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RESUMO

Os cisticercos de Taenia crassiceps possuem similaridades antigénicas com
cisticercos de Taenia solium e por este motivo, associado ao fato de uma relativa
facilidade de sua manutencdo em animais de laboratério, sdo utilizados como modelo
experimental para estudos da cisticercose por T. solium.

O objetivo deste trabalho foi analisar in vitro a influéncia da glicose e da insulina
no metabolismo energético e respiratorio de cisticercos de T. crassiceps expostos aos
farmacos anti-helminticos albendazol e praziquantel em baixas doses, e diferentes
concentracdes de glicose e insulina.

A glicose é a principal fonte de energia para estes parasitos tanto na fase larval
guanto adultos e o glicogénio, que pode ser novamente convertido em glicose, é fonte
de reserva energética, sendo encontrado armazenado em suas membranas.

Os cisticercos foram provenientes da cavidade peritoneal de camundongos
fémeas Balb/c infectados experimentalmente e mantidos no biotério do IPTSP/UFG.
Ap6s 24 horas de cultivo em meio RPMI® suplementado e adicionado de glicose,
insulina glargina (LANTUS®, Sanofi Aventis), albendazol e praziquantel, foram retirados
da placa e o meio foi congelado em nitrogénio liquido para ocorrer estase metabdlica.
Posteriormente 0 meio de cultura passou por um processo de extracdo sendo analisado
em Cromatografia Liquida de Alta Performance com detector UV (CLAE) dos seguintes
acidos organicos oriundos do metabolismo de carboidratos (lactato, piruvato),
metabolismo intermediario (citrato, a-cetoglutarato succinato, fumarato, malato,
oxaloacetato) e metabolismo de acidos graxos (B-hidroxibutirato e propionato). Foram
detectados propionato e B-hidroxibutirato secretados por cisticercos de T. crassiceps
indicando a oxidacdo de acidos graxos como fonte de energia alternativa, utilizada em
especial nos estadios de crescimento e também em situacBes de baixas concentracdes
de substancias energéticas provenientes do hospedeiro. Em adi¢do, a deteccdo de
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acidos organicos do ciclo do acido citrico nos cisticercos analisados confirma a
aerobiose in vitro do estadio evolutivos inicial dos cisticercos.
Palavras chave: Taenia crassiceps, Albendazol, Praziquantel, Metabolismo,

Avaliac&o in vitro, Insulina, Glicose, Acidos organicos, CLAE.

ABSTRACT

Taenia crassiceps cysticerci possess antigenic similarities to T. solium cysticerci
and because of this and added to the relative easiness in its maintainance in laboratory
they are used as an experimental model to T. solium studies.

The objective of this study was to analyze the in vitro influence of glucose and
insulin on the energetic and respiratory metabolism of T. crassiceps cysticerci exposed
to low dosages of anti-helminthic drugs, albendazol and praziquantel, and also to
different concentrations of glucose and insulin. Glucose is the main energy source to
these parasites in their larval and adult stages and glycogen is their main energetic
reserve. Glycogen may be converted into glucose in case of low glucose uptake and is
stored in the cysticerci tegument.

The cysticerci were collected from the peritoneal cavity of BALB/c female mice
experimentally infected and maintained in the animal facilities of IPTSP/UFG. After
24hours of culture in RPMI culture medium supplemented and with glucose, glargine
insulin (LANTUS®, Sanofi Aventis), albendazol and praziquantel, the cysticerci were
removed and the medium was frozen in liquid nitrogen as to allow the metabolix stasis.
Afterwards this culture medium was analyzes through HPLC as to permit the
qguantification of the following organic acids related to the carbohydrates metabolism:
lactate and pyruvate, intermediary metabolism: citrate, a-ketoglutarate, succinate,
fumarate, malate and oxaloacetate, fatty acids metabolism: B-hydroxibutyrate and
propionate. It was possible to detect propionate and B-hydroxibutyrate secreted by T.

crassiceps cysticerci which indicates the fatty acids oxidation as an alternative energy

Xiv



source used by the initial stage cysticerci which are in rapid growth. Also the detection of
organic acids from the citric acid cycle indicates the in vitro aerobiosis performed by the
initial stage cysticerci.

Key words: Taenia crassiceps, Albendazole, Praziquantel, metabolism, in vitro

evaluation, insulin, glucose, organic acids, HPLC
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1- INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1-Caracterizagdo do Parasito Taenia crassiceps

O cestodeo Taenia crassiceps (Zelder 1800; Rudolphi 1810) pertence ao filo
Platyhelminthes, ordem Cyclophyllidea e familia Taeniidae (Freeman 1962; Willms &
Zurabian 2009). Em sua forma adulta, é capaz de parasitar canideos como raposas
articas (Vulpes lagopus), raposas vermelhas (Vulpes vulpes), lobos (Canis lupus) e
doninhas (Mustela sp.), podendo também infectar cdes domésticos (Canis familiaris).
Estes animais atuam como hospedeiros definitivos do parasito (Loos-Frank 2000;
Saeed et al. 2006; Bagrade et al. 2009; Willms & Zurabian 2009; Stien et al. 2010).

Na sua forma larval, também chamada Cysticercus longicollis Rudolphi (1810),
foi descrito infectando marmotas (Marmota monax) e camundongos (Peromyscus sp.),
sendo que estes animais representam hospedeiros intermediarios de T crassiceps
(Everhart et al. 2004; Willms & Zurabian 2009).

Este parasito, em seu estagio metacestdide ou cisticerco, tem sido largamente
usado como modelo experimental para estudos da cisticercose murina para explorar o
papel de fatores biolégicos envolvendo interacdes parasito hospedeiro (Romano et al.,
2003; Palomares et al. 2006). A utilizacdo deste modelo experimental tem se mostrado
extremamente importante na producdo de antigenos utilizados em sorodiagnésticos da
neurocisticercose por larva de T. solium pelo fato de apresentarem grande similaridade
antigénica (Vaz et al. 1997; Suzuki et al. 2007) e em adicdo a Taenia crassiceps tem
representado um modelo experimental confiavel para avaliacdo in vitro de farmacos
contra cestoides (Palomares et al. 2006). A manipulacdo em laboratério de T.
crassiceps, na qual camundongos Balb/ ¢ séo excelentes hospedeiros dos cisticercos
tem permitido substancial progresso no conhecimento da cisticercose (Romano et al.

2003)



Os parasitos adultos medem de 7 a 14 cm de comprimento, possuem 0 corpo
achatado dorso ventralmente, segmentado em proglotes hermafroditas. Apresentam
escolex esférico, com duas coroas de aculeos (32 a 36 por fileira) e quatro ventosas
laterais (Freeman 1962; Maillard et al. 1998). Estas formas adultas habitam o terco
médio do intestino dos hospedeiros definitivos, e estes eliminam proglotes gravidas
repletas de ovos junto com as fezes destes mesmos hospedeiros, contaminando o
ambiente. Estes ovos podem ser ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, nos quais
ao chegar ao trato digestorio o embrido hexacanto eclode do ovo, penetra na mucosa e
migra pelo organismo até 6rgdos ou cavidades como a regido subcutanea e cavidades
pleural e abdominal, bem como musculatura esquelética, sistema nervoso central e
globo ocular. Nestes locais se transformam em cisticercos, ou larva metacestéide, se
multiplicando por brotamentos formados a partir de sua membrana externa (Freeman
1962).

Ao se alimentarem de roedores infectados, os hospedeiros definitivos ingerem
0s cisticercos que passardo para fase adulta em seu sistema digestério, sendo os ovos
encontrados nas suas fezes cerca de 5 a 6 semanas ap0s a infec¢ao e se mantendo em
torno de nove meses no hospedeiro definitivo, geralmente evoluindo para a cura

espontanea (Freeman 1962). A figura 1 ilustra o ciclo biolégico de T. crassiceps.



Figura 1. Ciclo biolégico de Taenia crassiceps, (1) Hospedeiros definitivos —
canideos; (2) ovos que contaminam o ambiente (3); hospedeiros intermediarios —
roedores; (4) cisticercos nas cavidades dos hospedeiros intermediarios (5) e
hospedeiros paraténicos— mamiferos como o homem, [émures e animais domésticos
(descrito por Freeman 1962 e ilustrado por Vinaud 2007).

A forma larval (cisticerco) pode ser classificada segundo seu estadio evolutivo
em inicial, larval e final, de acordo com suas caracteristicas morfologicas (figura 2). No
estadio inicial, apresenta-se translicida e sem brotamentos; no estadio larval,
apresenta-se translicida e com brotamentos, indicando atividade reprodutiva. No
estadio final, apresenta-se opaca e sem brotamentos (Vinaud et al. 2007). Mesmo
apresentando o canal do escélex, muitos brotamentos ndo chegam a apresentar o
escoélex e deste modo ndo sdo capazes de produzir helmintos adultos. Algumas cepas
como a ORF e WFU séo capazes de produzir novos brotamentos e sdo mantidas
experimentalmente em laboratério (Freeman 1962; Willms & Zurabian 2009).

Vérias cepas de T. crassiceps tém sido isoladas em laboratério como a cepa
ORF que embora possua o canal do escolex, nao possui escélex. Outras cepas foram

isoladas a partir de roedores silvestres na América do Norte (HYG, KBS, Toi, ORF e



WFU) e as cepas COLA e GIKS foram isoladas na Alemanha e Japdo (Willms &

Zurabian 2009.

1C

Figura 2. Caracteristicas macroscoépicas de cisticercos de Taenia crassiceps, cepa
ORF, 1A. estadio inicial (vesicula translicida e sem brotamentos), 1B. estadio larval
(vesicula translicida e com brotamentos) e 1C. estadio final (vesicula opaca e sem

brotamentos). (adaptado de Vinaud et al.,2007).

A cepa ORF é extensamente utilizada em estudos experimentais os quais sao
conduzidos com relativa facilidade devido ao fato dos cisticercos se multiplicarem por
brotamentos, permitindo sua manutencdo em camundongos sem a formacdo de

helmintos adultos (Freeman 1962; Willms & Zurabian 2009).

1.2-Epidemiologia
A infeccdo por T. crassiceps tem sido descrita principalmente na Europa, ja foi
encontrada em raposas vermelhas, lobos, chacais e gatos selvagens na Grécia, Itélia,

Alemanha e Franca (Freeman 1962; Everhart et al. 2004 ).



A cisticercose por T. crassiceps pode acometer animais domésticos, porém
representa um evento raro, sendo descrita principalmente nos Estados Unidos e na
Europa Ocidental (Chermette et al. 1993; Hoberg et al. 1999; Ballweber 2009).
Entretanto, em hospedeiros imunocomprometidos pode constituir um risco zoonatico,
como descrito por Hoberg (1999) onde a cisticercose por T. crassiceps se tornou fatal
para um cdo imunodebilitado.

A infeccdo por T. crassiceps em animais domésticos pelo helminto adulto
promove a possibilidade de incidéncia em humanos (Freeman et al. 1973). Tanto os
animais domésticos quanto o homem podem atuar como hospedeiros paraténicos deste
parasito, desenvolvendo cisticercos no sistema nervoso central e na regido subcutanea
(Freeman et al. 1973).

Casos de infeccdo humana pela T. crassiceps em hospedeiros
imunocompetentes ja foram descritos, como o de uma garota de 15 anos que
apresentou infeccéo ocular por cisticerco de T. crassiceps, todavia o parasito foi retirado
sem maiores complicagbes (Arocker-Mettinger et al.1992). A presenca de animais
domeésticos infectados com o helminto adulto de T.crassiceps aumenta a incidéncia de
casos em humanos, como o relato de cisticercose intraocular em uma menina de 17
anos de idade que ingeriu, acidentalmente, ovos de T. crassiceps que estavam sendo
liberados por seu cdo de estimagdo (Freeman et al. 1973). Duong et al. (2006)
relataram caso de paciente imunocompetente com presenca de cisticercos sugestivos
de T. crassiceps na parede abdominal e sem relato de doenca ou caso na familia de
teniase por T. solium. A etiologia por T. crassiceps € sugerida devido ao provavel
contato do paciente com raposas provenientes da regido norte da Franca. Também
Heldwein et al. (2006) descreveram um caso na Alemanha de infeccdo humana por
Taenia crassiceps, com desenvolvimento de cisticercos no tecido subcutaneo na base
dos dedos na mdo esquerda de um paciente com linfoma n&o-Hodgikin, porém a

quimioterapia antiparasitaria promoveu cura completa.



