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RESUMO

A neurocisticercose (NCC) é a helmintiase mais frequente que acomete o
sistema nervoso central (SNC), causada pela presenca de cisticercos de Taenia solium.
Modelos experimentais sdo excelentes ferramentas para a compreensdo da interacéo
parasito-hospedeiro para o estudo da cisticercose humana. O parasito mais utilizado
para tais estudos é o cisticerco de Taenia crassiceps, devido a este parasitoapresentar
um rapido ciclo de desenvolvimento, facil manutencéo, e principalmente a similaridade
antigénica com T. solium. A Nitazoxanida (NTZ) é um farmaco antiparasitario do grupo
dos nitrotiazois, apresenta amplo espectro e uma excelente atividade contraprotozoérios,
bactérias, nematddeos e trematddeos. A NTZ possui como mecanismo de acdo o
blogueio da enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase (PFOR). O objetivo deste
estudo foi determinar o efeito de duas dosagens de nitazoxanida sobre o metabolismo
energético de cisticercos de T. crassiceps (cepa ORF) implantados no encefalo de
camundongos BALB/c fémeas. Estes animais foram inoculados intracranialmente com
3-5 cisticercos em estagio inicial. Os animais foram divididos em trés grupos de
tratamento, realizado por via oral em dosagem unica, no qual o Grupo 1 foi o controle
(tratado com solucdo salina 0,9%, na mesma proporcao que o farmaco); Grupo 2 foi
tratado com 20 mg/kg de NTZ e o Grupo 3 foi tratado com 40 mg/kg de NTZ. Todos os
animais foram tratados apos 30 dias de inoculacédo eeutanasiados 24h apos o tratamento.
Foram realizadas 6 repeticoes independentes. As vias metabdlicas: glicolise, ciclo do
acido citrico, oxidagdo de acidos graxos e catabolismo de proteinas foram avaliadas por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria. Os &cidos
organicos que foram detectadosnas amostras tratadas com NTZ foram indicativos da via
glicolitica e fermentacdo latica; via da fumarato redutase; oxidacdo de &cidos graxos e
catabolismo de proteinas para a obtencao de energia. Oacetato eacetoacetato ndo foram
detectados nas amostrastratadas com NTZ, comprovando o mecanismo de acdo do
farmaco, que é o bloqueio da enzima PFOR. Conclui-se que o cisticerco tratado com
NTZ in vivo utilizou a via da fumarato redutase, a oxidacdo dos acidos graxos e o
catabolismo de proteinas para obtencdo de energia, como provavel forma de adaptacéo

ao bloqueio da atividade da enzima PFOR.

Palavras-chave:  piruvato  ferrodoxina  oxidoredutase; = metabolismo;

neurocisticercose; nitazoxanida; Taenia crassiceps.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is the most frequente helminthiasis that aflicts the central
nervous system and is caused by the presence of Taenia solium cysticerci. Experimental
models are usefull tools to understand the host-parasite interaction in human
cysticercosis studies. The most used parasite for such studies is T. crassiceps
cysticercus due to its quick developing cycle, easy maintenance and, mainly, due to its
antigenic similarity to T. solium. Nitazoxanide (NTZ) is an antiparasitary drug from the
nitrotiazol group with ample spectre of activity against protozoans, bacteria, nematodes
and trematodes. NTZ presents as mode of action the blockage of pyruvate ferredoxin
oxidoreductase enzyme (PFOR). The aim of this study was to determine the effect of
two dosages of NTZ on the energetic metabolism of T. crassiceps cysticerci (ORF
strain) inoculated in BALB/c female mice brain. The animals were divided into three
groups that received one oral dose of physiological solution (NaCl 0.9%) — Group 1; 20
mg/Kg of NTZ — Group 2; 40 mg/Kg of NTZ — Group 3. All animals were treated after
30 days of infection and were euthanized 24h after treatment. The experiment was
performed in 6 independent repetitions. The metabolic pathways of glycolysis, citric
acid cycle, fatty acids oxidation and proteins catabolism were quantified through high
performance liquid chromatography (HPLC) and spectrophotometry. The organic acids
detected in the treated samples indicated the glycolytic pathway and lactic fermentation,
fatty acids oxidation and proteins catabolism in order to produce energy. Acetate and
acetoacetate were not detected in the NTZ treated groups as a consequence of the drug’s
mode of action. In conclusionthe NTZ treated cysticerci used the fumarate reductase,
fatty acids oxidation and proteins catabolism as energy production pathways probably

due to the impairment of the PFOR enzyme activity.
Key words: pyruvate ferredoxin oxidoreductase enzyme, metabolism, experimental

neurocysticercosis, nitazoxanide, Taenia crassiceps.
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1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

A neurocisticercose (NCC) € causada pela presenca de cisticercos de Taenia
solium no sistema nervoso central (SNC) de humanos. A infec¢do ocorre através da
ingestdo de ovos de T. solium presentes em alimentos ou agua contaminados com fezes
humanas. Ao entrar em contato com 0s sucos biliares, 0os ovos eclodem liberando o
embrido hexacanto que penetra na mucosa intestinal cai na corrente sanguinea, podendo
chegar até 0 SNC (NASH & GARCIA, 2011). A NCC pode apresentar-se de forma
assintomatica, no entanto as formas clinicas dependem do tamanho, localizacdo e
quantidade de parasitos instalados no local, além da resposta imune do hospedeiro. A
NCC pode ser aguda, subaguda ou cronica podendo levar a morte, as manifestacoes
clinicas mais frequentes séo cefaleia, convulsdes e hipertenséo intracraniana (GARCIA
et al., 2005; NASH et al., 2006).

Aproximadamente 25% a 50% dos casos de epilepsia encontrados no mundo
sdo devido a NCC (WALLIN et al., 2004; SINGH et al.,, 2013). Estima-se que
atualmente cerca de 50 milhGes de pessoas estejam infectadas e mais de 50 mil morrem
por cisticercose anualmente. Deste total de pessoas infectadas, 32 milhdes encontram-se
na Africa, 11 milhdes na Asia e 3 milhdes nas Américas. Na América Latina,
especificamente, cerca de 18 paises apresentam casos relatados de cisticercose, entre 0s
quais podemos citar: Argentina, Venezuela, México, Colémbia, Guatemala, Uruguai e
Brasil (FLISSER, 1991; TAKAYANAGUI & LEITE, 2001).

A partir de 1990 o albendazol (ABZ) e o praziquantel (PZQ) tém sido utilizados
no tratamento de algumas manifestacdes clinicas da NCC (TAKAYANAGUI, 1990).
Em estudos comparativos destes farmacos, o ABZ tem se revelado mais eficaz no
tratamento da NCC (TAKAYANAGUI & JARDIM, 1992). O tratamento com ABZ e
PZQ geralmente é realizado em associacdo com o uso de corticosterdides, para controlar

o0 processo inflamatorio causado por esses farmacos (TAKAYANAGUI et al., 2011).

1.1. Caracterizagao do parasito Taenia solium

O cestodeo T. solium € responsavel pela cisticercose humana. O género Taenia

pertence a familia Taenidae, a classe Cestoidea e a ordem Cyclophyllidae (REY, 1991).



Existem trés fases evolutivas desse parasito: 0os ovos (encontrados no ambiente, e
eliminados com as fezes); o cisticerco que é a fase larval encontrada no hospedeiro
intermediario e o parasito adulto encontrado no intestino do hospedeiro definitivo
(GEMMELL & LAWSON, 1982; GEMMELL et al., 1983).

Os cisticercos medem de 7-12 mm de comprimento por 4-6 mm de largura
(REY, 1992).0 adulto mede de 3 a 5 metros de comprimento. A cabeca ou escOlex
possui4 ventosas e um rostro armado com dupla coroa de actleos. Além do escélex,
possui 0 colo ou pescogo (mais delgado) e, finalmente, o estrobilo ou corpo com as
proglotes. As proglotes se dividem em jovens, maduras e gravidas, estas Ultimas
repletas de ovos. As proglotes gravidas medem 1 cm de comprimento por 0,6 a 0,7cm
de largura (GEMMELL et al., 1983; CARRADA-BRAVO, 1987; HUGGINS, 1989). A
eliminacdo de proglotes no caso de T. solium pode néo ser observada, por ser eliminada
juntamente com as fezes (CARRADA-BRAVO, 1987; REY, 1991). Os parasitos
adultos podem viver muitos anos no intestino delgado do homem. No caso de T. solium,
podem ser eliminadas de trés a seis proglotes diariamente e cada proglote contém de
30.000 a 50.000 ovos (RE, 1992).

T. solium possui dois hospedeiros em seu ciclo de vida, o homem (Unico
hospedeiro definitivo para o parasito adulto) e o suino (hospedeiro intermediario,
transportando a forma larval do parasito). A forma larval de T. solium possui uma
membrana repleta de liquido, possuindo um escolex no seu interior. Normalmente 0s
cisticercos sdo adquiridos pelo hospedeiro humano através da ingestdo de carne de
porco crua ou mal cozida. Oescolex ao chegar no intestino ird desinvaginar, liberando o
parasito adulto da vesicula cistica, sendo que este ird fixar na parede intestinal por
meiodas ventosas e dos seus ganchos. Uma vez fixado, o parasito ird amadurecer e
tornar-se adulto dentro de 3-4 meses. As proglotes gravidas e os ovos férteis que contem
os embrides hexacantos (oncosferas) sdo eliminados com as fezes para o ambiente
(Fig.1); (DEL BRUTTO & GARCIA, 2013).

A NCC ocorre devido a ingestdo acidental de ovos de T. solium presentes em
agua ou alimentos contaminados. Esses ovos contém o embrido hexacanto, que apds
eclodir os ovos vdo penetrar na parede do intestino e se disseminar para varios tecidos
do corpo, tendo um forte tropismo pelo SNC (DEL BRUTTO & GARCIA, 2013).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Taenia solium: 1. Ovos embrionados séo eliminados com
as fezes humanas; 2. Os ovos sdo ingeridos por suinos; 3. A oncosferapenetra na parede
intestinal e cai na corrente sanguinea, acometendo a musculatura; 4. O Hospedeiro
definitivo (homem) é infectado ao ingerir carne de porco crua ou mal cozida; 5. O
parasito desenvolve-se no intestino do homem; 6. Hospedeiro definitivo ingere ovos de
T. solium atraves de alimentos; 7. A oncosfera penetra na parede intestinal, caindo na
circulacdo sanguinea e indo para a musculatura; 8. O cisticerco se desenvolve em alguns
orgaos, como cérebro e globo ocular (Adaptado do CDC).

1.1.1. Distribuicdo geogréfica e epidemioldgica da neurocisticercose

Desde 2010 a NCC e a equinococose foram reconhecidas pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como doengas tropicais negligenciadas (SAVIOLI et al.,
2010). A OMS estima que no minimo 50 milhdes de pessoas sofram de epilepsia e 80%
dessa populacdo reside nos paises subdesenvolvidos (WHO, 2010). A NCC representa
uma das principais desordens cerebrais existentes nestes paises, afetando cerca de 50
milhdes de pessoas mundialmente, além de ser considerada uma das doencas
emergentes (sdo doencas que apareceram em surtos ou epidemias em uma dada
populacdo ou regifo) nos paises em desenvolvimento como Africa sub-saariana, Asia e
América Latina (WHITE, 2005; SINGH et al., 2013). A NCC é endémica na maior
parte da América Latina, Africa subsaariana, grandes regides da Asia, incluindo o
subcontinente indiano, o sudeste da Asia e a China (Fig.2); (DEL BRUTTO &
GARCIA, 2013; FABIANI et al., 2013). A NCC também é uma importante causa de



morbidade em paises desenvolvidos, devido & imigracdo de pacientes provenientes das
areas endémicas para essas regides (DEL BRUTTO & GARCIA, 2012).

A endemicidade da NCC humana estéa claramente ligada as condi¢des sanitarias
precérias e a pobre higienizacdo da populacdo. Isso ocorre devido a falta ou uso
inadequado das latrinas, habito de defecar ao ar livre, falta da inspecdo sanitaria da
carne, abastecimento inadequado de agua entre outros (ALUJA et al., 2008). Essas
condicBes prevalecem em paises em desenvolvimento, onde a NCC constitui um desafio
para a salde e a economia (FLEURY et al., 2003; DEL BRUTTO, 2012).

A falta da inspecdo da carne pode ser um fator importante para causar a teniase.
Por isso é importante salientar o complexo teniase-cisticercose. Neste complexo
ocorrem alteragdes patologicas no hospedeiro, causadas pelas formas adultas e larvais
das Taenias. Sendo que a diferenca esta nas fases de vida do parasito encontradas no
hospedeiro. A teniase € a doenca provocada pela forma adulta da T. solium e T. saginata
no intestino delgado do hospedeiro definitivo (homem). Ja a cisticercose é a infec¢édo
provocada pela larva (cisticerco) nos hospedeiros intermediarios (boi e porco) e
acidentalmente em cées e humanos, sendo que o contato com 0s cdes pode levar o
homem a se infectar, devido ao contato direto do homem com o cdo, sendo este
considerado um animal de estimacéo, presente diariamente na vida do homem (DEL
BRUTTO, 2012).

A (ltima listagem da OMS, da Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura
(OAA) e do Departamento Britanico para o Desenvolvimento Internacional (DBDI),
listaram a infec¢do por T. solium como uma das 17 doengas zoondticas negligenciadas,

que podem ser efetivamente controladas (WHO, 2012).



Figura 2: Epidemiologia de Taenia solium. Os paises do grupo em vermelho: sdo
endémicos para T. solium. Os paises do grupo em rosa escuro: sdo suspeitos de
endemicidade para T. solium. Os paises do grupo em rosa claro: ndo possuem dados
para endemicidade de T. solium. Os paises do grupo em branco: sdo areas nao
endémicas para T. solium. Os paises do grupo em cinza nao possuem dados (Adaptado
de WHO 2015 -
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/Endemicity Taenia_Solium_2015-
1000x706.jpg?ua=1)

Na América Latina cerca de 18 paises apresentam casos de cisticercose, tais
como: Argentina, Venezuela, México, Colémbia, Guatemala, Uruguai e Brasil
(FLISSE, 1991; MMWR, 1992; WHO, 2008). A prevaléncia de NCC foi realizada
utilizando-se da técnica de ELISA efou “Western blot” variando de 3,7% a 24%,
respectivamente (FLISSER et al., 2013). Na Asia os dados de soroprevaléncia sio
escassos, mas os relatérios mostraram o aparecimento lento da NCC, isso ocorreu
devido a falta de relatos de casos nessa regido, e por ser uma doenca de dificil
diagndstico, pois pode ser confundida com varias doencas neuroldgicas, com uma
soroprevaléncia de 2% a 13% (RAJSHEKHAR et al., 2003; LI et al., 2006). Na Africa
subsaariana 0s dados existentes de soroprevaléncia foram realizados utilizando o
diagndstico por ELISA e variam de 6% a 22% (CARABIN et al., 2009).

Um estudo realizado no Peru utilizando a combinagdo do diagnostico por
imagem (Tomografia Computadorizada), sorologia positiva e historico dos pacientes
para identificar a NCC, relataram uma soroprevaléncia de 24%. Sendo que 13% dos

pacientes com sorologia negativa obtiveram na TC calcificacBes tipicas de NCC


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/Endemicity_Taenia_Solium_2015-1000x706.jpg?ua=1
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/Endemicity_Taenia_Solium_2015-1000x706.jpg?ua=1

(MONTANO et al., 2005). Aplicando célculos semelhantes em estudos anteriormente
realizados no Equador (DEL BRUTTO et al., 2005), Honduras (MEDINA et al., 2005)
e México (FLEURY et al., 2003) possuem uma estimativa de prevaléncia para NCC de
23%, 38% e 15% respectivamente (MONTANO et al.,2005).

