UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

TARSILA FERRAZ FREZZA

AVALIACAO DO EFEITO DO PRAZIQUANTEL ASSOCIADO A LIPOSSOMAS
EM SCHISTOSOMA MANSONI IN VIVO

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia, da Universidade Estadual

de Campinas (UNICAMP), para

Este exemplar corresponde a redagao Ana: obtencdo do Titulo de Mestre em

da tese defendida pelo(a) candidats (a) Parasitologia.
Tualy Fme, fus,, i

aprovada pela Cmisgac o.lgatars.

Orientadora: Profa. Dra. Silmara Marques Allegretti

CAMPINAS

2007



FICHA CATALOGRAFICA

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Frezza, Tarsila Ferraz

FB39a Avaliagéo do efeito do praziquantel associado a
lippssomas em Schistosoma mansoni in vivo / Tarsila
Ferraz Frezza. — Campinas, SP: [s.n.], 2007.

Orientadora: Silmara Marques Allegretti.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Schistosoma mansoni. 2. Praziquantel. 3.
Lipossomos. 1. Allegretti, Silmara Marques. Il

Universidade Estadual de Gampinas. Instituto de Biologia.
. Titulo.

Titulo em inglés: Evaluation of the praziquantel in liposome effect in Schistosoma mansoni in
vivo.

Palavras-chave em inglés: Schistosoma mansoni; Praziquantel; Liposome.
Titulagéo: Mestre em Parasitologia.

Banca examinadora: Silmara Marques Allegretti, Luiz Augusio Magalhaes, Maria Palmira
Daflon Gremiao.

Data da defesa: 27/07/2007.

Programa de Pds-Graduagao: Parasitologia.



BANCA EXAMINADORA

BANCA EXAMINADORA

Prof(a). Dr(a). Silmara Marqgues Allegretti

Prof. Dr. Luiz Augusto Magalhdes

Prof(a). Dr(a). Maria Palmira Daflon Gremiao

Prof(a). Dr(a). Marlene Tiduko Ueta

Prof(a). Dr(a). Mara Cristina Pinto

Campinas, 27 de julho de 2007.

£ = 2 2L

Assinatura

i
L_/ﬁm

Assinatura

Assinatura



AGRADECIMENTOS iv

AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Silmara Marques Allegretti, meus mais sinceros e profundos
agradecimentos pela orientacdo, pelo profissionalismo, pela amizade, pela
preocupacao, pela dedicacao, pela disponibilidade, pela paciéncia e pelo afinco
com que abracou este trabalho e, porque nao dizer, abragou a mim também.

Aos membros da banca de exame prévio Profa. Dra. Marlene Tiduko Ueta, Prof.
Dr. Luiz Augusto Magalhaes, Profa. Dra. Maria Palmira Daflon Gremiao e Profa.
Dra. Mara Cristina Pinto que com suas consideragoes e criticas me auxiliaram na
conclusao dessa dissertacao.

Ao Dr. “6” Rubens Riscala Madi pelas analises estatisticas, pela amizade, pelos
conselhos e pelas informacdes compartilhadas nao s6 durante o desenvolvimento
deste trabalho, como também ao longo dos anos.

Aos técnicos do Departamento de Parasitologia da Unicamp, Joao Batista Alves
de Oliveira e Ivo Gongalves Pereira e aos alunos de graduacdo em Biologia da
Unicamp, Tamy Midori Banin e Anderson Tintino dos Santos, pelos apoios tanto
técnicos como fraternos, sem os quais ficaria mais dificil a realizacao deste
trabalho.

Ao Prof. Dr. Aricio Xavier Linhares, pelo auxilio nas analises estatisticas.

A aluna de Pés-Graduagdo em farméacia da Unesp de Araraquara, Ana Luiza
Ribeiro de Souza, pelas prepara¢cdées com Praziquantel.

A Coordenacédo da subcomissdo de Pés-Graduagdo em Parasitologia, na pessoa
da Profa. Dra. Urara Kawazoe, pelo auxilio prestado.

A minha familia, minha maior incentivadora, que sempre me apoiou
incondicionalmente durante esta e outras caminhadas.

A Maria Isabel Miller, minha amiga, minha irma, obrigada por todos os momentos
que me concedeu ao seu lado.

Aos amigos do Departamento de Parasitologia da Unicamp e aos amigos da
Graduacao em Biologia da Puc-Campinas (2001-2004), pelas risadas, pelas
confidéncias, pelos momentos de descontracdo, pelas alegrias, pelo apoio nos
momentos dificeis... guardarei para sempre essas lembrangas.

Aos camundongos, pois sem eles nada seria possivel

A todos vocés, que foram meus “companheiros de viagem”, meu muito obrigada.



SUMARIO v

SUMARIO

Lista de TabEIAS......eeeeieeie e Vi
LiSta d@ FIQUIAS....coo it e e vii
RESUMO <.t e e e e e er s nn e e e e e e e as viii
FAY 0 1] (= Vo] ST PP PP PPPPPPPPI X

l. 1100 11 [o7=To PRI 1
I (@] 0] =] {17/ ORI 8
[l Material € METOAOS. ... .ueiiiiiiei e 9
V. RESURAAOS. ... 21
V. DISCUSSE0. ...t eeeeee i ettt ettt e et e e e e e e e e e an 47
VI CONCIUSOES. ... eeeeiiiiiee ettt ettt ettt e e e e e enes 66
VII.  Referéncias BibliografiCas........cccououuiiiriiiiiiiiiiiie e 69

VL ANEXO | oo 84



SUMARIO Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre a populagcdo de vermes adultos de
Schistosoma mansoni. Tratamento aos 30 dias de iNfECGAO .......cccverieeiiiiiiiie e 28

Tabela 2: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre a populagcdo de vermes adultos de
Schistosoma mansoni. Tratamento aos 45 dias de iNfECGAO ........ccuveiueeiiiiiiiie e 29

Tabela 3: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre os ovos de Schistosoma mansoni.

Tratamento aos 30 dias de INTECGAD ......ooiieiiiiiiii e 40

Tabela 4: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre os ovos de Schistosoma mansoni.

Tratamento a0s 45 dias de INTECGAD ......ciiiei it et 41

Tabela 5: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre a area dos granulomas no figado.

Tratamentos feitos aos 30 dias de INFECGAOD ......ouiviiiiiiii i s 45

Tabela 6: Efeito das doses de PRZ e PRZ+LPZ sobre a area dos granulomas no figado.
Tratamentos feitos aos quarenta e cinco dias de INfECGAD .......ccocvvviiiriiiiiiii e 46



SUMARIO vii

LISTA DE FIGURAS

Figura1: Esquema do cronograma das iNfECCOES ........ueeiiieirieeeriiii et 13
Figura 2: Escala visual de granulomas NO DAGO ........c.cuiiiiiiiiini it 16
Figura 3: Escala visual de granulomas No figado ..........cceeuueiiiiiiiie i 16
Figura 4: Escala visual de granulomas N0S PUIMOES ........cuuiiiiiiiiiee e 17
Figura 5: Escala visual de granulomas em fragmento do intestino delgado ...........cccccviiniinennn. 17

Figura 6: A. Quantidade de Vermes Adultos Fora do Sistema Porta Hepatico (VFSPH). B.
Quantidade de Vermes Adultos no Sistema Porta Hepatico (VSPH) .......cccciviiiiiiiin e, 25

Figura 7: Quantidade de ovos por grama de fEZES ........cceiiiiiiuiiii i 33

Figura 8: Oograma dos grupos tratados aos: A. 30 dias de infecgao; B. 45 dias de infecgéo ........ 38



RESUMO viii

RESUMO

Para o tratamento da esquistossomose mansonica no Brasil, a
Oxamniquina (OXA) e o Praziquantel (PRZ) sédo os farmacos escolhidos. O
primeiro tem sua producdo reduzida por causa dos efeitos colaterais,
carcinogénicos e mutagénicos que apresenta. O segundo tem amplo espectro de
atuacao e baixa toxicidade, quando comparado ao OXA, mas tem a desvantagem
de ser eliminado rapidamente pelo organismo. Além disso, tem ag¢do dependente
da idade do parasito e seu uso extensivo culmina na resisténcia do Schistosoma
mansoni ao farmaco. Assim, o estudo de novas alternativas que tornem o PRZ
mais disponivel no organismo, com taxa de liberagdo mais adequada, é

necessario. Uma dessas alternativas € sua incorporagao ao lipossoma (LPZ).

O presente trabalho teve por objetivo analisar o efeito do PRZ incorporado
a LPZ (PRZ+LPZ) pela sua agao na sobrevida dos vermes adultos de S. mansoni,
linhagem BH, e alteracdo na postura dos ovos além da sua acao na formacao de

granulomas no figado.

Foram testadas cinco doses de PRZ livre e PRZ+LPZ (40; 47; 60; 250 e
300 mg/kg) em camundongos Swiss, administradas por meio da tubagem
esofagica, em dose unica. Os lipossomas de fosfatidilcolina foram preparados pelo
método da sonicacdo. Os camundongos foram divididos em dois grandes grupos
(um deles foi tratado apo6s 30 dias de infecgdo e o outro apds 45 dias) sendo que
em cada grupo, dez animais receberam uma determinada dose de PRZ a ser
testada, para os outros dez a mesma dose, dessa vez com o PRZ+LPZ e para os
dez restantes, Tampao Tris HCI pH 7,5. Ap6s 15 dias da administracdo do

tratamento, os animais foram sacrificados e necrospsiados.

O tratamento feito com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg, administrado no
45° dia de infeccao, mostrou-se mais eficaz para a maioria dos parédmetros
analisados (maior quantidade de vermes fora do sistema porta-hepatico —
indicando uma resposta do verme a acao do farmaco -, maior redu¢do no namero

de vermes e de ovos nas fezes e maior reducdo dos ovos viaveis no intestino —
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principalmente dos imaturos). Provavelmente, este tratamento alterou a oviposi¢cao
do verme. Os 6érgaos dos camundongos tratados com PRZ+LPZ na dose 300
mg/kg, administrado no 30° dia de infeccdo, apresentaram poucas lesdes. Além
disso, ndo apresentaram granulomas nos figados observados histologicamente, o
que pode ser explicado pela baixa oviposicdo que ocorre nesse periodo, com o
fato deste tratamento talvez ter a capacidade de minimizar a formagdo dos

granulomas.

O tratamento feito com PRZ+LPZ foi superior provavelmente porque
aumentou a disponibilidade do farmaco no organismo assim como a sua
solubilidade em meios aquosos. Além disso, o farmaco, quando incorporado,
provavelmente foi absorvido com mais facilidade pelo verme, fazendo com que os

danos provocados pelo PRZ no parasito, fossem mais profundos.
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ABSTRACT

For the treatment of schistosomiasis mansoni in Brazil, the drugs of choice
are Oxamniquina (OXA) and the Praziquantel (PRZ). OXA has its production
reduced by its collateral, carcinogenic and mutagenic effects that it presents. PRZ
has wide action spectrum and low toxicity, when compared to OXA. However, it has
the disadvantage of being eliminated very fast by the organism. Besides, it has its
action depending on the age of the parasite and its extensive use leads to a
resistance of the Schistosoma mansoni to the drug. It’s necessary the research of
new alternatives to make PRZ more available in the organism, with more adequate

liberation rate. One of these alternatives is its incorporation to the liposome (LPZ).

The current work had as a target to analyze the effect of the PRZ
incorporated to LPZ (PRZ+LPZ) by its action in the survival of adult worms of
Schistosoma mansoni, BH strain, and alteration in the laying of eggs beyond its

action in the formation of granulomas in the liver.

Five doses were tested of PRZ e PRZ+LPZ (40; 47; 60; 250 and 300
mg/kg) in Swiss mice, administered by the intragastric route in only one dose. The
liposomes of phosphatidilcoline were prepared by the method of sonication. The
mice were divided in two big groups (one of them was treated after 30 days of
infection and the other group treated after 45 days) and in each group ten animals
received a determined dose of PRZ to be tested, to the other ten the same dose,
this time with PRZ+LPZ and to the last ten, Busser Tris HCI pH 7,5. After 15 days
of the administration of the treatment, the animals were sacrificed and necropsies.

The treatment done with PRZ+LPZ in the dose of 300 mg/kg, administered
of the 45th day of the infection, showed itself superior to the majority of the
analyzed parameters (higher quantity of worms outside the porta-hepatic system —
which indicates a response of the worm to the action of the drug -, big reduction in
the number of worms and eggs in the fezzes and big reduction of the viable eggs in
the intestines — mainly of immature eggs). Probably this treatment altered the
oviposition of the worm. The organs of mice treated with PRZ+LPZ in dose of 300
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mg/kg, administered in the 30est day of infection, presented fewer injuries.
Besides, they don’t show granulomas in the livers observed histological, which can
be explained by the low oviposition that occurs in this period, with the fact that this

treatment perhaps having the capacity of minimize the formation of granulomas.

The treatment done with PRZ+LPZ was superior probably because the
availability increased of the drug in the organism as well its solubility in water
environment. Besides, the drug, when incorporated, probably was more easily

absorbed by the worm, making the harm provoqued by PRZ deeper.
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|. INTRODUCAO

A esquistossomose mansénica, também conhecida por esquistossomiase,
bilharziose, xistosa, doenca do caramujo ou barriga d’agua, € uma infeccao
parasitaria comum causada pelo trematddeo digenético intravascular Schistosoma
mansoni (Blanchard et al., 1993).

A distribuicao geografica da doenca se concentra nos paises em
desenvolvimento onde a politica sanitaria € inadequada, coincidindo com a
existéncia de algumas espécies de moluscos de agua doce do género
Biomphalaria, que sao os hospedeiros intermediarios do parasito (Savioli et al.,
1997; Chitsulo et al., 2000). E encontrada principalmente na regido do Oriente
Proximo (Israel, Arabia Saudita, 1émen, Iran, Iraque), em grande parte da Africa
(Egito, Libia, Mogcambique, Camardes, Nigéria, Angola, entre outros) nas Antilhas
(Porto Rico, Republica Dominicana) e na América do Sul (Venezuela e Brasil)
(SUCEN, 2004).

No Estado de Sao Paulo, entre 1981 a 1997, foram notificados 271.191
casos a SUCEN. Dentre as regides de maior prevaléncia neste Estado destacam-
se o Vale do Paraiba, o Vale do Ribeira, a Baixada Santista e a regido de
Campinas, sendo esta ultima de grande importancia epidemiolégica (SUCEN,
2004).

O ciclo biolégico do S. mansoni é complexo ja que envolve uma fase de
reproducao sexuada, pelos vermes adultos, nos hospedeiros definitivos (humanos
e camundongos, por exemplo) e uma fase assexuada em moluscos do género
Biomphalaria (hospedeiros intermediarios). O hospedeiro definitivo se infecta ao
entrar em contato com cole¢cdes de agua-doce contendo cercarias (forma larval
livre-natante do parasito). As cercarias penetram na pele intacta do hospedeiro
definitvo e se transformam em outra larva, o esquistossdmulo. Os
esquistossémulos, por sua vez, penetram nos vasos sanguineos e sao levados

pela circulacdo para o coragado, pulmbes e em seguida para o figado, onde



INTRODUGAO 2

tornam-se adultos e se diferenciam em machos e fémeas. Os vermes adultos
acasalados migram para as veias mesentéricas, onde ocorrera a oviposi¢ao. Parte
dos ovos atravessam a parede intestinal, alcangcam a luz e sdo eliminados com as
fezes, enquanto que uma outra parte fica retida nos tecidos, como os do figado,
formando ao redor desses ovos uma reagao granulomatosa, causa principal da
morbidade da doenca. O ciclo se completa quando os ovos eliminados ao meio
externo alcancam colecdes de agua doce, quando ocorrera a eclosao da larva
(miracidio) que penetrard no hospedeiro intermedidrio, onde sofrera
transformacdes, até serem geradas as cercarias. Em condi¢des favoraveis o ciclo
completo ocorre em torno de 80 dias, ou seja, cerca de 40 dias para cada
hospedeiro (Xavier et al., 1998; Katz & Almeida, 2003; Utzinger et al., 2003;
Ribeiro-dos-Santos et al., 2006).

