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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Erica Tex Paulino

A esquistossomose € uma parasitose de ampla distribuicdo e considerada uma das mais
importantes doencgas tropicais negligenciadas do mundo. O praziquantel &, atualmente, o
unico medicamento preconizado pela OMS para o tratamento da esquistossomose
mansonica. Neste contexto, testes com novas formulagées do praziquantel ou até mesmo
novos farmacos tornam-se relevantes para o controle da doenga. O objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito da formulacdo nanoencapsulada contendo Praziquantel na infeccéo
esquistossomadtica. Foram determinados seis grupos experimentais: dois grupos de
camundongos Swiss albinos infectados com Schistosoma mansoni e tratados com as
formulagdes de Praziquantel nanoencapsulado e livre separadamente (N=40 cada); dois
grupos com animais néo infectados e tratados com as duas formulacbes separadamente
(N=30) e seus respectivos controles sem infecgao e sem tratamento (N=20) e com infeccao e
sem tratamento (N=30). Com a finalidade de avaliar o tratamento em diferentes fases do
desenvolvimento do parasito, o grupo dos infectados e tratados foi dividido em trés subgrupos
(15, 30 e 60 dias). Em todos os grupos foram avaliados os resultados das enzimas hepaticas
(ALT, AST, fosfatase alcalina) e proteinas totais. A dindmica parasitaria foi avaliada em 60 e
90 dias apds a infeccdo. Os resultados obtidos constataram que o praziquantel na dose e
formulacdo utilizadas ndo surtiu o efeito esperado no tratamento da infeccdo
esquistossomatica, pois ndo ocorreu a diminui¢cdo da carga parasitaria apds o tratamento no
periodo patente, pelo contrario, a carga parasitaria aumentou em 144,8%. Em relagdo ao
tratamento no periodo pré-patente da infecgao, nao verificamos diferengas na quantidade de
ovos por grama de fezes entre os grupos observados, no entanto ambas as formulagdes
(PZQ-L — praziquantel “puro” e PZQ-N — praziquantel nanoencapsulado) em comparagao ao
controle reduziram o numero de ovos em 15 e 30 dias, 70,1% e 67,2% (PZQ-L), enquanto que
o PZQ-N reduziu nos mesmos periodos 26,5% e 11,4%, respectivamente. Comparando a
eficacia de tratamento das formulagbes neste periodo, observou-se que o grupo tratado com
PZQ-L eliminou 59% e 63% (15 e 30 dias) menos ovos. Nenhum dos niveis de enzimas
hepaticas em nenhum dos grupos avaliados ficou fora do intervalo de referéncia do teste
laboratorial. Apenas os grupos infectados (IN-15, IN-30 e IN-60) apresentaram valores acima
do intervalo de referéncia nos parametros avaliados. Conclui-se que a formulacao
nanoencapsulada do praziquantel deste estudo nao foi eficaz no tratamento da
esquistossomose mansoénica, pois ndo reduziu a carga parasitaria na fase patente da
infeccado. O presente trabalho gerou informacdes relevantes sobre a necessidade de novos
farmacos para o tratamento da esquistossomose mansénica.

Palavras-chave: esquistossomose, praziquantel, Schistosoma mansoni, nanoencapsulado
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Erica Tex Paulino

Schistosomiasis is a widely distributed parasite and is considered one of the most important
neglected tropical diseases in the world. Praziquantel is currently the only drug used by the
WHO for the treatment of schistosomiasis mansoni. In this context, tests with new formulations
of praziquantel or even new drugs have made it relevant to disease control. The aim of this
study was to evaluate the effect of the nanoencapsulated formulation containing Praziquantel
on schistosomal infection. Six experimental groups were determined: two groups of albino
Swiss mice infected with Schistosoma mansoni and treated with the nanoencapsulated and
free formulations separately (N = 40 each); two groups with uninfected animals and treated
with the two formulations separately (N = 30) and their respective controls without infection
and without treatment (N = 20) and with infection and without treatment (N = 30). In order to
evaluate the treatment in different phases of the parasite cycle, the infected and treated groups
were divided into three subgroups (15, 30 and 60 days). In all groups the results of liver
enzymes (ALT, AST, alkaline phosphatase and total proteins) were evaluated. The parasitic
dynamics were evaluated at 60 and 90 days after infection. The results obtained showed that
praziquantel in the dose and formulation used did not have the expected effect in the treatment
of the schistosomiasis infection, as it did not occur the reduction of the parasite load after the
treatment in the patent period, on the contrary, the parasitic load increased in 144.8%.
Regarding treatment in the pre-patent period of infection, we did not observe differences in the
amount of eggs per gram of feces among the groups observed, however both formulations
(PZQ-L and PZQ-N) in comparison to the control reduced the number of eggs in 15 and 30
days, 70.1% and 67.2% (PZQ-L), while the PZQ-N reduced in the same periods 26.5% and
11.4%, respectively. Comparing the treatment efficacy of the formulations in this period, it was
observed that the group treated with PZQ-L eliminated 59% and 63% (15 and 30 days) fewer
eggs. None of the liver enzyme levels in any of the evaluated groups was outside the reference
range of the laboratory test. Only the infected groups (IN-15, IN-30 and IN-60) presented
values above the reference range in the evaluated parameters. The present work generated
relevant information about the need for new drugs for the treatment of schistosomiasis
mansoni.

Key words: schistosomiasis, praziquantel, Schistosoma mansoni, nanoencapsulated
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1 INTRODUGAO

1.1 Esquistossomose mansodnica

A esquistossomose € considerada pela OMS como uma das mais importantes
doencgas tropicais negligenciadas (Colley et al. 2014), por afetar mais de 240 milhdes
de pessoas no mundo (King et al. 2005; Steinmann et al. 2006; CDC, 2018) e ter um
desenvolvimento crénico, causando uma morbidade debilitante (Berquist et al. 2005).

Existem cinco espécies descritas de importancia epidemioldégica humana que
causam a esquistossomose no mundo: Schistosoma haematobium, Schistosoma
Japonicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma intercalatum e Schistosoma mekongi
(Inobaya et al. 2014). Essa doenga é endémica em 78 paises localizados na América,
Africa, Oriente Médio e Asia, estima-se que aproximadamente 200 a 260 milhdes de
pessoas estdo infectadas no mundo (WHO 2018). No entanto se adicionarmos a este
nuamero os individuos em estagio de pos infeccdo que permanecem com a morbidade
residual teriamos um total de, aproximadamente, 440 milhdes de pessoas afetadas
(COLLEY et al. 2014). O continente africano é o mais acometido apresentando altas
taxas de endemicidade em 42 dos seus paises (Figura 1) (INOBAYA et al. 2014). Em
termos de faixa etaria, observa-se que criangas e adolescentes infectam-se mais
frequentemente. A prevaléncia em grupos de individuos com idade entre 10-19 anos
aproxima-se de 100%, em algumas areas endémicas. Apresenta leve predominancia
pelo sexo masculino, talvez com provavel associagdo deste género ao uso de
recursos hidrograficos contaminados para atividades econdmicas ou de lazer. No
entanto, representa risco especialmente para saude da mulher em paises onde o S.
haematobium é o agente etioldgico, pois este esta associado ao surgimento de lesdes
genitais em 30% das mulheres infectadas.

A introdugédo da doenga no continente americano esta associada ao trafico de
escravos e aos fluxos migratérios oriundos principalmente do continente africano
(Carvalho et al 2008). No Brasil, a maior prevaléncia foi diagnosticada na regiao
Nordeste, devido as plantagdes de café, principalmente na Bahia. E foi de la que em
1908 foi descrito o ciclo de S mansoni por Piraja da Silva, ratificando o encontro de
uma nova espécie, agora no continente americano e descrita no continente africano

por Sambom em 1907 (Falcao 2008). Esta espécie € a unica autdctone no Brasil.



