977).

No Brasil, Pellegrino et al. (1977) ensaiaram o praziquantel em camundongos,
hamsters e macacos Cebus infectados experimentalmente com a cepa LE. Nos
camundongos, doses orais de praziquantel de 100 e 50 mg/kg, durante cinco dias,
produziram alteragbes significativas do oograma e deslocamento acentuado dos
vermes para o figado. Nos camundongos, o indice terapéutico foi de 153 mg/kg. Nos
hamsters, os vermes mostraram-se mais sensiveis a droga. De fato, doses de 12,5
mg/kg/dia, durante cinco dias produziram deslocamento dos vermes para o figado e
alteracbes do oograma, ambos, em torno de 60% dos animais. J& com dose de 25
mg/kg/dia, por cinco dias, todos os vermes foram deslocados para o figado, com
88,6% deles retidos no mesmo e com 100% dos animais apresentando alteragées
do oograma; com doses de 12,5 e 6,5 mg/kg, também foram observadas estas
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alteragbes, embora num percentual bem menor dos animais. Em dois macacos
Cebus tratados por via oral com dose total de 30 e 60mg/kg, dividida em trés
administragdes, no mesmo dia, embora houvesse indicagbes de atividade
esquistossomicida, mostrando grande redugdo da populagdo de vermes, 0S poucos
sobreviventes, estavam com sua postura de ovos preservada. Deve-se destacar,
gue em ambos os macacos foram encontrados ovos viaveis nos intestinos delgado e
grosso, porém numa série de curetagens retais nao foram vistos ovos de S.
mansoni. Em um macaco Cebus tratado com dose unica oral de 100 mg/kg e
sacrificado apos 138 dias, ndo foram encontrados nem vermes nem oOvOS nNos
intestinos delgados, grosso e no reto (Pellegrino et al. 1977).

Deve-se destacar que resultados semelhantes foram encontrados quando
camundongos e macacos Cebus foram tratados com praziquantel por via
intramuscular, e com um pouco menos de atividade por inalagdo nasal (Pellegrino
et al. 1977). Baseando-se nestas informagdes foi sugerido que dose unica oral de 20
mg/kg poderia reduzir o numero de vermes de S. mansoni, no homem, em até 95%,
0 que corresponderia a uma taxa de cura de 60% (Webbe & James 1977). Todavia,
desde o primeiro ensaio clinico na esquistossomose mansoni com praziquantel
realizado no Brasil por Katz et al. 1979, ficou claro que a dose deveria ser mais do
que o dobro da sugerida pelos estudos experimentais.

Recentemente, Pica-Mattoccia & Cioli (2004) ensaiaram o praziquantel contra
uma cepa de S. mansoni proveniente de Porto Rico, in vitro e in vivo. A dose efetiva
(DE 50) nos camundongos experimentalmente infectados foi 30 vezes menor no 28°
da infeccdo do que a de 7 semanas apés infecgcdo. Além disto, os vermes
provenientes de infecgdes unissexuais, seja de machos ou de fémeas, sdo menos
susceptiveis a droga do que as infecgdes com cercarias balanceadas por sexo, e,
mesmo nestas ultimas, as fémeas sdo mais susceptiveis do que os machos (Pica-
Mattoccia & Cioli 2004).

Assim sendo, a eficacia do praziquantel é dependente da idade da infecgao,
do sexo dos vermes e mesmo de se esta acasalado ou ndo. Também o estado
imunitario do hospedeiro parece ser importante na resposta terapéutica ao
praziquantel (Pica-Mattoccia & Cioli 2004, Sabah et al. 1985, Doenhoff et al. 1987,
Brindley & Sher 1987).

E interessante destacar que o praziquantel utilizado comercialmente é
uma mistura racémica, constituida em partes iguais dos isOmeros levogiro e

dextrégiro. Experimentalmente foi demonstrado que somente o isbmero levogiro
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apresenta atividade anti-esquistossomaética embora ambos apresentem toxicidade
semelhante (Xiao & Catto 1989). Também em ensaios clinicos contra a infecgao por
S. japonicum foi comprovada essa atividade do isémero levogiro do praziquantel
(Wu et al. 1991). Entretanto, o isbmero dextrégiro em altas doses também pode
apresentar atividade contra o verme, especialmente produzindo deslocamento dos
mesmos para o figado, nas infecgcbes maduras. Todavia, mesmo elevadas doses
(até 600mg/kg, dose oral unica em camundongos infectados pelo S. mansoni) nao
produziram diminuigéo significativa do niumero de vermes quando comparados com
0 grupo controle, ao contrario do encontrado nos animais tratados com 300 mg/kg do
isbmero levégiro, em que a reducao foi em torno de 98% (Xiao et al. 1999).

Estudos in vivo e in vitro mostraram que o praziquantel, minutos apos
ingerido, produz contragcdo dos vermes. /n vivo acontece o deslocamento dos
vermes para o figado e apds algumas horas ha vacuolizagéo intensa em diferentes
partes do tegumento (Becker et al. 1980, Mehlhorn et al. 1981). In vitro, as lesbes
decorrentes sdo mais dependentes do tempo de exposicdo do que de maiores
concentragdes da droga. /n vivo, nos vermes que foram deslocados para o figado, ja
a partir de quatro horas, foram vistos granulécitos aderidos as vacuolizagoes (lesdes
em “bolha”). Apds 24 horas, o tegumento encontra-se quase totalmente destruido e
com intenso infiltrado granulocitario, especialmente pelos eosindéfilos que invadem
também a intimidade dos tecidos do verme. Com dezoito dias, apds o tratamento
praticamente todos os vermes desaparecem do centro da reacdo inflamatdria
granulomatosa, agora ja nos vasos intra-hepaticos, onde os vermes encalharam,
trombosados (Mehlhorn et al. 1981).

Assim, sdo trés as principais agdes do praziquantel sobre os vermes:
contragdao muscular, lesdo do tegumento e alteragbes metabdlicas (Cioli et al. 1995).
Embora ndo haja duvidas da importancia do ion Ca? como mediador na agéo direta
ou indireta destes efeitos, ndo se sabe por que o fluxo de Ca* ocorre (Webbe &
James 1977, Day et al. 1992).

Para Cioli et al. (1995) a esteroespecificidade do praziquantel € um
argumento indicativo de que a droga interage com alguma proteina do parasito que

regula os fluxos de Ca*"
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4.3 ASSOCIAGCAO DE DROGAS

A tentativa de associar dois agentes anti esquistossomoéticos tem como
objetivos: diminuir a dose de cada droga administrada individualmente (visando
diminuir efeitos toxicos e colaterais), aumentar o indice terapéutico, baixar o custo
do tratamento e evitar o aparecimento de cepas resistentes.

Sao varios os estudos feitos utilizando-se diferentes drogas que apresentaram
atividade parcial contra os esquistossomos, mas aqui serdo discutidos apenas os
resultados obtidos da associagdo oxamniquina e praziquantel, duas drogas que vém
sendo largamente empregadas na clinica, e em programas de controle da
esquistossomose, com poucos efeitos toxicos e boa atividade terapéutica.

Para avaliagdo da atividade aditiva ou sinérgica de drogas, deve-se seguir o
desenho experimental utilizado por Shaw e Brammer (1983). Resumindo, estes
autores utilizaram o modelo de camundongos infectados pelo S. mansoni e trataram
os diferentes grupos de animais com doses crescentes de oxamniquina ou
praziquantel, isoladamente ou em associacdo. Apdés 14 dias, os animais foram
sacrificados e a porcentagem do numero de vermes que estava encapsulada no
figado foi calculada. Foi considerado o valor de ED99 definido como a dose total de
droga necessaria para matar 99% dos vermes machos. Apds a analise de regressao
dos dados, ficou demonstrado que a associacdo da oxamniquina com o praziquantel
produziu agao sinérgica.

Esse estudo experimental foi confirmado por ensaio realizado no Malawi,
Africa, numa populagdo com infecgdo mista (S. mansoni e S. hematobium) com
predominancia do S. hematobium utilizando doses menores de oxamniquina e
praziquantel que aquelas utilizadas comumente (Pugh & Teesdale 1983). Ensaios
clinicos posteriores nem sempre confirmaram esses resultados tdo promissores
(Utzinger et al. 2003).

Uma nova associagdo de drogas, praziquantel e artemether, tem sido
recentemente proposta. Essa associagao permitiria matar os vermes imaturos e os
maduros (Xiao et al. 2002).
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5 DROGAS PROFILATICAS

5.1 DERIVADOS DA ARTEMISININA

A artemisinina, uma lactona sesquiterpénica com um grupo peroxido, € o
principio ativo obtido das folhas de Arthemisia annua. Essa planta tem sido utilizada
ha mais de 2000 anos para tratamento de febre na China, e, a partir da década de
70, a artemisinina e derivados, especialmente o arthemeter e o artesunato, foram
utilizados amplamente como anti-malaricos.

A atividade antiesquistossomatica da artemisinina, arthemeter e artesunato foi
descrita no inicio da década de 80, na Republica Popular da China, inicialmente em
S. japonicum. Posteriormente, ficou demonstrado que a artemisinina e seus
compostos possuem atividade contra as trés principais espécies que parasitam o
homem (Araujo et al. 1991, Xiao et al. 2002, Utzinger et al. 2003).

E interessante salientar que, diferentemente da oxamniquina e do
praziquantel, a atividade do arthemeter € maior nas formas jovens do que nos
vermes adultos (Xiao et al. 2002).

