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3. RESUMO

Os estudos experimentais com o parasito Taenia crassiceps tém
demonstrado alteracdes nas vias metabdlicas (energética e respiratéria)
desse parasito, em resposta ao tratamento com farmacos. A utilizacdo de
Taenia crassiceps como modelo experimental oferece condicdes de se
reproduzir a neurocisticercose, uma das formas mais graves da cisticercose
humana. Este estudo tem como objetivo analisar a influéncia in vitro do
farmaco anti-helmintico niclosamida, sobre o metabolismo de carboidratos e
acidos graxos de cisticercos de Taenia crassiceps (cepa ORF). Na
realizacdo deste estudo foram usados cisticercos em estagios larval de T.
crassiceps (cepa ORF) e meio de cultura RPMI suplementado (Gibco).
Foram utilizados 100 cisticercos, que foram alocados em placas de
microcultura contendo seis pog¢os, expostos ou ndo a niclosamida (1, 2 e 3
uM). Os grupos controle foram compostos por cisticercos ndo expostos ao
farmaco e ao etanol na concentracdo utilizada para diluir o farmaco. Em
seguida as placas foram a estufa a 37°C por 24 horas. Apos esse periodo,
os cisticercos foram retirados da cultura e ambos, parasito e meio de cultura,
foram congelados em nitrogénio liquido. Na sequéncia os cisticercos foram
processados para analise em HPLC. De acordo com o mecanismo de acéo
do farmaco, ou seja, interferéncia na cadeia transportadora de elétrons, nas
concentracdes utilizadas, observou-se uma alteracdo na secrecao/ excrecao
do &cido organico succinato. As outras vias metabdlicas nao foram

influenciadas pela acdo deste farmaco. Portanto, conclui-se que a

XV



niclosamida apresenta baixa influencia no metabolismo dos cisticercos nas
concentracfes utilizadas.
Palavras chave: &cidos organicos, Taenia crassiceps, metabolismo,

niclosamida.
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4. ABSTRACT

Experimental studies with Taenia crassiceps have been used to demonstrate its
metabolic alterations in biochemical pathways (energetic and respiratory) in response
to the presence of drugs. The use of T. crassiceps as an experimental model offers
conditions to reproduce the neurocysticercosis infection one of the most severe form
of human cysticercosis. This study aimed the analysis of the in vitro influence of
niclosamide, an antihelminthic drug, on the metabolism of carbohydrates and fatty
acids of T. crassiceps cysticerci (ORF strain). 20 larval stage cysticerci were cultured
into 5mL of RPMI (Gibco) supplemented culture media, in 6 well culture plates,
exposed or not to niclosamide (1, 2, and 3 uM). The control groups were
performed with cysticerci not exposed to the drug, exposed to ethanol in the
concentration used to dissolve the drug. The cysticerci were cultured at 37°C
for 24 hours. After this period the cysticerci were removed from the culture
medium and both were frozen with liquid nitrogen. Afterward, the samples
were processed for the HPLC analysis. Accordingly to the mode of action of
this drug, which is to interfere in the electrons chain transport, the succinate
concentrations were altered in the secretion/excretion of this parasite.
Therefore, it is possible to conclude that in the concentrations used, this drug
caused little alteration in the metabolic pathways of the parasite.

Key words: oganic acids, Taenia crassiceps, metabolism,

niclosamide
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5. INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

5.1. Caracteristicas de Taenia

O género Taenia (Linnaeus) (Verster 1758) inclui parasitos de mamiferos
carnivoros, que usam como hospedeiros definitivos, e herbivoros (ou onivoros),
como hospedeiros intermediarios. Os seres humanos infectam-se por ovos e
formas larvais (de varias espécies), causando teniases ou cisticercose,
respectivamente. A transmisséo do parasito de um hospedeiro a outro segue um
caminho trofico via ingestdo. No entanto, as espécies do género Taenia séo
Gnicas entre o Cestoda ao exigir dois hospedeiros mamiferos obrigatérios para a
transmissao e concluséo do ciclo de vida. Assim, o ovo ingerido pelo herbivoro ou
onivoro atravessa a parede do intestino delgado e migra como oncosfera por via
linfatica ou hematogénica até 6rgaos e cavidades onde se desenvolve em larva
metacestoide que é ingerido pelo carnivoro, o cestoide amadurece no carnivoro e

libera ovos embrionados (Hoberg et al. 2000; Hoberg 2006).

Taenia é um dos dois géneros na familia Taeniidae que pertence a ordem
Cyclophyllidea, classe Cestoda e filo Platyhelminthes. O outro género nessa
familia € Echinococcus, que também é de importancia como causa de morbidade
em humanos e animais pecuarios (Jenkins et al. 2005; Jia et al. 2010; Thompson
2008). As espécies que desenvolvem em parasitos adultos de Taenia em
humanos incluem T. saginata Goeze (1782), T. asiatica Eom & Rim (1993) e T.
solium Linnaeus (1758), com as seguintes espécies zoondticas capazes de

desenvolver suas formas larvais também encontrados em seres humanos: T.



taenia (Batsch, 1786), T. crassiceps (Zeder, 1800), T. multiceps Leske (1780), e
T. serialis (Gervais, 1847). Vérias espécies de Taenia causam problemas de
saude significativos e prejuizos socioecondmicos consideraveis quando infectam

seres humanos e animais (Murrell et al. 2005).

As infeccbes com Taenia saginata, Taenia saginata asiatica e Taenia
solium sdo as Unicas em que seus ciclos de vida sdo dependentes de seres
humanos como o unico hospedeiro definitivo. Além disso, os ciclos de vida séo
dependentes da ligacdo entre os seres humanos e bovinos (T. saginata) e suinos
(T. solium e T. s. asiatica), de modo que qualquer interrupcdo destas ligagdes
pode resultar na eliminacdo do parasito. Enquanto isso, aparentemente a
prevencao e controle das teniases e cisticercose devem ser simples e pratico, a
realidade é que elas provaram-se quase intrataveis em muitas areas por causa da
disseminacédo de grande sucesso e caracteristicas reprodutivas do parasito e por

fatores culturais bem enraizados dos hospedeiros humanos (Flisser et al. 2005).

A infeccao por T. solium & uma importante zoonose em muitos paises onde
os cidadéaos se alimentam de carne de porco e é geralmente associada ao baixo
desenvolvimento econ6mico. A prevaléncia da infeccdo por T. solium varia muito
de acordo com o nivel de saneamento, praticas de criagdo de suinos e habitos
alimentares de uma regido. E muito dificil avaliar a prevaléncia de teniases por T.
solium, porque os métodos utilizados para o levantamento coproscopico sao tao
ineficientes e, geralmente, ndo consegue diferenciar entre infec¢cbes por T. solium
e T. saginata. Portanto, os dados sobre a prevaléncia de infecgbes por helmintos
adultos sédo geralmente considerados muito conservadores. Da mesma forma,

dados de prevaléncia com base em métodos sorolégicos podem superestimar as



taxas de infeccdo porque a presenca de anticorpos pode ser o resultado de

exposicao a ovos e infeccao inicial, mas nao persistente (Murrell et al. 2005)

A teniase € provocada pela presenca da forma adulta de T. solium ou T.
saginata no intestino delgado humano. A cisticercose € ocasionada pela presenca
da forma metacestddea ou cisticerco nos tecidos dos seus hospedeiros
intermediarios (Flisser et al. 2006). Desse modo, além de ser o hospedeiro
definitivo, o homem pode ser infectado pelos ovos da T. solium desenvolvendo
assim a cisticercose, cuja sintomatologia dependera dos locais de instalacdo e
desenvolvimento dos cisticercos (Vianna et al. 1991; Takayanagui & Odashima
2006). A neurocisticercose (NC) humana é a infeccdo do sistema nervoso central
(SNC) pela forma metacestodea de T. solium, constitui uma das principais causas
de epilepsia e desordens neuroldgicas em muitas nacdes. A NC tem consideravel

impacto social em areas endémicas (Hotez et al. 2008; Flisser et al. 2006).

