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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada, endémica em diversos
paises e que gera graves consequéncias socioecondmicas. E causada pelo
trematdodeo do género Schistosoma. A falta de uma vacina reforca o papel da
quimioterapia como controle da morbidade e transmissdo da doenca. Atualmente, o
farmaco mais utilizado é o praziquantel, porém nao apresenta forma farmacéutica
pediatrica. Seu sabor amargo e o tamanho do comprimido fazem com que o
tratamento ndo seja completamente aderido ao publico infantil. Além disso o
praziquantel ndo previne a reinfec¢do. Desta forma é necesséaria outra forma de
tratamento, assim, foi avaliada a eficacia do farmaco tiabendazol na forma de
suspensao, uma vez que é destinado ao uso pediatrico. Para comprovar a eficacia do
tiabendazol, camundongos da linhagem Swiss, preferencialmente fémeas, foram
infectados com 80 + 10 cercarias/animal. Um total de 136 animais foram separados
em grupos para diferentes tratamentos como, um grupo néo infectado e néo tratado;
um grupo controle composto por animais infectados e nao tratados; um grupo de
animais controle positivo, infectados e tratados com uma dose de praziquantel
(400mg/Kg). Os demais grupos de animais receberam doses de tiabendazol 50mg/kg
e tiabendazol 100mg/kg por via oral apdés 30 dias da infeccdo, periodo este para
avaliacdo do efeito do tratamento em vermes jovens. Outros grupos, receberam as
mesmas doses de tiabendazol 50 mg/kg e tiabendazol 100 mg/kg por via oral, porém,
o tratamento foi apdés 45 dias da infeccdo para avaliar o efeito do tratamento em
vermes adultos. A acdo esquistossomicida foi analisada ap6s 7 dias de tratamento,
por meio da eutanasia dos animais. O tratamento proposto com tiabendazol em
ambas concentracdes nao reduziu a carga parasitaria € nem interferiu na oviposicao.
A analise do peso hepatico e esplénico indicou aumento dessas massas com 0O
decorrer da infeccdo quando comparado ao grupo G2. O estudo sobre a area dos
granulomas revelou que os grupos tratados com TBZ apresentaram uma menor area.
Foi analisado a producéo de anticorpos frente aos antigenos SEA e SWAP e 0s grupos
G4 e G5 nao apresentaram reatividade significante quando comparada ao grupo G2.
Por fim, 0 ensaio de hepatotoxidade mostrou que o TBZ nas doses de 50 mg/kg e 100
mg/kg ndo apresentou toxicidade. Concluindo, o reposicionamento do farmaco
tiabendazol no esquema terapéutico empregado de duas doses nas concentracdes

de 50 mg/kg e 100 mg/kg ndo se classifica como uma boa opcéo terapéutica no



combate da esquistossomose mansoénica. Diante dos dados obtidos é necessario

realizar novos ensaios com este farmaco.

Palavras-chave: Tiabendazol. Praziquantel. Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease, endemic in several countries, and
generates serious socioeconomic consequences. The causative trematode belongs to
the genus Schistosoma spp. The lack of a vaccine reinforces the role of chemotherapy
in controlling morbidity and disease transmission. The most used drug is praziquantel,
yet it does not have a pediatric dosage form. Its bitter taste and the size of the tablet
contribute to keeping the treatment from being adhered to by children. Furthermore,
praziquantel does not prevent reinfection. Consequently, another treatment option is
necessary, thus, the effectiveness of the drug thiabendazole in the suspension form
was evaluated, since it is intended for pediatric use. To verify the thiabendazole
effectiveness, Swiss mice, preferably females, were infected with 80 + 10
cercariae/animal. A total of 136 animals were divided into groups for different
treatments, such as an uninfected and untreated group; a control group composed of
infected and untreated animals; a positive control group with infected animals treated
with a dose of praziquantel (400mg/Kg). The other groups of animals received oral
doses of thiabendazole 50mg/kg and thiabendazole 100mg/kg after 30 days of
infection, this period was intended for evaluating the effect of the treatment on young
worms. Other groups received the same oral doses of thiabendazole 50mg/kg and
thiabendazole 100mg/kg, however, the treatment was after 45 days of infection to
evaluate the effect of the treatment on adult worms. The schistosomicidal action was
analyzed after 7 days of treatment, through the euthanasia of the animals. The
proposed thiabendazole treatment in both concentrations did not reduce the parasite
load and did not interfere with oviposition. The liver and splenic weight analysis
indicated an increase in these masses with the course of the infection when compared
to the group G2. The study on the granuloma area revealed that the groups treated
with TBZ had a smaller area. The production of antibodies was analyzed against the
SEA and SWAP antigens and the groups G4 and G5 did not show significant reactivity
when compared to group G2. Finally, the hepatotoxicity assay showed that TBZ in the
used doses of 50 and 100 mg/kg did not show toxicity.In conclusion, the repositioning
of the drug thiabendazole in the two-dose therapeutic scheme used at concentrations
of 50 mg/kg and 100 mg/kg is not classified as a good therapeutic option in the fight
against schistosomiasis mansoni. Given the data obtained, it is necessary to carry out

new tests with this drug.
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1. INTRODUCAO

1.1ESQUISTOSSOMOSE: ASPECTOS GERAIS

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo causadas por agentes
infecciosos e afetam milhdes de pessoas em todo mundo, em especial aquelas
regides menos favorecidas, consideradas de alto risco. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), sao listadas como doencas tropicais: filariose linfatica,
raiva, leishmaniose, cisticercose, oncocercose, doenca de chagas, hanseniase,
tuberculose, esquistossomose, tripanossomiase africana e dengue (OMS, 2010).

A esquistossomose, conhecida popularmente por barriga d’agua, é um grave
problema de saude publica no mundo, com carater endémico na Africa, América do
Sul, China e Sudeste Asiatico (ABDULLA et al., 2007). Esta diretamente associada a
fatores como saneamento basico precario e ma distribuicdo de agua encanada (OMS,
2020). Em termos de morbimortalidade, € considerada uma das doencas parasitarias
de humanos mais importante. Segundo a OMS (2020), a transmissdo da
esquistossomose foi relatada em 78 paises. Estima se que 90% das pessoas
contaminadas que precisam de tratamento vivem no continente africano.

Sua ocorréncia esta vinculada a areas endémicas e obedece um padréao
epidemioldgico decorrente da combinacéo de caracteristicas ambientais relacionadas,
ao agente etiolégico e aos hospedeiros (intermediario e definitivo) (KATZ, 2018).
Desta forma, a distribuicdo geogréfica é limitada a distribuicdo dos caramujos que séo
os hospedeiros intermediarios, assim no Brasil, a regido Nordeste e Sudeste sédo as
mais afetadas (LOVERDE, 2019; WHO, 2022).

Esta parasitose é causada pelo helminto trematédeo do género Schistosoma.
Os trés principais esquistossomos que infectam os humanos sdo Schistosoma
mansoni, S. haematobium, e S. japonicum. A transmissdo e manutencao da doenca
(Figura 1) necessitam da presenca de hospedeiros intermediarios (caramujos do
género Biomphalaria) e hospedeiros mamiferos (principalmente o homem), ambos
essenciais para o completo desenvolvimento do parasito (OLIVEIRA, 2005).

Historicamente, a esquistossomose foi introduzida no Brasil por meio do tréfico
dos escravos, oriundos da Africa. Este trafico trouxe grande parte dos escravos
infectados pelos helmintos do género Schistosoma spp. para o territério nacional. A

espécie que se estabeleceu foi a S. mansoni devido a presenca do hospedeiro
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intermediario susceptivel (KATZ, 2018). Esta espécie de Schistosoma € um dos
agentes infecciosos mais abundantes no mundo. Sua distribuicdo é devido a ampla
distribuicdo geogréfica de espécies do género Biomphalaria, que sdo os hospedeiros
obrigatorios para seus estagios larvais (MORGAN et al., 2001).

Segundo Rollemberg (2011), as parasitoses intestinais tém alta prevaléncia no
Brasil, independentemente das frequéncias pontuais, em diferentes popula¢des. Em
1988, a prevaléncia era de 55,3% em criancas, sendo que a maior parte era
poliparasitada (ROLLEMBERG et al., 2011).

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na agua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente

no molusco

/V

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracdo,
transformando-se esquistossémulos

6- Penetracao

na pele - —b

8- Circulacao

l

9- Migracéo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

3 d
2- Miracidios : 9
liberados '

dos ovos 6 /—

1- Ovos nas fezes

3- Miracidios penetram
no molusco

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepdtica até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: SOUZA et al. (2011).

Figura 1 - Ciclo de vida dos esquistossomideos.
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1.2CICLO DE VIDA DO PARASITO E DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

O ciclo de vida dos principais esquistossomos € semelhante; as diferencas
consistem principalmente nas espécies intermediarias de caramujos envolvidas e nas
diferencas na distribuicAo dos tecidos nos hospedeiros definitivos. O ciclo é
considerado complexo pois envolve dois hospedeiros podendo ser sexuado e
assexuado. O ciclo sexuado ocorre no hospedeiro primario que € o homem, ja no
caramujo, que é o hospedeiro intermediario, ocorre o ciclo assexuado (SIQUEIRA,
2017).

As formas adultas deste helminto se alojam nos vasos mesentéricos do
hospedeiro e as formas intermediarias se desenvolvem nos caramujos gastrépodes
do género Biomphalaria. Apés passar pela mucosa intestinal, os ovos séo eliminados
com as fezes que, ao serem arrastadas para as aguas superficiais, liberam os
miracidios, que nadam até encontrar os caramujos. Os miracidios, por apresentarem
cilios, eclodem dos ovos e nadam em direcdo aos moluscos susceptiveis ao seu
desenvolvimento. Dentro do molusco, as larvas sédo transformadas em esporocistos
qgue produzirdo um grande numero de cercarias, a forma infectante para os humanos.
ApOs a penetracdo na pele humana, as cercarias tornam-se esquistossémulos
(SIQUEIRA, 2017). Os esquistossomulos permanecem na pele por dias logo atingem
a circulacdo sanguinea se alojando nos pulmdes e figado. Na circulacdo hepato-
portal, eles amadurecem e se reproduzem sexuadamente. O desenvolvimento e a
migracdo do esquistossomo sdo assincronos. Assim que comegam a crescer, 0S
sexos podem ser facilmente diferenciados. O macho consegue se desenvolver
totalmente na auséncia da fémea, entretanto a fémea é atrofiada e ndo atinge a
maturidade sexual na auséncia do macho. Os vermes acasalam-se no figado antes
de migrar para o seu destino final, as veias mesentéricas (LOVERDE, 2019).

Os ovos postos pelas fémeas séo depositados no revestimento endotelial das
paredes capilares. Esses se disseminam para outros 6rgdos e provocam uma
inflamacéo que leva a formacao de um granuloma ao redor do ovo. A eliminacdo dos
ovos é feita no material fecal, concluindo assim o ciclo de vida do parasito (FALLON
e DOENHOFF, 1994).

A doenca na sua maioria das vezes se manifesta de forma assintomatica sendo
sua evolucdo de forma crbnica. O sintoma clinico agudo relaciona se com o

desenvolvimento de uma erupg&o cutanea leve. E manifestado também febre, nausea,
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vomito, fadiga e tosse seca, reagOes resultantes da migragcdo dos
esquistossémulos. Ao longo do estagio crénico da infec¢do, quase dois tercos dos
ovos séo levados pela circulagédo sanguinea findando no figado (MACEDONIA et al.,
1994). No figado, a inflamacgéo granulomatosa que se manifesta ao redor dos ovos,
provocam as principais patologias associadas a esta doenca. A fibrose no figado
provoca obstrucdo e hipertensédo portal ocasionando sangramento gastrointestinal,

encefalopatia hepatica e insuficiéncia hepatica (ONGURU et al., 2011).