No Brasil, o arthemeter e o artesunato foram ensaiados em camundongos e
hamsters experimentalmente infectados pela cepa LE do S. mansoni 45 dias apdés
inoculacao (Araujo et al. 1991,1999). O artemether (solugdo oleosa do éter 12 metil
da hidro artemisinina) mostrou acentuada atividade esquistossomicida na dose Unica
de 100mg/kg por via intramuscular (100% de alteracdo do oograma e 61,5% dos
vermes mortos no figado). Ja a mesma dose por via oral ndo produziu alteragdo do
oograma e apenas 22,6% de vermes mortos no figado. Quando os camundongos
foram tratados com 100mg/kg/dia por cinco dias, im, o percentual de vermes mortos
chegou a 96,3%. Camundongos tratados com 200mg/kg x 1, im e examinados 45
dias depois, mostraram que os vermes sobreviventes retomaram totalmente a sua
capacidade de oviposicao (Araujo et al. 1991).

Os resultados do ensaio com o artesunato, em dose unica oral, de 300 ou
500mg/kg ou durante cinco dias consecutivos, 45 dias apds a infecgao, mostraram
diferencgas significativas na distribuigdo e na mortalidade dos vermes, e na alteragao
do oograma nos animais tratados, quando comparados ao controle, 30 dias apds o

tratamento. Quando os animais foram sacrificados, 60 ou 90 dias ap6s o tratamento,
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as diferengas entre os grupos, tratado e de controle, foram desaparecendo,
mostrando que os vermes sobreviventes se recuperaram e reiniciaram a postura e
voltaram para seu habitat normal, os vasos mesentéricos (Araujo et al. 1999).

O artemether produz deslocamento dos vermes para o figado, que comeca
oito horas apds a administragdo da droga e se completa no 7° dia (Xiao & Catto
1989). Apods o tratamento, foi observado que os vermes adultos apresentam reducéao
significativa do glicogénio (Xiao et al. 2000) e, embora aparega lentamente, ha
extensa e grave lesdo do tegumento (Xiao et al. 2002). Também foram descritas
alteracbes no aparelho reprodutor feminino, com diminuicdo do volume ovariano e
rarefagao dos foliculos vitelinicos (Araujo et al. 1999).

In vitro, a exposi¢cdao dos vermes ao arthemeter ndo revelou nenhuma
atividade sobre os mesmos; todavia, quando foi acrescentado hemina, a atividade
letal se manifestou. Parece, portanto, que o arthemeter é ativado pela hemina, que
faz a clivagem da ponte de endoperoxidase, gerando radicais livres que devem se
ligar de forma covalente a proteinas especificas dos vermes (Xiao et al. 2001).

A associagao de arthemeter (150mg/kg) e praziquantel (75mg/kg) foi usada
em hamsters infectados por formas jovens e adultas do S. mansoni. As drogas foram
administradas simultaneamente ou a intervalos de horas ou de até sete dias. Os
resultados mostraram que houve diminuigédo significativa do numero de vermes com
esta associacdo maior do que a obtida com o praziquantel isoladamente (Utzinger et
al. 2003).

Por apresentar atividade acentuada contra os vermes imaturos, o arthemeter
vem sendo ensaiado em areas endémicas como droga profilatica na
esquistossomose, conforme sera discutido adiante quando tratarmos da terapéutica

clinica.
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6 DROGAS SUPRESSORAS

Drogas que tém acao especifica sobre a oviposi¢cado da fémea de S. mansoni
tém sido descritas.

De fato, Campbell e Cuckler (1967) demonstraram que o nicarbazin, quando
adicionado a dieta de camundongos, na concentragdo de 0,2%, ndo matava os
vermes de S. mansoni, mas interrompia a oviposi¢ao, ja a partir do 2° dia. A retirada
dessa dieta permitia que as fémeas retomassem completamente a sua capacidade
de ovipor. Esses dados foram confirmados por Pellegrino e Katz (1969). Todavia, a
administragao de até 1000mg/kg/dia por cinco dias consecutivos, por via oral, em
camundongos infectados, mostrou-se totalmente inativa. Ja em dois macacos Cebus
tratados, por via oral, na dose de 400mg/kg/dia por dois dias, seguida por 200
mg/kg/dia por dez dias, foi observada, através de curetagens retais seriadas, uma
interrupcao temporaria da postura (Pellegrino & Katz 1969).

Também a thiosinamina e a sulfona-mée (diaminodifenilsulfona — DDS) foram
ativas na interrupgao temporaria da postura (Pellegrino et al. 1972, Pellegrino & Katz
1975.

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

Mais recentemente, foram publicados os resultados obtidos com um inibidor
da sintese de colesterol, mevinolin, que, administrado a camundongos, bloqueou a
producdo de ovos de S. mansoni (Vandewaa et al. 1989). Essa mesma droga,
acrescentada a 2% na racédo de camundongos infectados por S. mansoni, eliminou
96 — 100% dos vermes adultos quando administrada por catorze dias e mais de 90%
quando administrada por dois antes e quinze dias depois da infec¢ao (Vandewaa et
al. 1989).

A lovastatina, uma lactona (a forma inativa do acido hidroxilico aberto), &
também um potente inibidor da sintese enddégena do colesterol. Essa droga foi
ensaiada em camundongos infectados pelo S. mansoni, 30 dias apés infecgédo. Com
as doses maiores (400mg/kg/dia por um dia por cinco dias) por gavagem, foram
observadas, 30 dias apd6s o término do tratamento, alteracdo do oograma em
respectivamente 20,0 e 42,9% dos animais tratados bem como a presenga de
vermes mortos no figado em 14,8 e 21,8%. Nos animais controle (no caso, nao

tratados) ndo foram detectados alteragdes do oograma, nem vermes mortos (Araujo
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et al. 2002). Em outro experimento, quando os animais com infec¢gdo de 30 dias
foram tratados por gavagem, com a dose de 400mg/kg/dia por 5 dias consecutivos e
sacrificados em diferentes periodos pds -tratamento, foi visto que a agao sobre a
alteragdo do oograma apareceu no 15° dia, quando também ja havia um pequeno
percentual de vermes mortos que foi aumentado aos 30 e 60 dias. Mesmo dois
meses apods o tratamento, o efeito da droga persistia na maioria das fémeas, no que
se refere a parada da oviposicao, inclusive com baixa acentuada do numero de ovos
no figado dos animais tratados. Ao microscopio, foram observadas alteragbes
degenerativas nos vermes, sendo que as principais acometeram o aparelho
reprodutor, com a reducao e alteragdo dos foliculos vitelinicos e do ovario das
fémeas e modificagdes nos testiculos dos machos (Araujo et al. 2002). Essas
drogas anti colesterolémicas ainda nao foram, mas deveriam ser, ensaiadas na

clinica como agente anti esquistossomose.

7 RESISTENCIA A DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS

Diferentes isolados e/ou cepas tém mostrado susceptibilidade maior ou menor
(medida por mortalidade dos vermes em relagdo a mesma dose do medicamento
utilizado no mesmo hospedeiro experimental), sejam cepas oriundas de uma mesma
area ou regidao geografica, ou mesmo oriundas de diferentes individuos numa
mesma comunidade.

Essas diferengas aparecem independentemente desses individuos terem sido
tratados ou ndo com quimioterapicos especificos anteriormente. Na realidade, deve-
se considerar dois conceitos importantes: o da tolerancia e o da resisténcia. Falam-
se tolerancia quando uma cepa do verme, que nunca havia entrado em contato com
a droga especifica, apresenta resposta quimioterapica diminuida significativamente
em relacdo a uma cepa padronizada de laboratério; Falam-se resisténcia quando a
falta da resposta aparece nos descedentes daqueles vermes que sobreviveram ao
tratamento (Coles et al. 1986).

Por outro lado, essas definicbes ndo devem ser confundidas com falha
terapéutica. De fato, as causas de falha terapéutica podem ser varias, dependendo
dos fatores do hospedeiro (humano ou animal) que podem influenciar na resposta a
droga, tais como: absor¢do da droga, metabolizagdo, idade, sexo, associagbes

morbidas, fase da infecgcdo, diferenga entre cepas de animais de laboratério, ou
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fatores do parasito, estadio evolutivo, balango de sexos, ou mesmo diferente
susceptibilidade a droga.

Portanto, a demonstracao de resisténcia (ou susceptibilidade) deve ser feita
em laboratorio, através do tratamento de animais (camundongo) infectados com o
isolado (ou cepa) de S. mansoni que se quer estudar, isso enquanto ndo se
consegue um marcador (bioquimico ou molecular) que poderia vir a facilitar, e muito,

a identificagao dos vermes resistentes.

Desde a década de 50, sabe-se que cepas de S. mansoni diferem na sua
resposta ao tratamento as mesmas drogas. De fato, foi demostrado que a cepa de
S. mansoni do Egito mostrou-se seis vezes menos susceptivel ao tratamento com
miracil D do que a cepa da Libéria (Gonnert & Vogel 1955). Em 1971, Rogers &
Bueding relataram que camundongos infectados com uma cepa de S. mansoni
proveniente de Porto Rico, quando tratados com hycanthone (60 mg/kg, im)
apresentaram apenas parada da postura temporaria, pois 12 meses apos o
tratamento todos os animais apresentavam ovos viaveis no figado. Esses ovos
foram colocados para eclodir € completaram o ciclo evolutivo normalmente.
Camundongos infectados com essa descendéncia de vermes mostraram ser estes
totalmente resistentes a agdo do hycanthone (Rogers & Bueding 1971). Utilizando-
se outros isolados e seguindo a mesma metodologia acima descrita, outros autores
nao obtiveram cepa resistente (Yarinsky et al. 1974, Dias & Oliver 1986). Dois anos
apos, Katz et al. (1973), pela primeira vez, descreveram cepas resistentes
provenientes de dois pacientes tratados por duas vezes com hycanthone e que
continuavam eliminando ovos de S. mansoni nas fezes. Fechado o ciclo com
miracidios provenientes desses pacientes, foi possivel mostrar experimentalmente
em camundongos que essas cepas eram resistentes ao hycanthone e também
menos susceptiveis ao niridazol e a oxamniquina (Katz et al. 1973).