Outros animais domésticos como 0s gatos podem também atuar como
hospedeiros paraténicos, desenvolvendo cisticercos no sistema nervoso central e na
regido subcuténea, sugerindo que a fonte da infeccao pode estar proxima de humanos
(Winschmann et al. 2003).

Apesar destes relatos, em sua maioria 0s pacientes nos quais a infec¢éo por T.
crassiceps tenha sido diagnosticada apresentavam algum quadro de imunodepresséo,
como SIDA, tratamento com imunossupressores, quimioterapia ou linfomas (Klinker et
al. 1992; Chermette et al. 1995; Maillard et al. 1998; Francois et al. 1998).

Embora a infeccdo por T. crassiceps seja rara em humanos e se apresente
sensivel ao tratamento farmacoldgico com anti-heminticos em especial praziquantel e
albendazol deve, assim como outras parasitoses que em muitos casos até se tornaram
emergentes, ser um assunto abordado com interesse pelo fato de a imunodeficiéncia
adquirida (HIV/SIDA) representar um alto indice de infeccao na populacao atual e deste
modo, um quadro de cisticercose por T. crassiceps nestes individuos poderia gerar

guadros severos.

1.3-Metabolismo de Taenia crassiceps

O metabolismo de helmintos difere entre os estagios larval e adulto. Geralmente
a via bioenergética encontrada em helmintos adultos € predominantemente anaerdbia,
mesmo em presencga de oxigénio. Os processos oxidativos terminais como o ciclo do
acido tricarboxilico e o tipo convencional de cadeia respiratéria estdo frequentemente
ausentes ou limitados os quais impedem a utilizacdo de acidos graxos como fonte de
energia (Komuniecki & Harris 1995).

Helmintos como Schistosoma sp e filarias quando se encontram em habitats
com riqueza de glicose, como por exemplo vasos sanguineos e linfaticos, excretam
primariamente como produto final do metabolismo de carboidratos o lactato embora a
via aerdbia possa ter a capacidade de contribuir significativamente na geracdo de

energia. Em contraste, helmintos intestinais como o cestddeo Hymenolepis diminuta e o
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nematddeo Ascaris suum que vivem em habitats com disponibilidade episodica de
glicose e a tensdo de oxigénio é baixa contam com estoque de glicogénio para
fornecimento de energia e uma via mitocondrial capaz de gerar energia na auséncia de
oxigénio (Komuniecki & Harris 1995).

Os parasitos da classe Cestoda ndo possuem trato digestério e deste modo,
tanto seu tegumento quanto sua membrana cistica sdo adaptados a fungéo de captacao
de nutrientes (Willms et al. 2005). Sua principal fonte de energia sdo os carboidratos,
em especial a glicose (Smyth & McManus 1989). Também a trealose pode ser
encontrada em helmintos. A trealose € um dissacarideo também importante como fonte
de reserva em alguns organismos como Haemonchus contortus e pode ser até mais
abundante que o glicogénio (Komuniecki & Harris 1995).

No entanto, o comportamento metabdlico do parasito depende da oferta
nutricional de substancias como carboidratos, aminoacidos, vitaminas, acidos graxos,
nucleosideos, esterdis, bases puricas, porfirinas, do ambiente no qual ele se encontra.
Deste modo, um metabolismo do tipo anaerébio de degradacéo de carboidratos estara
presente se ele estiver em um ambiente pobre em oxigénio, bem como um metabolismo
aerdbio poderd ocorrer se o parasito se encontrar em ambiente no qual a oferta de
oxigénio seja farta. Também em razdo de serem desprovidos de trato digestério estes
helmintos se tornaram capazes de incorporarem nutrientes como proteinas através do
tegumento por endocitose (Kohler & Voigt, 1988).

Na auséncia de oxigénio a maior parte dos organismos converte glicose em
moléculas organicas parcialmente oxidadas incluindo succinato e acetato, sendo uma
estratégia fermentativa usada por organismos que vivem em meios predominantemente
microaerofilos ou anaerébios como muitos parasitos metazoarios (Bringaud et al. 2010).
Na sua fase adulta, T. crassiceps vive na cavidade intestinal do hospedeiro definitivo e
como O oxigénio é escasso neste ambiente, apresenta metabolismo anaerébio dando
origem a produtos finais como acetato, acidos graxos volateis, succinato e lactato

(Kohler & Voigt 1988; Del Arenal et al. 2001).



Através da glicdlise (figura 3), as formas adultas em anaerobiose convertem a
glicose em fosfoenolpiruvato, que transformado em piruvato da origem ao lactato e
alanina. O fosfoenolpiruvato podera também originar oxaloacetato que formara malato.
O malato possui transito livre para o interior da mitocéndria, onde € convertido em
fumarato, succinato e posteriormente ao propionato. Também o malato poderd ainda

ser convertido a piruvato, precursor de acetil coenzima-A, dando origem ao acetato e

acidos graxos volateis (Kohler & Voigt 1988).
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Figura 3. Catabolismo anaerdbio de carboidratos em helmintos. AGV. Acidos
graxos volateis. C. citoplasma. E. produtos finais do metabolismo excretados. M.
mitocondria. OAA. Oxaloacetato. PEP. Fosfoenolpiruvato. Esquema adaptado de Koller

e Voigt (1988) e Vinaud (2007).

A forma larval (cisticerco) vive em cavidades do hospedeiro intermediério, nas
quais existem moderadas concentracdes de oxigénio e desta forma os carboidratos que
sdo utilizados como fontes energéticas sao degradados pelas vias do metabolismo
aerdbio (Corbin et al. 1998; Vinaud et al. 2007).

O glicogénio e a glicose sdo os carboidratos preferenciais utilizados como
reserva e como fonte energética, respectivamente para cisticercos de T. crassiceps e

geralmente os carboidratos s&o retirados do meio no qual o parasito se encontra



(Corbin et al. 1998). Entretanto outros carboidratos também sao encontrados
armazenados em sua membrana cistica como trealose, glicosamina e galactose
podendo ser usados em momentos de escassez energética (Melhorn et al. 1998;
Vinaud 2007).

A figura 4 ilustra o catabolismo de carboidratos pelo cisticerco de T. crassiceps
onde ocorre a formacgéo de piruvato em duas regifes celulares, no citoplasma sob a
acado da enzima piruvato quinase sobre o fosfoenol piruvato e na mitocdndria sob a
acao da enzima malica sobre o malato. No citosol, o piruvato pode seguir trés
caminhos: 1. Sofre acdo da enzima lactato desidrogenase, gerando lactato que podera
ser excretado ou reutilizado na gliconeogénese; 2. Sofre agdo da transaminase gerando
alanina, a qual sera excretada; 3. E transportado para o interior da mitocondria. Na
mitocéndria, piruvato € convertido em acetil-co-A gerando citrato, que participara do
ciclo do &cido citrico, ou acetato que sera excretado. Também pode sofrer acdo da
enzima malica mitocondrial formando malato e invertendo parcialmente o ciclo do acido
citrico (Corbin et al. 1998; Vinaud et al. 2007). In vitro, produtos finais do metabolismo
de carboidratos de Taenia crassiceps sdo lactato e alanina e do metabolismo
respiratdrio sdo acetato, citrato e succinato. (Corbin et al. 1998; Vinaud et al. 2007).
Estudos in vitro e in vivo demonstraram que em condi¢cfes de estresse metabdlico os
cisticercos de T. crassiceps sao capazes de oxidar acidos graxos como fonte alternativa
de energia, gerando (B-hidroxibutirato, propionato e acetato os quais sdo excretados

(Vinaud et al. 2009; Fraga et al. 2011).
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Figura 4- Catabolismo de carboidratos em cisticercos de Taenia crassiceps e

Citoplasma | Mitocondria

produtos finais do metabolismo excretados. PEP. Fosfoenolpiruvato. OAA.
Oxaloacetato. T. Substancias com transito livre pela membrana mitocondrial. 1. Piruvato
quinase; 2. Lactato desidrogenase; 3. Alanina transaminase; 4. Fosfoenolpiruvato
carboxiquinase; 5. Malatodesidrogenase citosélica; 6. Fumarase; 7. Fumaratoredutase;
8. Enzima malica mitocondrial; 9. Enzima malica citosélica; 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. Reacdes mitocondriais
separadas pelo pontilhado que ocorrem em vertebrados ndo foram demonstradas em

cestodeos. Adaptado de Corbin et al. (1998) Melhorn et al (1998) e Vinaud (2007).
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No metabolismo de invertebrados, o succinato € um &cido organico excretado
como produto final do ciclo do &cido citrico que também pode ser utilizado via succinato
desidrogenase na cadeia transportadora de elétrons na fase do complexo Il da cadeia
respiratdria, indicando que sua concentracdo estd diretamente relacionada aos
processos respiratorios aerébios (Komuniecki & Harris 1995).

O modo como os helmintos realizam a biossintese de aminoacidos e proteinas,
permanece desconhecida, mas aparentemente ocorre uma retirada destes elementos
do ambiente de acordo com a biodisponibilidade oferecida pelo hospedeiro. Esses
aminoacidos podem ser utilizados na sintese de proteinas, neurotransmissores e neuro-
hormdnios (Kohler & Voigt 1988). Da mesma forma, processos como catabolismo de
proteinas também néo estéo claros em helmintos, admitindo-se a producgéo e excre¢éo
de amobnia como produto final e ndo uréia, como ocorre na maioria dos vertebrados
(Kohler e Voigt, 1988). Nao foi encontrada na literatura a descri¢gdo do ciclo da uréia em
cestodides. Porém, em mamiferos ocorre o catabolismo de aminoacidos dentro e fora da
mitocondria, gerando fumarato e uréia como produtos finais, que serdo excretados
(Lehninger et al., 2011).

A maioria dos helmintos ndo é capaz de sintetizar lipidios (acidos graxos de
cadeias longas e esterois), sendo, portanto, dependentes de sua absor¢do a partir do
meio no qual se encontram. Acidos graxos absorvidos de fontes exégenas s&o
rapidamente incorporados nas reservas de triacilglicerol e fosfolipideos, encontrados

principalmente na membrana cistica e tegumento de cestédeos (Kbhler e Voigt, 1988).
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1.4-Farmacos anti-helminticos utilizados no tratamento da cisticercose

O albendazol e o praziquantel, preferencialmente utilizados em conjunto e
associados com medicacdo atinflamatéria e imunossupressora, representam na
atualidade os farmacos de escolha para tratamento da cisticercose (Palomares et al.
2006; Chavez-Trejo et al. 2011).

O albendazol tem sido mais efetivo que o praziquantel, representando na
atualidade o farmaco preferido para o tratamento da cisticercose, entretanto, quando
nao apropriado ou disponivel, o praziquantel apresenta eficacia semelhante (Rosenthal
& Goldsmith 2005; Palomares et al. 2006; Chavez-Trejo et al. 2011). O albendazol é
considerado um farmaco anti-helmintico de amplo espectro e relativamente bem
tolerado (Kélher 2001).

O albendazol é um carbamato benzimidazol. Ap6s administracao oral depois de
absorvido sofre rapido metabolismo de primeira passagem no figado ao metabdlito ativo
o sulféxido de albendazol. Atinge concentracdes plasmaticas maximas variaveis cerca
de 3 horas apo6s administracdo de uma dose oral de 400 mg e apresenta meia vida
plasmética de 8-12 horas (Rosenthal & Goldsmith 2005).

Em humanos, o albendazol é um farmaco que é capaz de induzir atividade das
enzimas do CYP-450 responsaveis pela metabolizacdo hepética convertendo-o em sua
forma ativa: albendazol sulféxido (Venkatesan 1998).

Os farmacos anti-helminticos do grupo dos benzimidazolicos como o albendazol
e 0 mebendazol sdo capazes de provocar alteracdes na ultraestrutura das células
intestinais de nematédeos e, em cestddeos, nas células de seu tegumento
especialmente atuando na redistribuicdo de vesiculas citoplasméticas e organelas. O
albendazol promove modificagBes bioquimicas no parasito atuando na enzima fumarato
redutase, interferindo na respiracdo celular do cisticerco (Kélher 2001). Atua na

polimerizacdo da B-tubulina provocando interrup¢do na formagdo dos microtibulos e
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afetando o metabolismo celular do parasito ao inibir a captacdo de glicose e desse
modo interferindo na sua nutricdo levando o mesmo um colapso por falta de energia
(Venkatesan 1998; Rosenthal & Goldsmith 2005; Palomares et al. 2006; Chavez-Trejo
et al. 2011).