1.3 DIAGNOSTICO CLINICO — LABORATORIAL

O diagnéstico da doenca é conclusivo através dos resultados dos exames
laboratoriais. O método tradicional de diagndéstico é através da deteccdo da presenca
de ovos do S. mansoni nas fezes do paciente apos 45 dias de infeccdo. Segundo a
OMS, o método Kato-Katz é o exame parasitoldgico de fezes mais recomendado pois
€ considerado mais rapido, de baixo custo técnico-operacional, de facil execucéo e
mais preciso qualitativa e quantitativamente (KATZ, 2003). No entanto, em infecgdes
de baixa intensidade este método apresenta baixa sensibilidade e, portanto, ndo pode
ser considerado atualmente o padrao-ouro (SILVA - MORAES et al., 2019).

Para gerar o resultado positivo, € necessario existir alguns fatores como carga
parasitaria, experiéncia do laboratorista e tempo de infeccdo. Por apresentar baixa
sensibilidade, o exame de fezes deve ser realizado com no minimo trés amostras
sequenciais de fezes, coletadas em dias distintos e tempo maximo de 10 dias entre a
primeira e a terceira coleta (BRASIL, 2007). E utilizado também a biopsia retal que é
mais positiva que os exames de fezes sendo muito importante no controle da cura; e
as bidpsias tissulares que fornecem o diagndstico na avaliacdo histopatoldgica,
representando, entretanto, mais achados do que métodos diagndésticos (SIQUEIRA-
BATISTA, 2000).

Devido a baixa sensibilidade, tornou-se necessario encontrar novos métodos,
assim estudos foram realizados em relacdo ao desenvolvimento de testes mais
sensiveis. Foram avaliados diagnésticos com anticorpos, antigenos e DNA. Estas
técnicas apresentam como vantagem a alta sensibilidade, porém sua especificidade
reduzida em comparacdo com métodos baseados em microscopia as torna
inadequadas como testes de uso Unico (SILVA - MORAES et al., 2019).
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Os métodos imunobiolégicos sdo mais utilizados na fase crénica da doenca.
S&o aplicados testes por meio de intradermoreacéo, reacoes de fixacdo complemento,
imunofluorescéncia indireta, técnica imunoenzimatica. A presenca de anticorpos
permanece apos a quimioterapia, desta forma a positividade do exame nao indica que
a infeccdo esteja ativa. Essas sao técnicas incapazes de diferenciar entre infec¢ao
ativa, passada ou reinfecgdo. Portanto, ndo conferem a comprovacgéo da eficacia ao
tratamento (VITORINO et al., 2012).

Os testes sorolégicos mais utilizados comercialmente e avaliados para o
diagnoéstico de S. mansoni sdo o ELISAs (ensaio de imunoabsor¢cdo enziméatica) ou
IHAs (ensaio de hemaglutinagéo indireta). E limitado o uso de ELISA pois &
necessaria uma logistica de cadeia de frio e uma quantidade maior de equipamentos.
Ja o IHA é mais rapido e simples sendo necessario equipamento mais simples.
Entretanto, sua especificidade € mais baixa quando comparado com o ELISA (HINZ
et al., 2017). Os imunoensaios apresentam alto desempenho e sdo métodos
alternativos ao KK, porém nédo sao otimizados para teste de uso unico. Contudo, sé&o
considerados testes de triagem potenciais que podem levar a diagndsticos precisos.
O uso unicamente do ELISA pode levar a um sobre tratamento significativo, porém
sua combinagcdo com outros métodos parasitoldgicos diminui 0 consumo de tempo
durante o trabalho de campo (SILVA — MORAES et al., 2019).

E perceptivel que a combinacdo de ensaios soroldgicos e parasitologicos
melhoram o diagndstico de infec¢cdes de baixa intensidade em estudos clinicos e
epidemiologicos. Em casos agudos, os métodos de IgA/IgM/IgG-ELISA podem
fornecer alternativas para apoiar a decisao de tratamento na auséncia de ovos nas
fezes. J& em populacdes com risco de infec¢cdo, uma triagem preliminar utilizando
meétodos de deteccdo de anticorpos, como IgM/IgG ELISA, aumenta a sensibilidade
da investigacao (SILVA - MORAES et al., 2019).

1.4AQUIMIOTERAPIA DA ESQUISTOSSOMOSE

As intervencdes para controlar a esquistossomose tém variado ao longo do
tempo. O tratamento esta direcionado a pacientes com o diagndstico positivo em uma
area endémica e no retorno de viajantes. O objetivo do tratamento é a cura. No Brasil,
a terapia farmacoldgica esta baseada na utilizacéo de dois farmacos: o praziquantel
(PZQ) e a oxamniquine (OXA) (MCMANUS et al., 2018). Devido ao baixo custo,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/red-cell-agglutination

23

seguranca e alta eficicia, o praziquantel é utilizado atualmente como tratamento
padrao (CRELLEN et al., 2016).

O PZQ esta sendo utilizado em programas de “quimioterapia preventiva” onde
é distribuido a criancas em idade escolar ou a populacdes de risco, dependendo das
taxas de prevaléncia (VALE et al., 2017). Segundo OMS, dados de 2019 revelam que
44,5% das pessoas que necessitam de tratamento foram alcancadas globalmente,
com uma proporcdo de 67,2% das criancas em idade escolar que necessitam de
quimioterapia preventiva para a esquistossomose sendo tratadas (WHO, 2022).

Inicialmente, o PZQ foi desenvolvido pelos laboratérios Bayer e Merck em
meados de 1970. ApoGs perder a patente nos anos 2000, comecgou a ser produzido no
Brasil pelo Instituto de Tecnologia e Farmacos (Farmanguinhos/FioCruz) e distribuido
gratuitamente pelo Sistema Unico de Saide—SUS (DE ALMEIDA, 2021). E dito como
essencial sendo fornecido pelo Ministério da Saude através da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME, 2020).

Segundo a Rename (2020), o PZQ é fornecido na posologia de 600mg e na
forma farmacéutica de comprimidos. A recomendacao é dose Unica, de 50 mg/kg para
adultos e de 60 mg/kg para criancas, sendo digeridos apos a refeicao, entretanto, seu
uso é dificil para criancas menores de 6 anos, que ficam sem opcao de tratamento.

Atualmente, o PZQ é disponivel em sua forma racémica (figura 2), que inclui
uma parte biologicamente ativa e outra inativa. 1sso requer o uso de um comprimido
de 600 mg para fornecer uma dose ativa de 40 mg/kg (VALE et al., 2017). A OMS
recomenda que o0 PZQ seja usado em dose Unica de 40 mg / kg (DANSO et al., 2013).
Segundo LoVerde (2019), as taxas de cura do PZQ sao geralmente 60—90%.

Fonte: Adaptado de CAFREY (2007).

Figura 2 - Estrutura quimica do Praziquantel
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Segundo Olliario e colaboradores (2014), o enantibmero inativo € responsavel
pelo sabor amargo que o comprimido apresenta. Este sabor desagradavel contribui
para o tratamento ineficiente em criancas em idade escolar, pois muitas vezes as
criancas evitam ingerir o farmaco devido ao seu sabor pouco agradavel. O PZQ
apresenta também outras desvantagens como a diminuigdo ou auséncia completa de
atividade contra esquistossomos juvenis. Assim, uma cura completa néo € alcancada
de forma confiavel com uma Unica dose, principalmente porque a reinfeccdo € comum
(VALE et al., 2017).

O mecanismo de acdo deste farmaco esté relacionado com a producéo de
danos ao tegumento do verme, o que consequentemente expBe o0s antigenos e
possibilita o ataque dos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro (MODHA et al.,
1990; RIBEIRO et al., 2004). O farmaco provoca paralisia muscular nos vermes que
esta associada a um influxo de ions de célcio. Devido a alteragcdo no transporte de
ions apdés o tratamento com PZQ, muitos esforgcos tém se concentrado nos
transportadores e canais de ions como alvos potenciais do PZQ (LOVERDE, 2019).

Segundo o Biopharmaceutics Classification System e o Biopharmaceutics Drug
Disposition Classification System, o PZQ apresenta alta capacidade de permear 0s
tecidos e baixa solubilidade (0,4 mg/ml) e prossegue através de extenso metabolismo
via hidroxilagdo do farmaco absorvido em metabdlitos inativos (BENET et al., 2011).
A biodisponibilidade sistémica do PZQ é baixa e varia consideravelmente entre os
individuos. Sua biodisponibilidade aumenta com a ingestdo conjunta de alimentos
(VALE et al., 2017).

Embora eficazes contra os parasitos de S. mansoni, é relatado na literatura o
surgimento de um fator de resisténcia a este farmaco (CIOLI; PICA-MATTOCCIA;

ARCHER, 1993). Diante disso, a busca por novos farmacos torna-se necessaria.

1.5 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS E O USO DO TIABENDAZOL NA
TERAPIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco (P&D) é complexo e
requer alto custo além de necessitar de intenso esfor¢cos na area de gestéo, inovagao
e tecnologia (ANDRICOPULO, GUIDO, OLIVA, 2008).
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A técnica de reposicionamento de farmacos consiste na utilizacdo de um
farmaco ja conhecido para o tratamento de novas doencas. Esta alternativa reduz os
custos e a velocidade de desenvolvimento para a validacao de um novo farmaco para
uma terapia (CHONG e SULLIVAN, 2007), assim o tempo de P&D e os recursos
envolvidos séo diminuidos.

O tiabendazol (TBZ) é um farmaco que pertence a classe de compostos
organicos conhecidos como benzimidazois. Estes sdo compostos organicos contendo
um anel benzénico fundido a um anel imidazol (anel de cinco membros contendo um
atomo de nitrogénio, 4 atomos de carbono e duas ligacdes duplas), conforme figura
3.

E um agente anti-helmintico e antifingico de amplo espectro usado para
combater infecgdes por vermes e fungos (DUBEY e SANYAL, 2010). E indicado para
o tratamento de doencas parasitarias causadas por Ascaris lumbricoides,
Strongyloides stercoralis, Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Ancylostoma
braziliense, Trichuris trichiura, Toxocara canis, Toxocara cati e Enterobius vermicularis
(DRUGBANK, 2018).

E comercializado com o nome Thiaben® e Foldan®. Apresenta formas
farmacéuticas liquidas e solidas, sendo encontrado tanto em comprimidos quanto em
suspensao. Nao é referenciado como essencial, sendo assim ndo é distribuido de
forma gratuita pelo SUS, desta forma seu uso é restrito.

Para a medicina humana, a dose diaria maxima recomendada € de 3g/dia para
pacientes com peso de 60 kg e a dose usual de 50 mg/kg de peso corporal (SEIDE et
al., 2016).

i
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Fonte: Adaptado GOODMAN & GILMAN (2012).

Figura 3 - Estrutura quimica do tiabendazol
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Segundo o DRUG-BANK (2018), o TBZ € rapidamente absorvido e sua
concentracéo plasmatica é atingida dentro de 1 a 2 horas ap6s a administracdo oral
de uma suspensao e sua meia vida é de 1,2 horas. O farmaco é quase completamente
metabolizado na forma 5-hidroxitiabendazol, sendo excretado na urina em 48 horas
como conjugados de glicuronideos ou sulfatos. A super dosagem pode estar
associada a disturbios transitérios da visdo e alteracdes psiquicas.

Conforme Tracy e Webster (2001), os benzimidazois atuam inibindo a enzima
fumarato redutase especifica de helmintos. Porém o principal mecanismo de acéo é a
ligacdo a beta-tubulina para inibir a polimerizacdo dos microtubulos. Os microtubulos
sdo fundamentais em alguns processos celulares, desta forma sua inibicdo leva a
morte do organismo (KOHLER, 2001).

Diante da alta prevaléncia desta doenca em criancgas torna-se imprescindivel a
busca por um tratamento farmacoldgico especifico para o publico infantil. A terapia
farmacoldgica atual esta baseada na utilizacdo do PZQ, entretanto a formulagéo
apresenta diversos problemas; como o tamanho grande do comprimido, o sabor
amargo que tornam dificil a ingestéo por criancas, além de que a dosagem de 600 mg
nao possibilita o ajuste de doses flexiveis para essa faixa etaria (MDULUZA, MATUPI,
2017).