Estudos posteriores realizados no Brasil, Egito, Kenia e Senegal nédo so6
confirmaram o encontro de cepas resistentes apdés o tratamento, mas também
encontraram cepas tolerantes aos agentes esquistossomicidas, oxamniquina ou
praziquantel (Dias et al. 1978, Stelma et al. 1995). Também em laboratério foi
possivel obter uma cepa de S. mansoni altamente resistente partindo de um pool de
isolados de diferentes regides e tratando-os com praziquantel por sete vezes
sucessivas (Fallon & Doenhoff 1994).
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Estudos bioquimicos e gendmicos tém sido realizados comparando-se cepas
resistentes e susceptiveis. Foi observado que a oxamniquina funciona como
substrato para a sulfotransferase, que esta presente nos esquistossomos
susceptiveis, mas ausente nos vermes resistentes (Cioli et al. 1995). Por outro lado,
a inibicdo da sintese de acidos nucleicos € irreversivel nos vermes susceptiveis,
mas apenas temporaria nos vermes resistentes, e esta parece ser a principal agao
da droga para a mortalidade dos vermes (Cioli et al. 1995). Brindley et al. (1989)
descreveram uma modificagdo gendOmica, caracterizada pela presenga de
polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo, no DNA do verme de uma cepa
resistente ao hycanthone. Esta modificagao foi vista em uma em cada 100 copias do
RNA ribosomal e é resultante de uma inser¢ao de 732 nucleotideos duplicados no
gene do verme resistente (Brindley et al. 1989, 1991).

Esse achado néo foi confirmado em outras cepas (Vieira et al. 1991), mas o
estudo do polimorfismo genético de diferentes isolados e cepas podera contribuir
para a obtengdo de um marcador de resisténcia a drogas (Dias Neto et al. 1993).

Trabalho muito informativo foi publicado por Cioli et al. (2004) mostrando os
resultados obtidos em trés diferentes laboratérios (Roma-ltalia, Gisa-Egito e Bangor-
Inglaterra) com nove diferentes isolados de S. mansoni em camundongos
experimentalmente infectados e tratados com praziquantel. Quatro desses isolados
nao haviam tido contato prévio com a droga, e cinco ja haviam demonstrado em
ensaios anteriores resisténcia ao praziquantel, seja por indugao e/ou selegao apés
tratamentos repetidos dos animais, seja por terem sido isolados de pacientes que
nao se curaram. Administragdo da ED50 (dose que mata 50% dos vermes adultos)
foi feita em camundongos tratados com praziquantel nas doses totais de
125,250,500 e 1000 mg/kg, divididas em cinco doses, administrados por cinco dias
consecutivos, e em infecgdes com 49 dias. Os animais foram sacrificados duas
semanas apos o ultimo dia de tratamento. Nas cepas consideradas susceptiveis, a
EDs, estava sempre abaixo de 100 mg/kg (média de 70), enquanto nas resistentes
presumiveis estava sempre acima de 100 mg/kg (média de 209), ou seja, uma
diferencga de trés vezes entre os dois grupos de isolados.

Embora a diferenca de resposta ao praziquantel tenha sido inquestionavel e
significativa, os autores concluem que a expectativa € que a droga continue util por
um longo periodo, ao contrario de outras drogas antiparasitarias, ai incluida a
oxamniquina, pois o praziquantel, mesmo apés 20 tratamentos consecutivos, teve

apenas aumento de no maximo 3 vezes da dose curativa (Cioli et al. 2004).

44



Tese de Doutorado

Il Terapéutica Clinica na Esquistossomose mansoni
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1 INTRODUCAO

Ha quase um século, o tartaro emético (tartarato de antiménio e potassio) foi
introduzido como primeiro agente terapéutico da esquistossomose
(Christopherson 1918). Em seguida, varios sais de antiménio foram introduzidos
para o uso clinico, a saber, tartarato de antimbénio e sddio, disulfonato-bis-
pirocatecol de sddio e antiménio (Stibofen®), tiomalato de antiménio e sédio
(Anthiomaline®) e gluconato de antimonio e sddio (Tiostam®) administrados por
via intramuscular ou intravenosa. Essas drogas produziam um grande numero de
efeitos colaterais e tdxicos, ndo raramente levando os pacientes a morte subita
por fragmentatio cordis e por isto tiveram o seu uso proscrito (Dias 1949).

Durante a Segunda Guerra Mundial, cientistas da industria farmacéutica
Bayer na Alemanha desenvolveram o lucanthone (miracil D), mantido em sigilo
até o fim da guerra. Com a vitéria dos Aliados, essa descoberta foi incorporada
pela industria farmacéutica americana (Sterling Winthrop), passando a ser o
primeiro agente esquistossomicida conhecido de uso oral. Todavia, de maior
importancia, foram os estudos posteriores, ja na década de 60, quando a
hidrometilagdo do lucanthone (miracil D) deu origem a uma droga ativa tanto por
via muscular como por via oral, em dose unica, denominada hycantone (Archer &
Yarinsky 1972). Infelizmente efeitos téxicos graves apareceram com o uso do
hycantone, causando o6bitos (muitos no Brasil) por atrofia amarela aguda do
figado (Andrade et al. 1974), levando novamente a que a terapéutica da
esquistossomose ficasse sem opgéo, a ndo ser o uso do niridazole (Ambihar®),
que, embora de uso oral, exigia administragcdo da droga por 5 a 7 dias, com
tolerancia baixa, especialmente causando convulsdo e alucinagdo, além de
apresentar mutagenicidade, carcinogenicidade, e de ser embriotoxica e
imunossupressora (Katz 1977).

Na década de 70, iniciam-se os estudos com a oxamniquina (Pfizer,
Inglaterra), droga de tolerancia boa e percentual de cura alto, especialmente no
Brasil e em outros paises do continente americano, mas sem 0s mesmos
resultados terapéuticos bons no Egito e no lado Oriental e Central da Africa. No
fim dessa mesma década, aparece o praziquantel (descoberta alemé da industria

Merck e desenvolvida em conjunto com a Bayer), que, por apresentar tolerancia

46



Tese de Doutorado

boa e agado terapéutica marcante, ser ativo contra todas as espécies do
Schistosoma que parasitam o homem, poder ser usado em larga escala, em
dose Unica oral e com prego baixo. E atualmente considerada a droga de escolha
para o tratamento clinico e uso em saude publica nas areas endémicas da
esquistossomose.

Nesse capitulo serdo revistos os estudos clinicos na esquistossomose
mansoni com oxamniquina e praziquantel, bem como os derivados da
artemisinina (drogas desenvolvidas na Republica Popular da China, inicialmente
para tratamento da malaria), bem como os problemas recentemente encontrados
de resisténcia dos parasitas as drogas esquistossomicidas, a associagao de
drogas e, finalmente, os resultados obtidos com o uso desses agentes visando o
controle da esquistossomose em zonas endémicas.

Para conhecimento das outras drogas utilizadas previamente no tratamento
da esquistossomose, bem como para conhecimentos mais extensos e
detalhados das drogas utilizadas atualmente, existem varias revisbes que devem
ser consultadas entre as quais estdao as de (Werbel, 1970, Archer & Yarinsky
1972, Katz & Pellegrino 1974, Katz 1977, Davis 1993, Cioli et al. 1995).
Recomenda-se especialmente o excelente livro de John Farley (1991) sobre a
histéria da esquistossomose, desde sua descoberta, passando por fatos

pitorescos sobre a terapéutica.
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2 OXAMNIQUINA

Em 1964, a industria farmacéutica Pfizer (Sandwich, Inglaterra) iniciou um
programa especifico para o desenvolvimento de um novo agente
esquistossomicida. Esses estudos tiveram como base inicial a analise de um
grupo quimico, aminoalquiltolueno. Esse grupo havia sido investigado
inicialmente nos Laboratérios Bayer (Eberfeld, Alemanha) durante a 2° Guerra
Mundial, e publicagcbes sobre o mesmo somente foram feitas apoés o fim da
guerra (Kikuth & Gonnert 1948) quando as patentes (e todo o acervo de
pesquisas) ja estavam nas maos dos vencedores (EUA, Inglaterra e Unido
Soviética).

O composto mais ativo desse grupo, com estrutura semelhante ao lucanthone
(miracil D), foi denominado mirasan. Seguindo processo semelhante ao
observado com o lucanthone que apos hidroximetilagdo deu origem a um novo
composto, muito mais ativo, o hycanthone (Etrenol?). A oxidagdo do UK-3883,
pelo fungo Aspergillus sclerotiorium, deu origem ao UK-4271 posteriormente
denominado oxamniquina (Foster 1973).

Esse novo agente esquistossomicida recebeu o nome comercial de Mansil®,
que é uma mistura das palavras “mansoni” e “Brasil”, onde foram realizados os
primeiros ensaios clinicos com essa droga.

