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SUSCETIBILIDADE AOS AGENTES QUIMIOTERAPICOS DE
ISOLADOS DE SCHISTOSOMA MANSONI ORIUNDOS DE
PACIENTES TRATADOS COM OXAMNIQUINE E
PRAZIQUANTEL E NAO CURADOS

Neusa Aratjo, Cecilia Pereira de Souza, Liana K. Jannotti Passos, Andrew
J.G. Simpson, Emmanuel Dias Neto, Temisio Rodrigues Pereira, Crispim
Cerutti Jinior, Filomena Euridice Carvalho de Alencar, Reynaldo
Dietze e Naftale Katz

Foram estudados dez isolados de Schistosoma mansoni provenientes de pacientes
residentes em ltaquara, Bahia, Brasil, tratados com oxamiitiquine e posteriormente com
praziquantel, e ainda assim ndo curados. Caramujos (Biomphalaria glabrata) foram
expostos a miracidios provenientes das fezes dos pacientes. Cercarias eliminadas por
estes caramujos e por moluscos coletados no peridomicilio dos pacientes foram
utilizadas para infecgdo experimental de camundongos albinos. Os animais infectados
Joram tratados em dose iinica, via oral, com oxamniguine (25, 50 e 100 mg/kg) ou
praziquantel (100, 200 e 400mg/kg). Foram realizados estudos de andlise e
comparagdao de DNA de cercdrias de S. mansoni eliminadas pelos caramujos e de
vermes adultos recolbidos de camundongos infectados experimentalmente com os
isolados dos 10 pacientes e ainda de cercdrias de S. mansoni eliminadas por moluscos
naturalmente infectados coletados em Itaquara. A cepa LE (mantida rotineiramente 110
laboratério) foi usada como padrdo de comparacdo da resposta aos agentes
esquistossomicidas administrados.As respostas terapéuticas foram significativamente
diferentes entre alguns dos isolados embora ndo fosse possivel caracterizar nenbum
como resistente. A andlise dos perfis de amplificagdo de DNA nas cercdrias e 110s vermes
adulios dos isolados de S. mansoni demonstrou baixo grau de variabilidade indicando
que estes sdo geneticamente proximos e revelando a auséncia de rearranjos globais
dentro dos genomas.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni. Cepas. Suscetibilidade.

Pacientes com esquistossomose apresentam
diferentes respostas ao tratamento especifico.
Enquanto a maioria dos individuos é considerada
curada da infecglo apds o tratamento, alguns
ainda continuam eliminando ovos de
Schistosoma mansoni nas fezes, mesmo apos
repetidos tratamentos com uma ou mais
drogas quimioterapicas®®.
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Apesar do grande numero de estudos
clinicos demonstrando esta nido resposta
terap@utica, os estudos sobre resisténcia de
cepas de S mansoni aos quimioterapicos
ainda sdo escassos. A primeira evidéncia com
comprovagio experimental da resisténcia do
verme a drogas foi publicada em 1973". Neste
trabalho os autores relatam os resultados do
isolamento de uma cepa (WW) de S. mansoni,
resistente experimentalmente a trés drogas
(hycanthone, niridazole e oxamniquine) obtida
de dois pacientes que ndo haviam respondido
aos tratamentos com hycanthone por 2 vezes €
niridazole uma vez. Aratjo e cols' estudaram a
resposta ao tratamento com niridazole,
hycanthone e oxamniquine em camundongos
infectados experimentalmente com cepas de .
mansoni isoladas de fezes de pacientes tratados
e nio curados e relataram que, usando ©
mesmo esquema de tratamento, as diferentes
cepas apresentaram respostas significativamente

467



Araitjo N, Souza CP, Passos LK], Simpson AJG, Dias Neto E, Pereira TR, Cerutti Jinior C, Alencar FEC,
Dietze R, Katz N. Suscetibilidade aos agentes quimioterapicos de isolados de Schistosoma mansoni oriundos
de pacientes tratados com oxaminiquine e praziquantel e ndo curados. Revista da Sociedade Brasileira. de