Desta forma, o presente estudo propds a avaliacdo do potencial terapéutico do
farmaco TBZ sobre a esquistossomose murina experimental, uma vez que apresenta
formulacéo liquida disponivel para o publico pediéatrico, € rapidamente absorvido na
luz intestinal, sua meia vida € de 1-2 horas, além de ser um anti-helmintico de amplo
espetro de acdo. Assim, reposicionar o farmaco TBZ é uma alternativa eficaz que

reduz custos e tempo de processamento e desenvolvimento.



27

2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico do tiabendazol sobre a esquistossomose mansoni

experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a efetividade deste farmaco sobre formas jovens e maduras dos vermes de
Schistosoma mansoni durante a infecdo experimental;

Verificar o efeito do tiabendazol sobre parametros relacionados a morbidade da
doenca como: peso hepatico e esplénico e avaliacdo quali-quantitativa do oograma
em fragmentos intestinais;

Avaliar a evolucao dos granulomas hepaticos apés tratamento com tiabendazol;

Avaliar quali e quantitativamente os anticorpos contra antigenos do ovo (SEA) e
de vermes adultos (SWAP) nas amostras de soros.

Avaliar hepatotoxicidade por meio da dosagem de marcadores enzimaticos (ALT
— AST).

3. MATERIAL E METODOS

3.10BTENCAO DOS ANIMAIS

Para o estudo, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
preferencialmente fémeas, obtidos e mantidos nas dependéncias do Biotério do
Centro de Pesquisas René Rachou. Um total de 136 animais foram separados em
diferentes grupos de tratamentos. A avaliacdo da acao esquistossomicida sobre os
animais infectados foi realizada ap06s 7 dias do tratamento, por meio da eutanasia dos
animais. Os grupos de animais que foram infectados receberam aproximadamente 80

+ 10 cercarias/animal.
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3.2ACOMPANHAMENTO CLINICO DIARIO DOS ANIMAIS

Foi realizado o monitoramento clinico diario para atestar o bem-estar animal ao
longo de todo o periodo do experimento e também no “end point” do experimento
(momento este que o animal apresenta um sinal ou conjunto de determinados sinais
que indicam que entrara em sofrimento e, portanto, serd retirado do experimento ou
submetido a eutanasia). Para monitoramento de sinais, sintomas clinicos e
determinacdo de “end point” de cada animal, os seguintes parametros foram
avaliados: atividade motora geral (foi verificado se o animal apresentava posicéo
normal de membros anteriores e posteriores, estado de atencédo normal, auséncia de
corpo arqueado, auséncia de andar cambaleante, locomoc¢ao normal); posicdo dos
membros posterior (0s membros posteriores devem estar sustentando o animal,
devem estar higidos com auséncia de paralisia ou fraqueza que impeca o animal de
se locomover), sinais de dor (notado com a expresséao facial com olhos e focinhos
contraidos, orelhas baixas, postura arqueada); afastamento do grupo, quieto, pelo
arrepiado e se apresentava emagrecimento. Em caso de alguma alteracdo de
anormalidade do comportamento habitual da espécie, com alteracédo de alimentacéo
e ingestdo de agua, o mesmo seria pesado e caso seu peso corporal apresentasse
reducdo de 20% de seu peso inicial, este animal seria encaminhado para eutanasia.
A observacédo diaria foi realizada com auxilio da equipe de técnicos do biotério. O
registro de acompanhamento dos animais foi feito em um caderno do laboratério
especifico para estes registros. O comportamento habitual da espécie e a frequéncia
de alimentacdo e ingestao de a4gua foram acompanhados.

3.3 ENSAIOS IN VIVO, TRATAMENTO E AVALIACAO PARASITOLOGICA DOS
ANIMAIS.

Os ensaios in vivo foram realizados em dois esquemas de infec¢cdo, um
referente a 30 dias pos infecgdo e outro em 45 dias pos infeccéo.

Inicialmente os camundongos foram divididos em 5 grupos (tabela 1), incluindo
um grupo controle de infeccdo composto por animais néo tratados e néo infectados
(G1), um grupo controle composto por animais infectados e néo tratados (G2) e um
controle de tratamento, no qual os animais infectados receberam por via oral uma

dose Unica de PZQ 400mg/kg de peso (G3). Para avaliacdo do efeito do tratamento
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em vermes jovens, apos 30 dias da infeccdo um grupo recebeu duas doses no
decorrer de 24 horas de tiabendazol 50mg/kg (G4) e outro tiabendazol 100mg/kg (G5)
por via oral.

Outros camundongos foram também divididos nos mesmos cinco grupos
descritos acima, porém, o tempo de infec¢do avaliado nesses grupos foi de 45 dias
pés infeccdo, periodo este necessario para avaliar o efeito do tratamento em vermes
adultos. As doses administradas foram calculadas conforme o peso individual de cada
animal.

Ap6s 30 ou 45 dias de infecgdo, os animais receberam as doses das
formulagBes, administradas num volume maximo de 0,2 ml usando-se seringa de
insulina acoplada a uma agulha especial para gavagem, em aco inox, com ponta
arredondada, de 3 cm de comprimento e 1,2mm de diametro, permitindo que o liquido
seja injetado gentilmente diretamente no estbmago do animal.

Para avaliacdo da acdo esquistossomicida, apds os respectivos periodos de
infeccdo e tratamentos, os camundongos foram anestesiados com a mistura de
Cloridrato de Quetamina 5% (75 e 200 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina 2% (5 a
16mg/Kg) via intraperitoneal no quadrante lateral inferior direito, usando agulhas 26G
%" (0,45 X 13 mm). Apds anestesiado, aliquotas de sangue foram coletadas por
puncao cardiaca, seguida de eutanasia por deslocamento da coluna cervical. Os
vermes, separados em machos, fémeas ou casais, foram recuperados por perfuséo e
contados/agrupados conforme a localizagcdo dos mesmos (se nas veias mesentéricas
ou hepéticas). Os resultados foram comparados aos obtidos no grupo G2 (controle
infectado e néo tratado).
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Tabela 1 - Disposicdo dos animais nos grupos experimentais e seus respectivos

esquemas de terapéuticos.

Grupo Esquema de tratamento Via N° animais Esquema de

em mg/kg doses
Gl N&o tratado - 8 -
G2 N&o tratado - 8 -
G3 400 Oral 8 Unica
G4 50 Oral 8 Duas*
G5 100 Oral 8 Duas*

G1: grupo controle ndo infectado e néo tratado; G2: grupo controle infectado e nao tratado;
G3: grupo controle praziquantel; G4: grupo tiabendazol 50mg/kg e G5: grupo tiabendazol
100 mg/kg. Os animais recebem o tratamento com TBZ aos 30 e 45 dias apo6s a infecgéo.
Para aqueles que receberam a opcéo de dose dupla, a segunda dose foi administrada um
dia apés a primeira dose.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

3.4RECUPERACAO DOS VERMES

ApoOs eutanasiados, os vermes adultos presentes no sistema porta hepaticos
dos camundongos infectados com S. mansoni foram recuperados, conforme descrito
por Pellegrino e Siqueira (1956) para a avaliacdo da carga parasitaria. A porcentagem

de vermes recuperados foi obtida por meio da seguinte equacao:

% de recuperacdo vermes =C-T x 100
C

onde,
C = média do grupo controle

T = média do grupo de tratamento
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3.5 PESO HEPATICO E ESPLENICO

ApoOs eutanasia e perfusédo, o figado e baco de cada camundongo submetido
ao tratamento com TBZ, bem como daqueles pertencentes aos grupos G2 e G3 foram

removidos e seus pesos determinados em balanga analitica.

Em (A) observa-se 6rgaos de animais saudaveis (superior) e érgdos de animais infectados
(inferior). Em (B) 6rgaos de grupo G4 aos 30 dias PI (superior) e 6rgaos de animais também
do grupo G4 aos 45 dias PI (inferior).

Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

Figura 4 Figado e Bago dos animais eutanasiados.

3.6 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DO OOGRAMA

Fragmentos do intestino delgado (ileo terminal), de 1 cm de comprimento,
foram cortados de todos os animais. Posteriormente, esses fragmentos foram
transferidos para placas de Petri contendo solucdo salina isotbnica, abertas
longitudinalmente com tesoura para retirada do excesso de muco, parcialmente secas
em papel absorvente, e mantida pressionada entre uma lamina de vidro e uma
laminula plastica (PELLEGRINO et al., 1962). Os ovos foram observados a fresco e
gualitativamente avaliados quanto a maturidade sob microscopio optico, conforme a
Figura 5. Os ovos foram classificados como maduros, imaturos ou ovos contendo
miracidios mortos. A andlise quantitativa dos oogramas foi realizada com a analise de
50 ovos em cada animal sendo o resultado expresso em porcentagem.
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Em (A) ovos maduros, (B) ovos imaturos e em (C) ovos contendo miracidios mortos.
Fonte: Elaboragéo prépria (2022).

Figura 5 - Aspectos gerais dos ovos de S. mansoni recuperados na analise qualitativa

do oograma.

3.7 AVALIACAO DAS AREAS GRANULOMATOSAS

Fragmentos do figado foram fixados em solucéo de formol a 10% tamponado a
PBS para estudo histologico. Assim, as amostras de figados foram processadas em
blocos de parafina, seccionadas (4um de espessura) e coradas com hematoxilina-
eosina (HE) para medir a &rea do granuloma (PYRRHO et al., 2002). As laminas foram
analisadas usando microscoépio optico Olympus BX41 e escaneadas usando uma
camera de video Olympus DP72 acoplada ao microscépio. A éarea total dos
granulomas foi medida e os resultados expressos em micrometros quadrados (um).

Foram medidos os granulomas viaveis contendo um U(nico ovo central
encontrados em 15 campos aleatérios de baixo aumento (10 x) para cada animal (n=5)
dos grupos G4 e G5 referentes a 30 dias e 45 dias p6s infec¢do. Para os grupos G2
e G3 foram analisadas duas laminas (n=2) também nos respectivos dias 30 e 45 pés

infeccéo.
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As imagens foram fotografadas com microscépio Olympus BX41.0bjetiva utilizada: (A) 40 x,
(B) e (C) 10 x. Os granulomas sé&o correspondentes a fase aguda de infeccaoFonte:
Elaboracgéo prépria (2022).

Figura 6 - Fotomicrografias de areas de granulomas hepaticos em cortes histolégicos
corados com hematoxilina-eosina (HE). Foram medidas 15 areas/campos/animal
contendo um Unico ovo bem central no granuloma. Em (A) granuloma com um ovo
bem definido ao centro. Em (B) a circunferéncia delimita area do granuloma utilizada
nas mensuracdes e em (C) corte histologico contendo dois granulomas com ovos

proximos, impossibilitando a delimitagéo da area.

3.8 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-SEA e ANTI-SWAP NO SORO DOS
ANIMAIS POR ELISA

O teste utilizado para deteccdo de anticorpos contra os antigenos presente no
soro dos camundongos foi 0 ELISA indireto. Soro de animais (n=2) de cada grupo em
estudo foram utilizados em duplicata.

Primeiramente, solubilizou-se o antigeno (SEA ou SWAP) em tampéo
carbonato/bicarbonato de sédio (NaHCO3) 0,1M pH9,6 para adsor¢édo em microplacas
de 96 pocos, durante 1 hora a 4°C. Em seguida essas placas foram lavadas 3 vezes
com tampéo fosfato acrescido em tween 20 0,05% (PBS T); pH7,2 e bloqueadas por
1 hora com solucao de leite desnatado (5%).

Apbs o bloqueio, as placas foram novamente lavadas e incubadas com 20 ul
de soro + 180 pl PBS. Os anticorpos primarios sdo os soros dos animais. Foram
utilizadas diluicbes seriadas de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1280; e
incubadas por mais 1 hora e 30 minutos.
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Apés lavagem com tampao PBS T, foram adicionados 100 pl/pocgo de anticorpo
secundério anti IgG de camundongos conjugados com peroxidase na diluicdo de
1:15000. Novamente as placas foram incubadas por 1 hora e logo apés lavadas com
tampao fosfato acrescido em tween 20 0,05% (PBS T); pH7,2.