Segundo Cunha (1992) a quimioterapia das esquistossomoses teve inicio
com o tartaro emético, um antimonial trivalente que apresentava efeitos colaterais
téxicos, 0 que levou a pesquisa de farmacos mais ativos, livres de metais e
administrados por via oral (Bonesso-Sabadini, 1995). A partir de entao, surgem
novos farmacos como a lucantona (Kikuth & Goénnert, 1948), o niridazole, que
atuava nas trés principais espécies de Schistosoma que parasitam o homem o S.
mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Lambert & Stauffer, 1964) e a
hicantona, obtido pela acé&o do fungo Aspergillus sclerotiorum sobre a lucantona
(Rosi et al., 1965). No entanto, tais farmacos por apresentarem efeitos colaterais
graves além de outros problemas, ndo eram considerados seguros o suficiente
para serem utilizados em larga escala nas regides endémicas (Bonesso-Sabadini,
1995). Em 1969, Richards & Foster descreveram a Oxamniquina e em 1975

Thomas et al., descreveram o Praziquantel.

Atualmente, para o tratamento da esquistossomose no Brasil, a
Oxamniquina (OXA) e o Praziquantel (PRZ) sdo os farmacos de escolha. O
primeiro, que é eficaz somente para S. mansoni, possui efeitos colaterais no
sistema nervoso central, além de ter efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(Barberato, 1996). Também ja foram detectados casos de resisténcia e tolerancia

a esse farmaco, além de ja ter sido notificada sua baixa atividade nos casos de
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esquistossomose mansénica aguda (Frézard & Melo, 1997) — ou seja, no periodo
que vai da 32 a 92 semana de infeccao coincidindo com a fase de producéao de
ovos (Jordan et al.,, 1993). Dessa forma, a distribuicao da OXA nao é adequada,
uma vez que a unica industria farmacéutica que a produz e a comercializa,

mantém sua producéao reduzida (Kusel & Hagan, 1999).

A Oxamniquina foi com éxito encapsulada em vesiculas lipidicas-
liposs6bmicas (Madden et al., 1990). A superioridade da OXA incorporado ao
lipossoma (LOXA) foi demonstrada na liberagdo prolongada do farmaco
encapsulado e na sua protecao do rapido metabolismo do hospedeiro (Frézard &
Melo, 1997). Assim, sua eliminacao pode ser retardada, permanecendo em niveis

pequenos durante um periodo mais prolongado no sangue (Foster, 1973).

Outro fator que atesta a superioridade do LOXA é a sua habilidade de
atuar diretamente no figado, regido onde também se encontram os parasitos
adultos (Frézard & Melo, 1997). Segundo Cioli (1998), a LOXA é, entdao, mais
eficiente que a OXA para o tratamento da esquistossomose experimental quando

administrado subcutaneamente em um periodo préximo a infecgao.

@) PRZ (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4 H-pirazino[2,1-
alisoquinolina-4-ona) foi inicialmente sintetizado para atuar contra cestédeos e seu
uso restringia-se ao uso veterinario (Bouree, 1991). Sabe-se, no entanto, que ele
também pode ser utilizado para o tratamento da esquistossomose provocada por
S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (Webbe
& James, 1977). Atualmente consiste no principal farmaco utilizado no programa
de controle nacional e internacional de todas as espécies de esquistossomose
(Cioli, 1998).

Além do Schistosoma, o PRZ é utilizado no tratamento das infeccoes
provocadas por outros trematddeos, tais como Opisthorchis sinensis, Opistorchis
viverrini, Paragonimus spp., Fasciolopsis buski, Heterophyes heterophyes e
Metagonimus yokogawaii (Wagner, 1984).

Uma das vantagens do uso do PRZ é que, além do seu amplo espectro de
acao, sua toxicidade é baixa (Frohberg, 1984). Tal farmaco também apresenta
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baixa genotoxicidade (Kramers et al., 1991; Montero & Ostrosky, 1997) e baixos
efeitos mutagénicos (Montero et al., 1994), apesar de certos metabdlitos
existentes na urina humana e no plasma de camundongos tratados com PRZ
apresentarem-se mutagénicos para Salmonella sp. e linhagens celulares humanas
e murinas (Montero & Ostrosky, 1997). O risco de provocar efeitos carcinogénicos
é discutivel (Herrera et al., 1994; Anwar et al., 1989; Anwar & Rosin, 1993; Anwar,
1994).

Além desses fatores, outra vantagem é que esse farmaco € bem tolerado
por pacientes de todas as idades e com diferentes formas clinicas de
esquistossomose, incluindo casos hepatoesplénicos avancados, quando usado a
curto ou a longo prazo (Frohberg, 1984; Bassily et al., 1985) e que durante o
tratamento com PRZ observa-se que ha uma reducdo na postura de ovos e
prevencao da fibrose hepatica (Metwally et al., 1995). Também foi observada uma
moderada reducdo na penetracdo das cercarias quando se utiliza o farmaco de

maneira preventiva (Salafsky et al., 1989).

Entretanto, os efeitos colaterais incluem dores de cabeca, nduseas,
anorexia, vémitos, dores abdominais, dores epigastricas, diarréia com ou sem
sangue e muco, febre, mialgia, sonoléncia e mais raramente “rash” e edemas
cutaneos (Cioli & Pica-Mattocia, 2002).

Alguns estudos demonstraram uma baixa eficacia no tratamento da
esquistossomose utilizando-se o PRZ. Primeiramente porque esse farmaco,
apesar de ser rapidamente absorvido pelo organismo quando administrado
oralmente (cerca de 15 minutos, com picos entre 1 a 2 horas), também
desaparece da circulagdo sangtinea rapidamente (entre 1 a 3 horas apés a sua
ingestao), sendo que sua eliminagdo quase que completa (por meio das fezes e
urina) ocorre em cerca de 24 horas (Valencia et al., 1994; Leopold et al., 1978). O
produto da biotransformacdo do PRZ é o PRZ monohidroxilado que, embora
praticamente inativo, possui uma meia vida maior (4 horas) (Steiner et al., 1976;
Cioli et al., 1995; Groll, 1984; EI-Subbagh & Al-Badr, 1998).
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Além disso, o PRZ é mais eficiente para as formas juvenis do
Schistosoma. Assim, o parasito € mais susceptivel a acdo do farmaco
principalmente durante a fase de esquistossdmulo nos primeiros dois dias de
penetracao na pele (Stelma et al.,1995), e também entre a 32 e 42 semanas apos a
infeccao (Pica-Mattocia & Cioli, 2003). Ao redor da 62 e 7% semanas a
susceptibilidade é reduzida e o parasito pode continuar seu desenvolvimento
(Sabah et al., 1986; Gonnert & Andrews, 1977; Pica-Mattocia & Cioli, 2003).

Essa acao dependente da idade do parasito é provavelmente o motivo de
muitos tratamentos com o PRZ fracassarem (Picquet et al., 1998; Pica-Mattocia &
Cioli, 2003). Assim, a eficiéncia da terapia com este farmaco depende nao s6 da

intensidade da infeccdo, mas também do tempo da infeccao (Cioli et al., 1995).

Outra desvantagem do PRZ é que seu uso extensivo poderia manter
processos de pressao seletiva o que levaria na resisténcia do S. mansoni a esse
farmaco e, dessa forma, seria possivel o estabelecimento de endemias. A
suposicdo de que o S. mansoni poderia desenvolver resisténcia a doses
terapéuticas de determinados farmacos surgiu em 1987 (Kinoti, 1987), quando a
grande variagdo na suscetibilidade a farmacos encontrada no parasito, mesmo

naqueles provenientes de uma mesma regiao, ja era conhecida.

O uso extensivo do farmaco, dessa maneira, aumentou a preocupacao
sobre o potencial emergente de resisténcia ao PRZ. O desenvolvimento de
Schistosoma sp. resistente ao tratamento foi demonstrado experimentalmente,
mostrando-se que doses sub-terapéuticas de PRZ sobre varias geragdes

produziam parasitos menos sensiveis ao farmaco (Fallon & Doenhoff, 1994).

Os trabalhos que evidenciam a ocorréncia de resisténcia ao PRZ, tanto em
individuos em tratamento quanto em cobaias, induziram andlises sobre seus

possiveis mecanismos de acao (Cioli, 2000; Doenhoff et al., 2002).

Na verdade o mecanismo de agdo do PRZ sobre o parasito ndo foi
totalmente esclarecido. Sabe-se, contudo que a exposicao do farmaco in vitro e in

vivo causa uma rapida contracdo muscular do parasito, deixando-o paralisado
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(Pax et al., 1978). A contracao é provavelmente causada por um rapido influxo de
Ca?* no parasito (Wold-Mussie et al., 1982; Pax et al., 1978).

Outro efeito consiste em provocar alteragdes morfolégicas no tegumento e
membranas sarcoplasmaticas do parasito que € acompanhado por um aumento

da exposicao de antigenos na superficie do mesmo.

O PRZ, portanto, expdée os antigenos do Schistosoma sp. que sao
identificados e conectados com a resposta imune do hospedeiro requerida para
complementar a atividade do farmaco (Doenhoff et al., 1987; Brindley et al., 1989).
Acredita-se, entdo, que o PRZ “interaja” com o sistema imune do hospedeiro para
matar o parasito. Isso porque segundo Montero & Ostrosky (1997), a IL1 sofre
aumento em trés meses apods o tratamento com o PRZ e essa resposta ¢é inibida
em pacientes infectados por S. mansoni sendo, contudo, restaurada logo apo6s o

tratamento com PRZ.

Finalmente, o ultimo efeito do farmaco consiste no rompimento da

superficie do parasito, seguido de sua morte (Brickes et al., 1983).

A administracao de um farmaco tem por objetivo tornar possivel a acao a
que ele se destina. No entanto, conforme dito anteriormente, muitas vezes uma
grande fracao do farmaco é eliminada sem exercer nenhuma atividade. Sendo
assim, atualmente, ha o desenvolvimento de varias alternativas para tornar um
farmaco mais disponivel para determinados alvos e com taxas de liberagdo mais

adequadas a fim de produzir o efeito pretendido.

Algumas dessas alternativas seriam os sistemas transdérmicos, pro-
farmacos, nanoparticulas, microparticulas, lipossomas entre outras. Tais
alternativas visam aumentar a eficacia, diminuir os efeitos colaterais, direcionar os
farmacos a locais especificos do organismo, reduzir sua toxicidade, liberar a
farmaco de maneira controlada, melhorar sua biodisponibilidade, alterar sua
farmacocinética e aumentar a solubilidade do farmaco em sistemas aquosos
(Juliano, 1981; Ranson et al., 1996; Siler-Marinkovic et al., 1997).

Dentre as novas alternativas terapéuticas propostas nas ultimas décadas,

o estudo com lipossomas encontra-se em destaque. Estudos pré-clinicos e
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clinicos demonstraram que a encapsulagao de farmacos em lipossomas fornecem
todas as vantagens vistas no paragrafo anterior, atuando, entdo como um sistema

de liberacao controlada (Ranson et al., 1996; Siler-Marinkovic et al., 1997).

Lipossomas (ou lipossomos) sdao agregados constituidos por compostos
anfifilicos com duas cadeias carb6nicas que, quando disperso em agua, tendem a
se organizar formando uma ou mais bicamadas esféricas e concéntricas
separadas por compartimentos aquosos (Fendler, 1982; Gremidao & Castro, 1999;
Weiner et al., 1989). Segundo Hrckova et al. (1998), lipossomas constituem em
vesiculas sintéticas formadas por uma bicamada lipidica continua que delimita
uma cavidade interna preenchida por solvente. Foi descoberto por Bagham et al.
em 1965, sendo extremamente util como modelo de membranas em estudos
experimentais (Gregoriadis, 1976). O principal componente dos lipossomas sao os
fosfolipidios (Vemuri & Rhodes, 1995).

Os lipossomas apresentam-se na forma de bicamadas concéntricas e,
devido a sua caracteristica estrutural, farmacos de diferentes graus de hidrolipofilia
podem ser incorporados a ele. As substancias podem ser incorporadas no meio
aquoso, na bicamada ou, ainda, se particionar entre esses dois compartimentos
produzindo, com isso, sistemas com caracteristicas (como liberagdo do conteudo
interno, quantidade de farmaco incorporado e eficiéncia) bastante distintas
(Weiner et al., 1989; Lasic, 1993).

Estudos in vitro demonstraram que em cultura de S. mansoni da linhagem
LE, quando em contato com o PRZ incorporado a lipossomas (LPZ+PRZ), ocorre
a separacao dos casais e alteracdo na atividade motora do parasito. Estudos in
vivo, feitos com camundongos infectados com a mesma linhagem de S. mansoni,
demonstraram uma diminuigdo da eliminacao de ovos viaveis nas fezes, além de
diminuicdo do numero de parasitos adultos. Assim, acredita-se que o lipossoma

aumente a atividade do PRZ (Mouréo et al., 2005).

A associacao do PRZ com sistemas visa aumentar o indice terapéutico,
diminuir os efeitos colaterais, direcionar o farmaco a locais especificos do

organismo, reduzir sua toxicidade, liberar o farmaco de maneira controlada,
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melhorar sua biodisponibilidade, alterar sua farmacocinética e aumentar a
solubilidade em sistemas aquosos que permitam sua maior permanéncia. Assim, o
entendimento do comportamento dos lipossomas em sistemas biolégicos e dos
mecanismos fisico-quimicos envolvidos na interacdo dos lipossomas com o
farmaco e local de acao, é essencial para sua viabilizagao futura (Lasic, 1997;
Siler-Marinkovic et al., 1997).
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Il. OBJETIVOS

- Objetivo Geral

Analisar a acdo do Praziquantel incorporado a lipossomas em

camundongos “Swiss” SPF, infectados por S. mansoni da linhagem BH.

- Objetivos Especificos

- Analisar o efeito do Praziquantel incorporado a lipossomas pela
sua acdo na sobrevida dos vermes adultos e alteracdo da

postura de ovos;

- Analisar a acdo do Praziquantel associado a lipossomas na
formacdo de granulomas no figado, através de observagdes

histoldgicas.
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lll. MATERIAL E METODOS

- Linhagem do Schistosoma mansoni

A linhagem de S. mansoni utilizada foi a BH (oriunda de Belo Horizonte,
MG), mantida no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da

Unicamp em moluscos Biomphalaria glabrata.

- Hospedeiro Intermediario

Os moluscos planorbideos Biomphalaria glabrata foram mantidos em
tanques (50 L) e alimentados, diariamente, com folhas de alface frescas e ragao
para roedores triturada com adicao de carbonato de célcio 10% (Souza et al,,
1987), até que atingissem o tamanho ideal para poderem ser infectados (6 a 10

mm de diametro).

Para a infecgdo dos hospedeiros intermediarios, foram utilizados dez
miracidios (linhagem BH) obtidos pelo método da tamisagao das fezes (coletaram-
se as fezes de camundongos, infectados ha sessenta dias, € macerou-as com
agua; em seguida essas fezes foram peneiradas duas vezes, primeiro utilizando-
se uma malha de 100 e posteriormente, de 400 micras). O conteudo obtido com a
tamisacao foi retido em uma placa de Petri e exposto a luz e temperatura de 28 °C
durante uma hora, para eclosao das larvas. Os miracidios foram pipetados e
colocados em um frasco de vidro do tipo “snap-cap”, juntamente com um Unico

exemplar de B. glabrata. Foram utilizados dez miracidios por molusco.

Os moluscos foram expostos por duas horas ao calor € a iluminagao. Apés
o periodo de exposicdo, os mesmos foram mantidos em aquarios de vidro para
obtencao de cercarias (Souza et al., 1987). Para cada ciclo de infeccao foram

expostos oitenta moluscos para que fornecessem uma quantidade razoavel de
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individuos positivos (aproximadamente 30) a fim de se obter equilibrio entre os

sexos do parasito no camundongo (Pellegrino & Katz, 1968).

Decorridos 35 a 40 dias de infeccao, cerca de cinco moluscos foram
colocados por recipiente, com agua filtrada e declorada e submetido a calor e
iluminacédo (utilizando-se uma lampada incandescente) por duas horas, a fim de
eliminar cercarias. As cercarias foram recolhidas em uma placa de Petri,

separadas e colocadas em tubos de ensaio, contendo setenta cercérias cada.

- Hospedeiro Definitivo

Os camundongos (Mus musculus) utilizados foram da linhagem Swiss-
SPF, fémeas, com 30 dias de idade, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para

Investigagao Bioldgica (CEMIB) da Unicamp.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas com tampas metalicas e
alimentados com ragdo de animal de laboratério e dgua “ad libitum”. Uma hora
antes do tratamento com o farmaco a ragao era retirada para facilitar a gavagem.
No manejo, os animais recebiam maravalha autoclavada, em trés trocas

semanais.