O albendazol também exerce efeitos larvicidas na doenca hidatica, na
ascaridiase e na ancilostomiase, bem como efeitos ovicidas na ascaridiase,
ancilostomiase e tricuriase (Rosenthal & Goldsmith 2005; Rang & Dale 2012). Dessa
forma, o albendazol demonstra ser eficaz contra as principais formas de nematédeos
intestinais e cestddeos atuando contra as formas adultas, larvais e ovos (Venkatesan
1998; Horton 2000; Rang & Dale 2012).

A administragdo conjunta de praziquantel e albendazol tem sido sugerida com a
finalidade de aumentar a efetividade no tratamento contra trematédeos e cestodeos e
ainda é sugerido que o praziquantel aumenta a metabolizacdo do albendazol e
consequentemente promove elevacdo da concentracdo plasmatica do albendazol
sulféxido, metabdlito ativo da droga (Béia 2006).

O praziquantel é considerado como farmaco muito eficaz para tratamento tanto
de trematddeos quanto de cestdédeos tanto em humanos quanto em animais (Chermette
et al. 1995; Maillard et al.1998; Cioli et al. 2002; Rosenthal & Goldsmith 2005). Consiste
em um farmaco anti-helmintico de amplo espectro em associa¢cdo a um relativo custo
baixo e boa tolerabilidade. Entretanto, alguns efeitos colaterais sdo observados em
cerca de 60% dos pacientes incluindo nauseas, anorexia, vémitos, diarreia, porém estes
sintomas geralmente sdo transitérios e desaparecem em torno de 24 horas (Cioli et al.
2002).

O praziquantel € um derivado sintético da isoquinolina-pirazina. Sofre rapida
absorcdo, com biodisponibilidade de cerca de 80% apds administracdo oral e as
concentracdes séricas maximas sdo alcancadas dentro de 1-3 horas apds uma dose
terapéutica. As concentragbes de praziquantel no liquido cefalorraquidiano atigem 14-
20% das concentra¢fes plasmaticas do farmaco. Cerca de 80% do farmaco liga-se as
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proteinas plasmaticas e suas concentracdes plasmaticas aumentam quando
administrado com uma refei¢do rica em carboidratos ou com administracéo conjunta de
cimetidina (Rosental & Goldsmith 2005).

No género Schistosoma o praziquantel age promovendo contragdo muscular e
posteriormente imobilizacdo do parasito, devido ao influxo de calcio, levando a sua
morte. Também age causando danos em seu tegumento e alteragcdes metabdlicas. A
larva ou cisticerco de T. solium (Cysticercus cellullosae) especialmente quando em sua
localizacdo no cérebro (neurocisticercose) pode ser tratada com altas doses de
praziqguantel (50mg/Kg/dia por 15 dias) geralmente em associacdo com
corticoesteroides e cimetidina os quais potencializam suas concentracdes plasmaticas
(Cioli et al. 1995).

Palomares et al. (2006) descreveram que em ensaios in vitro o praziquantel
sozinho ou associado ao albendazol causa danos nas fibras musculares de cisticercos
de T. crassiceps, causando alteragbes na motilidade do parasito e promovendo
espasmos musculares e vacuolizagdo citoplasmatica, inclusive perda de integridade
celular. Bioquimicamente, estudos in vitro demonstraram indug&o da via mitocondrial de
utilizacdo do piruvato (Vinaud et al. 2008) e in vivo, uma diminuicdo na producédo de
fumarato e malato e aumento na producdo de succinato, estimulando a via aerébia de
producao de energia (Fraga 2011).

O praziquantel age sobre platelmintos promovendo alteracbes no influxo de
calcio relacionadas a presenca do farmaco, indicando que os canais de célcio de
Schistosoma sp sdo sensiveis ao farmaco, enquanto que os canais de célcio
encontrados em mamiferos ndo apresentam tal sensibilidade, este fato explica a
seletividade de acdo do farmaco somente no parasito. Além disso, o farmaco é capaz
de alterar a estrutura da bicamada de fosfolipideos de membrana ou a fluidez da
membrana celular do parasito, 0 que poderia resultar em alteracdes na permeabilidade
de membrana ao célcio ou a efeitos indiretos em receptores e canais de membrana
(Greenberg 2005).
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1.5-Glicose

A glicose € o principal combustivel da maioria dos organismos e ocupa uma
posicao central no metabolismo e através de seu armazenamento como um polimero de
massa molecular alta, a célula pode acumular grandes quantidades de hexose,
engquanto mantém uma osmolaridade citosélica relativamente baixa. Desse modo,
quando demandas energéticas aumentam subitamente, a glicose pode ser liberada
rapidamente desses polimeros de armazenamento intracelulares e empregada para
produzir ATP de maneira aerdbica ou anaerébica (Lehninger et al., 2011).

Na auséncia de oxigénio, as células de mamiferos obtém energia pela glicolise
ou fermentagdo, entretanto a maioria das células eucaridticas vivendo em condi¢des
aerdbicas e oxidando seus combustiveis organicos completamente até didéxido de
carbono e agua, a glicolise ndo é mais que o primeiro estagio da oxidagdo completa da
glicose e entdo o piruvato formado na via glicolitica ao invés de reduzido a lactato ou
outro produto da fermentacdo € sim oxidado a CO, e H,O. Essa fase aerbbica do
catabolismo é chamada respiracéo (Lehninger et al., 2011).

A glictlise é a principal via do metabolismo da glicose, ocorrendo no citosol de
todas as células. A capacidade da glicolise de produzir ATP na falta de oxigénio permite
gue o musculo esquelético de mamiferos trabalhe em niveis elevados mesmo na falta
de oxigénio. A concentracdo de glicose na corrente sanguinea de mamiferos é mantida
a niveis sensivelmente constantes. A glicose entra nas células por difusdo facilitada por
carreador/transportador. Este processo ndo permite a acumulacdo na célula de
concentracdes de glicose superiores as existentes no sangue, consequentemente para
manter glicose em seu interior € realizada modificagdo quimica da glicose pela enzima
hexoquinase (Murray et al. 2013; Lehninger et al. 2011).

Em mamiferos a glicélise inicialmente ocorre com a conversdo da glicose em
glicose-6-fosfato por acdo da hexoquinase. A membrana célular € impermeavel a

glicose-6-fosfato, que pode por isso ser acumulada na célula. A glicose-6-fosfato sera
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utilizada na sintese do glicogénio (uma forma de armazenamento de glicose), para
produzir outros compostos de carbono na via das pentoses fosfato, ou degradada para
produzir energia (glicolise). Para poder ser utilizada na producéo de energia, a glicose-
6-fosfato € primeiramente isomerizada a frutose-6-fosfato pela fosfoglicose isomerase.
A frutose-6-fosfato é depois fosforilada a frutose-1,6-bisfosfato pela acdo da
fosfofrutoquinase. Este € o ponto de ndo retorno desta via metabdlica: a partir do
momento em que a glicose é transformada em frutose-1,6-bisfosfato ndo pode ser
usada em nenhuma outra via. Entéo a frutose-1,6-bisfosfato é clivada em dois acucares
de trés carbonos cada (dihidroxiacetona fosfatada e gliceraldeido-3-fosfato). A
dihidroxiacetona é isomerizada em uma segunda molécula de gliceraldeido 3-fosfato,
ocorrendo apo6s a oxidagdo do gliceraldeido-3-fosfato e finalizando a primeira etapa da
glicélise (Lehninger et al. 2011).

Na segunda fase da glicolise as duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato sao
fosforiladas por fosfato inorganico para formar duas moléculas de 1-3-fosfoglicerato e
posteriormente duas moléculas de piruvato (Murray et al. 2013; Lehninger et al. 2011).

A regulacdo da glicolise ocorre pela enzima hexoquinase inibida pelo préprio
produto Glicose-6-fosfato; a fosfofrutoquinase é a principal enzima no controle da via
glicolitica, também altos niveis de ATP e citrato exercem inibi¢cdo (Murray et al 2013).

O piruvato produzido na glicélise ainda contém bastante poder redutor. Este
poder redutor vai ser aproveitado pela célula no Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido
Citrico, ocorrendo no interior mitocondrial. Em primeiro lugar, o piruvato é utilizado para
produzir acetil-CoA, que € uma forma ativada de acetato. Nesta reacdo intervém a
piruvato desidrogenase (Murray et al. 2013).

Na primeira reacao do ciclo de Krebs, o acetil-CoA é adicionado a oxaloacetato,
dando origem a citrato que depois é isomerizado a isocitrato. Este é entdo
descarboxilado a a-cetoglutarato. A parte final do ciclo de Krebs consiste em regenerar
0 oxaloacetato a partir do succinato. O succinato € primeiro oxidado a fumarato, pelo
complexo succinato desidrogenase, que se encontra na face matricial da membrana
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interna da mitocondria. A hidratacao do fumarato produz malato, que depois é oxidado a
oxaloacetato, completando o ciclo. Uma sequiéncia semelhante de rea¢des ocorre na -

oxidacao dos lipideos (Murray et al 2013).

1.6-Insulina

Em mamiferos, o controle do nivel glicémico é realizado pela insulina juntamente
com outros horménios como o glucagon. A insulina é liberada nos periodos po6s-
prandiais e faz com que 0s musculos e células adiposas absorvam glicose e promove a
diminuicdo de fabricacdo de glicose no figado (Rang & Dale 2012). E secretada pelas
células B pancreaticas e foi proposta como uma substancia hipotética relacionada em
mamiferos com a secrecdo do pancreas e cerca de uma década depois, a partir de
investigacdes atribuidas a Banting & Best (1922), na qual utilizavam extrato deste 6rgao
em animais previamente pancreatomizados o hormdnio foi reconhecido como grande
responsavel pelo controle da glicose sanguinea. O termo insulina (Latin: insula, ilha)
define sua profunda relacdo com as ilhotas de Langerhans (Rosenfeld 2002).

O pancreas enddcrino humano é constituido por cerca de 1 milhdo de ilhotas de
Langerhans, distribuidas por todo 6rgdo (Katzung 2009). As ilhotas de Langerhans
possuem quatro tipos de células secretoras de horménios, as denominadas  ou B
secretam insulina, as células A ou a o glucagon, as D somatostatina e as PP o peptideo
pancreatico, cuja funcédo é desconhecida (Rang & Dale 2012). As células B representam
60 a 80% da ilhota, formando um nucleo central (Davis 2005) que além da insulina,
secretam um peptideo conhecido como polipeptideo amil6ide das ilhotas ou amilina,
que retarda o0 esvaziamento gastrico e se opfe a insulina por estimulacdo da
degradacéo de glicogénio no muasculo estriado (Rang & Dale 2012).

A insulina possui peso molecular de cerca de 5734 Daltons, contém 51
amino&cidos dispostos em duas cadeias A e B unidas por pontes dissulfeto; entre as

espécies humanas, bovinos, suinos existem diferencas nos aminoacidos de ambas as
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cadeias. A bovina difere do hormdnio humano em trés aminoéacidos, enquanto somente
um aminoacido diferencia a suina da humana (Katzung 2009).

Como outros horménios peptidicos, a insulina € sintetizada na forma de um
precursor (pré-pré-insulina) no reticulo endoplasmético granuloso, este precursor €
entdo transportado ao aparelho de Golgi, onde sofre clivagem proteolitica,
primeiramente, a pro-insulina e, depois, a insulina e um fragmento de fungéo incerta
chamado peptideo C. ApdGs, ambos sdo armazenados nas células B sendo secretados
por exocitose em quantidades equimolares, juntamente com quantidades menores e
variaveis de pré-insulina (Murray et al. 2013).

O principal fator de controle na sintese e producdo da insulina € a glicemia,
entretanto existem outros fatores que sdo amino&cidos, acidos graxos, divisdo
parassimpdética do sistema nervoso, horménios peptidicos para o intestino e farmacos
que atuam sobre os receptores de sulfoniluréia (Rang & Dale 2012).