Por fim, foi adicionado 100 pl/pogo de reagente de cor. A solugéo de revelagéao
foi preparada com OPD (ortofenilenodiamina) e agua oxigenada diluidas em tampéo
citrato pH 5,6. Quando se observou na placa uma mudanca gradativa de cor no pogo
contendo a amostra de controle respectiva ao grupo G1, a reacéo foi pausada com a
solucdo de &cido sulfurico 2N. Apos, foi realizado a leitura em leitor ELISA
(SpectraMax 190) na absorbancia de 492 nm.

3.9ENSAIO DOS MARCADORES ENZIMATICOS DE HEPATOTOXIDADE

Os biomarcadores séricos que avaliam a atividade hepatica foram analisados
utilizando-se a dosagem das enzimas alanina aminotrasnferase (AST) e aspartato
aminotrasferase (ALT). Para essa analise foi utilizado o soro dos animais (n=5),
seguindo as instrucdes dos fabricantes dos kits comerciais transaminases Bioclin.

O valor do cut off representa o ponto médio para que um soro venha a ser
considerado positivo ou negativo. Quando um soro teste apresenta um valor de
absorbéancia acima do determinado no cut off considera-se o resultado positivo, mas
se o resultado estiver abaixo do valor do cut off entdo o animal é considerado negativo.

Os valores de referéncia dados pelos fabricantes, em U mL ! foram obtidos
através da determinacédo do ALT e AST em populacdes sadias:

AST: 4 a 36 unidades/ mL
ALT: 4 a 32 unidades/ mL

As dosagens de AST e ALT foram expressas em unidades (U mL ). Os

resultados foram examinados em espectrofotdbmetro a 505 nm, de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise estatistica descritiva para expor os resultados obtidos
utilizando-se os softwares Excel v. 2016. A apresentacdo das variaveis mensuradas
foi feita através de tabelas e graficos, incluindo o uso de algumas medidas descritivas
como média aritmética e desvio padrdo. As diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos e os controles foram testadas por analise de variancia (ANOVA) com pos
teste de Tukey’s. Nos experimentos correspondentes a recuperacdo dos vermes,
analise das areas dos granulomas, ensaio de hepatotoxidade e peso dos 6rgaos foi
realizado a analise ordinary one-way. Na analise do oograma foi realizado analise one
way e no ensaio de ELISA foi utilizado a analise two-way. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 8 e os resultados

foram considerados significativos quando p < 0,05.

3.11 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo faz parte do projeto de pesquisa intitulado como “Avaliacdo do
potencial terapéutico do tiabendazol para tratamento da esquistossomose mansoni
experimental”’, o qual possui autorizacdo da Comisséo de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA) da Fiocruz, protocolo n° 26/21-3, para a manipulacdo de camundongos

em laboratério com a sua respectiva licenga LW-32/21 (ANEXO A).
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4 RESULTADOS

4.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO

4.1.1 Avaliacao da atividade esquistossomicida

O projeto foi realizado em dois periodos de tratamentos. A primeira andlise foi
feita com os animais 30 dias pods infeccdo. Como apresentado na figura 7 e tabela 2,
a meédia de vermes adultos recuperados pela perfusdo revelou que o numero de
vermes foi maior no grupo G5 (10,60 + 1,67), quando comparado aos outros grupos
(G2 8,80 + 4,55; G3 5,6 + 1,82 e G4 5,6 + 2,61). A analise da reducdo da carga

parasitaria ndo foi estatisticamente significativa.
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G2 G3 30dias Pl 30dias Pl 45dias Pl 45 dias PI

Grupos de animais/Tratamento

Fonte: Elaboragéo prépria (2022).

Figura 7 - Avaliacdo da carga parasitaria dos animais tratados com tiabendazol 30 e
45 dias apos a infeccdo. Os vermes adultos foram recuperados por perfusdo de
camundongos Swiss experimentalmente infectados por S. mansoni submetidos ao

tratamento com praziquantel, tiabendazol 50 mg/kg e tiabendazol 100 mg/kg.



37

Tabela 2 - Avaliagdo da carga parasitaria recuperada de camundongos Swiss

infectados com S. mansoni e submetidos a diferentes terapias farmacoldgicas.

% Reducéao

Grupos Média dos . ]
Mesentério Figado da carga
(n=5) vermes o
parasitaria
G2 8,80 + 4,55 4+1,58 4,8 + 4,87
G3 56+1,82 16+1,34 4,0+2,35 36,36%
G4
_ 56 +2,61 1,6+1,14 4,0+2,24
30 dias PI* 36,37%
G5
_ 10,60 + 1,67 2,6 +1,52 8,0£2,0
30 dias PI*
G4 Erro
. 34+1,34 20+2,12 1,4 +0,89
45 dias PI*
G5 Erro
_ 7,2+2,39 1,8+1,48 54+23
45 dias PI*

PI* Pos infecgéo.
Fonte Elaboracao propria (2022).

Em relacdo a recuperacdo dos parasitos por porcdo (mesentérica e figado), a
maior recuperacédo de parasitos foi encontrada na por¢cao do mesentério dos animais
do grupo G2 (figura 8-B), ja na porcao do figado (figura 8- C), a maior recuperacédo de
parasitos foi relacionada ao grupo G5, ja a menor foi relativa ao grupo G3. Foi possivel
observar uma maior tendéncia de deslocamento dos vermes para a porcéo hepatica
com todos os tratamentos. Houve diferenga significativa, com reducdo da carga
parasitaria no grupo G4 aos 30 dias de infec¢cdo. Apesar da reducdo da carga
parasitaria ser similar nos dois grupos G3 e G4, ndo houve diferenga significativa no
grupo G3 aos 30 dias pos-infeccao (figura 8-B).

Em 45 dias p0s infeccéo foram analisados apenas os grupos de tratamento de
G4 e G5. Desta forma a auséncia dos grupos G2 e G3, impediu a comparacao dos

dados e a realizacdo da analise estatistica.
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N° de vermes recuperados
30 dias p0s infecgdo / mesentério
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N° de vermes recuperados
30 dias p6s infecgdo/ figado

G2 G3 G4 G5

Em (A) numero total de vermes recuperados por grupo, em (B) recuperacao dos vermes da
porcdo do mesentério e em (C) recuperacao dos vermes da porc¢ao do figado.

As diferencgas significativas estdo apresentadas pelos valores de p (*); p<0,05: reducéo da
média de vermes recuperados do grupo infectado com o grupo TBZ 50 mg/kg.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 8- Numero de vermes adultos recuperados dos animais infectados e tratados
(n=5) com os compostos PZQ e TBZ 50mg/kg e TBZ 100 mg/kg 30 dias pos infeccao.
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4.1.2 Peso hepatico e esplénico

Como retratado na tabela 3 e figura 9, houve alteracdo nos valores médios dos
pesos dos 6rgaos apos o tratamento com TBZ. Analisando os valores das medidas de
peso do baco e peso do figado dos diferentes grupos, foi possivel perceber diferencas
estatisticas entre os grupos. Ao observar a figura 9, nota-se que o grupo G2
apresentou uma meédia maior de peso do figado entre seus animais (3,5 £ 0,5) e
também uma média maior do baco (0,6 + 0,1) quando comparado aos outros grupos

de estudo.

Tabela 3 - Peso médio dos 6rgaos removidos (figado e baco) dos diferentes grupos
de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por S. mansoni. O tratamento

foi iniciado aos 30 dias ap6és a infec¢ao.

Orgéos (g)

Grupos

Baco Figado
Gl 0,2 +0,05 26+0,1
G2 0,6 + 0,1 **** 35+0,5
G3 0,6 £ 0,1 **** 2804
G4 04+0,1* 26+05%
G5 0,5+ 0,1 *** 2,7+0,3

Diferencas estatisticas em rela¢éo ao controle sadio (n&o infectado e néo tratado) (*)
P<0,05; (***) P<0,001; (****) P<0,0001

(#) Diferenca estatistica em relacdo ao animal infectado e n&o tratado P<0,05.
Fonte: Elaborag&o prépria (2022).
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Os animais iniciaram seu tratamento 30 dias ap6s a infeccao. (*) Diferencas estatisticas do
peso do bago em relagéo ao grupo G1 com os grupos G2, G3, G4 e G5 p (<0,05).

(#) Diferenca estatistica do peso do figado do grupo G2 em relacéo ao grupo G4 p (<0,05).
Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 9 - Representacao grafica do peso médio do figado e baco de camundongos

infectados por S. mansoni e tratados com praziquantel e tiabendazol aos 30 dias PI.

[6)]
1

N
1

Peso do figado (g)
T
o
ﬁ'
|
*H‘
4

=
1

o

T T T T T
Gl G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/Tratamento 30 dias PI



41

*kkk

*kkk

0.6 -IEI- v co e

C
o m AA
O
g %
S 0.4+
©
2 vy S
oy L
o o
. .
00 I 1 1 I ]
G1 G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/Tratamento 30 dias PI

Os 6rgéos foram removidos dos animais que foram tratados 30 dias apos a infec¢do. Em (A)
o peso referente ao figado e em (B) peso do baco. Em (A), (*) diferenca estatistica em
relacéo ao grupo G2 e G4 p (<0,05). (B); diferenca estatistica em relacdo ao G1 com os
grupos G2, G3, G4 e G5. (*) p <0,05; (***) p <0,001; (****) p<0,0001. N&o houve diferenca
estatistica relevante em relagdo ao grupo G2 com os demais grupos.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 10 - Representacao gréafica do peso individual dos érgdos removidos (figado e
baco) dos diferentes grupos de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por

S. mansoni aos 30 dias PI.

No ensaio realizado aos 45 dias po6s infeccdo, também houve diferenca na
média dos pesos hepaticos e esplénicos como retratado na tabela 4 e nas figuras 11
e 12. O grupo G5 apresentou uma média (baco: 0,9 £ 0,2; figado: 5,1 £ 0,6) maior do
peso dos 6rgaos quando comparado ao grupo G4 (baco: 0,7 + 0,3; figado: 4,0 + 1,1).

A auséncia dos grupos G2 e G3, impediu a comparacao dos dados.
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Tabela 4 - Peso médio dos 6rgédos removidos (figado e baco) dos diferentes grupos
de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por S. mansoni. O tratamento
foi iniciado aos 45 dias apos a infeccéo.

Orgéos (g)
Grupos i
Bago Figado
G4 0,7 £0,3 40+11
G5 09+0,2 51 +£0,6
Fonte: Elaborag&o prépria (2022).
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Os animais iniciaram seu tratamento 45 dias ap0s a infec¢ao.
Fonte: Elaborag&o prépria (2022).
Figura 11 - Representacdo grafica do peso médio dos érgaos removidos (figado e

baco) dos grupos de tratamento TBZ 50 mg/kg e TBZ 100 mg/kg ap6s eutanasia dos
animais infectados por S. mansoni.
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Os animais iniciaram o tratamento 45 dias ap6s a infeccdo. Em (A) o peso referente ao figado
e em (B) peso do baco.
Fonte: Elaboragé&o prépria (2022).

Figura 12 - Representacao grafica do peso individual dos érgdos removidos (figado e
baco) dos diferentes grupos de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por

S. mansoni.

4.1.3 Avaliacao quali-quantitativa do oograma

Com o intuito de analisar o efeito do tratamento do tiabendazol sobre o

desenvolvimento dos ovos, foi realizada uma analise quali-quantitativa do oograma do
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fragmento intestinal dos camundongos dos diferentes grupos de tratamento.
Inicialmente foi proposto a contagem de 50 ovos viaveis em cada fragmento intestinal,
entretanto, no periodo de 30 dias Pl apenas o grupo G2 apresentou esta media
guantitativa de ovos, os demais grupos apresentaram valores inferiores, como
observado na tabela 5.