Medicina Tropical 29:4G7-476, set-out, 1996,

diferentes. Resultados de outros isolados de S.
mansoni considerados resistentes aos agentes
esquistossomicidas foram relatados por varios
a-utoresi 3691011 25_

Polimorfismos de DNA detectados por
iniciadores aleatdrios através da reacio em
cadeia de polimerase (PCR) tem se mostrado
como marcadores genéticos ateis no estudo de
uma grande variedade de organismos
procariontes e eucariontes® ¥, A técnica,
denominada AP- PCR, foi usada pela primeira
vez em S. mansoni por Dias Neto e cols™ que
mostraram uma variabilidade genética limitada
em diferentes isolados desta espécie. Outros
autores, usando a mesma metodologia,
conseguiram detectar diferencas entre as
espécies de Schistosoma’® ™ e demonstrar a
pequena variabilidade intra especifica do S.
mansoni’. O uso desta técnica em plantas
permitiu a identificacdo de marcadores
genéticos de resisténcia a infec¢io por
patodgenos™’” demonstrando a utilidade da
metodologia na investigacao de polimorfismos
de DNA relacionados 4 fendtipos de interesse.

O presente trabalho tem o objetivo de
avaliar, experimentalmente, a suscetibilidade
de isolados de S. mansoni provenientes de
pacientes tratados com oxamniquine e
praziquantel e ndo curados e de tentar
identificar marcadores genéticos que permitam
distingui-los.

MATERIAL E METODOS

Pacientes. Foram selecionados para estudo
dez pacientes que 45 dias apds o tratamento
especifico continuavam eliminando ovos de S.
mansoni nas fezes (comprovado pelo método

quantitativo de Kato-Katz ). Todos residiam em
Itaquara, Bahia, Brasil, com idade variando de
7 a 15 anos e peso entre 19 € 30kg. A média
geometrica do nimero de ovos por grama de
fezes foi de 298,1 * 5,2 com variacio do
namero de ovos entre 48 e 4248. O tratamento
foi realizado primeiro com oxamniquine na
dose Unica oral de 15 ou 20mg/kg para peso
superior ou inferior a 30kg, respectivamente e
5 semanas apds com praziquantel na dose
Unica oral de 60mg/kg. A medicagdo foi
ingerida na presenca do médico (RD). Entre 0s
dois tratamentos foi realizado exame de fezes
(FPC - formol éter modificado) com teste de
viabilidade. A avaliacio de cura apds o
segundo tratamento foi feita também pelo
método FPC em trés amostras de fezes
coletadas em dias diferentes. De cada amostra
eram preparadas 4 laminas. Caso as duas
primeiras liminas fossem negativas as duas
laminas subseqiientes eram lidas por um
segundo técnico para confirmagdo do resultado.
Todos os resultados positivos foram confirmados
pelo teste de eclosio de miracidios. Na tabela
1 podem ser observados dados referentes a
cada um dos pacientes.

Infeccdo experimental de camundongos.
Caramujos (Biompbalaria glabrata) foram
expostos a miracidios obtidos das fezes dos
pacientes acima mencionados, seis semanas
ap6s o Gltimo tratamento. Cercarias eliminadas
pelos caramujos serviram para infectar
camundongos albinos, por via subcutinea com
100 + 10 cercirias/camundongo'. Foram
usadas também cercarias eliminadas por
caramujos coletados em Itaquara para infecgdo
experimental de camundongos seguindo a
mesma metodologia acima citada.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e parasitologicas dos 10 pacientes estudados que ndo responderam ao fratamento com oxamniquine e

praziquantel.