- Infeccao do Hospedeiro Definitivo

As fémeas de camundongos “Swiss” SPF foram infectadas aos 30 dias de
idade individualmente com setenta cercérias da linhagem BH. A infeccdo foi
realizada utilizando-se a técnica de imersdo da cauda do animal em suspensao
cercariana, durante duas horas com exposicao de luz e temperatura de 28°C
(Olivier & Stirewalt, 1952). Para conter os camundongos durante esse periodo,

foram utilizados dispositivos de contengdo de camundongos.
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Para cada infeccao foram utilizados 30 animais distribuidos em seis
gaiolas, com cinco camundongos em cada uma. No final do processo de infecgao,
o conteudo de cada tubo de ensaio referente a cada camundongo, foi analisado

para contar quantas cercdrias nao penetraram no animal.

O protocolo deste experimento de infectividade foi submetido para a
Comissao de Etica em Experimentagdo Animal/CEEA — IB — Unicamp (protocolo
n® 1117-1), e aprovado por estar de acordo com o0s principios éticos na
experimentacao animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

- Incorporacao do PRZ ao LPZ

O LPZ foi preparado pelo método de sonicacao. A partir de uma solugao
cloroférmica de fosfatidilcolina foi obtido um filme pela evaporagcao do solvente em
rotaevaporador e, posteriormente, em vacuo por uma hora. Ao filme formado foi
acrescentada solugcao tampao Tris/HCI 20 mM pH 7,5, deixando hidratar por 45
minutos. Terminado este tempo, a dispersao foi agitada até o desprendimento total
do filme e sonicada, em seguida, utilizando banho de gelo e pulso de um minuto

com intervalo de um minuto entre eles formando-se LPZ unilamelares.

Para incorporacédo do PRZ ao LPZ, ambos foram pesados (propor¢cao de
1:6) e dissolvidos em cloroférmio por meio de agitacao manual. Posteriormente
obteve-se um filme a partir da evaporacao do solvente em nitrogénio. Em seguida,
hidratou-se com tampao Tris/HCI por 40 minutos. Apds esse periodo a dispercao
foi sonicada utilizando banho de gelo e pulso de um minuto com intervalo de um

minuto entre eles.
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- Tratamento dos camundongos

Os animais foram tratados por via oral, através de tubagem esofégica.

Os camundongos foram divididos em dois grandes grupos (um deles foi
tratado ap6s 30 dias de infeccdo e o outro apds 45 dias) sendo que em cada
grupo, dez animais receberam uma determinada dose de PRZ a ser testada, para
0s outros dez a mesma dosagem, dessa vez com o PRZ incorporado ao LPZ e
para os dez restantes, Tampéo Tris. Foram administrados 0,3 mL de cada solucao

do farmaco por animal da maneira mostrada abaixo.
Grupos de camundongos:
1) Grupo Controle Positivo (CONTROLE): Tampao Tris - 10 camundongos.
2) Grupo Praziquantel-Lipossoma (PRZ+LPZ): 10 camundongos.
3) Grupo Praziquantel (PRZ livre): 10 camundongos.

O esquema abaixo mostra as infeccdes e as dosagens utilizadas:

BH:
30 dias:
40 60 300
mg/kg mg/kg mg/kg
45 dias:

40 60 300
mg/kg mg/kg mg/kg

Figura 1: Esquema do cronograma das infecgoes. Cada circulo corresponde a uma infeccao de 30
animais e a dose do farmaco que foi utilizada para o tratamento. Foram administradas cinco
dosages diferentes. Os circulos da parte superior indicam aquelas infeccoes que foram tratadas
com 30 dias (para analisar o efeito do farmaco nos parasitos jovens) e as da parte inferior, aquelas
que foram tratadas com 45 dias (para analisar o efeito do farmaco nos parasitos adultos).
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- Analise do Tratamento

Depois de 15 dias do tratamento ter sido efetuado, periodo
correspondente a eliminagdo dos parasitos, os camundongos foram sacrificados
por meio de deslocamento cervical. Os vermes foram coletados através da
perfusdao do sistema porta-hepatico (Yolles et al., 1947) e foram contados os

numeros de machos, fémeas e casais encontrados.

Em seguida, foi retirada uma pequena porcao do figado para a obtencao
de cortes histolégicos, com o intuito de observar como o farmaco agiu na
formacao dos granulomas. Este foi fixado em formol 10%. O restante desse 6rgao,
mais o intestino, baco e os pulmdes, foram comprimidos em placas de vidro
(Delgado et al., 1992) e tiveram anotados: 1. a quantidade de granulomas por
meio de uma escala visual, vista nas figuras 2 a 5, (“+” poucos granulomas; “++”
uma quantidade intermediaria; “+++” muitos granulomas e “-” auséncia de
granuloma/érgéo limpo); 2. a presenga ou auséncia de vermes nesses 0rgaos,
para a verificacdo do deslocamento do verme no sistema porta-hepatico para

outros locais e 3. quando possivel, 0 sexo dos vermes ou a formacgéo de casais.

Do intestino delgado foram retirados fragmentos para realizagdo do
oograma onde foram contados o0s ovos nos seus diferentes estagios de
maturidade (1° a 52 estagio e ovos mortos), a fim de saber se o farmaco interferiu
na viabilidade dos mesmos (Hermeto et al., 1994). Para tanto, eram analisados 10
campos aleatoérios, no microscopio Optico com o aumento de 100 vezes. A
classificagdo dos estdgios de desenvolvimento seguiu o critério proposto por
Pellegrino et al. (1962): 1° estagio: o embrido ocupa um tergo do didmetro
transversal do ovo; 2° estagio: o embrido tem tamanho aproximadamente igual ao
diametro do ovo; 3° estagio: o embriao ocupa dois tercos do diametro longitudinal
do ovo; 4° estagio: o embrido ocupa praticamente todo o ovo; 5° estagio ou

maduro: 0 miracidio ja esta completamente desenvolvido.
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As fezes dos camundongos também foram analisadas, ap6s 15 dias de
tratamento, utilizando-se o método quantitativo de Kato & Miura (1954) modificado

por Katz et al. (1972) para a contagem de ovos.

Todos os procedimentos acima relatados foram também realizados para
os grupos de animais Controle, ou seja, aqueles que receberam somente o

Tampéao Tris.
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A) B) C)

Figura 2: Escala visual de granulomas no bago. A) granuloma +, B) granuloma ++, C) granuloma
+++. A seta aponta para um granuloma.

A) B) C)

Figura 3: Escala visual de granulomas no figado. A) granuloma +, B) granuloma ++, C) granuloma
+++. A seta aponta para um granuloma.
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A) B) C)

Figura 4: Escala visual de granulomas nos pulmdes. A) granuloma +, B) granuloma ++, C)
granuloma +++. A seta aponta para um granuloma.

A) B) C)

Figura 5: Escala visual de granulomas em fragmento do intestino delgado. A) granuloma +, B)
granuloma ++, C) granuloma +++. A seta aponta para um granuloma.
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- Observacoes Histologicas

As porcoes do figado retiradas e fixadas em formol 10% foram submetidas
a cortes histolégicos. Para tanto foram escolhidas aleatoriamente trés figados
correspondente a cada tratamento (PRZ livre, PRZ+LPZ e Tamp&o Tris) em cada
dosagem para fazer os cortes. A coloracao foi feita pela Hematoxilina de Ehrlich e
Eosina Y 0,5% e a espessura dos cortes foi de 5 um. Posteriormente os

granulomas foram medidos com o auxilio do programa “Image Manager 50”.

- Analises Estatisticas

Para analises estatisticas dos dados obtidos foram aplicados o Teste de

Comparacao Mdltipla de Médias de Duncan e a Andlise da Variancia.

O Teste de Comparacao Multipla de Médias de Duncan (considerando-se
estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de significancia de

p=<0,05) foi utilizado para:

- Comparacao entre os dois dias de tratamento e as diferentes
doses testadas (por exemplo: comparacao do grupo PRZ livre 40
mg/kg com tratamento feito no 30° dia de infeccdo com o PRZ
livre 40 mg/kg tratado no 45° dia de infeccao; PRZ+LPZ 40 mg/kg
tratado no 30° dia de infeccdo com o PRZ+LPZ 40 mg/kg tratado

no 45° dia de infecgdo);
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- Comparacgao entre as diferentes doses para tratamentos feitos no
mesmo periodo (por exemplo: comparacao do grupo PRZ livre 40
mg/kg, PRZ livre 47 mg/kg, PRZ livre 60 mg/kg, PRZ livre 250
mg/kg e PRZ livre 300 mg/kg com tratamentos feitos no 30° dia
de infecgdo; PRZ+LPZ 40 mg/kg, PRZ+LPZ 47 mg/kg, PRZ+LPZ
60 mg/kg, PRZ+LPZ 250 mg/kg e PRZ+LPZ 300 mg/kg tratados

no 30° dia de infecgao);

- Comparacgao entre as diferentes preparagdes contendo PRZ e as
suas respectivas doses, para tratamentos feitos no mesmo
periodo (por exemplo: comparacao do grupo PRZ livre 40 mg/kg
com o grupo PRZ+LPZ 40 e CONTROLE deste grupo para
tratamento feito no 30° dia de infeccao; PRZ livre 40 mg/kg com
PRZ+LPZ 40,35 e CONTROLE deste grupo para tratamento feito

no 452 dia de infeccao).

O teste de Duncan foi o escolhido por ser mais detalhado, indicando
resultados significativos em casos em que o teste de Turkey ndo permite obter
significacao estatistica (Pimentel-Gomes, 2000).

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa SAS
(SAS Inc., 1996).

A razao relativa ao sexo (RRS) foi calculada conforme a férmula abaixo
(Delgado et al., 1992):

Vermes adultos Macho/Fémea no grupo tratado
Vermes adultos Macho/Fémea no grupo Controle Positivo

RRS =

A eficacia dos tratamentos foi avaliada pelo porcentual de redugcao no

numero de vermes (RV) dos grupos tratados em relagdo aos grupos controles
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positivos. A RV foi calculada através da quantidade média de vermes vivos
encontrados durante a perfusao do sistema porta-hepatico, como mostra a férmula

seguinte (Delgado et al., 1992):

Grupo Controle Positivo — Grupo Tratado
Grupo Controle Positivo

RV = x 100

A férmula acima também se aplica para o célculo da redugdo do numero

de ovos (RO), através da quantidade média de ovos encontrados nas fezes.
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IV - RESULTADOS

Efeito dos tratamentos nos vermes adultos de Schistosoma mansoni.

- O dia de tratamento (30 ou 45 dias ap6s a infeccao), para cada dose
das preparagdes contendo Praziquantel (PRZ) livre e incorporado a
lipossomas (PRZ+LPZ) testadas, alterou a quantidade de vermes
adultos dentro do sistema porta-hepatico e nas visceras (figado,
intestino, baco e pulmdes)? (Figura 6; Tabelas 1 e 2)

O dia de tratamento alterou a quantidade de vermes adultos dentro do
sistema porta hepatico e nas visceras, dependendo da dose e da preparacao
contendo PRZ administradas. Assim, o grupo de camundongos tratados com PRZ
livre na dose de 40 mg/kg apresentou menor quantidade de vermes nas visceras
quando o tratamento foi efetuado aos 45 dias de infecgao, tendo em média 0,3
vermes por camundongo, enquanto que aos 30 dias apresentou média de 6
vermes (p=0,0048). Ja o grupo tratado com PRZ+LPZ, ndo apresentou diferenga
estatistica significativa quanto a média de vermes dentro do sistema porta
hepatico e nas visceras em relacao aos dias de tratamento, apesar de ter sido
encontrado, conforme as tabelas 1 e 2, 0,6 vermes nas visceras no grupo tratado

no 30° dia de infecgcado e 1,9 vermes, no grupo tratado no 45° dia.

O grupo tratado com PRZ livre na dose de 60 mg/kg apresentou menor
quantidade de vermes no sistema porta hepatico no tratamento feito aos 30 dias
(14,7 vermes por camundongo e 21,4 vermes no grupo tratado aos 45 dias de

infec¢ao; p=0,0096). Nao houve diferenga significativa para o grupo PRZ+LPZ.
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O grupo tratado aos 30 dias com PRZ livre na dose de 250 mg/kg
apresentou menor quantidade de vermes dentro do sistema porta hepatico (9,8
vermes) do que 0 grupo que recebeu o tratamento aos 45 dias de infeccao (14

vermes; p=0,0494). Nao houve diferencga significativa para o grupo PRZ+LPZ.

O grupo tratado com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg, aos 45 dias de
infeccao teve menor quantidade de vermes no sistema porta hepatico (3,3 vermes
por camundongo e 7,3 vermes no grupo tratado aos 30 dias de infeccéo;
p=0,0424). O grupo tratado com PRZ livre ndo apresentou diferenga significativa
para a quantidade de vermes dentro do sistema porta hepatico e nas visceras.

- A dose, para cada preparagdao contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ
incorporado a lipossomas — PRZ+LPZ) testada, alterou a quantidade
de vermes adultos dentro do sistema porta hepatico e nas visceras?
(Figura 6; Tabelas 1 e 2)

As doses alteraram a quantidade de vermes dentro do sistema porta
hepatico e nas visceras. Assim, para o grupo tratado com PRZ livre aos 30 dias de
infeccao as doses alteraram a quantidade de vermes dentro do sistema porta
hepatico e nas visceras (p=0,0138 e p=0,0004 respectivamente), apresentando
menor numero de vermes por camundongo dentro desse sistema a dose de 40
mg/kg (8,8 vermes) e nas visceras a dose de 300 mg/kg (0,4 vermes). A dose de
47 mg/kg apresentou 13,5 vermes dentro do sistema porta hepatico, a de 60
mg/kg, 14,7 vermes, a de 250 mg/kg, 9,8 vermes e a de 300 mg/kg, 9,7 vermes.
Nas visceras a dose de 40 mg/kg apresentou 6 vermes, a de 47 mg/kg 1,7

vermes, a de 60 mg/kg, 1,2 vermes e a de 250 mg/kg, 0,8 vermes.

Para o grupo tratado com PRZ+LPZ aos 30 dias de infec¢cédo, ndo houve
alteracdo na quantidade de vermes encontrados nas visceras. No entanto em

relacdo a quantidade de vermes dentro do sistema porta-hepatico, a dose de 300
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mg/kg apresentou a menor quantidade (7,3 vermes por camundongo; p<0,0001)
do que as demais (40 mg/kg com 12 vermes, 47 mg/kg com 21,4 vermes, 60

mg/kg com 17,7 vermes e 250 mg/kg com 8,5 vermes).

O grupo tratado com PRZ livre aos 45 dias de infecgdo, ndo apresentou
alteracdo na quantidade de vermes nas visceras. A quantidade de vermes dentro
do sistema porta-hepatico foi menor para a dose de 300 mg/kg (média de 8,7
vermes por camundongo, p=0,0002). As demais doses apresentaram: 40 mg/kg,
8,7 vermes, 47 mg/kg, 11,1 vermes, 60 mg/kg, 21,4 vermes e 250 mg/kg, 14

vermes.

O grupo tratado com PRZ+LPZ aos 45 dias de infecgdo apresentou
alteracdo tanto na quantidade de vermes dentro do sistema porta hepatico como
nas visceras. A dose de 250 mg/kg apresentou menor quantidade de vermes nas
visceras (0,3 vermes por camundongo; p=0,0079). A dose de 300 mg/kg
apresentou menor quantidade de vermes dentro do sistema (3,3 vermes,
p<0,0001). As demais doses aparentaram: 40 mg/kg, 0,6 vermes fora e 11,8
vermes dentro, 47 mg/kg, 0,9 vermes nas visceras e 15,5 vermes dentro, 60
mg/kg, 1,4 vermes nas visceras e 21 vermes dentro e 250 mg/kg, 0,3 vermes nas

visceras e 5,6 vermes dentro.

- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) utilizadas alteraram a quantidade de
vermes adultos dentro do sistema porta hepatico e nas visceras?
(Figura 6; Tabelas 1 e 2)

O tipo de preparagdo administrada interferiu na quantidade de vermes
encontrados no sistema porta-hepatico, mas ndo na quantidade de vermes nas

visceras.
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Dessa forma, o grupo tratado com PRZ livre na dose 47 mg/kg aos 30 e
aos 45 dias de infec¢ao apresentou menor quantidade de vermes no sistema porta
hepatico (13,5 e 11,1 vermes por camundongo respectivamente; p=0,0381) do que
o grupo PRZ+LPZ (21,4 vermes no grupo tratado aos 30 dias e 15,5 aos 45 dias)
e o Controle Positivo (15,4 vermes no grupo tratado aos 30 dias com Tampao Tris
e 19,5 aos 45 dias).

O grupo tratado com PRZ+LPZ na dose de 250 mg/kg aos 45 dias de
infeccao apresentou menor quantidade de vermes no sistema porta hepatico (5,6
vermes por camundongo; p=0,0081) do que o grupo PRZ livre (14 vermes) e o

Controle Positivo (8,6 vermes).