Realizando uma analise dos fragmentos intestinais, observa-se que 0s grupos
tratados com TBZ em ambas dosagens, tanto no periodo de 30 e 45 dias pos infeccéo,
evidenciaram a presenca de todos os estagios de desenvolvimento dos ovos, como
observado na figura 13. J& o grupo G3 ndo apresentou ovos em nenhum estagio de
desenvolvimento no periodo de 30 dias PIl. Para esse ensaio ndo foi analisado o
periodo de 45 dias Pl. Houve diferenca estatistica no periodo de 30 dias Pl em relagéo
ao grupo G2 com o grupo G3.

A andlise qualitativa e quantitativa do oograma revelou que 0S grupos
apresentaram grande quantidade de ovos imaturos sugerindo que até o momento da

analise estava ocorrendo a oviposicao.

Tabela 5 - Média dos numeros de ovos imaturos, maduros e contendo miracidios
mortos em fragmento da porcao ileo-terminal do intestino dos camundongos nos

diferentes grupos de tratamentos no periodo de 30 e 45 dias PI.

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO DOS OVOS

Grupos de 30 DIAS POS INFECCAO 45 DIAS POS INFECCAO

tratamento Ovos com Ovos com

(n=5) Imaturo Maduro miracidios Imaturo Maduro miracidios

mortos mortos

G2 29 +7 1946,2 1+32 - - -

G3 O *kx QFr 0 ) ) )

G4 # 33,7 £+ 15x9,7 125+19 378 + 114 + 08%1,1
10,2 3,8 4,5

G5 348 + 118 + 08z%1,1 32+4 16,6 + 1411
7,2 53 3,5

Foram contados 50 ovos/lamina, empregando laminas de 5 animais distintos
Diferenca estatistica em relagao ao grupo G2 com G3; (****) p <0,0001; (***) p< 0,001. (#)
TBZ 50 mg/kg (n=4) Fonte: Elaboracédo propria (2022).



45

m G2
80 =3 G3

Porcentagem de ovos/lamina

1
Imaturo Maduro Ovos com
miracidios mortos

Fases dos ovos / 30 dias PI

100+ B8 G4
G5
©
c 80=
£ T
E
2
> 60
o
)
©
5
o 40
g
c
(]
2
8 20+
0 == ESEm
Imaturo Ovos com

miracidios mortos

Fases dos ovos / 45 dias PI

Em (A) quantidade de ovos em 30 dias pos infeccao e em (B) quantidade de ovos em 45
dias p6s infeccao. (*) diferenca estatistica em relagcéo ao grupo G2 com G3.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 13 - Percentual de ovos imaturos, maduros e ovos contendo miracidios mortos
em fragmento da porgéo ileo-terminal do intestino dos camundongos tratados com

tiabendazol.
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4.1.4 Deteccao de anticorpos no soro dos animais por ELISA

Com o proposito de conhecer a resposta imune dos camundongos frente a
infeccdo com S. mansoni tratados com TBZ, foram mensuradas a producdo de
anticorpos contra os antigenos SEA (antigeno soluvel do ovo) e SWAP (antigeno
soltvel de verme adulto) nos soros dos animais.

Todos os grupos em estudo revelaram a producao de anticorpos frente aos dois
antigenos em ambos periodos de infecgéo.

Conforme figura 14, a concentracdo seérica de anticorpos contra antigenos
sollveis de vermes adultos (SWAP) e de ovos (SEA) do grupo G3 foi mais elevada
que os outros grupos de tratamento.

Os animais do grupo G3 mostraram reatividade de anticorpos em niveis
significativamente superior aos animais do grupo G1 quando empregada a preparacao
SEA até a diluicdo 1/320 (p<0,0001), em relacdo ao grupo G2 esse nivel foi até a
diluicdo 1/160 (p<0,01).

Os niveis de anticorpos reativos com a preparacao SEA dos animais tratados
com PZQ foram superiores aos niveis de anticorpos detectados nos grupos G4 (1/40)
e no G5 (1/320) p (<0,001).

Ao observar a figura 14- B, quando empregado a preparacdo SWAP, os animais
do grupo G3 mostraram reatividade de anticorpos em niveis significativamente
superior ao grupo G1 até a diluicdo 1/320 (p<0,01); e em relacdo ao grupo G2 da
diluicdo 1/20 a 1/40 e a diluicdo 1/160 (p<0,01).

Os niveis de anticorpos reativos também foram superiores aos niveis de
anticorpos detectados nos animais dos grupos G4 (1/40) e com o G5 diluicdo 1/20 a
1/40 e a diluicdo 1/160 (p<0,01).
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As diferengas estatisticas estédo representadas: (+) diferenca em relacdo ao G1 e G3; (*)
diferenca em relacdo ao G3 e G2; (#) diferenca em relagéo ao G3 e G4; (°) diferenca em
relacdo ao G3 e G5.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 14- Avaliacdo da presenca de anticorpos contra os antigenos SEA e SWAP
em camundongos infectados com S. mansoni referente ao periodo de 30 Pl. Em (A)

refere ao antigeno SEA. E em (B) antigeno SWAP.
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No periodo de 45 dias Pl, a auséncia dos grupos controles G1, G2 e G3
impossibilitaram a realizacdo do ensaio e posteriores anélises estatisticas.

4.2SEGUNDO EXPERIMENTO

O segundo experimento foi realizado nas mesmas condi¢cdes do primeiro.
Todas as metodologias descritas foram feitas bem como a presenca de todos os

grupos de animais nos periodos de tratamento de 30 e 45 PI.

4.2.1 Avaliacao da atividade esquistossomicida

A média de vermes adultos recuperados apdés perfusao realizada aos 30 dias
P1, como apresentado na figura 15 e tabela 6, revelou que foi maior para o grupo G3
(17,6 £ 6,77), quando comparado aos outros grupos (G2 14,80 + 5,76; G4 15,80 *
4,15 e G5 13,6 = 4,04). Estatisticamente, a analise da carga parasitaria para este
experimento nao foi significativa.

Em relacdo a recuperacdo dos parasitos por por¢cao (mesentérica e figado), a
maior recuperacédo de parasitos foi encontrada na por¢cao do mesentério dos animais
do grupo G4 (figura 16-B) e uma menor média de coleta dos parasitos referente ao
grupo G2. Na porcédo do figado (figura 16- C), a maior recuperacado de parasitos foi
relacionada ao grupo G2, e a menor média foi vista pelo grupo G5. Houve um maior
deslocamento dos vermes para a porcdo hepatica referente ao grupo G2. Houve
diferenca significativa no periodo de 30 dias PI. A reducao da carga parasitaria foi

vista no grupo G5 aos 30 dias de infeccao.
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Fonte: Elaboracao prépria (2022).
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Figura 15 - Avaliacdo da carga parasitaria dos animais tratados com tiabendazol 30

dias apés a infeccgéo.

Vermes adultos foram recuperados por perfusdo de

camundongos Swiss experimentalmente infectados por S. mansoni submetidos ao

tratamento com praziquantel, tiabendazol 50 mg/kg e tiabendazol 100 mg/kg.

Tabela 6 - Avaliacdo da carga parasitaria recuperada de camundongos Swiss

infectados com S. mansoni e submetidos a diferentes terapias farmacologicas em 30

dias PI.
_ % Reducao
Grupos Média dos .
Mesentério Figado da carga
(n=5) vermes o
parasitaria
G2 14,8 £5,76 1,8+1,10 13,0+£5,7
G3 17,6 £ 6,77 11,2 +£5,93* 6,4 £2,97*
G430dias Pl 1580+4,15  1220+239%  3,6+2,3*
G5 30 dias PI 13,6 £ 4,04 10,2 £ 3,7* 3,4+2,07* 8,1%

(*) diferencas estatisticas em relacdo ao grupo infectado e néo tratado
Fonte: Elaboracao prépria (2022).
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As diferencas significativas estdo apresentadas pelos valores de p (*); p<0,05 e (**); p<0,01.
As diferencas estdo relacionadas com o grupo infectado e néo tratado.
Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 16 - Namero de vermes adultos recuperados dos animais estudados (n=5) 30
dias pdés infeccdo. Em (A) numero total de vermes recuperados por grupo, em (B)
recuperacdo dos vermes da porcdo do mesentério e em (C) recuperacao dos vermes

da porc¢éao do figado.

A média de vermes adultos recuperados apés perfusdo realizada aos 45 dias
Pl, como apresentado na figura 17 e tabela 7 revelou que a média dos numeros de
vermes foi maior no grupo G4 (16,4 = 6,5), quando comparado a outros grupos (G2
14,60 + 6,77; G3 2,4 + 1,14 e G5 12,0 £ 2,65). Estatisticamente, houve diferenca na
analise da carga parasitaria (p<0,05) em relacdo ao grupo G2 com o G3

Em relacdo a recuperagcdo dos parasitos por porcédo (mesentérica e figado),
como mostrado na figura 18, a menor recuperacéo de parasitos foi encontrada pelo
grupo G3 em ambas as por¢des (porgdo mesentérica 0,4 £ 0,55; por¢éo figado 2,0 +
0,71). A maior taxa de recuperacao dos vermes da por¢cédo do mesentério foi do grupo
G2 (11,80 + 8,41) ja da porcao do figado foi do grupo G5 (8,2 * 4,44). Estatisticamente

houve variagéo significativa.
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O deslocamento dos parasitos da por¢cdo do mesentério para o figado foi
evidenciando apenas nos grupos G3 e G5. A reducdo da carga parasitaria foi

comprovada nos grupos G3 e G5.

25=

20+

Carga parasitaria

G2 G3 G4
Grupos de animais/Tratamento 45 dias PI

A diferenca significativa esta apresentada pelo valor de p (**); p (<0,01) diferenca
significativa em relacéo ao grupo G2 com o grupo G3.

Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

Figura 17 - Avaliacdo da carga parasitaria dos animais tratados com tiabendazol 45
dias ap6s a infeccdo. Vermes adultos foram recuperados por perfusdo de
camundongos Swiss experimentalmente infectados por S. mansoni submetidos ao

tratamento com praziquantel, tiabendazol 50 mg/kg e tiabendazol 100 mg/kg.
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Tabela 7 - Avaliagdo da carga parasitaria recuperada de camundongos Swiss

infectados com S. mansoni e submetidos a diferentes terapias farmacoldgicas em 45

dias PI.
o % Reducéo
Grupos Média dos . ]
Mesentério Figado da carga
(n=5) vermes o
paraS|tar|a
G2 14,60 +6,77 11,80 £+841 28 £259
G3 24 +114* 04 +055* 20 +0,71  83,57%
G4 45 dias PI* 16,4 +6,5 92 +148 72 +63
G5 45 dias PI* 12,0 +2,65 3,8 +3,96 82 +444  17,8%

Pl P6s infecgéo.

*Diferenca estatistica p (<0,01) em relagédo ao grupo G2..
Fonte Elaboracao propria (2022).
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Diferenca significativa esté representada pelo valor de p (**); p<0,01 reducéo da média de
vermes recuperados do grupo G2 com o G3.
Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 18 - Numero de vermes adultos recuperados dos animais infectados e tratados
com os compostos (n=5) 45 dias pos infeccdo. Em (A) numero total de vermes
recuperados por grupo, em (B) recuperacédo dos vermes da por¢cdo do mesentério e

em (C) recuperacédo dos vermes da porgéo do figado.
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4.2.2 Peso hepético e esplénico

Aos 30 dias PI, como retratado na figura 19 nao foi possivel estimar o peso
esplénico dos animais eutanasiados. Desta forma nao foi realizada analises deste
Orgéo nesse periodo.

Analisando os valores das medidas do peso hepético, houve elevacdo no peso
em todos os animais dos grupos tratados. Entretanto, esses valores ndo causaram
uma significancia estatistica.

@ Figado

Grupo de animais 30 dias PI

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Peso do figado (g)

Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

Figura 19 - Representacdo grafica do peso médio do figado dos grupos apos
eutanasia dos animais infectados por S. mansoni. Os animais iniciaram seu

tratamento 30 dias apos a infeccéo.
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Tabela 8 - Peso médio do figado dos diferentes grupos de tratamento apds eutanasia
dos animais infectados por S. mansoni. Os animais iniciaram o tratamento 30 dias

apos a infeccao.

