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Resumo: O praziquantel (PZQ) em nanoparticulas foi desenvolvido no intuito de melhorar
hidrossolubilidade e absorcéo deste farmaco. Este estudo propOs avaliar a eficacia do praziquantel
em nanoparticulas no metabolismo energético de cisticercos de Taenia crassiceps procedentes do
encéfalo de camundongos Balb/C fémeas. Aproximadamente cinco cisticercos foram implantados
cirurgicamente no encéfalo dos camundongos. Trinta dias pés-infeccdo, os camundongos receberam
tratamento com as nanoparticulas (NS4, NS5 e NS6) de PZQ, por via oral, sendo eutanasiados 24 hs
pés-tratamento para retirada dos cisticercos do encéfalo. O material biolégico foi processado, injetado
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e analisado. A deteccdo de lactato, sugeriu
blogueio das vias mitocondriais apos tratamentos com NS4, NS5 e NS6 com preferéncia pela via
anaerobica. O grupo tratado com NS5 utilizou a via fumarato redutase, indicado pela detecgao de
citrato, malato e fumarato. A oxidagdo de acidos graxos foi sugerida pela deteccdo de beta-
hidroxibutirato nos grupos tratados com NS4 e NS6 e propionato no grupo tratado com NS4. Conclui-
se que o parasito fez uso do metabolismo anaerdébio, interpretado pela detecgéo de lactato e oxidagao
de acidos graxos sugerida pela da deteccéo de beta-hidroxibutirato e propionato.

Palavras-chave: Anti-helmintico. Neurocisticercose. Nanosuspensdes. Metabolismo energético.

Introducéao

A neurocisticercose (NCC), causada pelo parasito Taenia solium € a principal
causa de epilepsia adquirida em paises subdesenvolvidos. E também uma das
infeccdes, evitaveis, por helmintos mais comuns do sistema nervoso central (JOHN
et al., 2015). Em areas tropicais, a NCC & responsavel por um terco dos distarbios
convulsivas com estimativa de dois milhdes de pessoas afetadas (GAGANDEEP;
SHARMA, 2017).
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Nas Ultimas décadas avano consideraveis na “ oreeso da |
neurocistiercose foram alcangados usando o modelo experimental Taenia
crassiceps, “parente proximo” de T. solium. Os antigenos de superficie de T.
crassiceps sao utilizados com sucesso para deteccao de anticorpos na cisticercose
por T. solium no soro, liquido pericardico e liquido céfalo-raquidiano (SCIUTTO et al.
2011). O homem quando infectado por T. crassiceps pode desenvolver cisticercose
gue, se ndo diagnosticada, pode levara quadros graves, principalmente quando
associada a fatores de imunodepressao como HIV/AIDS e quimioterapia. A
abrangéncia epidemioldgica de cisticercose por T. crassiceps tende a aumentar de
acordo com o crescimento da pandemia de AIDS, podendo se tornar um problema
de saude publica (FRANCOIS et al.,1998).

O tratamento contra essa helmintiase é feito utilizando o praziquantel (PZQ)
(ANDREWS et al., 1983), porém, sua baixa solubilidade aquosa pode comprometer
a biodisponibilidade desse farmaco por via oral (PASSERINI et al., 2006). Diversas
estratégias vém sendo estudadas e empregadas para melhorar a solubilidade do
praziquantel, por exemplo, a sua incorporacao a nanoparticulas (CHENG et al.,
2009; ORLANDI et al., 2012).

O PZQ em nanoparticulas apresenta grande potencial para resolver as
principais deficiéncias associadas ao PZQ puro, disponivel atualmente no mercado,
uma vez que permite modular a liberacdo do farmaco com maior taxa de absorcéo
pelo organismo, possibilitando o mascaramento do sabor desagradavel do
medicamento (PALOMARES et al., 2006).

Este estudo propb6s determinar os efeitos de trés nanoparticulas de
praziquantel em cisticercos de T. crassiceps apds o0 tratamento in vivo de

camundongos BALB/C infectados intracanialmente.

Material e Métodos

O ciclo bioldgico de T. crassiceps (cepa ORF) tem sido mantido no biotério do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFG) desde 2002. Foram seguidos o0s principios éticos para a
experimentacdo animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias Animal

Laboratorial (SBCAL). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal
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(CEUA | UFG) (registro Nl’Jme‘r 0371). Os camundongos receeram cuidados
diérios, 4gua acidificada e ra¢Ges padrao.

O praziquantel em nanoformulacdes (nanoparticulas) foi cedido pelo
pesquisador colaborador do projeto, Professor Doutor Claudio Javier Salomon da
Universidade Nacional de Rosario/Argentina.

