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Avaliacdo terapéutica do artesunato na infec¢ao experimental
pelo Schistosoma mansoni

Therapeutical evaluation of the artesunate in experimental
Schistosoma mansoni infection

Neusa Aradjo, Anna Kohn e Naftale Katz

Resumo Camundongos infectados experimentalmente com Schistosoma mansoni foram
tratados, em dose oral Unica, com artesunato (LACTAB®), 300 ou 500mg/kg ou durante cinco
dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 7, 30, 60 ou 90 dias apds o tratamento.
Diferengas estatisticamente significativas foram encontradas na distribuicdo e mortalidade dos
vermes e na alteracdo do oograma nos grupos tratados quando comparados ao controle, em
todos os esquemas testados quando os animais foram sacrificados 30 dias apds o tratamento.
A andlise morfoldgica dos vermes mostrou alteracées no aparelho reprodutor feminino com
diminuicdo do volume ovariano, rarefacdo dos foliculos vitelinicos, alteracées estas mais
acentuadas nas dosagens mais altas, justificando o encontro na alteracdo do oograma que
chegou a 100%. Entretanto, quando os animais foram sacrificados 60 ou 90 dias apds o
tratamento, as diferencas e alteracbes foram menores, mostrando que o0s vermes
Sobreviventes se recuperaram e reiniciaram a postura.
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Abstract Mice experimentally infected with Schistosoma mansoni were treated orally with
artesunate (Lactab®) in a single dose of 300 or 500mg/kg or over a period of five consecutive
days. The animals were sacrificed 7, 30, 60 or 90 days after treatment. Statistically significant
differences were found in the distribution and mortality of the worms and in the alterations of the
oogram in the treated group when compared to control in all of the tested schemes when the
animals were sacrificed 30 days after treatment. Morphological analysis of female worms
showed a reduction of ovarian volume and rarefaction of the vitelline follicles. These modifications
were more marked after treatment with the higher dose, explaining the alteration of the oogram
which reached 100%. However, when the animals were sacrificed 60 or 90 days after treatment,
the differences and alterations were smaller, showing that the surviving worms recovered and
restarted oviposition.
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A artemisinina € um composto isolado da
Artemisia annua chamado de Qinghaosu, desde
1972, na China, onde vem sendo usado no
tratamento da malaria, apresentando resultados
satisfatdrios2 3. Em 1991, Araujo et al! estudaram
a atividade do artemether em camundongos e
hamsters infectados experimentalmente pelo
Schistosoma mansoni. Em camundongos, a
droga revelou alta atividade esquistossomicida
quando usada em dose Unica, intramuscular de
100mg/kg e uma menor atividade com a mesma
dose por via oral. Camundongos tratados com
200mg/kg, dose unica, via intramuscular
apresentaram 100% de alteracdo do oograma,
quando sacrificados 15 dias apods o tratamento
e oograma normal (ovos em todos os estagios)
apos 42 dias de tratados. Doses de 100mg/kg/dia,
intramuscular, aplicadas durante 3 ou 5 dias
consecutivos, mostraram 76,6 e 96,3% de vermes
mortos. A analise morfolégica dos vermes
coletados de camundongos, tratados com a
dose Unica, intramuscular, de 100mg/kg, nao
apresentou alteragdes estruturais significativas
que pudessem ser observadas ao microscoépio
Optico quando os animais foram sacrificados 24
horas apds o tratamento. Por outro lado, a analise

realizada em camundongos, sacrificados 3 dias
apds o tratamento, com a mesma dose citada
anteriormente, detectou uma diminuicéao
significativa no tamanho dos vermes (machos e
fémeas), altera¢des degenerativas no parénquima
e no sistema reprodutor das fémeas, com redugao
do material vitelinico e do volume do ovario e
acentuada despigmentag¢do. Nos vermes machos,
nao foram observadas altera¢des significativas.

Resultados semelhantes do artemether
sobre infecg@o experimental de S. mansonie S.
japonicum foram anteriormente publicados8 10,

Entretanto, a baixa solubilidade da
artemisinina em agua e 6leo torna dificil a sua
aplicacao em larga escala. O artesunato, um
derivado do artemether é solluvel em agua e
praticamente ndo apresenta efeito colateral
quando administrado por via intramuscular ou
intravenosa, usando animais como modelo
experimental?, ou na clinica, quando administrado
por via intravenosa4.

No presente trabalho, sdo apresentados os
resultados obtidos em camundongos infectados
experimentalmente com a cepa LE de S. mansoni
e tratados com artesunato.

MATERIAL E METODOS

Camundongos albinos fémeas, com peso
médio de 20g, foram infectados, por via
subcuténea, com 100 + 10 cercdrias da cepa LE
de S. mansoni.

Quarenta e cinco dias apds a infeccéo,
grupos de 15 camundongos cada foram tratados
com artesunato (Lactab®) produzido pelo
Laboratdrio Mepha Ltda. A droga foi administrada
por via oral em dose unica ou durante cinco dias
consecutivos de 300 ou 500mg/kg usando as
mesmas dosagens do esquema anterior. Os
animais foram sacrificados 7, 30, 60 ou 90 dias
apos o tratamento.