Em decorréncia dos ciclos econdmicos como: café, cana de agucar, gado
leiteiro e mineragao, a esquistossomose se expandiu para a regido sudeste e demais
regides do pais, associada principalmente a presengca de moluscos vetores, em
especial Biomphalaria glabrata, principal hospedeira intermediaria no Brasil. Com o
passar dos anos, difundiu-se por extensas areas rurais e cidades subdesenvolvidas,
onde faltam infraestrutura sanitaria (Sarvel et al. 2011), alcangou magnitude e
prevaléncia de grande relevancia, acometendo milhdes de brasileiros e
transformando-se em um grave problema de saude publica (Ministério da Saude
2017). Além disso, existem relatos de casos de esquistossomose em areas urbanas
e turisticas, como Porto de Galinhas em Pernambuco, o que tem colocado em risco
de contrair a esquistossomose, diversos turistas brasileiros e estrangeiros. Ha
dezenove anos atras ocorreu um surto epidémico na localidade, acometendo 662
pessoas, provocado pela juncao de especulagao imobiliaria e enchentes. Atualmente
ainda provocado pelo crescimento urbano desordenado, a esquistossomose continua
sendo um risco para viajantes, situada em municipio endémicos e com possibilidade
de contaminacgao pos chuva, devido a enchentes locais. A situagdo ndo mudou, tem
se agravado (Barbosa et al. 2015).

Criangas em idade escolar sao as principais vitimas da esquistossomose
(Vennervald et al. 1998; Kabatereine et al. 2004; Salam et al. 2014) por estarem mais
expostas a transmissdo do parasito, devido as atividades de lazer. No Brasil, a
prevaléncia da esquistossomose mansoénica, de acordo com dados do Ministério da
Saude (MS), é de seis milhdes de pessoas, distribuidas nas cinco regides do pais,1,5
milhées de pessoas com o risco de contrair a doenga, por residirem em areas
endémicas, 175 hospitalizagdes e 461 6bitos em 2015, segundo Nascimento et al
(2018).

As areas endémicas e focais para esquistossomose incluem 19 (70,37%) dos
26 estados da federagéao e do Distrito federal, compreendendo os Estados da regiao
nordeste, desde Maranh&o até Sergipe e os Estados do sudeste e sul do Pais (Figura
2). As areas de maior endemicidade incluem a maioria dos Estados do Nordeste
desde Pernambuco até a Bahia e o Estado de Minas gerais na regido sudeste (Figura
2).

Em 2018 foi publicado um novo inquérito nacional de pravaléncia da
esquistossomose mansoni e geohelmintoses realizado em escolares (Katz et al
2018), demostrando que houve uma reducao geral no numero de casos da doenca

no Pais, totalizando uma prevaléncia global de 0,99%. Foram investigados 521
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municipios, 197.564 escolares na faixa de 7 a 17 anos. Segundo os dados do
inquérito, nas areas endémicas a proporcao de positivos para o pais foi de 0,27% para
municipios com mais de 500.000 habitantes e 3,28% para os de menos 500.000
habitantes. Ja nas areas ndo endémicas, as proporgdes foram ainda menores 0,05%
e 0,13% para municipios com mais ou menos 500.00 habitantes, respectivamente. Os
municipios de area endémica com mais de 500.000 habitantes que apresentaram o
maior numero de positivos foi Rio de Janeiro (2,80%), Pernambuco (2,48%) e Sergipe
(2,28%). Nas areas endémicas com populagdo com menos de 500.000 mil habitantes,
0s municipios mais afetados pertenciam aos seguintes Estados: Sergipe (10,67%),
Pernambuco (3,77%), Alagoas (3,35%), Minas Gerais (5,81%), Bahia (2,91%) e
Espirito Santo (1,02%).

Este inquérito nos da uma visdo limitada do problema da esquistossomose
mansoOnica no pais, pois além de restringir a faixa etaria, apresentou dados de
municipios que ndo demonstraram historico para esquistossomose autoctone, o que
pode ter afetado o inquérito global, todavia nos da um indicador de continuidade de
endemicidade da doenga, apesar dos 44 anos de um programa de controle da
esquistossomose institucionalizado no pais.

Atualmente para o controle da esquistossomose, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) recomenda o uso do medicamento Praziquantel (PZQ) na populagao,
por reduzir a prevaléncia e morbidade da doenca, devido a sua acao
‘esquistossomicida’ (Olliaro et al. 2011). As diretrizes atuais da OMS sobre como
conduzir o tratamento para o controle de morbidade grave da doenga foram
desenvolvidas em 2002 e 2006 (WHO 2002 e 2006) e incorporadas como agdes
oficiais pelo Ministério da Saude no Brasil (Ministério da Saude 2014 e 2017). Dentre
essas agdes recomenda-se o tratamento com praziquantel em criangas, jovens e
adultos de acordo com endemicidade. Em areas de alta endemicidade (positividade
superior a 25%) preconiza-se o tratamento de toda a populagéo local, mesmo sem
diagnéstico de positividade. Em areas de média endemicidade (15 a 25%) recomenda-
se o tratamento dos casos positivos e de seus respectivos conviventes, mesmo sem
diagnéstico prévio. Somente em locais com baixa endemicidade (positividade inferior
a 15%) e nos casos isolados que se recomenda o tratamento apenas dos casos
positivos. Além disso, outras agbdes sao sugeridas como fornecimento de agua
potavel, saneamento adequado e controle dos hospedeiros intermediarios com

moluscicida quimico.



Em 2015 foi realizado um estudo transversal sobre o custo da esquistossomose
no Brasil tendo como alvo a eliminagdo como um problema de saude publica,
Nascimento et al. (2018) relataram que a doenga apresenta um custo de
aproximadamente 165 milhdes de reais aos cofres publicos, incluindo tratamentos,
internacdes e tempo de vida perdidos pela doenga. Destes 94,61% estado atribuidos a
custos indiretos como perda de renda da populacéo ativa devido a morte prematura,
perda de renda e custos com remédios e internacdes, devido ao tempo de
hospitalizagdo e pagamento de auxilio doenga, devido ao afastamento do trabalho
relacionado a esquistossomose. Os estados mais afetados com estes custos foram
Pernambuco e Minas gerais. Os autores chamam a atengéo para o problema de saude
publica e sua carga econdmica para o Brasil.

Segundo a WHO (2018) no mundo existem diversos relatos de sucesso para o
controle da esquistossomose, principalmente associados a quimioterapia preventiva
e organizagao dos servigos de saude por meio dos sistemas de atengao primaria com
reducao significativa da transmiss&o. No Brasil, o tratamento com Praziquantel em
larga escala, o diagnostico rapido e controle de moluscos preconizados nos
programas de controle resultaram em reducao significativa dos indices de gravidade
e morbidade da doencga. No entanto, a transmissao ainda se encontra em expanséao.

Para reduzir a transmissao e eliminar a esquistossomose como um problema
de saude publica, o Brasil se tornou um membro signatario da resolugdo WHA 65.21
da OMS desde 2012. A resolugao preconiza a quimioterapia preventiva para média e
alta endemicidade, educacdo em saude, saneamento basico e controle de moluscos
hospedeiros. No entanto, a literatura apresenta poucos relatos de estudos integrados
e detalhados com agdes multissetoriais e com resultados relevantes (WHO 2012).

Tendo em vista os dois principais cenarios apresentados, baixa prevaléncia
entre escolares relatada no inquérito nacional em 2018 e o alto custo para o controlar
a doencga no Pais com quimioterapia preventiva e atengcao secundaria e terciaria em
2019, a esquistossomose precisa ainda de estudos epidemiolégicos mais

pormenorizados e detalhados.



Area endémica para Esquistosomose.