Para implantagdo dos cisticercos no encéfalo, os camundongos foram
anestesiados com uma solugédo de Cetamina 100 mg/mL e Xilazina 20 mg/mL na
proporcao de 0,1 mL/10 g de peso do animal. Uma incisdo longitudinal e mediana na
pele do cranio foi feita com uma lamina de bisturi n® 20, ap6s assepsia com iodo
topico. Um orificio foi feito com uma broca (1/8) movida por micromotor na juncéo
sagital superior e sutura transversa, tomando-se cuidado para ndo lesionar o cortex
cerebral com a ponta da broca. Na sequéncia, os cisticercos foram inoculados com o
auxilio de uma agulha. O orificio foi ocluso com alginato de massa dentistica e a
inciséo suturada.

Os camundongos com 30 dias de infeccao foram tratados em dose Unica com
as solucdes de nanoparticulas sélidas diluidas. Foram utilizados cinco camundongos
para cada grupo, identificados da seguinte maneira: controle negativo, camundongos
infectados e tratados com dose Unica de solucéo fisiolégica 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.

Os cisticercos retirados do encéfalo dos camundongos foram congelados em
nitrogénio liquido e processados para andlises bioguimica em cromatografia liquida
de alta eficiéncia seguindo protocolo de acordo com Leandro et al., (2014). Os
experimentos foram realizados em trés repeticées para cada tratamento.

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaStat 3.5. Foram
aplicadas estatisticas descritivas para determinar a média e o desvio padrdo e
avaliar as diferencgas entre os grupos analisados. As variaveis foram testadas quanto
a distribuicio normal e variancia homogénea. A medida que apresentou distribuicio
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normal, utilizou-se a analise de variancia. As diferencas observadas foram

consideradas significativas quando p <0,05.
Resultados e Discusséo

Este estudo permitiu a deteccéo de alteracdes metabdlicas em cisticercos de

T. crassiceps inoculados em cérebro de camundongos BALB /c fémeas, apés
tratamento com nanoparticulas de praziguantel. Quanto ao peso corporal dos
camundongos, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) apés o tratamento.

Foi possivel sugerir um blogueio das vias mitocondriais apés tratamentos com
NS4, NS5 e NS6 com preferéncia pela via anaerébica, sugerido pela deteccéo de
lactato. O tratamento com NS6 induziu uma redugdo nos niveis de lactato (p<0.05).
O grupo tratado com NS5 utilizou a via fumarato redutase, indicado pela deteccéo de
citrato, malato e fumarato. A oxidacdo de acidos graxos foi sugerida pela deteccao
de beta-hidroxibutirato nos grupos tratados com NS4 e NS6 e propionato no grupo
tratado com NS4.

As alteracbes metabdlicas em cisticercos de T. crassiceps inoculados na
cavidade peritoneal de camundongos tratados nanoparticulas de praziquantel foram
demonstradas por SILVA et al. (2016), no entanto, este € o primeiro estudo do efeito
metabdlico de nanosuspensGes em cisticercos removidos do encéfalo de
camundongos.

E importante ressaltar que a forma mais grave de cisticercose ocorre quando
o0 SNC é afetado, levando a convulsfes, epilepsia e morte. Nesse sentido, a
melhoria do tratamento atual € de extrema importancia. Conforme observado em
nossos resultados, as nanosuspensdes apresentaram efeitos expressivos no
metabolismo do parasito quando comparadas ao PZQ, demonstrado através da ndo
deteccédo de vias metabdlicas importantes, como as mitocondriais.

A via fumarato redutase é descrita como uma via alternativa para producédo de
energia em condi¢fes adversas. O uso desta via foi observado no grupo tratado com
NS4 e, nédo foi observado no grupo controle. Por outro lado, nos grupos tratados com
NS4 e NS5, observou-se que o parasito fez uso do metabolismo anaerébio
observado através da deteccédo de lactato e a oxidacdo de acidos graxos, observada
através da deteccdo de beta-hidroxibutirato e propionato. Trata-se de outras vias

alternativas usadas por cestéides para garantir a sobrevivéncia em ambientes hostis,

por exemplo, o uso de farmacos ou substancias téxicas. A indugéo da via fumarato
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redutase pelo praziquantel p em neuro cisticercose experimentl foi descita
anteriormente por Leandro et al. (2014).

A supressdo de vias metabdlicas importantes pode ser usada como
mecanismo de escape para garantir a sobrevivéncia do parasito (FRAGA et al.,
2016).

Consideracdes Finais

As trés nanoparticulas de praziquantel, testadas neste estudo, afetaram o
metabolismo energético dos cisticercos de T. crassiceps. O grupo tratado com NS5
utilizou a via fumarato redutase, indicado pela deteccdo de citrato, malato e
fumarato. A presenca de beta-hidroxibutirato, demonstrou que houve oxidagcéo de
acidos graxos, observado nos grupos tratados com NS4 e NS6 e propionato no
grupo tratado com NS4. Conclui-se que o parasito fez uso do metabolismo

anaeroébio, interpretado pela detec¢ao de lactato e beta-hidroxibutirato e propionato.
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