A oxamniquina é uma droga de cor amarelada, pouco soluvel em agua. As
capsulas contém 250 mg e a suspensao 250 mg em 5 ml. Por ser um produto
que necessita de uma etapa de fermentacdo continuaram a ser fabricadas
unicamente pela Pfizer. A falta de concorréncia manteve o alto preco dessa
droga, o que nos Uultimos anos fez com que seu uso diminuisse muito.
Seguramente mais de 13 milhées de tratamentos ja foram feitos no Brasil, ndo
havendo relato de ébito relacionado ao uso do medicamento.

O primeiro ensaio clinico realizado no Brasil revelou que a oxamniquina
administrada por via intramuscular na dose unica de 7,5 mg/kg foi bem tolerada e
muito eficiente. De fato, o unico efeito colateral observado foi dor no local da
aplicagdo. Todos os nove pacientes tratados foram considerados curados,
inclusive os quatro que se encontravam nos primeiros meses de infecgdo, 5 a 9
meses apos contagio (Katz et al. 1973). Posteriormente, novos ensaios foram
realizados, por diversos grupos de investigadores no pais, sendo sempre obtidos
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resultados semelhantes, ou seja, poucos efeitos colaterais (a ndo ser dor no local
da aplicacdo, as vezes muito intensa, na maioria dos tratados com persisténcia
por 3 a 7 dias) e atividade terapéutica em torno de 90% (ver suplemento especial
da Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo 15 (supl. 1):1-176,
1973). Nesse mesmo suplemento foram apresentados ensaios realizados na
Africa, sendo que os resultados dos ensaios no Kénia foram semelhantes aos
obtidos no Brasil; ja na antiga Rodesia (Zimbabwe) praticamente ndo houve cura,
e na Tanzania os resultados também foram parecidos com os vistos no Brasil,
mas com a dose 4 vezes maior, ou seja, 30 mg/kg.

Portanto, desde os primeiros ensaios pdde-se concluir que a oxamniquina por
via intramuscular, na dose de 7,5 mg/kg, € bem tolerada (com exceg¢ao da dor
local), com poucos efeitos toxicos e apresenta elevada atividade terapéutica; ja
na Africa oriental, embora a tolerancia também tenha sido boa, o percentual de
cura foi muito menor, mesmo com doses bem maiores que as ensaiadas no
Brasil. Devido a dor local persistente, o laboratério produtor passou a fabricar a
droga para uso oral. Ensaios clinicos no Brasil mostraram que a dose unica oral
de 15mg/kg para adultos e 20mg/kg para criangas apresentava boa tolerancia,
poucos efeitos toxicos e indice de cura de 80 a 90% em adultos e de 65 a 90%
em criangas (Silva et al. 1974; Katz et al. 1976; Katz et al. 1977). Os efeitos
colaterais mais comumente observados apdés a administracdo da oxamniquina,
nas doses acima preconizadas, sao tonturas, nauseas, cefaléia e sonoléncia,
menor frequéncia nas dores abdominais e vémitos. Essa sintomatologia surge
uma a duas horas apds a administracdo da droga e persiste na maioria dos
casos por 24 horas. Em cerca de 0,5% dos casos tratados se observou
irritabilidade, excitabilidade, alucinagdo ou convulsdao. Exames complementares
revelaram elevacdao dos niveis de transaminases plasmaticas, leucopenia,
hematuria e/ou proteinuria em alguns pacientes.

Alteragdes nos tragados eletroencefalograficos e eletrocardiograficos também
foram encontrados (Silva et al. 1974, Katz et al. 1976, Katz et al. 1977, Bina &
Spinola 1976, Domingues & Coutinho 1975, Katz 1980). Pela segunda vez,
houve uma reunido internacional no Brasil para a apresentagcdao dos dados
clinicos com participacdo de cientistas nacionais, mas também do Egito e de
outros paises africanos. Os trabalhos apresentados foram publicados em 1980,
na Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo 22 (supl. 4): 1-116 (em

inglés) ou 22 (supl.4): 117-238 (em portugués). Destes, vale destacar a
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confirmagao de que a posologia para o tratamento das criangas (até 15 anos)
infectadas com esquistossomose no Brasil deve ser maior (20 a 25 mg/kg) do
que a utilizada em adultos (15mg/kg), (Pedro et al. 1980). Foi ainda relatado que
em um paciente que havia sido tratado previamente com hycanthone (2,5/kg, por
via i.m) e ndo havia sido curado foi administrada a oxamniquina na dose de 14
mg/kg dose unica oral). Esse paciente continuou eliminado ovos viaveis de S.
mansoni nas fezes, tendo fechado o ciclo com esse isolado (denominado MAP).
A primeira e a segunda geragcdo dos vermes obtidos experimentalmente de
camundongos mostraram-se resistentes ao tratamento com hycanthone e
oxamniquina, embora susceptiveis ao niridazole (Pedro et al. 1980).

Bidpsias hepaticas realizadas antes e apds tratamentos de pacientes
esquistossomaoticos ndo revelaram alteragdes que pudessem estar relacionadas
ao uso da droga (Pedro et al. 1980, Andrade et al. 1980). Também nao houve
exacerbagcdo das condigdes clinicas, histolégicas ou patofisiologicas em 92
pacientes com formas hepatoesplénicas da esquistossomose, associadas ou néao
as formas cardiopulmonares com ou sem cianose, nefropatia e com presenca de
salmonelose crénica ou hepatite viral cronica (Coutinho & Dominguez, 1980)
sugerem que naqueles casos em que possa haver manifestagbes de
hipersensibilidade, particularmente naquelas com forma cardiopulmonar severas,
devem ser associados corticoesterdides a oxamniquina (Coutinho & Dominguez,
1980). E interessante relatar a existéncia na literatura de reagdes de
broncoespasmo e outras manifestagdes pulmonares e renais quando se usa a
oxamniquina, que podem provavelmente estar relacionadas a hipersensibilidade
do organismo, a mortalidade dos vermes, causada pelo agente
esquistossomicida (Coutinho et al. 1988, Silva 1974, Silva et al. 1978, Pedroso
1978).

A oxamniquina também revelou ser um agente utili no tratamento da
esquistossomose recente, produzindo percentual de cura semelhante ao
observado na fase crénica. Os bons resultados clinicos, laboratoriais e anatomo-
patolégicos associados a auséncia de efeitos mutagénicos importantes ou
teratogénicos e/ou carcinogénicos em animais de laboratério indicavam a
possibilidade do amplo uso da oxamniquina no campo. De fato, os ensaios
realizados por Coura et al. (1980), Katz et al. (1980), Prata et al. (1980), entre
outros, demonstraram boa aceitacdo pela populagdo e o impacto imediato,

causado sobre as manifestagbes clinicas, proporcionando o bem estar dos
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tratados, e sobre a prevaléncia da parasitose em areas endémicas. Também
deve ser destacado, o desaparecimento dos sinais e sintomas causados pela
infecgao esquistossomética, ai enquadrada a diminuigdo do tamanho do figado e
do bago, que pode ser vista alguns meses apos o tratamento com os
esquistossomicidas. Estes resultados tdo favoraveis permitiram pela primeira vez
gue uma droga, em dose Unica e por via oral, pudesse ser aplicada a milhares de
pessoas, sem grandes riscos, pelo Ministério da Saude do Governo Federal
Brasileiro dentro do PECE (Programa Especial de Controle da
Esquistossomose). De fato, nesse Programa foram tratados milhdes de
brasileiros, inicialmente nos estados nordestinos, posteriormente na Bahia e em
Minas Gerais (Camargo 1980).

Apos mais de 13 milhdes de tratamentos realizados nas zonas endémicas de
esquistossomose no Brasil, sem relato de efeitos toxicos ou adversos sérios,
pode-se concluir que a oxamniquina € uma droga bem tolerada e com boa
atividade terapéutica, para tratamento individual ou em larga escala, chamando a
atencdo que apenas o seu prego elevado € um fator limitante a utilizagao,
principalmente como medida de Saude Publica.

E sugerida a leitura de duas revisdes, para aqueles que querem mais
detalhes a respeito da oxamniquina: a de Foster (1987), em que é revista a
experiéncia clinica com a droga, e a de Cioli et al. (1995) para mecanismos de

acao e farmacologia da oxamniquina.

3 PRAZIQUANTEL

Essa droga descoberta nos anos 70, nos Laboratérios da Industria
Farmacéutica (Merck, Darmstad, Alemanha), teve seu desenvolvimento realizado
em conjunto com os laboratérios Bayer. E curioso destacar que originalmente o
grupo quimico pirazino-isoquinolina (ao qual o praziquantel pertence) foi utilizado
para encontro de novos tranquilizantes (Groll et al. 1984). Por outro lado, mesmo
apos a comprovacao no Brasil e em diferentes paises do mundo de sua utilidade
como esquistossomicida, em nosso pais foi langcada comercialmente para
tratamento de cestoides, dai o nome comercial de Cestox® e Cisticide® , ao

contrario do que ocorreu na Africa e na Asia, onde é conhecido como Biltricide ®
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ou Distocide®. O praziquantel (inicialmente EMBAY 8440) foi selecionado apds
sintese de mais de 400 compostos e apresenta acao anti-helmintica polivalente.