No figado, a insulina inibe a glicogendlise (degradacdo do glicogénio) e a
gliconeogénese (sintese de glicogénio a partir de fontes que néo sejam carboidratos),
enquanto estimula a sintese de glicogénio a partir de carboidratos. Também aumenta a
glicélise e aumenta os depdsitos hepaticos de glicogénio (Murray et al. 2013). A insulina
aumenta a captacdo da glicose pelas células hepaticas em vertebrados pelo aumento
da enzima glicoquinase que causa fosforilag&o inicial da glicose e uma vez difundida
nas células hepéticas ndo pode ser difundida de volta pela membrana celular
(Lehninger et al. 2011). Sobre o metabolismo das gorduras aumenta a sintese de acidos
graxos e triglicerideos no tecido adiposo e no figado, inibe a lipdlise por desfosforilagdo
das lipases aumentando a sintese de glicerol, e, consequentemente aumenta a sintese
de triglicérides e de &cidos graxos. Em relacdo as proteinas estimula a captacdo de
amino&cidos pelo musculo e aumenta a sintese de proteinas, também diminui o
catabolismo de proteinas e inibe a oxidacdo de aminoacidos no figado. A insulina
também estd implicada na replicagdo celular, visto que estimula proliferacdo de diversos
tipos celulares em cultura podendo também estar envolvida com regulacao in vivo do
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crescimento. Fibroblastos em cultura sdo as células mais comumente utilizadas em
estudos a respeito do controle do crescimento (Murray et al. 2013).

O pancreas humano secreta diariamente 40-50 unidades de insulina, que
representa cerca de 15-20% do hormonio armazenado na glandula. Os mediadores
implicados nesta liberacdo sao a glicose, fatores hormonais e agentes farmacoldgicos
(Murray et al. 2013). Canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) determinam o
potencial de membrana de repouso nas células B pancreaticas. A glicose entra nas
células B através de um transportador de membra e seu metabolismo subsequente,
através da glicoquinase (a enzima limitante que atua como “sensor de glicose”, ligando
a secrecao de insulina a glicose extracelular) e da glicélise, aumenta o ATP intracelular.
Isto bloqueia os canais Karp, Causando despolarizagdo da membrana e abertura dos
canais de célcio dependentes de voltagem, levando ao influxo de Ca?** O aumento de
Ca?*citoplasmatico resultante desencadeia secrecdo de insulina, mas somente na
presenca de mensageiros amplificadores, incluindo o diacilglicerol, o &cido araquid6nico
ndo-esterificado, que facilita ainda mais a entrada de Ca?"e produtos da 12-

lipoxigenase do acido araquiddnico (Rang & Dale 2012).

1.7-Transporte celular de glicose

O transporte de glicose para o interior das células adiposas, musculares
cardiacas e esqueléticas é pronunciadamente aumentado pela insulina. Isto ocorre
através do recrutamento de transportadores de glicose a partir de uma reserva
intracelular inativa e, a seguir, pela mobilizacdo dos mesmos a um sitio ativo na
membrana plasmatica (Murray et at. 2013).

A glicose e outros acucares de configuracao similar penetram na célula por
difusédo facilitada mediada por carregador, através de um transportador de glicose
(Katzung 2009; Murray et al. 2013). A célula hepatica apresenta uma excecdo a este
esquema visto que a insulina ndo promove difusdo facilitada para o interior dos

hepatdcitos, mas aumenta indiretamente seu fluxo ao promover a converséo de glicose
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intracelular em glicose-6-fosfato através da agdo da glicoquinase que é uma enzima
induzida pela insulina. Esta rapida fosforilacdo mantém a concentracéo de glicose livre
muito baixa no hepatdcito, favorecendo, portanto, a entrada por difusdo simples através
de gradiente de concentracdo (Murray et al. 2013).

O transporte passivo mediado por transportador exibe uma cinética de saturacéo
do transportador, dependendo do gradiente de concentragdo externo e interno. Quando
as concentracdes interna e externa se igualam, a absorcdo celular de glicose diminui
(Murray et al. 2013).

Doze transportadores de glicose estéo codificados no genoma humano, cada um
com suas propriedades cinéticas unicas, padrdoes de distribuicdo no tecido e funcgéo
(Lehninger et al. 2011). Os mais conhecidos sdo o GLUT-1 que é ubiquo e o principal
transportador no cérebro, o GLUT-2 localiza-se em especial no figado e é
funcionalmente associado a glicoquinase. O GLUT-3 no cérebro, rim placenta, o GLUT-
4 localiza-se no musculo cardiaco e esquelético e no tecido adiposo e 0 GLUT-5 nos

intestinos (Katzung 2009; Murray et al.2013).

1.8-Receptor de insulina

A acdo da insulina se inicia quando o horménio se liga a um receptor
glicoproteico especifico de superficie da célula-alvo. As diversas agdes do hormdnio
podem ocorrer em segundos ou minutos (transporte, fosforilacdo protéica, ativacéo e
inibicdo enzimaticas, sintese de RNA) bem como ap0s algumas poucas horas (sinteses
protéicas de DNA, crescimento celular) (Murray et al. 2013).

Apoés penetrar na circulagdo, a insulina liga-se a receptores especializados
presentes nas membranas da maioria dos tecidos em mamiferos. O receptor da insulina
consiste em uma glicoproteina composta de duas subunidades: alfa (a) beta (8), unidas
por duas pontes dissulfeto. A subunidade alfa é externa a célula e a beta se comporta
como uma proteina transmembrana que possui atividade de tirosina quinase e quando a

insulina se liga com a subunidade alfa promove auto-fosforilagdo cruzada da
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subunidade beta, induzindo sua atividade de tirosina quinase e resultando em uma
cascata de fosforilagdo. A concentracdo intracelular de glicose livre é muito baixa
gquando comparada com a concentracdo extracelular. A taxa de transporte de glicose
através das membranas plasmaticas de células musculares e adiposas determina a
taxa de fosforilacdo da glicose e seu consequente metabolismo quando os niveis de
ambos (glicose e insulina) sdo normais. Quando a glicose ou insulina estdo elevadas,
como apds uma refeicdo, a fosforilacdo se torna limitante (Murray et al. 2013).

Quando a insulina se liga ao seu receptor especifico na célula, ocorrem diversos
eventos (1) existe uma alteracdo conformacional dos receptores; (2) estes realizam
ligagBes-cruzadas e formam micro-agregados; (3) o receptor € internalizado e (4) um ou
mais sinais sdo gerados. Em condi¢gbes nas quais 0s niveis plasmaticos de insulina se
encontram elevados como na obesidade ou acromegalia, por exemplo, o nimero de
receptores para insulina esta diminuido e os tecidos-alvos se tornam menos sensiveis a

insulina, isso explica em parte a resisténcia a insulina na obesidade e diabetes mellitus

tipo Il (Murray et al. 2013).

1.9-Tipos de insulinas comerciais

O Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 € uma doenga autoimune na qual as células 3 ou
B pancreéticas sao destruidas pelo sistema imune e que usualmente ocorre na infancia
ou adolescéncia ocasionando problemas no controle efetuado pela insulina. Esta
enfermidade ocasiona altera¢cdes no metabolismo glicidico, lipidico e proteico. Existem
guatro tipos de DM tipo 1, 2, 3 e 4. O primeiro é resultante da ndo secrecédo de insulina
pelo pancreas e o segundo, ndo insulinodependente, ndo é diretamente ligado a
secrecdo, mas a fatores como, por exemplo, resisténcia a insulina, onde o tratamento é
realizado, principalmente, sem a utilizacdo desse horménio, no tipo 3 as causas séo
multiplas como farmacoldgicas por exemplo e o tipo 4 € o diabetes gestacional (Katzung

2009; Zacone & Cooke 2013).
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Desse modo, a insulina é essencial para o tratamento do diabetes tipo | e entdo
a busca de uma insulina mais proxima a fisiolégica fez com que surgissem as insulinas
de curta e longa duracao, por modificacdes na estrutura proteica (Rang & Dale 2012). O
tratamento visa promover o equilibrio da glicose sanguinea e evitar complicagfes a
longo prazo (Rang & Dale 2012). O tratamento crbnico utiliza a injecdo subcutanea do
horménio visando repor a insulina em jejum, entre as refeicdes e pos prandial (Katzung
2009).

De modo geral as insulinas comerciais atuais se classificam quanto ao tempo de
acdo em ultra-rdpida (lispro, glulisina e aspartica), rapida ou curta (regular),
intermediaria (NPH) e acdo longa (Detemir e Glargina) e, quanto & origem, em regular
gue é idéntica a humana e NPH também idéntica a humana, porém associada a
protamina e zinco para prolongar seu efeito (produzidas por técnicas de engenharia
genética), insulinas analogas a humana (forma alterada da molécula a partir da insulina
humana), também produzidas por técnicas do DNA recombinante ou insulina animal
(suina, bovina ou mista). As insulinas de origem animal consistiam no tratamento

padrdo para o diabetes mellitus até que a insulina humana passou a ser produzida por

tecnologia de DNA recombinante (Davis 2005; Murray et al. 2013).

Acdo Tipo_de Iiicio Pico~ de Dura_géo Dulra_géo
Insulina acao efetiva maxima
Lispro <15min| 0,5-1,5h 2-4 h 4-6 h
Ultra-Rapida| Glulisina | 5-10min | 30-90min +5h ND
Aspart 5-10 min 1-3 h 3-5h 4-6 h
Rapida Regular 0,5-1h 2-3 h 3-6 h 6-10 h
Intermediaria NPH 2-4 h 4-10 h 10-16 h 14-18 h
Detemir 2h Dose Dose Dose
Longa dependente | dependente | dependente
Glargina 2h Nédo tem 24 h 24 h

Figura 5- Classificacdo das insulinas em acéo rapida, ultra rapida, intermediaria

e longa (Rang & Dale 2012).
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A insulina glargina, registrada no Brasil sob o nome comercial de LANTUS® é
produzida pelo laboratério Sanofi-Aventis e consiste em um analogo solluvel de insulina
humana de ac¢ao ultralonga “sem pico” (com amplo platé de concentracdo plasmatica).
A fixacdo de duas moléculas de arginina a extremidade carboxi-terminal da cadeia B e a
substituicdo da asparagina por glicina na por¢do A21 criaram um analogo que € soluvel
em solucdo &cida, mas que precipita no pH mais neutro do corpo apds injecado
subcutanea, liberando continuamente pequenas quantidades, permitindo uma Unica
aplicacdo ao dia (ANVISA 2010). Segundo a bula do fabricante Sanofi-Aventis as
moléculas individuais de insulina dissolvem-se lentamente do depdsito cristalino e
produzem baixos niveis constantes de insulina circulante. Seu inicio de acédo é lento de
1-1,5 hora e é mantida até 24 horas ou mais.

A figura 6 mostra os picos de acdo das insulinas comerciais atualmente

disponiveis mais comumente utilizadas no tratamento de pacientes diabéticos.
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Figura 6 - Perfis de acdo de insulinas atualmente disponiveis

(http://www.anad.org.br/institucional/tipos.asp).
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A insulina integra a categoria de medicamentos biolégicos segundo a Resolucdo
de Diretoria Colegiada— RDC n° 315, de 26 de outubro de 2005, que é o regulamento
técnico de registro, alteragbes poés-registro e revalidacdo de registro dos produtos
biolégicos terminados. Para essa Resolugdo, os medicamentos incluidos nessa
categoria sdo: as vacinas, 0s soros hiperimunes, hemoderivados, biomedicamentos
(obtidos por procedimentos ou a partir de fluidos bioldgicos ou de tecidos de origem
animal), anticorpos monoclonais, probidticos, alérgenos e os com microorganismos

vivos atenuados ou mortos (BRASIL-ANVISA 2005).

1.10- Influéncia da glicose e da insulina sobre cisticercos de Taenia
crassiceps

A glicose € o carboidrato utilizado como principal fonte energética pelos
cisticercos de T. crassiceps e geralmente é retirada do meio no qual o parasito se
encontra (Melhorn et al. 1988). Apresenta um nivel alto de energia potencial, tornando-a
bom combustivel para as reacdes que ocorrem no ambiente intracelular e pode ser
armazenada em formas poliméricas de elevado peso molecular como o glicogénio que
em situacdes de emergéncia energética, vai ser libertada desta forma armazenada e
ficando disponivel para entrar em processos de oxidagdo com extracdo de ATP
(Komuniecki et al. 1995). Estudos in vitro demonstraram que a presenca da glicose cria
condicBes favoraveis ao desenvolvimento de cisticercos de T. crassiceps (Escobedo et
al. 2009) devido a alta oferta energética, visto que a formacao de brotamentos requer
consideravel gasto de energia.

A insulina promove entrada de glicose para células de mamiferos através de
ligacdo com receptores especificos presentes nas membranas celulares e desse modo,
ativando e translocando os transportadores de glicose (Lehninger 2011). Em

invertebrados estudos ja demonstraram presenca de receptores de insulina analogos
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aos presentes em mamiferos com fungBes semelhantes ou iguais as apresentadas nos
mamiferos (Escobedo et al. 2009).