Em estudos realizados em comunidades no sul da India, a soroprevaléncia para
NCC foi de 15,9%, sendo que a epilepsia ativa estava presente em 28,4% destes
individuos. Os pacientes participantes destes estudos foram diagnosticados por TC
(RAJSHEKHAR et al., 2006).

A NCC também é altamente endémica no sudoeste da China. Levando em
consideracdo um relatério da OMS, no qual a prevaléncia na China de NCC foi em
média 0,11%, no qual o nimero estimado de pacientes com teniase foi de 1,26 milhdo, e
0 numero de casos de cisticercose foi 3-6.000.000 nesta regido (SAVIOLI et al., 2010).

Em 2003 foi realizada uma andlise critica da literatura nacional, apontando uma
incidéncia de 1,5% nas necropsias e de 3% nos estudos clinicos de NCC no Brasil, esses
dados correspondem a 0,3% das admissdes em hospitais gerais. Esses dados mostram
que a prevaléncia da NCC no Brasil ndo e conhecida, devido a auséncia de notificacdo
obrigatdria na maioria dos estudos, e principalmente pela inacessibilidade da maioria da
populacdo aos meios de diagnostico da doenca (AGAPEJEV, 2003).As areas endémicas
estdo compreendidas nos estados da regido central do Brasil, além de S&o Paulo, Parana,
e Minas Gerais, devido as condicdes de criacdo das suinoculturas (TAKAYANAGUI et
al., 2001; AGAPEJEV, 2003).

Casos relatados de NCC no Canada e nos EUA tem aumentado ao longo dos
Gltimos 50 anos, devido a imigracdo de individuos de origem latina para estas regides
(ONG et al., 2002). Estudos de Wallin & Kurtzke (2004) relataram 1494 casos de NCC
diagnosticados nos EUA entre os anos de 1980 e 2004. Os sintomas mais comuns foram
convulsbes (66%), hidrocefalia (16%) e dores de cabeca (15%). Dentre as localizacbes
dos cisticercos, 91% estavam no parénquima cerebral, 6% nos ventriculos, 2% no
espaco subaracndide e 0,2% na coluna vertebral. A maioria dos casos era proveniente de
pacientes que tinham viajado para regides endémicas, principalmente América-Latina
ou que tinham entrado em contato com essa populacdo infectada (WALLIN &
KURTZKE, 2004).

A estimativa de prevaléncia da NCC na populacdo esta diretamente relacionada
com a disponibilidade de exames de imagem, como a TC, o que dificulta 0 acesso ao

diagndstico correto em algumas regides. Esse exame é de suma importancia, pois é



capaz de determinar a localizacéo e a quantidade de cisticercos encontrados no paciente
(FLEURY et al., 2003).

A NCC sintomatica esta sofrendo uma redugdo em algumas regides endémicas,
principalmente nos centros urbanos. Isso ocorre devido as melhorias no saneamento
basico, melhor gerenciamento da vigilancia sanitaria e utilizacdo generalizada de
farmacos antiparasitarios, sendo administradas nos estagios iniciais da doenca
(FLISSER et al., 2010; ALARCON et al.,2012).

1.1.2. Manifestaces clinicas

A gravidade e as manifestagdes clinicas da NCC véo ser indicativas da
caracteristica da infeccdo (ou seja, dependem do ndmero, tamanho e localizacdo dos
cisticercos, e também dependem da resposta imunologica do hospedeiro). O fator
determinante para essas caracteristicas da NCC sintomética é a localizacdo do parasito,
Oou seja, se O cisticerco se encontra no parénquima cerebral ou nos espacos
extraparenquimatosos (ESTANOL et al.,1986).

A NCC pode ser apresentada de forma assintomatica, sintomatica (observada na
tabela 1) e até mesmo levar a morte subita do individuo (SINHA & SHARMA, 2009,
WHO, 2010; COYLE et al.,2012). Apesar da localizacdo mais comum do cisticerco de
T. solium ser no parénquima cerebral, e neste local causar as convulsées, os cisticercos
também podem ser encontrados em outros locais como: nos ventriculos, nas meninges,
na medula espinhal, no olho e no espaco subaracndide (COYLE et al., 2012). O
envolvimento do cisticerco nesses outros locais pode resultar em um crescimento
excessivo deste, podendo complicar o quadro da doenca, sendo dessa forma de dificil

tratamento, podendo levar o paciente a morte (FOGANG et al., 2015).

Quando o cisticerco se aloja no SNC, o primeiro estadio de desenvolvimento
observado € a fase vesicular, na qual o parasito apresenta um escélex invaginado que
estd rodeado de liquido vesicular translicido e recoberto por uma membrana vesicular
transparente. O cisticerco pode permanecer neste estado por anos, ou pode degenerar
apos a resposta imunolégica do hospedeiro (DEL BRUTTO & GARCI, 2013). A
primeira fase de involucdo do cisticerco € a coloidal, que é caracterizada por um liquido
vesicular turvo, com degeneracgdo hialina do escdlex. Na etapa seguinte, que é chamada

de fase granular, é a qual a parede do cisticerco torna-se espessa e 0 escolex é



mineralizado, e nessa fase o cisticerco ndo esta mais viavel. A fase final desse processo
degenerativo representa a calcificacdo dos restos do parasito (DEL BRUTTO &
GARCIA, 2013).

O parasito alojado no parénquima cerebral também induz uma forte resposta
inflamatoria durante a fase cronica da doenca, levando a formacdo de granuloma,
angiogénese e fibrose (RESTREPO et al., 2001 a, b). Geralmente o principal sintoma
quando o cisticerco encontra-se no parénquima cerebral sdo as crises convulsivas, estas
geralmente sdo resolvidas quando tratadas com drogas antiepilepticas (DAE). Mesmo
com o uso da DAE a NCC parenquimatosa possui elevadas taxas de mortalidade, isso
ocorre porque 20% dos pacientes ndo recebem o tratamento ideal (GARCIA et al.,
2002; GARCIA et al., 2014).

Uma revisdo de literatura realizada por Carabin et al. (2011) indicou que em
80% dos casos sintomaticos ocorrem crises recorrentes de convulsdes, confirmando as
descobertas anteriores, de que a epilepsia é a manifestagdo clinica mais comum da
NCC. A epilepsia é definida como duas ou mais crises convulsivas que ocorrem durante
24h (NASH et al., 2006; NASH et al., 2015). Na maioria dos paises endémicos cerca de
30% dos pacientes com NCC apresentam convulsdes ou epilepsia (MEDINA et al.,
2005). As convulsdes inicialmente ocorrem quando o parasito comeca a degenerar,
podendo ocorrer também em casos no qual se tem apenas cisticerco vesicular unico
(GARCIA et al., 2014). As crises epilépticas ocorrem principalmente em trés casos,
como convulsGes sintomaticas agudas no contexto de cisticercos ativos, ou pela
formacdo de granuloma; ou como epilepsia crénica, associadas com lesdes calcificadas
em fase terminal (NASH et al., 2006; NASH et al., 2015).

Os deficits focais neuroldgicos ocorrem devido a presenca de cisticercos no
parénquima cerebral, ou mais frequentemente por efeitos deletérios de edema
pericistico, ou como efeito de grande massa de cistos subaracnoides (FLEURY et al.,
2011). Os pacientes com NCC também podem apresentar acidentes vasculares cerebrais
isquémicos, estes estdo relacionados a oclusdo de artérias intracranianas, ou
aprisionamento de nervos cranianos. Resultando em paralisia muscular, perda auditiva,
paralisia do nervo facial ou neuralgia trigeminal, pois o0s sintomas neuroldgicos focais
geralmente estdo associados com o comprometimento do tronco cerebral (FLEURY et
al., 2011).

Em pacientes com NCC ocorrem varios graus de comprometimento na funcéo

cognitiva. Embora a NCC possa se apresentar como qualquer sintoma neuroldgico, 0s



pacientes sdo vistos frequentemente apresentando dor de cabeca isolada, associada com
acidente vascular cerebral, ou movimentos musculares involuntarios (CANTU et al.,
1996; DEL BRUTTO& GARCIA, 2012).

Pacientes adultos sintomaticos podem queixar-se de dores de cabeca em 27,7%
dos casos (CARABIN et al., 2011). A dor de cabega em alguns pacientes pode ser um
indicio do aumento da pressdo intracraniana (SERPA et al., 2006). Na maioria das
vezes, a dor de cabeca em pessoas com NCC é recorrente ou cronica, e geralmente
apresenta-se do tipo tensional ou enxaqueca (CRUZ et al., 1999; MISHRA et al., 2007;
FOGANG et al., 2014). Evidéncias acumuladas a partir de inimeros relatos de casos e
estudos epidemioldgicos criaram uma associacdao entre NCC e a enxaqueca, com uma
taxa entre 2,65 e 3,39% semelhante ao da epilepsia (CRUZ et al., 1995).

O aumento da pressdo intracraniana em pacientes com NCC pode resultar de
varios mecanismos patogénicos. O mecanismo mais comum € a hidrocefalia. A
hidrocefalia na NCC esta associada com alta taxa de mortalidade, exceto quando é
avaliada a neurocirurgia (SANTOS et al., 1984; TORRES et al., 2010).

A hipertensdo intracraniana pode ocorrer devido a chamada encefalite
cisticercotica, sendo esta uma forma grave da NCC parenquimatosa que normalmente
afeta criancas e mulheres jovens nas primeiras trés décadas de vida. Pacientes com
encefalite cisticercOtica possuem centenas de cisticercos pequenos e viaveis, ou em
degeneracdo com uma reacdo inflamatéria difusa. Estes pacientes apresentam
nebulosidade da consciéncia, com inicio agudo ou subagudo, que esta associada com
convulsbes e hipertensdo intracraniana (RANGEL et al., 1987). A hipertensdo
intracraniana, hidrocefalia ou ambos sdo vistos em 20-30% dos casos de pacientes com
NCC isso ocorre devido a obstrucdo da circulacdo do fluido cérebro espinhal (DEL
BRUTTO, 2013).

Na NCC extraparenquimatosa, 0s cisticercos podem estar presentes no sistema
ventricular ou no espaco subaracndide, causando uma hipertensdo craniana aguda
podendo ser potencialmente fatal (SAVIOLI et al., 2010). A obstru¢do do fluxo de
liguor ocorre quando o cisticerco se aloja no quarto ventriculo, e desta forma ira
provocar hidrocefalia (AMAR et al., 2000).



Tabela 1. Manifestac@es clinicas da neurocisticercose (NCC).

Manifestacdes Clinicas Alteracdes Patoldgicas

Epilepsia Inflamacdo pericistica e formagdo de
granuloma

Aumento da pressdo intracraniana  Cisticercos gigantes, hidrocefalia.

Déficit focal Compresséo direta causada por cisticercos
grandes ou multiplos

Meningite Inflamacdo subaracndidea generalizada
Mudancgas mentais (Deméncia) Cisticercos multiplos

Encefalite Infeccdo intensa e edema

Sintomas oftalmologicos Cisticercos intra-oculares

Hemorragia subaracnéidea Aneurisma inflamatorio

(Adaptado de Shima & Sharma 2009)

1.2.  Caracterizacdo do parasito Taenia crassiceps

O parasito T. crassiceps pertence ao filo Platyhelminthes, ordem Cyclophylidae,
classe Cestodae e familia Taeniidae (FREEMAN, 1962; WILLMS & ZURABIAN,
2010).

Os parasitos adultosmedem cerca de 7 a 14 cm de comprimento, possuindo o
corpo achatado dorso-ventralmente, apresentando segmentos em proglotes
hermafroditas, que podem se dividir em jovens, maduras e gravidas (Fig. 5). Possui um
orgao de fixacdo anterior esférico (escdlex), com duas coroas de aculeos (32 a 36 por
fileiras) e quatroventosas laterais (Fig. 3); (Fig. 4); (FREEMAN, 1962). Existe uma
adaptacdo obrigatoria do tegumento desse parasito em relacdo a auséncia do tubo
digestivo, para que este seja utilizado na absorcdo de nutrientes. A membrana externa
das Taenias é coberta por uma rede de mucopolissacarideos e glicoproteinas,
denominada de glicocélix. Este é uma parte integrante da membrana celular subjacente,
podendo interagir com os substratos, possuindo uma fungéo de absorgdo. No glicocalix

também ocorreo desenvolvimento de ambos os aparelhos reprodutores, que sdo
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utilizados para a realizagdodo parasitismo (FREEMAN, 1962; KOHLER & VOIGHT,
1988).

Este parasito apresenta como hospedeiros definitivos os canideos silvestres,
como por exemplo, a raposa artica (Vulpes lagopus), a raposas vermelhas (Vulpes
vulpes), lobos (Canis lupus) e doninhas (Mustelanivalis). Além de poder infectar
também os cdes domeésticos (Canis familiares) (BAGRADE et al., 2009; STIEN et al.,
2010).

Ventosa

Rostro com aculeos

— | Proglotes jovens

Proglotes gravidas

Proglotes maduras

Figura 4: Proglotes de Taenia crassiceps (Adaptado de http://monitoria-
parasito.blogspot.com.br/2010_05_01 archive.html)

O cisticerco de T.crassiceps é também conhecido como Cysticercus longicollis

(RUDOLPHI, 1810) e pode ser classificado, quanto aos seus estadios evolutivos nas
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seguintes formas: inicial, larval e final. A forma inicial apresenta-se translicida e sem
brotamentos. A forma larval é translicida e com brotamentos, possui um diametro de
aproximadamente 5 mm, apresentando um escolex invaginado que é capaz de produzir
varios brotamentos na superficie da membrana. A forma final apresenta-se opaca e sem
nenhum brotamento (Fig. 5); (VINAUD et al., 2007). Essa forma larval geralmente é
identificada por volta de 12 dias apds a ingestdo do ovo pelo hospedeiro, podendo
alcancar até 11 mm de didmetro (FREEMAN, 1962; MAILLARD et al., 1998;
VINAUD et al., 2007).

g

Fase Inicial Fase Larval Fase Final

Figura 5. Fases de desenvolvimento dos cisticercos de Taenia crassiceps (acervo

pessoal).

Os hospedeiros definitivos eliminam juntamente com suas fezes as proglotes
gravidas, repletas de ovos que contaminam o ambiente. Quando ingeridos por
hospedeiros intermediarios, 0s ovos chegamao trato digestério e liberam o embrido
hexacanto (6 a 8 um de didmetro) que penetrara pela mucosa, migrando pelo organismo
do hospedeiro por meio da via linfatica e hematogénica até se alojar em algum 6rgéo ou
cavidade, como na regido subcutanea, cavidades pleural e abdominal, musculatura,
sistema nervoso e globo ocular. O embrido se desenvolve em larva metacest6ide ou
cisticerco e se multiplica através de brotamentos. Cerca de 34 a 70 dias apds a infeccédo
no hospedeiros definitivos ocorre o desenvolvimento da larva metacestoide para o
helminto adulto. Os ovos podem ser encontrados nas fezes do hospedeiro definitivo a

partir de 5 a 6 semanas apés a infeccdo, podendo ser mantido até 9 meses neste
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hospedeiro  (Fig.6); (FREEMAN, 1962; MAILLARD et al, 1998)

Figura 6: Ciclo biologico de Taenia crassiceps. 1) Hospedeiro Definitivo (canideos
silvestres eliminam os ovos junto com suas fezes no ambiente; 2) ovos; 3) Hospedeiros
intermediarios (roedores) vao ingerir 0s ovos, no qual estes védo para o trato digestorio e
liberam o embrido hexacanto; 4. Cisticercos vao se desenvolver nos 6rgaos e tecidos do
hospedeiro intermediario; 5. Hospedeiro acidental (Adaptado de Vinaud 2007 e Fraga
2011).