Paciente Idade Peso Ne de ovos por grama Oxa Pzg Teste de eclosdo de miracidios
n® (anos) (kg de fezes (Kato-Katz) (mg) (mg) apds o tratamento
antes do tratamento

8 11 29 72 380 1740 +
20 11 30 624 600 1800 +
29 10 29 48 580 1740 +
99 9 20 264 400 1200 +
126 10 29 96 380 1740 +
162 12 22 96 440 1320 +
256 15 36 1272 540 2160 +
262 7 19 4248 380 1140 +
290 10 25 4224 300 1500 +
294 10 27 768 540 1620 +

Pzq = praziquantel : oxa = oxamniquine.
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Terapéutica experimenial de camundongos.
Quarenta e cinco dias apds a infeccio os
camundongos foram separados em grupos e
tratados por via oral e em dose Gnica com
oxamniquine (25, 50 e 100mg/kg) ou
praziquantel (100, 200 e 400mg/kg). Foram
realizados, paralelamente, experimentos
seguindo 0 mesmo esquema de tratamento
utilizando-se camundongos infectados com
100 t 10 cercarias da cepa LE de §. mansoni
(mantida rotineiramente em nossos laboratérios
e usada como padrio em estudos de
resisténcia) para efeito de comparacio e
avaliagao da atividade das drogas. Um grupo
de camundongos infectados e nio tratados
funcionou como controle da infeccio nos
experimentos realizados para cada isolado.
Quinze dias apds o tratamento, os camundongos
foram sacrificados por fratura cervical e os
vermes localizados no mesentério e figado
foram recolhidos por perfusio. Os figados dos
camundongos foram esmagados entre duas
placas de vidro e examinados em microscopio
estereoscOpico para determinaciao do niimero
de vermes mortos. Fragmentos do intestino
delgado, esmagados entre 1dmina e laminula
foram observados ac microscopio para
avaliacdo do oograma, que foi considerado
alterado na auséncia de um ou mais estdgios
de ovos imaturos®. A eficacia da droga foi
calculada baseando-se no nimero de vermes
vivos recolhidos dos animais dos grupos
controles e tratados, usando-se a seguinte
equagao®:

Eficicia= a-b x 100
a

onde a = nimero médio de vermes vivos
recolhidos dos animais dos grupos controles e
b= namero médio de vermes vivos recolhidos
dos grupos tratados..Foram realizados calculos
das doses responsaveis por 50 e 90% de
eficicia (DEsy e DEq, respectivamente) de
cada droga para cada isolado utilizando-se
graficos, onde as percentagens de eficicia
foram posicionadas no €ixo y € a dose total
(mg/kg) no eixo x .

Para determinar a dose responsivel por
50% de altera¢do do oograma (DOsg() de cada
droga para cada isolado, foi feito um grafico,
onde a percentagem de alteracio do oograma
foi posicionada no eixo y e a dose total
(mg/kg) no eixo x.

Preparacdo do DNA. A extracio do DNA
foi feita de acordo com a técnica descrita
anteriormente por Simpson e cols”. Cercarias e
vermes adultos foram suspensos em 50mM de
Tris HCL, 100mM de NacCl, 50nM de EDTA, SDS
a 0,5%, em pH 8,0 e digeridos com 50g/ml de
proteinase K por 2 horas a 37°C. A seguir foi
feita extracdo com fenol/cloroférmio e
precipitacio com etanol. O DNA foi ressuspenso
em 10mM de Tris HCL, 1mM de EDTA em pH
8,0 e sua concentra¢ido foi determinada por
comparagdo com padrdes conhecidos, através
de eletroforese em gel agarose a 2% corado
com brometo de etidio.