O praziquantel produzido pela Bayer tem 600 mg por comprimido. Deve-se
destacar que, menos de um ano apos o registro da patente pelas industrias
farmacéuticas alemés, a Republica Popular da China desenvolveu processo
préprio de sintese do praziquantel e iniciou sua fabricagdo com o nome de
Pyquiton®. Posteriormente, Shim Poong Pharmaceutical Company na Coréia do
Sul, Eipico no Egito e Farmanguinhos no Brasil também passaram a produzir
essa droga, o que levou a queda substancial do preco (atualmente sete centavos
de dodlar americano por comprimido). Destaque-se que Farmanguinhos
desenvolveu uma formulagdo oral liquida, com sabor agradavel, prépria para
administragao em criangas. Também Eipico no Egito produz suspensao oral.

A absorcao do praziquantel é rapida, pois a concentragdo maxima no soro &
observada 2 a 4 horas apds a ingestao (Leopold et al. 1978, Dayan 2003).
Também o processo metabdlico da droga é rapido, com meia vida no plasma de
1 hora. A concentragdo plasmatica € influenciada pela dose, pela quantidade e
qualidade da refeigdo e pela formulagdo da droga (Leopold et al. 1978, Dayan
2003). Uma dieta rica em carboidratos aumenta a absor¢ao da droga no homem
(Mandour et al. 1990). Até 80% do praziquantel liga-se as proteinas plasmaticas
(Steiner et al. 1976). A eliminagdo da droga ocorre principalmente pela urina
(80%), sendo o restante encontrado nas fezes e na bile. O metabolismo nos
pacientes portadores da esquistosomose e nos animais infectados € menor do
que nos animais nao infectados. Em individuos saudaveis 15 minutos apods a
ingestdo oral de praziquantel marcado com carbonoradioativo (C14) ja se
encontram 80% de metabdlitos. Os principais metabdlitos sdo: mono e di-hidroxi
derivados do praziquantel (Dollery 1982).

O praziquantel pode ser detectado no leite humano, mas em quantidades
muito pequenas, apenas 0,0008% (Cioli et al.1995). A administragdo conjunta de
cloroquina ou previamente de carbamazepina e fenitoina podem reduzir a
biodisponibilidade do praziquantel (Bittencourt et al. 1982, Masimirembwa &
Hasler 1994).

Desde o inicio dos ensaios clinicos com praziquantel, a industria farmacéutica
contou com o apoio da Organizagdo Mundial de Saude para a realizagdo dos
ensaios, com protocolos padronizados. Os primeiros ensaios clinicos foram

realizados no Brasil, em pacientes infectados pelo Schistosoma mansoni por
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Katz et al. (1979) no Zambia, em pacientes com S. haematobium por Davis et al.
(1979) e no Japao e nas Filipinas, em pacientes com S. japonicum (Ishisaki et al.
1979; Santos et al. 1979).

As doses recomendadas foram de 30 a 40 mg/kg (dose unica) para S.
haematobium, 40-50 mg/kg (divididos em duas doses) para S. mansoni e 60
mg/kg para S. japonicum (divididos em duas doses). Com essas doses foram
obtidos 80 a 90% de cura parasitologica. Os efeitos adversos mais frequentes
foram dores abdominais, diarréia, ndusea, vomito e anorexia. Quanto ao sistema
nervoso central foram detectados: cefaléia, tonturas, cansaco e menos
frequentemente a sensacédo descrita pelos pacientes como “cabega oca’ e
sensagao de quente e frio; outras reagdes colaterais foram o aumento da
temperatura corporal e manifestagcdes na pele, como prurido e urticarias. Essas
reagdes aparecem algumas horas apds a ingestdo da droga com duragdo, na
quase totalidade dos casos, de 24 a 48 horas (Katz et al. 1979, Davis & Wegner
1979, Ishizaki et al. 1979, Santos et al. 1979).

As manifestagcdes cutdneas as vezes aparecem quatro a seis dias apds o
tratamento, o que leva alguns pesquisadores a acreditar que se trata de uma
reacdo do organismo a liberacdo de substancias devido a morte dos vermes.
Alteragdes laboratoriais observadas foram principalmente o aumento da
eosinofilia, mas também discretas alteragdes eletrocardiograficas.

Uma comissao internacional que reviu os estudos de mutagenicidade com
drogas esquistossomicidas concluiu que o praziquantel ndao apresentou
genotoxicidade nos esquemas utilizados (Kramers et al. 1991).

Ensaios realizados em pacientes com forma hepatoesplénica apresentaram
bons resultados (Coutinho et al. 1984, Bassily et al. 1985). Quando havia
acometimento cerebral pelo S. mansoni, S. haematobium ou S. japonicum, o
praziquantel isolado ou em associagao com corticéides também apresentou bons
resultados (Watt et al. 1986, Scrimgeour et al. 1985). Na fase aguda da
esquistossomose mansoni o praziquantel também revelou seu bom potencial
curativo (Katz et al. 1980, Lambertucci 1995, Farid et al. 1987).

Alguns autores tém sugerido aumento da dosagem do praziquantel, visando
melhorar o indice de cura, preconizando esquemas de duragédo prolongada de
até cinco dias (Cunha et al. 1987, Ferrari et al. 2003). E evidente que quando o
objetivo é o tratamento em larga escala em zonas endémicas este ultimo

esquema € inviavel. Mesmo para o tratamento individual, o aumento do
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percentual de cura observada ndo o justifica. Para os pacientes nao curados é
melhor repetir o tratamento com a mesma droga inicial e, se mesmo assim n&o
houver cura, usar outra droga (Katz et al. 1991).

Uma questdo que tem surgido frequentemente € se mulheres gravidas (ou
com idade apropriada para engravidar) e aquelas que estdo amamentando
deveriam ser tratadas especificamente. Como até o presente, ndo foram
realizados ensaios clinicos controlados em mulheres nessas condi¢cdes, o FDA
(Food and Drug Administration), agéncia que controla e libera os medicamentos
nos Estados Unidos da América, classificou o praziquantel na categoria B no que
se refere a gravidez, isto &, “droga presumidademente segura baseado em
estudos animais”. Isso levou a maioria dos programas de controle a excluirem as
mulheres gravidas e aquelas que estdo amamentando. Em trabalho recente,
fundamentado nos casos existentes na literatura, Olds (2003) propde que as
mulheres gravidas sejam tratadas. Por outro lado, para aquelas que estejam
amamentando, recomenda-se que seja feita a interrup¢cdo da amamentagao
materna por 48 horas, para poderem também ser submetidas ao tratamento com
praziquantel (Olds 2003).

A administragao da cimetidina bloqueia o metabolismo do praziquantel em
ratos aumentando significativamente a concentracdo do esquistossomicida no
soro dos animais (Diekmann et al. 1989). A mesma ag¢ao também foi revelada
para o ketoconazol e miconazol no metabolismo do praziquantel (Diekmann et al.
1989). Foi mostrado que o uso conjugado do praziquantel (200 mg/kg por dois
dias seguidos) e cimetidina (mesma dosagem) produziu 100% de mortalidade
dos vermes (Ebeid et al. 1994). Posteriormente, a associagdo praziquantel
(25mg/kg x 3 com intervalos de 2 horas entre as doses) e cimetidina (400 mg,
antes de cada dose) foi utilizada com resultados bons para o tratamento da
neurocisticercose em apenas um dia (Overbosch 1992, Corona et al. 1996,
Lopes-Gomes et al. 2001). Também foram obtidos resultados semelhantes
quando a cimetidina foi substituida por uma dieta rica em carboidratos (650
calorias), administradas 30 minutos antes do praziquantel (Lépes-Gomes et al.
2001). Infelizmente, os autores n&do detalharam a dieta utilizada. Todavia, os
dados desses autores concordam com os de Mandour et al. (1990), quando
utilizaram dieta constituida de 6leo, feijdo e pao de trigo, mas deve-se chamar a

atencgao para o trabalho de Metwally et al. (1995) que encontraram diminuigdo da
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concentragdo do praziquantel em soros de pacientes quando essa droga foi
administrada conjuntamente com 50 g de glicose ou 2g de bicarbonato. Assim
sendo, parece nao ser a glicose (ou ela isoladamente) a responsavel pelo
aumento do nivel de praziquantel no plasma. O uso concomitante da cimetidina
com o praziquantel aumenta significativamente, em até duas vezes e meia, a
biodisponibilidade dessa ultima (Overbosch 1992, Corona et al. 1996).

A cimetidina € um inibidor do citocromo P45, € antagonista do receptor H, da
histamina, e é essa inibicdo que deve ser a responsavel pelo aumento da
concentragdo do praziquantel no plasma, através da inibicdo da degradagéo
metabdlica dessa droga pelo figado, quando as duas drogas sdao administradas
conjuntamente em animais de laboratério ou no homem (Overbosch 1992). O
mesmo efeito foi revelado pela cimetidina quando em administragdo conjunta
com anticoagulantes orais, teofilina e mebendazol (Brosern 1990, Bekhit & Piroti
1987). O uso concomitante de corticoesterdides e praziquantel diminui a
biodisponibilidade deste ultimo (Vasquez et al. 1987); mesmo assim, essa
associacao tem sido recomendada para diminuicdo das reacgdes inflamatérias,
seja na neurocisticercose ou na forma toxémica da esquistossomose aguda, mas
as drogas devem ser administradas com algumas horas de intervalo entre elas.