1.3. Modelos experimentais para estudos da Neurocisticercose

Ocorre uma grande dificuldade em se trabalhar com os hospedeiros naturais de
T. solium (humanos e suinos), pois a manutencdo de suinos é de alto custo, e também a
recuperacdo dos cisticercos nestes animais € demorada. Por isso utilizam-se modelos
experimentais para o estudo da cisticercose e da neurocisticercose (LARRALDE et al.,
1990; MORALES-MONTOR & LARRALDE, 2005).

O desenvolvimento de modelos experimentais € de suma importancia, pois
permite estudar e entender melhor o0 mecanismo envolvido tanto na etiopatogenia, como
na fisiologia da doenga, sendo também utilizado para entender o mecanismo de a¢do dos
farmacos e para adquirir conhecimento sobre a interacdo parasito-hospedeiro
(LARRALDE et al., 1990; MORALES-MONTOR & LARRALDE, 2005). Para que
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isso realmente ocorra é necessario que o0 modelo experimental seja 0 mais semelhante
possivel da situagdo real que serd estudada (FERREIRA et al., 2005).

Dentre 0os modelos experimentais para a NCC existem: Mesocestoides corti
(CARDONA et al., 1999; ALVAREZ et al., 2010) e T. crassiceps (ALVAREZ et al.,
2010; MATOS-SILVA et al., 2012) ambos podem ser inoculados intracranialmente no
encéfalo de camundongos. Também é utilizada como modelo experimental T. solium
inoculados no encéfalo de suinos, ja que T. solium ndo é considerada infecciosa para
camundongos (NOVAK, 1972; MITCHELL et al., 2005; FLEURY et al., 2015).

Atualmente ainda ndo foi relatada infeccdo do SNC em nenhum dos hospedeiros
envolvidos no ciclo do M. corti, nesse caso isso é considerado um ponto negativo para a
utilizacdo desse parasito como modelo experimental da NCC (ALVAREZ et al., 2010).
Os ovos deste parasito ao serem eliminados no ambiente, séo ingeridos pelo hospedeiro
intermediario (largato ou rato) (NOVAK, 1972) no qual ira desenvolver a larva madura
ou metacestdide. Ocorre a ingestdo do hospedeiro intermediario por um mamifero
carnivoro (cdo ou um gato) no qual o parasito adulto ira se desenvolver no intestino
deste hospedeiro, liberando o0s ovos junto com as fezes, dando continuidade ao ciclo de
vida. Este parasito possui um ciclo de vida similar ao observado na cisticercose por T.
solium, principalmente em relacdo ao desenvolvimento dos estagios evolutivos dos
parasitos, sendo um fator favoravel para o seu uso como modelo experimental de NCC
(WHITE, 1997). M. corti foi inoculado por via intracraniana demonstrando-se altamente
invasivo, infiltrando-se dentro de dias no espaco subaracndide, no espacgo ventricular e
no parénquima cerebral (WHITE, 1997). E este resultado se compara com 0s resultados
encontrados em humanos infectados com T.solium, pois a maioria dos cisticercos sdo
encontrados na area parenquimatosa (WHITE, 1997).

O parasito mais utilizado para o estudo da cisticercose humana é T. crassiceps
devido ao seu rapido ciclo de desenvolvimento, pois consegue ser mantida sem
necessidade de passagem por um hospedeiro definitivo, facil manutencdo, e
principalmente a similaridade antigénica com T. solium (VAZ et al., 1997; MATOS-
SILVA, 2012).

Vinaud et al. (2008) realizou um estudo cujo o objetivo era de determinar as
concentragdes de glicose e demais &cidos orgénicos relacionados ao metabolismo
energético in vitro de cisticercos de T. crassiceps nos estagios inicial, larval e final,
guando expostos a doses letais de PZQ e ABZO. Foi obtido como resultado deste estudo

que 0 ABZO e PZQ diminuiram a excrecdo de lactato e induziram vias aerobias de
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energia. As concentragdes de glicose permaneceram inalteradas, dessa forma
confirmando o bloqueio da sua absor¢do pelos farmacos utilizados.

Um estudo foi realizado por Matos-Silva et al. (2012) utilizando camundongos
inoculados intracranialmente com cisticercos de T. crassiceps como modelo
experimental para observar a reagdo inflamatoria que ocorre durante a NCC. Os animais
foram eutanasiados 7, 30, 60 e 90 dias apds a infeccdo, ocorrendo a retiradado encéfalo
para a analise histopatolégica, para classificacdo dos parasitos e das lesbes
inflamatorias. Neste estudo obteve como resultado a inducdo da NCC nas duas
linhagens de camundongos utilizados (BALB/c e C57BL/6). Os BALB/c apresentaram
lesbes inflamatérias mais intensas do que os camundongos C57BL/6 e também
induziram necroses nos parasitos durante a fase tardia com padrdo inflamatorio agudo.
Os C57BL/6 mostraram-se mais habeis em provocar necroce precocemente nos
cisticercos.

Foi realizado um estudo por Freitas et al. (2012) utilizando camundongos
C57BL/6 inoculados no tecido subcutaneo com cisticercos de T. crassiceps, utilizado
como modelo experimental para avaliar alteracdes histopatoldgicas e imunologicas.
Podendo observar que ocorreu o desenvolvimento de granulomas, formados de
neutrofilos e macrofagos no local da inoculagdo. Ocorreu um aumento na concentracao
de interferon y (IFN-y) ao longo do curso da infec¢do, e também da concentragao de IL-
4 durante o periodo de transicdo a partir da fase incial para a fase tardia da infeccao.
Concluiu-se a partir desses resultados que a destruicdo do parasito, parece estar
associada com um aumento de IFN-y, sugerindo que a resposta imunoldgica tipo 1 ¢é
importante para o controle do parasito.

Estudo realizado por Fraga et al. (2012a) utilizou a T. crassiceps como modelo
experimental para a cisticercose, com o objetivo de avaliar as alteracdes metabolicas de
cisticercos de T. crassiceps quando inoculados intraperitonealmente em camundongos
BALB/c expostos aos farmacos ABZ e PZQ. O tratamento de baixa dosagem causou
um bloqueio parcial da captacdo de glicose pelos cisticercos apesar da diferenca
estatistica ndo ser significativa. Observou-se uma ativacdo do ciclo do acido citrico
tradicional. A detecgdo do a-cetoglutarato nos cisticercos expostos aos farmacos indica
que estes utilizaram vias metabolicas diferentes das vias descritas anteriormente apds o

tratamento realizado in vitro.
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Moura et al. (2013) realizou um estudo utilizando camundongos inoculados
intraperitonealmente com cisticercos de T. crassiceps como modelo experimental para
investigar se existe uma associagdo entre a disponibilidade de arginina e a
suceptibilidade de T. crassiceps com a fibrose. Sendo estes animais tratados com
inibidor de arginase ou suplementacdo com L-arginina, sendo que estes ndo alteraram a
carga parasitaria ou perfil da infeccdo. Logo o resultado obtido nesse estudo sugere que
a atividade da arginase ndo interfere no controle de parasitos durante a infeccdo
experimental com T. crassiceps, sendo importante para a fibrose que ocorre na
cisticercose.

Em 2014 foi realizado um estudo por Leandro et al. utilizando camundongos
BALB/c infectados intracranialmente com cisticercos de T. crassiceps como modelo
experimental da NCC, para se investigar o metabolismo energético destes cisticercos
quando expostos aos farmacos ABZ e PZQ. Mostrando que ocorreu uma reversao do
ciclo do acido citrico (via da fumarato redutase) quando estes animais infectados foram
expostos ao tratamento com ABZ e PZQ nas maiores dosagens, quando comparado com
0 grupo controle e os grupos tratados com dosagens menores.

No estudo realizado por Fleury et al.(2015) explorava-se a viabilidade de se
infectar suinos por implementacéo cirargica de oncosfera ativada de T. solium no SNC.
Foram realizados dois experimentos, 0 primeiro experimento utilizou 7 suinos que
foram inoculados no espaco subaracnoide, 5 desses animais receberam uma dose
elevada de oncosferas (1000-1500), e 2 desses animais receberam uma dose baixa de
oncosferas (100-150), e um unico parasito foi observado em dois suinos, sendo estes
inoculados com elevada dose de oncosferas. No segundo experimento utilizaram 8
suinos que também foram inoculados no espaco subaracndide, 4 desses animais
receberam 500 oncosferas, e 0s 4 animais restantes receberam 1000 oncosferas cada.
Nesse ultimo experimento foi observado a implementacdo de cisticercos multiplos no
sistema nervoso central. Estes resultados discordantes podem ter ocorrido devido a
diferencas na viabilidade das oncosferas utilizadas em cada experimento. Os resultados
desse estudo apontam para a necessidade de se utilizar oncosferas com elevada taxa de
ativacdo. Apos 4 meses de inoculagdo foi realizada a necropsia dos animais, e a maioria
das oncosferas estavam degenerando, possuindo uma exacerbada resposta inflamatoria
ao redor delas. No entanto a proporcdo das oncosferas encontradas foi

significativamente mais elevada no cérebro em relagdo aos cisticercos na musculatura.
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Moura et al. (2016) realizou estudo com o objetivo de avaliar a resposta imune e
sistémica in situatravés da dosagem de citocinas (IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y) e também
avaliar a resposta inflamatoria local da NCC, utilizando T. crassiceps como modelo
experimental. Neste trabalho, observou-se uma discreta intensidade de células
inflamato6rias de perfil imune misto, polimorfonucleares e células mononucleares
durante o inicio da inflamacédo, observando um predominio de mononucleares no final
da inflamacdo. Ja a resposta imune sistémica mostrou um aumento significativo em
todas as citocinas analisadas, com predominio da Th2 no final da infec¢do. Estes
resultados indicam que a localizacdo dos cisticercos pode levar a ventriculomegalia
(aumento dos ventriculos). A fase aguda da infeccdo mostrou um perfil Thl / Thl7
misturado, acompanhado de niveis elevados de IL-10, enquanto que a fase tardia
apresentava um perfil imune Th2.

Isac et al. (2016) realizou um estudo cujo objetivo era analisar o impacto
metabolico in vitro da nitazoxanida (NTZ) em cisticercos de T. crassiceps. Obteve
como resultado um comprometimento parcial da captacdo de glicose induzido
pelofarmaco NTZ, além de uma preferéncia pelas vias alternativas de producdo de
energia (oxidacdo dos acidos graxos e catabolismo de proteinas), observando um

predominio do metabolismo aerdbio.

1.4.  Vias metabolicas em cisticercos de Taenia crassiceps

Os helmintos da classe Cestoda ndo possuem trato digestorio, assim a absor¢éo
de nutrientes por esses parasitos é realizada através do tegumento. Este tegumento deve
ser resistente as enzimas digestivas e ao sistema imunolégico do hospedeiro definitivo.
(KOHLER & VOIGHT, 1988).

As necessidades nutricionais dos helmintos sdo supridas pelas substancias
existentes no ambiente. Como por exemplo: aminoacidos, carboidratos, vitaminas,
minerais, nucleosidios, acidos graxos entre outros sao retiradas de seus hospedeiros e
armazenadas em camadas sub tegumentares ou vactiolos (KOHLER & VOIGHT,1988;
KOHLER, 2001).

O principal carboidrato utilizado como fonte de energia é a glicose, o glicogénio
¢ utilizado como reserva energética, mas outros carboidratos também estdo
armazenados na membrana cistica do parasito, como glicosaminas e galactose que

podem ser utilizados quando houver falta ou escassez energética e em alguns casos no
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qual a acdo do farmaco dificulta a captacdo de glicose (KOHLER & VOIGT, 1988;
VINAUD et al., 2007).

A degradacdo das substancias de reserva energética gera substratos que vao ser
utilizados na via do metabolismo aer6bio e na cadeia transportadora de elétrons,
semelhante a do hospedeiro mamifero (DEL ARENAL et al., 2001).

O metabolismo energético de endoparasitos é bastante estudado na &rea da
bioquimica, porque as funcGes vitais e suas diferencas entre hospedeiro e parasito,
oferecem oportunidades para se desenvolver novos farmacos antiparasitarios
diminuindo os prejuizos e efeitos adversos para o hospedeiro (KOHLER & VOIGHT,
1988).

A razdo pelo qual a capacidade oxidativa é mais nitida em alguns estadios de
desenvolvimento em helmintos, inclusive no cisticerco de T. crassiceps, em comparagdo
com o parasito adulto, ainda ndo é completamente compreendida, mas isso pode ocorrer
devido as pequenas dimensbes desse estadio evolutivo, necessitando assim de uma
menor quantidade de oxigénio no cisticerco do que na fase adulta e também devido a
disponibilidade suficiente de oxigénio no habitat do cisticerco, tecidos do hospedeiro,
ser maior do que a disponibilidade de oxigénio no habitat do parasito adulto, limen
intestinal (DORAIS & ESCH, 1969; VINAUD et al., 2007).

Existe ainda uma diferenca metabdlica entre os estadios evolutivos do cisticerco,
sendo que este gasta mais energia durante a sua fase larval (possui brotamentos) do que
na fase inicial ou final (DORAIS & ESCH, 1969; VINAUD et al., 2007). Isso ocorre
porque a fase larval é a fase evolutiva na qual ocorre a maior taxa de replicacao celular
(DEL ARENAL et al., 2005; WILMS et al., 2005). Sendo estes fatores importantes
para estabelecer as vias responsaveis pela degradacdo completa dos substratos, como o
ciclo do acido citrico, em seguida a B-oxidacdo e por fim a fosforilagdo oxidativa
(KOHLER & VOIGHT, 1988; VINAUD et al., 2007).

1.4.1 Via glicolitica

A via glicolitica é o primeiro estagio do metabolismo de carboidratos, e consiste
em um processo anaerobio (processo de fermentacdo). Esse processo ocorre em trés
etapas: 1) a glicose é fosforilada sob a acdo da enzima hexoquinase, formando a glicose-
6-fosfato (G6F) (ocorre no citosol), sendo essa reacdo irreversivel; a glicose-6-fosfato

sofre a acdo da enzima fosfohexose isomerase transformando-se em frutose-6-fosfato
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(F6P). Por fim a frutose-6-fosfato sofre a acdo da fosfofrutoquinase formando a frutose-
1,6-bifosfato. 2) A frutose-1,6-bifosfato sofre acdo da enzima aldolase formando o
gliceraldeido-3-fosfato,este recebe mais um grupo fosfato e sofrendo a acdo da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ocorre a formacdo do 1,3-bifosfatoglicerato, este
sofre a acdo da fosfoglicerato kinase produzindo 3-fosfoglicerato; este € reduzido a
partir da enzima fosfoglicerato mutase para 2-fosfoglicerato, este ira sofrer a acdo da
enzima enolase formando o fosfoenolpiruvato (PEP).3) O fosfoenolpiruvato (PEP) sofre
a acdo da enzima piruvato quinase formando o piruvato (Fig.7); (LEHNINGER, 2014).
O piruvato possui transito livre entre o citoplasma e a mitocondria, ao entrar na
mitocondria sofre a acdo da enzima mélica mitocondrial originando o malato
mitocondrial. O piruvato citosolico sofre a acdo da enzima lactato desidrogenase
gerando assim o lactato, que podera ser excretado ou utilizado na gliconeogénese, este
mesmo piruvato sofre a acdo da enzima transaminase gerando a alanina que sera
excretada, ou este mesmo piruvato por possuir transito livre entre
citoplasma/mitocondria, e acabar entrando na mitocondria (CORBIN et al., 1998). Da
mesma forma que esse processo foi descrito em mamiferos por Lehninger, em estudo
realizado por Corbin et al. (1998) esse mesmo processo foi observado em cisticercos de

T. crassiceps.
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Figura 7. Esquema das reacdes envolvidas na via glicolitica. 1-Enzima hexoquinase; 2-
Enzima fosfofrutoquinase; 3- Enzima aldolase; 4- Enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase; 5- Enzima fosfoglicerato kinase; 6- Enzima enolase; 7- Enzima piruvato
quinase; 8- Enzima malica mitocondrial; 9- Enzima lactato desidrogenase; 10- Enzima
transaminase. E: significa que o acido foi excretado (Acervo pessoal).

