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RESUMO

A esquistossomose mansdnica € causada pelo trematddeo
digenético intravascular Schistosoma mansoni. Para o
tratamento dessa enfer midade o praziquantel (PZQ) ea
oxamniquina (OXA) sdo os farmacos escolhidos. No
entanto, esses farmacos apresentam limitacfes quanto a
acao e casos de resisténcia ou tolerancia ja foram
relatados. Por esse motivo, sdo necessarios os estudos de
novas alternativas que visam melhorar os farmacos ja
existentes, como a incor poracdo desses em lipossomas.
Este estudo verificou a acdo do praziquantel incor porado
a lipossomas (lip.PZQ) sobre os ovos de S. mansoni,
linhagem BH em camundongos Mus musculus (Swiss-
SPF). Paratanto, foram testadas quatro doses de PZQ e
lip.PZQ (47; 60; 250 e 300mg/kg) sendo que parte dos
camundongos foi tratada apés 30 dias de infecgdo e outra
ap0s 45 dias. A analise do oograma mostrou que a dose
lip.PZQ 300mg/kg administrada no 45° dia de infecgéo
foi mais eficaz, pois reduziu a oviposicdo pelas fémeas
de S. mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; praziquantel;
lipossoma; oograma.

INTRODUCAO

A esquistossomose mansdnica € uma infecgdo
parasitaria causada pel o trematddeo digenético intravascular
Schistosoma mansoni (Blanchard et al., 1993). Essainfeccdo
tem nos granulomas que se formam ao redor dos ovos do
parasito no figado e em outros 6rgaos do hospedeiro, a
principal causa dos sinais da doenga, podendo ocorrer nos
casos mais graves, hepatoesplenomegalia, fibrose do figado,
hipertens8o portal, ascite e morte em decorréncia dessas
complicacOes (Wah! et ., 1997).

A quimioterapia contra a esquistossomose teve
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inicio com a introducdo de antimoniais, como o tartaro
emético (Christopherson, 1918), que apresentava efeitos
colaterais toxicos, o que levou a pesquisa de outros farmacos
ativos, livres de metal e administrados viaoral. A partir de
entdo, surgiram novos farmacos como a lucanthona (Kikuth
& Gonnert, 1948) e o niridazol (Lambert, 1964) que atuavam
contra as trés principais espécies de Schistosoma que
parasitam 0 homem, o S. mansoni, S. haematobium e S.
japonicum. No entanto, esses farmacos, por apresentarem
graves efeitos colaterais, ndo foram considerados seguros o
suficiente para serem utilizados em larga escala nas regi6es
endémicas.

Em 1969, Richards & Foster descreveram a
oxamniquina (OXA) e em 1977, Thomas & Gonnert e
Gonnert & Andrews descreveram a atividade do praziquantel
(PZQ) contra cestodeos e trematddeos. Atualmente a OXA
e 0 PZQ sdo os f&rmacos escolhidos para o tratamento das
esguistossomoses, sendo o primeiro ativo somente para a
esquistossomose mansodnica. Contudo, tanto o PZQ quanto
a OXA apresentam limitagdes como baixa eficicia no
tratamento da esquistossomose mansbnica aguda, baixa
atividade sobre o0 S mansoni na forma imatura e falha em
tratamentos devido a ocorréncia de resisténcia ou tolerancia
a esses farmacos (Frézard & Melo, 1997). Por outro lado, a
industria farmacéutica, detentora do registro de produtos
contendo OXA, decidiu limitar a producéo de medicamentos
com esse farmaco, tornando-se 0 PZQ a Unicaforma de tratar
esta parasitose (Mouréo, 2001).

O PZQ, porém, é um farmaco de uso oral que
apresenta baixa biodisponibilidade devido a sua alta
lipossolubilidade (Mour&o et al., 2005). Outro fator que
compromete a eficécia do tratamento com esse farmaco esta
relacionado com sua baixa efetividade contra as formas mais
jovens do parasito. Esses efeitos, entretanto, ndo estdo
totalmente elucidados.