Risco para desenvolvimento da Esquistossomose interrompido.
Pais aguardando a avaliagao e confirmagao da OMS.

[l Programas de controle e eliminagéo da esquistossomose ativa na regido.
Necessaria avaliagio adicional pela OMS. Map Source: |AMAT, WHO

Figura 1. Distribuicdo da Esquistossomose no Mundo, de acordo com informag¢des do ano de 2015 da Organizagdao Mundial de Saiude (Adaptado).
Fonte: IAMAT e OMS Disponivel em: https://www.iamat.org/risks/schistosomiasis#
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Figura 2. Faixa de positividade (%) da Esquistossomose no Brasil, no periodo de 2010 a 2015.
Fonte: portalsaude.saude.gov.br
Disponivel em: http://portalarquivos.saude.gov.br/images/jpg/2016/julho/08/mapa-distribuicaoc-esquistossomose.jpg



1.2 Praziquantel

O Praziquantel (PZQ) foi desenvolvido pela Bayer em 1972. Trata-se de um
derivado da pirazioisoquinolona e foi avaliado inicialmente como um medicamento
tranquilizante (Seubert et al. 1977; Reich & Govindaraj 1998) porém estudos
posteriores identificaram seu potencial antihelmintico (Thomas & Goénnert 1977;
Leopold 1978).

Os primeiros ensaios clinicos ocorreram no final da década de 70, em parceria
com a OMS, em areas endémicas para as trés principais espécies: S. mansoni (Katz
et al. 1979), S. haematobium (Davis et al. 1979) e S. japonicum (Ishizaki et al. 1979).
Todos estes ensaios, bem como numerosos ensaios subsequentes, foram
extremamente bem sucedidos, apontando nao so a eficacia do PZQ para o tratamento
da esquistossomose nas cinco espécies de Schistosoma spp como também para a
teniase, cisticercose, infecgdes causadas por Diphyllobothrium spp e Hymenolepis
nana. Esses resultados corroboram com a escolha do Praziquantel como a droga de
eleicdo para o tratamento da esquistossomose pela OMS e esta indicado na lista de
medicamentos essenciais preconizados (Greenberg 2005; Taylor 2008; WHO 2017).

O praziquantel disponivel atualmente no mercado € uma mistura racémica (1:1
na mistura de enantiomeros) de enantidmeros R e S (Figura 3), sendo que apenas o
enantibmero R possui atividade antiesquistossomodtica, demonstrado em
experimentos in vivo e in vitro (Campos 2009; Farias 2013, Xiao et al. 1989; Wu et al.
1991). Ao enantibmero S estdo associadas ndo sé a inatividade como também a
toxicidade, o sabor amargo e os efeitos colaterais apresentados pelo uso do
medicamento (Lim et al. 1995; Cioli 1998; Meier & Blaschke 2001; Fenwick et al. 2003;
Greenberg 2005; Roszkowski et al. 2006).



rac-PZQ (R)-PZQ (S)-PZQ

Figura 3. Formula estrutural do Praziquantel e seus Enantiomeros.
rac-PZQ: mistura racémica do Praziquantel; (R)-PZQ: enantidmero ativo e (S)-PZQ: enantidmero inativo.

No Brasil, o praziquantel € produzido pelo Instituto de Tecnologia e Farmacos
(Farmanguinhos/FioCruz), diminuindo os custos de produgcédo e facilitando a
distribuicdo do medicamento aos Estados da Uniao.

O medicamento é apresentado em comprimidos de 600 mg, com administragao
oral e em dose unica. Em adultos a dose recomendada é de 50 mg/kg e em criangas
a dosagem € um pouco maior, 60 mg/kg (Ministério da Saude 2017). Alguns estudos
demonstraram que a administracdo da droga logo apos as refeicbes aumenta
significativamente a biodisponibilidade do praziquantel, sem afetar sua eliminag&o
pelo corpo humano (Mandour et al 1990; Homeida et al 1994; Castro et al 2000). Esse
efeito ainda nao foi elucidado, mas pode estar relacionado com possiveis alteracoes
no fluxo hepatico que atuariam no metabolismo da droga no figado (Svensson et al.
1983; Castro et al 2000). O praziquantel é rapidamente absorvido pelo corpo apds sua
administragdo sua concentrag&o plasmatica maxima € alcangada em 1 a 3 horas pos-
tratamento.

Estudos experimentais in vitro e in vivo demonstraram que o praziquantel nao
age em formas imaturas dos parasitos, ou seja, sua eficacia é apenas no periodo
patente da infecgéo (Cioli & Pica-Mattoccia 2003). Apesar de seu mecanismo de agao
nao ter sido elucidado completamente, alguns efeitos desse farmaco como contragao
muscular, dano tegumentar e alteragées metabdlicas ja foram avaliados em outros
experimentos (Pax et al. 1978; Becker et al. 1980; Mehlhorn et al. 1981; Lima et al.
1994; Ribeiro et al. 1998; Oliveira et al. 2006). A contragdo muscular, seguido da
paralisia do verme, provoca o relaxamento do acetabulo e a desafixacdo do verme no
tecido do hospedeiro (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003), possibilitando a mobilidade dos

vermes adultos para o figado. Outro efeito observado refere-se a alteragdes
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morfologicas no tegumento do verme adulto representadas pela vacuolizagao da base
do tegumento e formacgao de bolhas na superficie (Becker et al. 1980; Mehlhorn et al.
1981). Essas alteragdes contribuem para a morte do parasito, seja de uma forma
direta ou por reacao do sistema immune do parasitado aos antigenos expostos do
verme (Harnett & Kusel, 1986; Doenhoff et al., 1987; Modha et al., 1990).

Em um estudo desenvolvido por Oliveira et al (2006), o PZQ apresentou agao
inibitoria na atividade excretora dos vermes adultos de S. mansoni. Alguns estudos
sugerem que um possivel alvo molecular do praziquantel sejam os canais de calcio
do verme adulto (Cioli et al. 1995; Kohn et al. 2001). Ribeiro et al (1998) avaliou a
concentragédo de glutationa em vermes adultos e observou uma redugéo expressiva
deste peptideo, apds o tratamento com PZQ. A glutationa esta envolvida sintese do
DNA e proteinas, atividades enzimaticas, transporte e proteg¢ao celular e as alteracbes
em sua concentracdo podem comprometer a vida do parasito (Meister & Anderson
1983).

Os efeitos colaterais sado transitérios, destacando-se gosto metalico na boca,
dor abdominal, diarreia, astenia, cefaleia, tonturas, febre e reagdes urticariformes
(Lambertucci et al. 2000; Rang et al. 2002). O medicamento € contraindicado para
criangas menores de quatro anos e nao aconselhado para lactantes e gestantes
durante o primeiro trimestre de gravidez, visto que ndo existem estudos para
determinar a seguranga e eficacia desse tratamento em mulheres com essas
condicbes. Caso a lactante precise ser medicada, ela s6 devera amamentar a crianga
72 horas apos a administracédo do farmaco. O PZQ também possui contraindicagao
para pacientes com hipersensibilidade ao medicamento, cisticercose ocular (risco de
lesdo ocular), complicagbes severas de origem cardiaca e hepatica e renais. A
associacdo de alguns medicamentos como a rifampicina e cetoconazol, ndo é
preocnizada pois pode reduzir os niveis séricos do PZQ.

A toxicidade metabdlica e genotoxicidade ao Praziquantel tem sido avaliada e
estudada desde década de 80, quando se demonstrou em estudos experimentais
baixa toxicidade em curto e longo prazo e resultados n&o significativos a modificagdes
genéticas (Frohberg 1984; Kramers et al. 1991; Herrera et al. 1994). No entanto, em
um estudo experimental mais recente Sun et al. (2016) avaliaram a citotoxicidade dos
enantidmeros do Praziquantel, verificando que o (S)-PZQ, enantidmero associado aos
efeitos colaterais obervados no tratamento com humanos, apresentou toxicidade

elevada comparado ao (R)-PZQ.