1.4.2. Ciclo do &cido citrico

Os estudos de Corbin et al. (1998) com cisticerco de T. crassiceps demonstraram
que apds o piruvato citosélico entrar na mitocéndria, este ira sofrer a acdo da enzima
piruvato ferrodoxina oxidoredutase, produzindo assim o acetil-coA. Este sobre a acao
da enzima acetoacetato descarboxilase, ira produzir o acetato, sendo este excretado.O
malato por possuir transito livre entre o citoplasma e a mitocondria, pode entrar na
mitocéndria e sofrer a acdo da enzima malato desidrogenase mitocondrial produzindo o
oxaloacetato (OAA) este juntamente como acetil-coA sofrendo a acdo da enzima citrato
sintase para formar o citrato. Este serd um dos metabdlitos intermediarios do ciclo,
podendo ser excretados quando encontrados em grandes quantidades na mitocdndria, ou
entrar no ciclo do &cido citrico (Fig. 8). Em vertebrados o citrato sofre a acdo da
aconitase e ird produzir o isocitrato. Este sob a a¢do da enzima isocitrato desidrogenase
ird produzir o a-cetoglutarato. O o-cetoglutarato sob a acdo da enzima a-cetoglutarato

desidrogenase sera convertido a succinil-CoA. A enzima succinil-CoA desidrogenase
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catalisara a conversdo de succinil-CoA em succinato, sendo este o produto intermediario
do ciclo do &cido citrico (LEHNINGER et al., 2014).
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Figura 8. Ciclo do &cido citrico: E: os produtos finais excretados, OAA: oxaloacetato.
T: o &cido organico possui transito livre entre o citosplama e a mitocondria. 1. Enzima
piruvato quinase; 2.Lactato desidrogenase; 3. Alanina transaminase; 4.
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase 5. Malato desidrogenase; 6. Fumarase; 7. Fumarato
redutase; 8. Enzima malica mitocondrial; 9. Enzima maélica citosélica; 10. Piruvato
ferrodoxina oxidoredutase; 11. Acetoacetato descarboxilase; 12. Malato desidrogenase
mitocondrial; 13. Citratosintase; 14. Aconitase; 15. Isocitrato desidrogenase; 16. a-
cetoglutarato desidrogenase; 17. Succinil-CoA sintetase. (Adaptado de Vinaud et al.
2007).

A producdo de malato em helmintos tem uma funcdo semelhante a da
fermentacdo lactica, que é manter o equilibrio redox pela acdo das desidrogenases, e
também produzir dois mols de ATP para cada mol de glicose que for catabolisado
(KOHLER & VOIGHT, 1988).

1.4.3. Via da fumarato redutase

E considerada a via inversa do ciclo do &cido citrico, ocorre dentro da

mitocéndria, no qual o malato possui transito livre entre o citoplasma e a mitocéndria.
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Nessa via 0 piruvato ir4 sofrer a agdo da enzima malica mitocondrial para produzir o
malato, em seguida o malato sofre acdo da enzima fumarase para produzir o fumarato,
que por fim sofre acdo de enzima fumarato redutase para a produgdo do succinato,
sendo este o produto final da via da fumarato redutase, e seré excretado.

A ndo deteccdo do o-cetoglutarato indica que o parasito tem uma preferéncia
pela utilizacdo da via da fumarato redutase, por ser considerada uma via de menor gasto

energético pelo parasito.
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Figura 9. Via da fumarato redutase: T- transito livre entre o citoplasma e a mitocondria,
retangulo vermelho- marca o processo envolvido na via da fumarato redutase. (Acervo
pessoal)

1.4.4. Vias alternativas de producdo de energia

Em cisticercos de T.crassiceps € detectada a cadeia transportadora de elétrons,
que é semelhante a encontrada em mamiferos, relatando-se a presenca dos citocromos
bcl, ¢ e aa3. Em parasitos adultos esse tipo de respiracdo esta ausente, visto que ocorre
uma preferéncia pelo metabolismo anaerébio devido as peculiaridades do meio em que
se encontra, lumen intestinal do hospedeiro com baixa tensdo de oxigénio (DEL
ARENAL et al., 2001). O metabolismo de cisticercos de T. crassiceps se mostra

bastante complexo, pois este apresenta uma via respiratOria alternativa (oxidagdo dos

22



acidos graxos e catabolismo de proteinas), j& que continua vivo apds a inibicdo da

enzima citocromo oxidase através do cianeto (DEL ARENAL et al., 2005).

1.4.4.1. Oxidagéo dos &cidos graxos

A degradagdo dos acidos graxos via [B-oxidagcdo ocorre dentro da matriz
mitocondrial, sendo que os &cidos graxos junto com os alcodis formam os lipidios.
Esses compostos além de atuarem como reserva energética possuem funcéo estrutural,
pois a parte externa da superficie da membrana de parasitos do género Taenia €
recoberta por uma cadeia de glicoproteinas e mucopolissacarideos, que recebe o nome
de glicocalix. Os cisticercos de T. crassiceps realizam reproducdo assexuada através de
brotamentos, assim necessitando de um suprimento maior de lipidios, que tambem
atuam como um mecanismo de defesa do parasito contra a resposta imune do
hospedeiro.

A maioria dos helmintos (endoparasitas) sdo incapazes de sintetizar acidos
graxos de cadeia longa, mas estes parasitos assim como outros organismos, sao capazes
de prolongar as cadeias de &cidos graxos que sdo absorvidas do meio em que eles se
encontram. Em ceélulas de vertebrados este processo € metabolizado pelo sistema de
alongamento de &cidos graxos que ocorre na mitocondria e no reticulo endoplasmatico.
Nestes parasitos esse sistema estd presente na mitocondria semelhante ao existente nos
mamiferos, pois utiliza acetil-CoA. Os acidos graxos que sdo absorvidos por estes
parasitos a partir de fontes advindas do hospedeiro sdo rapidamente esterificados ao
glicerol formando os triacilglicerois e ao fosfolipidio, em processo semelhante ao
encontrado em animais (KOHLER & VOIGHT, 1988).

1.4.4.2. Producéo de corpos cetbnicos

Os corpos cetdnicos sdo produtos da transformacdo de lipidios em glicose,
apresentando como grupo funcional a acetona e o [-hidroxibutirato, sendo estes
sintetizados na matriz mitocondrial dos hepatocitos. Em vertebrados o acetoacetato, a
acetona e o B-hidroxibutirato séo resultados da oxidacéo do acetil-CoA, ocorrendo em

situacOes de anaerobiose ou baixa tensdo de oxigénio (LEHNINGER, 2014); (Fig.10)
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Figura 10. Formacéo de corpos cetbnicos a partir de Acetil-CoA em vertebrados. E- €
a substancia excretada. 1- Enzima tiolase; 2- HMG-CoA sintase; 3- HMG-CoA liase; 4-
Acetato descarboxilase; 5- B-hidroxibutirato desidrogenase; 6- [-cetoacil-CoA
transferase (Adaptado de LEHNINGER et al. 2014).

1.4.4.3. Ciclo da uréia

O ciclo da uréia em humanos consiste em cinco reagdes como observado na
figura 11, duas na mitocéndria e trés no citosol. Este ciclo inicia-se na mitocondria,
onde a partir do ciclo do acido citrico ocorre a formacdo do aspartato, este aspartato ird
para o citoplasma onde ocorre a producdo do argino-succinato, que pode entrar no ciclo
da uréia para produzir a argina, mas também pode ser utilizado para a producdo do
fumarato a partir do ciclo da ureia. A arginina sob a acdo da enzima arginase sera
convertida em ornitina, e também ocorre a excrecdo uréia. A ornitina entra na
mitocondria e condensa com o carbamoilfosfatoformando a citrulina, que novamente ira

formar a arginino-succinato completando o ciclo (LEHNINGER et al., 2014).
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Figura 11. Ciclo da uréia. A partir do ciclo do &cido citrico ocorre a formacéo do
aspartato, esse ird produzir arginino-succinato dando inicio ao ciclo. Em seguida ocorre
a formac&o da arginina, esta ira sofrer a acdo da enzima arginase que vai excretar uréia e
formar a ornitina, em seguida a ornitina condensa com o carbamoilfosfato formando
assim a citrulina, que consequentemente ird formar novamente arginino-succinato dando
continuidade ao ciclo (Adaptada de LEHNINGER et al., 2014).

Os helmintos sdo capazes de secretar ions amdnio, acido Urico ou uréia. A uréia
pode ser formada a partir de 4 fontes: 1) absorcdo de arginina a partir do ambiente, que
é catabolizado pela arginase; 2) absorcdo da uréia a partir do ambiente; 3) degradacao
das purinas pela via do &cido Urico; 4) a partir da utilizacdo da aménia e do bicarbonato,
dando origem ao ciclo da ornitina-uréia (MOHAMED et al., 2005).

O ciclo da uréia é uma importante via metabdlica para a excrecdo de substancias
toxica, como a amdnia em mamiferos. Tem sido relatado em helmintos, tais como a
Fasciola hepatica (MOHAMED et al., 2005), indicando a capacidade dos invertebrados
de executar esse mecanismo homeostatico. Essa via foi relatada em cisticerco de T.

crassiceps e descrita por Vinaud et al. (2009).

1.5. Farmacos anti-helminticos utilizados no tratamento de NCC

Até 1970 a terapéutica medicamentosa para NCC era restrita apenas ao
tratamento de pacientes sintométicos, com ado¢do de medidas paliativas. A partir de

1990 o albendazol (ABZ) e o praziquantel (PZQ) tém sido utilizados no tratamento de

25



algumas manifestacdes clinicas da NCC (TAKAYANAGUI, 1990). Nos estudos
comparativos, o albendazol tem se revelado mais eficaz que o praziquantel (SOTELO et
al., 1990; CRUZ & HORTON, 1991). Nos estudos de Takayanagui & Jardim (1992),
foi observado o desaparecimento de 88% dos cisticercos ap6s o tratamento com ABZ, e
de apenas 50% ap0s o tratamento com PZQ. Nesse mesmo estudo puderam constatar
que o ABZ foi mais tolerado pelos pacientes, e possuiu uma menor freqiiéncia de
reagOes adversas, facilitando o seu uso na terapéutica.

O objetivo do tratamento € destruir os cisticercos, e a0 mesmo tempo ter um
controle simultdneo da resposta imune do hospedeiro usando medicamentos
antiinflamatdrios, tais como corticosterdides. Essa estratégia tem sido utilizada em todo
0 mundo e impede a inflamacdo prolongada que esta relacionada com a degeneracao
dos cisticercos. Essa combinacdo de farmacos apresenta uma melhora na evolugéo
clinica e nos resultados em pacientes com NCC (TAKAYANAGUI et al.,2011).

Apesar da OMS preconizar o tratamento da NCC com ABZ e PZQ, isolados ou
em associacdo, ja existem relatos de parasitos resistentes a esse tratamento (WHO,
2010). Este fato gera muita preocupacédo, frente as poucas alternativas de tratamento
existentes (GREENBER, 2005; MARQUEZ-NAVARRO et al., 2013).

A dosagem e a duracdo do tratamento irdo depender do nimero, localizacéo, e
estadio de desenvolvimento do cisticerco. E importante ressaltar que a administracio do
farmaco antiparasitario, pode induzir o aumento do edema cerebral ja existente. Dessa
forma o tratamento antiparasitario € contra-indicado em NCC subaracndide, pois o
paciente pode apresentar hipertensdo craniana, pois a morte do parasito gera uma reagdo
inflamatéria local (GARCIA et al., 2014).

Embora o tratamento com os cestocidas ABZ e PZQ tem sido o foco da maioria
dos estudos, outros tratamentos também tém sido realizados. Como por exemplo, as
drogas antiepilepticas (DAE), intervenc@es cirlrgicas e medidas de suporte. Os usos
destes medicamentos em curto prazo possuem efeitos colaterais toleraveis. Mas quando
usados a longo prazo como é o caso da NCC, os efeitos colaterais sdo mais frequentes,

graves e até mesmo fatais (NASH et al., 2006).

1.5.1 Praziquantel

O praziquantel (PZQ) foi desenvolvido em 1975, nos laboratorios da Bayer na

Alemanha, possuindo a seguinte estrutura quimica 2- (ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-
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hexahydro-4H-pyrazino (2,1- a) isoquinolin2-4-one (Fig. 12). E um p6 cristalino quase
branco, possuindo o ponto de fusdo entre 136-140°C. E estavel em condicdes normais, e
praticamente insoltvel em 4gua (ANDREWS et al., 1983).

Praziquantel (PZQ)

Figura 12. Estrutura quimica do praziquantel (Fonte:
http://lwww.thesynapticleap.org/schisto/images/PZQ)

Ensaios quimioterapéuticos tém sido realizados para avaliar o uso clinico do
PZQ no tratamento de trematddeos e cestddeos em humanos. E varios resultados
positivos foram publicados (LEE & CHALI, 1985; KEIZER & UTIZINGER, 2004). Tem
sido relatado que a maior parte das infeccdes por trematodeos e cestddeos em humanos,
com excecdo da Fasciola hepatica e do Echinococcus granulosus, sdo tratados com
sucesso utilizando as dosagens recomendadas do praziquantel, entretanto serdo
dosagens diferenciadas de acordo com a espécie e localizacdo do parasito (LEE &
CHAI, 1985; KEIZER & UTZINGER, 2004).

Em alguns casos raros, o PZQ pode causar reacGes anafilaticas ou
hipersensibilidade em alguns pacientes (KYUNG et al., 2011; LEE et al., 2011). Apds a
administracdo do PZQ é possivel observar com frequéncia os efeitos colaterais em 30-
60% dos pacientes tratados, mas esses geralmente sdo transitdrios desaparecendo apos
24h da ingestdo do farmaco (JAOKO et al., 1996; BERHE et al., 1999).

O PZQ é absorvido rapidamente no intestino humano, mais de 80% das doses
administradas via oral sdo absorvidas pelo trato gastrointestinal, atingindo sua
concentra¢do maxima no plasma em um prazo de 1-2 horas (LEE & CHAI, 1985). Este
farmaco é submetido a um metabolismo de primeira passagem no figado, com o
desaparecimento répido da circulagdo, tendo uma meia-vida de 1-2h (LEE & CHAI,

1985). A eliminacdo do farmaco ocorre 24h ap6s a administracdo, preferencialmente
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através da urina (60-80%), podendo ser eliminado também pelas fezes e bile (15-35%),
(STEINER et al., 1976; ANDREWS et al., 1983; JONG-YIL CHAI, 2013).