As infeccBes por T. saginata em casos sintomaticos podem manifestar: dor
abdominal, naulsea, fraqueza, perda de peso, apetite aumentado, cefaleia,
constipacao intestinal, vertigem, diarreia, prurido anal e excitacdo. Nos casos
mais tipicos, ap6s um periodo de incubacdo de dois ou trés meses, surgem
perturbacdo gastrintestinais, principalmente diarreia e dor epigastrica com carater
de dor de fome. Na infeccdo por T. solium n&o ocorre complicagbes, como
apendicites ou outras devidas aos helmintos adultos. O quadro clinico, quando
presente € semelhante ao da T. saginata. A gravidade desta infeccdo decorre do
homem poder ser o hospedeiro intermediario. A doenca resultante é a cisticercose
humana podendo decorrer dela a neurocisticercose, oftalmocisticercose e a
cisticercose disseminada, sendo as duas primeiras consideradas doencas de

consequéncias severas ou de alto risco ao infectado (Rey 2008).



5.2. Caracteristica de Taenia crassiceps

O parasito T. crassiceps € usado como modelo experimental amplamente
manipulado do género Taenia. E um parasito cestbide de animais selvagens e
domésticos, que acidentalmente pode afetar os seres humanos. A proliferacao
assexuada por brotamento é um atributo util de cisticercos de T. crassiceps, 0 que
permite as diferentes cepas serem mantidas indefinidamente na cavidade

peritoneal de camundongos isotipos (Willms & Zurabian 2010).

Um namero de cepas de T. crassiceps tem sido isolado para expansao em
laboratorio, entre elas estdo HYG, KBS, Toi, a cepa mutante ORF e, mais recente
do que as outras citadas, a cepa WFU obtida de uma infeccdo de roedor

selvagem na América do Norte (Everhart et al. 2004).

Nos ultimos 50 anos, os resultados experimentais usando estadios larvais e
adultos de T. crassiceps renderam muitas informagdes sobre a morfologia,
infectividade, dindmica de proliferacdo, resposta imune do hospedeiro e pesquisa
de vacinas que tém contribuido para o nosso conhecimento da biologia dos

cestoides (Willms & Zurabian 2010).

No ciclo de vida desse parasito (Figura 1), os canideos silvestres e/ou
domésticos abrigam os helmintos adultos no intestino delgado, os ovos
infectantes sao liberados nas fezes os quais podem ser ingeridos por roedores
silvestres, as oncosferas ao chegarem ao trato digestorio, atravessam o epitélio
intestinal e liberam o embrido hexacanto que penetra na mucosa e migra por via
hematogénica e linfatica, até se alojar em um determinado 6rgdo ou cavidade,
normalmente sdo as regibes subcutanea, cavidades pleural e abdominal,

musculatura, sistema nervoso central e globo ocular, onde o embrido desenvolve-
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se em larva metacestoide ou cisticerco que se multiplica por diversos brotamentos
formados a partir de sua membrana externa (Esch & Smyth 1976; Freeman 1962;

Shimalov & Shimalov 2003).

A deteccdo da forma larval pode ocorrer de 12 dias apos a ingestao dos
ovos. Cerca de 4 semanas ap0s 0 aparecimento dos brotamentos, estes se
destacam do cisticerco. A cepa ORF mesmo possuindo o canal do escélex nao
possuem 0 escoélex na maioria dos brotamentos impossibilitando a progressao
para o helminto adulto, porém continuam com a capacidade de executar a
reproducdo por brotamento. A eficiéncia na reproducdo por brotamento é
notavelmente aumentada com o tempo. As larvas metacestéides podem ser
ingeridas pelo hospedeiro definitivo, se desenvolvendo no helminto adulto entorno
de 30 a 70 dias apo0s a infeccdo. Depois de 5 a 6 semanas de infeccado os ovos ou
as proglotes com os ovos podem ser encontradas nas fezes. Esta infeccdo pode
se manter por até 9 meses no hospedeiro definitivo, evoluindo para a cura

espontanea (Figura 1) (Freeman 1962; Maillard et al. 1998).

Figura 1. Ciclo biolégico de Taenia crassiceps (1) — canideos, intermediarios (3) -
roedores, e paraténicos (5) - mamiferos como o homem, Iémures e animais domeésticos
(Adaptado de Vinaud et al. 2007)



Os cisticercos, geralmente encontrados em grande numero, podem ser
colhidos e injetados na cavidade peritoneal de camundongos isotipos e mantidos
indefinidamente por séries de sub-inoculacdes (Esch & Smyth 1976; Freeman

1962; Shimalov & Shimalov 2003),

Em grande interesse para a pesquisa na biologia de parasitos da familia
Taeniidae € a capacidade da fase larval de multiplicar-se assexuadamente por
brotamento no hospedeiro intermediario. Cerca de 11 espécies de um total de 45
pertencentes ao género Taenia apresentam reproducdo assexuada na fase
metacestoide (Hoberg et al. 2000; Hoberg 2006). Tal caracteristica tem sido
extensivamente utilizada desde as primeiras descri¢cdes por Freeman (1962), que
demostrou que o brotamento exdégeno dos estagios larvais promove o
crescimento exponencial do parasito. Em contraste com outros helmintos
amplamente estudados, como T. solium, T. saginata, Hymenolepis nana e
Echinococcus granulosus; T. crassiceps néo parasitam 0s seres humanos
facilmente (Heldwein et al. 2006). Em consequéncia tornou-se um modelo
experimental Gtil no laboratério, resultando em mais de 481 publicacGes ao longo
dos ultimos 50 anos (National Center for Biotechnology Information — NCBI -

acessado em 12/12/2014).

Além disso, 0s antigenos e antigenos recombinantes de T. crassiceps
demonstraram induzir altos niveis de protecéo contra cisticercose experimental de
T. crassiceps em murinos, um modelo experimental utilizado com sucesso para
testar antigenos candidatos para uso em vacinas contra cisticercose suina por T.
solium. A reacdo cruzada entre antigenos de T. solium e T. crassiceps tém sido
claramente demonstrada em outros estudos (Larralde et al. 1990; Espindola et al.

2000).



A vacinacdo com antigenos de T. solium protegeu camundongos contra
uma infeccdo com T. crassiceps, demonstrando que camundongos BALB/b
machos imunizados com extrato de antigeno de T. solium ou T. crassiceps foram
completamente protegidos contra a infeccdo com cisticercos. E enquanto, a
protecdo apenas parcial foi alcancada nos camundongos suscetiveis da linhagem
BALB/c. A cisticercose suina foi diagnosticada através de ELISA indireto, por
meio de um antigeno heterdlogo de T. crassiceps, ou seja, que derivam de outras
espécies (Biondi et al. 1996) e varias preparacdes antigénicas de T. crassiceps
tém sido utilizadas no diagndstico da neurocisticercose humana (Willms &

Zurabian 2010).

A utilizacdo de antigenos recombinantes foi descrita, KETcl, KETcl2 e
peptideos sintetizados, obtidos a partir da cepa ORF, para imunizar camundongos
e descobriu-se que a imunizacdo com a KETcl induzia de 66,7% a 100% de
protecdo contra a cisticercose em murinos, e a imunizacdo com KETc12 induzia
52,7-88,1% de protecdo. A resposta imunoldgica obtida indicou que ambos os
peptideos contém pelo menos um epitopo de célula B e um epitopo de célula T
gue estimulou fortemente a proliferacéo de células T ativadas com o antigeno de
peptideo livre ou total de cisticercos de T. crassiceps. A elevada quantidade de
células do baco expressando citocinas inflamatdrias sugere o envolvimento de
uma resposta Thl na resposta imune. A capacidade de protecao dos peptideos e
sua presenca em fases larval e adulta de T. solium indicam que estes dois
epitopos sédo fortes candidatos para uso em uma vacina sintética contra

cisticercose por T. solium (Sciutto et al. 2002; Toledo & Fragoso 2001).