Apesar da eficacia comprovada do Praziquantel, a forma de aplicacdo do
medicamento em areas endémicas (administragdo em massa da droga), tratamentos
repetitivos e a utilizagao de sub-dosagens do medicamento podem gerar uma selegao
de cepas resistentes (Dias et al. 1978; Stelma et al. 1995; Fallon et al. 1994). A
resisténcia ao Praziquantel tem sido apenas evidenciada para infecgbes com S.
mansoni. Nas infec¢des por S. japonicum e S. haematobium, estudos epidemioldgicos
apontam eficacia deste medicamento em areas endémicas, no entanto em relacéo a
S. mansoni, principalmente na Africa, no Senegal tem sido evidenciadas taxas de cura
extremamente baixas (18%) (Vale et al. 2017).

Um estudo detalhado sobre resistencia com Praziquantel ja tinha sido realizado
em condigdes experimentais por Fallon & Doenhoff (1994), in vivo com camundongos
com o objetivo de induzir a resisténcia ao PZQ. Ao longo de 7 geragbes de
administragao de doses sub-curativas do PZQ, o S. mansoni desenvolveu resisténcia
ao medicamento, apresentando uma sobrevivéncia de 93% da populacédo de vermes
adultos que foram expostos a pressao continua de doses sub-curativas do farmaco.
Ismail et al (1994), realizaram um estudo similar ao anterior e verificaram a resisténcia
ao PZQ na dose sub-curativa (300 mg/kg), apds varias geragdes de tratamento com
essa dose. Couto et al (2011), conseguiram induzir a resisténcia no S. mansoni
tratando caramujos infectados com uma dose sub-curativa de PZQ (100 mg/kg)
durante cinco dias consecutivos. Subsequentemente, camundongos foram infectados
com cercarias liberadas desses caramujos e foram submetidos a tratamentos com
outras dosagens de PZQ (200 e 400 mg/kg) e o numero médio de vermes recuperados
por perfusdo foi significativamente superior nos grupos tratados comparados com o
grupo apenas infectado.

Estes estudos demonstram que a resisténcia esta associada a tratamentos
sucessivos, principalmente em massa e sem diagnostico prévio, como € preconizado
pela OMS. Além disso, as contra-indicagdes (mulheres gravidas ou lactantes, criangas
abaixo de dois anos e pacientes com doenga hepatica crénica) e as reinfecgdes
contribuem para o aumento da prevaléncia de individuos parasitados (Utzinger et al.
2003; Abdulla et al. 2007). Devido a este fato, a busca por novos medicamentos ou os

mesmos em outras formulacdes torna-se relevante.
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1.3 Nanoencapsulamento

O nanoencapsulamento € um procedimento que permite a distribuicao de
bioativos até um alvo desejado dentro do corpo humano. Para que esse processo seja
realizado com eficiéncia, os bioativos ficam confinados em sistemas vesiculares
conhecidos como nanocapsulas. Na industria farmacéutica essa tecnologia tem sido
empregada para entrega de medicamentos em alvos predeterminados e apresenta
uma série de vantagens: diminuicdo da quantidade de farmaco; diminuicdo da
absorcao sistémica do medicamento, reduzindo os possiveis efeitos colaterais;
direcionamento preciso do medicamento e aumento do tempo de a¢gao no organismo,
pois a liberagao dos bioativos é gradual e controlada (Reis et al 2006; Kumari et al
2014; Suganya & Anuradha 2017).

O emprego da nanotecnologia em insumos farmacéuticos iniciou-se na década
de 60, com a utilizagdo de lipossomas na encapsulagao de drogas lipofilicas (Sessa
1968) e avangou ao longo dos anos com o desenvolvimento de diversas estruturas

para a formagao das nanocapsulas, conforme pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Principais nanoestruturas utilizadas no nanoencapsulamento.
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As nanoparticulas poliméricas sao constituidas por uma nanocapsula com um
revestimento polimérico e uma cavidade aquosa ou oleosa que abriga o farmaco (Islan
et al. 2017). Se destacaram na producdo de medicamentos nanoencapsulados na
ultima década por aumentarem a estabilidade quimica e a solubilidade em agua de
farmacos hifrofébicos (Mainardes & Evangelista 2005; Fonseca et al. 2013a e 2013b),
permitindo, assim, o controle e a liberagado gradual dos farmacos.

Dentre a gama de polimeros disponiveis e utilizados na nanotecnologia
podemos destacar o Poli (metacrilato de metila), PMMA, mais conhecido pelo nhome
commercial Eudragit®. Trata-se de uma nanoparticula polimérica que apresenta uma
exelente resisténcia a luz, umidade e calor (Tang et al. 2011) e tem se destacado pela
facil dissolugdo no ambiente gastrico (Wang et al 2004) e aumento da solubilidade de
farmacos lipofilicos em agua (Jung et al. 1999). O PMMA €& uma nanoparticula
biocompativel o que confere uma vasta possibilidade de utilizagdes dentro da area
farmacéutica, desde sua conjugagao com drogas bioativas ate a participagdo de

processos enzimaticos (Uchegbu & Schatzlein 2006; Tomar et al. 2011).

1.4 Justificativa

Os paises endémicos membros da OMS adotaram a resolugao WHA 65.21 da
Assembleia Mundial de Saude, visando eliminar a esquistossomose como um
problema de saude publica. Em atendimento a esse anexo, o Ministério da Saude
incluiu a esquistossomose num plano integrado de agdes estratégicas para controle
ou eliminagdo de doengas negligenciadas prioritarias no ambito do Programa Brasil
sem Miséria (Ministério da Saude 2014). As estratégias de controle recomendadas
para a esquistossomose buscam reduzir a prevaléncia da infec¢ao, a ocorréncia de
formas graves e Obitos e o0 risco de expansédo da doenga, através do diagndstico
precoce e tratamento com praziquantel (PQZ), vigilancia e controle dos hospedeiros
intermediarios, educacdo em saude e saneamento ambiental.

Além disso, € importante levar em consideracdo que algumas pessoas
infectadas ndo podem realizar o tratamento com o praziquantel, visto suas inumeras
contraindicagbes. Como esse é unico medicamento utilizado atualmente para o
tratamento da esquistossomose, esses pacientes podem desenvolver estagios mais
graves da doenca, podendo evoluir para o 6bito e/ou mantendo a infecgao presente e

continua na area endémica.
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Neste contexto, testes com novas formulagbes do praziquantel tornaram
relevantes, visto que esse medicamento apresenta uma moderada toxicidade e é
ineficaz para o tratamento da doenga no estagio pré-patente (formas larvares jovens).
Como o tratamento preconizado pelo Ministério da Saude é compulsoério para qualquer
estagio da doencga, queremos ressaltar com esse estudo ndo s6 a ineficacia do
tratamento em infeccbes recentes como também a necessidade de busca e
implementacdo de novos farmacos para um tratamento mais efetivo da

esquistossomose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia e as alteracdes nas enzimas hepaticas de duas formulacdes
de Praziquantel nas fases do ciclo de Schistosoma mansoni em condi¢coes
experimentais, analisando a efetividade do tratamento para o controle da
esquistossomose mansonica no Brasil e contribuindo para uma nova abordagem

terapéutica.