Andlise de polimorfismos de DNA amplificado
aleatoriamente. A anilise dos perfis de
amplificacdo de DNA foi feita com o DNA de
cercarias e vermes adultos provenientes de cada
isolado e de cercarias de caramujos naturalmente
infectados (Itaquara-Bahia), comparados com a
cepa LE. Os perfis foram obtidos com os
iniciadores: 3303 (5'-TCACGATGCA-3"),
GATA4 (5-GATAGATAGATAGATA-3"), 3307 (5'-
AGTGCTACGT-3") e 3306 (5- AGCATCTGTT-3".
Cada reaglo de amplifica¢do foi feita em um
volume final de 10pl contendo 0,8 unidades de
Taq DNA polimerase (Cenbiot RS, BrasiD),
200mM de cada dNTP, 1,5mM de MgCl2, S0mM
de KCl, 10mM de Tris-HCl, pH 8,5, juntamente
com 6,4 pmoles de iniciador € 1,0ng do DNA
molde. Esta reacdo foi coberta com 20pl de
6leo mineral seguindo-se uma desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 minutos. A seguir foi
submetida a 2 ciclos observando as seguintes
temperaturas e tempos: 30°C por 2 minutos
para anelamento, 72°C por 1 minuto para
extensio e 95°C por 5 minutos para
desnaturagdo seguido por 33 ciclos onde o
passo anelamento foi alterado para 40°C. No
ciclo final o passo de extensao foi de 5
minutos. Apds amplificacdo, 3pl da reacgio
foram misturados com 0,6pl do tampao de
amostra 6X concentrada (0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% de xileno cianol e 30% de
gliceroD) e submetido 2 eletroforese em gel de
poliacrilimida 4 4%. Os géis foram fixados com
10% de etanol-0,5% de 4cido acético por 20
minutos e as bandas de DNA visualizadas com
o auxilio de 0,2% de nitrato de prata por 30
minutos € redugdo com NaOH 0,75 M-
formaldeido 0.1M por 10 minutos como
previamente descrito®.

Andlise estatistica. Para avaliar a
homogeneidade da infec¢do entre os grupos
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tratados e controles, a compara¢do da média
de vermes e da média de vermes mortos no
figado, o significado estatistico da alteragio do
oograma e as diferencas de eficicia entre os
diversos isolados e a cepa LE foram realizados
0s seguintes testes estatisticos: anilise de
variancia, qui-quadrado de Pearson e teste t de
Student, sendo considerado o valor minimo de
significancia de p < 0,05*.

RESULTADOS

Nas Tabelas 2 e 3 podem ser vistos os
resultados obtidos apds a administracio de
oxamniquine ou praziquantel nos camundongos
infectados experimentalmente com os diversos
isolados de S. mansoni bem como com a cepa
LE, e as respectivas percentagens de eficicia.
Com oxamniquine (100mg/kg), a percentagem

de vermes mortos no figado variou de 23,5
(isolado 8) a 92,4 (isolado 29). Em relacio 2
alteracio do oograma, nido houve diferenca
significativa. Quando foi administrado o
praziquantel na dose de 400mg/kg, houve
alteracado do oograma em 100% dos animais
tratados, e a percentagem de vermes mortos
no figado variou de 53,1 (isolado 99) a 98,0
(isolado do campo).

As percentagens de eficacia das duas
drogas usadas podem ser vistas nas Tabelas 2
e 3. O isolado 008 mostrou ser o menos
suscetivel 4 oxamniquine (32,8, 37,6 ¢ 48,0%
de eficiacia quando as doses usadas foram 25,
50 e 100mg/kg) e os isoladas 29 e 99 foram os
mais suscetiveis a esta mesma droga
apresentando eficicia de 92,4 e 91,5%,
respectivamente, quando foi usada a dosagem

Tabela 2 - Atividade esquistossomicida de oxamniquine, dose tinica. via oral. em camundongos infectados experimentalmente com cercdrias
de diversos isolados e a cepa LE de Schistosoma mansoni. sacrificados 15 dias apds o tratamento