Muitos exemplos de interacdes endocrinas reciprocas entre parasitas e
hospedeiros tem sido encontrados em insetos, artropodes e mamiferos (Romano et al.
2003) e neste aspecto, receptores de superficie especificos para o horménio insulina
tem sido descrito também numa larga variedade de invertebrados, incluindo o mais
primitivo filo dos metazoarios (cnidarios e espongiarios) e seu papel central é atuar na
divisao e diferenciacao celular (Escobedo et al. 2009; Ostoa-Saloma et al. 2010). J& foi
descrito em muitas espécies de Taenideos estruturas similares aos receptores de
horménios expressos por vertebrados, com propriedades semelhantes aos receptores
do hospedeiro frente aos metabdlitos hormonais (Escobedo et al. 2009). Estudos
demonstraram que ambos os cisticercos de T. solium e T. crassiceps possuem
habilidade para sintetizar varios hormonios sexuais esteroides como androstenediona e
testosterona utilizando diferentes precursores hormonais, sugerindo que possuem
maquinaria enzimatica para transformar estes precursores esteroides em metabdlitos
(Jiménes et al. 2006). Outros estudos realizados por Romano et al. (2003) relacionados
com producdo de horménios, demonstraram producdo de androgénios por cisticercos
de T. solium e T. crassiceps em camundongos machos e fémeas Balb/c.

Estudos feitos por e Escobedo et al. (2009) descreveram in vitro a detecgéo de
receptores de insulina em cisticercos de T. solium e T. crassiceps e Ostoa-Saloma et al.
(2010) demonstraram in vitro que cisticercos de T. crassiceps tiveram sua reproducao

aumentada quando expostos ao hormonio insulina em relagdo a um grupo controle.
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2- JUSTIFICATIVA

Neste estudo foi analisado, através de cultivo in vitro, 0 metabolismo energético
e respiratorio de cisticercos de T. crassiceps expostos a glicose, insulina e aos
farmacos anti-helminticos albendazol e praziquantel em baixas doses.

A glicose e o glicogénio, a forma polimerizada da glicose, representam a maior
fonte de energia para os cestdédeos. O glicogénio encontra-se estocado em grande
guantidade nas membranas do parasito e a glicose geralmente é obtida do hospedeiro,
no meio no qual o parasito se encontra (Willms et al. 2005; Vinaud et al. 2008). Os
farmacos anti-helminticos disponiveis utilizados atualmente em infecgBes por cestédeos
agem alterando o metabolismo destes parasitos em relacdo a estes carboidratos.

Estudos demonstraram que os farmacos anti-helminticos albendazol e o
praziguantel sdo capazes de alterar o metabolismo energético de cisticercos de T.
crassiceps bloqueando sua captacdo de glicose e, deste modo, forcando o parasito a
criar fontes alternativas de energia para sobreviver ou consumir suas reservas (Vinaud
et al. 2008).

Também ja foi descrito que alguns hormdnios como a insulina podem
desempenhar papel ativo na cisticercose murina por T. crassiceps. Camundongos
fémeas Balb/c normais infectadas com cisticercos de T. crassiceps previamente
expostos a insulina, apresentaram aumento significativo na carga parasitaria em relagéo
aos camundongos inoculados com cisticercos ndo expostos a insulina (Escobedo et al.
2009).

Escobedo et al. (2009), demonstraram que cisticercos de T. crassiceps (cepa
ORF) expressam receptores para insulina semelhantes aos expressos por células
humanas, fato que demonstra a facilidade do parasito em absorver a glicose do

hospedeiro.
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A insulina € um hormonio responsavel em humanos principalmente por promover
entrada de glicose nas células, promovendo a reducdo dos seus niveis sanguineos
(Murray et al. 2013). Escobedo et al. (2009) demonstraram in vitro que a insulina parece
promover reproducdo, crescimento e viabilidade em cisticercos de T. crassiceps,
contribuindo para a proliferacdo celular deste parasito.

Estudos demonstraram diferengas metabdlicas encontradas em cisticercos nos
seus diferentes estadios evolutivos, indicando que a producdo de brotamentos exige
uma demanda maior de energia, inclusive de fontes energéticas alternativas, retiradas
do hospedeiro, debilitando seu habitat j& que cisticercos em fase inicial e larval sdo
encontrados em grande quantidade na cavidade peritoneal (Dorais & Esch, 1969).

Devido ao emprego de cisticercos de T. crassiceps como modelo experimental
para estudos de cisticercose causada pela forma larval de T. solium e diante do fato que
a infeccdo por T. crassiceps pode também atingir humanos em especial em estado de
debilidade do sistema imune como ocorre na infec¢cdo pelo HIV, podendo levar a
quadros graves e muitas vezes de dificil diagnéstico, estudos mais aprofundados do
comportamento metabdlico deste parasito se tornam de real importancia (Klinker et al.
1992; Maillard et al. 1998; Duong et al.2006, Heldwein et al. 2006).

Estudos metabdlicos in vitro sdo necessarios para determinar os mecanismos de
sobrevivéncia dos parasitos frente a ambientes diversos e por vezes hostis
possibilitando obtencdo de resultados que podem auxiliar estudos futuros a este
respeito. Maiores conhecimentos a cerca da complexa interacdo que ocorre na relacdo
parasito/hospedeiro sdo o ponto chave para compreensdo do sucesso do parasito em
sua jornada dentro do hospedeiro e para possibilitar caminhos para controle da

infeccao.
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3- OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-Objetivo geral
e Analisar in vitro o metabolismo energético e respiratorio de cisticercos de

T. crassiceps expostos a glicose, insulina e baixas doses de farmacos

anti-helminticos albendazol e praziquantel.

2-Objetivos especificos

Determinar e quantificar in vitro o efeito de duas concentragbes de
glicose no metabolismo energético e respiratério de cisticercos de T.

crassiceps.

Determinar in vitro o efeito de duas concentracdes de insulina no

metabolismo energético e respiratorio de cisticercos de T. crassiceps.

Quantificar in vitro a influéncia dos farmacos anti-helminticos albendazol
e praziquantel, em baixas doses no metabolismo de vias respiratérias e

energéticas de cisticercos de T. crassiceps.

Determinar a influéncia de duas concentracdes de glicose e de insulina
no mecanismo de agdo dos farmacos anti-heminticos albendazol e

praziquantel em cisticercos de T. crassiceps.
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4- METODOLOGIA

4.1-Manutencao do ciclo biolégico de Taenia crassiceps.

O ciclo biolégico de T. crassiceps (cepa ORF) foi mantido no biotério do
IPTSP/UFG a partir da forma larval de T. crassiceps que foi inicialmente inoculada na
cavidade peritoneal de camundongos fémeas BALB/c de 8 a 12 semanas de idade.
Estes cisticercos multiplicaram por brotamento e cerca de 60 a 90 dias apds a infeccao
0os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, obedecendo ao
protocolo de necropsia preconizado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL/COBEA) e os cisticercos foram retirados de sua cavidade
peritoneal. Os cisticercos de T. crassiceps em estadio inicial retirados dos
camundongos infectados foram inoculados em camundongos fémeas BALB/c, em
namero de aproximadamente 10 cisticercos por animal, para dar continuidade ao ciclo
(Vaz et al. 1997).

Os animais foram devidamente alojados com luminosidade e temperatura
controlados, bem como umidade relativa do ar e ruidos, recebendo cuidados diérios,

agua acidificada e racdo padrdo para a espécie a vontade.

4.2-Cisticercos de Taenia crassiceps utilizados no cultivo

Apoés aproximadamente quatro semanas de infeccdo, camundongos fémeas
BALB/c infectadas com cisticercos de T. crassiceps (cepa ORF) que foram obtidos dos
camundongos fémeas BALB/c mantenedoras de ciclo, foram necropsiadas por
deslocamento cervical e os cisticercos de foram retirados de sua cavidade peritoneal,
colocados em placa de Petri esterilizada e lavados com solugdo fisiologica estéril.
Posteriormente os cisticercos foram separados de acordo com suas caracteristicas
macroscopicas em estadio inicial (vesicula transllicida e sem brotamentos); em estadio
larval (translicida e com brotamentos) e em estadio final (opaca e sem brotamentos)

(Vinaud et al. 2007). Os cisticercos em estadio inicial foram os escolhidos para serem
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utilizados no experimento, por serem aqueles que se encontram em rapida proliferacédo
e por isso 0s que mais sentiriam os efeitos dos fatores estressantes.

A densidade foi de 10 cisticercos por poc¢o (placa de cultura de 24 pog¢os), com
1,0 mL de meio RPMI suplementado com L-Glutamina, soro fetal bovino ativado a 10 %,
penicilina/estreptomicina 1/1000 (200.000 U), Hepes 1,0 M, 2-mercaptoetanol.

Ao meio de cultura foi adicionado glicose até se obter concentracdes de 56 e
120 mM/mL, ou insulina glargina (Lantus®) 1,5 ou 2,0 U/mL, ou albendazol (Laboratério
Teuto) 0,05 e 0,075 ug/ mL, ou praziquantel (Merck) 0,03 e 0,06 ug/ mL. Ou apenas
meio RPMI suplementado no caso do grupo controle. A concentracdo dos farmacos foi
correspondente a DLso de acordo com Palomares et al. (2004). Ap6s 24 horas de cultivo
em estufa 37° C com 5% de CO, os cisticercos foram retirados da placa e o0 meio de
cultura foi aliguotado em eppendorfs e apds procedeu-se o congelamento do meio de
cultura com nitrogénio liquido, objetivando a estase das reacdes metabdlicas. Apds, o
meio de cultura passou por processo de extracdo dos &acidos organicos e
posteriormente os produtos secretados/excretados (SE) pelos cisticercos foram, entéo,

analisados conforme metodologia adaptada de Vinaud et al. (2007)

4.3-Padronizacéo dos reagentes de uso e preparo do meio de cultura

O meio RPMI® (Invitrogen, Gibco) solucdo estoque utilizado foi preparado a
partir de meio RPMI® comercial liofilizado 10,4 g, bicarbonato de sdédio 1,0 g, H,O g.s.p
1,0 Litro, pH entre 7,2-7,4, filtrado em membrana de 0,22 pm utilizando bomba & vacuo
e estocado em temperatura de 2° C a 8° C.

O meio RPMI® suplementado consistiu de L-Glutamina 200 mM, soro fetal
bovino ativado a 10 %, penicilina/estreptomicina 1/1000 (200.000 U), Hepes 1,0 M, 2-
mercaptoetanol 50 mM.

A cada poco da placa de cultura foram adicionados 10 ou 20 pyL de solucdo
hipertdnica de glicose a 50 % para obter respectivamente concentracbes de 56 mM e

120 mM.
31



As concentracdes de insulina (Lantus®) usadas foram 1,5 e 2,0 U/mL. O
praziquantel (Merck) foi empregado nas concentragdes de 0,03 ug e 0,06 ug/ mL e o
albendazol (Laboratério Teuto) 0,05 ug e 0,075 ug/ mL (ambos dissolvidos em etanol)

correspondentes a DLsy de acordo com Palomares et al (2004).

Insulina 1.5 e Controle

2.0U e Glicose

56e 120 mM Meio RPMI®

Insulina 1.5 Insulina 2.0 Glicose 56 Glicose 120

Glicose 120 ¢/
insulinal.5e
2.0

Glicose 56 ¢/
insulinal.5e
2.0

Insulina 1.5 ¢/
glicose56 e
120

Insulina 2.0 ¢/
glicose 56 e 120

7

Figura 7- Fluxograma esquematizando o tratamento in vitro de cisticercos de

Taenia crassiceps expostos a glicose (mM/mL) e insulina (U/mL) e grupo controle.
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Praziquantel Grupo Praziquantel

0.03 pug/mL controle 0.06 pug/mL
glisbeglil20 glisbegli
mM/mL ] 120mM/mL
ins1.5e
. ins1.5eins 2.0
b iNs2.0U/mL - U/mL
gli56+ins 1.5egli glis6+ins1.5egli
u 120+ins 1.5 wu 120+ins 1,5
gli56+ins 2,0 egli gli 56+ins2.0 egli
= 120+ins 2.0 = 120+ins 2.0

Figura 8 - Fluxograma esquematizando o tratamento in vitro de cisticercos de
Taenia crassiceps expostos ao praziquantel 0.03 e 0.06 pg/mL e diferentes

concentracdes de glicose (mM/mL) e insulina (U/mL) e grupo controle.