A Dbiodisponibilidade do PZQ sofre um aumento se for administrada
simultaneamente com a cimetidina, que € uma substancia que inibe a atividade do
citocromo P450 (importante na hidroxilagdo de farmacos), provocando um aumento de
100% da biodisponibilidade do farmaco, logo essa associacdo de praziquantel com
cimetidina tem sido utilizada especialmente para o tratamento da NCC, pois para esse
tratamento é necessaria concentracdes elevadas de farmaco (METWALLY et al., 1995;
JUNG et al., 1997).

A eficécia terapéutica do PZQ em cestodeos foi documentada pela primeira vez,
entre 1976 e 1977, descrita antes mesmo do uso de PZQ em trematodeos (THOMAS &
GONNERT, 1977). No entanto, os primeiros estudos, sobre o efeito in vitro do PZQ
foram realizados em 1980 em Hymenolepis nana, H. diminuta, Equinoccocus
multilocularis, e em 1981 foi realizado o estudo em T.taeniaeformis (BECKER et al.,
1981). O PZQ foi eficaz contra os metacestdides de T. solium e T. multiceps, no
tratamento do hospedeiro animal. O PZQ, na dosagem de 50 mg/kg/dia durante 10 dias
levou os cisticercos a morte na musculatura dos suinos, embora 0s cisticercos na
cavidade intracraniana ndo morreram com essa dosagem. Concluindo que quanto maior
a dosagem ou a duracdo do tratamento, maior a eficacia do farmaco no cérebro de
suinos (ANDREWS et al.,1983).

A hidatidose em humanos, causada pelo metacestdide (cisto hidatico) de E.
granulosus e E. multiloculares ndo possuem éxito com o tratamento apenas a base de
PZQ (ANDREWS et al., 1983). Sendo que a eficacia terapéutica sé pode ser alcancada
quando é utilizada a combinagdo do ABZ (10-15 mg/kg/dia) com o PZQ (50 mg/kg/dia)
sendo realizado o tratamento durante 1 més, geralmente utilizado como pré-operatorio
(HARALABIDIS et al., 2008; TEKIN et al., 2011).

A eficacia do PZQ no tratamento da NCC, quando o cisticerco esté localizado no
parénquima cerebral ou no ventriculo, ocorre devido a passagem metabolizada da droga
através da barreira hematoencefalica (LEE & CHAI, 1985).

O mecanismo de acdo do PZQ de forma detalhada ainda ndo foi elucidado
(CIOLI, 2000), mas alguns efeitos sdo bastante conhecidos, como a paralisia muscular
do parasito, como é observada no caso da esquistossomose (CIOLI, 2000). A contracao
muscular é um dos primeiros efeitos observados no parasito exposto ao farmaco tantoin
vivo quanto in vitro (CIOLI & PICA-MATTOCCIA, 2003). Em decorréncia da
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contragdo, os parasitos perdem a capacidade de fixagdo, devido ao relaxamento da
musculatura da ventosa ventral (acetdbulo), e sdo arrastados para o figado, onde
ocorrem reacdes do sistema imunoldgico contra o parasito, €, em conjunto com outros
agravos ao parasito, culminara com a eliminacdao dos mesmos (PAX et al., 1978).

Outro efeito precoce que pode ser observado ap6s o uso do PZQ, sdo as
alteragBes morfoldgicas no tegumento devido ao répido influxo de Ca+, ocorrendo a
vacuolizagdo na base do tegumento, acompanhado por um aumento na exposi¢do do
antigeno de superficie do parasito (MELHORN et al., 1981; CIOLI & PICA-
MATTOCCIA 2003; CHAN et al., 2012).

A grande vantagem de se usar 0 PZQ é o seu amplo espectro de atividade, sendo
que desde o primeiro estudo realizado com animais ja havia comprovado que esse
farmaco era igualmente eficaz contra o Schistossoma mansoni, S. haematobium, S.
japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (WEBBE & JAMES, 1977). O PZQ ¢ eficaz
em todas as idades, e nas diferentes formas clinicas da esquistossomose, incluindo a
esquistossomose cerebral causada por S. japonicume a sindrome neuroldgica causada
por S. mansoni e S. haematobium usado com sucesso em ambos 0S c€asos
(SCRIMGEOUR & GADJUSEK, 1985). Apesar de 0 PZQ ser a primeira escolha para o
tratamento da esquistossomose, a sua baixa solubilidade, restringiu a sua administracdo
via oral (ANDREWS, 1985; GONZALEZ-ESQUIVEL et al., 2005). Fazendo com
grandes dosagens sejam necessarias para atingir a concentracdo adequada para os locais
alvos (GONZALEZ-ESQUIVEL et al., 2005).

A eficacia do PZQ em pacientes humanos com Schistossoma sp geralmente é
satisfatoria, embora seja mais eficaz nas infec¢gdes pelo parasito adulto.Uma Unica dose
oral de 40 mg/kg, € util para o tratamento em massa, sendo bastante eficaz, comas taxas
de cura de 85,7% para S. japonicum, 79,4-88,6% para S. mansoni, 83,0-88,9% para S.
haematobium, e 75,0% para S. mekongi (ANDREWS et al., 1983; COULIBALY et al.,
2012; LOVIS et al., 2012). A taxa de cura pode ser aumentada para 99,5%, com 0 uso
de duas doses de 40 mg/kg para S. japonicum (SETO et al., 2011) e para 80,8% com o
uso de uma Unica dose de 75 mg/kg para S. mekongi (LOVIS et al., 2012).

A eficacia do PZQ para o tratamento de infec¢cdes de parasitos hepaticos (exceto
para F. hepatica) é semelhante a infeccdo por Schistosoma sp (LEE & CHAI,
1985).Uma dose unica de 40 mg/kg € utilizado para o tratamento em massa, com taxas

de cura de 87,1% para Clonorchis sinensis, 90,0% para Opisthorchis viverrini, e 97,0%
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para O. felineus. O aumento da dose para 3x25 mg/kg/dia durante 1 dia ou 2 dias
podeaumentar a taxa de cura para 85,7-100% para C. sinensis (RIM & YOO, 1979).

Tem sido relatado o surgimento de cepas de S. mansoni e S. japonicum
resistentes ao praziquantel (LIANG et al., 2002; WANG et al., 2012b). Em outras
espécies de nematddeos, a resisténcia ao praziquantel ndo tem sido documentada
(KEIZER & UTZINGER, 2004). Ha varios relatos de uma possivel resisténcia PZQ em
Schistosoma (FALLON et al., 1996; CIOLI, 2000; DAY & BOTROS, 2006;
DOENHOFF et al., 2008; WANG et al., 2012b), incluindo aqueles que utilizam de
estratégias para induzir experimentalmente o Schistosoma PZQ-resistente.

As infeccbes por T. solium e T. saginata sdo altamente sensiveis a uma dose
baixa (10 mg/kg) de PZQ, possuindo uma taxa de cura de 96-100% (RIM et al., 1979;
CHAI et al., 1985). As infeccdes pelo cestoide Diphyllobothrium latum séo tratadas
com sucesso por PZQ, na dosagem de 10-25 mg/kg, com uma taxa de cura de 100%
(BYLUND et al.,, 1977; CHAI et al., 1985). No entanto, infeccbes por H. nana
geralmente necessitam de uma dose mais elevada (25 mg/kg) para se obter uma taxa de
cura satisfatoria (SCHENONE, 1980).

No tratamento da NCC, a administracdo de corticosterdides, como a
dexametasona, deve sempre acompanhar o tratamento anti-helmintico para reduzir as
reacOes adversas, tais como dor de cabeca, vomitos e sintomas neuroldgicos, que podem
ocorrer devido ao aumento da pressdo intracraniana (LEE & CHAI, 1985).

A NCC ventricular ou subaracnoide, e a cisticercose ocular sdo refratarias ao
tratamento com PZQ (SANTOS et al., 1984; LEE & CHAI, 1985; TAKAYANAGUI et
al., 2011), provavelmente devido a barreira hematoencefalica ou barreira hemato-ocular
que interfere na difusdo do farmaco no local no qual é encontrado o cisticerco. Sendo
gue nesses casos, a remocdo cirargica € o melhor tratamento a ser realizado
(TAKAYANAGUI et al., 2011). O PZQ permanece contra-indicado em cisticercose
ocular em qualquer dosagem. No entanto, a dose de PZQ, utilizado como um cestocida,
deve ser a mais baixa possivel (5 mg/kg de peso corporal) na forma de uma dose Unica,
que é 1/5 da dose minima diaria, com duracdo de 3-6 dias em cisticercose cutanea e
1/10 da dose minima diaria, dada por 2 semanas em NCC (JUNG et al., 1997).

Na NCC racemosa € recomendado o uso de ABZ combinado com PZQ durante 1
més, porque a excisao cirurgica para a retirada completa dos cisticercos da cisterna
basal € impraticavel (TAKAYANAGUI et al., 2011).

30


https://www.google.com.br/search?q=diphyllobothrium%20latum&start=0&spell=1

Em estudo realizado por Leando et al. (2014) in vivo com cisticercos de T.
crassiceps implantados no encéfalo de camundongos, tratados com PZQ demonstrou
que os cisticercos utilizaram a via da fumarato reduase, como uma via alternativa para

produzir energia na presenca deste farmaco.

1.5.2 Albendazol

O primeiro composto benzimidazolico foi introduzido na medicina clinica no
inicio dos anos 1960, sendo este denominado de tiabendazol. O tiabendazol tinha uma
aplicacdo limitada devido a sua frequéncia de efeitos colaterais (anorexia, nauseas,
vOmitos, desconforto epigastrico, vertigem, dor de cabega, fadiga, sonoléncia,
bradicardia entre outros) (COOK, 1991). Sem davidas o anti-helmintico mais eficaz de
largo espectro do grupo doshenzimidazdlicos é o albendazol devido a sua répida
absorcdo no lumen intestinal alcancando os tecidos em altas concentracGes, mesmo
quando administrado em baixas dosagens. Foi introduzido em 1979 e desde entdo nédo
saiu mais do mercado (COULAUD & ROSSIGNOI, 1984).

O albendazol (ABZ), carbamato de metil N-(5-propilsulfanil-3H-benzoimidazol-
2- il) (Fig.13), C12H15N302S e 265,33 g.mol-1, apresenta atividade contra
nematodeos, trematodeos e cestodeos, logo devido a sua eficiéncia e baixo custo tem se
tornado um medicamento de ampla utilizacdo, tanto na medicina veterinaria quanto na
medicina humana (CAMPBEI, 1990).

Inicialmente 0 ABZ é oxidado ao seu metabolito ativo denominado de
albendazol-sulféxido (ABZ-SO) (MARRINER et al., 1986); (Fig.13). Apresenta uma
rapida velocidade de absorcdo intestinal, quando convertido ao seu composto ativo
(ABZ-SO), desta forma ndo ocorre a sua deteccdo no plasma (EDWARDS &
BRECKENRIDGE, 1988).
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Figura 13. Estrutura quimica do albendazol e do albendazol sulféxido (Adaptado de
Oliveira et al. 2015)

A absorcdo do ABZ é reforcada por uma refeicdo gordurosa, pois o farmaco é
lipossoluvel. O albendazol sulféxido (ABZO-SO) e 70% ligado a proteina e tem uma
meia vida de 9h. Com doses de 10 mg/kg/dia, a concentracdo ativa da droga em cisto
hidatico varia de 0,52-1,61 mg/L (GIL-GRANDE et al., 1993). E no tratamento de
tecidos com hidatidose sdo necessarios 0,5 mg/L para obter uma terapéutica eficaz
(WEN et al., 1994). A concentracdo de ABZO em nivel plasmatico varia de acordo com
o local no qual o parasito é encontrado, ou seja, no liquido cefalorraquidiano (cerca de
50%) e no tecido cerebral (cerca de 40%) (MOSKOPP & LOTTERER, 1993).

O ABZ em dose Unica diaria (10 mL da suspenséo, sendo que a suspenséo oral
tem 40 mg/mL de ABZO) demonstrou eficacia de 100% no tratamento de ascaridiase e
enterobiase, 92% no de ancilostomiase, 90% no de tricuriase e 97% no de giardiase em
criancas. No tratamento contra Necator americanus a erradicacao foi de 75%. A dose
Unica diaria (10 mL da suspensdo), utilizada por trés dias consecutivos, teve eficacia de
86% na teniase e de 62% na estrongiloidiase (JAGOTA et al., 1986; DUTTA et al.,
1994; HORTON, 2002).

Este farmaco atua ligando-se a p-tubulina do parasito, impedindo a
polimerizacdo da actina, dessa forma blogueando a captacdo da glicose de forma
seletiva e irreversivel, assim interferindo no metabolismo energético do parasito, pois
reduz o armazenamento do glicogénio, considerada esta a principal fonte de glicose para
ser metabolizada e obter energia do parasito (CIOLI & PICA-MATTOCCIA, 2003;
KOHLER, 2001; PALOMARES et al., 2007).

Segundo a empresa fabricante do ABZ (Vitapan®) este farmaco inibe a
polimerizagdo dos microtdbulos, diminuindo o nivel de energia existente no meio no

qual o parasito se encontra, tornando-se este inadequado para a sobrevivéncia do
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parasito. Assim esse farmaco ira imobiliz&-lo em seguida ocorrendoa morte do parasito.
Sobre a atuacdo deste farmaco no cisticerco, foi observado que ele age da mesma forma
que foi descrita pelo fabricante, ou seja, inibindo e causando uma deplegéo de energia.
Aproximadamente 75% a 90% dos cisticercos desaparecem apds o uso desse farmaco,
também sendo eficaz nas formas subaracndides, meningeas e ventriculares da NCC
(SHIMA & SHARMA, 2009).

O ABZO causa perfuragdes no tegumento, além de causar uma ruptura das fibras
musculares do parasito. Sabe-se que a forma adulta do parasito apresenta um tegumento
mais delgado, desta forma apresentando uma melhor agdo do farmaco. Enquanto que as
formas larvais s@o mais resistentes ao tratamento (MARKOSKI et al., 2006).

O tratamento recomendado para NCC inicialmente, é a utilizagdo de 15mg/kg
durante 30 dias, mas outros estudos mostraram que 7 dias de tratamento, seria efetivo da
mesma maneira que o tratamento de 30 dias, isso ocorre pois a dosagem e 0s dias de
tratamento realizados em caso de NCC dependem da situacdo individual de cada
paciente (SHIMA & SHARMA, 2009).

O albendazol foi utilizado amplamente de 1970 a 1990 obtendo éxito no
tratamento da NCC, apesar de que em alguns casos ainda era necessario a intervengéo
cirdrgica. Ainda assim, o albendazol tem sido apontado por alguns pesquisadores como
mais eficiente no tratamento que o praziquantel (COOK, 1990; COOK,1991).

Tanto 0 ABZ quanto o PZQ causam a morte do parasito, levando a uma resposta
inflamatdria, ocorrendo o pico entre 0 5° e o 7° dia do tratamento. Esta resposta
inflamatdria quando associada com a encefalite, ou rea¢fes das meninges, podem levar
a um aumento da pressdo intracraniana, levando o paciente a 6bito. Devido a esse fato, é
de suma importdncia o acompanhamento médico durante todo o tratamento
(NOGALES-GAETE et al., 2006).

O uso generalizado dos benzimidazolicos em geral, tem desenvolvido resisténcia
do parasito a estes agentes quimioterapicos. 1sso ocorre devido a sua alta eficacia, baixo
custo e administracdo oral, levando a utilizacdo desses farmacos em larga escala no
tratamento de infeccdes intestinais por nematodeos.

