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RESUMO

O praziquantel (PZQ) é um farmaco comumente utilizado no tratamento de teniase e cisticercose.
Alguns estudos tém demonstrado os efeitos do PZQ no metabolismo energético e respiratério do
parasito Taenia crassiceps, modelo experimental, similar a T. solium. Devido ao PZQ apresentar
baixa hidrossolubilidade, necessitando entdo de elevadas doses administradas para atingir o
tecido larval do parasito, algumas estratégias vém sendo estudadas e empregadas para melhorar a
solubilidade desse farmaco. As nanoparticulas ocupam uma posicao de destaque entre os sistemas
de liberacdo de farmacos atualmente disponiveis, por apresentarem estabilidade coloidal,
resisténcia quimica e serem de faceis de producdo. Nesse sentido, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de nanoparticula de PZQ sob os aspectos bioquimicos dos cisticercos de
Taenia crassiceps. Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 40 camundongos
BALB/c fémeas, infectados por 30 dias com cisticercos de T. crassiceps. Os camundongos foram
divididos em oito grupos, contendo cinco animais cada, sendo um controle negativo (ndo tratado
com PZQ), um controle positivo (tratado com PZQ convencional), trés grupos tratados
respectivamente com os polimeros P-188, P-407 e PVA e trés grupos tratados respectivamente
com as nanoformulagbes de PZQ, NS4, NS5 e NS6. Os resultados deste estudo revelaram
aumento na concentracdo de glicose e piruvato nos grupos tratados com NS5, comparado ao
controle negativo e positivo. Foi observado a inversao parcial do ciclo do ATC, pela auséncia ou
redugdo na produgdo dos acidos orgéanicos citrato e a-cetoglutarato nos grupos tratados com NS4
e NS5. A ndo deteccéo de acetato nos grupos tratados com PZQ, P-407 e nos grupos tratados com
as nanoformulacdes sugere o uso da Acetil-CoA para a producdo de acetoaceato que foi
convertido em B-hidroxibutirato. A ativacdo do ciclo da ureia foi sugerido pelo aumento na
concentracdo dessa substancia nos grupos tratados com NS4 e polimeros P-188, P-407e PVA.
Conclui-se que as nanoformulacdes de praziquantel alteraram o0 metabolismo dos cisticercos de T.

crassiceps, principalmente nos grupos tratados com as nanoformulacdes NS4 e NS5.

Palavras-chave: Nanoformulagdes de praziquantel, metabolismo energético, Taenia crassiceps,

tratamento de cisticercose.



ABSTRACT

The praziquantel (PZQ) is a drug commonly used to treat taeniasis and cysticercosis. Some
studies have shown the effects of PZQ in the energy and respiratory metabolism of the parasite
Taenia crassiceps, experimental model to T. solium. Due to its low solubility in water PZQ, then
requiring high doses administered to achieve tissue larval parasite, some strategies are being
studied and used to improve the solubility of PZQ. The nanoparticles occupy a prominent
position among drug release systems currently available because they present colloidal stability,
chemical resistance and production are easy. Thus, this study aimed to evaluate the effect of
nanoparticle PZQ under the biochemical aspects of Taenia crassiceps. For the experiments we
used 40 female mice BALB /c infected for 30 days with cysticerci of T. crassiceps. The mice
were divided in eight groups, with five animals each, a negative control (not treated with PZQ), a
positive control (treated with conventional PZQ), three groups treated with the polymers P-188,
P-407 and PVA and three groups treated with the nanoformulations PZQ, NS4, NS5 and NS6.
The results of this study revealed increased concentration of glucose and pyruvate in the groups
treated with NS5, compared to negative and positive control. It was observed partial reversal of
the TCA cycle, by the absence or reduction in the production of the organic acids citrate and a-
ketoglutarate in groups treated with NS4 and NS5. The failure to detect acetate in the groups
treated with PZQ, P-407 and in the groups treated with nanoformulations suggests the use of
Acetyl-CoA to produce acetoacetate has been converted to B-hydroxybutyrate. Activation of the
urea cycle suggested by the increase in the concentration of this substance in the groups treated
with NS4 and polymers P-188 and P-407. It is concluded that nanoformulations altered
metabolism of praziquantel cysticerci of T. crassiceps primarily in the groups treated with the

NS4 and NS5 nanoformulations.

Key words: Nanoformulations of praziquantel, energy metabolism, Taenia crassiceps, treatment

of cysticercosis.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Cisticercose
A cisticercose € considerada uma doenca endémica em varias partes do mundo. Causa

morbidade e mortalidade em seres humanos por apresentar diferentes mecanismos patoldgicos
(BRUNETTI; KERN; VUITTON, 2010). Esta doenca ocorre nos continentes, africano, asiatico e
americano, sendo que na América Latina a cisticercose é endémica em dez paises, incluindo o
Brasil (Figura 1). A cisticercose é considerada um problema de satde publica e ha décadas tem
sido negligenciada (WHO, 2010).

A doenca é causada pela forma larval metacestdide (Cysticercus cellulosae) do parasito
Taenia solium, como consequéncia da ingestdo dos ovos da ténia. O Cysticercus cellulosae
acomete 0s suinos e humanos que assumem a condicao de hospedeiro intermediario do helminto
(NASH; GARCIA, 2011). Geralmente a ingestdo de ovos de T. solium pelo hospedeiro
intermediério € acidental e ocorre em ambientes contaminados com fezes de origem humana
(ALMEIDA, 2005).

Os mecanismos de infeccdo podem ser por heteroinfeccdo, trata-se da ocorréncia mais
comum e decorre da ingestdo acidental de ovos do parasito. A infec¢do pode ocorrer ainda por
auto-infecgdo externa ou interna, sendo que na primeira via, ocorre ingestdo de ovos de T. solium
pelo proprio portador da teniase. Na auto-infec¢do interna em consequéncia de movimentos
antiperistalticos ou de vémitos, algumas proglotes gravidas podem retornar ao estdmago e ai
sofrer a acdo dos sucos digestivos, 0 que permitira a eclosdo dos embrides infectantes. Ao migrar
para o intestino delgado, o cisticerco fixa-se nas vilosidades intestinais penetrando na mucosa,
caindo, entdo, na corrente sanguinea, quando pode ocorrer a infeccdo de diferentes Orgédos e
tecidos (GARCIA; DEL BUTTO, 2005; ROPPA, 2006).