O grupo controle consistiu de meio 1,0 mL RPMI® suplementado e 10

cisticercos por pogo.
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Albendazol Grupo Albendazol
0.05pg/mL controle 0.075pg/mL
glisbeglil20 glisbeglil20
mM,/mL mM,/mL
ins 1.5 . .
| eins2.0U/mlL - '”Slﬁﬁgrﬂ”'o

gli56+ins 1,5 egli
= 120+ins 1.5

gli 56+ins 2.0 e gli
= 120+ins 2.0

gli56+ins 1.5 egli
= 120+ins 1,5

gli 56+ins 2.0 egli
= 120+ins 2.0

Figura 9-Fluxograma esquematizando o tratamento in vitro de cisticercos de
Taenia crassiceps expostos ao albendazol 0.05 e 0.075 pg/mL e diferentes

concentracdes de glicose (mM/mL) e insulina (U/mL) e grupo controle.

4.4- Extracao e andlise de acidos organicos secretados/excretados

Os acidos organicos presentes no meio RPMI® no qual os cisticercos foram
mantidos em cultura foram extraidos com a utilizacdo de uma coluna cromatogréfica de
troca idnica (Bond Elut® - Varian). Com auxilio de uma bomba a vécuo, esta coluna de
extracdo foi ativada com 1 mL de HCI (0,5 mol/L), 1 mL de Metanol e 2 mL de H,O
ultrafiltrada. Em seguida foi aplicado 250 pL da amostra. ApGs a aplicacdo da amostra,
foram acrescentados 2 mL de agua ultrafiltrada e o Bond Elut retirado da bomba a
vacuo. Logo apos foram aplicados 250 uL de H,SO, (0,5 M) e o material foi centrifugado
a 500 g/5 minutos a 20° C (Bezerra et al.1999).

As amostras resultantes foram submetidas a cromatografia liquida (HPLC-Varian

ProStar) com uma coluna de exclusdo BIORAD-Aminex ion exclusion HPX — 87H (300
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X 7,8 mm). A coluna de separacgdo € protegida por uma coluna de protecdo BIORAD-
Aminex HPX — 85. O eluente utilizado na fase movel foi o acido sulftrico (5 mMol/L) a
temperatura de 30°C, com vazado 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
40uL (Bezerra et al. 1999; Vinaud et al 2007).0 tempo de retencdo dos acidos
organicos e as areas dos picos das substancias detectadas foram calculadas por um
programa computadorizado acoplado ao cromatégrafo: Star Chromatography
Workstation 5.0 Varian, fornecendo sua concentracdo nas amostras. Os acidos
organicos foram identificados de acordo com o tempo de retencdo e com calibracéo
previamente realizada no HPLC. Os acidos organicos analisados indicam glicolise
(piruvato e lactato), ciclo do &cido citrico (succinato, fumarato e malato) e metabolismo

de acidos graxos (acetato, propionato e B-hidroxibutirato) (Bezerra et al. 1999).

4.5- Andlises estatisticas

As analises foram realizadas em triplicata e as concentragfes dos &cidos
organicos foram comparadas através do ANOVA. As diferengas foram consideradas

estatisticas quando p < 0,05.
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5- RESULTADOS

Através deste estudo, avaliou-se a SE de &cidos orgénicos relacionados ao
metabolismo energético e respiratério de cisticercos de T. crassiceps, em estadio inicial,
mantidos em meio de cultura RPMI® suplementado e utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para deteccéo dos acidos. Foram empregados juntamente ao
meio de cultura os farmacos anti-heminticos albendazol e praziquantel em baixas
doses, glicose e insulina, todos em duas concentragdes. O estudo avaliou mudancas no

metabolismo do parasito que podem ocorrer quando em ambientes hostis.

5.1- Secrecao/excrecao de lactato e piruvato

Nao houve diferenca estatistica na SE de lactato entre o grupo controle e o
grupo tratado com insulina e glicose isoladas ou em associacdo (tabela 1 e 2). Nos
grupos expostos ao praziquantel em concentracédo de 0,03 pg/mL isolado ou associado
a glicose ou insulina também né&o houve influéncia na SE de lactato em relacdo ao
grupo controle (tabela 3), assim como nos grupos tratados com praziquantel 0,06 pg/mL
isolado ou associado de glicose ou insulina (tabela 4). De modo semelhante, também
ndo houve diferenca estatistica na SE de lactato entre o grupo controle e 0s grupos
tratados com albendazol 0,05 pg/mL.(tabela 5).

Apenas no grupo tratado com albendazol 0,075 pg/mL (tabela 6) associado a
glicose em concentracdo de 120 mM/mL houve influéncia na SE de lactato em relagédo
ao grupo controle, havendo maior SE de lactato (p < 0,05).

N&o foi detectada SE de piruvato nos grupo controle nem nos grupos tratados
com insulina e glicose isoladas ou associadas (tabela 1 e 2). Também ndo foi detectada
SE de piruvato nos grupos tratados com praziquantel 0,03 pg/mL (tabela 3) e
praziquantel 0,06 pg/mL (tabela 4) e nem nos grupos tratados com albendazol 0,05

pug/mL (tabela 5) e 0,075 pg/mL (tabela 6).
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Tabela 1- Concentracdo média (+ desvio padrdo) de acidos orgéanicos (nM/L)
secretados/excretados por cisticercos de Taenia crassiceps expostos in vitro a

diferentes concentracdes de glicose e insulina.

Acidos organicos  Controle Glicose 56 Glicose 120 Insulina1,5 Insulina 2,0

Citrato 2,23£0,82 2,59+ 1,09 2,61+0,57 2,89+1,02 2,50%0,35
Oxaloacetato 0,14+0,06  0,080,04  0,11+0,012  0,13+0,02 0,0920,02
Malato 16,86+5,68 9,60%+2,40 10,58+1,90* 10,56+4,97 8,00+1,00*
Succinato 22,84+7,29 47,67£12,39* 66,60+22,31* 110,59+15,60* 92,81+17,86*
Lactato 2,50+0,87 3,09+0,72 3,06%0,28 2,84+0,43 2,40%0,33
B-hidroxibutirato 11,68+5,26 11,26+7,78 21,78+11,06 17,31+7,29 22,76+6,47
Acetoacetato 3,24+0,50 17,31+10,35 ND ND 22,87+13,89
Fumarato 2,70+0,61 1,28+0,08 1,50+1,26 1,11+0,41* 0,80+0,16*
Propionato 33,20+10,72 33,79+4,87 ND ND ND

ND — acido néo detectado * - diferenca estatistica significativa (ANOVA, p<0,05).
Glicose (MM/mL); Insulina (U/mL)

5.2- Secrecao/excrecao de oxaloacetato e citrato

N&o houve diferenca estatisticamente relevante na SE de oxaloacetato entre o
grupo controle e 0s grupos expostos a glicose e insulina (tabela 1 e 2). Entretanto nos
grupos de cisticercos tratados com praziquantel 0,03 pg/mL ndo houve deteccdo na SE
de oxaloacetato, s6 houve detec¢cdo na SE de oxaloacetato no grupo tratado com
praziguantel 0,03 pg/mL associado de insulina 1,5 U e glicose 120 mM/mL (tabela 3).

Nos grupos tratados com praziquantel 0,06 pg/mL (tabela 4) isolado ou
associado de glicose ou insulina ndo houve influéncia na SE de oxaloacetato.

Também os grupos tratados com albendazol 0,05 pg/mL (tabela 5) e 0,075
pg/mL (tabela 6), ndo demonstraram diferenca na SE de oxaloacetato em relacdo ao
grupo controle.

O tratamento com glicose e insulina isoladas ou em associacdo também né&o

influenciou a SE de citrato comparado ao grupo controle (tabela 1 e 2). Assim como os
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grupos tratados com praziquantel 0,03 pg/mL (tabela 3) e 0,06 pg/mL (tabela 4) isolados

ou associados de glicose e insulina.

Apenas no grupo tratado com albendazol 0,05 ug mL associado de insulina 1,5

U/mL e glicose 56 mM/mL (tabela 5) houve menor secrecdo de citrato em relacdo ao

grupo controle (p < 0,05). Ja nos grupos tratados com albendazol 0,075 pg/mL néo

houve diferenca na SE de citrato em relagdo ao grupo controle (tabela 6).

Tabela 2- Concentracdo média (+ desvio padrao) de &cidos organicos (nM/L)

secretados/excretados por cisticercos de Taenia crassiceps expostos in vitro a

diferentes concentracgdes de glicose e insulina associados.

Gli 56+Ins Gli 56+Ins Gli 120+Ins  Gli 120+Ins
Acidos organicos  Controle 15 2.0 1.5 2.0
Citrato 2,23+0,82 1.50+0.30 1.79+0.73 1.04+0.03 1.48+0.78
Oxaloacetato 0,14+0,06  0,08+0,04  0.097+0.03  ND ND
Malato 16,86+5,68 7.80+1.56 9.22+0.19 9.18+0.16 7.37+0.84
Succinato 22,84+7,29 90.39+41.14* 73.50+11.01* 25.55+18.60 70.62+55.28
Lactato 2,50+0,87 2.40+0.19 2.24+0.45 3.41+1.40 2.17+0.58
B-hidroxibutirato 11,6845,26 26.0+2.58 20.15+3.36 3.28+1.25 6.39+0.61
Acetoacetato 3,24+0,50 17.57+9.33 22.8716.31 14.20+12.04 7.34+3.33
Fumarato 2,70+0,61 3.19+2.94 1.40+0.27 ND 1.15+0.16*
Propionato 33,20+10,72 ND ND 14.63 8.28+0.32

ND — &cido ndo detectado * - diferencga estatistica significativa (ANOVA, p<0,05); gli 56
— glicose 56 mM/mL — gli 120 — glicose 120 mM/mL - ins 1,5 - insulina 1,5 U/mL-ins 2,0

—insulina 2,0 U/mL;

5.3- Secrecaol/excrecao de malato e fumarato

O grupo tratado com glicose 120 mM/mL apresentou SE de malato menor que o
grupo controle, assim como o grupo de cisticercos tratados com insulina 2,0 U/mL
(tabela 1) (p < 0,05). Associacdo de insulina e glicose nas duas concentracdes ndo
influenciou na SE de malato (tabela 2). Entre o grupo controle e os grupos tratados com
praziquantel 0,03 pg/mL, insulina 1,5U/mL e glicose 56 Mm/mL houve diferenca onde o
grupo tratado apresentou SE de malato menor que o grupo controle (tabela 3) (p <

0,05).
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O grupo tratado com praziquantel 0,03 pg/mL insulina 1,5 U/mL e glicose 120
mM/mL apresentou de malato ainda menor que o grupo tratado com praziquantel 0,03
pg/mL insulina 1,5 U/mL e glicose 56 Mm/mL (tabela 3) (p < 0,05). Os demais grupos
ndo apresentaram diferenca na SE de malato em relagdo ao grupo controle (tabelas 4, 5
e 6).

A presenca de glicose em ambas as concentragdes nao influenciou na SE de
fumarato em relacdo ao grupo controle (tabela 1), também a adicdo e insulina em
ambas as concentragfes aos grupos tratados com glicose 56 mL/mL ndo apresentou
diferenca na SE de fumarato em relagdo ao grupo controle (tabela 2). J& a insulina
isoladamente em ambas as concentracdes induziu menor SE de fumarato do que o
grupo controle (p < 0,05). No grupo tratado com insulina 1.5 U/mL e glicose 120 mM/mL
nao foi detectada SE de fumarato (tabelas 1 e 2).

A tabela 3 mostra que ndo houve diferenca na SE de fumarato entre o grupo
controle e os tratados com praziquantel 0,03 pg/mL e insulina 2,0.U/mL, assim como 0s
cisticercos tratados com praziquantel 0,03 pg/mL e glicose 56 mM/mL também
praziquantel 0,03 pg/mL e insulina 1,5 U/mL com glicose 120 mM/mL e ainda
praziguantel 0,03 pg/mL insulina 2,0 U/mL e glicose 120 mM/mL .

Os grupos tratados com praziquantel 0,03 pg/mL insulina 1,5 U/mL e 2,0 U/mL e
glicose 56 mM/mL apresentaram menor SE que os grupos controle (tabela 3) (p < 0,05).
N&o houve deteccdo de fumarato no grupo tratado com praziquantel 0,03 pg/mL e
glicose 120 mM/mL (tabela 3).

N&o houve diferenca na SE de fumarato entre o grupo controle e o tratado com
praziquantel 0,06 pg/mL isolado ou adicionado de insulina e glicose em ambas as
concentracoes (tabela 4).