Esquema de Vermies mortos Alteracido do Média de vermes  Média de vermes Eficacia
tratamento Isolado no figado oograma vivos tratados ¥ivos controle %
(mg/kg) % %
25 8 17.3 0.0 16.8 25.0 32.8
20 289 25.0 1438 22,7 34,8
29 409 0,0 18,8 26,3 28,5
99 16.0 0.0 22.4 30,5 266
126 23 0.0 7.6 7.8 2,6
162 0.0 00 240 28.4 15,5
256 0.0 0.0 13.5 32,5 58,5
262 0.0 0.0 20.0 13.0 0,0
290 45.6 0.0 104 183 432
294 29.4 28.6 11.4 21.8 477
LE 387 20.0 138 21.0 34,3
50 8 21,7 50.0 15.6 25.0 37.6
20 63.1 66.7 6.3 22,7 72,2
29 579 50,0 3.4 26.3 68.1
99 32.6 60.0 7.4 30,5 757
126 475 28.6 3.6 7,8 53.8
162 313 66.7 16.8 28.4 40,8
256 55.3 100.0 33 325 83,7
262 448 50,0 8,0 13.0 38,5
290 34,9 37,5 6.8 18,3 62.8
294 377 30,0 10,8 21.8 50.5
¢anipo 25.6 66.7 10.8 254 574
LE 417 60,0 9.6 21.0 54,3
100 8 28,5 100.0 13.0 25.0 48.0
20 815 100.0 25 227 89.0
29 92.4 100,0 2,0 263 92.4
99 73.8 100.0 2.6 30.5 91,5
126 83,1 100.0 1,0 7.8 87.2
162 77.1 100.0 3.8 284 86,6
256 48.7 100.0 6.7 325 79,4
262 75,2 857 44 137 67,9
290 61.9 100.0 4,6 18,3 74.9
294 70,7 100,0 38 21,8 82.6
campo 55,9 100,0 11.2 254 5359
LE 39.5 100.0 7.6 21,0 63,8
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Tabela 3 - Atividade esquistossomicida do praziquantel, dose vinica, via oral, em camundongos infectados experimentalmente com cercarias
de diversos fsolados e a cepa LE de Schistosoma mansoni, sacrificados 15 dias apés o tratamento

Esquema de Vermes moros Alteracio do Média de vermes  Média de vermes Efic4cia
Tratamenio Isolado no figado oograma vivos tratados vivos controle %
(mg/kg) % %
100 8 22 25,0 13,0 250 48,0
20 20 0,0 20.0 227 11,9
29 - - - - -
99 16.1 0.0 9,0 305 705
126 200 00 2.1 78 73,1
162 35 0.0 19,1 28,4 32,7
256 44.9 0,0 135 325 58,5
262 57.0 20,0 6,8 13,0 477
290 31,1 50.0 838 18,3 51,9
294 250 0,0 15,1 21,8 30,7
LE 7.6 333 213 21,0 0,0
200 8 243 50,0 203 25,0 18,8
20 56,0 50,0 115 22,7 49.3
29 48,7 33.3 15,5 26,3 41,1
99 24,1 40,0 16,8 30,5 44,9
126 51.6 50.0 38 7.8 51,3
162 85 50,0 32,5 284 0,0
256 304 333 213 325 345
262 75,7 75.0 43 13,0 66,9
290 17,0 40,0 48 183 73,8
294 26.4 30,0 17,1 218 21,6
campo 16,7 50.0 6,0 25,4 76,4
LE 16,7 60.0 10,0 21,0 52,4
400 8 39.1 100,0 17,4 250 30,4
20 393 100,0 5.4 22,7 76,2
29 36,8 100,0 6,0 26,3 77.2
29 50,3 100.0 9,0 30,5 70,5
126 67,8 100,0 30 7, 61,5
162 50,6 100,0 13.0 28.4 54,2
236 448 100.0 193 325 40,6
262 84,1 100.0 36 13,7 737
290 85,7 100.0 1.8 18,3 90,2
294 56,3 100,0 7.4 218 66,1
campo 86.0 100.0 34 254 86,6
LE 44,3 1000 11.2 21,0 46,7

mais alta, Quando foi administrado o
praziquantel, o isolado 8 mostrou ser 0 menos
sensivel pois com a dosagem de 400mg/kg
apresentou 30,4% de eficicia e os isolados 290
e de caramujos naturalmente infectados,
coletados em Itaquara, foram os mais sensiveis
apresentando 90,2 e 80,6% de eficicia,
respectivamente, quando a dosagem usada foi

de 400mg/kg.