A neurocisticercose (NCC) é a forma mais frequente da cisticercose e mais grave, pode
ser causada pela presenca dos cisticercos de T. solium no sistema nervoso central. No sexo
masculino é o mais frequente e na maioria dos casos os infectados sdo oriundos da zona rural
(AGAPEJEV, 2003). O quadro clinico classico é a epilepsia seguida de cefaléia e hipertensao
intracraniana, resultante das respostas inflamatorias aos cisticercos em degeneracdo nos tecidos
cerebrais (AGAPEJEV, 2003).
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Figura 1- Distribuicdo geogréfica da cisticercose e paises em riscos no ano de 2009 (WHO, 2010).

Além de T. solium, outros cestodas como Echinococcus granulosus, Taenia saginata e
Taenia crassiceps sdo parasitos de interesse médico-veterinario e tem despertado a atencdo de
pesquisadores (ALMEIDA, 2005).

1.2. Taenia crassiceps
O parasito T. crassiceps (Zelder, 1800) Rudolphi, 1810 pertence ao filo Platyhelminthes,

classe Cestoda, ordem Cyclophyllidea, Familia Taeniidae (WILLMS; ZURABIAN, 2010).

O parasito adulto tem como hospedeiros definitivos canideos como raposas articas
(Vulpes lagopus), lobos (Canis lupus), pode infectar cdes (Canis familiares) e gatos domésticos
(Felis catus) (WILLMS et al., 2004; WILLMS; ZURABIAN, 2010).

No ciclo de vida de T. crassiceps (Figura 2), o helminto adulto que mede de 7 a 14 cm de
comprimento, vive principalmente no terco médio do intestino dos hospedeiros definitivos
(canideos silvestres e domésticos), em especial raposas encontradas na América do Norte, Europa
e Russia. As proglotes gravidas, liberadas nas fezes, repletas de ovos, contaminam o meio
ambiente (ALMEIDA, 2005; WILLMS; ZURABIAN, 2010). O ovo de T. crassiceps €
constituido por um embrido que se desenvolve em larva metacestoide (Cysticercos longicollis). O

cisticerco mede de 4 a 5 mm, podendo atingir até 11 mm de didmetro, que ao alcangar o trato
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digestivo dos hospedeiros intermedidrios, penetra na mucosa intestinal, ganha a circulacdo e
migra para diversos 6rgdos (MAILLARD et al., 1998; HELDIWEIN et al., 2006). Embora, o
cisticerco possui 0 canal do escolex, muitos dos brotamentos ndo apresentam escélex, por isso
sdo incapazes de originar 0 parasito adulto, a reproducdo se da de forma assexuada, por
brotamento, no hospedeiro intermediario (WILLMS; ZURABIAN, 2010; MAHANTY;
MADRID; NASH, 2013).

Figura 2- Ciclo biologico de Taenia crassiceps. (1) hospedeiro definitivo (canideos silvestres e domésticos); (2)
helminto adulto; (3): ovos de Taenia sp; (4) hospedeiro intermediario, em sua maioria, roedores silvestres; (5) forma
larval; (6) hospedeiro intermedidrio acidental (adaptado de WILLMS; ZURABIAN, 2010).

Somente quando as larvas metacestoides sdo ingeridas pelo hospedeiro definitivo, se
desenvolvem em helmintos adultos. A partir de cinco semanas de infecgdo, os ovos podem ser
encontrados nas fezes do hospedeiro definitivo. A infeccdo se mantém por até nove semanas,
evoluindo para cura espontanea (FREEMAN, 1962).

O parasito é hermafrodita, possui 0 corpo segmentado em proglotes, as quais séo
classificadas em jovens/imaturas, maduras e gravidas. No verme adulto, a parte superior do corpo

do parasito contém o escoOlex, uma estrutura esférica apresentando quatro ventosas, € 0 rostelo
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com duas fileiras de aculeos, enquanto que o estrobilo é a por¢do onde se encontra as proglotes, 0
tamanho e comprimento das proglotes séo menores em modelos experimentais comparado com
0s modelos naturais (WILLMS; ZURABIAN, 2010).

Devido a facilidade de manutencao dos cisticercos de T. crassiceps em laboratorio, testes
laboratoriais in vivo e in vitro, principalmente utilizando drogas anti-heminticas tem sido
realizados (VINAUD et al., 2009; FRAGA et al., 2012a, 2012b; LEANDRO et al., 2014).

Existem diferentes cepas de T. crassiceps, entre estas, as cepas WFU, KBS, HYG e ORF
foram isoladas de roedores silvestres (ZURABIAN et al., 2008), no entanto, a cepa ORF tem sido
a mais utilizada em estudos experimentais da relacdo parasito-hospedeiro, 0s quais vem sendo
conduzido com relativa facilidade, o que permite sua manutencdo em camundongos, sem a
formacdo dos helmintos adultos, por se tratar de uma cepa estéril (WILLMS; ZURABIAN,
2010). Desta maneira varios estudos da resposta imune de camundongos a infeccdo por este
helminto vém sendo conduzidos, com enfoques tanto na resposta das primeiras semanas de

infeccdo quanto em periodos mais avancados desta relacdo (PADILLA et al., 2001).

1.2.1. Epidemiologia
Os animais domésticos como cées e gatos, podem disseminar a cisticercose, por também

se comportarem como hospedeiro intermediario de T. crassicesps (FLISSER, 1986).
Wunschmann et al., (2003) relataram um caso de neurocisticercose em gato doméstico.