Albendazol 0,05 pg/mL, insulina e glicose em ambas as concentragfes isolados
ou associados néo influenciaram na SE de fumarato em relagdo ao grupo controle

(tabela 5). Bem como o albendazol 0,075 pg/mL, insulina e glicose em ambas as
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concentragdes isolados ou associados néo influenciaram na SE de fumarato em relagéo

ao grupo controle (tabela 6).
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Tabela 3- Concentragdo média (+ desvio padrdo) de acidos organicos (nM/L) secretados/excretados por cisticercos de Taenia

crassiceps expostos in vitro ao praziquantel em concentragéo de 0,03 pg/mL e diferentes concentracdes de glicose e insulina.

Pzg 0.03+ins Pzq Pzq Pzqg Pzq Pzq Pzq Pzq
Acidos Controle Pzq 0.03 15 0.03+ins 0.03+gli56 0.03+gli 0.03+ins 0.03+ins 0.03+ins 0.03+ins
organicos 2.0 120 15+gli56  1.5+gli120 2.0+gli56  2.0+gli 120
Citrato 2,23+0,82 1,41+0,06 2,51+1,43 3,50+0,88 4,10+2,02 2,66+0,08 1,27+0,43 2,70+0,27 2,08+1,10 2,16%0,15
Oxaloacetato 0,14+0,06 ND ND ND ND ND ND 0,14+0,04 ND ND
Malato 16,86+5,68  10,14+0,46  16,71+8,81 13,46+2,31 10,18+7,40 7,03%£3,16 4,35+0,53* 4,17+0,96* 9,42+2,91 14,58+4,34
Succinato 22,84+7,29  16,57+2.35  26,24+5,54 23,09+3,80 19,68+3,09 ND ND ND 5,10+2,56  38,60+21,15
Lactato 2,50+0.61 1,83+0,16 3,49+2,06 3,15+0,44 2,42+1,01 2,02+0,42 1,19+0,33  3,83+0,99 3,41+0,57  3,22+0,93
B-hidroxibutirato  11.68+5,26  1,23%1,82 6,91+3,02 8,90+5,07  3,43+0,93* 2,45+0,63* ND 15,31+3,97 3,41+1,49 6,66%1,24
Acetoacetato 3,24+0.50 ND 5,06+0,55* 5,18+1,24* 3,36x1,06 ND ND 15,18+9,33  8,59+1,76* 10,34+2,32*
Fumarato 2,70+0.61 1,20+0.006  1,94+0,89 1,37+0,35 1,23+0,50 ND 0,43+0,11* 2,32+0,05 0,92+0,30* 1,92+0,40
Propionato 33.20+10,72 62,45+18,32 104,66+56,23 30,83+4,62 33,48+9.08 15,93+5,30 78,09+7,20 25,54+12,09 29,93+2,66 35,40+1,87

ND — &cido néo detectado * - diferenca estatistica significativa (ANOVA, p<0,05); pzg 0,03 — praziquantel 0,03 pg/mL - ins 1,5 - insulina 1,5

U/mL —ins 2,0 —insulina 2,0 U/mL - gli 56 — glicose 56 mM/mL — glicose 120 — glicose 120 mM/mL.
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crassiceps expostos in vitro ao praziquantel em concentracéo de 0,06 pg/mL e diferentes concentracdes de glicose e insulina.

Tabela 4- Concentragdo média (+ desvio padrdo) de acidos organicos (nM/L) secretados/excretados por cisticercos de Taenia

Acidos organicos  Controle Pzq 0.06 Pzqg Pzq Pzqg 0.06+gli Pzq Pzqg Pzq Pzq Pzq
0.06+ins 0.06+ins 2.0 56 0.06+gli 0.06+ins 0.06+ins 0.06+ins 0.06+ins
1.5 120 1.5+gli 56 1.5+gli 120 2.0+gli 56 2.0+gli 120
Citrato 2,23+0,82 1,75£0,27 2,93+1,04 2,81+0,61 2,28+0,40 2,58+0,51 1,81+0,94 2,37+0,55 2,10+0,81 1,59+0,09
Oxaloacetato 0,14+0,06 ND 0,17+0,11 ND ND 0,14+0,07  0,11+0,02 0,11+0,03  0,16%0,10 0,09+0,03
Malato 16,86+5,68 13,25+£3,28 24,83+2,40 15,33+2,67 15,92+546 21,53+2,76 15,40+6,36 16,69+1,41 19,36+7,18 16,24+3,49
Succinato 22,84+7,29 ND 7,64+190 17,29+11,98 12,74+2,69 27,49+0,06 24,97+11,01 17,80+9,46 32.,08%£8,46 24,15+11,08
Lactato 2,50+0.61 2,88+0,06 3,22+0,52  2,65+0,76 2,44+0,44 2,92+0,31  2,82+0,74 2,95+0,76  3,50+1,03 2,55+0,08
B-hidroxibutirato 11.68+5,26 7,04+1,33 7,64+1,90 10,33+1,73  5,92+3,37 11,58+6,00 8,69+3,45 8,56+4,20 11,86+10,27 5,44+0,58
Acetoacetato 3,24+0.50 3,49+0,27 3,48+0,30 ND 3,82+1,00 5,91+2,05  2,30+0,24* 3,13+0,01  9,95+5,99* 5,59+1,70
Fumarato 2,70+0.61 1,44+0,30 2,81+0,89 2,09+0,41 2,10+0,80 2,93+0,12  1,93+0,93 2,23+0,18 2,11+0,84 1,89+0,47
Propionato 33.20+10,72 4,00+0,14  33,40+1,87 30,88+10,18 75,60+41,54 20,35+4,17 63,08+11,29 27,88+0,14 27,91+1,39 25,36+1,28

ND — &cido ndo detectado * - diferenca estatistica significativa (ANOVA, p<0,05). pzg 0,06 — praziquantel 0,06 pug/mL - ins 1,5 - insulina 1,5

U/mL —ins 2,0 — insulina 2,0 U/mL - gli 56 — glicose 56 mM/mL — glicose 120 — glicose 120 mM/mL.
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5.4- Secrecéaol/excrecao de succinato

As tabelas 1 e 2 mostram que 0s grupos tratados com glicose com concentracdo
de 56 mM/mL, glicose 120 mM/mL, Insulina 1,5 U/mL, insulina 2,0 U/mL, isolados e os
associados insulina 1,5 U/mL com glicose 56 mM/mL e insulina 2,0 U/mL com glicose
56 mM/mL apresentaram SE maiores que o controle (p < 0,05). Entretanto, os grupos
de insulina associados a glicose 120 mM/mL néo apresentaram diferenca em relagdo ao
controle.

Nao houve diferenca na S/E entre os grupos controle e os tratados com
praziquantel 0,03 pg/mL isolado ou associado a glicose e insulina em ambas
concentracdes (tabela 3) assim como praziquantel 0,06 pg/mL isolado ou associado a
glicose e insulina em ambas concentracdes (tabela 4).

Albendazol 0,05 pg/mL insulina 2,0 U/mL ndo influenciaram a SE de succinato
assim como albendazol 0,05 pug/mL associado com glicose 56 mM/mL e albendazol
0,05 pg/mL com glicose 120 mM/mL (tabela 5). Também no grupo tratado com
albendazol 0,05 pg/mL insulina 1,5 U/mL e glicose 120 mM/mL n&o houve diferenca na
SE de succinato em relacdo aos grupos controle. Albendazol 0,05 pg/mL insulina 1,5
U/mL e glicose 56 mM/mL apresentaram menor SE que o grupo controle. Também
albendazol 0,05 pg/mL com insulina 2,0 U/mL e glicose 56 mM/mL (tabela 5).
Albendazol 0,075 pg/mL insulina e glicose isolados ou associados nao influenciaram na

SE de succinato (tabela 6).
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crassiceps expostos in vitro ao albendazol em concentracdo de 0,05 pg/mL e diferentes concentracdes de glicose e insulina.

Tabela 5- Concentragdo média (+ desvio padrdo) de acidos organicos (nM/L) secretados/excretados por cisticercos de Taenia

Alb 0.05 Alb Alb  0.05 Alb 0.05 Alb 0.05+gli Alb 0.05+ins Alb 0.05+ins Alb Alb
Acidos Controle 0.05+ins +ins 2.0 +gli 56 120 1.5+¢li 56 1.5+gli 120  0.05+ins 0.05+ins
orgéanicos 15 2.0+gli 56 2.0+gli 120
Citrato 2,23+0,82 3,06+0,27 1,54+0,39 1,54+0,36 2,62+0,67 1,57+1,01 1,06+0,40* 1,54+0,43 1,37+0,23 1,53+0,13
Oxaloacetato 0,14+0,06 0,18+0,03 0,10+0,06 0,13+0,05 0,23+0,15 0,16+0,056 0,09+0,04 0,12+0,02 0,12+0,03 ND
Malato 16,86+£5,68  16,82+0,97 14,14+1,07 12,27+4,87 19,71+4,12 14,80+6,36  10,32+6,26 13,98+2,15 10,65+0,72 14,70+3,25
Succinato 22,84+7,29  19,14+2 41 29,41+5,34 37,47+2,12 20,44+8,08 32,27+4,06 11,84+3,24* 33,14+10,72 18,1942 46* ND
Lactato 2,50+0.61 2,36+0,43 3,16+1,11 2,65+0,67 3,25+0,55 2,69+0,54 1,80+0,81 2,87+0,62 1,49+0,28 3,54+1,33
B-hidroxibutirato  11.68+5,26  18,85+0,57 10,40+5,95 9,60+7,34  15,05+9,81 13,88%+8,24 6,81+5,53 9,02+4,47 8,76+4,57 9,7545,45
Acetoacetato 3,24+0.50 ND ND 2,98+0,33 5,97+0,34 ND 4,30+1,57 3,09+0,27 ND ND
Fumarato 2,70£0.61 2,07+0,11 1,86+0,45 1,73+0,75 2,77+0,51  2,39+0,86 1,30+0,68 1,61+0,18 1,40+0,22 2,23%0,70
Propionato 33.20+10,72 25,17+2,62 43,82+6,78 33,01+2,65 42,84+4,34 81,01+38,84 128,94+61,94 26,66+1,77 22,59+0,08 24,32+0,85

ND — acido nédo detectado * - diferenca estatistica significativa (ANOVA, p<0,05); alb 0,05 — albendazol 0,05 pg/mL - ins 1,5 - insulina 1,5 U/mL

—ins 2,0 —insulina 2,0 U/mL - gli 56 — glicose 56 mM/mL — glicose 120 — glicose 120 mM/mL.
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crassiceps expostos in vitro ao albendazol em concentracao de 0,075 pg/mL e diferentes concentracdes de glicose e insulina.

Tabela 6- Concentragdo média (+ desvio padrdo) de acidos organicos (nM/L) secretados/excretados por cisticercos de Taenia

Acidos Controle Alb 0.075  Alb Alb Alb Alb Alb Alb Alb Alb
organicos 0.075+ins 0.075+ins 0.075+gli56 0.075+gli 0.075+ins 0.075+ins  0.075+ins  0.075+ins
1.5 2.0 120 1.5+gli 56 1.5+gli 120 2.0+gli56  2.0+gli 120
Citrato 2,23+0,82 2,01+0,54 1,57+0,36 2,06+1,68 2,06+1,15 2,62+0,89 2,40+1,24 1,70£0.92 2,30+0,39  1,84+0,95
Oxaloacetato 0,14+0,06 ND 1,59+0,01 0,13+0,03 ND 0,18+0,05 0,24+0,07 0,12+0,10 0,14+0,10 0,17+0,06
Malato 16,86+5,68  12,45+7,49 12,30+1,87 13,70+3,78 7,47+0,28 19,49+2,81 17,64+4,78 17,22+4,25 21,64+11,2 18,30+5,80
Succinato 22,84+7,29  4,52+1,36 15,95+£12,57 ND ND 45,25+17,53 12,56+12,13 20,85+0,64 19,22+0,97 24,29+17,5
Lactato 2,50+0.61 1,38+0,26  3,10+0,56 2,89+0,81 1,60+0,20 3,78+0,52*  3,43+0,38 3,16+0,31  3,19+0,50  3,08+0,38
B-hidroxibutirato  11.68+5,26  8,63+5,16  12,78+5,08  9,10+6,01 4,98+10,28  13,83+4,11  15,07+3,33  10,09+6,94 7,84+0,79  16,50+8,33
Acetoacetato 3,24+0.50 ND 5,16+2,22 ND ND ND 4,33+0,15 4,91+0,80  3,34+0,77  5,53+1,99
Fumarato 2,70+0.61 1,53+0,82  0,79+0,26 1,85+0,39 0,82+0,21 2,56+0,18 2,73+0,83 2,05+0,68 2,59+1,15 2,77+0,99
Propionato 33.20+10,72 24,59+0,55 30,14+1,27 79,03+30,09 111,96+1,61 37,63+3,54 80,78+35,69 28,80+1,72 33,08+2,43 43,76+18,35

ND — &cido ndo detectado * - diferenca estatistica significativa (ANOVA, p<0,05); albendazol 0,075 — albendazol 0,075 pg/mL - ins 1,5 - insulina

1,5 U/mL —ins 2,0 — insulina 2,0 U/mL - gli 56 — glicose 56 mM/mL — glicose 120 — glicose 120 mM/mL.
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5.5- Secrecao/excrecao de propionato e B-hidroxibutirato

N&o houve deteccdo de propionato nos grupos tratados com insulina e glicose
isoladas ou associadas em ambas as concentracdes (tabela 1 e 2).