Recentemente, foi demonstrado que aincorporagéo
do PZQ em lipossomas melhorou sua solubilidade em
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sistemas aquosos sem, contudo, alterar sua eficaciain vitro
contraalinhagem LE de S. mansoni (Mouréo, 2001; Cinto,
2005). Sistemas nanoestruturados, como lipossomas, por
possuirem a capaci dade de compartimentalizar de maneira
eficiente diversos grupos de agentes terapéuticos e
modificar as propriedades e o comportamento de
substancias ativas em meio bioldgico, podem alterar a
farmacocinética, aumentar a solubilidade de farmacos
lipofilicos, reduzir a distribui¢do inespecifica, aumentar a
distribuicdo para tecidos alvos e, consequentemente
aumentar a eficacia (Mourdo, 2001; Cinto, 2005). Em
estudos in vivo, esses mesmos autores verificaram que
lipossomas de fosfatidilcolina (PC) contendo PZQ foram
mais efetivos que o farmaco disperso apenas em presenca
de tampdo Tris pH 7,5, obtendo-se reducgdo significativa
do ndmero de ovos e vermes de S. mansoni LE em
camundongos Balb-c (Mourdo et al. 2005). Entretanto, o
efeito desse sistema nos diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito ndo foi avaliado neste
trabal ho.

Apesar do sucesso no emprego do farmaco e deste
ser amplamente estudado, séo poucos os estudos que
investigam como a compartimentalizacdo do farmaco numa
determinada estrutura, neste caso lipossomas, pode modificar
aresposta farmacol 6gica do farmaco, uma vez que o ambiente
restrito em que esta substancia encontra-se pode modificar
sua solubilidade em meio aquoso ou ainda sua interacdo com
oavo.

No caso especifico da esquistossomose, que
apresenta um ciclo bastante complexo, conhecer como esses
sistemas podem modificar a resposta farmacolégica do
farmaco é importante para definir amelhor estratégia para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

Nesse contexto, este estudo avaliou o efeito do PZQ
incorporado em lipossomas (lip.PZQ) no S. mansoni,
linhagem BH. Para tanto verificou-se a alteracéo da
guantidade de ovos liberados no intestino de camundongos
Mus musculus (Swiss-SPF), em seus diferentes estagios de
desenvolvimento.

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 planorbideos Biomphalaria glabrata (Paraense &
Corréa, 1963).

Infeccdo do Hospedeiro Intermediario
Os moluscos planorbideos da espécie B. glabrata

foram mantidos conforme proposto por Pelegrino & Katz
(1968), até que atingissem o tamanho ideal para poderem

ser infectados (6 a 10mm de didmetro) (Frezza, 2007).

Parainfec¢o dos hospedeiros intermediérios foram
utilizados dez miracidios, obtidos das fezes de camundongos
infectados ha 45 dias (esses camundongos foram utilizados
apenas para infectar os hospedeiros intermediarios). Para
cada ciclo de infecg@o foram expostos 80 moluscos, para
gue fornecessem uma quantidade razoavel de individuos
positivos a fim de se obter equilibrio entre os sexos do
parasito (Pellegrino & Katz, 1968).

Decorridos 35 a 40 dias de infecg&o dos hospedeiros
intermediarios, os moluscos foram expostos a luz e a
temperatura de 28°C para eliminag&o de cercérias (Stirewalt,
1954). Essas foram recolhidas em tubos de ensaio, contendo
70 cercérias cada (Frezza, 2007).

Hospedeir o Definitivo

Os camundongos (Mus musculus) utilizados foram
da linhagem Swiss-SPF, fémeas, com 30 dias de idade
(Pelegrino & Katz, 1968; Martinez et al., 2003), fornecidas
pelo Centro Multidisciplinar para Investigacéo Bioldgica
(CEMIB) da Unicamp. Os camundongos foram mantidos
em caixas plasticas com tampas metalicas e alimentados
com ragdo de animal de laboratério e &gua "ad libitum".
No manejo, os animais recebiam maraval ha autoclavada,
em trés trocas semanais (Bonesso-Sabadini, 1995; Frezza,
2007).

I nfeccdo do Hospedeir o Definitivo

As cercéarias eliminadas pelos hospedeiros
intermedi&rios foram utilizadas na infecgdo do hospedeiro
definitivo. Os camundongos foram infectados
individualmente com 70 cercarias. A infeccéo foi feita por
meio da imersdo caudal em suspensdo cercariana, durante
duas horas com exposi¢do a luz e temperatura de 28°C
(Olivier & Stirewalt, 1952).

Tratamento

Os camundongos foram divididos em dois grandes
grupos. Um deles recebeu tratamento ap6s 30 dias de infec-
¢80 (paratestar aagdo nos vermes adultos jovens) e o outro
apos 45 dias (paratestar a agdo nos vermes adultos) (Barth
et a., 1996; El-Ridi et a., 1997; Martinez et al, 2003).

Cada grupo de camundongo continha 30 animais.
Dez deles receberam uma determinada dose de praziquantel
disperso em Tamp&o Tris 20 mM pH 7,5 (PZQ-livre) a ser
testada; outros dez animais receberam as mesmas dosagens
de PZQ, dessa vez incorporada em lipossomas de
fosfatidilcolina (lip.PZQ); os dez restantes receberam solucdo
Tampéo Tris/HCI 20 mM pH 7,5 (grupo controle), existindo
um grupo control e para cada dose testada. O tratamento foi
feito viaoral por meio de tubagem esofégica (Delgado et al .,
1992).