De acordo com estudo realizado in vivo por Zurabian et al. (2013) o ABZ é
capaz de diminuir significativamente a carga parasitaria de T. crassiceps infectando
camundongos, podendo ainda causar danos teciduais nos cisticercos inoculados na

cavidade intraperitoneal em camundongos.
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Os estudos de Palomares et al. (2006) demonstraram que in vitro o ABZ-SO
gerou vérias mudancgas na morfologia e estrutura do cisticerco de T. crassiceps, como
por exemplo, a perda parcial de tecidos, que esta associado a essa acdo dos
benzimidazdis. O ABZ-SO destroe os microtubulos, assim interferindo na nutricdo do
cisticerco; leva também a ruptura das células flamas, mostrando que houve um prejuizo
na funcdo excretora causado pelos danos gerados nos microbdtulos. Dessa forma é
possivel concluir que o ABZ-SO gera um colapso interno no parasito, sendo alterada
sua forma e reduzindo o fluido vesicular.

Um estudo realizado por Escobedo et al. (2013) tendo como objetivo notificar a
eficacia terapéutica do ABZ e do ABZ-SO, administradas em diferentes dosagens e
esquemas terapéuticos, contra bovinos infectados experimentalmente com T. saginata.
Foram realizados 11 ensaios entre os anos de 2002 e 2012, compostos por 10
experimentos com ABZ-SO e 1 com ABZ. Os resultados encontrados em um estudo
realizado em 2008 com ABZ-SO (2,5 mg/kg) administrados 30,60 e 90 dias apos a
inoculacdo, em relacdo a eficacia contra cisticerco de T. saginata, revelou-se que essa
formulacdo atingiu uma eficacia de 9,32% contra o cisticerco (ESCOBEDO et al.,
2013). Devido a essa baixa eficacia foi realizado um novo experimento nesse mesmo
ano (2008), com o aumento da dosagem do ABZ-SO (7,7 mg/kg por via subcutanea),
obtendo uma eficacia de 36,8%. Entre os anos de 2009 e 2010 diferentes dosagens (5 e
15 mg/kg) e esquemas terapéuticos (45 DPI e 90 DPI; 30, 60 e 90 DPI) foram testados,
com o objetivo de aumentar a eficacia do ABZ-SO contra cisticerco de T. saginata.
Nesses casos a eficacia variou de 0-30%. No ultimo teste realizado com ABZO-SO a
via de administracdo foi alterada (via oral), bem como o esquema de tratamento e as
dosagens. Essas alteracGes conseguiram aumentar a percentagem da eficacia do ABZ-
SO para 88% (ESCOBEDO et al., 2013).

Em estudos realizados por Fraga et al. (20122, 2012b) ap6s o tratamento in vivo
de cisticercos de T. crassiceps inoculados na cavidade intraperitoneal com ABZ
mostrou um aumento de oxaloacetato e a-cetoglutarato, induzindo o parasito a utilizar
uma fonte alternativa de producdo de energia, como a oxidacdo dos &cidos graxos,
porque se observou o aumento na producdo de B-hidroxibutirato e propionato.

Em estudo realizado por Leandro et al. (2014) ap6s o tratamento in vivo de
cisticercos de T. crassicepsinoculados intracranialmente com ABZ demonstrou uma
tendéncia a aumentar a fermentacdo latica e a produzir principalmente acetato ao invés

do propionato. Sendo que a utilizagdo dessa via alternativa, pode causar um declinio
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energético para o parasito, pois a fermentacdo latica é menos rentavel energeticamente.

Sendo essas alteragdes causadas pela acdo do ABZ na captacdo de glicose.

1.5.3 Nitazoxanida

A nitazoxanida (NTZ) é um farmaco antiparasitario do grupo dosnitrotiazois.
Sendo descrito pela primeira vez em 1975, por Jean Francois Rossignol no Instituto
Pasteur (ROSSIGNOL & CAVIER, 1975). A NTZ éderivada da nitrotiazolil-
salicilamida de amplo espectro, que mostra uma excelente atividade contra uma grande
variedade de protozoarios, bactérias, nematodeos e trematddeos (WHITE, 2003).

A NTZ e um pd cristalino, amarelo brilhante, pouco solivel em etanol e
praticamente insolivel em &gua, mas é solivel em acetonitrila. Quimicamente é a
acetilxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida, (fig.14) apresentando como férmula
molecular: C12HIN3O05S, e seu peso molecular 307,3. No Brasil comecou a ser
comercializada em 2006, encontra-se disponivel na forma de comprimidos revestidos e
po para suspensdo oral, sobre o nome comercial de ANNITA® (Figura 14);
(MALESUIK, 2010).

O
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Figura 14.Estrutura quimica da Nitazoxanida (MALESUIK, 2010)

Estudos farmacocinéticos demonstraram que a NTZ é absorvida no trato
gastrointestinal (TGI). No sangue é total e rapidamentehidrolisada pelas esterases do
plasma a tizoxanida que é glucoronizada no metabdlito chamado tizoxanidaglucoronida.
As taxas de absorcdo ou niveis plasmaticos ndo sofrem influéncia significativa na
ingestdo simultanea de alimentos. A tizoxanida é excretada na urina, bile e fezes.
(WHITE, 2003; FOX & SARAVOLATZ, 2005).

Uma vez administrada por via oral, sua forma ativa (tizoxanida) também
apresenta atividade parasiticida (STETTLER et al.,, 2003). Observou-se que esse
farmaco também ¢é eficaz contra varias outras infecgdes parasitarias, como Hymenolepis

nana, Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Fasciola hepatica, T. saginata e T.
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solium. Posteriormente, foi demonstrado que a NTZ é uma forma segura, eficaz e de
baixo custo para o tratamento de infeccdo com T. saginata resistente ao tratamento com
niclosamida e praziquantel (ROSSIGNOL & MAISONNEUVE, 1984).

Rossignol & Maisonneuve (1984) em ensaio clinico em humanos mostraram a
atividade da NTZ no tratamento da teniase.

Embora tenham sido desenvolvidos em 1980, relatos sobre sua utilizacdo sdo
escassos, pois s6 recebeu aprovacdo pelos EUA em novembro de 2002 para o
tratamento de diarreia causada por Cryptosporidium parvum e Giardia intestinalis em
criangas e adultos (GILLES & HOFFMAN, 2002; WHITE, 2003).

O primeiro estudo realizado para analisar a atividade farmacoldgica da NTZ e do
seu metabolito ativo tizoxanida em cisticercos de T. crassiceps foi realizado por
Palomares-Alonso et al. (2007). Neste estudo foi observado ao microscopio de luz que o
principal efeito desse farmaco ocorreu na camada germinativa do parasito, no qualforam
encontrados lipidios, o que reflete 0 estresse metabdlico ocorrido apds o tratamento.
Esse efeito também foi observado anteriormente em outras espécies como 0
Echinococcus granulosus (WALKER et al., 2004). Por outro lado, as estruturas como
as microtriquias e as células tegumentares ndo sofreram alteracGes. Esta observacdo ndo
concorda com estudos anteriores, utilizando outras espécies de parasitos, no qual a NTZ
produz grandes quantidades de detritos celulares e uma completa auséncia das
microtriquias no tegumento do parasito (STETTLER et al., 2003; WALKER et al.,
2004).

O estudo de Palomares-Alonso et al.(2007) mostrou que contra cisticercos de
T.crassiceps a NTZ e a tizoxanida sdo igualmente potentes, assim como o ABZ-SO.
Sugerindo que a combinacdo do ABZ-SO com a NTZ pode ser Gtil no tratamento in
vivo de cisticercose.

Estudos recentes realizados com protozoarios anaerobios tém demonstrado que
NTZ inibe uma enzima fundamental para 0 metabolismo energético desses parasitos: a
piruvato-ferrodoxina-oxiredutase (GILLES & HOFFMAN, 2002). Essa enzima atua na
conversao do piruvato em acetil-CoA e CO2 a partir da transferéncia de elétrons
(PALOMARES-ALONSO et al., 2007).

No entanto com relagdo aos helmintos, ainda ndo se sabe 0 mecanismo de agéo
desse farmaco, mas acredita-se que as enzimas envolvidas no transporte de elétrons,
parecem ser um potencial sitio de ligacdo da NTZ (GILLES & HOFFMAN, 2002;
RAETHER & HANEL, 2003).
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De acordo com Corbin et al. (1998) a T. crassiceps oxida o piruvato a partir da
enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase (ou complexo piruvato desidrogenase) a
acetil-CoA, o qual por sua vez é convertido a acetato (BARRETT, 2009). Desta forma
comprovando que existe a enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase em helmintos.

Em estudo realizado por Isac et al. (2016) utilizando cisticercos de T. crassiceps
expostos ao farmaco NTZ in vitro para avaliar o metabolismo do parasito, obteve como
resultado um comprometimento da captacdo de glicose e uma preferéncia pelo
metabolismo aerdbio devido as altas concentracfes de glicose encontradas no meio de
cultura, e ocorreu uma diminuigdo das concentragdes de lactato no extrato do cisticerco.
A auséncia de acetato ocorreu provavelmente devido ao mecanismo de ac¢do do farmaco
que ao bloquear a enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase impede a producdo de
acetil-CoA e consequentemente de acetato. A NTZ induziu um comprometimento
parcial da captacdo de glicose, levando a uma preferénciadas vias alternativas de

producéo de energia.
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2. JUSTIFICATIVA

A neurocisticercose (NCC) representa um dos principais acometimentos
infecciosos do sistema nervoso central e uma das principais causas de epilepsia
existente no mundo. A OMS estima que no minimo 50 milhdes de pessoas sofram de
epilepsia e 80% dessa populacdo reside em paises em desenvolvimento.

Segundo a OMS o tratamento da NCC tem sido realizado com o uso de ABZ e
PZQ, sejam eles usados isoladamente ou associados. No entanto, ha relatos de casos de
parasitos com resisténcia a esse tratamento, fato que gera muita preocupacdo, pois
existem poucas alternativas de tratamento nessas situaces. Dessa forma podemos notar
a necessidade de se investigar a eficacia de outros farmacos cestocidas, que sejam mais
especificos para o tratamento da NCC.

A nitaxozanida é um farmaco de amplo espectro, comercializado na maior parte
da America Latina, e estudado em todo o0 mundo. Apresenta atividade no tratamento de
infeccdes intestinais causadas tanto por protozoarios como helmintos, embora nédo se
tenha casos na literatura da sua acdo em helmintos teciduais, como € o caso da
neurocisticercose. A NTZ por ser um farmaco bastante utilizado para tratamento de
helmintiases seria interessante saber o efeito deste farmaco também nos helmintos
teciduais. Dessa forma a proposta desse estudo é justamente avaliar o efeito da NTZ em
cisticercos de T. crassiceps, podendo ser utilizado como um tratamento alternativo em
casos de resisténcia ao PZQ e ABZ.

Os estudos relacionados com a bioquimica do parasito podem indicar novos
mecanismos de acdo de farmacos, melhorando a acdo anti-helmintica dos compostos
ativos. Pode-se também detectar vias metabdlicas diferentes entre o parasito e o seu
hospedeiro, 0 que possibilita ter novos alvos para atuacdo de farmacos, sem causar
efeitos colaterais indesejaveis no hospedeiro.

Foram realizados estudos relevantes sobre a acdo dos farmacos albendazol e
praziquantel sobre o metabolismo energético de cisticercos de T.crassiceps, entretanto
ainda ndo se tem informacdes sobre a acdo da nitazoxanida no metabolismo de
cisticercos de T. crassiceps implantados na cavidade intracraniana de camundongos.
Espera-se que os resultados obtidos nesse trabalho possam auxiliar na proposicéo de um

tratamento alternativo para neurocisticercose e de outras parasitoses teciduais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da nitazoxanida sobre o metabolismo energético de
cisticercos de T. crassiceps (cepa ORF) implantados na cavidade intracraniana de
camundongos BALB/c fémeas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cisticercos de T. crassiceps implantados no SNC de camundongos
BALB/c tratados com 20 mg/kg e 40 mg/kg de nitazoxanida foram empregados
para:

a. Detectar e quantificar acidos organicos do metabolismo aerdbio:
oxaloacetato, malato, fumarato, succinato, alfa-cetoglutarato e citrato.

b. Avaliar os acidos organicos do metabolismo de carboidratos:
glicose, piruvato e lactato.

C. Quantificar os acidos organicos do metabolismo de acidos graxos:
B-hidroxibutirato, propionato, acetoacetato e acetato.

d. Quantificar os niveis de uréia e creatinina.
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4. METODOS

4.1. Manutencao de Taenia crassiceps

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUAJUFG) - protocolo n. 050/2013 (Anexo 1).

A Cepa ORF de T. crassiceps tem sido mantida no biotério do Instituto de
Patologia Tropical e Salde Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG)
desde 2002, com a inoculacdo intraperitoneal de cisticercos de T. crassiceps em
camundongos BALB/c fémeas de 8 a 12 semanas de idade, no qual os cisticercos se
multiplicam por brotamento. Cerca de 90 dias ap6s a inoculacdo esses animais sdo
eutanasiados por deslocamento cervical. Em seguida é realizada a necropsia para a
retirada dos cisticercos na sua fase inicial, sendo estes inoculados em outros
camundongos BALB/c fémeas saudaveis para dar assim continuidade a manutencao do
parasito (VAZ et al., 1997; FRAGA et al., 2012a; MATOS-SILVA et al.,2012;).

Os camundongos recebem cuidados diarios, agua acidificada e racdo padrdo para
a especie a vontade. Foram obedecidos 0s principios éticos em experimentacdo animal
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL/cobea).

4.2. Infeccdo intracraniana de camundongos BALB/c

Para esse estudo foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de 8 a 12
semanas de idade e com 20 a 30 g de peso. Estes animais foram infectados na cavidade
intracraniana, na regido parenquimatosa do SNC com 3-5 cisticercos de T. crassiceps

(Cepa ORF) em estagios iniciais como descrito por Matos-Silva et al. (2012).

4.2.1 Método de inoculacao

Antes de ser realizada a inoculacdo, os animais foram anestesiados com uma
solucdo anestésica de Cetamina 100 mg/mL e Xilazina 20 mg/mL na proporcdo de 0,1
mL/10g de peso do animal (MATOS-SILVA et al., 2012).

Os cisticercos inoculados foram coletados da cavidade intraperitoneal dos
camundongos que pertencem ao grupo de manutencdo de ciclo. Os cisticercos coletados
foram lavados de 3 a 5 vezes com solucdo fisioldgica, e cerca de 3-5 cisticercos em

estagio inicial foram coletados com uma seringa acoplada a uma agulha 25G

40



especialmente seccionada transversalmente a um tamanho de 2milimetros. A coleta foi
realizada com o auxilio de um microscopio estereoscopico (MATOS-SILVA et al.,
2012).

Primeiramente os camundongos foram anestesiados, apds esse procedimento a
cabeca do camundongo passou por um processo de assepsia utilizando o iodo tdpico,
para que fossem eliminadas bactérias e outros interferentes. Apds esse processo de
assepsia foi realizada uma inciséo longitudinal e mediana na pele do camundongo na
regido do cranio, utilizandouma lamina de bisturi n® 20. Logo em seguida foi realizado
o orificio de trepanacdo, com uma broca (1/8) movida por micromotor tomando-se 0
devido cuidado para ndo lesionar o cortex cerebral com a ponta da broca. Apés a
abertura do orificio os cisticercos foram inoculados no interior do encéfalo e esse
orificio foi rapidamente fechado com alginato de massa dentistica para que 0s
cisticercos nao fossem empurrados para fora, em sequencia foi realizado o fechamento
da lesdo (MATOS-SILVA et al., 2012).