2.2 Objetivos Especificos

e Observar a eficacia do tratamento nos periodos pré-patente e patente da infecgéo
esquistossomética com as duas formulagbes contendo praziquantel
separadamente em infecgdes experimentais;

e |dentificar as possiveis alteracbes nas enzimas hepaticas nos hospedeiros
tratados com as duas formulagdes contendo praziquantel separadamente;

e Evidenciar a efetividade do tratamento com praziquantel no controle da
esquistossomose mansoénica no Brasil;

e Verificar a agao do farmaco praziquantel nanoencapsulado (PQZ-N) como terapia

alternativa para o tratamento da infeccédo esquistossomaotica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental pré-clinico inteiramente causalizado com
amostragem aleatoria simples, cuja meta foi avaliar a eficacia no tratamento da
infeccdo esquistossomaética e possiveis efeitos hepatotdxicos de uma formulagao
nanoencapsulada contendo praziquantel, comparativamente a formulagdo pura do

praziquantel, livre de quaisquer outras particulas, em hospedeiros hdo humanos.

3.2 Modelo Animal e Parasitos

Foram utilizados 190 camundongos da espécie Mus musculus (linhagem Swiss
Webster), fémeas, com aproximadamente 4 semanas de idade, fornecidos pelo
ICTB/FIOCRUZ. Os camundongos foram mantidos, infectados e eutanasiados nos
biotérios dos Pavilhées Lauro Travassos e Cardoso Fontes, seguindo as normas de
bioética e biosseguranga do IOC/FIOCRUZ. Todos animais foram mantidos com ciclo
de luz 12 horas claro/12 horas escuro, controle de umidade, enriquecimento
ambiental, alimentados com racao (previamente autoclavada) e agua ad libitum.

A infeccdo experimental dos camundongos foi realizada individualmente, por
via subcutdnea com a suspensao de 150 (+ 10) cercarias em agua desclorada, no
maximo 2 horas apo0s a liberagdo destas cercarias pelos caramujos. A linhagem LE
de S. mansoni utilizada neste experimento foi proveniente do Servigo de Referéncia
em Esquistossomose do Laboratério de Malacologia do IOC/Fiocruz. O procedimento
foi realizado com o auxilio de uma seringa descartavel de insulina de 1 ml e agulha de
0,4 mm x 13 mm, conforme preconizado por Peters & Warren (1969), com a
inoculagao de 0,3 ml dessa suspensao por camundongo.

Todos os animais foram infectados uma unica vez e acompanhados até a

coleta de sangue para a realizagdo dos exames sorologicos.

15



3.3 Farmacos e dose utilizada

Foram utilizadas duas formulagdes contendo praziquantel. A formulagao pura
e livre de outras particulas (PZQ-L), foi cedida pela Dra. Alessandra Lifsitch Vigosa do
laboratério de Farmacotécnica Experimental (FARMANGUINHOS/FIOCRUZ). As
especificagdes seguem abaixo:

Descrigao: Praziquantel Micronizado

Lote Fornecedor: 0000002237

Fabricagao: 09/01/2018

Validade: 02/01/2021

A formulagcdo nanoencapsulada do praziquantel (PZQ-N) foi fornecida pelo Dr.
Claudio Salomon do Departamento de Farmacia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e Bioquimicas, da Universidade Nacional de Rosario (Argentina).

O praziquantel nanoencapsulado foi produzido por nanoprecipitacao, utilizando
um polimero (Eudragit® E), contido em uma fase organica e a droga em questao
(PZQ) em uma fase aquosa contendo um estabilizador para garantir a utilizagdo dessa
nanoparticula em varias formulagdes de medicamentos (Molpeceres et al. 1996;
Quintanar-Guerrero et al. 1999). O PVA (poli alcool vinilico) foi utilizado como um
agente antiagregante, impedindo a coalescéncia entre as nanoparticulas. Apds esse
processo, a nanosuspensao obtida foi seca por “Spray Drying”, utilizando um
equipamento de secagem por pulverizagao (Buchi B-290), usando Maltodextrina como
diluente, para obter uma formulagdo sdélida que garanta a estabilidade durante os
experimentos subsequentes.

A composigdo quali-quantitativa da nanoparticula é: 20,8% de Praziquantel
(0,208mg de PZQ em 1 mg do material nanoparticulado), 20,8% de Eudragit® E, 8,4%
de PVA e 50% Maltodextrina.

A administragcdo dos medicamentos aos camundongos foi realizada em
suspensdo aquosa na dose unica de 400 mg/kg através da gavagem. Esse
procedimento permite a inoculagdo do medicamento diretamente no esb6fago, de
forma precisa e na dosagem exata ja preestabelecida (MCTIC 2016). A escolha da
dosagem se baseia em estudos que atestam sua eficacia no tratamento da infecgao

esquistossomaotica em camundongos (Couto et al. 2011; Araujo et al. 1996).
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3.4 Determinacgao dos grupos experimentais

Os camundongos foram alocados em seis grupos experimentais:

1. Grupo IN: formado por animais infectados por Schistosoma mansoni, porém
nao receberam tratamento com Praziquantel nanoencapsulado (N= 30 animais).
Experimento em duplicata acompanhando os tratamentos.

2. Grupo TR-PZQ-N: formado por animais livres de infeccao por Schistosoma

mansoni que receberam tratamento com Praziquantel nanoencapsulado (N=30
animais).

3. Grupo INTR-PZQ-N: formado por animais infectados por Schistosoma
mansoni e tratados posteriormente com Praziquantel nanoencapsulado. (N= 40
animais).

4. Grupo TR-PZQ-L: formado por animais livres de infecgao por Schistosoma

mansoni que receberam tratamento com Praziquantel livre (N=30 animais).

5. Grupo INTR-PZQ-L: formado por animais infectados por Schistosoma

mansoni e tratados posteriormente com Praziquantel livre. (N= 40 animais).

6. Grupo CONTROLE - formado por animais livres de infecgcdo por

Schistosoma mansoni e que também nao receberam tratamento com Praziquantel
(N=20 animais). Esse grupo foi criado para servir como um baseline para o
experimento visto que nao sofrera qualquer tipo de intervencao experimental.

Com o intuito de observar o comportamento da infec¢ao, dos tratamentos com
PZQ-L e PZQ-N e da conjugagao de ambos (infecgao e tratamento) nas fases pré-
patente e patente da infec¢ao esquistossomética, o grupo experimental foi dividido em
trés subgrupos, de acordo com o tempo em que o animal recebeu o tratamento apés
ainfecgao: 15 dias (N=10), 30 dias (N=10) e 60 dias (N=20). Esses intervalos de tempo
foram importantes para evidenciarem os momentos pré-patentes (15 e 30 dias) e
patente (60 dias) da infeccao esquistossomética. Vinte e quatro horas apds o
tratamento com praziquantel, foi realizada a coleta de sangue de dez camundongos
de cada grupo, seguida da eutanasia dos mesmos, para a realizacdo de exames
sorologicos.

Para que fosse possivel realizar qualquer inferéncia entre os resultados dos
exames dos camundongos, foram realizadas coletas de sangue nos mesmos

intervalos de tempo nos animais dos demais grupos experimentais e controle.
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3.5 Coleta de sangue e parametros bioquimicos analisados

Todos os exames sorologicos foram realizados na Plataforma Tecnoldgica da
Fiocruz — Animais de Laboratorio/Anadlises Clinicas sediada no ICTB/FIOCRUZ.
Foram analisados os seguintes parametros bioquimicos: Fosfatase Alcalina (FA; valor
de referéncia: 62 a 209 U/L), Alanina Aminotransferase (ALT; valor de referéncia: 28
a 132 U/L), Aspartato Aminotransferase (AST; valor de referéncia: 59 a 247 U/L) e
Proteinas Totais (PT; valor de referéncia: 3,6 a 6,6 g/dL). O equipamento utilizado nas
analises foi o Vitros 250 (Ortho clinical - Jonhson & Jonhson), através da metodologia
de quimica seca. Os parametros laboratoriais acima foram analisados em um sistema
modular Roche / Hitachi (Roche Diagnostics, IN, EUA).