A avaliacdo da eficacia do artesunato foi
baseada na média e na distribuicao dos vermes
no sistema porta e na percentagem de vermes
mortos e de alteragdo do oograma. Foi
considerado alterado o oograma no qual
estivessem ausentes um ou mais estagios de
desenvolvimento dos ovosé.

Os vermes recuperados por perfusdo foram
fixados com formol neutro a 10%, corados pelo
carmin cloridrico alcodlico, desidratados na série
alcodlica, diafanizados com creosoto de Faia e
montados em balsamo do Canada para analise
ao microscoépio opticos.

As fotografias em microscopia de luz foram
realizadas em microscépio de laser confocal
Zeiss LSM 410 e a leitura com laser de
hélio/nednio (543mm) sob filtro LP 570.

Paralelamente, aos grupos onde se estudou
a eficacia do artesunato foram acompanhados
grupos controles de infecgao que, a excegao da
administracdo da droga, foram mantidos em
condic¢des iguais aos grupos tratados, até aos
45 dias da infecg¢ao, quando foram sacrificados.

A avaliacdo de significancia das diferencas
encontradas entre os grupos tratados e controles
foi feita através do teste de qui-quadrado de
Pearson, considerando-se o valor minimo de
significancia de p < 0,05¢.

RESULTADOS

Camundongos tratados com artesunato
apresentaram diferencas significativas, quando
comparados aos grupos controles, nas

percentagens de distribuicdo dos vermes no
sistema porta, mortalidade dos mesmos e de
alteracdo do oograma. Com a dose Unica de
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300mg/kg foram encontradas diferencas
significativas na distribuicdo de vermes quando
os camundongos foram sacrificados apds 7
ou 30 dias do tratamento, na mortalidade de
vermes nos animais sacrificados 30 dias apds o
tratamento, e na alteracdo do oograma que foi
de 100 e 25% nos animais sacrificados,

respectivamente, 7 e 30 dias apds o tratamento
e de 0% no grupo controle. Aos 60 dias apds o
tratamento, os parédmetros examinados foram
semelhantes aos do grupo controle néo tratado.
Este esquema nao permitiu a avaliacdo da
eficacia apoés 90 dias do tratamento porque nao
houve sobreviventes (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade esquistossomicida do artesunato (300mg/kg), dose Unica, via oral em camundongos infectados experimentalmente

com Schistosoma mansoni.

Examinados Animais Média Distribuicdo de vermes % Vermes Alteragéo
apos tratados examinados de mesentério figado mortos do
tratamento (dia) vermes no figado % oograma %
7 15 1 46,4 75,3* 24,7 59 100,0*
30 15 8 27,9 80,7* 19,3 14,3* 25,0
60 15 5 29,6 93,9 6,1 2,7 0,0
controle** - 6 31,5 100,0 0,0 0,0 0,0
*p <0,05.

** Animais sacrificados 45 dias apds infecgao, sem tratamento.

Camundongos tratados com a dose Unica de
500mg/kg mostraram diferengas significativas
na distribuicdo, com deslocamento dos vermes
para o figado e na mortalidade dos vermes,
sendo que esta ultima alcangou um maximo de

52,1% nos camundongos sacrificados 30 dias
apos o tratamento. Houve alteragéo do oograma
em 100% dos animais sacrificados com 7 dias e
em 40% daqueles sacrificados com 30 e 60 dias
de tratados (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade esquistossomicida do artesunato (500mg/kg), dose unica, via oral em camundongos infectados experimentalmente

com Schistosoma mansoni.

Examinados Animais Média Distribuicao de vermes % Vermes Alteragédo
apos tratados examinados de mesentério figado mortos do
tratamento (dia) vermes no figado % oograma %
7 15 8 20,8 93,4 6,6 4,2 100,0*
30 15 5 9,6 47,9* 52,1 52,1* 40,0*
60 15 5 13,2 60,6* 39,4 31,8* 40,0*
90 15 3 12,0 88,9 11,1 0,0 0,0
controle** - 10 20,5 84,4 15,6 0,0 0,0
*p <0,05.

** Animais sacrificados 45 dias ap6s infecgao, sem tratamento.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos
quando os camundongos foram tratados com
300mg/kg durante 5 dias consecutivos sendo
observadas diferencgas significativas na
distribuicdo e mortalidade dos vermes quando
os animais foram sacrificados apds 7, 30 ou 60
dias do tratamento e na alteragcdo do oograma
que foi de 100 e 33,3% nos camundongos
sacrificados respectivamente com 7 e 30 dias,
enquanto o grupo controle ndo apresentou
alteracao.

Com a dose mais alta (500mg/kg x 5 dias)
foram encontradas diferencas significativas em

todos os parametros comparados nos animais
sacrificados 7, 30 ou 60 dias apds o tratamento.
A alteragédo do oograma foi de, respectivamente,
100, 45,5 e 50,0% (Tabela 4).