O grupo tratado com PRZ livre 300 mg/kg aos 30 dias de infeccao
apresentou menor quantidade de vermes no sistema porta hepatico (9,7 vermes
por camundongo; para o grupo tratado com PRZ+LPZ e o Controle positivo a
quantidade foi de 7,3 e 13 vermes respectivamente; p=0,0249). Ja o grupo tratado
com PRZ+LPZ nessa mesma dose, mas aos 45 dias, teve menor quantidade de
vermes dentro do sistema porta hepatico (3,3 vermes por camundongo, p=0,0112)
do que o grupo tratado com PRZ livre (8,7 vermes) e o Grupo Controle Positivo

(10,6 vermes).
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Figura 6: A. Quantidade de Vermes Adultos nas Visceras — Vermes fora do Sistema Porta-
Hepatico e no Figado (VFSPH). B. Quantidade de Vermes Adultos no Sistema Porta Hepatico
(VSPH).

30/45 - Referente ao dia da administragdo do farmaco. CON — Referentes aos Grupos Controles Positivos.
PRZ 40..300 — Grupo Praziquantel 40 mg/kg...300 mg/kg. PRZ+LPZ 40..300 — Grupo Praziquantel-
Lipossoma 40 mg/kg ... 300 mg/kg.
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- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) testadas, suas referidas doses e dias de
tratamento, alteraram a propor¢cao entre vermes adultos, machos e

fémeas (Razéo Relativa ao Sexo)?

Nos grupos de camundongos tratados com PRZ livre aos 30 dias houve
um decréscimo no numero de fémeas. J& os grupos tratados com PRZ+LPZ aos
30 dias de infeccdo, nas doses 40 mg/kg, 60 mg/kg e 250 mg/kg houve uma
diminuicdo no niumero de machos e para as outras doses 47 e 300 mg/kg, uma

diminuicao no numero de fémeas (Tabela 1).

Nos grupos de camundongos tratados com PRZ livre aos 45 dias de
infeccao, houve um decréscimo de fémeas para as doses de 40 mg/kg, 47 mg/kg
e 60 mg/kg. Ja os grupos tratados com essa mesma preparacao, porém, nas
doses 250 e 300 mg/kg houve uma diminuicdo no nimero de machos. Nos grupos
tratados com PRZ+LPZ nas doses de 40 mg/kg, 47 mg/kg e 60 mg/kg aos 45 dias
de infeccao, houve decréscimo de fémeas e as doses de 250 e 300 mg/kg

apresentaram diminuicdo dos vermes machos (Tabela 2).

- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) testadas reduziram o numero de vermes
adultos no interior do sistema porta hepatico, em relacdo ao Grupo

Controle Positivo?

De acordo com as Tabelas 1 e 2 a redugao dos vermes adultos no sistema
porta hepatico dependeu da preparacdo e dosagens utilizadas, além do dia em

que o tratamento ocorreu.

N&o apresentaram reducdo na quantidade de vermes em relacdo ao
Grupo Controle Positivo os grupos PRZ+LPZ 47mg/kg e PRZ+LPZ 60 mg/kg com
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tratamento aos 30 dias de infecgcdo e PRZ livre 250 mg/kg com tratamento aos 45

dias de infeccao.
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Tabela 1: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ)

sobre a populacdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni. Tratamento aos 30 dias de

infeccao.

30 dias

Preparacao VSPH VFSPH RRS RV
Dose Casal Macho Fémea Total

(mg/kg)
X % X % x % X % X % %
40 CON 0,6 3,7 151 938 04 24 16,1 78,9 43 21 1 -
PRZ 1,3 147 74 841 0,1 1,1 88 594 6 405 1,9 45,3
PRZ+LPZ 3,8 283 12 60 22 116 12 88,2 19 11,7 0,1 254
47 CON 92 59,7 34 22 28 18,1 154 974 04 25 1 -
PRZ 98 748 3 214 12 3,7 13,5 894 1,7 106 4,8 123
PRZ+LPZ 5,7 26,6 10,5 49 52 243 214 964 08 36 1,6 -
60 CON 86 491 44 395 28 11,3 16,2 976 04 23 1 -
PRZ 6,8 465 6,4 438 14 96 14,7 924 12 76 1,3 9,2
PRzZz+LPZ 85 489 31 35,7 1,8 153 17,7 97,3 0,5 26 0,6 -
250 CON 6,5 52 4 28 25 20 13 914 1,1 85 1 -
PRZ 48 493 31 316 1,8 189 98 918 0,8 81 1,1 246
PRZ+LPZ 3,6 505 12 16,4 34 329 85 955 04 45 3 34,6
300 CON 6,5 666 4 144 25 188 13 993 1,1 0,6 1 -
PRZ 6,3 649 19 195 15 154 97 96 04 39 1,6 438
PRZ+LPZ 3,8 549 12 14 22 309 7,3* 922 06 78 1,1 25

VSPH — Vermes no Sistema Porta Hepatico. VFSPH — Vermes Fora do Sistema Porta Hepatico e no Figado —

Referente ao Encontro de Vermes nas Visceras. RRS — Razao Relativa ao Sexo. RV — Redugédo do Numero

de Vermes. CON — Grupo Controle Positivo. X — Média. * - p<0,05.
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Tabela 2: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ)

sobre a populacdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni. Tratamento aos 45 dias de

infeccao.

45 dias Preparacao VSPH VFSPH RRS RV

Dose Casal Macho Fémea Total
(mg/kg)

X % X % x % X % x % %

40 CON 0,6 66,6 151 144 04 18,8 16,1 993 6 0,6 1 -

PRZ 5 423 51 432 1,7 144 8,7 983 0,3 1,6 3,9 257

PRZ+LPZ 85 72 1,7 144 16 13,5 11,8 951 06 48 1,3 25,7

47 CON 9 453 52 273 55 27,3 195 914 1,8 8,5 1 -

PRZ 52 442 38 328 2 229 11,1* 916 0,7 84 14 43

PRZ+LPZ 6,9 441 49 383 3,8 174 155 945 09 55 22 205

60 CON 84 33 11,1 43,7 59 23,2 26,4 923 1,3 7,6 1 -

PRZ 12 56 6,6 308 28 13 214 92,7 0,7 4 1,2 18,9

PRZ+LPZ 85 46,3 6,9 42,7 25 109 21 959 14 72 2 204

250 CON 56 593 2 211 16 195 8,6 96,8 0,2 3,1 1 -

PRZ 81 556 2 19 38 253 14 953 0,5 4,7 0,6 -

PRZz+LPZ 3,2 75,7 05 121 0,5 12,1 56* 934 03 6,6 09 34,8

300 CON 76 442 13 32,7 16 229 106 100 O 0 1 -

PRZ 48 53,9 1 141 28 31,9 8,7 994 01 06 03 179

PRZ+LPZ 14 424 11 33,3 0,8 242 3,3* 825 06 17,5 0,9 68,8

VSPH — Vermes no Sistema Porta Hepatico. VFSPH — Vermes Fora do Sistema Porta Hepatico e no Figado —

Referente ao Encontro de Vermes nas Visceras. RRS — Razao Relativa ao Sexo. RV — Redugédo do Numero

de Vermes. CON — Grupo Controle Positivo. X — Média. * - p<0,05.
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Efeito dos tratamentos nos ovos de Schistosoma mansoni.

- O dia de tratamento (30 ou 45 dias apds a infeccao) alterou a
quantidade de ovos por grama de fezes (OPG)? (Figura 7; Tabelas 3
e4)

Somente para o grupo tratado com a dose de 40 mg/kg houve OPG
alterada em relagcdo ao dia de tratamento (Tabelas 3 e 4). Dessa forma, o grupo
tratado com PRZ livre, teve menor OPG (3,8 ovos/grama de fezes; p=0,0099) que
o tratamento feito aos 45 dias (86,5 ovos/grama de fezes) e o grupo tratado com
PRZ+LPZ, aos 30 dias de infeccao, apresentou menor OPG (30 ovos/grama de
fezes; p=0,0029) em relagao ao tratamento feito aos 45 dias (200,3 ovos/grama de
fezes).

- A dose, para cada preparagao contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ
incorporado a lipossomas — PRZ+LPZ) testada, alterou a quantidade

de ovos por grama de fezes (OPG)? (Figura 7; Tabelas 3 e 4)

Sim, as doses alteraram a quantidade de ovos por grama de fezes em
todos os tratamentos, tendo sido menos acentuado nos grupos tratados com PRZ
livre aos 45 dias de infeccado. Assim, no tratamento feito aos 30 dias de infec¢cao
com PRZ livre, o grupo de camundongos tratados com a dose de 40 mg/kg foi a
que apresentou menor OPG (3,8 ovos/grama de fezes; p=0,0224) em relagao as
outras (a dose de 47 mg/kg apresentou 645,9 ovos/grama de fezes, a de 60
mg/kg, 393,3 ovos/grama de fezes, a de 250 mg/kg, 166,8 ovos/grama de fezes e
a de 300 mg/kg, 258,3 ovos/grama de fezes).
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Os tratamentos feitos com PRZ+LPZ aos 30 dias de infeccdo também
apresentaram alteracao na OPG, sendo que a dose de 250 mg/kg teve a menor
OPG (6,3 ovos/grama de fezes; p<0,0001). A dose de 40 mg/kg apresentou 30
ovos/grama de fezes, a de 47 mg/kg, 316,5 ovos/grama de fezes, a de 60 mg/kg,
230 ovos/grama de fezes e a de 300 mg/kg, 13,9 ovos/grama de fezes. Para os
tratamentos feitos com PRZ+LPZ aos 45 dias de infeccao, a menor OPG ocorreu
no grupo que recebeu a dose de 300 mg/kg (5 ovos/grama de fezes; p=0,0123),
enquanto que as outras doses apresentaram 200,3 ovos/grama de fezes, para a
dose de 40 mg/kg, 441 ovos/grama de fezes, para a de 47 mg/kg, 220 ovos/grama
de fezes, para a de 60 mg/kg e 36,6 ovos/grama de fezes, para a de 250 mg/kg.

- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) testadas alteraram a quantidade de ovos
por grama de fezes (OPQG)? (Figura 7; Tabelas 3 e 4)

Para os tratamentos feitos aos 30 dias de infeccao, apenas as doses de
250 e 300 mg/kg apresentaram diferencas significativas quanto a OPG em relacao
as preparacoes testadas. Dessa forma, os tratamentos feitos com PRZ+LPZ foram
0s que apresentaram menor OPG (para a dose de 250 mg/kg a OPG foi de 6,3
ovos/grama de fezes; p=0,0008; para a dose de 300 mg/kg a OPG foi de 13,9
ovos/grama de fezes; p=0,0019) em relacédo ao feito com PRZ livre (para a dose
de 250 mg/kg a OPG foi de 166,8 ovos/grama de fezes e para a de 300 mg/kg a
OPG foi igual a 258,3 ovos/grama de fezes) e ao Grupo Controle Positivo (o Grupo
Controle dos tratamentos feitos com 250 e 300 mg/kg apresentaram 760

ovos/grama).

Para os tratamentos feitos aos 45 dias de infeccdo, a dose de 40 mg/kg
apresentou alteracdo na OPG em relagcdo as preparacdes testadas. Neste caso, o
grupo tratado com PRZ livre foi 0 que apresentou menor OPG (86,5 ovos/grama
de fezes; p=0,0056) em comparacao ao PRZ+LPZ (200,3 ovos/grama de fezes) e
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ao Grupo Controle Positivo (441,9). Ja para a dose de 250 mg/kg, o grupo tratado
com PRZ+LPZ foi o que apresentou menor OPG (36,6 ovos/grama de fezes;
p=0,0002). O grupo tratado com PRZ livre nessa mesma dose apresentou 290,6
ovos/grama de fezes e o Controle Positivo, 341 ovos/grama de fezes. O grupo
tratado com PRZ+LPZ 300 mg/kg foi o que apresentou menor OPG (5 ovos/grama
de fezes; p=0,0231) em comparacao ao grupo PRZ livre (200,5 ovos/grama de

fezes) e Grupo Controle Positivo (259 ovos/grama de fezes).
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Figura 7: Quantidade de ovos por grama de fezes.

OPG 30/45 — Ovos/grama de fezes nos grupos tratados aos 30/45 dias de infeccdo. CONOPG 30/45 —
Ovos/grama de fezes nos Grupos Controles Positivos dos grupos tratados aos 30/45 dias de infeccdo. PRZ
40...300 mg/kg — Grupo Praziquantel livre 40...300 mg/kg. PRZ+LPZ 40...300 mg/kg — Grupo Praziquantel-
Lipossoma 40...300mg/kg.
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- O dia de tratamento (30 ou 45 dias apds a infeccao) alterou a
quantidade de ovos imaturos, maduros e mortos no intestino?
(Figura 8: A e B; Tabelas 3 e 4)

O dia de tratamento alterou a quantidade de ovos nos diferentes estagios,
dependo da dose e das preparacgdes utilizadas. Assim, para o tratamento feito com
PRZ livre na dose de 40 mg/kg aos 30 dias de infec¢cdo, ndao houve ovos nos
primeiros estagios de desenvolvimento (ovos imaturos ou de 12 a 4° estagios) e
ovos mortos no intestino. Ja no grupo tratado aos 45 dias apresentaram 20,6 ovos
imaturos (p<0,0001) e 0,8 ovos mortos (p=0,0248).

Para a dose de 47 mg/kg, o grupo tratado com PRZ livre aos 30 dias de
infeccao apresentou menor quantidade de ovos maduros (6,7 ovos; p=0,0358) do
que aquele que recebeu tratamento aos 45 dias de infecgcao (7,1 ovos). O grupo
tratado com essa mesma dosagem, mas com as preparacao contendo PRZ+LPZ
aos 30 dias de infeccédo, apresentou menor quantidade de ovos imaturos e
maduros (5,8 e 4 ovos; p<0,0001 e p=0,025 respectivamente) em relagcdo ao

grupo que recebeu tratamento aos 45 dias (31,5 e 11,6 ovos).

Para a dose de 60 mg/kg houve alteracao na quantidade de ovos maduros
no grupo tratado com PRZ livre, sendo menor quando o tratamento foi feito aos 30
dias de infec¢ao (3,1 ovos aos 30 dias e 20,3 ovos aos 45 dias; p=0,0013). Para o
grupo tratado com PRZ+LPZ nessa mesma dose, houve menor quantidade de
ovos maduros no grupo tratado aos 30 dias de infecgcao (8,5 ovos; p=0,0418) em

relagdo ao que recebeu tratamento aos 45 dias de infecgédo (17,7 ovos).

No grupo tratado com PRZ livre na dose de 250 mg/kg aos 30 dias de
infeccao, a quantidade de ovos maduros foi menor (3 ovos; P=0,003) que aos 45
dias (14,6 ovos). No grupo tratado com PRZ+LPZ nesta mesma dose, a
guantidade de ovos imaturos foi menor para o tratamento aos 45 dias (8,5 ovos e
aos 30 dias 16,7 ovos; p=0,0116).
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No tratamento feito com a dose de 300 mg/kg com a preparagcao contendo
PRZ livre, a quantidade de ovos nos primeiros estagios foi menor no grupo tratado
aos 45 dias de infecgao (10,5 ovos; p=0,008) do que aos 30 dias (24,7 ovos).

- A dose, para cada preparagdao contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ
incorporado a lipossomas — PRZ+LPZ) testada, alterou a quantidade
de ovos imaturos, maduros e mortos no intestino? (Figura 8; Tabelas
3ed)

Para os grupos tratados com PRZ livre aos 30 dias de infec¢ao, houve
alteragcdo na quantidade de ovos em todos os estagios de desenvolvimento.
Sendo assim, a menor quantidade de ovos imaturos, maduros e mortos ocorreram
na dose de 40 mg/kg (0 e p=0,0016; 0O,1e p=0,183; 0 e p=0,0018,
respectivamente). As doses 47, 60, 250 e 300 mg/kg apresentaram
respectivamente 12,7 ovos imaturos, 6,7 ovos maduros e 2,7 ovos mortos; 18,1
imaturos, 3,1 maduros e 2,9 mortos; 15,5 imaturos, 3 maduros e 1,1 mortos; 24,7

imaturos, 5 maduros e 4 mortos.