Na Alemanha foram relatados dois casos de cisticercose em pessoas do sexo feminino. O
primeiro caso, a pessoa tinha 51 anos de idade, residia proximo a uma floresta em companhia de
seu cdo de estimacao. A infeccdo pode ter sido adquirida por contato proximo com o seu c&o, que
pode ter se contaminado ao transitar livremente pela floresta (NTOUKAS et al., 2013). O outro
caso ocorreu com uma idosa de 82 anos de idade, imunossuprimida, apresentando inchago na
regido da méo, onde foi encontrado cisticercos de T. crassiceps (HELDWEIN et al., 2006).

Foi relatado no Peru, um caso de cisticercose disseminada (CCD) em uma pessoa do sexo
masculino de 82 anos de idade. Os 6rgdos acometidos foram olho, coragdo, pulmao, figado,
pancreas, tecido muscular e o cérebro (NCC) (MAQUETA-AFARAY; CAPAQUIRA; CONDE,
2014).

Medidas profilaticas como evitar contatos proximos com animais de estimacdo, séo

medidas fundamentais em regides endémicas da cisticercose (NTOUKAS et al., 2013).
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1.3. O farmaco Praziquantel
O Praziquantel (PZQ) é um farmaco anti-helmintico que foi descoberto em 1972 na

Alemanha (REICH; GOVINDARAJ, 1998). Quimicamente, o PZQ (Figura 3) é a 2-
(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino[2,1a] isoquinolina-4-ona (BOOTH;
DONALD, 1992). Este farmaco foi selecionado entre 400 moléculas com atividade anti-
helmintica para tratamento de doencas parasitarias, como por exemplo, a esquistossomose, a
himenolepiase, a difilobotriase, teniase e cisticercose (NOVAES; SOUZA; ARAUJO, 1999).

O

Figura 3- Férmula estrutural do praziquantel (PZQ).

O PZQ esta classificado como farmaco de classe Il por apresentar baixa solubilidade
aquosa e alta permeabilidade pelas membranas do trato gastrointestinal (SWEETMAN, 2002;
LINDENBERG et al., 2004; CHENG et al., 2009). Em doses terapéuticas 0 PZQ ndo exerce
nenhum efeito no homem, somente no helminto parasito. Alguns efeitos colaterais podem
ocorrer, porém sao leves, transitorios e de rara importancia clinica, pois 0 PZQ é um farmaco de
baixa toxicidade (RANG et al., 2000).

O tratamento com PZQ pode ser realizado de duas formas: a) 50 a 75 mg/kg por duas
semanas ou b) um dia de tratamento com uma dose total de 75 mg/kg dividida em trés aplicacdes
de 25 mg/kg associada a cimetidina e dieta hiperprotéica para aumentar a absor¢cdo e nivel
plasmatico do farmaco (NOGALES- GAETE et al., 2006).

1.3.1. Mecanismo de acéo do praziquantel
As atividades anti-cestoda e anti-trematoda do PZQ foram descritas por Thomas e

Gonnert (1977). E os primeiros estudos em voluntarios humanos foram realizados por Leopold et

al. (1978). A indicacdo do uso de PZQ como farmaco de escolha para tratamento da cisticercose
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tem sido relatada por alguns autores, indicando melhora significativa no quadro clinico dos
pacientes e, em alguns casos, desaparecimento dos cisticercos (GROLL, 1982; ALARCON,
2006; NOGALES-GAETE et al., 2006). Em casos de infeccdo por Taenia sp, 0 PZQ pode agir
causando lesdes no tegumento do helminto adulto, bem como, é eficaz em tratamentos contra a
forma larval do parasito, o cisticerco (CASTINEIRAS; MARTINS, 2003).
devido ao aumento da permeabilidade da membrana das células do helminto a certos cations
monovalentes e divalentes, principalmente o célcio. Isso provoca contracdo da musculatura e, por
fim, resulta em paralisia espéastica e morte do helminto que se desprende do tecido do hospedeiro
(ANGELUCCI et al., 2007; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

Em consequéncia da baixa solubilidade do PZQ em agua (0,4 mg/mL), associado a sua
baixa molhabilidade, algumas estratégias vém sendo estudadas e empregadas para melhorar a
solubilidade (LIMA, 2009; CAMPOS, 2013), por exemplo, o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos por industrias farmacéuticas (DAMASCENO et al., 2011;
FONSECA, 2012; CAMPOS, 2013). Estes sistemas podem ser administrados por diferentes vias,
como o uso oral, intramuscular, injecBes subcutdneas, transdérmicos, dentre outros
(NGWULUKA, 2010; LANDFESTER et al., 2010). Atualmente existem diferentes sistemas
carreadores como lipossomas, hidrogéis, microemulsdes, nanoparticulas, dispersdes sélidas entre
outros, ambos os sistemas visam aumentar a biodisponibilidade do farmaco e diminuir a dosagem
do medicamento em tratamentos contra parasitoses (FREZARD et al., 2005; SANCHEZ;
FALCORE; LOPES, 2006; DAMASCENO et al., 2011; FONSECA, 2012; CAMPQOS, 2013).

1.3.2. Nanoparticulas — Sistemas Poliméricos
O primeiro produto comercial nanoparticulado na area farmacéutica foi o Abraxame®

(albumina sérica humana nanoparticulada contendo paclitaxel), que apareceu no mercado no
inicio de 2005 (KREUTER, 2006).