Foram testadas quatro diferentes doses de PZQ,
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incorporado ou ndo em lipossomas:. 47; 60; 250 e 300mg/
kg. Os lipossomas de fosfatidilcolina foram preparados
através do método da sonicacgdo, conforme descrito por
Mourgpo et a. (2005).

Andlisedo Tratamento

Apbs 15 dias da administracdo do tratamento (Del-
gado et a., 1992), os animais foram sacrificados por meio
do deslocamento cervical (Martinez et al., 2003). Foram re-
tirados fragmentos de 1cm do intestino delgado de cada ca-
mundongo para leitura do oograma, onde foram contados os
ovos nos seus diferentes estagios de desenvolvimento e ovos
mortos (Pellegrino et a., 1962). A classificaco dos estégios
seguiu o critério proposto por Pellegrino et al. (1962). Fo-
ram analisados dez campos al eatérios no microscépio ptico
com aumento de 100 vezes.

Analises Estatisticas

As porcentagens de eficiéncia foram calculadas
conforme proposto por Delgado et al. (1992), por meio da
seguinte férmula: % de Eficiéncia= (Grupo Controle Posi-
tivo-Grupo Tratado/Grupo Controle Positivo) x100. As an&
lises estatisticas foram feitas com auxilio do programa SAS
(SAS Inc, 1996) e para tanto, foi utilizada a Andlise da
Variéncia e o Teste de Comparacdo Multipla de Médias de
Duncan, considerando estatisticamente significativos os va
lores comparados em nivel de significancia de p<0,05
(Pimentel-Gomes, 2000).

RESULTADOS

Os oogramas dos grupos controles referentes a todas
as doses, apresentaram na grande maioria, quantidades
maiores de ovos imaturos (ou sgja, do 1° ao 4° estagios de
desenvolvimento) do que de ovos maduros (5° estégio de
desenvolvimento), indicando que a oviposi¢do, para este
grupo, ocorreu até a época da andlise. O mesmo ocorreu com
0 grupo tratado com PZQ-livre e com lip.PZQ, exceto paraa
dose lip.PZQ 300mg/kg (45° dia). Dessa maneira, a dose
lip.PZQ 300mg/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 infec¢do foi menor que a de ovos
maduros.

Analisando cada dose separadamente, foi possivel
observar que os tratamentos feitos no 30° dia de infeccéo
mostraram diminui¢do na quantidade de ovos maduros para
0s grupos de camundongos tratados com PZQ-livre 60 e
250mg/kg, enquanto que os tratados com lip.PZQ a eficién-
ciafoi maior com adose de 300mg/kg (98% de eficiéncia).

Houve redugéo no nimero de ovos imaturos quan-
do os animais foram tratados com a dose 300mg/kg de
lip.PZQ apds 30 dias de infecgdo (Tabela 1). Os tratamentos
feitos com PZQ-livre 47, lip.PZQ 250 e lip.PZQ 300mg/kg
no 45° dia de infeccdo diminuiram a quantidade de ovos
imaturos. Para os ovos maduros, a dose 300mg/kg de lip.PZQ
mostrou-se mais efetiva com menor quantidade de ovos nesse
estagio (Tabela 2).

Tabela 1 - Efeito das doses de Praziquantel livre (PZQ-livre) e
incorporada em lipossomas (lip.PZQ) sobre os ovos de
Schistosoma mansoni. Tratamento aos 30 dias de infecg&o.

30dias Medicamento OOGRAMA
Dose IMAT MAD MORTOS % de
(mg/kg) X X X Eficiéncia
47 CON 16,6 4.6 2,6 -
PZQ 12,7 6,7 2,7 -
lip.PZQ 58 4 2,9 -
60 CON 30,9 15,1 31 -
PZQ 18,1 3,1* 2,9 24
lip.PZQ 17,3 8,5 15 55
250 CON 251 14,1 0,5 -
PZQ 15,5 3* 1,1 78
lip.PZQ 16,7 59 25 99
300 CON 251 14,1 0,5 -
PZQ 247 5 4 66
lip.PZQ 5,8* 0,9* 1,7 98

IMAT - Ovosimaturos. MAD - Ovos maduros MORTOS - Ovos Mor-
tos. CON - Grupo Controle Positivo. X - Média. *p<0,05.
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Tabela 2 - Efeito das doses de Praziquantel livre (PZQ-livre) e incorpo-
rada em lipossomas (lip.PZQ) sobre os ovos de Schistosoma mansoni.
Tratamento aos 45 dias de infecgao.