Os resultados da andlise de varidncia da
média de vermes e da média de vermes mortos
no figado comparados entre camundongos
infectados pelos diferentes isolados e a.cepa
LE de §. mansoni apOs tratamento com
oxamniquine (100mg/kg) ou praziguantel
(400mg/kg) podem ser vistos na Tabela 4. Os
isolados 99 e 20 nio aparecem nesta tabela
porque 2 analise de varidncia mostrou que 2

infeccio ndo foi homogénea, nio podendo,
portanto, seus resultados serem avaliados por
este método estatistico. Com oxamniquine,
apresentaram diferencgas estatisticamente
significativa, a média de vermes no isolado 126
e a média de vermes mortos no figado no
isolado 8. Apds a administracdo de
praziquantel, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na média de
vermes do isolado 126 e na média de vermes
mortos no figado nos isolados dos caramujos
do campo e 262. Os valores encontrados para
as DEs(), DEg), ¢ DOs( em mg/kg podem ser
vistos na Tabela 5. Com oxamniquine, a DEs(
variou de 30 (isolado 20) 4 100mg/kg (isolado
8), sendo que o isolado 008 mostrou diferenca
estatisticamente significativa. A DEgy) variou de
88 (isolado 29) a 250mg/kg (isolado 8) sendo
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Tabela 4 - Média de vermes recuperados e média de vermes mortos no figado entre camundongos infectados por diferentes isolados e pela

cepa LE de Schistosoma mansoni

Droga Dose (mg/Kg) Isolado N¢ animais examinados Média de vermes Média de vermes mortos

LE (padrio) 5 222 14,6

campo b) 248 14.4

8 8 17.0 4.0

20 6 13.5 11,0

29 5 262 242

oxamniquine 100 126 8 8.3 7.3
162 8 16.4 12,6

256 3 13.0 6.3

262 7 17.7 133

290 5 120 7.4

294 6 12,8 9.0

LE (padrio) 5 19.8 8,6
campo 5 25.0 216°

8 8 213 8.3

29 2 9.5 35

99 5 18.0 9.0

praziquantel 400 126 9 6.6* 4.4
162 10 26,6 133

256 3 35.0 15,7

262 5 22.6 19.0"

290 5 12.0 10,2

294 5 16.8 9.4

Anilise de Varidncia * = p £ 0.05

Tabela 5 - Valores das DEsg DEgq e DOsq (em mg/Kg) de drogas esquistossomicidas nos diferentes isolados e na cepa LE de Schistosoma

mansoni.
Droga 1solado DEgg DEgg DOsq
8 1007 507 350
20 30 100 33
29 40 88 50
P 37 85 45
oxamniquine 126 44 120 57
162 37 137 45
256 40 168 33
262 72 133 50
290 40 113 35
294 50 107 50
campo 40 160 43
LE 46 113 40
8 640° 2220° 200
20 240 624 200
29 267 800 220
99 233 800 230
praziquantel 126 167 720 200
162 360 1522 200
258 300 818 230
262 110* 406 150"
290 92* 400 160*
294 227 643 230
campo 50* 526 200
LE 200 592 200
te p 005

este Gltimo resultado estatisticamente
significativo. Quando foi administrado o
praziquantel, a DEs variou de 50 (isolado do
campo) a 640mg/kg (isolado 8) apresentando
diferencas estatisticamente significativas os

isolados 8, 262, 290 e aquele proveniente dos
caramujos do campo e a DEgq variou de 380
(isolado 20) a 2220 (isolado 8), sendo este
Gltimo resultado estatisticamente significativo.
A DOgq variou de 33 a 57mg/kg para
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oxamniquine e de 150 a 230mg/kg no caso do
praziquantel. Dois resultados foram
estatisticamente significativos, a saber: isolados
262 e 290 quando a droga administrada foi o
praziquantel.

Quando os perfis de amplificacdo de isolados
oriundos de pacientes foram comparados aos
perfis de isolados de moluscos naturalmente
infectados da regiio ou A cepa LE, nio foi
observado nenhum polimorfismo de DNA que
pudesse ser relacionado a alguma caracteristica
especifica em qualquer das amostras
estudadas. Quando o padrdo de bandeamento
de DNA foi analisado (Figura 1) observou-se
um alto grau de compartilhamento de bandas.