Os animais foram assistidos diariamente entre a infeccdo e sua necropsia e
mantidos sob condic¢des preconizadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL/COBEA).

4.3. Tratamento dos camundongos infectados

Os camundongos infectados foram divididos em 3 grupos para a realizacdo do
tratamento, este realizado por via oral, em dosagem unica e pelo método de gavagem: 1.
Grupo controle, tratado com solucdo salina 0,9% (utilizando a mesma quantidade do
farmaco para os grupos tratados); 2. Grupo tratado com 20 mg/kg de NTZ comercial
(ANITTA®); 3. Grupo tratado com 40 mg/kg de NTZ comercial (ANITTA®). Cada
grupo foi composto por 5 camundongos BALB/c fémeas. O tratamento foi realizado 30
dias apos a inoculacdo intracraniana dos cisticercos.24h apos o tratamento, 0s animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical para a retirada dos cisticercos do SNC.
Os cisticercos foram congelados em nitrogénio liquido, para posterior analise. A
primeira dosagem utilizada (20mg/kg) foi obtida a partir dos dados que constam na
propria bula do farmaco, e para a segunda dosagem (40mg/kg) apenas dobrou o valor ja

pré-determinado pelo fabricante do farmaco.
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4.4. Anélise bioquimica do extrato de cisticercos de T. Crassiceps

Apos a estase em nitrogénio liquido (Nz2), os cisticercos foram descongelados a
temperatura ambiente e em seguida rompidos em 500uL de tampdo tris-HCL & 0,1M,
acrescido de inibidor de protease, com pH 7,6 (RENDON et al.,2008). O homogenado
obtido foi centrifugado a 15,652g (10.000 rpm), por 10 min, a 4°C (VINAUD et al.,
2007). Os é&cidos organicos presentes neste homogenado foram extraidos com a
utilizacdo de uma coluna cromatografica de troca i6nica (Bond-elut®) com auxilio de
um sistema de extracdo de fase sélida e de uma bomba a vacuo. Essa coluna de extracdo
foi ativada inicialmente com 1mL de HCL (0,5 mol/L), 1 mL de metanol e 2 mL de
agua ultrafiltrada (mili-Q®). Apos a ativacédo da coluna foi aplicada 300uL da amostra,
acrescentando em seguida2 mL de agua ultrafiltrada. Para finalizar o Bond-elut® é
retirado do sistema de extracdo de fase sdlida; e com a bomba avacuo ja desligada
adiciona-se 250 pL de H,SO4 (0,5 M). Esse material foi centrifugado a 12000g/10
minutos & 2°C, utilizando apenas o sobrenadante, esteteve seu pH ajustado para 7,0. Em
seguida esse homogenado foi utilizado no aparelho de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) para deteccdo dos &cidos organicos presentes no cisticerco.

4.5. Analise por espectofotometria do extrato de cisticercos de T. Crassiceps

As concentracdes de glicose, uréia e creatina foram dosadas a partir de analise
espectrofotométrica das amostras obtidas. Utilizando-se o aparelho Architect ¢8000,

segundo o protocolo dos kits comerciais (ABOTT®). (Anexo 2)

4.6. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaStat 3.5. As
estatisticas descritivas foram utilizadas para determinar a média e o desvio padréo assim
avaliando as diferencas entra 0s grupos analisados. As variaveis foram testadas para
distribuicdo normal e variancia homogénea.Foram realizados: analise de variancia
seguida do pos teste de Tukey e teste T seguido do pos teste de Fisher. A diferenca

significativa serd considerada quando p<0,05. Foram realizadas 6 repeticdes.
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5. RESULTADOS

Foi possivel detectar e quantificar os acidos organicosdo metabolismo energético
de cisticercos de T. crassiceps retirados da cavidade intracraniana de camundongos
BALB/c fémeas ap6s dose Unica de tratamento com NTZ por via oral (20 mg/kg ou 40
mg/Kkg).

5.1 Viaglicolitica

Como observado na tabela 2 foram detectados: glicose, piruvato e lactato tanto
no grupo controle, quanto nos grupos tratados com as duas dosagens de NTZ (20 mg/kg
ou 40 mg/kg). E importante ressaltar a ndo detecgdo da glicose no grupo controle, ao
contrério do observado nos grupos tratados, com elevacdo das taxas de glicose de
acordo com as dosagens. Ou seja, ocorre um aumento dose-dependente da glicose em
relacdo ao farmaco (NTZ). Em relacdo as concentracdes de piruvato ndo detectou-se
diferenca estatistica nas dosagens (p>0,05). Por outro lado, observou-se uma diminuigéo
nas concentracBes de lactato detectadas nos grupos tratados quando comparados as
concentracdes detectadas no grupo controle (p<0,05). Logo este decreéscimo de lactato

pode ter ocorrido devido a este &cido esta sendo empregado para a producao de glicose.

Tabela 2. Concentracdes médias (x desvio padrdo) de &cidos organicos da via
glicolitica detectados em cisticercos de Taenia crassiceps retirados da cavidade
intracraniana de camundongos BALB/c apds tratamento in vivo com diferentes
concentracdes de nitazoxanida

Controle NTZ 20mg/kg NTZ 40 mg/kg
Glicose (mg/dL) ND 5,8+ 1,30 10+ 7,26
Piruvato (uM) 24,45 + 21,26 3,29+ 1,26 9,50 £ 7,99
Lactato (uM) 1085,5+ 525,27 389,32 + 152,45* 594,67 + 287,79

NTZ: nitazoxanida, ND — ndo detectado, * diferenca estatistica significativa em relacéo
ao grupo controle (p<0,05).

5.2 Ciclo do é&cido citrico

Foi possivel observar citrato em todos os grupos, sendo observado um aumento
significativo nas suas concentracdes apds o tratamento com NTZ 40 mg/Kg (Tabela 3).
Nao se detectou a-cetoglutarato e succinato nos grupos analisados. Observou-se uma
diminuicdo significativa nas concentracdes de fumarato no grupo tratado com NTZ

20mg/kg enquanto que os tratamentos ndo influenciaram as concentragcdes de malato.
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Foi possivel observar um aumento significativo de oxaloacetato no grupo tratado com
NTZ 40mg/kg (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracbes médias (+ desvio padrdo) de acidos organicos do ciclo do
acido citrico detectados em cisticercos de Taenia crassiceps retirados da cavidade
intracraniana de camundongos BALB/c apds tratamento in vivo com diferentes
concentragdes de nitazoxanida.

Controle NTZ 20mg/kg NTZ 40mg/kg

Citrato (uM) 54,87 109,07 £ 149,44 +
30,32* 59,51 22,66*

Fumarato(uM) 36,16 + 7,40 £ 21,80 =
16,27* 0,92* 17,63

Malato(uM) 127,25 + 80,43 = 81,76 £
47,18 44,09 46,95

OAA(LUM) 8,29 + 4,26 + 10,53 +
9,63 1,59* 3,61*

NTZ: nitazoxanida, ND — ndo detectado, * diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo controle (p<0,05)

5.3 Oxidacéao de acidos graxos e catabolismo de proteinas
O acetato foi detectado no grupo controle, mas ndo foi detectado em nenhum dos
dois grupos tratados com NTZ (tabela 4). O aceto-acetato ndo foi detectado em nenhum
dos grupos analisados. Houve um aumento significativo nas concentra¢des de B-
hidroxibutirato no grupo tratado com NTZ 40 mg/kg (p<0,05). O farmaco nao

influenciou as concentracdes de uréia, creatinina e propionato detectadas.

Tabela 4. Concentracdes médias (+ desvio padrdo) de &cidos organicos da oxidagédo dos
acidos graxos e do catabolismo de proteina detectados em cisticercos de Taenia
crassiceps retirados da cavidade intracraniana de camundongos BALB/c ap0s
tratamento in vivo com diferentes concentracdes de nitazoxanida.

Controle NTZ 20mg/kg NTZ 40mg/kg
Acetato(uM) 548,50 + 302,35 ND ND
Aceto-acetato(uM) ND ND ND
p-Hidroxibutirato(uM) 739,53 £ 63,73* 411,98 +438,42*  1677,05 + 197,78*
Uréia(mg/dL) 4,0+0,0 4,0+0,0 4,5+0,83
Creatinina(mg/dL) 0,18 + 0,04 0,18 +0,04 0,2+£3,04
Propionato(uM) 265,04 £ 69,57 221,86 £174,43 199,95 + 118,48

NTZ: nitazoxanida, ND — ndo detectado, * diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo controle (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Esse estudo permitiu avaliar a influéncia do farmaco NTZ em formulagdo
comercial no metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps inoculados na
cavidade intracraniana de camundongos. Este farmaco é amplamente utilizado no
tratamento de parasitoses intestinais, sendo pouco conhecido 0 seu mecanismo de agao
em parasitoses teciduais (GILLES & HOFFMAN, 2002). Estudos metabdlicos
permitem a compreensdo do mecanismo de acdo do farmaco, dos mecanismos de
sobrevivéncia utilizados pelo parasito e uma melhor compreensédo da relagdo parasito
hospedeiro (VINAUD et al., 2009; FRAGA et al., 20123, 2012b). De acordo com o
mecanismo de acdo descrito para o farmaco, inibicdo da enzima piruvato ferrodoxina
oxidoredutase (impede a formacgdo de acetil-CoA a partir do piruvato) (GILLES &
HOFFMAN, 2002) foi possivel observar alteracdes metabolicas nos cisticercos dos

grupos tratados.

6.1  Viaglicolitica

Ocorreu a deteccdo de glicose apenas nos grupos tratados, com concentracdo
crescente de acordo com a dosagem. Provavelmente a deteccdo de glicose ocorreu
devido a gliconeogénese, pois neste estudo também podemos observar um consumo de
piruvato e lactato, sendo estes utilizados na gliconeogénese para a producéo de glicose
(LEHNINGER, 2011).

Palomares-Alonso et al. (2007) descreveram que a utilizacdo da NTZ em
cisticercos de T. crassiceps causa danos tegumentares. Logo isso ocorre, pois o parasito
utiliza a glicose do meio para sobreviver, no entanto no presente estudo isso nao
ocorreu, pois a glicose ndo foi detectada no grupo controle, mas foi detectada nos
grupos tratados, provavelmente o parasitosintetizou a glicose a patirda gliconeogénese
como fonte de energia.

No estudo realizado por Isac et al. (2016) utilizando NTZ in vitro em cisticercos
de T. crassiceps observou-se que no extrato do cisticerco os niveis de glicose foram
significativamente maiores nos grupos tratados com NTZ do que no grupo controle
(p<0,05). Logo este resultado corrobora com o obtido nessepresente estudo, pois apesar

do meio diferenciado em que o parasito foi desenvolvido (in vitro e in vivo), em ambos
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0s estudos podemos observar o aumento da glicose nos grupos tratados com NTZ em
relacdo ao grupo controle, no qual ndo ocorreu a detecgéo da glicose.

A NTZ foi menos eficaz na inibicdo da atividade da piruvato ferrodoxina
oxidoredutase em Escherichia coli em ensaios enzimaticos diretos. Entretanto o
crescimento bacteriano foi substancialmente inibido em um meio minimo de glicose,
utilizando 15pug/mL de NTZ sugerindo que o espectro microbiano da NTZ para
organismos que ndo contém a enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase, pode ser
influenciada pela nutricdo da bactéria (HOFFMAN et al., 2007). Apesar de pertencerem
a grupos taxondmicos muito distantes e distintos, podemos perceber que em T.
crassiceps a concentracdo de glicose encontra-se aumentada a medida que o parasito é
exposto ao farmaco, pois o parasito passa por um momento de estresse, buscando novas
fontes de obter energia para sua sobrevivéncia.

Em nosso estudo, o piruvato foi detectado em todas as amostras analisadas, e
podemos observar que com relagdo ao grupo controle, nos grupos tratados ocorreu uma
diminuicdo deste acido, mesmo ndo ocorrendo diferenca estatistica significativa.
Provavelmente isso ocorreu devido a inducdo da gliconeogénese, levando a um
consumo de lactato e piruvato (LEHNINGER, 2014).

O lactato também foi detectado em todas as amostras, sendo que ocorreu
diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com 20
mg/kg. Podemos observar uma diminuicdo na concentracdo dos grupos tratados, em
relacdo ao grupo controle. A deteccdo de lactato nos grupos tratados com NTZ (20
mg/kg ou 40 mg/kg) demonstra que o farmaco ndo impede a fermentacdo anaerobica
como fontes de ATP no parasito. Sendo o lactato quantitativamente o produto final mais
importante da via anaerébia e da fermentacdo aerobia, para os cestddeos (SMYTH &
MCMANUS, 1989).

6.2 Ciclo do acido citrico

Ocorreu a deteccdo de citrato em todas as amostras analisadas. Podemos
observar que ocorreu um aumento significativo deste acido nos grupos tratados com
NTZ 40 mg/kg em relagdo ao grupo controle. Devido ao mecanismo de acdo do
farmaco, que é inibir a enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase (GILLES &
HOFFMAN, 2002) esperava-se a ndo detec¢do deste &cido. Devido ao fato de ao

bloquear a enzima o farmaco impede a formagdo de acetil Co-A através do piruvato,
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dessa forma o acetil Co-A néo iria condensar com o oxaloacetato para produzir o
citrato. Logo o resultado obtido nesse estudo, indica que o acetil-CoA foi produzido por
outra fonte, independente do piruvato, devido ao fato de ndo existir a possibilidade de

detectar o citrato se ndo ocorrer a producéo de acetil-CoA.
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Figura 15. Via da degradacdo de carboidratos, onde podemos observar que a enzima
piruvatoferredoxinaoxidoredutase foi bloqueada através da acdo da NTZ e desta forma
impediu a formacéo do acetil-CoA, e como consequéncia nao permitiu a formagao do a-
cetoglutarato apds a administracdo da NTZ (Adaptado de Vinaud et al. 2007).

Como descrito por Lehninger et al. (2014), em mamiferos, o acetil- CoA pode
ser originado a partir da oxidacdo de proteinas, lipidios e carboidratos. Em estudo
realizado por Tielens et al. (1994) os estagios de vida livre de nematddeos, podem
utilizar a reserva de lipidios para a geracdo de energia. Outras fontes de acetil-CoA sdo:
a degradacédo de 4cidos graxos; via da beta-oxidacdo; degradacdo de corpos cetdnicos e
catabolismo de aminoacidos (Figura 16); (KOHLER, 1985). Com o bloqueio da

producéo de acetil-CoA a partir do piruvatopara ndo afetar a producdo de citrato, pode
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ocorrer a utilizacdo do acetato como fonte de acetil-CoA (BROWN, 1977; TIELENS et
al., 2010).

Provavelmente neste estudo, o acetil-CoA que originou o citrato foi obtido a
partir da oxidacdo de &cidos graxos, pois ocorreu diferenca significativa nas

concentragdes de B-hidroxibutirato em todas as amostras dos grupos tratados.

Aminoacidos Acidos graxos Glicose

ACETIL-COA Ciclo do

acido citrico

Mitocdndria

Figura 16. Fontes do acetil-CoA. As setas indicam substancias absorvidas por processo
ativo que passam por reacdes catabolicas no citoplasma, entrando para a mitocondria
para formar o acetil-coA (Adaptado de Vinaud et al. 2007)

No estudo realizado por Isac et al. (2016) realizado in vitro com o objetivo de
analisar o efeito da nitazoxanida (1,2 pg/mL ; 0,3 pg/mL ;0,6 pg/mL ou 0,15 pg/mL) no
metabolismo energético de cisticerco de T. crassiceps observou-se um aumento
significativo de citrato comparando o grupo controle com o grupo tratado com 1,2
pug/mL. Logo esse resultado € semelhante ao observado nesse presente estudo, mesmo
os estudos sendo realizados de forma diferente, ou seja, um realizado in vitro e o outro
in vivo, observamos que o parasito utiliza outras fontes de producdo de acetil-coA na
presenca da NTZ.