Nos grupos tratados com praziquantel 0.03 pug/mL houve aumento na SE de
propionato, entretanto ndo houve diferenca entre 0os grupos controle e os tratados com
praziguantel 0,03 pug/mL adicionado de glicose e insulina nas concentractes: (insulina
1.5 U/mL com glicose 120 mM/mL; insulina 2.0 U/mL com glicose 56 mM/mL e insulina
2.0 U/mLcom glicose 120 mM/mL), como demonstrado na tabela 3.

Do mesmo modo, ndo houve diferengca na SE de propionato entre 0s grupos
controle e os tratados com praziquantel 0,06 pg/mL adicionado de glicose e insulina em
ambas as concentracdes (tabela 4), mas houve diminuicdo na SE no grupo tratado
somente com praziquantel 0.06 pg/mL.

Também os grupos tratados com albendazol 0,05 e 0,075 pg/mL isolados ou
com glicose em ambas as concentracdes ndo apresentaram diferenca na SE de
propionato em relacdo ao controle (tabelas 5 e 6).

A SE de B-hidroxibutirato apresentou-se maior que o controle no grupo tratado
com insulina 1.5 U/mL associada com glicose 120 mM/mL (tabelas 1 e 2) (p < 0,05).

Nos grupos tratados com praziguantel 0.03 pg/mL adicionado com glicose 56 e
120 mM/mL houve menor SE que no grupo controle (tabela 3) (p < 0,05).

Nos demais grupos nédo houve infuéncia na SE em relagéo ao controle.

5.6-Secrecao/excrecdo de acetoacetato e acetato

Insulina e glicose isoladas ou associadas nédo influenciaram a SE de
acetoacetato (tabelas 1 e 2).

N&o houve deteccdo de SE de acetoacetato no grupo tratado com praziquantel

0.03 pg/mL a n&o ser quando adicionados de insulina, entdo apresentando SE maior
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gue o grupo controle (tabela 3) (p < 0,05), quando adicionado apenas glicose ndo houve
diferenca.

Nos grupos tratados com Praziquantel 0.06 pg/mL houve maior SE de
acetoacetato no grupo adicionado de insulina 2.0 U/mL e glicose 56 mM/mL (tabela 4)
(p < 0,05).

Nos grupos tratados com albendazol 0.05 pg/mL e 0.075 pg/mL isolados ou
associados de glicose e insulina ndo houve influencia na SE de acetoacetato (tabelas 5
e 6).

N&o foi detectada SE de acetato nem no grupo controle nem nos grupos tratados

(tabelas de 1 a 6).
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6-DISCUSSAO

Através deste trabalho, analisou-se a SE de acidos orgéanicos referentes ao
metabolismo energético e respiratério de cisticercos de T. crassiceps em estadio inicial,
mantidos em meio de cultura e expostos a glicose, insulina e baixas doses de farmacos
anti-helminticos albendazol e praziquantel. Devido principalmente ao emprego de
cisticercos de T. crassiceps como modelo experimental para estudos de cisticercose
causada pela forma larval de T. solium, estudos sobre seu metabolismo sé&o
consideraveis (Duong et al.2006, Heldwein et al. 2006).

Glicose e insulina isoladas ou associadas ndo influenciaram SE de lactato
(tabelas 1 e 2) assim como os demais grupos tratados com praziquantel e albendazol
isolados ou associados. Vinaud et al. (2008) descreveram resultados semelhantes em
estudos in vitro do metabolismo energético e respiratério de cisticercos de T. crassiceps
expostos as mesmas doses desses farmacos. O lactato é produto do catabolismo
anaerobio da glicose sugerindo que esses farmacos nas concentragcdes empregadas
isolados ou associados a insulina e glicose ndo alteraram este modo de producéo do
parasito.

No grupo tratado com albendazol 0,075 pg/mL (tabela 6) associado a glicose em
concentracdo de 120 mM/mL detectou-se maior SE de lactato em relagdo ao grupo
controle. Na literatura foi descrito por Koller (2001) resultados semelhantes onde o
tratamento com baixas doses desse farmaco aumentam a SE de lactato. No presente
estudo o aumento da oferta de glicose pareceu aumentar a degradacao citosolica de
carboidrato induzindo uma producdo anaerdbia de lactato, visto que um maior aporte de
fonte energética possibilita a utilizacdo de vias metabodlicas energeticamente menos
rentaveis.

A diminuicdo e mesmo auséncia na SE de oxaloacetato nos grupos tratados com

praziguantel 0.03 pug/mL sugere que pode ter ocorrido duas diferentes vias metabdlicas:
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1- o oxaloacetato pode ter sofrido acdo da enzima desidrogenase malica citosolica
dando origem a malato, que pode ser usado no ciclo do acido citrico mitocondrial em
aerobiose ou, 2- ter sofrido a acdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase,
originando piruvato que pode além de ser usado no ciclo do acido citrico também em
condi¢cbes anaerdbicas originar lactato e ser excretado assim como descrito por Corbin
et al. (1998).

A nédo influéncia na SE de oxaloacetato nos demais grupos pode significar que
as baixas doses destes farmacos, tanto quanto as doses utilizadas de glicose e insulina
isoladas ou associadas, nao influenciaram a acdo da enzima malato desidrogenase que
gera oxaloacetato.

Vinaud et al. (2008) demonstraram que os farmacos anti-heminticos albendazol
e praziguantel em baixas doses nao parecem interferir na citrato sintase que origina
citrato, entretanto ndo houve no estudo supra citado associacdo com glicose e insulina.
No presente estudo a associacdo de albendazol 0.05 pg/mL com insulina 1.5 U/mL e
glicose 56 mM/mL diminuiu a SE de citrato parecendo influenciar no metabolismo
respiratdrio do cisticerco.

A diminuigdo na SE de malato (tabelas 1, 2 e 3) pode sugerir que o malato pode
ter sido consumido na via citosolica ou atravessado a membrana mitocondrial para ser
convertido em piruvato pelo ciclo do acido citrico ou convertido em fumarato na via da
enzima fumarato redutase e que glicose e insulina possivelmente ndo afetaram as
enzimas malica, a fumarase ou fumarato redutase. Zenka e & Prokopic (1987)
descreveram a acao dessas enzimas em cisticercos de Taenia crasssiceps.

A nédo deteccdo de SE de fumarato (tabelas 2 e 3) sugere que pode ter sido
convertido em succinato que pode ter sido excretado, convertido em propionato e
excretado ou ainda utilizado no ciclo do &cido citrico. A glicose na concentragcdo
utilizada pode ter afetado a enzima fumarato redutase mitocondrial. O fumarato € um
acido organico que participa do ciclo do &cido citrico gerado pela acdo da enzima
fumarase no malato e que em reacgdo inversa descrita em varios invertebrados, sofre
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acao da enzima fumarato redutase para originar succinato. Este acido, em condi¢fes de
aerobiose, atua como doador de prétrons para a cadeia respiratédria e, em condi¢des de
anaerobiose, é excretado como descrito por Corbin et al. (1998).

A diminuicdo na SE de succinato (tabela 5) pode indicar seu consumo no
processo de respiracéo aerdbia sugerindo que o tratamento com baixa dose de farmaco
associado a menores concentragdes de glicose e insulina ndo interferiram na respiragédo
celular do cisticerco. Vinaud et al. (2008) obteve resultados semelhantes com baixas
doses de farmacos entretanto sem o emprego de glicose e insulina.

No presente estudo a glicose e a insulina isoladas ou associadas (tabelas 1 e 2)
estimularam SE de succinato sugerindo interferirem no metabolismo respiratério do
estagio inicial do cisticerco, pois este metabdlito em cisticercos € excretado como
produto final do ciclo do acido citrico, sua concentragdo esta diretamente relacionada
a0s processos respiratérios aerébios como descrito por Corbin et al (1998).

A deteccéo de maior SE de propionato em relacdo ao grupo controle (tabela 3)
sugere aumento de metabolismo alternativo como a oxidacdo de acidos graxos, estes
resultados estéo de acordo com estudos realizados por Fraga et al. (2012).

Presume-se que a agdo do propionato seja semelhante ao descrito para o
metabolismo de vertebrados, indicando que o metabolismo de acidos graxos com
producdo de propionato atue como provedor de moléculas energéticas que seréo
convertidas em succinato e utilizadas na cadeia transportadora de elétrons sob
situagdes de anaerobiose (Lehninger et al. 2011).

A deteccdo de maior SE de B-hidroxibutirato em relagdo ao grupo controle
(tabela 2) sugere que a glicose na concentracdo de 56 mM/mL pode ter promovido
aumento de acetoacetato por aumento de piruvato, citrato e acetil-coA.

Portanto, percebe-se que a presenca in vitro de insulina e glicose induzem maior
SE de propionato e B-hidroxibutirato pelos cisticercos de T. crassiceps em estadio inicial

favorecendo uma via alternativa de energia. Enquanto que quando se adiciona baixas
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doses de farmacos anti-helminticos a estes cisticercos ndo se observou influéncia nas
principais vias produtoras de energia.

N&o foi detectada SE de piruvato nos grupos estudados. Estudos realizados por
Corbin et al. (1998) demonstraram que a utilizacdo do piruvato pelos cisticercos pode
ocorrer em duas diferentes vias: a mitocondrial, que utiliza o piruvato no ciclo do acido
citrico, o piruvato mitocondrial € convertido em Acetil-coA, devido acdo do complexo da
piruvato desidrogenase, gerando: citrato que participard do ciclo do acido citrico, ou
acetato, que sera excretado; ou a via citosélica na qual o piruvato € consumido pela
lactato desidrogenase, produzindo lactato que é excretado

No presente estudo nao foi detectada SE de piruvato, sugerindo seu consumo
no ciclo do acido citrico. Estes resultados estao de acordo com obtidos por Vinaud et al

(2008).
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7-CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel analisar in vitro o metabolismo energético e
respiratdrio de cisticerco de T. crassiceps expostos a glicose, insulina e baixas doses de
farmacos anti-helminticos albendazol e praziquantel.

As duas concentracBes de glicose utilizadas (56 e 120 mM/mL) foram capazes
de alterar o metabolismo energético e respiratdrio dos cisticercos. Foi possivel observar
qgue na concentracdo de 56 mM/mL, a glicose induziu maior SE de acetoacetato e
succinato. E na concentragdo de 120 mM/mL induziu maior SE de succinato e
hidroxibutirato.

As duas concentragdes de insulina utilizadas (1.5 e 2.0 U/mL) foram capazes de
alterar o metabolismo energético e respiratério dos cisticercos. Percebeu-se que a
insulina em concentragdo de 1,5 U/mL induziu maior SE de succinato e hidroxibutirato.
E na concentragdo de 2,0 U/mL induziu aumento na SE de succinato, acetoacetato e
hidroxibutirato.

As duas concentragbes de albendazol utilizadas (0,05 e 0,075ug/mL) em
associacao com glicose e insulina foram capazes de alterar o metabolismo energético e
respiratdrio dos cisticercos. Percebeu-se que houve um aumento na SE de propionato.

As duas concentracdes de praziquantel utilizadas (0,03 e 0,06pg/mL) em
associacao com glicose e insulina foram capazes de alterar o metabolismo energético e
respiratorio dos cisticercos. Observou-se que houve aumento na SE de propionato.

De forma geral, percebe-se que aumento nas concentragbes de insulina e
glicose levam a utilizagdo preferencial de vias alternativas de producéo de energia,

detectadas pelas alteracdes nas concentracdes de propionato.
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