As nanoparticulas poliméricas tém sido amplamente utilizadas para a veiculacdo de
farmacos, visto que proporcionam diversas vantagens, como a vetorizacdo e 0 aumento de
solubilidade de substéncias ativas (LANDFESTER et al., 2010). Além da utilizagdo para
estabilizacdo de farmacos, proteinas e DNA recombinante frente a agentes como pH e luz, esse

sistema de formulagdo mascara o sabor ruim do farmaco (NGWULUKA, 2010).
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A utilizacdo de polimeros soluveis em &gua, tal como, o poloxamer é considerada como
uma alternativa eficiente para aumentar a solubilidade de farmaco de baixa solubilidade. O
Poloxamer 407 (P-407), Poli (alcool vinilico) (PVA) e Poloxamer 188 (P-188) estdo entre os
carreadores utilizados nas nanoparticulas. Poloxamer s@o copolimeros ndo iénicos de
polyoxietileno-polioxipropileno. O segmento de polyoxietileno é hidrofilico enquanto o
polioxipropileno € hidrofobico, em funcbes destas caracteristicas podem ser utilizados como
agentes tensoativos com as propriedades de diminuir a tensdo superficial de um sistema (CIRRI
etal., 2004).

1.4. Metabolismo
Metabolismo energeético refere-se a processos que resultam na sintese de adenosina

trifosfato (ATP). Os helmintos bem como os demais organismos vivos utilizam de um sistema de
reacOes oxi-reducado para sintese de ATP (KOHLER, 1985).

Os cestodas realizam absorcdo de nutrientes através do tegumento, ja que este grupo é
desprovido de sistema digestivo. Os substratos energéticos como proteinas, aminoacidos,
monossacarideos, nucleotideos ou lipideos sdo obtidos por transporte ativo e processos de
endocitose (MERCHANT et al., 1998).

As vias bioenergéticas utilizadas por parasitos na producéo de energia tém relagdo com o
seu habitat no organismo do hospedeiro, por exemplo, os cestodas adultos sdo anaerdbios, por
viverem na luz intestinal do hospedeiro definitivo (ARENAL et al., 2005). A escassez de
oxigénio na luz intestinal resulta em algumas limitac6es metabdlicas, onde processos oxidativos,
como ciclo do &cido tricarboxilico (ATC) e a cadeia respiratoria, sdo ausentes ou parcialmente
ativos. Dessa forma, esses helmintos sdo incapazes de oxidar compostos organicos em CO, e
agua, no entanto, podem apresentar como produtos finais do seu metabolismo compostos como
acidos graxos volateis e lactato (KOHLER; VOIGT, 1988).

Os cisticercos de T. crassiceps tém metabolismo diferente da fase adulta, apresentando 0s
acidos organicos do ciclo ATC, reforcando a utilizacdo de via metabdlica aerdbica pelos
metacestodas (VINAUD et al., 2009).

Na glicolise (Figura 4) a glicose é metabolizada a fosfoenolpiruvato que da origem a
oxaloacetato que pode ser convertido a malato que é transportado para a matriz mitocondrial. No
citoplasma o fosfoenolpiruvato pode ser convertido a piruvato resultando em malato. Na

mitocondria, 0 malato é convertido a oxaloacetato ou atuar como precursor do piruvato que dara
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origem a acetil-CoA. A interacdo de acetil-CoA com o oxaloaceato resultara em citrato. O acetil-
CoA pode ainda atuar como precursor do acetato, que sera excretado. O citrato é convertido a
isocitrato que resultara em o-cetoglutarato que dard origem ao succinil-CoA, precursor do
succinato. Sob a acdo da enzima fumarato redutase o malato pode ser convertido a fumarato, o
qual é convertido a succinato, que atua como substrato da cadeia respiratéria (ZENKA,
PROKOPIC, 1987; CORBIN et al., 1998).
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Figura 4- Catabolismo de carboidratos em cisticercos de Taenia crassiceps. E. produtos finais do metabolismo
secretados/excretados. PEP. Fosfoenolpiruvato. OAA. Oxaloacetato. T. substdncias com trénsito livre pela
membrana mitocondrial. 1. Piruvato quinase; 2. Lactato desidrogenase; 3. Alanina transaminase; 4.
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase; 5. Malato desidrogenase citosélica; 6. Fumarase; 7. Fumarato redutase; 8. Enzima
malica mitocondrial; 9. enzima malica citosolica; 10. Complexo da piruvato desidrogenase; 11. acetoacetato
descarboxilase; 12. malato desidrogenase mitocondrial; 13. citrato sintase; 14. Aconitase; 15. Isocitrato
desidrogenase; 16. a-cetoglutarato desidrogenase; 17. Succinil-CoA sintetase (Adaptado de VINAUD, 2007).
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Em condicBes de aerobiose, o fumarato atua como doador de prétrons para a cadeia
respiratdria e, em condi¢des de anaerobiose, é excretado. Além disso, o fumarato pode também
ser produzido no ciclo da ureia (Figura 5), transportado para a mitocondria e utilizado no ciclo do
acido citrico (CORBIN et al., 1998).
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A M »
¥ .
Acetil-CoA —» |  Ciclodo
acido citrico
Glutamato M
A
i Aspartato
/7N ',/
Citrulina — >
Arginino- )
E} succinato [':«\\F1
N /
o A
Ornitina Arginina </:> Fumarato
N\
Uréia <ﬂ> Glicociamina
C e Creatina |—» | Creatinina | —E ]
v

Figura 5- Produgdo e excrecdo de fumarato, creatinina e ureia em mamiferos. A oxidacdo de proteinas, gorduras e
carboidratos gera Acetil-CoA utilizado no ciclo do acido citrico. O catabolismo de aminoacidos gera glutamato
utilizado no ciclo da ureia. C. citoplasma. E. produtos finais do metabolismo excretados. M. mitocondria. Setas
pontilhadas indicam substancias absorvidas por processo ativo que passam por reacdes catabélicas no citoplasma
(VINAUD, 2007).

Os estudos de Vinaud et al. (2009), demonstraram que sob acdo sub-letal de farmacos
anti-helminticos, os cisticercos de T. crassiceps utilizaram-se de vias metabdlicas alternativas

dependente da oxidacdo dos &cidos graxos (Figura 6) com aumento da S/E de B-hidroxibutirato.
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Foi observado ainda que os cisticercos excretam/secretaram ureia atraves de uma importante via
de excrecdo de substancias tdxicas. A utilizacdo dessas vias metabolicas pode aumentar as
chances de sobrevivéncias do parasito em ambientes adversos no hospedeiro (WILLMS;
ZURABIAN, 2009).