N&o ocorreu a deteccdo do a-cetoglutarato e succinato em nenhuma das
amostras analisadas. Logo podemos dizer que tanto no grupo controle, quanto 0s grupos
tratados observou-seuma preferéncia pela via da fumarato redutase (via inversa do ciclo
do &cido citrico), ou seja, essa via provavelmente ndo ocorreu apenas pela presenga do
farmaco. A via da fumarato redutase € utilizada por helmintos e protozoarios mesmo

sem sofrer agdo de farmacos, com o objetivo de conservagdo de energia, sendo este o
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mesmo motivo utilizado pelo parasito quando exposto ao farmaco ou em condicdes de
estresse, por isso 0 parasito pode optar em situagdes tradicionais pelo uso da via da
fumarato redutase (KOHLER & VOIGHT, 1988). O succinato é amplamente
encontrado em parasitos e tem sido extensivamente investigado em helmintos, sendo
considerado o produto intermediario do ciclo do &acido citrico e da via da fumarato
redutase (KOHLER & VOIGHT, 1988).

No estudo realizado por Isac et al. (2016) observou a presenca do ciclo do &cido
citrico tradicional, tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados com NTZ,
mostrando que na presenca do farmaco essa via ndo foi alterada. Esse resultado é
contraditorio com o encontrado nesse presente estudo, pois tanto no grupo controle
quanto nos grupos tratados observamos a via da fumarato redutase, isso provavelmente
ocorreu devido a diferenca do meio e das condi¢cdes encontradas pelo parasito para
sobreviver, pois provavelmente no estudo in vitro ele obteve uma maior quantidade de
nutrientes, dessa forma ndo precisando de conservar energia.

Ocorreu a deteccdo de fumarato em todas as amostras analisadas. Podemos
observar uma diminuicdo do fumarato nos grupos tratados com NTZ em relacdo ao
grupo controle, ocorrendo diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e o
grupo tratado com NTZ 20 mg/kg. Podemos dizer que no tratamento com NTZ
20mg/kg o fumarato foi encontrado em maior concentracdo em relacdo a maior
dosagem do farmaco (40 mg/kg).

O fumarato pode ser produzido a partir do catabolismo de proteinas,
comoprovavelmente pode ter ocorrido nesse estudo tanto no grupo controle, quanto nos
grupos tratados com NTZ, pois em todos 0s grupos também ocorreu a deteccdo de uréia
e creatina, sendo estes responsaveis pela producdo do fumarato (LEHNINGER, 2014).
No entanto outra fonte de producdo do fumarato € pela via da fumarato redutase, no
qual o malato é utilizado para a producdo do fumarato (LEHNINGHER, 2014), que
também pode ter sido a fonte deste &cido nesse estudo, pois podemos observar que a
concentracdo de malato diminuiu nos grupos tratados, possivelmente por ter sido
utilizado.

Logo com estes resultados, podemos observar que o cisticerco ao ser tratado
com NTZ, devido ao seu mecanismo de acéo (GILLES & HOFFMAN, 2002) procurou
outras vias como o catabolismo de proteinas para obtencao de energia.

Ocorreu a deteccdo de malato tanto no grupo controle quanto nos grupos

tratados com NTZ. Podemos observar que a concentracdo do malato diminui nos grupos
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tratados em relacdo ao grupo controle, mesmo ndo ocorrendo diferenca estatistica
significativa. O malato pode ter sido produzido tanto pela via citosolica quanto pela via
mitocondrial (KOHLER & VOIGHT, 1988), pois ocorreu a deteccdo tanto de
oxaloacetato quanto de piruvato nesse estudo, e ambos sofreram uma diminuicdo nos
grupos tratados em relacdo ao grupo controle, podendo ter sido utilizados para a
producéo do malato.

Provavelmente nesse estudo o oxaloacetato foi produzido a partir do malato, que
também foi detectado, e ocorreu a sua diminui¢donos grupos tratados com NTZ.

6.3 Oxidacdo de &cidos graxos

O acetato foi detectado no grupo controle, mas ndo foi detectado nos grupos
tratados com NTZ. Isso provavelmente ocorreu devido ao mecanismo de acdo do
farmaco (GILLES & HOFFMAN, 2002) que ao bloguear a enzima piruvato ferrodoxina
oxidoredutase impede a producdo de acetil-CoA a patir do piruvato, sendo esta uma
dasprincipais fontes de producdo do acetato. Dessa forma o cisticerco utilizou outras
fontes de acetil-CoA nesse estudo, sendo este utilizado para a condensacdo com o
oxaloacetato para produzir o citrato, sendo este detectato. Provavelmente a quantidade
de acetil-CoA produzido pela oxidacdo de acidos graxos nao foi suficiente para ser
utilizado para a formacdo do acetato, como observado neste estudo. Demonstrando
juntamente com 0s outros acidos organicos detectados, que o cisticerco realizou a via da
fumarato redutase.

Em estudo realizado por Brown (1977) quando a enzima piruvato ferrodoxina
oxidoredutase € bloqueada, e desta forma ndo consegue produzir acetil-CoA a patir do
piruvato, o parasito pode utilizar como fonte de acetil-CoA o acetato. 1sso pode ter
ocorrido nesse estudo, pois 0 acetato foi detectado no grupo controle, sendo assim este
pode ter sido utilizado para a producéo de acetil-CoA.

Em estudo realizado in vitro por Isac et al. (2016) com cisticercos de T.
crassiceps expostos a NTZ, também ndo ocorreu a deteccdo do acetato no extrato do
cisticerco tratados com NTZ, confirmando assim como nesse presente estudo o
mecanismo de acdo do farmaco, que é o blogqueio da enzima piruvato ferrodoxina
oxidoredutase (GILLES & HOFFMAN, 2002).

Em alguns cestodeos como E. granulosus, H. diminuta, T. crassiceps a secre¢do

de acetato € detectada quando o piruvato esta em excesso na mitocéndria, que pode nao
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ser convertido em acetil-CoA usado no ciclo do &cido citrico (MEHLHORN et al.,
1988). Ao contrario do que ocorreu no presente estudo, pois o piruvato foi encontrado
diminuido nos grupos tratados com NTZ, mostrando que este ndo estava em excesso na
mitocondria.

O estudo do efeito da NTZ em protozoérios foi relatado por Yousuf Aqueel et al.
(2015) ao estudar um sistema enzimatico complexo e organelas para a geragdo de ATP
em Acanthamoeba castellanii sob baixas condigdes de oxigénio via piruvato
ferrodoxina oxidoredutase. O estudo determinou os efeitos da NTZ sob as propriedades
bioldgicas de A. castellanii. Obteve como resultado que a NTZ afeta os processos de
diferenciagdo celular, proteases extracelulares e a viabilidade de A. castellanii sob
condicdes microaerofilas. Entretanto ndo se pode afirmar que o mecanismo de agdo da
NTZ em helmintos e protozoarios € 0 mesmo, pois S0 organismos com organelas
completamente diferentes.

Em contraste com estudos anteriores Dubreuil et al. (1996) demonstra que a
NTZ foi ativa em condi¢cdes anaerdbias, no estudo realizado por Florence Tchouaffi-
Nana et al. (2003) demonstraram que a NTZ (25 pg/mL) e seu metabolito ativo
tizoxanida, inibiram o crescimento de Staphylococcus epidermidis no meio de cultura
liquido sob aeracdo de forma dose-dependente. Em concentracdes de farmaco inferiores
(10 pg/mL) ocorreu pouco efeito sobre a taxa de crescimento bacteriano exponencial.
Neste estudo também foi possivel observar que as dosagens sub-inibitorias de NTZ
podem afetar na producéo de biofilme.

A deteccdo do B-hidroxibutirato nos grupos tratados com NTZ, provavelmente
ocorreu devido a acdo do farmaco, que ao inibir a enzima piruvato ferrodoxina
oxidoredutase (GILLES & HOFFMAN, 2002), impede que o cisticerco produza acetil-
CoA na sua via tradicional. Como no estudo foi detectado citrato tanto no grupo
controle, quanto nos grupos tratados, provavelmente o acetil-CoA teve sua origem na
oxidacdo dos &cidos graxos. A deteccdo deste acido organico indica a utilizacdo da
oxidacao de acidos graxos pelo cisticerco exposto a NTZ para obtencdo deacetil-CoA e

energia.

No estudo realizado in vitro por lIsac et al. (2016) com cisticercos de T.
crassiceps observou a auséncia de acetato, logo isso induziu o aumento da oxidacéo dos
acidos graxos e uma diferenca significativa nas concentragdes de PB-hidroxibutirato

detectadas no extrato de cisticercos dos grupos tratados com 1,2 e -6 pg /mL de NTZ (p
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<0,05). Esse resultado de Isac et al. (2016) corrobora com os obtidos nesse presente
estudo, pois mostra que quando o parasito € exposto a NTZ, mesmo em ambientes e
condicdes diferentes o parasito utiliza a oxidagdo de acidos graxos como fonte
alternativa de producéo de energia.

Tielens et al.(1984) demonstraram a producdo de acetato, utilizado como um
precurssor do B-hidroxibutirato em estagios larvais e adultos de F. hepatica quando em
situacOes de anaerobiose. O que pode ter ocorrido nesse estudo, pois ocorreu a deteccao
doacetato no grupo controle, e este ndo foi detectado nos grupos tratados com NTZ.

O propionato foi detectado em todas as amostras analisadas, e podemos observar
que ocorreu uma diminuicdo do propionato nos grupos tratados com NTZ em rela¢do ao
grupo controle, mesmo nao ocorrendo diferenca estatistica significativa.

Uma das fontes do propionato é a conversdo do succinato em propionato como

pode ser observado na figura 17.
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Figura 17. Via de formacdo de propionato em helmintos. 1) succinilCoA; 2)
metilmalonilCoA,; 3) metilmalonilCoAracemase;  4) propionilcoA; 5)
acilCoAtransferase. (Adaptado de Kohler & Voigt 1988)

Mas como ndo foi detectado succinato em nenhuma das amostras analisadas,
provavelmente essa ndo foi a fonte de propionato neste estudo. Outra fonte de obtengéo

do propionato é a oxidacao dos &cidos graxos como observado na figura 18, que devido
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aos outros &cidos organicos analisados podemos dizer que ocorreu esse processo
metabdlico nos cisticercos implantados na cavidade intracraniana dos camundongos

sobre agcdo da NTZ (20 mg/kg ou 40 mg/kg) analisados neste estudo.

Acidos graxos

l Oxidacio

Propionato

|

Succinato

Succinato
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Elétrons %

L J

Complexo Il cadeia
respiratdria

Mitocondria

Citoplazma

Figura 18. Oxidacdo de acidos graxos em vertebrados. A enzima succinato
desidrogenase fornece elétrons para o complexo Il da cadeia respiratoria. Esquema
adaptado de Vinaud et al. 2008.

6.4 Catabolismo de proteinas

Ocorreu a deteccdo de uréia e creatinina, tanto no grupo controle quanto nos
grupos tratados, apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa, podemos
observar que houve um pequeno aumento nas concentracbes desses metabdlitos no
grupo tratado com NTZ 40 mg/kg em relacdo ao grupo controle e ao grupo tratado com
NTZ 20 mg/kg.

Os helmintos sdo capazes de produzir ions aménio, &cido Urico ou uréia. A uréia
pode ser formada a partir de 4 fontes: 1) absor¢do de arginina atraves do hospedeiro,
que é catabolisado pela arginase; 2) absorcdo de uréia através do hospedeiro; 3)

degradacéo de purinas da via do &cido Urico; 4) a partir da utilizacdo da aménia e do
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bicarbonato, dando origem ao ciclo da ornitina-ureia (MOHAMED et al., 2005);
(Fig.19). Provavelmente neste estudo a uréia foi obtida através da degradacdo de
purinas, devido a detec¢do tanto de uréia como de creatinina nos grupos tratados.

|

R

T

Citoplasma

Figura 19. Catabolismo de aminoacidos em hepatdcitos de vertebrados é observado

nesse esquema o processo que ocorre até a formacao da uréia. Esquema adaptado de
Lehninger et al., 2014.

No caso do cisticerco de T. crassiceps gquanto exposto a NTZ foi possivel
observar, a melhoria das suas vias alternativas para assegurar a sobrevivéncia do

parasito nas dosagens utilizadas.

54



7. CONCLUSOES

A deteccdo dos acidos organicos em suas respectivas concentraces demonstra
que os cisticercos de T. crassiceps implantados na cavidade intracraniana de
camundongos BALB/c fémeas tratadas com NTZ (20 mg/kg ou 40 mg/kg) utilizaram
diferentes vias de producéo de energia.

A nido deteccdo de a-cetoglutarato no grupo controle e nos grupos tratados com
NTZ, juntamente com outros acidos organicos detectados nesses grupos, conclui-se que
ambos 0s grupos utilizaram a via da fumarato redutase para producédo de energia.

Com a deteccdo de glicose apenas nos grupos tratados com NTZ juntamente
com alteragcdes nas concentracdes de piruvato e lactato pode-se concluir que o parasito
utilizou a gliconeogénese como fonte de producado da glicose nesse estudo.

A detecgdo do B-hidroxibutirato em concentracGes aumentadas no grupo tratado
com NTZ 40 mg/kg em cisticercos de T. crassiceps conclui-se que este parasito utiliza a
oxidacdo de &cidos graxos quando exposto ao farmaco como fonte alternativa de
energia. Sendo também utilizada a oxidacdo de &cidos graxos para a producao de acetil-
COA, citrato e propionato.

O tratamento ndo influenciou nas vias de catabolismo de proteinas devido a ndo

alteracdo nas concentracoes de ureia e creatinina nos grupos analisados.
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ANEXOS

Anexo 1- Parecer do Comité de Etica, TCLE

14/2/2014 Gmail - Notificagao de Aprovagao de Projeto - CEUAIPRPPG/UFG

Gmail

by GOK »::k

Notificagao de Aprovacgao de Projeto - CEUA/PRPPG/UFG

Comissdo 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, intitulado Neurocisticercose
experimental: alteragdes morfologicas e bioquimicas causadas pela agdo de nitazoxanida e
niclosamida, foi Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA-PRPPG-UFG.

Reiteramos a importdncia desse Parecer consubstanciado e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel 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 Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal-CONCEA.

Atenciosamente,

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

(62)3521-1215

https://mail.g cogle.comVmail/w/0/?ui=28ik=4c87100485&view=pt&search=inbox&th=14430916881cadc2
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Anexo 2- Cromatogramas
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Cromatograma 1: Deteccéo in vivo de acidos organicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps no grupo controle (12 repeticao)
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Cromatograma 2: Deteccdo in vivo de &cidos organicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps no grupo controle (22 repeticao).
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Cromatograma 3: Deteccdo in vivo de &cidos organicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps expostos a NTZ 20 mg/kg (12 repeticdo).
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Cromatograma 4: Deteccdo in vivo de acidos orgéanicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps expostos a NTZ 20 mg/kg (22 repeticdo).
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Cromatograma 5: Deteccdo in vivo de &cidos organicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps expostos a NTZ 40 mg/kg (12 repeticdo).
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Cromatograma 6: Detecgdo in vivo de &cidos organicos presentes nos cisticercos de
Taenia crassiceps expostos a NTZ 40 mg/kg (22 repeticdo).
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