Grupos Orgéo (g)
(n=5) Figado
Gl 1,6 £0,2
G2 2,1+0,3
G3 1,9+05
G4 2,3x0,2
G5 2,2+0,3

Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

Lh

A

Peso do figado (g)

0 1 1 1 1 1
Gl G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/ Tratamento 30 dias PI

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 20 - Representacdo grafica do peso individual do figado removido dos
diferentes grupos de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por S.

mansoni referente ao tratamento 30 dias apés a infeccao.

No ensaio realizado aos 45 dias pés infeccdo, como demonstrado nas figuras
21 e 22 e natabela 9, houve alteracdo nas massas dos 6rgéos estudados quando sao

realizadas comparacgdes entre os grupos. O grupo G2 apresentou a menor média de
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peso de ambos 6rgéos (figado 2,0 + 0,4 e bacgo 0,5 + 0), ja o grupo G4 apresentou um

maior valor médio + DP também de ambos os 6rgéos (figado 4,8 + 1,0 e baco 0,9 +

0,2) quando comparado com os demais grupos. Estatisticamente ha diferenca

significativa p (<0,05) e p (<0,01) em relacéo ao grupo G1.

Tabela 9 - Peso médio dos érgaos removidos dos diferentes grupos de tratamento

apos eutandsia dos animais infectados por S. mansoni. Os animais iniciaram seu

tratamento 45 dias apos a infeccao.

Orgéos (g)

Grupos (n=5)

Baco Figado
Gl 05+0 20+04
G2 0,7+0,3 31+12
G3 05+0 3,7+14*
G4 09+0,2 * 4,8+1,0*
G5 0,7+0,2 40+1.2*

As diferencas estatisticas estéo representadas (*) p (<0,05) e (**) p (<0,01). Diferencas em

relacdo ao grupo G1.
Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

Grupo de animais 45 dias PI
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Peso dos 6rgdos (Q)

QO m

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 21- Peso dos 6rgdos de camundongos apoés 45 dias de infecgdo. No eixo

vertical se encontra os grupos de animais tratados e na horizontal os pesos
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correspondentes aos 6rgaos. As diferencas estatisticas estdo representadas em

relacéo ao grupo G1.

*%k

Peso do figado (g)
D
1

0 1 1 1 1 1

Gl G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/ Tratamento 45 dias PI
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G1 G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/ Tratamento 45 dias PI

Em (A) o peso referente ao figado e em (B) peso do baco. Diferenca estatistica (*) p (<0,05)
e (**) p (<0,01).

Fonte: Elaboragéo prépria (2022).
Figura 22 - Representacao grafica do peso individual dos érgaos removidos (figado e
baco) dos diferentes grupos de tratamento apds eutanasia dos animais infectados por

S. mansoni. Os animais iniciaram seu tratamento 45 dias apoés a infec¢ao.
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4.2.3 Avaliagcao quali-quantitativa do oograma

Para avaliar o efeito da acdo dos farmacos administrados sobre a quantidade

e estagios de desenvolvimento dos ovos foram realizadas analises dos oogramas.
A visualizacdo qualitativa mostrou a presenca de todos os estdgios de
desenvolvimento dos ovos, como observado na figura 23 e tabela 10. A analise
qualitativa e quantitativa do oograma revelou que 0S grupos apresentaram grande
guantidade de ovos imaturos sugerindo que até o momento da andlise estava
ocorrendo a oviposigao.

Ao correlacionar a média da quantidade de ovos encontrados nos fragmentos
intestinais dos animais em estudo nos periodos de infeccédo 30 e 45 PI, como mostra
a tabela 10, observa-se que a quantidade de ovos imaturos encontrada no grupo G3
diminuiu no decorrer da infeccdo de 30 dias (4,6 + 3,84) a 45 dias (3,8 * 2,6), ja 0s
ovos maduros e aqueles que continham miracidios mortos aumentaram. No grupo G4,
a quantidade de ovos imaturos (30 dias- 12 £7,5; 45 dias - 20,75 £ 3) e maduros (30
dias- 10,4 +11,5; 45 dias - 23,7 + 4,8) aumentaram e 0s 0vos que continham miracidios
mortos diminuiram (30 dias - 11,8 £11,7; 45 dias- 5,2 +4,4) no transcorrer da infeccao.
Ja no grupo G5 a quantidade de ovos imaturos (30 dias - 24,8 + 12,3; 45 dias - 19,4 +
8,8) e ovos que continham miracidios mortos (30 dias - 11,8 + 10,3; 45 dias - 9,2 +
6,8) diminuiram e a quantidade de ovos maduros aumentaram (30 dias- 8 + 6,1; 45
dias- 21,4 £ 9,6). Nao houve diferenca estatistica sobre o percentual de ovos.

Foi realizada a andlise quantitativa através do somatério dos ovos
padronizando 50 ovos/lamina/animal. Esse valor nédo foi encontrado em todas as
laminas em estudo. Assim, aos 30 dias PI, no grupo G2 1 animal ndo obteve essa
contagem, no grupo G3 todos 0s animais ndo obtiveram esse somatorio, ja nos grupos
G4 e G5 dois animais ndo somaram 50 ovos. Aos 45 dias PI, essa analise revelou que
no grupo G3 todos os animais ndo alcancaram essa soma, no grupo G4 foi analisado
4 animais nos quais apenas 1 ndo teve esse somatério e por fim o grupo G2 apenas
um animal ndo obteve essa soma.

A analise estatistica sobre a quantidade dos ovos revelou significancia (p<0,05)
nos estagios imaturo e maduro de desenvolvimento dos ovos em ambos 0s periodos.
As diferencas estdo relacionadas do grupo G2 com o0s grupos G3 e G4, como

observado na tabela 10.
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Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 23 - Percentual de ovos imaturos, maduros e que continham miracidios mortos
nas laminas contendo fragmento da porgdo ileo-terminal do intestino dos
camundongos. Em (A) quantidade de ovos em 30 dias poés infeccdo e em (B)

quantidade de ovos em 45 dias poés infeccao.
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Tabela 10 - Média dos numeros de ovos imaturos, maduros e que continham
miracidios mortos nas laminas contendo fragmento da porcdo ileo-terminal do
intestino dos camundongos nos diferentes grupos de tratamentos no periodo de 30
dias Pl e 45 dias PI.

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO DOS OVOS

Grupos de 30 DIAS POS INFECCAO 45 DIAS POS INFECCAO
tratamento Ovos com Ovos com
(n=5) Imaturo Maduro miracidios Imaturo Maduro miracidios
mortos mortos
o 274 + 148 + 6,8%+49 2547 1740 £ 723
7,5 4,3 8,3
3 46 + 0O* 0,8+0,83 3,8 *+ 64 * 5143
3,84 * 2,6*
- 12 + 104 + 11,8x11,7 20,75 = 23,7 = 52+44#
75* 11,5 3# 4.8 #
G5 248 + 8x6,1 11,8+10,3 194 + 214 + 9,2%+6,8
12,3 8,8 9,6
(#) G4 (n=4)

(*) diferencas estatisticas em relacao ao grupo infectado e néo tratado.
Fonte: Elaborag&o prépria (2022).

4.2.4 Analise das areas granulomatosas

Foram encontrados granulomas em todas as laminas dos cortes histologicos
da porcdo do figado estudas. A andlise estatistica dos 30 dias Pl ndo apresentou
significancia. Ja no periodo de 45 dias PI, houve variacdo estatistica (p<0,05) como
mostra a figura 24. Foram observadas variagfes entre o grupo G3 com o grupo G4 e
G5.

Na avaliacdo da média dos granulomas entre os periodos de 30 e 45 dias PI,
como mostra a tabela 11, percebe-se um valor menor na média dos granulomas do
periodo de 30 dias Pl quando comparados ao periodo de 45 dias PI.

Os tratamentos promoveram diferencas na area/tamanho do granuloma dos
animais infetados. No periodo de 30 dias PI, o grupo G3 apresentou uma reducao da

area granulomatosa de 59,2% quando comparado ao grupo G2. J& no grupo G4 a
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area encontrada apresentou um aumento de 49,72% quando comparado ao grupo
G2. O grupo G5 teve um aumento de 9,4% comparado ao grupo G2. No periodo de
45 dias PI, o grupo G3 apresentou um aumento no valor da area de 57,3% comparado
ao grupo G2, ja os grupos tratados com tiabendazol ndo aumentaram o valor da area

dos granulomas quando comparado ao grupo G2.

Tabela 11 - Area média dos granulomas encontrados nos cortes de figado de

camundongos infectados com S. mansoni nos periodos respectivos de tratamento.

Area dos granulomas pum?

Grupo

30 dias PI 45 dias PI
G2 23.524,05 112.576,16
G3 13.932,75 177.136,85
G4 35.220,57 84.673,62
G5 25.745,34 92.404,89

Fonte: Elaboragéo prépria (2022). Pl Pés infecgéo

A

50000+

40000+

30000+

20000+

Area do granuloma (um2)

10000+

G2 G3 G4 G5

Grupos de animais/Tratamento 30 dias PI



63

250000+

200000+

150000+

100000+

Area do granuloma (um2)

50000+

0 : o S
G2 G3 G4
Grupos de animais/Tratamento 45 dias PI

As diferengas estatisticas estéo representadas (*) p (<0,05) e (**) (p<0,01). Diferencas
estatisticas em relagéo ao grupo G3.
Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 24 - Area média dos granulomas encontrados em cortes histoldgicos do figado
de camundongos infectados com S. mansoni nos periodos de 30 dias Pl (A) e 45 dias
Pl (B).

4.2.5 Deteccdo de anticorpos no soro dos animais por ELISA

Foi realizado apenas a analise para o antigeno SWAP conforme detalhado na
figura 25. Os resultados encontrados confirmam os dados do primeiro experimento.
Todos os grupos experimentais revelaram a producao do anticorpo frente ao antigeno
SWAP em ambos periodos de infeccdo. Houve uma diferenca significativa da
concentracao sérica de anticorpos reativos contra a preparacao de antigenos soluveis
de vermes adultos (SWAP) do grupo G3 com os demais grupos de tratamento.

Aos 30 dias PI, os animais tratados com PZQ mostraram reatividade de
anticorpos em niveis significativamente superior aos animais do grupo G1 até a
diluicdo de 1/640 (p<0,01). Em relagdo ao grupo G2 a reatividade foi até a diluicao
1/40 (p<0,01).
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Os niveis de anticorpos reativos com a preparacao SWAP dos animais do grupo
G3 foram superiores aos niveis de anticorpos detectados no grupo G4 (1/20, 1/40 e
1/160) e no grupo G5 (1/160; p <0,05).

Aos 45 dias PI, os animais do grupo G3 mostraram também essa reatividade
de anticorpos em niveis significativamente superior aos animais do grupo G1 em todas
as diluicbes (p <0,001). Em relacdo ao grupo G2 foi observado reatividade até a
diluicdo 1/320 (p<0,0001).

Os niveis de anticorpos reativos com a preparacao SWAP do grupo G3 foram
superiores aos niveis de anticorpos detectados pelo grupo G5 nas diluicbes de 1/20;
1/80 e 1/320 (p<0,05). E visualizado que os titulos de anticorpos aos 45 dias sdo
superiores aos 30 dias PI.

Os valores foram comparados com os encontrados do controle negativo no
qual este especificado a seguir: aos 30 dias PI 1/20: 0,199 £ 0,044; 1/40: 0,196 *
0,058; 1/80: 0,182 + 0,057; 1/160: 0,174 + 0,060; 1/320: 0,133 + 0,020; 1/640: 0,123 +
0,017 e 1/1280: 0,100 + 0,009. Aos 45 dias Pl os valores encontrados foram 1/20:
0,264 + 0,0808; 1/40: 0,241 + 0,088; 1/80: 0,178 + 0,057; 1/160: 0,137 + 0,019; 1/320:
0,117 + 0,013; 1/ 640: 0,109 + 0,008 e 1/1280: 0,103 + 0,007.
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As diferencas estatisticas estéo representadas: (+) diferenca em relacdo ao G3 e G1; (*)
diferenca em relacdo ao G3 e G2; (#) diferenca em relagdo ao G3 e G4, (°) diferengca em
relacéo ao G3 e G5.