A auséncia de polimorfismos caracteristicos
também foi observada quando o DNA derivado
de cercarias ou vermes adultos de isolados
foram comparados aos mesmos estigios da
cepa LE (Figura 2) indicando a inexisténcia de
rearranjos geneéticos globais, que poderiam ser
relacionados a resisténcia a drogas.
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida a 4% corado pela prata
mostrando o sDelfz'l de RAPD derivado de um pool de
cercariasde mansoni eliminadas de B. gldbrata
infectados com_iiracidios provenientes das fezes dos
pacientes 008 (Linda 1), 029 (Linda 2), 162 (Linda 3),
120 (Linda 4), 290 (Linda 5), caramujos naturalmente
infectados (linha 6) ou a cepa LE (linha 7). O iniciador
usado foi GATA4 . O tamanbo molecular - TM ( em pares
de bases - pb ) estd indicado a esquerda da figura.
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 4% corado pela
prata mostrando o perfil de RAPD derivado de vermes
adultos (linhas 1 e 2) e de cercarias (linhas 3 e 4) deS.
mansoni com o iniciador 3303. Linbas 1 e 3 - material
bioldgico derivado do paciente 262. Linbas 2 e 4 -
material biologico derivado da cepa LE. O tamanho
molecular - TM (em pares de bases - pb ) estd indicado
a esquerda da figura.

DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada a suscetibilidade
ao tratamento quimioterdpico experimental de
10 isolados de S. mansoni provenientes de
pacientes esquistossomaticos, tratados por
duas vezes scndo uma com oxamniquine e
outra com praziquantel, e ndo curados, € um
isolado proveniente de caramujos coletados no
peridomicilio dos pacientes, paralelamente 2
cepa LE, de suscetibilidade conhecida, para
efeito de comparagao.

Os resultados obtidos apds a administragdo
dos esquistossomicidas mostram que 0s
isolados responderam diferentemente ao
tratamento, alguns apresentando diferengas
estatisticamente significativas no nimero médio
de vermes mortos no figado, percentagem de
alteragdo do oograma, DEgj, DEgg e DOs,
mas no conjunto ndo foram apresentadas
diferencas que pudessem caracteriza-los como
resistentes.

473



Aradjo N, Souza CP, Passos LK], Simpson AJG, Dias Neto E, Pereira TR. Cerurii Jinior C, Alencar FEC,
Dietze R, Katz N. Suscetibilidade aos agentes quimioterdpicos de isolados de Schistosoma mansoni oriutidos
de pacientes tratados com oxaminiquine e praziquantel e ndo curados. Revista da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical 29:467-476, set-out, 1996.

Katz e cols” demonstraram, pela primeira
vez na literatura, que uma cepa isolada de dois
pacientes tratados 2 vezes com hycanthone e
uma vez com niridazole, apresentou baixa
suscetibilidade ao hycanthone, niridazole e
oxamniquine quando estudada experimentalmente.
Aratjo e cols’ encontraram resisténcia
experimental aos tratamentos com niridazole,
hycanthone e oxamniquine em cepas
originarias de pacientes tratados com drogas
esquistossomicidas ¢ nao curados e em outras
provenientes de pacientes que nunca haviam
sido tratados.