Ha varias espécies de animais como o0s ratos, ratazanas, coelhos,

marmotas, Iémures, cdes e gatos domeésticos que podem ser acometidos pelos



cisticercos de T. crassiceps (Freeman 1962). O homem pode ser parasitado
servindo como hospedeiro acidental desenvolvendo cisticercose. O aumento da
incidéncia de casos em humanos pode ser devido principalmente a presenca de
animais domeésticos infectados com o helminto adulto de T. crassiceps podendo
ocorrer em individuos imunocomprometidos e imunocopetentes (Arocker-
Mettinger et al. 1992; Heldwein et al. 2006; Ntoukas et al. 2013). Nos casos
relatados de cisticercose humana por T. crassiceps a grande parte dos pacientes
apresentam imunodepressao devido aos tratamentos quimioterapicos ou infeccdo
por HIV/AIDS. Nesses casos foram receitados como medicamentos o albendazol
e praziguantel, sendo bem-sucedido em eliminar a infeccdo (Chermette et al.

1995; Francois et al. 1998; Heldwein et al. 2006).

A utilizacdo de albendazol e prazinquantel € o recomendado como
tratamento de escolha para cisticercose causada por larva de T. solium ou
Cysticercus cellulosae, administrados de acordo com uma escolha adequada dos
pacientes e com um diagndstico confiavel. O praziquantel pertence ao grupo das
isoquinolinas e derivados, 0s quais sd0 compostos aromaticos policiclicos
contendo uma porcédo isoquinolina, que consiste de um anel de benzeno fundido
com um anel piridina e formando benzo[c]piridina (Figura 2). O praziquantel efetua
a permeabilidade da membrana celular, resultando na contracdo de Schistosoma
adultos. A farmaco provoca ainda mais a vacuolizacdo e desintegracdo do
tegumento de Schistosoma sp. . O efeito é mais acentuado em helmintos adultos
do que em helmintos em estagios larvais. Um aumento do influxo de célcio pode
desempenhar um papel importante. Os efeitos secundarios sédo a inibicdo da
absorcao de glicose, reducéo dos niveis de glicogénio e estimulacdo da liberacao

de lactato. A acéo do praziquantel é limitada especificamente para Trematddeos e



Cestodides. Nematoides (incluindo filarias) ndo sédo afetados. (Doenhoff et al.

2008).

2

Figura 2. Estrutura quimica do praziquantel. (Frayha et al. 1997)

O albendazol (Figura 3) é um anti-helmintico benzimidazol de grande
espectro, estruturalmente relacionado com o mebendazol que é eficaz contra
muitas doencas. Os benzimidazois sdo compostos organicos contendo um anel
de benzeno fundido com um anel de imidazol (anel de cinco membros contendo
um atomo de azoto, de 4 4tomos de carbono, e duas ligacdes duplas). E indicado
para o tratamento da neurocisticercose parenquimatosa devido a lesfes ativas
causadas por formas larvais de T. solium e para o tratamento da hidatidose cistica
do figado, pulmédo e peritbnio, causada pela forma larval de E. granulosus. O
modo de acdo principal do albendazol é pelo seu efeito inibitério sobre a
polimerizacdo da tubulina que resulta na perda de microtibulos citoplasmicos.
Este farmaco causa alteracdes degenerativas no tegumento e células intestinais
do helminto através da ligacéo ao local sensivel a colchicina da tubulina, inibindo
assim a sua polimerizacdo ou montagem em microtubulos. A perda dos
microtubulos citoplasmaticos leva a absorcdo prejudicada de glicose pelos
estagios larvais e adultos dos parasitos suscetiveis, e esgota as suas reservas de
glicogénio. As alteracbes degenerativas no reticulo endoplasmatico, as

mitocondrias da camada germinal, e a subsequente liberacdo de lisossomas



resulta na diminuicdo da producdo de trifosfato de adenosina (ATP), que € a
energia necessaria para a sobrevivéncia do helminto. Devido a diminuicdo da
producdo de energia, 0 parasita € imobilizado e eventualmente morre. (Haque et

al. 1993; Oxberry et al. 2000; Ramirez et al. 2001).
P NH
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Figura 3. Estrutura quimica do Albendazol (DrugBanK acessado 30/03/2015 as 21:40h
em http://moldb.wishartlab.com/molecules/DB00518/image.png)

5.3. Niclosamida (5-chloro-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)-2-

hydroxybenzamide)

A Niclosamida (Figura 4) é um derivado halogenado da salicilamida. E um
farmaco com acdo anti-helmintica utilizada por cerca de 50 anos para tratar a
maioria das infecgOes intestinais causadas por T. solium, T. saginata,
Hymenolepis nana, H. diminuta, Dipylidium caninum e Diphyllobothrium latum.
Apesar de néo ser eficiente contra cisticercose ou hidatidose. Além de ser usado
como moluscicida para o tratamento de agua em programas de controle da

esquistossomose (Frayha et al. 1997; Weinbach & Garbus 1969).
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Figura 4. Estrutura da Niclosamida (DrugBanK, acessado em 07/02/2015 as 20:30h em
http://moldb.wishartlab.com/molecules/DB06803/image.png)

Existem evidéncias consideraveis de que a niclosamida interfere com o
metabolismo energético de helmintos, inibindo a formacdo dos microtubulos
através do blogueio da captacéo de glicose, resultando na deplecdo de glicogénio
do parasito. Isso ocorre possivelmente pela inibicdo da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), necessarios para a sobrevivéncia e reproducdo dos parasitos.
Isto pode ser devido a inibicdo do farmaco a fosforilacdo oxidativa ou a
propriedade dela de estimular ATPase. Nota-se que a niclosamida possui uma
semelhanca estrutural com o dinitrofenol (DNP), demonstrado na Figura 5, que
Ihe permite desacoplar a fosforilacdo oxidativa na mitocéndria do parasito durante
o transporte de elétrons do NADH para flavoproteina (Frayha et al. 1997; Philip

2015).

OH

Figura 5. Estrutura quimica do Dinitrofenol (DrugBank acessado 09/04/2015 as 18:45h
em http://moldb.wishartlab.com/molecules/DB04528/image.png)
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A consequéncia € a paralisia e morte dos helmintos, os quais sao
eliminados com as fezes. A niclosamida néo interfere no metabolismo da glicose
no homem devido o sistema microtubular das células do hospedeiro ser diferente
daquele dos helmintos. A niclosamida apresenta absorcao insignificante pelo trato
gastrintestinal, permanecendo por periodo prolongado em contato com o0s
parasitas intestinais. E eliminada pelas fezes na forma inalterada (Philip 2015).

Héa descoberto que a niclosamida €é ativa contra as células cancerigenas,
embora 0 seu mecanismo de acdo antitumoral exato ndo seja totalmente
compreendido. As evidéncias sugerem que a niclosamida possui multiplas vias de
sinalizacdo a maioria dos quais estédo intimamente envolvidos com a proliferacao
de células-tronco do cancer (Pan et al. 2012).