Para os grupos tratados com PRZ+LPZ aos 30 dias de infec¢do, houve
alteragdo na quantidade de ovos imaturos e maduros. As doses 47 e 300 mg/kg
apresentaram menor quantidade de ovos imaturos com 5,8 ovos cada (p=0,0095)
em relacao as doses 40 mg/kg (17,6 ovos), 60 mg/kg (17,3 ovos) e 250 mg/kg
(16,7 ovos). Quanto aos ovos maduros, apresentou menor quantidade destes a
dose de 300 mg/kg, com 0,9 ovos (p=0,0082) enquanto que a de 40 mg/kg
apresentou 7,9 ovos, a de 47, 4 ovos, a de 60 mg/kg, 8,5 ovos, a de 250 mg/kg,

5,9 ovos. Nao houve alteracao na quantidade de ovos mortos.

Os grupos tratados com PRZ livre aos 45 dias de infeccao, apresentaram
alteracdo apenas para a quantidade de ovos maduros. A dose 47 mg/kg
apresentou menor quantidade de ovos maduros (7,1 ovos; p=0,05) em seguida da
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de 300 mg/kg (8,8 ovos). A dose de 40 mg/kg apresentou 13,7 ovos; a de 60
mg/kg, 20,3; a de 250 mg/kg, 14,6 ovos e a de 300 mg/kg, 8,8.

Os grupos tratados com PRZ+LPZ aos 45 dias de infeccdo, tiveram
alteradas as quantidades de ovos imaturos e maduros. A quantidade de ovos
mortos n&o foi alterada. Assim, a dose que apresentou menor quantidade de ovos
imaturos foi a de 300 mg/kg, com 3,1 ovos (p<0,0001) em relagao as outras (40
mg/kg com 21,7 ovos; 47 mg/kg com 31,5 ovos; 60 mg/kg com 25 ovos e 250
mg/kg com 8,5 ovos). A dose de 250 mg/kg apresentou menor quantidade de ovos
maduros (4,5 ovos; p=0,0036) em seguida da de 300 mg/kg com 5 ovos. As
demais doses apresentaram: 40 mg/kg, 7,4 ovos; 47 mg/kg, 11,6 ovos e 60 mg/kg,
17,7 ovos.

- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) testadas alteraram a quantidade de ovos
imaturos, maduros e mortos no intestino? (Figura 8; Tabelas 3 e 4)

As preparagdes utilizadas alteraram a quantidade de ovos nos diferentes
estagios de desenvolvimento no intestino, dependendo da dose administrada.
Dessa forma, o grupo tratado com a dose de 40 mg/kg, aos 30 dias de infecgao, a
quantidade de ovos maduros foi menor para a preparagao contendo PRZ livre (0,1
ovos; p=0,0026). Nao houve ovos imaturos e mortos no grupo tratado com esta
preparagao. A quantidade de ovos imaturos, maduros e mortos (respectivamente)
para as demais doses foi: 17,6 ovos, 7,9 e 2,4 para a preparagdo contendo
PRZ+LPZ e 9,8 ovos, 2,5 e 0,7 para o Grupo Controle Positivo. Para os grupos
tratados aos 45 dias de infeccao a quantidade de ovos maduros foi menor para a
preparacao contendo PRZ+LPZ (7,4 ovos; p=0,129). A preparagao contendo PRZ
livre apresentou 13,7 ovos maduros e o Grupo Controle Positivo, 25.
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Os grupos tratados com a dose de 60 mg/kg apds 30 dias de infeccao,
apresentaram alteragcdo na quantidade de ovos maduros, sendo menor para a
preparacao contendo PRZ livre (3,1 ovos; p=0,0161) em comparacdo ao
PRZ+LPZ (8,5 ovos) e ao Grupo Controle Positivo (15,1 ovos).

Para os grupos tratados com a dose de 250 mg/kg, aos 30 dias de
infeccao, houve alteracdo na quantidade de ovos maduros, sendo menor para a
preparacao contendo PRZ livre (3 ovos; p=0,0093) enquanto que o PRZ+LPZ
apresentou 5,9 ovos e o Grupo Controle Positivo, 14,1 ovos. Para os grupos
tratados com essa mesma dose, mas aos 45 dias de infec¢ao, a quantidade de
ovos imaturos e maduros foi alterada sendo menores para o PRZ+LPZ (8,5 ovos
imaturos e 4,5 maduros; p=0,0007 e 0,0021 respectivamente). O grupo tratado
com PRZ livre apresentou 18,8 ovos imaturos e 14,6 maduros e o Grupo Controle
Positivo, 21,7 e 15,2 ovos, respectivamente.

Para a dose de 300 mg/kg, administrada aos 30 dias de infecgédo, a
quantidade de ovos imaturos foi menor para a preparagdo contendo PRZ+LPZ
(5,8 ovos; p=0,0043) do que para o PRZ livre (24,7 ovos) e o Grupo Controle
Positivo (25,1 ovos). J& para a quantidade de ovos maduros, o Grupo PRZ+LPZ
apresentou menor numero desses (0,9 ovos) em relacdao ao Grupo PRZ livre (5
ovos) e ao Grupo Controle Positivo (14,1 ovos). Nos grupos tratados com 45 dias
de infeccdo, a quantidade de ovos imaturos e maduros foi menor para a
preparagao contendo PRZ+LPZ (3,1 ovos imaturos e 5 ovos maduros; p=0,004 e
0,0356 respectivamente) em comparacao ao PRZ livre (10,5 e 8,8 ovos,
respectivamente) e ao Grupo Controle Positivo (25,8 e 17,1 ovos,

respectivamente).
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Figura 8: Oograma dos grupos tratados aos: A. 30 dias de infeccao; B. 45 dias de infecgao.

IMATURO — Ovos de primeiro a quarto estagio de desenvolvimento. MADURO — Ovos de quinto estagio.
MORTO — Ovos mortos. CONTIMAT — Ovos imaturos no Grupo Controle Positivo. CONTMAD — Ovos
maduros no Grupo Controle Positivo. CONTMORTO — Ovos mortos no Grupo Controle Positivo. PRZ 40...300
— Grupo tratado com PRZ livre na dose de 40 mg/kg...300 mg/kg. PRZ+LPZ — Grupo Praziquantel-Lipossoma
na dose de 40...300 mg/kg. CON40...300 mg/kg — Grupo Controle Positivo dos grupos tratados com as doses
de 40...300 mg/kg.
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- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) testadas reduziram o numero de ovos nas

fezes, em relacéo ao Grupo Controle Positivo?

De acordo com a Tabela 3 (tratamento feito 30 dias apo6s a infecg¢ao), as
maiores reducdes no numero de ovos nas fezes ocorreram para as doses de
PRZ+LPZ 250 e 300 mg/kg (99 e 98% respectivamente). A dose de 40 mg/kg sé
apresentou reducédo para o grupo tratado com PRZ livre e a de 47 mg/kg nao
apresentou reducao para nenhuma das preparagoes. As doses de 60, 250 e 300
mg/kg apresentaram maior reducdo nos grupos tratados com PRZ+LPZ do que

com PRZ livre.

A Tabela 4 mostra que a reducdo no numero de ovos nas fezes, em
relacdo ao Grupo Controle Positivo, ocorre a partir da dose de 60 mg/kg, sendo
que houve maior redugdo para os grupos tratados com PRZ+LPZ. A partir dessa
dose, a maior redugcao de ovos ocorreu no grupo tratado com 300 mg/kg de
PRZ+LPZ (98%).
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Tabela 3: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ)
sobre 0s ovos de Schistosoma mansoni. Tratamento aos 30 dias de infeccéo.

30 dias Preparacao OPG RO OOGRAMA
Dose X % IMAT MAD MORTOS
(mg/kg) X X X
40 CON 20,4 - 9,8 2,5 0,7
PRZ 3,8 81,3 0~ 0,1* 0~
PRZ+LPZ 30 - 17,6 7,9 2,4
47 CON 409,2 - 16,6 4,6 2,6
PRZ 645,9 - 12,7 6,7 2,7
PRZ+LPZ 316,5 - 5,8 4 2,9
60 CON 517,3 - 30,9 15,1 3,1
PRZ 393,3 24 18,1 3,1* 2,9
PRZ+LPZ 230 55 17,3 8,5 1,5
250 CON 760 - 25,1 14,1 0,5
PRZ 166,8 78 15,5 3* 1,1
PRZ+LPZ 6,3* 99 16,7 5,9 2,5
300 CON 760 - 25,1 14,1 0,5
PRZ 258,3 66 24,7 5 4
PRZ+LPZ 13,9* 98 5,8* 0,9 1,7

OPG - Ovos por Grama de Fezes. RO — Redugdo do Niumero de Ovos nas Fezes. IMAT — Ovos imaturos (de
12 a 4° estagios de desenvolvimento). MAD — Ovos maduros (ou de 5° estagio). MORTOS — Ovos Mortos.

CON - Grupo Controle Positivo. )? — Média. * - p<0,05.
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Tabela 4: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ)

sobre 0s ovos de Schistosoma mansoni. Tratamento aos 45 dias de infeccéo.

45 dias  Preparacao OPG RO OOGRAMA

Dose X % IMAT MAD MORTOS

(mg/kg) X X X

40 CON 4419 - 33,3 25 3,1

PRZ 86,5 - 20,6 13,7 0,8

PRZ+LPZ 200,3 - 21,7 7,4* 1,3

47 CON 104,5* - 29,1 14 1,8

PRZ 412,1 - 12,9* 7,1 47

PRZ+LPZ 441 - 31,5 11,6 2,2

60 CON 490 - 20,9 21,1 0,5

PRZ 408 16,7 21,6 20,3 1,3

PRZ+LPZ 220 55,1 25 17,7 1,5

250 CON 341 - 21,7 15,28 2,9

PRZ 290,6 17,7 18,8 14,68 3,6

PRZ+LPZ 36,6* 89,2 8,58* 4,5 2,2

300 CON 259,6 - 25,8 17,1 2,6

PRZ 200,5 22,7 10,5 8,8 5,8

PRZ+LPZ 5* 98 3,1* 5* 1,9

OPG — Ovos por Grama de Fezes. RO — Redugao do Numero de Ovos nas Fezes. OG1 — Ovos imaturos (de

12 a 42 estagios de desenvolvimento). OG5 — Ovos maduros (ou de 52 estagio). OGM — Ovos Mortos. CON —

Grupo Controle Positivo. X — Média. * - p<0,05.
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Efeito dos tratamentos nos granulomas

- As preparagdes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) utilizadas alteraram o tamanho dos
granulomas no figado? (Tabelas 5 e 6)

De acordo com o Teste de Comparacao Mdltipla de Médias de Duncan, o
tamanho dos granulomas no figado pode ter sido alterado dependendo néao sé da
preparacao, mas também da dose testada e o dia em que o tratamento ocorreu.
Dessa forma, a area dos granulomas mostrou-se alterada nos tratamentos feitos
aos 30 dias de infeccao para as doses 40, 47 e 300 mg/kg. A dose de 40 mg/kg
apresentou granulomas menores para o tratamento feito com PRZ+LPZ (230,9
um?; p=,0214) do que com PRZ livre (372,9 um? e o Grupo Controle Positivo
(1080 um?).

A dose 47 mg/kg apresentou granulomas menores no grupo de
camundongos tratados com PRZ livre (313,5 um? p=0,0323) enquanto que 0s
camundongos tratados com PRZ+LPZ e o Controle Positivo apresentaram

granulomas com area de 510 e 460,5 um?, respectivamente.

No tratamento feito com PRZ+LPZ 300 mg/kg ndo houve granulomas no
figado dos grupos que foram separados para observagdes histolégicas
(p<0,0001). Os granulomas do grupo tratado com PRZ livre nessa mesma dose e
o Grupo Controle Positivo apresentaram area de 787,6 e 816 pm?

respectivamente.

Para os tratamentos feitos aos 45 dias de infec¢ao, apenas a dose de 250
mg/kg apresentou alteragcao no tamanho dos granulomas, sendo que a preparag¢ao
contendo PRZ livre apresentou granulomas menores (408,8 um?; p=0,0159) que o
grupo tratado com PRZ+LPZ (505,1 um?) e o Grupo Controle Positivo (598,5 um?).
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- As preparagbes contendo PRZ (PRZ livre ou PRZ incorporado a
lipossomas — PRZ+LPZ) utilizadas alteraram o aspecto dos 6rgaos
internos (figado, intestino, bago e pulmdes) em relacao ao Grupo

Controle Positivo?

De acordo com as Tabela 5 e 6, algumas doses para determinadas
preparacdes apresentaram alteracdo na aparéncia dos 6rgaos em relagdo ao
grupo controle. Assim, a preparacao contendo PRZ+LPZ na dose de 47 mg/kg,
administrado aos 30 dias de infeccdo, apresentou melhora visual (menor
quantidade de granulomas) no intestino, no bagco e nos pulmbes, em relagao ao
Grupo Controle Positivo. O grupo tratado com PRZ livre nessa mesma dose,
também apresentou menos granulomas que o Grupo Controle Positivo no intestino

e pulmdes.

A dose de 60 mg/kg de PRZ livre e de PRZ+LPZ apresentou melhora nos
pulmées em relacdo ao Controle. O grupo tratado com PRZ+LPZ também

apresentou melhora no aspecto do bago.

Para as doses de 250 mg/kg e 300 mg/kg, o grupo tratado com PRZ+LPZ

apresentou melhora visual no figado, em comparacao ao Grupo Controle Positivo.

Em relacdo aos tratamentos feitos aos 45 dias de infec¢ao, a dose de 40
mg/kg apresentou melhora no intestino e pulmdes, em comparacao ao Grupo

Controle Positivo, para as preparacdes contendo PRZ livre e PRZ+LPZ.

A dose de 47 mg/kg apresentou melhora no intestino e pulmdes, para
tratamento feito com PRZ livre e PRZ+LPZ. O grupo tratado com a preparagao

contendo PRZ+LPZ também apresentou melhora no bago.

Para a dose de 60 mg/kg, o grupo que recebeu o tratamento com
PRZ+LPZ apresentou menor quantidade de granulomas nos pulmdes em relagcéao

ao Grupo Controle Positivo.
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O grupo tratado com PRZ livre na dose de 250 mg/kg, teve melhora no
aspecto de todos os érgaos analisados em relagcao ao Grupo Controle Positivo. Ja

o grupo tratado com PRZ+LPZ apresentou melhora no intestino, bago e pulmdes.

A dose de 300 mg/kg apresentou melhora no intestino e pulmao em
relacdo ao Grupo Controle Positivo tanto para o tratamento feito com PRZ livre
com para PRZ+LPZ.
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Tabela 5: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ2)
sobre os granulomas no figado, em relacao a alteracdo no tamanho (area) desses, e no aspecto
dos 6rgaos analisados. Tratamentos feitos aos 30 dias de infecgao.

30 dias Area (um?) Granulomas — aspecto do
6rgao analisado
Dose PRZ PRZ+LPZ CON Orgéos PRZ PRZ+LPZ CON
(mg/kg) x X X
40 372,9* 230,9* 1080* |Figado + 4+ -
Intestino - - -
Baco + - -
Pulméao - - -
47 313,5* 510* 460,5*
Figado  +++ S +++
Intestino  + - ++
Baco ++ - +
Pulméo - - +
60 525,3 422,5 446,6
Figado  +++ S +++
Intestino  + + ++e -
Baco ++ + ++
Pulmao + +e- ++
250 416,8 512,4 816
Figado  +++ ++ +++
Intestino - - -
Baco - + +e—
Pulméao - - -
300 787,6* 0* 816*
Figado  +++ + +++
Intestino - - -
Baco ++ + +e-
Pulm&o - - -

CON — Grupo Controle Positivo. +++ Orgdo com muitos granulomas; ++ érgao com quantidade

intermediaria de granulomas; + 6rgdo com poucos granulomas e — 6rgao limpo/sem

granulomas. X - média. * p<0,05. Em destaque: melhora em relacdo ao Grupo Controle
Positivo.
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Tabela 6: Efeito das doses de Praziquantel livre (PRZ) e incorporado ao lipossoma (PRZ+LPZ2)
sobre os granulomas no figado, em relacao a alteracdo no tamanho (area) desses, e no aspecto
dos 6rgaos analisados. Tratamentos feitos aos 45 dias de infecgao.