Acidos graxos
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Propicnato
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Succinato

Succinato
desidrogenase

Elétrons | S
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Complexo Il cadeia
respiratora

Mitocéndna

Citoplasma

Figura 6- Oxidagdo de &cidos graxos em vertebrados. A enzima succinato desidrogenase fornece elétrons
para o complexo Il da cadeia respiratoria (VINAUD, 2007).

Dessa forma, algumas estratégias para melhorar a eficacia dos farmacos anti-helminticos
vem sendo desenvolvidas. Nesse sentido, este estudo propde avaliar as alteracdes bioquimicas em
cisticercos de Taenia crassiceps in vivo expostos a formulacfes solidas de PZQ. A anélise das
respostas bioquimicas do parasito diante dessas formula¢bes pode indicar as vias metabdlicas

utilizadas pelo parasito no desenvolvimento de resisténcia ao tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o efeito de nanoparticulas do praziquantel sob os aspectos bioquimicos dos

cisticercos de T. crassiceps procedentes da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c fémeas.

2.2. Objetivos especificos

i- Analisar pés-tratamento, in vivo, a producdo dos &cidos organicos que indicam a glicolise
aerobia (piruvato) e glicolise anaerdbia (lactato) por cisticercos de T. crassiceps procedentes da
via intra-peritoneal de camundongos tratados com praziquantel puro (PZQ), copolimero P-188,
copolimero P-407, copolimero PVA e nanoparticulas (PZQ + P-188; PZQ + P-407; PZQ + PVA),
nas concentragdes de 50 mg/kg.

ii- Analisar pds-tratamento, in vivo, a producdo dos acidos organicos que indicam o ciclo do
acido tricarboxilico (oxaloacetato, citrato, o-cetoglutarato, succinato, fumarato e malato por
cisticercos de T. crassiceps procedentes de via intra-peritoneal de camundongos tratados com
praziquantel puro (PZQ), copolimero P-188, copolimero P-407, copolimero PVA e
nanoparticulas (PZQ + P-188; PZQ + P-407; PZQ + PVA), nas concentra¢fes de 50 mg/kg.

iii- Analisar pds-tratamento, in vivo, a producdo dos acidos organicos que indicam o
metabolismo de acidos graxos (acetato, B-hidroxibutirato e propionato) por cisticercos de T.
crassiceps procedentes de via intra-peritoneal de camundongos tratados com praziquantel puro
(PZQ), copolimero P-188, copolimero P-407, copolimero PVA e nanoparticulas (PZQ + P-188;
PZQ + P-407; PZQ + PVA), nas concentracdes de 50 mg/kg.

iv- Analisar pos-tratamento, in vivo, a producdo de ureia e creatinina por cisticercos de T.
crassiceps procedentes de via intra-peritoneal de camundongos tratados com praziquantel puro
(PZQ), copolimero P-188, copolimero P-407, copolimero PVA e nanoparticulas (PZQ + P-188;
PZQ + P-407; PZQ + PVA), nas concentracOes de 50 mg/kg.

v- Analisar, 0 peso dos camundongos infectados com cisticercos de T. crassiceps, pré e pos-
tratamento com praziquantel puro (PZQ), copolimero P-188, copolimero P-407, copolimero PVA
e nanoparticulas (PZQ + P-188; PZQ + P-407; PZQ + PVA), nas concentracfes de 50 mg/kg.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutengé&o do ciclo bioldgico de T. crassiceps
O ciclo biologico de T. crassiceps (cepa ORF) tem sido mantido no biotério do Instituto

de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goiéds (IPTSP/UFG) desde
2002. Foram inoculados 10 cisticercos em estadio inicial na cavidade peritoneal de camundongos
fémea BALB/c de 8 a 12 semanas de idade, onde se multiplicaram por brotamento. Cerca de 90
dias apds a inoculacdo, os animais foram eutanasiados e necropsiados. Foram retirados os
cisticercos da cavidade peritoneal, e selecionados 10 em estadio inicial (VINAUD et al., 2008),
que foram inoculados em outros camundongos ndo infectados para dar continuidade ao ciclo
(VAZ et al., 1997; ESPINDOLA et al., 2002). Os camundongos receberam cuidados diarios, agua
acidificada e racdo padrdo para a espécie a vontade. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias, sob o protocolo de nGimero
037/15.

3.2. Formulac6es sélidas de praziquantel
Os farmacos praziquantel (PZQ)/ puro, copolimero P-188, copolimero P-407, copolimero

PVA, praziquantel incorporado a nanoparticula (PZQ + P-188; PZQ + P-407; PZQ + PVA) nas
concentracdes de 50 mg/kg foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Claudio Salomon da

Universidade Nacional de Rosario/Argentina.

3.3. Infeccdo dos camundongos
Os camundongos fémeas BALB/c de 8 a 12 semanas de idade foram inoculados via intra-

peritoneal (IP) com 15 cisticercos de T. crassiceps (cepa ORF) adaptado de Vaz et al., (1997),em
estadio inicial utilizando-se agulhas de 1mL. O grupo controle e 0s grupos experimentais foram
compostos por 5 camundongos que foram infectados via IP com cisticercos de T. crassiceps. Os
animais foram sacrificados com 30 dias de infeccdo e os cisticercos retirados de cavidade IP

foram processados para as analises bioquimicas.

3.4. Diluigdo
Para diluicdo das formulagdes solidas, foi considerado a dosagem de 50 mg; a dosagem de
0,05 g obtida a partir de célculos utilizando regra de trés foi utilizada. Essa quantidade de cada

formulacdo sélida foi transferida para tubos falcon de 50 mL. Foi acrescentado no mesmo tubo
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falcon 0,001 g de carboximetil celulose; as substancias foram diluidas em 2,5 mL de solucéo
fisioldgica 0,9%.