Ensaio multicéntrico, duplo-cego, foi realizado por quatro grupos de
pesquisadores brasileiros. Esse estudo, patrocinado pela Merck, foi desenhado
para comparar a tolerancia e atividade do praziquantel com a oxamniquina
(Rezende 1985). Ambos os medicamentos foram administrados por via oral em
dose unica, na média de 55 mg/kg de peso corporal para praziquantel e 16 mg/
kg para a oxamniquina. A idade dos individuos variou de 8 a 65 anos com uma
média de 20,6 anos, sendo 25% abaixo de 15 anos e 9% acima de 30; 7% eram
constituidas de pacientes com forma aguda, 70% com forma intestinal ou
hepatointestinal e 5% forma hepatoesplénica. Em torno de 80% apresentaram
carga parasitaria, medida pelo numero de ovos de S. mansoni nas fezes, pelo
meétodo de Kato-Katz, (Katz et al. 1972) de baixa ou média intensidade, isto é,
até 500 ovos/gr. Foram tratados em torno de 270 pacientes com cada uma das
drogas. A incidéncia e gravidade dos efeitos colaterais foram semelhantes nos
dois grupos tratados, porém desconforto abdominal e diarréia foram
significativamente mais frequentes com praziquantel, e tontura, com
oxamniquina. Também no grupo tratado com praziquantel foram observados

como efeitos colaterais importantes, reagao urticariforme em dois casos, prurido
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e febre em quatro casos e no grupo com oxaminiquina, um caso de convulsio.
Outros efeitos colaterais observados com maior freqiéncia foram tonturas,
cefaléia, nausea, voémito e diarréia. A cura parasitologica (revelado por pelo
menos 3 exames de fezes no 6° més pods-tratamento) foi de 75,5% para o
praziquantel e de 69,8% para oxamniquina, ndo havendo diferenca estatistica
entre os dois grupos. Nos pacientes n&o curados houve redugao significativa de
88,6% e 74,6% na média do numero de ovos eliminados por grama de fezes,
respectivamente para o praziquantel e oxamniquina (Rezende 1985). Esse
ensaio foi importante para concluir que no Brasil as duas drogas equivalem-se
em efeitos adversos e atividade de cura e ambas podem ser consideradas bons
esquistossomicidas, seja para o tratamento na clinica médica , seja para uso em
programas de saude publica.

Ja foram administrados mais de 53 milhdes de doses de praziquantel,
especialmente no Egito, Brasil, China e Filipinas, sem registro de nenhum caso
fatal (Fenwick et al. 2003).

4 DERIVADOS DA ARTEMISININA

A artemisinina € o principio ativo das folhas de Arthemisia annua, planta
utilizada ha mais de dois mil anos para tratamento de febre na China. A partir da
década de 70, a artemisinina e seus derivados (artemether e artesunato) foram
estudados e desenvolvidos inicialmente pelos cientistas chineses para o
tratamento da malaria. A atividade esquistossomicida foi descrita também pelos
chineses com base nas experimentagbes de animais experimentalmente
infectados pelo S. japonicum (Le et al. 1982) e posteriormente essa atividade foi
vista também em S. mansoni e S. haematobium (Araujo et al. 1991, Xiao et al.
2002).

Ensaios clinicos ja foram realizados em mais de 3000 individuos,
especialmente visando reduzir a incidéncia e intensidade da infecgdo em
residentes de zonas endémicas. De fato, Utzinger et al. (2000) ensaiaram o
artemether na Costa do Marfim, Africa, por via oral, na dose de 6 mg/kg,
administrados a cada trés semanas, por seis vezes. Antes os escolares foram
tratados por duas vezes com praziquantel, com intervalos de quatro semanas. A

avaliagao final foi feita trés semanas apds o término do tratamento. Ndo foram
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relatados efeitos colaterais graves com o uso do artemether. O grupo que
recebeu o artemether teve incidéncia de infecgdo pelo S. mansoni
significativamente menor que a do grupo controle dos 128 tratados, (24,2%)
infectaram; dos 140 pacientes. Também a média geométrica do numero de ovos
de S. mansoni foi menor no grupo tratado com artemether quando comparado ao
controle (19 e 32 ovos/gr de fezes). Resultados similares ja haviam sido descritos
antes em trabalhos realizados na Republica Popular da China em area endémica
do S. japonicum (Xiao et al. 2000).

Deve-se, chamar a atengdo para o potencial perigo do uso continuado e
prolongado da artemisinina e seus derivados em area endémica para malaria,
pois teoricamente existe a possibilidade do aparecimento de resisténcia a essas
drogas, que atualmente sdo muito importantes para o tratamento dos individuos
infectados pelo Plasmodim falciparum, especialmente devido ao rapido e eficaz
efeito que apresentam nos casos de envolvimento cerebral causado por esse
parasito. Embora exista a possibilidade do uso em populagao residente em zona
endémica para que essa nao se infecte pelo Schistosoma, as formulagbes atuais
da artesiminina e/ou seus derivados nao parecem ter indicagao do ponto de vista
pratico, seja pela necessidade do tratamento repetido e constante nessas areas,
seja pela possibilidade do aparecimento de formas resistentes a essas drogas na
malaria. Todavia, é possivel indica-las para o tratamento de curto prazo de
pessoas que obrigatoriamente tém que entrar em contato com aguas
contaminadas em zonas endémicas, como, o pessoal das forcas armadas ou

limpadores de canais de sistema de irrigagao.

5 RESISTENCIA AS DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS

Foram Rogers and Bueding (1971) que pela primeira vez demonstraram a
existéncia de uma cepa de S. mansoni resistente a um agente esquistossomicida
(Rogers & Bueding 1971). De fato, camundongos infectados com uma cepa de S.
mansoni de Porto Rico foram tratados com hycanthone, por via intramuscular, e,
nestes, foi vista parada temporaria da eliminacdo de ovos nas fezes. Quando os
ovos voltaram a ser encontrados nas fezes, 12 meses apés o tratamento,
estavam viaveis dando origem a miracidios capazes de infectar caramujos. As

cercarias provenientes desses foram utilizadas para infeccdo de camundongos,
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cujos vermes adultos mostraram estar resistentes ao tratamento com hycanthone
(Rogers & Bueding 1971). Logo em seguida, Katz et al. (1973) isolaram, também
pela primeira vez, cepas de S. mansoni provenientes de dois pacientes menores
que haviam sido tratados por duas vezes com hycanthone e uma vez com
niridazol e mesmo assim continuavam eliminando ovos viaveis nas fezes.
Fechando o ciclo em laboratério, os camundongos infectados por essa cepa
(WW) mostraram resisténcia ao tratamento com hycanthone e também com
oxamniquina (Katz et al. 1973). Varios estudos posteriores confirmaram a
existéncia de cepas resistentes a esses agentes esquistossomicidas (Campos et
al. 1973, Dias et al. 1978, Dias et al. 1982, Coles et al. 1987, Araujo & Souza
1991, Coelho et al. 1997, Conceicao et al. 2000, Fallon & Doenhoff 1994). Em
1991, Katz et al, trataram dois grupos de criangas: o primeiro constituido de 90
pacientes com oxamniquina (dose unica, oral de 20g/kg) e o segundo de 110
pacientes com praziquantel (dose unica oral, de 60mg/kg). O percentual de cura
foi semelhante em ambos os grupos (85%). Em seguida, os n&o curados com a
droga utilizada receberam a outra medicagcdo. No total, para o segundo
tratamento, foram tratados 12 pacientes com oxamniquina ou com praziquantel.
Destes, apenas um continuou eliminando ovos viaveis de S. mansoni. Esse
ensaio mostrou que individuos ndo curados com oxamniquina foram curados
com praziquantel e vice-versa. Destaque-se ainda que foram obtidos cinco
isolados dessas criangcas antes do primeiro tratamento. Nao foi detectada
correlagado entre a resposta a droga utilizada nas criangas e as obtidas em
animais de experimentagado, permitindo a conclusdo de que a falha terapéutica
clinica nem sempre esta associada a presencga de resisténcia da cepa de S.
mansoni e que a resposta ao tratamento € droga especifica (Katz et al. 1991).

Fallon e Doenhoff (1994) utilizaram um “pool” de cercarias provenientes de
quatro isolados de S. mansoni oriundos de regides geograficas diferentes. Apds
sete tratamentos com doses subcurativas de praziquantel, que foram sendo
aumentadas a cada tratamento, obtiveram uma cepa da qual, 93% dos vermes
sobreviveram a trés doses de 300 mg/kg, enquanto apenas 10% dos vermes
sobreviveram no grupo controle. Essa cepa demonstrou ser resistente ao
praziquantel, mas sensivel ao uso da oxamniquina, isto é, trata-se de cepa
resistente a uma droga especifica (Fallon & Doenhoff 1994).

Os resultados dos exames coproparasitolégicos realizados em populagdes

residentes em Richard Toll (Senegal) apds o tratamento com praziquantel (dose

58



Tese de Doutorado

Unica, oral de 40mg/kg) revelaram uma baixa porcentagem de cura, de apenas
18% nos infectados pelo S. mansoni (Gryseels et al. 1994).

A divulgagao desses resultados causou grande comog¢ao na opinido publica,
bem como na comunidade cientifica, exigindo varias manifestacbes da OMS,
temerosa do praziquantel ser contestado como esquistossomicida na Africa.