Héa também na literatura relatos da acéo da niclosamida ser capaz de inibir
a replicacdo de um coronavirus causador do SARS. Além de alguns compostos
derivados inibirem a replicacdo do virus da gastroenterite transmissivel em suinos
(Kratky & Vinsova 2011). No trabalho de Brett et al. (2003) evidenciaram-se
também a interacdo da niclosamida com DNA sugerindo que sua toxicidade pode
ser causada por essa interacdo apés ativacao redutiva que foi detectada pela
metodologia de DNA-biosensor utilizada por eles. A niclosamida tem sido
apontada para o tratamento de varios tipos diferentes de céancer como, por
exemplo, de mama, prostata, ovario, glioblastoma, leucemia, entre outros. Além
de novas aplicacdes para este farmaco, € importante ressaltar que seu uso para
tratamentos teciduais esta sendo sempre indicado em baixas concentracoes,

como 1-5 uM (Fenner 2014; Li et al. 2014;Liu et al. 2014; King et al. 2014).
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5.4. Metabolismo

Os parasitos sao dependentes da disponibilidade de substancias
encontradas no organismo do hospedeiro, como carboidratos, aminoacidos,
vitaminas e minerais, além de purinas, nucleosideos, acidos graxos, esteroéis e
porfirinas. Essas demandas nutricionais sdo adquiridas pelas células por meio de
difusdo passiva, facilitada e transporte ativo. Os helmintos também podem realizar
processos de endocitose de macromoléculas, como proteinas para utilizacédo
como fonte de componentes constitucionais, como aminodacidos,

monossacarideos, nucleotideos ou lipideos (Kéhler & Voigt 1988).

Ha grande variacdo na demanda de oxigénio e a capacidade para
utilizacdo em estagios de desenvolvimento diferentes de helmintos e a situacao
em uma espécie pode ndo ser necessariamente relevante a outra espécie (Kéhler

& Voigt 1988).

Com base nos produtos finais da via glicolitica e seu metabolismo
adicional, helmintos parasitos podem ser classificados em trés tipos: (1) Helmintos
parasitos que usam a via glicolitica completa e exporta o produto final, o piruvato,
na mitocéndria para uma maior degradacdo através do ciclo do acido
tricarboxilico. Esta degradacdo aerdbia ocorre principalmente em estagios larvais
de cestbides, trematodeos e nematoides; (2) Aqueles que usam a via glicolitica
completa, mas convertem no citoplasma o seu produto final, o piruvato, para
produtos finais tais como lactato e etanol. Este processo de fermentacdo, a
chamada glicdlise 'anaerobia’, ocorre em Schistosoma spp. adultos, filarias e
outros nematodeos; (3) Aqueles que usam a via glicolitica classica somente até

fosfoenolpiruvato (PEP). Entdo, em vez de converter PEP para piruvato, PEP é
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carboxilado pela PEP carboxiquinase (PEPCK) a oxaloacetato, que é
posteriormente reduzido para malato. Esta parte da via ocorre no citosol e esta
em equilibrio redox produzindo 2 mols de ATP por 1 mol de glicose degradada.
Em seguida o malato é transportado para dentro da mitocondria para o
metabolismo anaerdbio. Esta via € comum em muitos helmintos parasitos,
especialmente nos helmintos intestinais como Ascaris suum (Tielens 1994;

Komuniecki et al. 2003)

Na fase larval, o cisticerco da T. crassiceps, demonstra um comportamento
aerobio (Figura 6) in vivo dependente de oxigénio que se difunde através dos
tecidos de seu hospedeiro. O metabolismo energético de cestoides sofre variacédo
devido a influéncia direta da disponibilidade de oxigénio no ambiente circundante

do parasito (Kdhler & Voigt, 1988; Arenal et al. 2001).

O catabolismo da glicose em cisticerco de T. crassiceps produz piruvato
(Figura 6) por meio da piruvato quinase sobre fosfoenolpiruvato. Esse composto
pode passar pela acdo da enzima lactato desidrogenase gerando lactato, este
pode ser excretado ou usado na via da gliconeogénese. Este lactato pode sofrer
a catélise da transaminase produzindo alanina, que podera ser excretada (Corbin

et al. 1998; Komuniecki et al. 2003; Zenka & Prokopic 1985).

Enfim esse mesmo piruvato pode ser usado no interior da mitocéndria. O
piruvato também pode ser produzido na mitocéndria pela enzima malica agindo
sobre o malato. O piruvato mitocondrial é convertido em Acetil-coA gerando
acetado ou citrato ao reagir com oxalacetato. Os produtos finais do metabolismo
in vitro de carboidratos em Taenia crassiceps sao: lactato e alanina; e do
metabolismo respiratério sdo: acetato, citrato e succinato (Corbin et al. 1998;
Komuniecki et al. 2003; Vinaud et al. 2007; Zenka & Prokopic 1985).
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Outro &cido que integra o ciclo do acido citrico € o fumarato produzido pela
catélise da enzima fumarase no malato. A fumarato redutase pode agir sobre o
fumarato desenvolvendo uma reacgao inversa originando succinato. O succinato
pode doar protrons para a cadeia respiratoria em aerobiose ou pode ser

excretado em anaerobiose (Corbin et al. 1998).

Os representantes da familia Taeniidae produz em anaerobiose (Figura 7)
o fosfoenolpiruvato podendo originar piruvato e lactato ou originar oxaloacetato
gue serd transformando em malato. Este, que tem a funcéo de manter o equilibrio
redox, é transferido a mitocondria produzindo os produtos finais excretados:
propionato, acetato ou acidos graxos volateis como metilbutirato ou metilvalerato.
As fases larvais dessa familia apresentam maiores capacidades de oxidacdo do
que suas respectivas fases adultas. E provavel que ocorra por apresentarem
tamanhos menores em relacdo aos adultos que facilitaria a difusdo de oxigénio
pelos tecidos do parasito adicionado ao maior aporte de oxigénio fornecido pelo

hospedeiro (Kdhler & Voigt 1988).

Em cisticercos de T. crassiceps a cadeia transportadora de elétrons é
semelhante a cadeia encontrada em seus hospedeiros mamiferos, demonstrando
presenca de citocromos bcl, ¢ e aa3, enquanto este tipo de respiracao € ausente
em parasitos adultos (Del Arenal et al. 2001). Uma via respiratoria alternativa no
metabolismo de cisticercos de T. crassiceps se mostra bastante complexa ao ser

resistente a inibicdo da enzima citocromo oxidase por cianeto (Del Arenal et al.

2005).

A incapacidade de muitos helmintos de sintetizar lipidios torna-os
dependentes da captacdo dessas substancias do ambiente no hospedeiro
podendo ser utilizados como recurso alternativo a glicose. Os acidos graxos
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absorvidos sdo armazenados em triacilglicerol e fosfolipideos situados na
membrana cistica e tegumento de cestodeos (Kohler & Voigt, 1988; Vinaud et al.

2009).

Glicose

4
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Figura 6. Via de degradacéo da glicose pelo cisticerco de Taenia crassiceps. 1:
piruvato quinase; 2: lactato desidrogenase; 3: alanina transferase; 4: fosfoenol
piruvato carboxiquinase; 5: malato desidrogenase citosolica; 6: fumarase; 7:
fumarato redutase; 8: enzima malica mitocondrial; 9: enzima malica citosolica; 10:
complexo piruvato desidrogenase; 11: acetoacetato descarboxilase; 12: malato
desidrogenase mitocondrial; 13: citrato sintase (Adaptado de Corbin et al. 1998).
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Figura 7. Via de degradacao da glicose em anaerobiose. 1: piruvato
quinase; 2: fosfoenol piruvato carboxiquinase; 3: malato
desidrogenase citoplasmética; 4: enzima malica; 5: complexo
piruvato desidrogenase (Adaptado de Kdhler & Voigt 1988).
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6. JUSTIFICATIVA

Os farmacos albendazol e praziquantel sao utilizados em tratamentos de
cisticercose, sendo que este Ultimo tem apresentado melhora significativa no
quadro clinico dos pacientes. Embora, o praziquantel tenha sido muito indicado no
tratamento de neurocisticercose, a eficacia deste farmaco para a cura de
Neurocisticercose (NCC) é cerca de 40% a 50% na dose recomendada. Além
disso, as complicacbes da doenga, o tratamento requer periodos de meses a
anos.