As coletas foram realizadas por pungdo cardiaca, utilizando uma seringa
descartavel com agulha de 20 mm x 0,55 mm em animais previamente anestesiados
com 100mg/kg de cetamina associado a 10mg/kg de cloridrato de xilazina por via IP
e a profundidade anestésica foi verificada com o teste de sensibilidade a estimulos
dolorosos. Este procedimento foi realizado pela médica veterinaria, conforme previsto
pelo CEUA/IOC 009/2015.

O sangue coletado foi transferido para um microtubo para coleta de sangue
com gel e ativador de coagulo com capacidade para 500 ul e centrifugado a 13.000
rpm, por 3 minutos, em temperatura ambiente. Apds esse procedimento, o soro foi
transferido para um eppendorf de 0,5 ml e encaminhado para a plataforma de analises
clinicas do ICTB/FIOCRUZ para as analises sorologicas.

Os animais que nao foram ao Obito apdés esse procedimento foram
eutanasiados por overdose de barbiturico: administragcédo, por via intracardiaca, de
tiopental sodico 2,5% (300 mg/kg). Este procedimento também foi realizado pela

médica veterinaria do grupo.

3.6 Dinamica parasitaria

A dindmica parasitaria foi avaliada através da contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) pelo método de Kato-Katz (Katz et al. 1972). A coleta das fezes dos
camundongos infectados foi realizada 60 dias apo6s a infecgdo. Com o intuito de avaliar
a carga parasitaria antes e apos o tratamento no subgrupo de 60 dias, apenas neste
foi realizado uma segunda coleta de fezes, 30 dias apds o tratamento (90 dias apds a
infeccéo).
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As fezes foram coletadas no periodo da manha de forma individualizada e
durante uma hora, com o intuito de evitar o estresse dos animais. Apds a coleta os
camundongos voltaram para as suas respectivas gaiolas. Para cada amostra de fezes
foram preparadas 3 (trés) laminas. Apds a leitura em microscépio, realizou-se uma
média aritmética dos ovos encontrados por amostra de fezes e o valor foi multiplicado
pelo fator 24 para a obtengcdo da OPG (ovos por grama de fezes). A carga parasitaria
foi classificada em leve (1-99 opg), moderada (100-399 opg) ou intensa (=400 opg),
de acordo com os critérios adotados pela Organizagao Mundial da Saude (WHO 2002)

e referenciados no protocolo do Kit de Kato-Katz.

3.7 Analise estatistica dos dados

Os parametros dos exames sorologicos e os resultados das quantidades dos
ovos por grama de fezes, comparados entre os diferentes grupos de ambas as
formulagdes farmacéuticas do PZQ, foram as variaveis consideradas e analisadas
para a avaliagao das respostas terapéuticas dos farmacos citados.

Os resultados dos exames de sangue e do OPG foram imputados no software
de banco de dados Microsoft Access® e analisados nos programas SPSS verséo 24.0
(IBM 2016) e R versao 3.5.2 (R Core Team 2018).

Para avaliar se o tratamento com praziquantel, tanto a formulagao
nanoencapsulada (PZQ-N) quanto a formulagéo livre (PZQ-L) possui algum efeito
sobre a carga parasitaria dos animais infectados, seja no periodo pré-patente (15 e
30 dias) ou no periodo patente da infecgao (60 dias) foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis e o teste de comparagdes multiplas de Dunn. O mesmo teste foi realizado para
avaliar se houve ou ndo algum efeito referente ao momento em que o animal recebe
o tratamento (estando infectado ou ndo por S. mansoni) nas alteragdes nos exames
sorolégicos. Foi estabelecido o nivel de significancia de 5% para todas as analises

realizadas.

3.8 Consideragées Eticas

Todos os experimentos desenvolvidos no projeto de pesquisa foram realizados

segundo as diretrizes internacionais validas para a experimentagédo animal e estarao
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de acordo com as regras do comité de ética animal aprovado no CEUA
(IOC/FIOCRUZ) n° L016/2015, com validade até 31/03/2019.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise do efeito do tratamento com ambas as formulagdes de Praziquantel
na quantidade de ovos por grama de fezes dos camundongos (OPG) e da

carga parasitaria.

A quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) apds 60 e/ou 90 dias de
infeccao foi obtida, a partir dos resultados das leituras das laminas pela técnica de
Kato-Katz (Katz et al. 1972).

Para a avaliagdo do efeito do tratamento com praziquantel em camundongos
infectados por S. mansoni no periodo patente da infeccdo foram realizadas
comparagdes entre os grupos de camundongos infectados e tratados 60 dias apos
com praziquantel nanoencapsulado (INTR-PZQ-N), camundongos infectados e
tratados 60 dias apds com praziquantel puro (INTR-PZQ-L) e camundongos apenas
infectados que nao receberam tratamento (IN-PZQ). Nao foram verificadas diferencas
entre esses grupos com relagdo a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG)
antes do tratamento (Tabela 1), porém o tratamento com o praziquantel puro (PZQ-L)
foi 0 mais eficaz, visto que, ndo foram encontrados ovos nas fezes dos camundongos
tratados com essa formulagdo apés 30 dias do tratamento. O grupo tratado com a
formulagdo nanoencapsulada (PZQ-N) apresentou, apdés um més de tratamento, um
resultado muito similar aos grupos que nao receberam tratamento em nenhum
momento do experimento [X? (2) = 0,714; p =1,000].

Ao compararmos a quantidade de ovos por grama de fezes em camundongos
do grupo INTR-PZQ-N (Tabela 1) constatamos que o PZQ-N nao surtiu o efeito
esperado no tratamento da infecgao esquistossomoética, pois ndo ocorreu a diminuicao
da carga parasitaria apds o tratamento. Pelo contrario, a carga parasitaria aumentou
em 144,8%.

Quanto a carga parasitaria, houve diferenga entre os grupos infectado (IN-PZQ)
e infectado e tratado com PZQ-N apés o tratamento (p<0,001), evidenciando que o

tratamento com a formulagdo nanoencapsulada nao surtiu efeito (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantidade média de ovos por grama de fezes (OPG) de camundongos no periodo
patente da infecgdo esquistossomética (60 dias apdés a infecgao) antes e 30 dias apos o
tratamento com praziquantel nanoencapsulado (PZQ-N) e praziquantel livre (PZQ-L).

Ovos por Grama de Fezes (OPG) (Carga parasitaria)

Grupos Experimentais N
Antes do Tratamento Apo6s o Tratamento
(60 dias apds a infecgao) (90 dias apés a infecgao)
INTR-PZQ-N 10 90,4 (LEVE) 221,3 (MODERADA)
INTR-PZQ-L 10 117,6 (MODERADA) 0
IN-PZQ 20 246,7 (MODERADA) NA
p-valor 0,539 < 0,001

Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis. NA=nao aplicavel. Intervalo de confianga = 95%
INTR-PZQ-N: grupo formado por animais infectados e tratados 60 dias depois com praziquantel nanoencapsulado;
INTR-PZQ-L: grupo formado por animais infectados e tratados 60 dias depois com praziquantel livre; IN-PZQ:

grupo formado por animais infectados que ndo receberam nenhum tipo de tratamento.

Ao analisarmos o efeito do tratamento com o praziquantel nos periodos pré-
patentes da infeccdo esquistossomdética (tratamentos realizados em animais
infectados apés 15 e 30 dias), ndo verificamos diferengas na quantidade de ovos por
grama de fezes entre os grupos observados: INTR-PZQ-N (15 dias), INTR-PZQ-N (30
dias), INTR-PZQ-L (15 dias), INTR-PZQ-L (30 dias) e IN-PZQ (Tabela 2). Ainda assim,
podemos verificar que os animais tratados com o praziquantel puro (PZQ-L) com 15 e
30 dias de tratamento eliminam 59% e 63% respectivamente, menos ovos por grama
de fezes comparativamente aos animais tratados com a formulagdo nanoencapsulada
do praziquantel (PZQ-N) no mesmo periodo.