Muitos estudos e ensaios clinicos foram realizados para explicar este mau
resultado do praziquantel, discordante dos outros inUmeros ensaios realizados
nas mais diferentes regides geograficas em trés continentes, que apresentaram
boa eficacia terapéutica. Ensaio clinico utilizando-se duas doses de 30 mg/kg
foram realizados, em 30 criancas infectadas com carga parasitarias alta que
foram alocadas em diferentes grupos e tratados com a dose usual e com a dose
maior. Os resultados dos exames coprolégicos e também da pesquisa de
antigeno circulante ndao mostraram diferenga significativa do percentual de cura
entre os dois grupos (44% e 34%, seis semanas apos o tratamento), (Gryseels et
al. 1994, Stelma et al. 1995). E interessante dessacar que foi observado (em
ambos os grupos) um decréscimo de 99% na contagem de ovos de S. mansoni
nas fezes. Outro estudo comparando praziquantel (40 mg/kg) com oxamniquina
(20mg/kg) foi realizado em 138 pacientes (5-75 anos de idade) provenientes do
mesmo foco (Ndombo-Richard Toll). Seis semanas apdés o tratamento, o
percentual de cura foi de 79% nos tratados com oxamniquina e de 36% com
praziquantel (Stelma et al. 1997). Varias hipéteses foram levantadas para
explicar essa baixa atividade da droga nesse importante foco esquistossomatico:
transmissao alta com reinfeccbes precoces, presenca de vermes imaturos,
resposta imune deficiente dos pacientes por tratar de um foco recente, uso de
droga com baixa qualidade e susceptibilidade baixa ou mesmo resisténcia de
cepas na area (Gryseels et al. 2001).

Experimentalmente foi demonstrado em camundongos tratados com
praziquantel e infectados com isolados de Richard Toll que os animais
apresentaram resposta terapéutica bem menor do que com a cepa de S.
mansoni mantida rotineiramente no laboratério (Fallon et al. 1995). As diferentes
partidas de praziquantel utilizadas nos ensaios clinicos mostraram-se igualmente
eficazes nos ensaios experimentais em camundongos (Katz & Araujo {dados nao
publicados}, Stelma et al. 1995). Grysels et al. (2001) revisaram o0s varios
estudos e ensaios clinicos realizados com praziquantel e discutem em extensao

as varias possibilidades, concluindo que o baixo indice de cura pode ser
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explicado pela alta carga parasitaria e intensa transmissao na area e que nao é
possivel afirmar se existe ou ndo resisténcia na cepa senegalense. Todavia a
meta-analise realizada por Denso-Appiah & De Vlas (2002) analisando varios
ensaios clinicos realizados em diferentes paises da Africa (Suddo, Burundi,
Zaire, Egito e Senegal) mostrou que a alta intensidade da carga parasitaria nos
pacientes tratados bem como a técnica utilizada no diagnéstico e avaliagao
podem explicar parcialmente o percentual baixo de cura, mas o que foi chamado
de “fator Senegal’, isto €, a resisténcia ou tolerancia da cepa do S. mansoni ao
praziquantel, ndo pode ser excluido.

Ismail et al. (1996) relataram que no Egito de 1988 a 1991 foram tratados com
praziquantel mais de 10 milhdes de pessoas infectadas pela esquistossomose.
Nesse ultimo ano, observaram no Delta do Nilo que 2,3% dos infectados néao
haviam sido curados, embora houvessem sido tratados com trés doses
sucessivas de praziquantel (duas de 40 mg/kg e a terceira de 60 mg/kg). Quando
os ovos de S. mansoni provenientes desses pacientes foram utilizados para
fechar o ciclo, os camundongos infectados e tratados com praziquantel
mostraram 80% deles, uma baixa resposta a droga (Ismail et al. 1996). Também
in vitro a resposta estava diminuida, seja em relagdo a contracdo dos vermes
(Ismail et al. 1999) seja quanto a ruptura do tegumento dos vermes (William et al.
2001), quando em contato com o praziquantel.

Observagdo muito interessante foi vista numa cepa resistente (R1), oriunda
de um paciente que havia sido tratado com praziquantel e oxamniquina e que
nao havia sido curado (Coelho et al. 1998). Essa cepa (R1), comparada com a
cepa LE (mantida rotineiramente no laboratério), apresentava a mesma
susceptibilidade a oxamniquina (200 mg/kg, dose unica oral, em camundongos),
quando o tratamento foi feito na fase da infecgdo na pele (1 dia) ou na pulmonar
(6 dias). A resisténcia a droga manifestou-se no inicio da maturidade dos vermes,
25 dias apos a infecgado, (Coelho et al. 1998). Também Mattoccia & Cioli (2004)
observaram que para o tratamento da infecgdo aos 28 dias, em camundongos
infectados com a cepa de Porto Rico, foi necessaria dose 30 vezes maior de
praziquantel do que a usada para a infeccao com 49 dias.

Trés conclusdes importantes podem ser tiradas dos estudos discutidos: 1°) é
possivel selecionar (ou induzir) cepas resistentes ao praziquantel e a
oxamniquina em laboratério; 2°) existem cepas em diferentes regides endémicas

que apresentam naturalmente diferente susceptibilidade (ou mesmo tolerancia)
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aos agentes esquistossomicidas; 3°) tendo em vista a possibilidade tedrica de
encontro de cepas resistentes a oxamniquina e praziquantel (o que ainda nao foi
demonstrado em um mesmo isolado) e considerando que para muitas regides na
Africa e em toda Asia apenas o praziquantel vem sendo usado (pois a
oxamniquina nao apresenta atividade contra o S. haematobium ou o S.
Jjaponicum ou mesmo para o S. mansoni em muitas regides do continente
africano) € necessario e wurgente o encontro de novos agentes

esquistossomicidas.

6 ASSOCIACAO DE DROGAS

A associagdo de drogas para o tratamento da esquistossomose na clinica
médica ou em programas de saude publica tem como objetivos: 1) uso de menor
quantidade de cada uma visando diminuir a freqliéncia dos efeitos adversos
(e/ou toxicos) e aumentar o indice terapéutico; 2) dificultar (ou impedir) o
aparecimento de cepa resistente ao agente esquistossomida; 3) curar os
pacientes que tenham concomitancia de infec¢gdo crbnica e re-infecgao recente
(vermes maduros e imaturos); 4) obter, de preferéncia agado sinérgica entre as
drogas e nao apenas acao aditiva.

A associagdo de drogas tem seguido dois caminhos, 1) uso de duas drogas
esquistossomicidas (exemplo: praziquantel e oxamniquina, praziquantel e
artemether); e 2) uso de um agente esquistossomicida associado a uma droga
que tenha atividade sobre o metabolismo da primeira (por exemplo: praziquantel
e cimetidina). Nao se devem esquecer as incompatibilidades farmacoldgicas
entre drogas, que podem interferir na agao isolada de cada uma (por exemplo:
praziquantel e corticoesterdéides).

Neste capitulo serdo discutidos os ensaios clinicos, especialmente os
resultados obtidos no uso da associagdo da oxamniquina e praziquantel e dessa
com artemether.

Em 1983, Pugh e Teesdale ensaiaram a combinagao praziquantel (de 8 a 20
mg/kg) e oxamniquina (4 a 10 mg/kg) em escolares de 6 a 20 anos no Malawi.
Estes estavam infectados com S. mansoni e/ou S. haematobium. Mesmo com as
doses maiores, os efeitos colaterais foram poucos, mostrando ser essa

associagao bem tolerada. Os autores concluirem que houve agéao sinérgica entre
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as duas drogas (Pugh & Teesdale 1983). Todavia, na analise dos resultados
foram levantadas algumas objecbes, tais como: 1) os grupos de escolares
tratados eram constituidos por numero pequeno de casos (22 a 30 por grupo); 2)
metade dos pacientes apresentava infecgdo mista; 3) sé foi considerada a
reducdo do numero de ovos, ndao sendo mencionada o percentual de cura; 4) a
intensidade da infecgdo era alta antes do tratamento e 5) apenas um unico
exame de fezes ou urina foi realizado, um més apos o tratamento (Utzinger et al.
2003). Outro ensaio clinico utilizando-se a associagéo de praziquantel (20 mg/kg)
e oxamniquina (4 a 10 mg/kg) foi realizado no Zimbabwe em crian¢as de 7 a 16
anos infectados com S. mansoni e/ou S. haematobium. Os autores concluiram
que essa associagao nao foi superior ao uso do praziquantel sozinho (Creasey at
al. 1986).

No Brasil, os ensaios clinicos realizados apresentaram resultados
contraditorios. De fato, Campos et al. 1985, utilizando a associagao praziquantel
(15 mg/kg/oral) e oxamniquina (7,5 mg/kg/oral) obtiveram evidéncias de que essa
associacdo fosse vantajosa. O mesmo nao foi confirmado por outros
pesquisadores, em ensaios no pais, que concluiram pela falta de agao sinérgica
com essa associacéo (Dietze & Prata 1986, Zwingenberger et al. 1987, Grysche
et al. 2004).

Recentemente, foram realizados dois ensaios na Africa. O primeiro ocorreu no
Senegal, em uma area onde a transmissdo de S. mansoni é muito intensa
(Richard Toll) e que ja foi citada neste capitulo, no que diz respeito a resisténcia
ao praziquantel. O ensaio clinico incluiu 110 pacientes infectados com S.
mansoni com idade 1 a 60 anos. Os pacientes foram divididos em trés grupos e
tratados com praziquantel (40mg/kg, dose Unica) e artesunato (dose total de 12
mg/kg, distribuidas em 5 dias e com as duas associadas). A avaliagcao de cura foi
feita através de duas laminas de uma mesma amostra fecal, pelo método de
Kato-Katz (Katz et al. 1972) na semana 5, 12 e 24. O indice de cura na primeira
avaliacéo foi de respectivamente 69 e 44%, para a associacdo ou praziquantel
isoladamente. Ja a reducdo de numero de ovos de S. mansoni nas fezes foi
semelhante nos dois grupos tratados, em torno de 86%, (De Clercq et al. 2000).