A Niclosamida é um farmaco bastante indicado para o tratamento de
teniases. Os estudos experimentais tém demonstrado que a niclosamida inibe a
fosforilacdo oxidativa ou a propriedade desta em ativar a enzima ATPase.

Estudos experimentais com T. crassiceps tém demonstrado alteracdes nas
vias metabdlicas (energética e respiratdria) desse parasito, em resposta aos
tratamentos com praziquantel.

A grande vantagem da utilizacado deste modelo reside no fato de que: a) a
T. crassiceps é um parasito similar a T. solium, possuindo antigenos comuns, b) o
modelo experimental oferece condicbes de se reproduzir a neurocisticercose
humana, c¢) o acompanhamento, estudo do desenvolvimento e tratamento da
cisticercose murina por T. crassiceps possibilita o estudo de mecanismos de
resisténcia e susceptibilidade ao cisticerco, além de outras vantagens.

A presente pesquisa visa uma analise exploratoria sobre o metabolismo de
carboidratos e de oxidagédo de &acidos graxos de cisticercos de Taenia crassiceps
(cepa ORF) in vitro diante da niclosamida um farmaco anti-helmintico.

Ha estudos recentes demonstrando a utilizacdo da niclosamida no

tratamento de varias doencas teciduais, principalmente cancer. Desse modo, ha
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o interesse em se conhecer melhor o comportamento dos acidos organicos frente
a niclosamida mesmo em aerobiose realizada pelo cisticerco in vitro. Isso pode
fornecer informacfes mais detalhadas sobre as diferencas entre anaerobiose da
ténia adulta em relacédo a aerobiose da fase larvaria.

Assim, o estudo bioquimico do metabolismo de parasitos pode

disponibilizar dados ao esclarecimento de como esses organismos conseguem se

D

adaptar a diferentes ambientes, como o trato intestinal do hospedeiro, que

D

anaerobio com abundancia de nutrientes, ou aos tecidos do hospedeiro, que
aerdbio com menor aporte nutricional.

Além disso, a analise bioquimica de endoparasitos podem elucidar vias
metabdlicas diferentes entre o parasito e o seu hospedeiro mamifero sendo de
interesse 0 conhecimento de novos alvos para atuacdo de farmacos. Estas
pesquisas in vitro sobre o metabolismo de cisticercos de T. crassiceps
descreveram vias do metabolismo aerébio como a cadeia transportadora de
elétrons, a via das pentoses fosfato e o ciclo do &cido citrico. E estudos in vitro
como este podem relatar alteracGes bioquimicas e metabdlicas, como a
diminuicdo de secrecao/excrecao de lactato, apds a exposicdo dos cisticercos a
certo farmaco. Enfim, estudos in vitro a respeito da resposta bioguimica e
metabodlica de parasitos diante da niclosamida s&o raros, 0 que aponta para a

relevancia do aprofundamento de pesquisas cientificas neste ambito.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo geral

Analisar os aspectos bioquimicos de cisticercos de Taenia crassiceps in
vitro sob a agéo do farmaco anti-helmintico niclosamida amplamente utilizado no

tratamento de teniases.

7.2. Objetivo especificos

7.1 Detectar e quantificar in vitro acidos organicos do metabolismo da via da
glicélise aerdbia e anaerdbia: piruvato e lactato, respectivamente, na fase larval
do cisticerco de T. crassiceps (ORF) apds o tratamento com dosagens subletais

de niclosamida.

7.2. Detectar e quantificar in vitro acidos organicos do metabolismo do ciclo do
acido tricarboxilico: oxaloacetato, citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato e
malato, na fase larval do cisticerco de T. crassiceps (ORF) apés o tratamento com

dosagens subletais de niclosamida.

7.3. Detectar e quantificar in vitro acidos organicos da oxidacao de acidos graxos:
acetato, acetoacetato, B-hidroxibutirato e propianato, na fase larval do cisticerco
de T. crassiceps (ORF) apos o tratamento com dosagens subletais de
niclosamida.
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8. METODOS

8.1. Manutencéo do ciclo biologico da T. crassiceps

Os cisticercos de T. crassiceps sao obtidos por meio do ciclo bioldgico
(cepa ORF) mantido no biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG) desde 2002. Foram inoculados
cerca de 10 cisticercos em estadio inicial na cavidade intraperitoneal de
camundongos fémea BALB/c de 8 a 12 semanas de idade, onde se reproduzem
por brotamento. Ap6s 90 dias de inoculacdo os animais foram eutanasiados e
necropsiados. Foram retirados os cisticercos da cavidade intraperitoneal e foram
selecionados 10 em estadio inicial (Vinaud et al 2007), que foram inoculados em
outros camundongos nao infectados para dar continuidade ao ciclo (Espindola et

al. 2002; Vaz et al. 1997).

Os principios éticos em experimentacdo animal preconizados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) foram
obedecidos e o trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias (CoEp/UFG) (protocolo numero 050/13). Os
camundongos receberam cuidados diarios, agua acidificada e ra¢éo padrdo para

a espécie a vontade.
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8.2. Tratamento dos cisticercos com diferentes dosagem de

Niclosamida

Em placas com seis pocos, todas contendo meio de cultura RPMI®
suplementado (Gibco), foram divididas em trés controles e trés dosagens
diferentes do farmaco (Figura 8). Em cada poco foram usados 20 cisticercos em
estagio larval de T. crassiceps (cepa ORF), exceto para o controle 1 (Somente
contendo meio RPMI). As placas foram colocadas em estufa por 24 horas a 37°C
as seguintes concentracdes de niclosamida: 1 puM, 2 uM e 3 pM, juntamente com

os controles 1, 2 e 3.

RPMI RPMI + RPMI +
Cist Cist + EtOH
RPMI + RPMI + Cist RPMI +
Cist + 3uM + 2uM Cist+1
uM

Figura 8. Placa do tratamento do cisticerco de Taenia crassiceps (cepa ORF)
com Niclosamida. RPMI: controle contendo somente meio RPMI; RPMI+Cist:
controle 2 contendo meio RPMI e cisticerco em estadio larval; RPMI+Cist+ EtOH:
controle 3 contendo meio RPMI, cisticerco estadio larval e etanol (usado para
dissolver o farmaco); RPMI+Cist+3uM, 2uM e 1uM: pocos contendo
respectivamente 3uM, 2uM e 1 uM de Niclosamida, meio RPMI e cisticerco no
estadio larval.

O experimento foi realizado em 6 repeticdes. As dosagens utilizadas foram
determinadas a partir da recomendacdo dos fabricantes e dissolvidas em etanol
de acordo com Tomlin (1994), sendo entédo calculada uma dose menor do que a
necessaria para eliminar o parasito, visto que o objetivo deste trabalho foi avaliar

as adaptacdes do parasito frente ao farmaco.
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8.3. Analise bioquimica dos cisticercos

Os cisticercos foram retirados da estufa apos 24 horas de exposicdo e
foram fixados em nitrogénio liquido como descrito por Vinaud et al. (2007). Em
seguida procedeu-se a extracdo dos &acidos organicos para a analise

cromatografica, como descrito por Bezerra et al. (1999).