Em comparagdao com o grupo somente infectado sem tratamento, a OPG do
grupo infectado e tratado com PZQ-L em 15 e 30 dias reduziu respectivamente 70,1%
e 67,2%, enquanto que o PZQ-N reduziu nos mesmos periodos 26,5% e 11,4%,
respectivamente. Apesar da redugédo do numero de ovos por grama de fezes nos dois
tratamentos, pode-se observar que o PZQ-L nos periodos pré-patentes da infecgéo
foi mais eficaz. Além disso, a carga parasitaria nos dois periodos pré-patentes
analisados no tratamento com PZQ-L foi considerada leve em comparagao a carga
observada apés o tratamento com PZQ-N e ao grupo infectado sem tratamento. Em

ambos os grupos a carga foi considerada moderada.
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Tabela 2. Quantidade média de ovos por grama de fezes (OPG) de camundongos, recolhidos 60
dias apos a infecgao e tratados com praziquantel nanoencapsulado (PZQ-N) e praziquantel livre
(PZQ-L) no periodo pré-patente da infec¢do esquistossomética.

Ovos por Grama de Fezes (OPG) (CARGA

Grupos Dias apds o N PARASITARIA)

Experimentais tratamento Apo6s o Tratamento
Antes do Tratamento . R . =

(60 dias apoés a infecgéao)

INTR-PZQ-N 15 10 NA 180,8 (MODERADA)

INTR-PZQ-L 15 10 NA 73,6 (LEVE)

INTR-PZQ-N 30 10 NA 218 (MODERADA)

INTR-PZQ-L 30 10 NA 80,8 (LEVE)

IN-PZQ NA 40 246,7 (MODERADA) NA

p-valor NA 0,123

Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis. NA=n&o aplicavel.
INTR-PZQ-N: grupo formado por animais infectados e tratados 60 dias depois com praziquantel nanoencapsulado;
INTR-PZQ-L: grupo formado por animais infectados e tratados 60 dias depois com praziquantel livre; IN-PZQ:

grupo formado por animais infectados que ndo receberam nenhum tipo de tratamento.

4.2 Analise do efeito do tratamento com ambas as formulagées nos resultados

sorolégicos das enzimas hepaticas em diferentes periodos.

Foram realizados exames sorolégicos para avaliar quatro parametros
hepaticos: ALT, AST, Fosfatase Alcalina e Proteinas Totais.

Na figura 5, foram comparados os resultados dos parametros hepaticos apenas
entre os grupos que sé receberam tratamento. O objetivo foi avaliar se o tratamento,
seja com PZQ-N ou PZQ-L, alteraria a concentragcdo dessas enzimas hepaticas nos
camundongos estudados. Além disso, foi avaliado também se o tempo apds o
tratamento, visto que esses animais foram tratados no tempo zero do experimento,
influenciaria a resposta desses exames. No parametro ALT, foram encontradas
diferengas entre os grupos TRAT-PZQ-L-15 e TRAT-PZQ-N-15 (p=0,001),
demonstrando que o grupo tratado com PZQ-L apresentou niveis séricos de ALT mais
elevados comparados ao grupo que foi tratado com PZQ-N. O resultado do parametro
AST apontou diferengcas entre os grupos TRAT-PZQ-L-30 e TRAT-PZQ-L-60
(p=0,014), demonstrando um aumento na concentragao plasmatica desse parametro
no grupo TRAT-PZQ-L-30. N&o foram observadas diferengcas nos resultados dos
parametros Fosfatase Alcalina (FA) e Proteinas Totais (PT) entre os grupos
comparados. Nenhum dos niveis de enzimas hepaticas em nenhum dos grupos

avaliados ficou fora do intervalo de referéncia do teste laboratorial.
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Figura 5. Niveis séricos de enzimas hepaticas, em camundongos que receberam apenas
tratamento com PZQ-N ou PZQ-L, estratificados pelo tipo de tratamento e pelo tempo apds a

administracdo do medicamento.

Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis. #p< 0,05. ALT (alanina transaminase), AST (aspartato

transaminase), PT (proteinas totais) e FA (fosfatase alcalina).

apenas infectados (IN) e em animais apenas tratados (TRAT-PZQ), o efeito da
infeccdo nas alteragbes desses exames € mais significativo. Os parametros mais
sensiveis s&o ALT e AST e o efeito € mais acentuado no grupo IN-30 (Figura 6), porém
nos resultados da Fosfatase Alcalina observamos valores mais altos no grupo IN-15.

Apenas os grupos infectados (IN-15, IN-30 e IN-60) apresentaram valores acima do

Analisando os resultados da concentragao das enzimas hepaticas em animais

intervalo de referéncia nos parametros avaliados.
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Figura 6 - Niveis séricos de enzimas hepaticas, em camundongos que receberam
apenas tratamento com PZQ-N ou PZQ-L ou foram infectados sem tratamento
posterior, estratificados pelo tipo de tratamento e pelo tempo apés a administragao
do medicamento ou apés a infecgao

ALT (alanina transaminase), AST (aspartato transaminase), PT (proteinas totais) e FA (fosfatase alcalina).
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5 DISCUSSAO

A eliminagdo da esquistossomose mansénica como um problema de saude
publica tem sido o foco do controle desta doenca no século XXI. Para tanto foi
proposto pela OMS (WHO 2002) diferentes atividades, dentre elas o tratamento com
praziquantel, independente do diagndstico especifico, em areas endémicas da
esquistossomose.

Nessa pesquisa foram testadas a eficacia e a eficiéncia do tratamento com uma
nova formulagao do praziquantel, o nanoencapsulado. O polimero utilizado para essa
nanoformulagao foi o Eudragit® E e estudos anteriores apontam que a associagao
desse polimero com drogas hidrofébicas (praziquantel, por exemplo) melhoram a
eficacia dos farmacos, assim como sua solubilidade e biodisponibilidade (Dai & Wang,
2004; Chellampillai & Pawar 2011; Tang et al 2011; Kolenyak-Santos et al 2015). Para
o tratamento da esquistossomose, esta formulagdo de PZQ nanoencapsulado nao foi
eficaz, pois aumentou a quantidade de ovos por grama de fezes e a carga parasitaria
dos animais infectados, apds o tratamento no periodo patente. A carga parasitaria e o
OPG séo indicadores de grande importancia para o controle do tratamento da
esquistossomose pois permitem avaliar o grau de morbidade da doenga em areas
endémicas.

Kolenyak-Santos e colaboradores (2015), avaliaram a eficacia de duas
formulagdes nanoencapsuladas lipidicas do PZQ (NCL2 e NCL4) em um estudo in
vitro com vermes adultos. Além da citotoxicidade e absor¢ao intestinal do PZQ, foram
verificadas a motilidade e a taxa de mortalidade dos vermes adultos, a oviposigao e
as alteragdes no tegumento de S. mansoni. As formulagbes nanoencapsuladas nao
s6 melhoraram a estabilidade do medicamento como também foram mais eficazes em
todos os paréametros analisados, ao serem comparadas com o praziquantel puro. Em
um estudo similar, desenvolvido por Amara e colaboradores (2018), também foi
verificada a eficacia de formulagdes nanoencapsuladas lipidicas com PZQ através da
reducao da carga parasitaria de vermes adultos, melhoria das lesées hepaticas nos
camundongos estudados e presenga de danos no tegumento de adultos de S.
mansoni. Outros estudos realizados com formulagdes nanoencapsuladas lipidicas
contendo PZQ (Yang et al. 2009 e Mishra et al. 2014) corroboram com os resultados
anteriores relacionando o aumento da atividade esquistossomicida do composto
nanoencapsulado com a interagédo entre o tegumento do parasito e a matriz lipidica

da capsula. Além disso o encapsulamento do PZQ reduz a citotoxicidade, indicando
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que esse sistema de distribuicdo de medicamentos tende a ser promissor para o
controle da esquistossomose, melhorando a eficacia terapéutica e reduzindo os
efeitos téxicos do PZQ.