45dias Medicamento OOGRAMA
Dose IMAT MAD MORTOS % de
(mg/kg) X X X Eficiéncia
47 CON 29,1 14 1,8 -
PZQ 12,9* 7.1 47 -
lip.PZQ 315 11,6 2,2 -
60 CON 20,9 211 0,5 -
PZQ 216 20,3 1,3 16,7
lip.PZQ 25 17,7 15 55,1
250 CON 21,7 15,28 29 -
PZQ 18,8 14,68 3,6 17,7
lip.PZQ 8,58* 45 2,2 89,2
300 CON 25,8 17,1 2,6 -
PZQ 10,5 8,8 58 22,7
lip.PZQ 3,1* 5* 1,9 98

IMAT - Ovosimaturos. MAD - Ovos maduros. MORTOS - Ovos Mortos.
CON - Grupo Controle Positivo. X - Média. *p<0,05.

DISCUSSAO

Osovosde S. mansoni no intestino levam de seisa
sete dias para desenvolverem-se completamente, ou sgja,
passar do primeiro estagio para o quinto, quando ha forma-
¢80 de um miracidio (ovo maduro). Os ovos maduros per-
manecem viaveis no intestino por cerca de doze dias (Prata,
1957), portanto, se a oviposi¢do diminuir com aadministra:
¢&o do farmaco, o0 oograma deverd apresentar maior quanti-
dade de ovos maduros, em decorréncia de oviposi¢des ante-
riores ao tratamento, que de ovos imaturos. Assim ocorreu
no tratamento feito com 300mg/kg de lip.PZQ no 45° dia de
infeccdo. Isso mostra que a oviposi¢do foi menor, ja que
0vos recentes (nNos primeiros estagios) foram encontrados
em menor quantidade em relagdo aos ovos maduros, indi-
cando que essa dose, quando administrada nesse dia, é mais
eficiente na reducdo da oviposicéo em relagdo s outras tes-
tadas e nos outros dias de administragao.

Apesar de 300mg/kg ser uma dose muito ata, o fato
observado é muito importante ja que conforme as observa-
¢Oes de Richards et a. (1989) sobre o efeito do PZQ contra
0s ovos de S. mansoni, este farmaco atua apenas nos ovos
maduros, matando-os, e 0s imaturos continuam se desen-
volvendo até serem eliminados. Além disso, ndo foram ob-
servados efeitos colaterai s nos camundongos que receberam
esse tratamento.

O método utilizado para avaliar a agdo dos farmacos
testados (método do oograma) é seguro, pois segundo Hill
et a. (1966), Pellegrino & Katz (1968) e Monteiro et al.

(1968), considerando que a administracdo de agentes
esqui stossomicidas produz temporaria ou definitivamente a
suspensdo da postura dos ovos, a obtencdo de informagtes
como adiminuigéo, a cessagdo completa da oviposi¢do nos
animais tratados ou alteractes no oograma (como mudancga
no niimero de ovos em diferentes estégios) podem ser usa
dos para avaliar a atividade terapéutica do agente ou de um
farmaco em teste. De acordo com Cunha (1992), o oograma
consiste no método mais fidedigno para avaliar a eficacia
terapéutica dos farmacos na esquistossomose mansonica.
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ABSTRACT

Effect of praziquantel in liposomes on Schistosoma
mansoni eggs at different devel opment stages

Mansonian schistosomiasisis caused by an intravascular
digenetic trematode Schistosoma mansoni. Praziquantel
(PZQ) and oxamniquine (OXA) arethedrugs of choice
for the treatment of this disease. However, both drugs
are subject to some limitationsin their action and cases
of tolerance and resistance have been reported. Moreover,
tolerance and resistance cases have been reported. For
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thisreason, thereisan urgent need for research on new
alternatives aimed at improving the action of existing
drugs, such as the incorporation of these drugs into
liposomes. In this study, the efficiency of action of
liposome-encapsulated praziquantel (lip.PZQ) on
oviposition by S. mansoni, strain BH, was assessed in
Mus musculus mices (SPF Swiss mice). Four PZQ and
lip.PZQ doses (47; 60; 250 e 300mg/kg) weretested. Some
mice weretreated 30 days post-infection and others after
45 days. The oogram analyses showed that the most
effective lip.PZQ treatment was 300mg/kg dose given on
the 45" day post infection, which reduced the number of
S. mansoni eggs per gram of tissue.

Keywords. Schistosoma mansoni; praziquantel; liposome;
oogram.
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