3.5. Tratamento dos camundongos
Os camundongos com 30 dias de infeccdo (Figura 5) foram tratados por via oral com dose

unica das solucdes de formulactes sélidas diluidas. Foi construida uma tabela contendo: o peso
de cada camundongo, dosagem das nanoparticulas (50 mg) e a referéncia da dilui¢do (100 mg em
5000 pL do volume administrado em pL). Cada camundongo foi pesado e o volume
correspondente ao peso foi administrado por gavagem via oral. Os animais foram eutanasiados 24
hs apds receber o tratamento. Antes de serem eutanasiados os camundongos foram pesados
novamente.

Foram utilizados cinco camundongos para cada grupo, que foram identificados da
seguinte maneira: controle negativo, camundongos infectados e tratados com dose Unica de
solucdo fisioldgica 0,9%; controle positivo, camundongos infectados e tratados com dose Unica
de praziquantel 50 mg/kg; camundongos infectados e tratados com dose unica do polimero P-
188, 50 mg/kg; camundongos infectados e tratados com dose Unica do polimero P-407, 50 mg/kg;
camundongos infectados e tratados com dose Unica do polimero PVA, 50 mg/kg; camundongos
infectados e tratados com dose Unica de nanoparticula NS4 (PZQ + P-188), 50 mg/kg;
camundongos infectados e tratados com dose Unica de nanoparticula NS5 (PZQ + P-407), 50
mg/kg e camundongos infectados e tratados com dose Unica de nanoparticula NS6 (PZQ + PVA),
50 mg/kg.

BALB/c fémeas —» infectada com
cisticerco de TI. crassiceps =2 tratados
com nanoformulacdes de PZQ
50mg/kg.

Controle | Controle Polimero | Polimero | Polimero || NS4= | NS5= | NS6=
negativo: positivo: P-188 P-407 PVA PZQ+ | PZQ+ PZQ+
solucdo PZQ P-188 | P-407 | PVA

fisiologica n=35 n=35 n=35
0,9% s n=>5 n=>5 n=5
n=35

Figura 7- Representacdo esquematica dos grupos experimentais tratados com nanoformulagdes de PZQ, ap6s 30 dias
de infecco com cisticerco de Taenia crassiceps.
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3.6. Analise bioguimica dos cisticercos
Os cisticercos retirados dos camundongos peritdnio foram lisados em nitrogénio liquido,

homogeneizados com tampdo Tris-HCI a 0,1 M, pH 7,6-7,8. Das amostras resultantes foram
extraidos os acidos organicos por meio de uma coluna de troca iénica, o Bond Elut® (coluna
Varian), como descrito por Bezerra et al., (1999) e Vinaud et al., (2007, 2008). Posteriormente, as
amostras foram submetidas a analise de cromatografia liquida alta eficiéncia (CLAE -
VarianProStar) com uma coluna de exclusdo BIORAD-Aminex ion exclusion HPX — 87H (300 X
7,8 MM).

Os 4cidos organicos foram identificados de acordo com o tempo de retencdo e com
calibracdo previamente realizada no CLAE utilizando padrdes para piruvato e lactato, indicadores
da glicolise; oxaloacetato, citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato e malato indicadores do
ciclo do acido tricarboxilico; acetato, acetoacetato, B-hidroxibutirato, e propionato, relacionados
ao catabolismo de &cidos graxos (BEZERRA et al., 1999; VINAUD et al., 2007). Apoés a leitura
dos &cidos na CLAE, foi obtido a concentracdo dos acidos organicos em nmol/mL.

3.7. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Sigma Stat 2.3. A estatistica

descritiva foi utilizada para determinar a média e desvio padréo, e para avaliar as diferencas entre
0S grupos, os resultados foram submetidos a analise de variancia, ANOVA de uma via, seguido
do test pos-hoc Holm-Sidak.

Para andlise das diferencas dos pesos pré e pos-tratamento foi utilizada a ANOVA de
medidas repetidas. O nivel de significancia adotado, em todos os experimentos, foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

Este estudo analisou o efeito das nanoformulagdes de praziquantel (NS4, NS5 e NS6) e
dos polimeros P-188, P-407 e PVA no metabolismo energético de cisticercos de Taenia
crassiceps, retirados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c fémeas.

Os resultados deste estudo revelaram que o praziquantel associado aos polimeros P-188,
P-407, e PVA influenciaram de forma expressiva no metabolismo dos cisticercos de Taenia

crassiceps (Tabelas 1 e 2).

4.1. Glicélise

Em relacdo ao processo de glicolise, analisamos a producéo de glicose, piruvato e lactato
nos cisticercos tratados com as nanoformulagGes. A concentracdo de glicose aumentou nos

grupos tratados com PVA, P-188 e NS5 (p<0,05), comparado aos demais grupos.

Nos grupos tratados com NS4 e NS5 foi possivel observar que a producdo de piruvato
pelos cisticercos aumentou de forma significativa comparado aos outros grupos (p<0,05). Em
relacdo a producdo de lactato, os resultados ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05),

exceto, no tratamento com o PVA e NS6.

Tabela 1- Acidos organicos da glicélise e glicose produzidos por cisticercos de Taenia crassiceps in vivo expostos a

nanoformulacdes de praziquantel.

Controle PZQ PVA P-188 P-407 NS4 NS5 NS6
Glicose 176 + 25.75 47.66 +* 115 + 85 + 19 + 127.66 + 334+
(mg/dL) 472 15.45 4,02 42 57* 7.25 4 22.5* 14.77

Piruvato 120+ 6129+ 3173+ 29847+ 1584+  101.82+  132.01+
(UM) 0.77 23.52 29,89 14446 9.75 24.42* 24.48* ND

Lactato 1164.21+ 1265.6+ 6525,72 % 3140.44+ 248891+ 123406+ 257140+ 2664.92+
(uUM) 262.89 607.07 1635,39* 1963.36 919.85 397.52 429.47 1820.66*

ND= ndo detectado; negrito e * = diferenca significativa p<0.05 (ANOVA).
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4.2. Ciclo do Acido Tricarboxilico (ATC)

Os cisticercos retirados dos camundongos que compuseram 0 grupo controle negativo,
que ndo receberam tratamentos, apresentaram o ciclo do ATC completo, comprovado pela

presenc¢a do acido orgéanico a-cetoglutarato.