Estudos morfoldgicos nos vermes recuperados
7 dias apds o tratamento mostraram alteragdes
no aparelho reprodutor feminino com diminuigdo
do volume ovariano, reducéo e rarefagdo dos
foliculos vitelinicos com alteragdes celulares. As
fémeas apresentaram também mudancgas
degenerativas no tegumento do corpo. As
alteragcbes foram mais acentuadas com as
doses maiores (Figuras 1, 2, 3 e 4).
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Tabela 3 - Atividade esquistossomicida do artesunato (300mg/kg/dia x 5 dias), dose unica, via oral em camundongos infectados
experimentalmente com Schistosoma mansoni.

Examinados Animais Média Distribuicdo de vermes % Vermes Alteracao
apos tratados examinados de mesentério figado mortos do
tratamento (dia) vermes no figado % oograma %
7 15 3 27,3 54,9* 45,1 11,0* 100,0*
30 15 3 19,0 66,7* 33,3 24,6* 33,3
60 15 5 20,4 64,7* 35,3 19,6* 20,0
90 15 3 23,4 91,5 8,5 2,8 0,0
controle** - 10 20,5 84,4 15,6 0,0 0,0
*p<0,05.

** Animais sacrificados 45 dias ap6s infeccao, sem tratamento.

Tabela 4 - Atividade esquistossomicida do artesunato (500mg/kg/dia x 5 dias), dose unica, via oral em camundongos infectados
experimentalmente com Schistosoma mansoni.

Examinados Animais Média Distribuicéo de vermes % Vermes Alteracéo
apos tratados examinados de mesentério figado mortos do
tratamento (dia) vermes no figado % oograma %
7 15 5 22,3 68,5* 31,5 17,1* 100,0*
30 15 11 15,4 66,9* 33,1 19,5* 45,5*
60 15 6 18,2 74,3 25,7 8,3 50,0*
90 15 3 10,7 75,0 25,0 6,3 33,3
controle** - 10 20,5 84,4 15,6 0,0 0,0
*p<0,05.

** Animais sacrificados 45 dias ap6s infec¢ao, sem tratamento.
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Figura 1 - Ovdrio de S.mansoni do grupo controle em microscdpio laser confocal modo transmitido.

Figura 2 - Ovario de S. mansoni (ap6s 7 dias de tratamento com dose unica de 500mg/kg
de artesunato, via oral), apresentando reducdo de volume em microscdpio laser confocal
modo transmitido.

Figura 3 - Foliculos vitelinicos de S. mansoni do grupo controle em microscopio laser
confocal modo refletido.

Figura 4 - Foliculos vitelinicos de S. mansoni (apds 7 dias de tratamento com dose unica
de 500mg/kg de artesunato, via oral), apresentando alteragcdes celulares nos foliculos
vitelinicos e no tegumento, em microscopio laser confocal modo refletido.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram que o
artesunato age sobre o S. mansoni provocando
alteragbes estruturais no aparelho reprodutor
das fémeas, com reducao dos foliculos vitelinicos
resultando, consequentemente, numa parada
de postura. Este fato justifica o aparecimento de
100% de alteracdo do oograma em alguns
esquemas terapéuticos usados.

A dose uUnica de 300mg/kg, por via oral,
causou parada de postura em 100% dos
animais infectados, entretanto a mortalidade
dos vermes no figado foi baixa (5,9%).
Sessenta dias apds o tratamento, as fémeas ja
haviam reiniciado a postura o que pode ser
comprovado pela inexisténcia de alteracao do
oograma. Resultados semelhantes foram
observados com a dosagem de 300mg/kg, por
via oral administrados durante cinco dias
consecutivos.

O esquema terapéutico de 500mg/kg,
administrado em dose Unica mostrou que, apesar
da percentagem de mortalidade dos vermes ter
atingido um nivel significativo apds 30 e 60 dias
do tratamento (52,1 e 31,8, respectivamente) a
percentagem de alteragcdo do oograma caiu de
100% quando os animais foram sacrificados 7
dias apos a administragdo da droga para 40%
apos 30 e 60 dias do tratamento. Nao foram
encontrados vermes mortos no figado nem
alteragcao do oograma quando os animais foram
sacrificados 90 dias apds o tratamento.
Quinhentos mg/kg administrados por 5 dias
consecutivos a exemplo dos outros esquemas
usados apresentou significativa percentagem
de vermes mortos no figado e 100% de alteragao
do oograma quando os animais foram,
sacrificados 7 dias apds o tratamento. Neste
esquema, ao contrario dos anteriores, a alteracao
do oograma persistiu, em nivel significativo, até
0 602 dia apds o tratamento, e mesmo apos 90
dias houve alteracdo, embora nao significativa
de 33,3% do oograma.

Efeitos terapéuticos semelhantes aos

alteracédo do oograma.
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