Fonte: Elaboracao prépria (2022).

Figura 25- Avaliacdo da presenca de anticorpos contra o antigeno SWAP em
camundongos infectados com S. mansoni. Em (A) refere periodo de 30 dias Pl. Em

(B) periodo de 45 dias PI.

4.2.6 Ensaio dos marcadores enzimaticos de hepatotoxidade.

As concentracbes das proteinas ALT e AST foram medidas no soro dos
camundongos. De acordo com a figura 26 e com a tabela 12, no periodo de 30 dias
Pl, o grupo G3 apresentou niveis elevados de ALT e AST (AST 193,91 + 49,62; ALT
226,73 £ 83,85) quando comparado aos demais grupos. Ja a menor média encontrada
para a enzima ALT foi do grupo G1 (133,26 + 60,18), e a menor da enzima AST foi do

grupo G4 (99,91 + 21,95). Estatisticamente ndo houve diferenca significativa.
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Fonte: Elaboragéo prépria (2022).

Figura 26 - Representacao gréfica da média das concentracdes das proteinas AST e
ALT encontradas nos soros de camundongos Swiss infectados com S. mansoni nos

periodos de 30 dias Pl nos grupos de tratamentos.

Tabela 12 - Valores bioquimicos dos marcadores sérico ALT e AST, obtidos no soro

de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, nos periodos de 30 e 45 dias PI.

Grupos ALT AST

(n=5) 30 DIAS PI 45 DIAS PI 30 DIAS PI 45 DIAS PI

Gl 133,26 + 60,18 115,66 + 22,35 159,75+59,21 107,91 + 37,17
G2 179,13 + 35,75 228,86 +79,28* 151,91 +38,13 170,91 +59,52
G3 226,73 £83,85 130,06 +12,87 193,91 +49,62 114,91 + 40,86
G4 158,2 + 13,61 216,2+2854* 99,91 +2195 138,75+51,85
G5 194,46 + 66,90 195+ 61,09 133,41 + 37,41 146,41 +£51,85

Pl: P6s infeccdo. AST: aspartato aminotransferase. ALT: alanina aminotransferase.
(*) Diferenca estatistica em relagédo ao grupo G1 com o grupo G2 e G4.
Fonte: Elaboracao prépria (2022).

No periodo de 45 dias PI, como retratado na figura 27 e tabela 12, o grupo G1
apresentou as menores médias de ambos marcadores (AST - 107,91 + 37,17; ALT-
115,66 + 22,35). Ja as maiores médias foram encontradas pelo grupo G2 para ambos

marcadores (AST - 170,91 + 59,52; 228,86 + 79,28). Houve estatisticamente diferenca
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significativa apenas para o marcador ALT em relagéo ao grupo G1 com o grupo G2 e
com o grupo G4.

Analisando individualmente os grupos que receberam algum tratamento, o
grupo G3 reduziu os valores de ambos os marcadores no decorrer da infecgcdo (AST
— 30 dias: 193,91 + 49,62; 45 dias: 114,91 + 40,86; ALT — 30 dias: 226,73 + 83,85; 45
dias: 130,06 + 12,87) ja os grupos G4 (AST — 30 dias: 99,91 + 21,95; 45 dias: 138,75
+ 51,85; ALT — 30 dias: 158,2 + 13,61; 45 dias: 216,2 + 28,54) e G5 (AST — 30 dias:
133,41 £ 37,41, 45 dias: 146,41 + 51,85; ALT — 30 dias: 194,46 + 66,90; 45 dias: 195
+ 61,09) aumentaram.

Todos o0s grupos que foram infectados apresentaram valores de ALT
aumentado em relacéo ao grupo G1 nos dois periodos de infeccao.

Os valores bioquimicos de AST e ALT encontrados pelos grupos G4 e G5 foram
inferiores aos valores encontrados pelo grupo G2, exceto no periodo de 30 dias Pl no
qual o valor bioquimico do marcador ALT do grupo G5 apresentou um valor superior.

300 3009
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T *
1
200 _|_ 2004
4 )
E T E
=) o}
100 100
0] T T 0= T T
G1 G2 G3 G4 G5 Gl G2 G3 G4 G5

Grupos tratamento / AST 45 Pl Grupo tratamento / ALT 45 dias PI

As diferencas estatisticas estédo representadas (*) p <0,05. Diferenca significativa em relacéo
ao grupo G1 com o grupo G2 e G4.
Fonte: Elaboragéo prépria (2022).

Figura 27 - Representacédo grafica da média das concentracdes das proteinas AST e
ALT encontradas nos soros de camundongos Swiss infectados com S. mansoni nos

periodos de 45 dias Pl nos grupos de tratamentos.
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5. DISCUSSAO

Considerada uma doenca negligenciada, a esquistossomose até hoje afeta
milhdes de pessoas no mundo provocando morbidade crbnica (KATZ, 2018).
Endémica no Brasil, esta helmintiase ainda mantém uma positividade importante
revelada no Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses (KATZ, 2018), com foco no Estado de Minas Gerais.

Atualmente o Unico farmaco disponivel para o tratamento desta doenca
infecciosa é o praziquantel, porém o surgimento de cepas resistentes ao tratamento
bem como seu sabor amargo e a dificuldade no ajuste de dose para o publico
pediatrico revelam a necessidade de busca de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento (FALLON e DOENHOFF 1994; LIANG et al., 2002; CASTRO et al., 2013;
OLLIARIO, 2014). Assim, o reposicionamento de farmacos é uma alternativa eficaz
pois reduz os custos e a velocidade de desenvolvimento para a validagdo de um novo
farmaco para uma terapia, desta forma o tempo de P&D e os recursos envolvidos sédo
diminuidos (CHONG, 2007; DE QUEIROZ et al., 2018). Neste contexto o presente
estudo avaliou o potencial esquistossomicida in vivo do farmaco tiabendazol.

Na esquistossomose, a reducdo da carga parasitaria esta associada a reducao
da patologia e a eficacia do tratamento empregado (BOTROS et al., 1989).

Descrito em 1968, e empregado atualmente com adaptacdes, 0 método in vivo
de triagem de farmacos com acédo esquistossomicidas, emprega perfusdo e é capaz
de avaliar o numero de vermes e a distribuicdo desses entre as por¢cdes do mesentério
e do figado (PELLEGRINO; KATZ, 1968). Os experimentos in vivo, empregando
camundongos infectados com S. mansoni requerem uma associacao de parametros
para uma avaliacdo mais completa: (1) a carga parasitaria recuperada, (2) distribuicéo
desses vermes entre 0 mesentério e o figado e (3) avaliagdo do oograma (TENDLER
et al., 1985; ARAUJO et al., 1996; VIMIEIRO et al., 2013).

Nas condicdes experimentais avaliadas, no periodo de 30 dias PI, as anélises
do 1° e do 2° experimento néo foram reprodutivas. No primeiro experimento o grupo
G3 apresentou uma maior taxa de recuperacdo de vermes e o0 grupo G5 néo obteve
recuperacdo dos vermes eficiente. No segundo experimento o grupo G5 apresentou
uma maior taxa de recuperagdo dos vermes. Ndo sendo possivel uma explicagéo
pautada na literatura para este acontecimento, entretanto a infeccdo dos

camundongos pode ter influenciado de alguma forma essa diferenca.
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Nessa dissertacao foi observado que os grupos G4 e G5 apresentaram baixa
recuperacgdo dos vermes. Resultados semelhantes foram encontrados por Pancera e
colaboradores (1997), que em seu experimento infectaram um grupo de camundongos
com S. mansoni e administraram como tratamento o farmaco tiabendazol 100mg/kg.
Esse grupo de animais apresentou uma menor taxa de recuperagdo de vermes no
periodo de maturacdo do esquistossomo, ou seja, 25 dias apés a infeccdo. Pancera
et al. (1997) relatam como mecanismo de acdo desse farmaco uma imunomodulacéo
inespecifica.

A auséncia dos grupos G1, G2 e G3 aos 45 dias PI impossibilitou a anélise
completa dos dados do 1° ensaio. No segundo ensaio, foi observada uma significativa
reducado da carga parasitaria nos animais tratados com PZQ. Estudos mostram que o
farmaco PZQ nédo apresenta boa eficacia sobre os esquistossomos juvenis, atuando
melhor sobre a forma adulta do verme (RIBEIRO et al 2004; WU, WANG E HUANG
2011.) Como relatado por Doenhoff et al., (1987), a falta de eficacia do PZQ nas fases
imaturas esta associada ao fato da baixa resposta imune do organismo infectado
contra o parasito para que ocorra sua eliminacao completa.

Em relacdo a migragédo dos vermes, no periodo de 45 dias Pl no qual quase
todos os vermes ja atingiram a maturidade sexual e iniciaram a postura dos ovos, a
taxa de vermes recuperados do grupo G2 se concentra em maior quantidade na
porcao do mesentério conforme descrito em literatura no qual relatam que aos 45 dias
pos infeccdo, com uma presenca de um maior numero de vermes adultos, 60 a 70 %
destes vermes devem se encontrar nas veias mesentéricas e 20 a 30% na veia porta
(TENDLER et al., 1985; ARAUJO et al., 1996; VIMIEIRO et al., 2013). Os grupos G3
e G5, no qual houve a introducédo de um farmaco, foi possivel observar a migracao
dos vermes da porcdo do mesentério para a porcdo hepatica como detalhado por
Pellegrino e Katz (1968) no qual mencionam que com o uso de um farmaco ativo, a
porcentagem de vermes altera, provocando um deslocamento desses para a por¢cao
do figado (PELLEGRINO; KATZ, 1968; LAGO et al., 2019; SILVA-TORRES et al.,
2021). Nos animais do grupo G4 néao foi possivel observar essa caracteristica de
migragao.

Este perfil de migracdo de vermes também foi observado por Silva - Torres e
colaboradores (2021), no qual camundongos Swiss infectados com S. mansoni foram
submetidos a dois regimes terapéuticos e ambos promoveram migracao dos vermes

da porcdo do mesentério em direcdo ao sistema porta hepatico. O aumento no
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deslocamento parcial dos vermes evidenciado por esses compostos reforca o carater
ativo dos compostos sobre vermes adultos de S. mansoni.

Neste estudo, o farmaco tiabendazol administrado nas dosagens de 50 mg/kg
e 100 mg/kg néo foi efetivo na reducdo da carga parasitaria uma vez que a reducéo
foi inferior aos percentuais preconizados como significativos. De acordo com Botros
et al. (2004), um farmaco € considerado de baixa eficiéncia quando a redugcédo no
namero de vermes é inferior a 30%. Portanto, o farmaco TBZ nessas dosagens
empregadas ndo apresenta eficacia esquistossomicida. Ressaltando a eficacia do
PZQ empregado nestes ensaios que aos 45 dias Pl conseguiu reduzir em 83,56% a
carga parasitaria.

Nesta dissertacdo em relacdo ao peso dos érgéaos figado e baco, os resultados
encontrados aos 30 dias Pl evidenciaram o aumento da massa visceral desses dois
orgdos. A andlise do baco foi realizada apenas no 1° experimento. Nele a
esplenomegalia foi visualizada de forma significativa em todos os grupos de animais
infectados. No 2° experimento, por auséncia da precisdo da balanca analitica, nao foi
possivel realizar analise desse 6rgdo. A literatura revela que na patologia da
esquistossomose, a presenca de ovos nos tecidos induz uma resposta inflamatoria e
imunoldgica ocasionando um aumento do peso dos érgaos como o figado e o baco
(CHEN, FOSTER e BENNETT, 1990).

Analisando a massa visceral do figado, os grupos G4 e G5 apresentaram
aumento da massa desse 60rgdo. Em um estudo, Fabri e colaboradores (2014)
relataram que o tratamento com o extrato metandlico de Mitracarpus frigidus foi capaz
de reduzir o aumento do peso do figado e do baco durante a esquistossomose.