A extracdo dos acidos organicos nos meios de cultura foi realizada por
meio de uma coluna cromatografica de troca i6nica (Bond Elut® - Varian). Foi
utilizado um sistema acoplado a uma bomba a vacuo, ativou-se a coluna de
extracdo com 1 mL de HCI (0,5 mol.L™), 1 mL de Metanol e 2 mL de H,O
ultrafiltrada. Depois foi adicionado 1 mL da amostras. Apds, foram acrescentados
2 mL de agua ultrafiltrada e a coluna foi retirada da bomba a vacuo. Em seguida
foram aplicados 250 puL de H,SO4 (0,5 M) e centrifugado a 2000 g/5 minutos a

10°C (Bezerra et al. 1999).

A amostra resultante foi submetido a uma anéalise em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE — Varian ProStar) com uma coluna de exclusdo BIORAD-
Aminex ion exclusion HPX — 87H (300 X 7,8 mm). A coluna de separacdo é
protegida por uma coluna de protecdo BIORAD-Aminex HPX — 85. O eluente
utilizado na fase moével foi o &cido sulfarico (5 mMol.L™), com vazdo de 0,6
mL.min™, acoplado a um detector UV/visivel em comprimento de onda de 210nm.
Cada amostra injetada corresponde a um volume de 50 pL (Bezerra et al. 1999;

Vinaud et al. 2007, 2008, 2009; Fraga et al. 2012a, 2012b, 2012c).

Os resultados foram analisados por um software PROSTAR® conectado ao
cromatégrafo calibrado para identificar os seguintes &cidos organicos do

metabolismo de acidos organicos: Piruvato, Lactato, Oxaloacetato, Citrato, a-
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cetoglutarato, Succinato, Fumarato, Malato, Acetato, Acetoacetato, -

hidroxibutirato e Propionato.

O procedimento acima descrito possibilitou a analise dos acidos organicos
do liquido vesicular. Este procedimento foi realizado para a analise dos acidos
organicos secretados/excretados (S/E) através da andlise do meio de cultura,

seguindo protocolo de analise bioquimica.

8.4. Analise Estatistica

A andlise dos dados obtidos foi processada pelo programa Sigma Stat 2.3.
A estatistica descritiva foi executada para determinacdo da média e desvio
padrdo, e para avaliar as diferencas entres os grupos analisados, essas variaveis
obtidas foram testadas quanto a distribuicAo normal e variancia homogénea.
Quando ao apresentarem distribuicdo normal utilizou-se analise da variancia. As

diferencas observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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9. RESULTADOS e DISCUSSAO

A excrecdo de acidos organicos referentes ao metabolismo da via da
glicOlise aerdbio e anaerdbio, via do ciclo do acido tricarboxilicos e a via de
oxidacdo de acidos graxos em cisticercos de T. crassiceps in vitro e diante de
diferentes concentracdes da niclosamida foi detectada e analisada, gerando
assim um perfil metabdlico do cisticerco frente ao uso desse farmaco in vitro.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada sobre as médias tdesvio-
padrao dos dados amostrais obtidos, vistos nas Tabelas 1 e 2. Nao houve
diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos controle e 0s grupos
tratados com a niclosamida em rela¢@o aos acidos detectados e dosados tanto na
producdo destes acidos no fluido vesicular quanto na secrecao/excrecdo (S/E)
destes &cidos pelos cisticercos no meio de cultura expostos as doses de
niclosamidas usadas neste trabalho. Ha excec¢éo do grupo tratado com o farmaco
nas concentracdes de 1, 2 e 3 uM (10°mol.L™") em relacdo ao grupo controle
quando dosada a S/E de succinato no meio onde foi cultivado os cisticercos, no
qual houve diferenca estatisticamente significativa detectada entre o succinato do
grupo tratado em relagéo ao controle.

Apesar desse resultado estatistico, nota-se nas Tabelas 1 e 2 que ha uma
diferenca entre as meédias zdesvio-padrdo do grupo controle quando se
comparada com as dos grupos tratados. O que sugere a presenca de
interferéncia ocasionada pelo farmaco sobre as vias metabdlicas desses acidos.

Ressaltasse que foram feitos testes estatisticos entre dois grupos controles

sendo um contendo RPMlI+cisticerco e o outro contendo RPMI+cisticerco+etanol

25



para verificar se o etanol, usado para dissolver o farmaco em solucao, interferia
na andlise das dosagens usando o farmaco em comparacdo ao controle sem o
farmaco. Nessa analise ndo se evidenciou qualquer diferenca estatistica
significativa entre esses dois grupos controle.

Desse modo, ao analisar a producéo de acidos organicos por cisticercos de
T. crassiceps tratados in vitro com 21uM, 2uM e 3 uM de niclosamida, foi
possivel detectar a producdo de piruvato, mas ndo de lactato. Estes sdo acidos
organicos presentes na via da glicélise. Mesmo nao havendo diferenca estatistica
significativa do piruvato detectado nos grupos controles em relacdo aos tratados
nota-se que ha o direcionamento do cisticerco para a realizacao de catabolismo
aerobio com a evidéncia dos niveis de piruvato constantes entre 0S grupos
testados, enquanto os de lactato ndo foram detectados. O piruvato pode ter sido
consumido em niveis elevados pelo ciclo do &cido citrico. A preferéncia do
cisticerco de T. crassiceps, no estadio larval, pelo metabolismo aerébio foi
descrito por Vinaud et al. (2008). Eles verificaram um predominio da via aerébia
explicado pela deteccdo dos acidos organicos referentes ao ciclo do acido citrico
com taxas de concentracfes mantidas em todas as fases evolutivas e diante de
farmacos anti-helminticos como Praziquantel e o Albendazol.

Observa-se também na Tabela 1 que ha uma quantidade de lactato dosado
na S/E do cisticerco no grupo controle e ndo se consegue detectar as
concentracdes desse acido na S/E dos grupos tratados. Isso pode ser explicado
pela a acdo do farmaco que age com mais eficacia sobre a via de metabolismo
anaerobio, por isso € indicado para helmintos na fase adulta (Frayha et al. 1997;
Weinbach & Garbus 1969) e ndo para a fase larval, que possui o metabolismo

aerobio conforme constatado por Vinaud et al. (2008). Isso explica no cisticerco a
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presenca de uma certa concentracdo do piruvato seguir a via mitocondrial,
consumido pelo ciclo do acido citrico, sendo substrato do complexo piruvato
desidrogenase, gerando Acetil-CoA. O piruvato mitocondrial também pode ter sua
origem pela conversdo a malato mitocondrial que passa para o interior da
mitocondria e pode ser convertido tanto ao Piruvato quanto ao Fumarato, este
também pode acarretar ao aumento consequente de succinato (Corbin et al.
1998). O lactato pode néao ter sido detectado no grupo controle do metabolismo da
via glicolitica anaerdbia no liquido vesicular produzido pelo cisticerco por ter sido
excretado.

Os é&cidos organicos que indicam o ciclo do acido citrico: oxaloacetato,
citrato, a-cetoglutarato, malato e fumarato ndo demonstraram diferencas
estatisticas significativas nas concentragdes identificadas, tanto na S/E quanto na
producao pelos cisticercos, entre o grupo controle e o grupo tratado (Tabelas 1 e
2). E provavel que o farmaco, nas concentracées utilizadas, ndo influenciam os
mecanismos cataliticos de acdo das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase,
malato desidrogenase citossolica e mitocondrial, citrato sintase, enzima malica
mitocondrial e citossolica, malato desidrogenase citossolica e mitocondrial,
fumarase e fumarato redutase.

Vinaud et al. (2008) apesar de terem usado farmacos diferentes da
niclosamida, compartilham esses mesmos resultados aos acidos organicos
citados no comeco deste paragrafo. Ja Fraga et al. (2012c) demonstraram dados
diferentes quanto as alteracdes nas concentracbes desses acidos frente a
interacdo do praziquantel e o albendazol, mas s&o resultados obtidos in vivo o

que identifica a metabolizacdo do farmaco pelo hospedeiro, levando a metabdlitos
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ativos mais eficazes contra o parasito, como relatado pelos proprios autores deste
trabalho ao comparar os resultados com o de Vinaud et al (2008).