45 dias Area (um?) Granulomas — aspecto do
6rgao analisado

Dose PRZ PRZ+LPZ CON | Orgdgos PRZ PRZ+LPZ CON

(mg/kg) X X X

40 4912 541,8 921,3 |Figado +++ +++ +++
Intestino - - +
Bago +++ ++ +
Pulmao § + +4++

47 523,6 741,8 428,1 |Figado +++ +++ +++
Intestino - - ++
Baco ++ + ++
Pulmao - +e- ++

60 412,7 4411  466,8 |Figado  +++ +++ +++
Intestino - - -
Baco +++ +++ +++ € ++
Pulmao +++e + ++

++ € -

250 408,8* 505,1* 598,5*|Figado + +++ o+
Intestino - - +
Bago i + i
Pulmao - - +

300 453,7 4214 4723 |Figado  +++ +++€ ++ S
Intestino - - +
Baco + € ++ ++ ++
Pulmao - - +

CON — Grupo Controle Positivo. +++ Orgdo com muitos granulomas; ++ 6rgdo com quantidade

intermediaria de granulomas; + 6rgdo com poucos granulomas e — 6rgao limpo/sem

granulomas. X - média. * p<0,05. Em destaque: melhora em relacdo ao Grupo Controle
Positivo.
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V. DISCUSSAO

Muito tem se estudado sobre a quimioterapia da esquistossomose
mansodnica, que representa hoje uma das mais importantes doencgas parasitarias
mundiais e, embora a distribuicdo da doenca tenha modificado ao longo do tempo,
nao houve reducédo no numero de pessoas infectadas ou que vivem em areas de
risco (Chitsulo et al., 2000). Apesar disso, nos ultimos 30 anos, nao ocorreu
nenhuma grande mudanga em relacdo a terapéutica da esquistossomose

mansodnica (Cioli, 1998).

A Oxamniquine (OXA) foi por muito tempo o farmaco escolhido para o
tratamento nos esquemas de controle de endemias, fosse ele administrado
individualmente ou em massa (Bonesso-Sabadini, 1995). No entanto, casos de
resisténcia a este farmaco foram documentados (Dias et al, 1978; Yeang et al,
1987), legando ao Praziquantel (PRZ) o papel de substituto da OXA nos
tratamentos desta parasitose (Bonesso-Sabadini, 1995). Atualmente, porém, sabe-
se que o PRZ apresenta falhas em tratamentos em massa, fato atribuido a
resisténcia do parasito a este farmaco (Xiaonong et al., 2001) e, portanto, o estudo
de novos ou da combinacdo de diferentes farmacos (Ribeiro-dos-Santos et al.,
2006) ou ainda da melhoria dos ja existentes (como a incorporacdo do PRZ a

lipossomas — LPZ), faz-se necessario (Mourao et al., 2005).

Neste trabalho a avaliacdo da atividade do PRZ livre e do PRZ
encapsulado (PRZ+LPZ) seguiu alguns critérios quantitativos propostos por
Pellegrino & Katz (1968), tais como quantidade/porcentagem de vermes dentro do
sistema porta hepatico e nas visceras, proporcao entre machos e fémeas, reducao
no namero de vermes e de ovos eliminados para o ambiente externo ou retidos
nos tecidos. Segundo esses autores, tais critérios sdo fundamentais para avaliar a

atividade de um farmaco contra o Schistosoma mansoni.
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Assim, de acordo com Schubert (1948) e Standen (1963), uma das acdes
de farmacos anti S. mansoni consiste em alterar a distribuicdo dos vermes no

6rgao do hospedeiro.

Normalmente, segundo Pellegrino & Katz (1968), em infeccbes maduras
60 a 70% dos vermes estao localizados nas veias mesentéricas, 20 a 30% na veia
porta e 0 a 20% no figado. Apdés a administracdo, muitos agentes
esquistossomicidas afetam profundamente essa distribuicdo, fazendo com que o
verme se solte das paredes do sistema porta-hepatico, sendo levados
passivamente pela corrente sanglinea até o figado (Pellegrino & Katz, 1968;
Woolhouse, 1979). O PRZ, por exemplo, induz a uma rapida saida do verme do
sistema porta-hepatico para o figado (cinco minutos a uma hora apds a
administracdo do farmaco), enquanto que a OXA induz a uma saida moderada
(oito horas a seis dias) e o Artemether, a uma saida lenta (depois de sete dias ou
mais) (Pellegrino et al., 1977; Mehlhorn et al., 1981; Utzinger et al., 2003).

De acordo com Silva & Noél (1995), o desprendimento do verme da
parede do sistema porta-hepatico, ocorre devido ao efeito que o PRZ produz tanto
nas ventosas, inibindo a sucg¢ao, como também na musculatura lisa do corpo do
parasito, responsavel pela contracdo do verme, induzindo a esta contragdo. Esse
efeito € uma consequiéncia dos danos que o PRZ provoca no tegumento do

parasito.

Shuhua et al. (2000), testaram in vivo a acao do PRZ sobre o tegumento
de S. mansoni de uma linhagem proveniente da Libéria, constatando grandes

danos na ventosa oral, quatro horas ap6s a administracao do farmaco.

Mouréo et al. (2005), ao testarem in vitro agdo do PRZ, PRZ+LPZ e LPZ,
sobre S. mansoni linhagem LE, observaram a contracdo do parasito e alteracdes
no tegumento para o PRZ e PRZ+LPZ, e alteracdo no aspecto geral da cultura
para o LPZ sozinho, sem PRZ. Resultados semelhantes foram encontrados em
testes in vitro para larvas do cestdédeo Mesocestoides vogae (sin. M. corti), que
demonstraram altera¢gées no tegumento, no tamanho e na motilidade dos vermes

quando em contato com PRZ, PRZ+LPZ e LPZ. Os danos provocados pelo
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PRZ+LPZ foram maiores, mas, apesar disso, o farmaco nao provocou a morte dos

vermes, ao contrario dos vermes em contato com PRZ.

O encontro de vermes no figado, contudo, ndo é necessariamente, uma
comprovacao da atividade esquistossomicida de um farmaco (Pellegrino & Katz,
1968) ja que, em alguns casos, a migracao dos vermes das veias mesentéricas e
porta para o figado é reversivel e, em outros casos, essa passagem € irreversivel,
guando ocorre morte do verme, formagao de reagcdo granulomatosa e reabsorgao
do mesmo (Mehlhorn et al., 1981). Isso porque a contracao induzida pelo farmaco
na musculatura do verme - e responsavel pela liberagcdo deste nas paredes do
sistema porta-hepatico - é reversivel, segundo Pax et al. (1978) e Coles (1979),

cessando quando o farmaco é retirado.

No presente trabalho foi observado que nos dois esquemas de tratamento
a quantidade de vermes nas visceras ficou entre 0 e 20%, tanto para os grupos
tratados, como para os grupos controles positivos (essa porcentagem ficou abaixo
da obtida por Delgado et al., 1992, que testaram in vivo a dose de PRZ 250 mg/kg
em S. mansoni - linhagem BH, tratamento administrado no quadragésimo segundo
dia de infeccdo - e chegou a uma porcentagem de 60% de vermes encontrados no

figado e 0% no grupo controle positivo).

O tratamento administrado no 30° dia de infeccdo, para a dose de 40

mg/kg, constituiu numa excecdo ja que o grupo PRZ livre apresentou 40,5% de

vermes nas visceras ( X =6) e o grupo controle (para essa dose) 21% ( X =4,3).

E importante salientar, no entanto, que neste grupo houve um grande
nuamero de infecgdes unissexuais por vermes machos (40% dos camundongos
infectados apresentaram infeccao unissexual), tanto nos grupos tratados, como no
grupo controle positivo, 0 que pode ter contribuido para a alteracao da distribuicao
dos vermes. A tendéncia das infeccdes unissexuais serem por vermes machos ja
foi relatada por Boissier & Moné (2000), indicando que a infectividade das
cercarias machos e fémeas sao iguais quando a infecgcdo é bissexual (o que
permite igual proporcao entre machos e fémeas no hospedeiro definitivo), porém,

quando a infeccao € unissexual, a infectividade e o tempo de vida das cercarias



DISCUSSAO 50

machos é maior do que as das fémeas. Boissier et al. (1999) e Zanotti-Magalhaes
et al. (1991), sugeriram que vermes machos e fémeas de S. mansoni possuem
estratégias de transmissao diferentes, ou seja, cercarias macho apresentam maior
infectividade enquanto que as fémeas apresentam maior longevidade, em

condigdes experimentais.

Considerando que o encontro de vermes fora do sistema porta-hepatico e
no figado € um sinal de resposta a acao do farmaco, pode-se afirmar que o melhor
tratamento para este parametro foi o PRZ+LPZ na dose 300 mg/kg administrada
no 45?2 dia de infeccao (se ndo considerar o grupo tratado com 40 mg/kg), ja que

correspondeu & maior porcentagem de vermes nas visceras (17,5% e X =0,6).

O S. mansoni € capaz de capturar lipidios externos através de um
processo ativo de absorcao e metabolismo (Browers et al.,, 1998). Por isso, a
composicao dos lipossomas pode modificar a composicao lipidica do tegumento
do verme (Hrckova et al., 1998). Ja foi observado que em testes in vitro, a
composicao lipidica do esquistossdmulo pode ser alterada conforme os lipidios
existentes no meio (Rumjanek & McLaren, 1981). Além disso, em altas
concentracées de lipossomas, pode provocar danos na superficie, mas sem
erosao do tegumento do verme (Lima et al.,, 1994). Assim, quando os lipossomas
levam consigo o PRZ, os danos provocados sao muito mais extensos e invasivos,
e as lesdes se estendem nos tecidos mais profundos do parasito (Lima et al.,
1994). E, entdo, possivel imaginar que os lipossomas possam alterar a fluidez do
tegumento, fazendo com que ele, juntamente com o PRZ, passem pela membrana
mais facilmente, promovendo um aumento na eficacia do PRZ (Hrckova et al,
1998).

Essas observacdes podem explicar porque no grupo tratado com
PRZ+LPZ na dose 300 mg/kg, aos 45 dias, foi encontrado maior quantidade de
vermes nas visceras, ja que, conforme visto anteriormente, os vermes sao levados
para fora do sistema porta-hepatico e para o figado por causa dos danos que os

farmacos provocam em seu tegumento e musculatura.
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Em relacdo a proporcao entre vermes machos e fémeas, foi possivel
observar que para os tratamentos feitos aos 30 dias de infeccao com PRZ livre
nas doses 40; 60; 250 e 300 mg/kg, e aos 45 dias nas doses 40; 47 e 60 mg/kg,
houve maior quantidade de machos, supondo entdo que este farmaco agiu, na
maioria das doses, preferencialmente nas fémeas. Para o PRZ+LPZ isso também
ocorreu, nos tratamentos feitos aos 45 dias de infeccdo. Nos tratamentos
administrados no 30° dia com PRZ+LPZ, ocorreu o inverso, e o farmaco atuou
preferencialmente sobre os vermes machos, porque talvez, machos adultos jovens

sejam mais susceptiveis a este farmaco.

A acdo do PRZ sobre machos e fémeas é controversa. Goénnert &
Andrews (1977), Pellegrino et al. (1977) e Mehlhorn et al. (1981) afirmam que
doses subterapéuticas de PRZ atuam em vermes de ambos os sexos, matando-os
igualmente. No entanto, Delgado et al. (1992) observaram que a dose de 250
mg/kg de PRZ atuou preferencialmente nas fémeas, alterando a Razao Relativa
ao Sexo (RRS). Esse mesmo autor afirma que nas infecgbes bissexuais é
interessante que o farmaco tenha acao preferencial em fémeas, pois com isso a
eliminacao de ovos € diminuida e, por conseqléncia, as lesbes provocadas nos

orgaos ocasionadas pelos ovos do parasito, € menor.

Pica-Mattoccia & Cioli (2004), por sua vez, relataram maior sobrevivéncia
de fémeas em seus experimentos (linhagem Porto Rico, dose de 81 mg/kg e
tratamento no quadragésimo nono dia de infecgdo), relacionando o fato dos
vermes machos, em infeccdes bissexuais, serem mais susceptiveis ao PRZ que
as fémeas. Shaw & Erasmus (1983) ao descreverem o mecanismo de agdo do
PRZ em S. mansoni, notaram através da microscopia eletrénica de varredura, em
experimentos feitos in vivo, que 0s vermes machos apresentam danos no

tegumento muito mais rapido que as fémeas.

Shuhua et al. (2000), que testaram in vivo a dose de PRZ 300 mg/kg,
administrado no 49° dias de infeccdo por meio de tubagem esofagica, observou
por meio da microscopia eletrobnica de varredura que os vermes machos

apresentaram grandes alteracbes no tegumento (apdés quatro horas da
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administracdo do farmaco), como a perda dos “espinhos” e forte vacuolizacao,
enquanto que nas fémeas esses danos ou ndo ocorreram, ou eram mais brandos.
Depois de 24 horas da administracdo do farmaco, os danos foram severos e

generalizados nos machos, e mais suaves nas fémeas.

Outro critério de avaliacao da atividade terapéutica de um farmaco testado
€ em relacdo a sua atividade sobre os casais de S. mansoni, ja que uma de suas
acdes pode ser a separacao dos casais (Pellegrino & Katz, 1968). Os testes in
vitro realizados por Mourdo et al. (2005) sobre cultura de S. mansoni,
demonstraram ndo sé a perda de mobilidade como também a separacdao dos
casais para PRZ+LPZ, sendo esse mesmo resultado obtido com altas

concentracdes de LPZ sozinho, sem PRZ.

Neste trabalho, foram encontrados um numero razoavel de vermes
acasalados durante a perfusdo. O tratamento que apresentou menor quantidade

de casais foi para o farmaco PRZ+LPZ na dose 47 mg/kg administrado no 30° dia

de infeccdo (26,6% e X =5,7). Mesmo assim pode-se dizer que neste trabalho, os
farmacos testados nao atuaram na separacao dos casais.

Para avaliar a atividade do farmaco contra S. mansoni, dados sobre a
reducao do namero de vermes (RV) no grupo teste em relagcao ao controle positivo

€ de fundamental importancia (Pellegrino & Katz, 1968).

No presente trabalho foi observada reducao de 9,2 a 45,3% nos grupos
tratados com PRZ livre aos 30 dias de infec¢do e de 17,9% a 25,7% aos 45 dias.
Ja os testes com PRZ+LPZ mostraram redugado entre 25 a 34,6% nos grupos
tratados no 30° dia de infeccdo e de 20,4 a 68,8% no 45° dia, propondo que para
este pardmetro, o melhor tratamento foi com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg no
45° dia de infeccdo com reducao de 68,8% (Mourao et al., 2005, observou in vivo
que PRZ+LPZ foi mais eficiente do que PRZ livre para matar os vermes, da
linhagem LE). Esse resultado foi superior ao obtido por Delgado et al. (1992), que
testaram a dose PRZ 250 mg/kg, em que observou reducéo de 54 a 59%. Apesar
disso, quando comparada com taxas de reducao de vermes para outras linhagens,

pode-se pensar que as reducdes obtidas com os farmacos PRZ livre e PRZ+LPZ
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em ambos os dias de tratamento, foram baixas. Sendo assim, a porcentagem de
eficacia (ou redugdo de vermes) foi baixa, indicando que para a linhagem

estudada, os tratamentos tiveram menor poder esquistossomicida.

Liang et al. (2001) compararam a redugao de vermes em camundongos
infectados entre linhagens resistentes e susceptiveis ao PRZ, na dose de 3x200
mg/kg. As linhagens susceptiveis (Porto Rico, Queniana — de campo e de
laboratério —, Egipcia e uma mistura dessas linhagens) apresentaram reducgao
entre 91,8 a 100%, enquanto que as resistentes (Linhagem Resistente
selecionada em Laboratério, Senegalés-1, Senegalés-2, Senegalés-3 e uma
mistura dessas linhagens) apresentaram reducao - considerada baixa - na ordem
de 59,6 a 74,4%.

A linhagem Ouh, testada por Bonesso-Sabadini (1995), que apresentou
90% de reducado no tratamento feito com 100 mg/kg de PRZ (administrado
cinquienta dias apos infec¢ao) foi considerada baixa, e para os tratamentos feitos
com 150, 200 e 250 mg/kg a eficacia foi maior (a reducao foi considerada alta)
havendo 97,6; 92,8 e 96,1% respectivamente. Esses dados, juntamente com a
retomada da oviposicao dias apds o tratamento, levaram esta autora a concluir

que a linhagem Ouh é resistente ao tratamento com PRZ.