Aos 45 dias PI, foi observado hepatomegalia em todos os grupos de animais
infectados. O aumento da massa do baco foi visto em todos os grupos e foi
significativa apenas para o grupo G4 em relacdo ao grupo G1. O grupo G3 nao foi
capaz de reduzir o tamanho dos 0rgaos, mas apresentou menor valor de peso do
figado e do baco quando comparado aos demais grupos. O grupo G4 apresentou um
valor mais acentuado dos pesos do figado e do baco que os demais grupos
confirmando o que foi observado por Atta et al. (1981) que verificaram que com a
evolucdo da doenca os pesos desses Orgaos tendem a aumentar. A elevacao da
massa visceral do figado é justificada pela mobilizagdo do sistema imunolégico contra

0s ovos do parasito que se alojam no tecido (WARREN, 1975).
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Em relacdo ao baco, 0 aumento da massa deste 6rgéo esta relacionado com
uma estimulacao antigénica levando a uma hiperplasia das células do sistema fagdcito
mononuclear (MAGALHAES; COUTINHO, 1961).

A metodologia do oograma € de facil execucéo e por fornecer resultados mais
rapidamente é utilizada para a triagem de novos farmacos antiesquistossomoéticas, na
pesquisa e controle clinico da esquistossomose (MATI e MELO, 2013).

Fragmentos da por¢cdo do ileo de camundongos infectados com S mansoni
foram analisados e os ovos encontrados foram classificados como imaturos, maduros,
e ovos contendo miracidios mortos. A analise revelou que a maioria dos grupos de
tratamento possuiam uma média inferior a 50 ovos, essa quantidade inferior de ovos
€ devido ao periodo de analise ser com vermes jovens. Aos 30 dias Pl foi constatado
gue até o momento da eutanasia dos animais estava ocorrendo oviposi¢cdo, uma vez
que foi encontrado em todos o0s grupos de estudo uma quantidade superior dos ovos
no estagio imaturo.

Resultados do oograma aos 30 dias PI, no 1° experimento evidenciaram a
auséncia de ovos no intestino dos animais do grupo G3. J4 no 2° experimento foi
encontrado uma média inferior a 50 ovos no intestino dos animais do grupo G3.

Aos 45 dias PI, foi observado em todos os grupos que sofreram algum
tratamento, uma maior quantidade de ovos referente ao estagio de desenvolvimento
maduro. Pellegrino e colaboradores (1962), mostraram que apds administracdo de um
farmaco ativo a porcentagem de ovos viaveis maduros e imaturos sofre mudancas.
Essa alteracéo ¢€ justificada pela interrupcéo da oviposicao provocada pela morte dos
vermes adultos e logo a maturacao de ovos viaveis ja ali presentes.

Nesta dissertacdo, a avaliacdo qualitativa e quantitativa do oograma mostrou
gque apds administracdo do tiabendazol em ambas as concentracbes ndo foi
observada alteragbes no desenvolvimento dos estagios dos ovos. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Hermeto et al.,, (1994) no qual
camundongos foram infectados por S. mansoni e tratados com dexametasona (50
mg/kg) aos 42 dias Pl, ndo sendo possivel observar diferenca na cinética da
oviposigcdo havendo uma média maior de ovos maduros e imaturos quando
comparados ao grupo de animais nao tratados.

Correlacionando com grupo G3, no periodo de 30 e 45 dias PI, foi possivel
observar que a média de ovos imaturos diminuiu no decorrer da infeccdo (30 dias -
4,6 £ 3,84 e 45 dias - 3,8 £ 2,6). Frezza et al., (2007), detalharam o efeito do
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praziquantel sobre o desenvolvimento dos ovos de S. mansoni. Em seu experimento,
o tratamento realizado com o farmaco lip-PZQ aos 45° dias de infec¢do apresentou
menor quantidade de ovos imaturos em relacédo aos ovos maduros. Uma vez que nao
houve alteracdo no oorgrama, a administracao do farmaco TBZ nas dosagens de 50
mg/kg e 100 mg/kg, no presente estudo ndo exerce efeito sobre o oograma nas
condicoes testadas. Segundo Katz (2008), um tratamento é eficaz quando ocorre uma
parada na postura dos ovos, isso é notado pela auséncia de algum dos estagios dos
OVOS viaveis.

Um aspecto valioso da esquistossomose €é a resposta inflamatoria
granulomatosa causada por antigenos dos ovos que ficam retidos nos tecidos do
hospedeiro. Assim, a formacdo do granuloma é restrita a viabilidade dos ovos
maduros ndo ocorrendo em volta dos ovos imaturos (JURBERG et al., 2009). Segundo
Wilson et al., (2007), a gravidade da doenca decorre dos granulomas e da fibrose
induzida pelos ovos.

ApoOs realizacdo da analise das areas granulomatosas o0s resultados
encontrados nesse estudo revelaram que o0s grupos G4 e G5 apresentaram
diminuicdo na area dos granulomas, indicando possibilidade de efeito deste farmaco
sobre estes. Resultado semelhante foi relatado por Hewlett et al., (1981), no qual
analisaram a acdo do TBZ sobre a formacdo de granulomas pulmonares em
camundongos infectados por S. mansoni. Foi observado que o farmaco tiabendazol
foi o agente supressor mais potente, no qual afetou o tamanho dos granulomas em
camundongos nao sensibilizados e também naqueles sensibilizados. Pyrrho et al.,
(2002) avaliaram o efeito do farmaco dexametasona sobre a esquistossomose e 0
tratamento dos animais infectados mostrou que a administracéo desse glicocorticoide
reduziu significativamente a area dos granulomas.

O grupo tratado com PZQ nao apresentou 0 mesmo efeito sobre os granulomas
uma vez que os valores das areas apresentaram um aumento com o decorrer da
infec¢cdo, mesmo havendo reduc¢éo nos numeros dos vermes adultos e na quantidade
de ovos. Embora os camundongos tenham sido expostos ao mesmo numero de
cercarias, o numero de vermes recuperados varia discretamente entre oS grupos.
Essa divergéncia na carga parasitaria pode ter influenciado de algum modo o
desenvolvimento dos granulomas observados, como foi relatado por Silva et al.,
(2004).
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Os titulos de anticorpos contra os antigenos SEA e SWAP foram avaliados. Foi
utilizado amostras de soro de 2 animais por grupo. O controle negativo foi respectivo
ao grupo G1. A andlise dos resultados revelou que todos os tratamentos propostos
produziram anticorpos. Os valores mais acentuados de reatividade foram observados
no grupo G3. A titulagéo de anticorpos reativos estiveram mais acentuadas aos 45
dias Pl. Os grupos tratados com TBZ em ambas concentracdes empregadas nao
apresentaram significancia sobre os titulos de anticorpos. Esse acontecimento pode
ser justificado pelo fato da quantidade de animais amostrados ser baixa e nos soros
dos animais conter um viés de amostra o que causou essa baixa significancia.

Segundo Grenfell et al.,, (2012), em seu estudo, camundongos foram
infectados com S. mansoni e avaliados em relacao a presenca dos anticorpos contra
0s antigenos SEA e SWAP em trés tempos de infeccéo (30-60 e 140 dias). O ELISA-
SWAP detectou melhor amostras positivas com 30 e 60 dias pés-infeccdo, enquanto
0 ELISA-SEA detectou amostras apds 140 dias.

Para avaliar a toxicidade do farmaco tiabendazol foi realizado a avaliacédo das
enzimas hepaticas ALT e AST. Em relacdo a analise de hepatotoxicidade, o resultado
encontrado nessa dissertacdo revela que somente o grupo G3 no periodo de 30 dias
apresentou valor de AST superior ao grupo G1. Os outros grupos de animais
apresentaram valores inferiores.

No periodo de 45 dias, os valores de AST de todos os grupos de tratamento
foram superiores ao grupo G1. Em seu estudo, Pyrrho et al., (2002), avaliaram o efeito
da dexametasona sobre a esquistossomose no qual camundongos foram infectados
por S. mansoni e tratados com dexametasona. Os resultados mostraram que 0s niveis
de AST foram significativamente maiores em todos os animais com infeccdo aguda
guando comparados ao grupo controle.

Os valores do marcador ALT foram superiores ao grupo G1 nos periodos de 30
e 45 dias PI. Houve significancia desse marcador entre o0 G2 e G1. Como relatado
também por Maggi et al., (2021) em seu estudo, durante a esquistossomose aguda
houve um aumento significativo do marcador sérico de ALT revelando danos na
integridade celular do figado nos grupos de animais em estudo.

Em nosso estudo, os grupos G2 e G4 nao reduziram a carga parasitaria e
apresentaram valores altos de ALT. Franca e colaboradores (1993), relataram em seu

estudo que a alta carga parasitaria € um dos mecanismos da elevacédo de ALT.
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A avaliacdo da toxicidade nos camundongos infectados experimentalmente
com S.mansoni revelou que a administracdo de TBZ ndo chegou a provocar danos
hepaticos consideraveis uma vez que os valores encontrados foram menores ao grupo
G2. Evidenciando que a elevacéo desses marcadores é proveniente da infeccdo pelo
S. mansoni. Segundo Tao et al. (2003), a inflamacdo decorrente da infeccdo da
esquistossomose afeta os niveis das enzimas hepaticas.

De acordo com Couto et al. (2008), modificacdes hepaticas sao significantes
na patologia da esquistossomose mansoni, sendo que a concentracao sérica de ALT
€ o melhor indicador para a integridade celular do figado quando comparado a AST,
sendo esta mais especifica para avaliar os danos hepéticos (GIANNINI, TESTA,
SAVARINO, 2005). Segundo Barbosa et al., (2005), a atividade sérica da AST € mais
atil para avaliar a gravidade da doenca uma vez que esta enzima é predominante
mitocondrial estando presente em maior proporc¢ao no figado, sendo liberada quando
o dano for maior. De acordo com Ettinger e Feldman (1997), apds uma leséo hepatica
h& o aumento dos valores das aminotransferases.

O somatdrio dos dados mostra que o farmaco tiabendazol nas concentracdes
de 50 mg/kg e 100mg/kg ndo promove danos hepaticos e foi capaz de reduzir a area

dos granulomas de fase aguda, estimulando novos ensaios com este farmaco.

6. CONCLUSAO

Os resultados in vivo sugeriram que o farmaco tiabendazol nas dosagens de
50 mg/kg e 100 mg/kg néo foi capaz de provocar danos hepaticos nos animais tratados
e foi efetivo na reducédo das areas granulomatosas.

As dosagens de tiabendazol utilizadas nao foram efetivas na reducéo da carga
parasitaria e ndo afetaram os estagios de desenvolvimento dos ovos observados pela
analise do oograma. Assim, o reposicionamento do farmaco tiabendazol no esquema
terapéutico empregado de duas doses nas concentragfes de 50 mg/kg e 100 mg/kg
nao se classifica como uma boa opcéo terapéutica no combate da esquistossomose
mansonica.

Diante dos dados obtidos é necessario realizar novos ensaios com este

farmaco.
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ANEXO
ANEXO A — LICENCA CEUA/FIOCRUZ

Minisitrio da Sadde

FIDCRUZ

Fundaghio Owaslde Crar

Vice- Presidlincia de Pesquiss o Comissao de Etica
Cole;hes Biokigicas no Uso de Aonimais

LICENGCA LW-32/21

Certificamos que o protocole (P-26/21-3), intitulade ~Avaliagio do polencial terapiutico do
Tiabendarol sobre a asquislossomose muring”, sob a responsabilidade de PAULD MARCOS ZECH COELHO,
stende a0 disposio na Lei 11794108, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive
aos principios da Sociedade Bragileira de Cigncia em Animais de Laboraidrio (SBCAL). A referida
licanga ndo exime a obaervincia das Leis & demais exighneias legais na vasta legislacso nacional.
Esta licena lem validade atd 131 272025 & inclui o uso total de @

Mus musculns
- 165 Fémeas de Swiss webster, ldade: 1 Mes(es), Pesn: 28,0000 Grama(s).
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