As concentracfes do succinato S/E no grupo controle em relacdo aos
grupos expostos ao farmaco foram detectadas diferencas estatisticas
significativas quando analisadas. Isso sugere a influéncia da niclosamida em
induzir maior S/E desse acido. Frayha et al. (1997) e Philip (2015) sugerem que a
niclosamida interfere no metabolismo energético de helmintos, principalmente no
metabolismo anaerobio, nesse caso ocasionando mais danos a forma adulta da
Taenia, inibindo a formacgé&o dos microtubulos através do bloqueio da captacao de
glicose, resultando na deplecéo de glicogénio dos parasitos e possivelmente pela
inibicdo da producdo de adenosina trifosfato (ATP), necessarios para a
sobrevivéncia e reproducado dos parasitos.

Isto pode ser devido a inibicdo do farmaco a fosforilacdo oxidativa ou a
propriedade dela de estimular ATPase. Nota-se que niclosamida possui uma
semelhanca estrutural com o dinitrofenol (DNP). Esta molécula realiza o
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa na mitocéndria do parasito durante o
transporte de elétrons do NADH para flavoproteina (Frayha et al. 1997; Philip
2015), sugerindo que, devido a semelhanca estrutural DNP com a niclosamida,
também possa permitir o mesmo efeito citado sobre a mitocondria. Assim, o
succinato nao foi utilizado na cadeia transportadora de elétrons, mas deve ter sido
excretado.

Também é ciente que o complexo succinico desidrogenase de helmintos
do figado, como em Fasciolose e Paragonimiase, € muito vulneravel e que é
inibido seletivamente por bitionol, este € um difenil sulfureto halogenado, e outros

farmacos quimicamente relacionados, tal como as salicilanilidas (por exemplo,
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niclosamida), diclorofeno e hexaclorofeno. O bitionol tem um efeito de separacéo
na fosforilacdo oxidativa proibindo assim a formacdo de ATP nos parasitos
(James & Gilles 1985).

O succinato em invertebrados € um acido organico que pode ser excretado
como produto final e utilizado para conversao a propionato (Corbin et al. 1998).
Além de poder ser utilizado via succinato desidrogenase na cadeia transportadora
de elétrons na fase do complexo Il da cadeia respiratéria, pois Del Arenal et al.
(2001) demonstraram que as mitocondrias de cisticercos de T. crassiceps
possuem proteinas como citocromo bcl, ¢ e aa3, as quais, nos vertebrados,
fazem parte da cadeia transportadora de elétrons e o succinato é o primeiro
composto a entrar nesta cadeia, sendo, portanto utilizado nesta via.

Nas concentracdes do succinato produzidos intracelular ndo foi verificado
diferenca significativa entre o grupo controle e o tratado com o farmaco. E
provavel que o succinato produzido fosse liberado para o meio.

Os produtos finais do metabolismo de carboidratos em T. crassiceps séo
lactato, acetato, succinato e alanina. No metabolismo respiratdrio sdo acetato,
citrato e succinato o que sugere a existéncia de vias tanto citoplasmaticas quanto
mitocondriais de producdo de energia (Corbin et al. 1998; Vinaud et al. 2007,
2008).

Na analise estatistica das concentracfes dos acidos relacionados as vias
metabodlicas referentes a oxidacdo de &cidos graxos (B-hidroxibutirato,
acetoacetato, acetato e propionato) ndo houve diferenca estatistica significativa
ao avaliar tanto a S/E no meio de cultura quanto no liquido intra-vesicular extraido
dos cisticercos destes acidos pelo cisticerco. E notavel que néo foram detectados

os acidos Acetoacetato, B-hidroxibutirato, acetato e propionato tanto no grupo
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controle como nos grupos tratados nos liquidos vesiculares extraidos dos
cisticercos, mas somente na S/E desses acidos. Vinaud et al. (2009), em estudo
in vitro, e Fraga et al. (2012a), in vivo, também ndo detectaram diferenca na
producado de acetato por cisticercos de T. crassiceps.

O acetato ndo detectado nos grupos amostrais dos cisticercos citados pode
ter combinado com o acetil-CoA dando origem ao acetoacetil-CoA, que se
condensou com o acetil-CoA para formar B-hidroxi-p-metilgluraril-CoA, o qual é
guebrado para formar acetoacetato livre e acetil CoA (Lenhinger et al. 2006).

Os acidos B-hidroxibutirato, acetato e propionato foram detectados na S/E
dos cisticercos de T. crassiceps, tanto no grupo controle como nos tratados com o
farmaco. O que sugere a excrecdo desses acidos na célula para o meio de
cultura. Vinaud et al. (2009) e Fraga et al. (2012a) expdem em suas pesquisas um
panorama diferente de comportamento para o acido [(-hidroxibutirato
demonstrando a influéncia dos farmacos usados (praziquantel e albendazol)
sobre o metabolismo do acido citrico e a glicélise, o que levaria 0 uso de uma via
alternativa de captacao de energia, nesse caso a via de acidos graxos.

Hé uma ressalva a ser feita quanto a concentracédo do acido propionato na
S/E dos grupos controles quando se comparado aos grupos tratados, mesmo nao
identificando diferenga estatistica significativa entre eles. Observando-se as
meédias do grupo controle com as dos trés grupos tratados distintos, percebe-se
uma diferenca evidente entre eles, onde se encontra uma maior média das
concentracbes dos controles em relagdo aos grupos tratados, sugerindo que a
conversdo de succinato a propionato foi influenciada nos grupos tratados,
justificando a diminuicdo de propianato sobre a acdo das diferentes

concentracdes de niclosamida.
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E possivel que a acdo da niclosamida sobre complexo succinico
desidrogenase de helmintos, citadas por James & Gilles (1985), possa ter
interferido na conversao de succinato a propionato diminuindo as concentracfes
desse acido nos grupos tratados.

Esses resultados acabam por indicar que a niclosamida, nas
concentracfes utilizadas néo bloqueiam o ciclo do acido citrico ou ciclo do acido
tricarboxilico, confirmando a preponderancia do metabolismo em aerobiose nos
cisticercos (estagio larval) como via de producéo de energia, tendo em vista que o
efeito do mecanismo da acdo do farmaco é acentuado sobre a forma adulta da

Taenia, ou seja, sobre o metabolismo anaerobio.

Tabela 1. Concentragédo de acidos organicos (uM) secretado/excretado (S/E) no meio de
cultura por cisticercos de Taenia crassiceps expostos in vitro a diferentes concentragdes
de niclosamida — média e desvio padréo (+).

Controle Niclosamida Niclosamida Niclosamida
1uM 2uM 3uM

Oxaloacetato 17,29+16,05 46,80+33,59 47,02+31,55 73,74+52,96
Citrato 95,47+63,98 225,07+150,02 296,43+240,96 322,03+323,31
a-cetoglutarato 5,62+,5,53 9,98+5,85 7,37+8,78 10,88+14,55
Piruvato 16,81+17,77 20,99+19,75 13,87+14,08 28,35+30,06
Malato 121,95+109,97 187,12+170,66 244,13+211,51 259,52+206,04
Succinato 1213,75£757,27  2607,63+1483,03 3156,69+2138,16 2979,92+1567,69
Lactato 807,10+492,72 ND ND ND
B-hidroxibutirato 430,07+424,74 415,96+419,20 335,62+372,59 704,06+666,24
Acetoacetato 149,94+90,37 165,59+112,59 152,01+£71,00 236,38+18,51
Acetato 1035,65+846,81  1549,50+1417,91 1268,21+1091,94 1545,42+1351,59
Fumarato 27,35+16,42 32,08+22,18 46,54+33,93 46,41+34,41
Propionato 343,81+684,35 44,77+18,10 55,37+30,37 66,69+74,26

ND — ndo detectado. P < 0,05.
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Tabela 2. Concentracdo médias (uM) de acidos organicos no liquido intra-vesicular
extraido dos cisticercos por cisticercos de Taenia crassiceps presentes no meio de
cultura (RPMI) expostos in vitro a diferentes concentragdes de niclosamida.