Tabela 2- Acidos organicos do ciclo do &cido tricarboxilico (M) produzidos por cisticercos de Taenia crassiceps in
vivo expostos a nanoformulagdes de praziquantel.

Controle  PZQ PVA P-188 P-407 NS4 NS5 NS6
. 25138+  646.87+ 186725+ 151449+  527.38+ 278.76+
Citrato 451 87.53*  684.00%  388.31%  367.21* ND ND o5 76+
24,42+
a-Kg e ND ND ND ND ND ND ND

OAA 709+ 2.15 65.92+ 243.61+ 149.25+ 49.69+ 74.66+ 228.95+ 8.18+

33.32 53.52% 75.52% 71.79 2453 55.05* 4.56
698.67+ 164350+ 198455+ 1153.17+ 601.76+
Malato 161.51 ND 430,80%*  368.94*  826.48* ND ND 242.96*

136.48+ 155.67+ 293.54+ 394.03+ 266.25+ 186.99+ 233.90+  101.41+

Fumarato 44 oo 47.09 37.09 120.87*  164.18 42.67 13.93 83.76*
Succinate 45391  110076x ND 513555+ 245547+ 121115+ 3938.02t
148.10 644.63 1960.40*  1094.24*  284.83*  815.99*

a-kg= a-cetoglutarato; OAA= oxaloacetato; ND= ndo detectado; negrito e * = diferenga significativa p<0.05
(ANOVA).

Os acidos organicos citrato e malato ndo foram detectados nos grupos tratados com NS4 e
NS5. No entanto, nos grupos tratados com os polimeros PVA, P-188 e P-407, foi observado
aumento na producao desses acidos.

Foi observado aumento na producdo de oxaloacetato em todos os grupos tratados
comparados ao controle negativo, mas esse aumento foi mais expressivo em NS5.

Foi observado aumento na producdo de succinato nos grupos tratados com NS4 e NS5,
assim como, nos polimeros P-188 e P-407 comparados ao controle negativo e positivo. Nos

tratamentos com NS6 e PVA este acido ndo foi detectado. Notou-se um ainda, que a producéo de
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malato ndo foi detectada em NS4 e NS5, enquanto, a producdo de fumarato se mostrou discreta,
comparado a producdo de succinato.

4.3. Producéo de Corpos Cetonicos e Ciclo da Ureia
A Tabela 3 apresenta os resultados referentes a produgéo de corpos cetbnicos, ureia e
creatinina por cisticercos de T. crassiceps.

Tabela 3- Corpos cetbnicos (UM), ureia (mg/dL) e creatinina (mg/dL) produzidos por cisticercos de Taenia

crassiceps in vivo expostos a nanoformulagdes de praziquantel.

Controle PZQ PVA P-188 P-407 NS4 NS5 NS6
333.810+ 1855.02+ 1547.978+

Acetato 147.062 ND 574.11*  387.405* ND ND ND ND
108.944+ 330.570+ 360.945+ 336.182+ 628.031%

AcAc 23.723 185.836 ND ND 169.573  159.046  51.995* ND

2707.371+ 1537.078+ 4164.46+ 10521.196+ 6400.530+ 1160.358+ 5702.844+ 1893.551+

BHB 1256.83° 594.231 2887.11* 2623.88* 1610.638* 1417.105* 1308.74* 240.615*
136.48+  155.67+ 29354+  394.03% 266.25+  186.99+  233.90+  101.41%
Fumarato 11.65 47.09 37.09* 120.87* 164.18 42.67 13.93 83.76*
22.00+
Ureia 11+1 145+7.9 1.00* 28.3+6.6* 30.5+0.6* 10.6+25 34.6+15* 19+88
0.20+

Creatinina 0.2+ 0.001 0.22+£0.09  0.00 0.16£0.05 0.2+£0.001 0.13+£0.05 0.13+0.05 0.14+0.05

AcAc = Acetoacetato; BHB = B-Hidroxibutirato; ND = ndo detectado; negrito e * = diferenca significativa p<0.05
(ANOVA).

A producéo de acetato aumentou significativamente nos grupos tratados com os polimeros
PVA e P-188 comparado ao controle negativo (p<0,05). Este acido néo foi detectado nos demais
grupos.

Foi observado aumento na producdo de acetoacetato no grupo tratado com NS5 em
relagdo ao controle negativo e positivo, bem como, em relagéo ao P-407.

Quanto a produgdo de B-hidroxibutirato notou-se aumento no grupo tratado com NS5
comparado aos controles. Nos grupos tratados com NS4 houve diminui¢do na produgdo de -

hidroxibutirato em relac&o aos controles e polimeros.



30

A producédo de ureia aumentou nos grupos tratados com NS5 e nos polimeros P-188, P-
407 e PVA comparado aos controles.
Em relacdo a producdo de creatinina as analises mostraram que ndo houve diferencas

significativas entre os grupos (p>0,05).

4.4. Peso dos camundongos pré e pds-tratamento
As analises revelaram que o peso dos animais ndo apresentou diferencas significativas

p>0,05 em nenhum grupo, apds 24 horas de tratamento (Tabela 4).

Tabela 4- Peso pré e pds-tratamento com as nanoformulages de PZQ, dos camundongos Balb/c fémeas, infectadas
com cisticercos de Taenia crassiceps.