Yeang e cols® mostraram que as DLsg, em
mg/kg de oxamniquine, para os vermes
machos foi dez vezes maior em duas de trés
cepas resistentes testadas, quando comparadas
a 4 cepas reconhecidamente sensiveis. Drescher
e cols® estudaram a suscetibilidade de 4
isolados (BH, MAP, MPR-1 e K) usando
esquemas multiplos de hyanthone, niridazole,
oxamniquine e praziquantel. A discussiao dos
resultados foi baseada na DEgp (50% de
eficdcia). A cepa BH foi suscetivel 4 todas as
drogas usadas. O isolado K foi resistente ao
niridazole; MPR-1 foi resistente a4 oxamniquine
e o isolado MAP | citado na literatura como
resistente ao hycanthone e oxamniquine5
apresentou valores da DEs() 5 € 10 vezes maiores
que aqueles apresentados pelo isolado BH,
respectivamente, confirmando sua resisténcia.
Fallon e Doenhoff® estudaram a resisténcia de
infecgoes esquistossomoticas induzida pelo
tratamento com doses multiplas subcurativas
de praziquantel ou oxamniquine, As drogas
foram administradas a camundongos portadores
de infeccdo no estigio de verme adulto no
inicio da postura (35 e 37 dias apds infec¢io,
respectivamente). Noventa e (rés por cento
dos vermes selecionados para resisténcia ao
praziquantel sobreviveram a 3 doses de
300mg/kg da mesma droga administrada entre
os dias 28 e 37 da infeccdo apds 7 geracoes,
mas somente 13% dos vermes sobreviveram a
3 doses de 200mg/kg de oxamniquine
administrada no mesmo periodo apds infeccio.
Os vermes selecionados para resisténcia a4
oxamniquine foram completamente resistentes
a 3 doses de 200mg/kg da mesma droga apos
a sexta geracdo, porém somente 26%
sobreviveram a 3 doses de 300mg/kg de
praziquantel. Os autores concluiram que o S.
mansoni pode tornar-se resistente aos agentes
esquistossomicidas, num espago de tempo
relativamente curto, quando submetido a diversos
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tratamentos, mas que a resisténcia cruzada
entre praziquante]l e oxamniquine ndo ocorre.

Marcadores genéticos de resisténcia a
drogas em S. mansoni foram estudados por
Brindley e cols® que demonstraram altera¢des
no gene 185 de RNA ribosomal relacionadas
com a indu¢io experimental de resisténcia no
tratamento com hycanthone. Este dado parece
indicar que devem surgir alteracoes a nivel de
DNA quando a resisténcia 4 drogas ocorre em
determinadas cepas de S. mansoni. A
probabilidade de ocorréncia de modificacdes
genéticas globais, torna de interesse o uso de
metodologia que permita anélises de
rearranjos genéticos globais. Vieira e cols®
estudando variacdes de populacdes brasileiras
de S. mansoni conseguiram fracar um perfil
gendmico de varios isolados, relatando
diferencas entre os isolados testados e
diferencas individuais dentro de um mesmo
isolado. Os autores observaram que as
variacbes gendmicas individuais entre
populagoes naturais foi marcante, sendo mais
significante do que aquela observada em
parasitas que sdo mantidos no laboratério por
varias geragoes, entretanto ndo conseguiram
identificar um marcador para resisténcia.

No presente trabatho foi possivel demonstrar
diferenca de resposta terapéutica entre 0s 10
isolados de S. mawnsoni provenientes de
pacientes tratados € que continuaram a
eliminar ovos nas fezes e um isolado
proveniente de caramujos naturalmente
infectados.Todavia nio foi possivel demonstrar
resisténcia as drogas administradas, na
infeccao experimental de camundongos. A
analise dos perfis de amplificacao de DNA
obtidos com 0s isolados em estudo, demonstrou
baixo grau de variabilidade intraespecifica da
espécie nao sendo encontrados polimorfismos
caracteristicos que permitissem distinguir
isolados obtidos de pacientes nao curados,
moluscos naturalmente infectados ou a cepa
de referéncia LE.

Estudos de isolados provenientes de
pacientes tratados e nao curados serdo realizados
posteriormente, usando-se RNA como um
possivel marcador genético de resisténcia a
drogas.

SUMMARY

Ten inbabitants of Itaquara, Bahbia, Brazil
treated with oxamuiquiite and subsequently
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praziquantel were 1ot cured. Schistosoma mansoni
isolates derived from these patients were studied.
Snails were infected with miracidia derived from the
Jeces of these patients and the cercariae produced
used to tnifect albino mice. The animals were then
treated with a single oral dose of oxamniquine (25,
50 and 100mg/kg) or praziquantel (100, 200 and
400 mg/kg). The response to chemotherapy was
significantly different in some of the isolates
although it was not possible to characterize any of
them as resistant. In addition, DNA analysis of the
isolates by means of “Random Amplified Polymorfhic
DNA “indicated a low degree of variability as
compared with a laboratory strain, LE. Thus, it was
not possible to characterize these organisms at a
genetic level as a distinct strain.

Key-words: Schistosoma mansoni. Strains.
Susceptibility.
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