A resisténcia pode acontecer quando o verme sofre uma pressao pela
presenca de farmacos. Segundo Doenhoff (1998), doses subterapéuticas para a
esquistossomose mansoénica, proporciona sérias conseqiéncias a longo prazo, ja
que, uma das razdes do verme sobreviver ao tratamento é porque ele se mostra
mais tolerante ao farmaco do que aqueles que morrem. Dessa forma, ocorrera
uma selegao de fendétipos tolerantes ao farmaco (a tolerancia é uma caracteristica
inerente ao verme, que o confere vantagem seletiva). Caso pacientes tratados se
reinfectem e 0s novos vermes se acasalem com o0s sobreviventes, um grande
numero de ovos com fatores associados a tolerancia ao farmaco serdo eliminados
no ambiente. Quando a pratica terapéutica continuar, haverd um aumento na
producdo de vermes tolerantes tornando, com o passar do tempo, a linhagem em

questao resistente ao farmaco. Pode-se considerar, portanto, que a tolerancia é
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precursora da resisténcia. Assim como relatam Liang et al. (2001), linhagens
resistentes representam um problema para tratamentos feitos em massa, em que
nao havera 100% de cura. Dessa forma, os vermes sobreviventes irdo contribuir

para manter a resisténcia da proxima geracao.

Acredita-se que alteragdes no canal de Ca?* (local de agdo do farmaco)
estdo relacionadas com as mudangas que resultam na resisténcia ao PRZ
(Greenberg et al., 2005), mas ainda nao se sabe exatamente que tipo de alteragao
molecular resulta nessa resisténcia (Liang et al., 2001). Pereira et al. (1998)
relataram uma alteracdo na expressdo da enzima citocromo-c-oxidase (enzima
transmembrana, presente nas mitocéndrias, relacionada ao processo de producao
de ATP), sendo excessivamente expressada nas linhagens de S. mansoni

resistentes ao PRZ.

A linhagem BH, utilizada neste trabalho, nunca passou por pressdo de
farmacos e, portanto, ndo se pode afirmar que é resistente - 0 que garante a
fidedignidade dos resultados obtidos. Diante desses resultados, como a redugéo
de vermes, pode-se pensar que essa linhagem seja tolerante aos farmacos
testados.

O uso de lipossomas para reduzir a quantidade de vermes foi pesquisado
por Frézard & Melo (1997). Nesse caso, foi comparada a atividade
esquistossomicida da Oxamniquina livre (OXA) com a incorporada ao lipossoma
(LOXA), administradas subcutaneamente um dia antes da infec¢do, contra S.
mansoni - linhagem LE — atestando a superioridade da LOXA para a reducao no
numero de vermes (97%), tanto em relagao ao grupo tratado com OXA e ao grupo
controle positivo. O motivo dessa superioridade, segundo esses autores, esta
relacionado também pela habilidade dos lipossomas de formarem um depdsito
subcutaneo, no local da inoculagdo, afetando o parasito durante a adaptagdo no
processo de migracdao no hospedeiro vertebrado. Entéo, a alta taxa de reducgéao de
vermes refletiu a morte das larvas antes de atingir outros 6rgaos e, por esse
motivo, a LOXA poderia ser utilizada preventivamente, quando inoculada

subcutaneamente.
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Outro critério, que segundo Pellegrino & Katz (1968) é um dos mais
importantes para a avaliacdo da atividade de um farmaco anti S. mansoni, é o
efeito que este apresenta sobre a eliminacao dos ovos pelo verme. De acordo com
Kikuth & Génnert (1948), essa avaliagao da atividade é principalmente baseada na
diminuicdo ou na completa interrup¢ao da oviposicao nos camundongos tratados.
Martinez et al. (2003) sugerem que a contagem de ovos € um indicador da

fecundidade dos vermes adultos mantidos in vivo e in vitro.

No presente trabalho foi encontrada reducdo da oviposicdo, para 0s
tratamentos feitos com PRZ livre, na ordem de 24 a 81% administrados no 30° dia
de infeccao, e 16,7 a 22,7% no 45° dia. Para tratamentos feitos com PRZ+LPZ a
reducao ficou entre 55 a 99%, quando administrado no 30° dia de infec¢éo, e entre
55,1 a 98%, no 45° dia. As melhores redugdes foram encontradas para os
tratamentos feitos com PRZ+LPZ 250 e 300 mg/kg, no 30° dia de infecgéo, e para
PRZ+LPZ 300 mg/kg, no 45° dia de infeccdo. Em vista disso, € possivel propor
que o melhor tratamento para este parametro foi o PRZ+LPZ 300 mg/kg,
administrado aos 45 dias de infecgdo. Isso porque, no 45° dia de infeccao, a

oviposicao € superior ao 30° dia.

Segundo Martinez et al. (2003), o padrao de eliminacdo dos ovos se inicia
com uma baixa oviposi¢cao, havendo um aumento progressivo entre 45 e 72 dias
apos a infeccdo. Estudos in vitro evidenciaram que a oviposicao € caracterizada
por trés etapas: uma fase inicial em que as fémeas produzem poucos ovos, um
periodo de maxima oviposi¢ao e, finalmente, uma redugao progressiva no numero
de ovos eliminados (Barth et al., 1996; EI-Ridi et al., 1997), cerca de trés semanas
apos o periodo pré-patente (Barth et al., 1996; EI-Ridi et al., 1997).

Neste trabalho, os exames parasitoldgicos foram feitos anteriormente ao
periodo da diminuicao da oviposicao, entre a sexta e oitava semana de infeccao.
Sendo assim, essa alta reducao (98%) mostrou a eficacia do farmaco em diminuir,
quase cessar, a oviposicdo. Além disso, esse tratamento (300 mg/kg de

PRZ+LPZ, administrado no 45° dia de infeccdo) também apresentou a menor

quantidade de ovos/grama, em relacdo a todos os demais tratamentos (X =5).
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Esse resultado foi superior aos obtidos por Delgado et al. (1992), que conseguiram
reducao de ovos no intestino entre 86 a 90% em tratamento feito com PRZ 250
mg/kg contra S. mansoni linhagem BH, 85 a 94% para a linhagem YT e 89 a 95%

para a linhagem SM (essas ultimas de origem venezuelana).

Testes in vivo, feitos por Shaw & Erasmus (1988), indicaram que o PRZ
atua ndo apenas no tegumento e na musculatura da fémea, mas também em
estruturas internas, particularmente na diferenciacao das células vitelinicas e nos
ovarios. Xiao et al. (1981) encontraram grande quantidade de PRZ nas glandulas
vitelinicas, mais que em outros tecidos, no S. japonicum (testes in vivo) sugerindo
que este tecido é mais susceptivel a acdo deste farmaco. Além disso, as glandulas
vitelinicas de S. mansoni sao capazes de sequestrar o calcio (Erasmus & Davies,
1979). Como o PRZ promove alteracdes nos canais de calcio e, portanto, na
quantidade interna de célcio, as células vitelinicas podem com isso sofrer certas
modificagdes (Shaw & Erasmus, 1982). Associando essa informagéo ao fato dos
lipossomas poderem alterar a fluidez do tegumento (Hrckova et al.,, 1998), entao
ao incorporar o PRZ ao lipossoma, ocorre um aumento da absorc¢ao do farmaco e,
por consequiéncia, aumento nas alteracdes sofridas pelas glandulas vitelinicas, o

que pode justificar a superioridade do tratamento com PRZ+LPZ.

Carneiro-Ledo et al. (2002), também observaram superioridade nos
tratamentos feitos com farmaco incorporado a lipossomas. Os autores testaram o
efeito do polissacarideo da goma de Anacardium occidentale (P-JU) livre e
encapsulado em lipossomas, administrados intraperitonealmente, apés 24 horas
ou 42 dias da infecgdo, em S. mansoni, linhagem BH. Enquanto o P-JU livre
apresentou reducdo de ovos entre 19,6 a 58%, o P-JU encapsulado apresentou
reducao entre 82,1 a 98,8%. A superioridade deste tratamento foi atribuida ao
sinergismo entre a atividade imunomoduladora do P-JU associada a sua absorgéao

aumentada pelos lipossomas.

Alguns tratamentos (como 47 mg/kg, para a preparagédo contendo PRZ
livre, 30° dia; 40 e 47 mg/kg, para a preparagao contendo PRZ livre, 45° dia; 40 e
47 mg/kg, para a preparacao contendo PRZ+LPZ, 30° dia; 40 e 47 mg/kg, para a
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preparacao contendo PRZ+LPZ, 45° dia) ndo apresentaram redu¢ao no numero

de ovos, em relacdo aos seus grupos controles positivos.

No caso de ser desconsiderada a redugéo de 81,3% do grupo tratado com
PRZ livre, na dose 40 mg/kg, no 30° dia de infec¢ao, entao foi possivel afirmar que
sé comeca haver reducdo de ovos a partir da dose 60 mg/kg, para ambas as
preparagdes, em ambos os dias de tratamento, talvez porque, essas doses sejam
muito baixas e insuficientes para promover essa reducédo. Vale lembrar que os
camundongos que receberam tratamento com a dose 40 mg/kg, apresentaram
grande numero de infecgbes unissexuais, principalmente o grupo PRZ livre, e por
essa razao, nao foi possivel considerar que houve realmente uma reducao de

OVvos.

Conforme Kikuth & Génnert (1948), a eficacia de um farmaco anti S.
mansoni pode ser classificada de quatro formas: os farmacos que nao tém acao
sobre os vermes, ou seja, aqueles que nao impedem a eliminagao dos ovos pelo
parasito; os farmacos que apresentam acdo moderada, que sao 0s que
interrompem definitivamente ou momentaneamente a eliminagdo dos ovos pelo
parasito, porém, durante a autdépsia do camundongo, sdo encontrados vermes
adultos vivos, mortos ou debilitados; os farmacos que exibem acao superior, ou
seja, aqueles que interrompem definitivamente a eliminacdo dos ovos pelo verme
e, durante a autdpsia sdao encontrados vermes mortos (principalmente) e em
estado de desintegracao; por fim, os farmacos que promovem a cura da doenca,
que sao aqueles em que nao aparecem ovos nas fezes e na autdpsia ndao sao
encontrados vermes ou ovos vivos até quatorze dias apdés o tratamento. De
acordo com essa classificacdo, pode-se afirmar o melhor tratamento PRZ+LPZ

300 mg/kg, administrado no 45° dia de infeccao, teve uma acao moderada.

Os resultados mostraram que, aparentemente, os efeitos do farmaco
sobre a oviposicao, a alteragcao na distribuicdo dos vermes, dos casais de vermes
e a reducado na quantidade de vermes adultos sdo fenbmenos separados, ja que o
farmaco nao atuou alterando drasticamente a distribuicdo dos vermes, separando

0s casais ou reduzindo bastante a quantidade de vermes. Em contrapartida, houve
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diminuicdo drastica na oviposicao. Essa conclusdo também foi apresentada por
Delgado et al. (1992).

Doenhoff (1998), recomenda doses que reduzam os ovos de S. mansoni a
valores proximos a 100%. Apesar disso, a pratica dos tratamentos tem
demonstrado que em humanos, a reducéao fica bem abaixo desse valor. Isso néao
constitui num problema para o individuo, mas sim para a populagcdo. Por essa
razao, farmacos que atinjam quase 100% de redugao na eliminagcao dos ovos sao
benéficas para a populacdo, reduzindo a transmissdo da doenca. Doses
subterapéuticas, por sua vez, induzem ndo sé a continuidade da transmissao

como também casos de resisténcia a farmaco, a longo prazo.

O exame parasitoldgico Kato-Katz (Kato & Miura, 1954; Katz et al., 1972) é
bastante empregado na deteccao de ovos de duas espécies hepato-intestinais de
esquistossomose, o S. mansoni e S. japonicum. Entretanto, métodos
parasitolégicos (particularmente os que detectam ovos nas fezes) séao

freqientemente insensiveis.

Cunha et al. (1987), encontraram divergéncias nos resultados ao comparar
os exames Kato-Katz (Kato & Miura, 1954; Katz et al., 1972), Hoffman Pons &
Janer (1934), e 0 oograma, sendo que O primeiro exame apresentou maiores
taxas de cura. Por essa razdo é importante fazer ndo s6 o exame das fezes como

também o método do oograma.

O oograma é o método de maior fidedignidade para avaliar a eficacia
terapéutica dos farmacos, na esquistossomose mansoénica (Cunha, 1992). De
acordo com Pellegrino & Faria (1965), farmacos anti S. mansoni produzem na
parede do intestino, uma mudanca progressiva na porcentagem de ovos viaveis
em diferentes estagios de maturidade, e isso pode ser observado por meio do
oograma. Essa mudanca € produzida pela interrupcao da oviposicdo na parede
intestinal ou por alteragbes no processo de maturagcdo dos ovos. Esses autores
sugerem, entdo, que modificacbes no oograma constituem num critério simples,

sensivel e seguro para avaliar a agao de farmacos contra este verme.
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Segundo Giboda & Smith (1994), a eficacia de farmacos
esquistossomicidas, é normalmente avaliada por critérios como a carga parasitaria
e presenca ou auséncia de ovos nas fezes. Entretanto, é também importante
conhecer a viabilidade dos ovos excretados, para assim avaliar corretamente a
eficacia do tratamento (a viabilidade dos ovos, neste trabalho, foi determinada
através da morfologia dos ovos no tecido intestinal). Pellegrino & Katz (1968),
afrmam que a parede intestinal de camundongos que foram submetidos a
tratamento, apresenta uma mudancga progressiva na porcentagem de ovos viaveis

nos diferentes estagios de desenvolvimento.

Neste trabalho, foi possivel observar que os tratamentos feitos no 30° dia
de infeccdo mostraram diminuicdo na quantidade de ovos imaturos (em
comparagao aos grupos controles positivos referentes a cada dose e as diferentes
dosagens para as duas preparacdes testadas) nos tratamentos feitos com PRZ

livre na dose de 40 mg/kg (X =0) e com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg (X =5,8)
e de ovos maduros para os tratamentos feitos com PRZ livre nas doses 40
(X =0,1), 60 (X =3,1), 250 mg/kg (X =3) e PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg
(X =0,9), e de ovos mortos para o tratamento feito com PRZ livre na dose de 40
mg/kg (X =0). Nos tratamentos feitos no 45° dia de infecgéo, houve diminuicdo da
quantidade de ovos imaturos para as doses 47 mg/kg de PRZ livre (X =12,9); 250
(X =8,5) e 300 mg/kg (X =3,1) de PRZ+LPZ; de ovos maduros para a dose 40
(X =7,4) e 300 mg/kg ( X =5) de PRZ+LPZ.

Os resultados obtidos para o tratamento feito com PRZ livre na dose de 40
mg/kg administrada no 30° dia de infecgcao, indicaram grande quantidade de
infecgdo unissexual, e ndo que realmente houve uma diminuicdo na quantidade
desses ovos.

Sabe-se que os ovos de S. mansoni no intestino levam de seis a sete dias
para se desenvolver completamente, ou seja, passar do primeiro estagio para o
quinto, quando ha formacao de um miracidio - ovo maduro (Prata, 1957; Pellegrino
et al., 1962). Os ovos maduros permanecem viaveis no intestino por cerca de doze
dias (Prata, 1957), portanto, se a oviposi¢do diminuir com a administragdo do
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farmaco, o oograma devera apresentar maior quantidade de ovos maduros - em
decorréncia de oviposicdes anteriores ao tratamento - do que de ovos imaturos.

Neste trabalho, foi visto que os grupos controles positivos referentes a
todas as doses, apresentaram na grande maioria dos oogramas, quantidade maior
de ovos imaturos do que de ovos maduros, indicando que a oviposicao, para este
grupo, ocorreu até a época da analise. O mesmo aconteceu com o grupo tratado
com PRZ livre e com PRZ+LPZ, exceto para a dose PRZ+LPZ 300 mg/kg (45°
dia).

Dessa maneira, a dose PRZ+LPZ 300 mg/kg, mostrou-se mais eficaz em
relacdo as outras ja que houve diminuicdo na quantidade dos ovos imaturos e
também maduros em ambos os dias de tratamento. Por outro lado, a quantidade
de ovos imaturos no grupo tratado aos 45 dias de infeccdo foi menor que a de
ovos maduros. Isso mostra que a oviposicao foi menor, ja& que ovos recentes (nos
primeiros estagios) foram encontrados em menor quantidade comprovando que
essa dose, quando administrada nesse dia, € superior em relacdo as outras
testadas e nos outros dias de administracao.

Segundo Pellegrino & Katz (1968), farmacos anti S. mansoni, podem atuar
de diferentes formas, por exemplo, fazendo os vermes perderem o tdnus muscular
e migrarem para o figado e outros 6rgéos, ou entdo os matando, ou ainda atuando
nos 6rgdos reprodutores dos vermes. Quando o farmaco atua nos 6rgaos
reprodutores do parasito, a interrupcao da postura dos ovos é percebida. Assim, a
porcentagem de ovos maduros aumenta progressivamente depois da
administragao do farmaco e a de ovos imaturos decai. Um farmaco € considerado
ativo, portanto, se um ou mais estagios imaturos estao ausentes ou diminuiram, o
que mais uma vez comprova a superioridade do tratamento feito com PRZ+LPZ
300 mg/kg, no 45° dia de infeccao.