Controle PZQ PVA P-188 P-407 NS4 NS5 NS6
29,18+ 29,08+
Pré- 24,05 + 24,28 + 26,90 + 23,85+ 30,60 £ 24,43 +
tratamento 2,11 0,85 1,60 5,45 5,23 1,95 6,80 2,83
27,85+ 29,18+
Pos- 23,78 £ 2453 + 27,15+ 24,13 + 31,33+ 24,85 +
tratamento 2,24 1,14 1,13 4,25 5,45 2,10 7,03 2,87

Diferenca significativa= p<0.05 (ANOVA).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo a concentracdo de glicose aumentou de forma expressiva no grupo
tratado com NS5, comparado ao grupo tratado com PZQ convencional. O aumento na
concentracdo de glicose em cisticercos de T. crassiceps tratados com PZQ foi previamente
descrito por Fraga et al. (2012a). Porém o tratamento de cisticercos de T. crassiceps in vitro com
PZQ nas concentracdes 0.03 | ug mL-! e 0.06 | ug mL-* no influenciaram na concentracéo de
glicose (VINAUD et al., 2008).

O polimero e as técnicas de obtencdo influenciam ndo s6 estruturalmente, mas também
atuam sobre as propriedades fisico-quimicas das particulas, na eficiéncia de incluséo e a cinética
de liberacdo do principio ativo (TRIERWEILER, 2009). Dessa forma, o aumento nas
concentracdes de glicose, piruvato e lactato sugere que as nanoformulacdes utilizadas neste
estudo, em especial NS5, induziu a glicolise em cisticercos de T. crassiceps quando comparado
aos controles.

O uso de piruvato por cisticercos de T. crassiceps ocorre por duas vias metabodlicas
diferentes: a via mitocondrial, a qual utiliza piruvato no ciclo do ATC, e sob acdo da enzima
maélica é convertido em malato; ou na via citosélica o piruvato é consumido pela enzima lactato
desidrogenase, produzindo lactato que é excretado (CORBIN et al., 1998).

O tratamento de PZQ em nanoparticulas de lipidios sélido em cdes naturalmente
infectados com Echinococcus granulosus, revelou que essa formulacdo é promissora na melhora
e eficacia terapéutica de PZQ (XIE et al., 2011).

A concentracdo de oxaloaceato aumentou nos grupos tratados com NS4 e NS5, Vinauld et
al. (2008), sugeriu que o aumento desse acido ocorre provavelmente pela acdo da enzima
fosfenolpiruvato carboxi-cinase ou a malato desidrogenase citosélica ou mitocondrial que produz
oxaloaceatato. Ainda no estudo destes autores, 0 citrato ndo apresentou diferencas significativas
comparado ao controle. Os resultados deste estudo revelou aumento de citrato nos grupos
tratados com a nanoformulacdo NS6, o que sugere a acdo da enzima citrato sintase na producéo e
aumento desse acido organico.

A inversdo parcial do ciclo do ATC foi observado neste estudo, pela auséncia ou redugéo
na producdo dos &cidos organicos citrato e a-cetoglutarato nos grupos tratados com NS4 e NS5.

Esse mecanismo é também conhecido como via da fumarato redutase, a qual conduz a produgéo
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de succinato mitocondrial através da conversdo de piruvato em malato que é convertido em
fumarato que resulta em succinato o qual pode ser usado pela cadeia transportadora de elétrons
ou ser excretado como descrito previamente em cisticercos de T. crassiceps por Leandro et al.
(2014).

A ndo deteccédo de acetato nos grupos tratados com PZQ, P-407 e nos grupos tratados com
as nanoformulacOes, sugere o uso de Acetil-CoA para a producdo de acetoaceato que foi
convertido em B-hidroxibutirato. Trata-se de uma via alternativa na producdo de energia, essa via
pode ser ativada devido a comprometimento na captacdo de glicose ou por danos no tegumento,
observado quando o parasito é exposto ao PZQ (CIOLI et al.,1995; CIOLI; PICA-MATTOCCIA,
2003).

A ativacdo do ciclo da ureia foi sugerido neste estudo, a partir do aumento dessa
substancia observado nos grupos tratados com NS4 e polimeros P-188 e P-407. A influéncia do
tratamento com PZQ no ciclo da ureia foi descrito em cisticercos de T. crassiceps in vivo e in
vitro por Vinaud et al. (2009) e Fraga et al. (2012a).

Estudos com PZQ nanoencapsulado tem sido realizado com outros helmintos. Os testes in
vivo com o Schistossoma mansoni, na fase adulto, ndo apresentou potencial citotéxico nem
genotdxico (FONSECA et al., 2013).

Os autores supracitados concluiram que as nanoparticulas do PZQ desenvolvidas
apresentam grande potencial para resolver as principais deficiéncias associadas ao produto
disponivel atualmente no mercado para o tratamento da esquistossomose, uma vez que permite
modular a liberacdo do farmaco com maior taxa de absorcdo pelo organismo, possibilitando o
mascaramento do sabor desagradavel do medicamento. Essas sdo etapas muito importantes para
aumentar a eficiéncia do tratamento junto as criancas.

Dados recentes da literatura reforcam que estamos perto de encontrar o alvo ou via
metabdlica de acdo do PZQ, em tratamentos contra helmintos. O conhecimento do mecanismo de
acdo desse farmaco é extremamente importante na busca de novos compostos que possam
complementa-lo, seja através de vias independentes ou resolvendo a limitacdo da sua eficicia

sobre a forma larval do parasito.
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6. CONCLUSAO

As nanoformulagdes do PZQ promoveu a glicolise, fornecendo substrato para o ciclo do
ATC com inversdo parcial deste.

O aumento na concentracdo de succinato sugeriu a excrecdo desse acido organico por
cisticercos de T. crassiceps.

O uso de uma via alternativa na producdo de energia foi observado pelo aumento da
concentracdo de B-hidroxibutirato, bem como, ativacao do ciclo da ureia.

Os tratamentos com nanoformulagdes nédo influenciaram no peso dos animais.

As nanoformulagbes de praziquantel alteraram o metabolismo dos cisticercos de T.
crassiceps, sendo que as nanoformulagdes NS4 e NS5 produziram maiores efeitos no

metabolismo desse parasito.
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