O segundo ensaio clinico foi realizado no Gabao (Africa) em 296 criangas
infectadas pelo S. haematobium e tratadas com praziquantel mais placebo ou
praziquantel e artesunato nas mesmas doses do primeiro ensaios acima relatado.

Os percentuais de cura observados nao foram significativamente diferentes,
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sendo respectivamente de 73% e de 81% para a associagao (Borrmann et al.
2001). Essa associacdo vem sendo estudada com mais freqiéncia na China
(Xiao et al. 2002, Utzinger et al. 2000, Xiao et al. 2000).

Esses resultados, embora ndo muito animadores, indicam a necessidade de
Novos ensaios com outras posologias com essa associagao, evitando-se, todavia,
fazé-lo em areas endémicas, onde co-existam a malaria e a esquistossomose.

A segunda abordagem que pode ser sugerida € a administragdo de
praziquantel e cimetidina. Os ensaios clinicos realizados em portadores de
neurocisticercose que permitiram passar de esquemas terapéuticos de longa
duragdo para tratamento em um Unico dia, quando ao praziquantel foi
acrescentado a cimetidina, indicam um bom modelo a ser experimentado nos
casos de esquistossomose. O aumento da biodisponibilidade e da concentragao
do praziquantel no plasma em até duas vezes e meia, quando essa associagao
foi utilizada, permite que se tenha perspectiva de alcancar bons resultados na
terapéutica clinica. Também outras drogas podem ser associadas com o mesmo
desiderato, uma vez, que, por exemplo, a administracdo simultdnea do miconazol
e praziquantel em estudos experimentais em ratos mostrou aumento de até cinco

vezes na concentragao plasmatica do praziquantel (Diekmann et al. 1989).

7 TRATAMENTO COMO MEDIDA DE CONTROLE

Trabalho pioneiro, na década de 50, foi realizado por Sette (1953), quando,
examinando a populagdo de uma regido endémica de esquistossomose em
Pernambuco que havia sido tratada com antimoniais, demonstrou diminuigdo
significativa do numero de casos de cirrose hepatica apds o tratamento de
milhares de pacientes com esquistossomose. Esse achado levou Kloetzel, nos
anos sessenta, a estudar em area endémica semelhante o resultado do
tratamento especifico na evolugdo das formas graves em criangas e a sugerir
como conclusdo do observado, que essas deveriam ser tratadas
independentemente da possibilidade de serem reinfectadas (Kloetzel 1962,1967).
Em trabalho posterior e decisivo, realizado na Bahia, por Bina (1977), os
resultados demonstraram claramente que as criangas residentes em zona
endémica de S. mansoni tinham tendéncia a adquirir a forma hepatoesplénica

com o passar dos anos. De fato, no grupo examinado (controle) havia onze
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portadores de forma hepatoesplénica e apds seis anos foram encontrados 33
casos. Em um segundo grupo examinado na area, havia 14 criangas com forma
hepatoesplénica em criangas infectadas e que foram tratadas (com hycanthone).
Apds seis anos, quatro criangas apresentaram redugdo do tamanho do figado e
baco, passando a serem consideradas como de forma intestinal ou
hepatointestinal e nenhum novo caso de forma hepatoesplénica foi encontrado
nesse grupo tratado, embora praticamente todos estivessem novamente
eliminando ovos de S. mansoni nas fezes devido a reinfec¢des (Bina 1977).

Esses trabalhos, entre outros, realizados no Brasil (Katz et al. 1977, Coura et
al. 1980, Prata et al. 1980) foram decisivos para que a Organizagao Mundial de
Saude, em 1985, apds reunido de “peritos” na area da esquistossomose, em que
havia trés pesquisadores brasileiros e a coordenagao de um pesquisador
americano que também havia residido e pesquisado esquistossomose no Brasil
(Bahia) durante muitos anos, passasse a indicar o controle da morbidade através
do tratamento especifico dos portadores de esquistossomose em zonas
endémicas (World Health Organization 1985). Com o aparecimento de drogas
esquistossomicidas que podiam ser administradas em dose unica oral, com
atividade terapéutica boa e com efeitos adversos e téxicos de baixa intensidade
foi possivel iniciar em varias areas endémicas projetos-pilotos que visavam o
controle da morbidade (medida pela diminuigdo da incidéncia ou o0 nao
aparecimento das formas graves, isto é, forma hepatoesplénica). Estes projetos-
pilotos realizados em diferentes estados brasileiros mostraram claramente que o
uso da droga (mesmo que isoladamente) permitia uma baixa rapida da
prevaléncia e da intensidade da infec¢do na populacdo tratada (embora, se
interrompido o tratamento, a tendéncia era da prevaléncia e intensidade voltarem
aos indices anteriores). O mais importante, porém, € que embora houvesse
reinfecgdes, ndao havia aparecimento de novos casos de forma hepatoesplénica
(Katz 1992). Com a introducdo do PECE (Programa Especial de Controle da
Esquistossomose) no Brasil, em 1976, foram examinados e tratados com
oxamniquina milhdes de brasileiros (PECE, 1976). Embora haja discussao e
discordancia do que esse Programa produziu em relagdo a prevaléncia no pais,
parece unanime a conclusao da significativa baixa da incidéncia e prevaléncia
das formas hepatoesplénicas (Coura et al. 1983, Lima e Costa et al. 1996, Carmo
& Barreto 1994, Favre et al. 2001).
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Em relacdo a outras manifestagbes morbidas causadas pela
esquistossomose, como: renal, genital, cutanea, cerebral, medular etc, faltam
avaliagbes do efeito dos agentes esquistossomicidas na incidéncia e evolugao
dessas outras formas, quando populacdes séo tratadas. Estudos realizados em
diferentes paises tém também mostrado os beneficios causados pelo tratamento
das populagdes residentes em zonas endémicas: baixa da intensidade e da
prevaléncia foi vista em paises da Africa, resolucdo da anemia e interrupgdo da
eliminagdo de sangue nas fezes, reversao do aumento do volume do figado e
baco e reversao da fibrose hepatica (El Sayed et al. 1997, Boisier et al. 1998,
Domingues et al. 1990, Sukwa 1993, Mohamed 1991, Homeida et al. 1991).

A esse respeito, vale ler revisdo sobre o impacto da quimioterapia sobre a
morbidade causada pelas esquistossomoses em diferentes areas geograficas
(Richter 2003).
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Il Comentarios finais

N&o é conveniente que haja apenas uma droga para o tratamento de
uma doenga endémica como a esquistossomose. De fato, considerando o uso
da oxamniquina cada vez menor, quando comparado com o do praziquantel,
este ultimo passara a ser brevemente o unico utilizado. Alias, isso ja vem
acontecendo na Africa e na Asia, pelos motivos anteriormente discutidos.
Assim sendo, € urgente que novos esforgos sejam feitos para descobrimento
de novos agentes esquistossomicidas, especialmente nos paises endémicos
para a esquistossomose. Nesse caso o Brasil destaca-se seja por ter massa
critica de pesquisadores dedicados a esse assunto, ou mesmo pela aplicacao
de soma de recursos apreciaveis nessas investigagdes (embora, no total,
esse montante ainda seja inferior as necessidades). Os pesquisadores
brasileiros junto com 6érgéos internacionais, a OMS em primeiro lugar, mas
também associados a industrias farmacéuticas que contam com expertise e
fazem sintese de moléculas novas e mesmo modificagcdo de algumas ja
estudadas, poderiam em conjunto proporcionar o aparecimento de novos
agentes esquistossomicidas. E claro que se formos esperar que a industria
farmacéutica sozinha va investir a soma de 800 milhdes de ddlares
americanos para o descobrimento de um novo agente, essa solugéo nao é
pratica, nem realista, nem viavel.

O esquema de cooperacdo aqui proposto talvez possa custar um
décimo dessa verba or¢ada empiricamente, mas citada como argumento para
que nao sejam realizados ensaios experimentais e clinicos com um novo
esquistossomicida. Por outro lado, o reconhecido efeito benéfico do
tratamento especifico da esquistossomose indica que seu uso deva ser
continuado e ampliado nos paises endémicos, mesmo sabendo que apenas o
controle da morbidade podera ser alcangado com essa medida isoladamente.
Alias, a OMS, na sua Resolugao WHA 5419, de maio de 2001, recomendou
aos estados-membros que garantissem o acesso as drogas essenciais contra
a esquistossomose (e geohelmintos) nos servigos de saude nas zonas
endémicas. O objetivo € de tratar especificamente pelo menos 75% das

criangas em idade escolar, regularmente, até o ano de 2010 (WHO, 2005).
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Todos os esforcos dos pesquisadores, dos formadores de opiniao
publica e dos agentes do governo dever&do ser canalizados no sentido de
convencer as autoridades responsaveis da necessidade imediata do aumento
de investimentos no fornecimento de agua potavel e sistema de esgoto,
tecnicamente corretos, para as cidades e aglomerados humanos, onde,
associados as medidas de educacgido para a saude e tratamento clinico em
larga escala, podera ser a resposta adequada para o controle da transmissao
da endemia esquistossomoética, bem como de varias outras doencgas
relacionadas a precariedade do saneamento basico.

Espera-se que, para o Brasil, onde ha quase 100 anos foram descritos
0s primeiros casos de esquistossomose, ndo seja necessario mais um século

para se considerar a esquistosssomose como endemia controlada.
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