Esse resultado é muito importante ja que, conforme as observacdes de
Richards et al. (1989), o PRZ atua apenas nos ovos maduros, matando-os, € 0s
imaturos continuam se desenvolvendo até serem eliminados, podendo ainda
eclodir no meio ambiente. Isso porque, os ovos em embriogénese sofrem pouca

toxicidade relacionada ao farmaco, sendo que se o tratamento nao for continuado
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acima do tempo requerido para a maturacdo dos ovos, 0s mais jovens (ou seja, 0s
ultimos a serem depositados antes da interrupcado da oviposicao) sobrevivem e
atingem, saudavelmente, a maturidade eclodindo naturalmente (Richards et al.,
1989).

Giboda & Smith (1994), testaram a acdo do PRZ em camundongos
infectados com 200 cercarias da linhagem Porto Rico, administrando através da
tubagem esofagica, 800 mg/kg em duas doses, uma no 60° dia de infecgcéao e outro
no 69° sobre os ovos de S. mansoni. Esses autores também observaram que o
PRZ matou apenas os ovos maduros sendo que, nove dias apds 0 primeiro
tratamento, 90,7% dos ovos maduros representaram 0s ovos imaturos que
sobreviveram a primeira dose do farmaco, e que se tornaram maduros. Além
disso, a eclosao desses ovos foi de 90%, indicando sua viabilidade.

Katz et al. (1989), observaram oogramas alterados em relacdo ao grupo
controle positivo, em todas as semanas de tratamento, nos grupos tratados com
PRZ 200 e 400 mg/kg, via oral, em camundongos infectados com S. mansoni,
linhagem LE. No entanto, recidivas foram detectadas a partir da terceira semana
do tratamento. No presente trabalho ndo foi possivel perceber se houve recidivas,
j& que a necropsia foi feita duas semanas apo6s o tratamento.

A superioridade do tratamento com PRZ+LPZ, pode ter sido por dois
motivos: ou pelo fato do PRZ, quando incorporado ao LPZ, atuar nos ovos
imaturos, ou entdo pelo fato do PRZ tornar-se mais disponivel com essa
associagao. Nesse ultimo caso, entdo o PRZ seria eliminado mais lentamente pelo
organismo e, dessa forma, teria mais tempo de agir sobre o0s vermes,
particularmente nos seus 6rgaos reprodutores, o que culminaria com a reducao da
oviposicao. Resultados obtidos por Akbarieh et al. (1992), indicaram que enquanto
o PRZ livre desapareceu do figado do camundongo uma hora apés a
administracdo, o PRZ incorporado a LPZ foi encontrado até 10 dias depois.

Além do efeito que o farmaco apresenta sobre a eliminacao dos ovos pelo
verme, outro critério importante para avaliar a acao deste sobre o S. mansoni, é a
reducdo no numero de ovos retidos nos tecidos, como o do figado, por exemplo
(Luttermoser, 1954; Thompson et al., 1962; Lambert & Stauffer, 1964).
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O estudo da acao que um farmaco tem sobre a reacao granulomatosa que
se forma ao redor dos ovos do S. mansoni, principalmente no figado e no
intestino, € muito importante, ja que ela é a responsavel pela principal causa da
patologia nesse tipo de infeccao (Warren, 1963; Cheever, 1965). Inicialmente a
reacao tende a proteger o hospedeiro, impedindo que produtos tdéxicos dos ovos,
como o antigeno hepatotéxico 6mega-1, capazes de matar o hospedeiro, sejam
liberados (Modha et al., 1998). No entanto, produz seqlelas, sendo que a
principal sdo as varizes esofagianas causadas pela hipertensdo portal. Essas
varizes sao originarias da deposicao de colageno e fibrose de vasos sanglineos
do figado (Bennet, 1997). Segundo Burt (1993), as fibroses também alteram
profundamente a capacidade metabdlica e funcional do parénquima hepatico.

Interferéncias no curso da infeccdo com quimioterapia especifica podem
modular a reagao imune e assim, o estudo dos granulomas é util na avaliacdo de
farmacos esquistossomicidas e da resposta do hospedeiro aos ovos do S.
mansoni (Botros et al., 1984).

A reversibilidade dos granulomas, depois de curada a infeccdo, é
discutivel (Warren, 1962; Schiller & Haese, 1973). Segundo Morcos et al. (1985),
a reversibilidade da reagao granulomatosa e da fibrose depois do tratamento, ja foi
relatada. Esse mesmo autor também sugere que o tempo em que o tratamento
ocorre € importante para a reversao da fibrose. A diminuicdo no tamanho do
granuloma nos pulmoées, apés tratamento com PRZ e com o Tartaro Emético,
também ja foi observada por Botros et al. (1984). De acordo com Stone (2000) e
Singh et al. (2004), nas infecgbes murinas por S. mansoni, o tratamento com PRZ
resulta em baixa reabsorcao do tecido fibroso no figado e diminuicdo do tamanho
dos granulomas, meses apés o tratamento. Morcos et al. (1985), conseguiram
reversao das reagdes granulomatosas e fibroses provocadas pelo S. mansoni —
linhagem Egipcia - ap6s tratamento com PRZ, na dose de 250 mg/kg,
administrado por via oral. Esse resultado estad de acordo com o obtido neste
trabalho, pois a dose 250 mg/kg de PRZ livre, quando administrada no 45° dia de
infec¢ao, apresentou diminuicao no tamanho do granuloma em relagdo ao grupo

controle positivo e ao grupo tratado com PRZ+LPZ.
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No presente trabalho os 6rgdos mais lesados, quando analisados na lupa,
foram o figado e o intestino, em seguida do baco e dos pulmdes, nos grupos
controles positivos e nos grupos tratados. Esse resultado foi semelhante ao
observado por Carneiro-Ledo et al. (2002). A melhora visual apareceu para o
grupo de camundongos tratados com 300 mg/kg de PRZ+LPZ no 30° dia de
infeccdo, quando comparados a todos os outros tratamentos. Em relacdo as
observagbes histoldégicas, ndo foram encontrados granulomas nos figados
separados para andlise, neste mesmo grupo, 0 que mostra, para este critério, a
superioridade desse tratamento.

Segundo Mahmoud & Warren (1974), certos farmacos esquistossomicidas,
como o Tartaro Emético e o Niridazole, sdo capazes de inibir a formagdo do
granuloma, entao seria possivel acreditar que outros farmacos anti S. mansoni,
também poderiam apresentar esse mesmo efeito.

Essa inibicdo, segundo Botros et al. (1984), pode acontecer devido a uma
diminuicdo da capacidade das células T e da resposta imune humoral. Isso pode
ser causado por um envolvimento direto de linfécitos B ou um efeito do farmaco
nas subpopulacées de células T, que regulam a funcdo dos linfocitos B. As
reacoes de hipersensibilidade imediata sdo mediadas pelas imunoglobulinas IgE
ou IgG, sendo que a producédo de IgE é regulada pelos sinais derivados das
células T (tanto os supressores com o0s “helpers”), assim como a direta
estimulacao antigénica estimulada pelas células B (Tada, 1975).

A superioridade do tratamento com PRZ+LPZ 300 mg/kg, administrado no
30° dia de infeccdo, pode ser explicada, entdo, pela inibicdo da reacao
granulomatosa pelo farmaco. Nesse dia de tratamento, a oviposi¢cao ainda néao é
maxima, entdo, junta-se a isso com o fato da farmaco inibir ou minimizar a reacao
granulomatosa, culminado no resultado obtido, com poucos granulomas visiveis e
com auséncia desses nos cortes histolégicos.

Hrckova et al. (2006), que testaram o efeito do PRZ e de
imunomoduladores incorporados em LPZ contra larvas de Mesocestoides vogae
(sin. M. corti) nos granulomas no figado de camundongos, observou que o LPZ,

sozinho, estimula a fibrogénese. Nao apenas a sintese de colageno, como
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também a sintese de mastocitos, foram mais intensas depois da administracao de
LPZ durante o periodo experimental, o que resultou nessa estimulacdo. No
entanto, quando administrado juntamente com o PRZ, este aboliu a sintese de
colageno e mastocitos que seriam estimulados pelo LPZ.

No presente trabalho, foi observado que o melhor tratamento foi
justamente aquele que combinou PRZ com LPZ (dose de 300 mg/kg, administrada
no 30° dia de infecgdo), e essa combinacdo pode entdo ter diminuido ou até
mesmo inibido a formac&o dos granulomas.

Apéds a andlise de todos esses critérios quantitativos, necessarios para a
avaliacao de um farmaco anti S. mansoni, pode-se perceber que o tratamento feito
com PRZ+LPZ, em especial a dose 300 mg/kg, administrada no 45° dia de
infeccao, mostrou-se superior para a maioria desses parametros (apesar de 300
mg/kg ser uma dose alta, € importante salientar que nao foram observados efeitos
colaterais que comumente aparecem apés a administracado do PRZ, tais como
diarréia ou urticarias - Stelma et al., 1995).

Vérios fatores podem estar relacionados a essa superioridade ja que,
segundo Frézard & Melo (1997), o LPZ tem a habilidade de modificar in vivo o
destino do farmaco encapsulado.

Ainda conforme Frézard & Melo (1997), essa eficacia aumentada pode
estar relacionada a trés fatores. Primeiramente, o LPZ protege a farmaco
encapsulada do rapido metabolismo e consequente eliminagao pelo organismo,
prolongando os niveis do farmaco no sangue, 0 que resulta no aumento de sua
atividade. O segundo fator que pode explicar a superioridade dos farmacos
encapsulados é a habilidade que o LPZ possui de ter o figado como alvo, onde
podem ser encontrados 0s ovos € também o proprio parasito; além disso, esse
fato também garante protecdo aos demais tecidos do hospedeiro ndo afetados
pela doenca (Akbarieh et al., 1992). Finalmente, o terceiro fator proposto pelos
autores é que o S. mansoni apresenta afinidade por fosfolipidios, fazendo com que
o farmaco seja diretamente ingerido pelo verme.

Alguns autores sugerem que farmacos encapsulados sao superiores, pois

o LPZ aumenta a disponibilidade do farmaco no organismo. Akbarieh et al. (1992),
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mostraram que o PRZ quando incorporado ao LPZ, teve sua circulagao
aumentada no plasma sanglineo, permanecendo apdés 7 a 10 dias da
administracdo subcutdnea, enquanto que o PRZ sozinho teve meia vida de
apenas algumas horas, quando administrado intravenosa ou oralmente. El-Ridi et
al. (1989), demonstraram aumento da farmacocinética do PRZ quando
incorporado ao LPZ, aumentando a eficacia do PRZ contra o S. mansoni.

Esse aumento na disponibilidade do PRZ quando incorporado ao LPZ,
pode ser devido ao fato do LPZ constituir num carreador apropriado para farmacos
pouco soluveis em agua (Cullins et al., 1987). Segundo Mourao et al. (2005), a
incorporacédo do PRZ em LPZ permite a administragdo do PRZ em meio aquoso
sem diminuir o feito que o farmaco teria contra o S. mansoni. De acordo com
Mouréo (2001), apesar do PRZ ser o farmaco de escolha para o tratamento da
esquistossomose mansoénica, sua baixa solubilidade restringe sua liberagao por
via oral e inviabiliza a sua administragdo por outras vias. Dessa forma, o aumento
da solubilidade pode aumentar a biodisponibilidade do PRZ, melhorando sua
biodisponibilidade.

A superioridade da acado dos farmacos encapsulados em LPZ ja foi
descrita para outras parasitoses como a leishmaniose (farmacos antimoniais
incorporadas ao LPZ) e a mesocestoidiase (provocada pelo Mesocestoides
vogae).

Por fim, em relacado a linhagem de S. mansoni (linhagem BH) utilizada
nesse estudo, vale salientar que diversos autores demonstraram que passagens
sucessivas deste verme em laboratério produzem diminuicdo da sua variabilidade
genética, mudancas na infectividade para hospedeiros intermediarios e para os
definitivos (Fletcher et al., 1981; Loverde et al., 1985; Rocha et al., 1995). No
entanto, segundo Martinez et al. (2003), as diferencas naturais (bioldgicas e
morfolégicas nos vermes adultos) das linhagens sao expressas, mesmo com a
sua manutencao prolongada em condi¢cbes de laboratério, 0 que garante a

fidedignidade dos resultados obtidos neste estudo, em relacao a esta linhagem.
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VI. CONCLUSOES

Os tratamentos nao alteraram profundamente a distribuicéao,
proposta por Pellegrino & Katz (1968), dos vermes adultos no
organismo, ou seja, a maioria dos vermes nao foi deslocada para
outros Orgaos apos o tratamento. O tratamento que mais
apresentou vermes nas visceras foi o PRZ+LPZ na dose de 300

mg/kg, administrado no 45° dia de infecgao.

Os tratamentos alteraram a proporgao entre vermes machos e
fémeas. A maioria das doses para os tratamentos feitos com PRZ
livre, administrados no 30° e 45° dia de infeccao e PRZ+LPZ,
administrados no 45° dia de infeccdo, teve acao
preferencialmente nas fémeas. Ja os feitos com PRZ+LPZ, no
30° dia de infecgdo, atuou preferencialmente nos vermes

machos.

Os tratamentos provavelmente ndo atuaram na separagao dos
casais, ja que foram encontrados um namero razoavel de vermes

acasalados.

A redugéo de vermes foi baixa para os tratamentos feitos tanto
com PRZ livre como com o incorporado ao LPZ. A maior reducéo,
mesmo assim considerada baixa, ocorreu para o tratamento feito
com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg, administrado no 45° dia de
infeccao. Assim, pode-se pensar que as dosagens estudadas,
tanto para o PRZ livre como para o PRZ+LPZ, tem baixo poder

esquistossomicida para a linhagem BH.
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Os tratamentos feitos com PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg,
administrados tanto no 30° como no 45° dia, apresentaram
maiores reducgdes (quase 100%) da oviposicdo, em relagdo aos
seus referentes grupos controles positivos e também aos outros
tratamentos. A redugdo mais importante foi para o grupo tratado
no 45° dia de infeccdo, ja que, nesse periodo, a oviposicao é

maior.

O oograma mostrou-se bastante alterado para o tratamento feito
com 300 mg/kg de PRZ+LPZ, administrados tanto no 30° como
no 45° dia de infecgdo. Porém, no grupo tratado no 452 dia, houve
diminuigcdo dos ovos imaturos em relagdo aos maduros, indicando
que a oviposi¢ao diminuiu drasticamente. Esse resultado constata
que o PRZ+LPZ nessa dosagem teve acao também sobre os
ovos imaturos, sendo que o PRZ livre atua preferencialmente

sobre os maduros.

O PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg, provavelmente agiu no

sistema reprodutor do verme, o que fez diminuir a oviposi¢ao.

O figado, intestino, bago e pulmdes foram menos lesados no
tratamento feito com PRZ+LPZ 300 mg/kg administrado no 30°

dia de infecgao.

Os o6rgaos separados para observacdes histoldgicas, no
tratamento feito com PRZ+LPZ 300 mg/kg administrado no 30°
dia de infeccdo ndo apresentaram granulomas, propondo que a o
PRZ+LPZ pode estar diminuindo ou até mesmo inibindo a reagao

granulomatosa.
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Para a maioria dos parametros analisados, o tratamento feito com
PRZ+LPZ na dose de 300 mg/kg, administrado no 45° dia de
infeccao, mostrou-se superior. Apesar de ser uma dose alta, nao

foram observados certos efeitos colaterais.

O tratamento feito com PRZ+LPZ foi superior provavelmente
porque aumentou a disponibilidade do farmaco no organismo
assim como a sua solubilidade em meios aquosos. Além disso, 0
farmaco, quando incorporado, pode ter sido absorvido com mais
facilidade pelo verme (que tem afinidade por fosfolipidios),
fazendo com que os danos provocados pelo PRZ, sejam mais

profundos, n&o restringindo ao tegumento.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 11171, sobre "AVALIACAO DO EFEITO DO
PRAZIQUANTEL ASSOCIADO A LIPOSSOMA EM SCHISTOSOMA MANSONI IN
VIVQ", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Silmara Marques Allegretti / Tarsila

Ferraz Frezza, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentagéci"Anirnai (CEEA)-IB-UNICAMP

em reunido de 25 de outubro de 2006.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1117-1, entitled "IN VIVO EFFECTS OF LIPOSOME-
INCORPORATED PRAZIQUANTEL ON SCHISTOSOMA MANSONI", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Résearch (State University of
Campinas - UNICAMP) on October 25, 2006. )
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