Controle Niclosamida Niclosamida Niclosamida
1uM 2uM 3uM

Oxaloacetato 39,43+29,37 29,14+20,47 35,09+36,89 50,92+36,37
Citrato 99,95+64,83 171,61+£140,49 197,34+211,67 -
a-cetoglutarato 12,60+2,81 10,18+4,37 11,93+9,08 17,48+5,31
Piruvato 35,06+21,40 23,24+16,00 21,05+14,27 22,58+18,02
Malato 477,61+255,23 424,35+449,06 339,31+220,48 353,01+183,82
Succinato 1850,03+566,75  2044,098+1515,9 2015,08+1061,37 1785,06+918,45
Lactato ND ND ND ND
B-hidroxibutirato ND ND ND ND
Acetoacetato 304,92+169,35 336,56+277,61 8669,02+20688,69 332,19+217,29
Acetato ND ND ND ND
Fumarato 146,83+86,83 186,80+139,20 198,40+150,07 181,39+122,89
Propionato ND ND ND ND

ND —néao detectado. P>0,05.
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10. CONCLUSOES

Houve a detecc¢éo e quantificacdo in vitro dos acidos organicos relativos ao
metabolismo da via da glicélise aerObia e anaerObia (piruvato e lactato,
respectivamente), do ciclo do &acido tricarboxilico (oxaloacetato, citrato, a-
cetoglutarato, succinato, fumarato e malato) e da oxidacdo de acidos graxos
(acetato, acetoacetato, p-hidroxibutirato e propianato) na fase larval do cisticerco
de T. crassiceps (ORF) ap6s o tratamento com dosagens subletais de
niclosamida.

Quanto as analises dos resultados obtidos pode-se evidenciar a influéncia
negativa, ou seja, diminuindo a média das concentracdes da Secrecao/Excrecao
dos grupos tratados em comparacao dos grupos controles, sobre a excre¢cao de
lactato e uma interferéncia sobre o0 succinato positiva, ou seja, um aumento das
médias das concentracdes da Secrecdo/Excrecao dos grupos tratados em relacao
aos controles, levando-o a excrecdo. Isso demonstra uma preferéncia do estagio
larval do cisticerco de T. crassiceps pelo metabolismo aerébio de producdo de
energia quando em meio tratado com niclosamida, farmaco com agéo maior sobre

0 metabolismo anaerébio.
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11.RECOMENDAGOES

A de se considerar pelos resultados obtidos a necessidade de se realizar
mais analises complementares, como por exemplo, para deteccdo das
concentracfes de glicose e até mesmo de substratos ligados a outras vias de
metabolismo como o de proteinas.

Evidenciam-se também pelos dados obtidos que os desvios-padrdo das
médias das concentracbes dos acidos organicos detectados estdo com uma
amplitude consideravel, isso pode ser resolvido aumentando-se 0 numero
amostral. Além disso, pode-se usar no lugar do desvio-padrdo o intervalo de

confianca, que € preferivel para relatar uma estimativa e sua medida de precisao.
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13. ANEXOS

13.1. Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE

Notificacdo de Aprovacao de Projeto - CEUA/PRPPG/UFG

Comissio de Etica no Uso de Animais CEUA <ceua.ufg@gmail.com> 14 de fevereiro de 2014 11:24

Para: Marina Vinaud <marinavinaud@gmail.com>

Prezado(a) Pesquisador(a) Marina Clare Vinaud,

Comunicamos que o projeto inscrito sob Protocolo n. 050/13, mtitulado Neurocisticercose
experimental: alteragoes morfolégicas e bioquimicas causadas pela a¢do de nitazoxanida e
niclosamida, foi Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA-PRPPG-UFG.

Reiteramos a importincia desse Parecer consubstanciado e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsével devera encaminhar & CEUA-PRPPG-UFG um Relatério Final baseado na conclusdo do
estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lein®. 11.794 de
08/10/2008, e Resoligdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Consclho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal-CONCEA.

Atenciosamente,

Comissio de Etica no Uso de Animais/ICEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao/PRPPG
Universidade Federal de Goias/UFG

(62)3521-1215

TCLE. Parecer do Comité de Etica
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13.2. Anexo 2 - Cromatogramas
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Cromatograma 1. Deteccdo in vitro de acidos organicos secretados/excretados por
cisticercos em estadio larval do grupo controle 1 (somente RPMI)

e \ﬂ.‘i\" \51\‘21
GO0 e stardata\mares vitorn2.mn § File: &\stardatatmarca vitornZ run
L+ Channel: 1 = P$340 Results
Last recale: 27/2/2014 10:02
500
400
300
2 -
= i
2 o
E g o
200 s S 3 g
g = % g =
S % ef a £ e 8
5 1 24 ! 2 -
B35 oo nOE [ =
100 g oy =T = g 5 o+
a 3 2% wZ § FEE 2 s ]
& mi2s 2% 3 -4 & 2 o
5 858 & ¢ 5 /K : e
287 vy X AU § 7 T
0 L O A A A [ SOA AR [ o
-51 T T T T T 1
3 10 14 20 25

Minutes

Cromatograma 2. Deteccdo in vitro de acidos organicos secretados/excretados por
cisticercos em estadio larval do grupo controle 2 (Meio de cultura RPMI e cisticerco)
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Cromatograma 3. Deteccdo in vitro de acidos organicos secretados/excretados por

cisticercos em estadio larval do grupo controle 3 (Meio de cultura RPMI, cisticerco e
etanol)
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Cromatograma 4. Deteccdo in vitro de acidos organicos secretados/excretados por

cisticercos em estadio larval do grupo com 3 uM de Niclosamida (Meio de cultura RPMI,
cisticerco e 3 uM de Niclosamida)
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Cromatograma 5. Detec¢do in vitro de acidos organicos secretados/excretados por
cisticercos em estadio larval do grupo com 2 uM de Niclosamida (Meio de cultura RPMI,
cisticerco e 2 uM de Niclosamida)
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Cromatograma 6. Deteccdo in vitro de acidos organicos secretados/excretados por
cisticercos em estadio larval do grupo com 1 uM de Niclosamida (Meio de cultura RPMI,
cisticerco e 1 uM de Niclosamida)
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Cromatograma 7. Deteccao in vitro de &cidos organicos produzidos por cisticercos em
estadio larval do grupo controle 2 (Cisticerco processado cultivado anteriormente em
meio RPMI).
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Cromatograma 8. Deteccéo in vitro de acidos organicos produzidos por cisticercos em
estadio larval do grupo controle 3 (Cisticerco processado cultivado anteriormente em
meio RPMI e etanol)
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Cromatograma 9. Deteccéo in vitro de &cidos organicos produzidos por cisticercos em
estadio larval do grupo com 3 uM de Niclosamida (Cisticerco processado cultivado
anteriormente em meio RPMI e 3 uM de Niclosamida)
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Cromatograma 10. Deteccéo in vitro de acidos orgénicos produzidos por cisticercos em
estadio larval do grupo com 2 uM de Niclosamida (Cisticerco processado cultivado
anteriormente em meio RPMI e 2 uM de Niclosamida)
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Cromatograma 11. Deteccdo in vitro de acidos orgéanicos produzidos por cisticercos em
estadio larval do grupo com 1 uM de Niclosamida (Cisticerco processado cultivado
anteriormente em meio RPMI e 2 uM de Niclosamida)
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