Em um estudo realizado pela Merck (Munster et al. 2017) avaliando polimeros
de Eudragit® e Kollidon para o nanoencapsulamento do Praziquantel, o Eudragit® E
foi identificado como o que combina melhor as capacidades de mascaramento do
sabor amargo do PZQ com as propriedades de liberagdo imediata do medicamento
no sistema gastrointestinal. Entre as técnicas de encapsulamento avaliadas, a
extrusdo apresentou resultados mais eficazes quando comparada a técnica de
secagem por pulverizagao (“Spray Drying”), visto que a primeira técnica possibilitou
uma reducgao na liberacdo do PZQ em estudos simulados na saliva, auxiliando no
mascaramento do sabor, e uma rapida liberagdo nos meios gastrico e intestinal
simulados. O “Spray Drying” foi a técnica utilizada no presente estudo e como nao foi
realizado nenhum experimento de avaliacido da liberacdo da capsula no sistema
gastrointestinal, talvez esse procedimento tenha contribuido para ineficacia do PZQ
nanoencapsulado nos experimentos in vivo. A ineficacia observada pode estar
associada também a rigidez da capsula dessa formulacao, que pode ter prolongado a
liberagao do farmaco no sistema gastrointestinal, diminuindo a concentragao de PZQ
absorvido pelo intestino do animal e, consequentemente, a agao no medicamento nos
vermes adultos. N&o foi apresentada nenhuma informacdo na literatura que
demonstre alguma acao biolégica desse polimero em estudos in vivo ou in vitro, porém
serao necessarios estudos complementares para verificar se o Eudragit® E é
realmente inerte em componentes biolégicos.

O figado possui um papel importante na infecgdo esquistossomética pois ele
o local de amadurecimento do esquistossémulos para sua forma adulta (Wilson 2009).
Além disso, a formagao de granulomas periovulares no figado induzido pela resposta
imune do hospedeiro definitivo em resposta a presenga de ovos de vermes
aprisionados nas paredes dos vasos hepaticos e o desenvolvimento de fibrose
hepatica periportal caracterizam lesdes severas ao 6rgdo gerando alteragdes das
enzimas hepaticas (Warren 1982; Wynn et al 2004). Por essa razao, a avaliacdo da
funcao hepatica torna-se extremamente importante para a determinagao da eficiéncia
do praziquantel no tratamento da infecgcao esquistossomatica.

As enzimas hepaticas avaliadas no presente estudo foram utilizadas para
indicar possiveis lesées nos hepatdcitos e ductos biliares do figado. O tratamento com

o praziquantel nanoencapsulado nao gerou alteragdes significativas nos parametros
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sorolégicos estudados, o que corrobora com varios estudos com nanoformulagbes
(Yang et al. 2009; Mishra et al. 2014; Amara et al. 2018). Porém como o tratamento
com essa formulagdo ndo foi eficaz na diminuicdo da carga parasitaria dos
camundongos infectados, € possivel que a capsula tenha sido ineficaz na liberagao
do praziquantel. Os parametros ALT e AST foram os mais sensiveis a apontar
diferengas na distribuicdo de suas concentragdes plasmaticas entre os grupos
experimentais e os mais utilizados como indicadores de lesdes hepaticas na literatura
(Jatsa et al 2015; Elhenawy et al 2017). A diferenga observada entre os resultados de
ALT dos animais apenas tratados com praziquantel (TRAT-PZQ-L e TRAT-PZQ-N)
em 15 dias de observacao, indicaram um aumento da concentracéo plasmatica dessa
enzima no grupo tratado com praziquantel livre, o que corrobora com a ineficacia do
tratamento com a formulagdo nanoencapsulada. Ao analisarmos os resultados do
parametro AST, houve diferenga entre as concentragdes apenas entre no grupo de
animais tratados com praziquantel livre (TRAT-PZQ-L) com 30 e 60 dias de
observacao. Nao foram encontradas referéncias na literatura que possam explicar
essa diferenga, mas podemos relacionar com a recuperacdo de células hepaticas
apos a lise celular influenciada pela agdo medicamentosa.

O efeito mais significativo nas alteragbes das enzimas hepaticas foi observado
nos grupos infectados com S. mansoni sem qualquer tratamento, em trés momentos
de observagao poés-infecgao: 15, 30 e 60 dias. Resultados similares foram descritos
na literatura (Couto et al 2008; Li-zhi et al 2015; Elhenawy et al 2017).

De acordo com Wilson (2009) a partir do 4° dia de infec¢ao ja é possivel
encontrar vermes jovens no figado, perdurando até o 20°/ 22° dia de infecgao até que
esses vermes completem seu processo de amadurecimento e se transformem em
vermes adultos. Por volta do 40° ja é possivel observar ovos nas fezes do animal
parasitado e, consequentemente, podem ser observados granulomas periovulares no
figado. Essas movimentagdes dos vermes jovens e adultos de S. mansoni geram
impactos no figado e, consequentemente, nas alteragdes das enzimas hepaticas.

A utilizagdo do praziquantel como controle para a morbidade da
esquistossomose é uma das agdes presente nas diretrizes técnicas do Ministério da
Saude (Ministério da Saude 2014) e na resolugao WHA 65.21 que compde o plano
estratégico para a eliminagdo da Esquistossomose como um problema de saude
publica até 2025 (WHO 2013). Por se tratar de um medicamento de baixo custo e com
producgao dentro do territério brasileiro (FARMANGUINHOS/FIOCRUZ), seu acesso é
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mais facilitado e a demanda de distribuicdo do medicamento € realizada a partir das
Secretarias de Saude de cada estado.

De acordo com as analises dos dados das plataformas SISPCE/DATASUS/MS
SINAN/MS, a taxa de positividade da esquistossomose no Brasil vem diminuindo ao
longo dos anos (14, 3% de redugao entre os anos de 2008 e 2016) provavelmente
influenciada pelas medidas de controle implementadas nos estados endémicos,
incluindo o diagndstico através de inquéritos coproscopicos bianuais e o tratamento
com praziquantel da populagdo infectada. Porém, como essas agbes sao
implementadas apenas em algumas localidades endémicas, a populagao atingida pelo
programa de controle da esquistossomose nao pode ser considerada representativa
do Brasil, requerendo, assim, cuidado na analise e extrapolacdo dos resultados
obtidos (Ministério da Saude 2018).

Conforme resultados apresentados no presente estudo e na literatura (Becher
et al. 1980; Mehlhorn et al. 1981; Mehlhorn et al. 1981; Cioli et al.1995), o praziquantel
€ eficaz no tratamento da esquistossomose mansbénica no periodo patente da
infeccdo, ou seja, quando os vermes de S. mansoni ja atingiram a fase adulta.
Também ficou evidenciado que, apesar de nao tratar a infecgao na fase pré-patente,
as formulagcbdes de praziquantel reduziram a carga parasitaria em camundongos
tratados com 15 e 30 dias de infecgdo. No tratamento com Praziquantel livre, houve
reducdo da quantidade de ovos por fezes de camundongos de 70,1% e 67,2%,
respectivamente, nos grupos tratados apés 15 e 30 dias de infec¢ao, enquanto no
tratamento com o Praziquantel nanoencapsulado a redugéo foi de 26,5% e 11,4%,
respectivamente, nos grupos tratados apés o mesmo periodo. Hegazy e
colaboradores (2018), obtiveram resultados similares em um estudo avaliando a
eficacia da terapia combinada do artesunato com o praziquantel. O grupo tratado
apenas com praziquantel no periodo pré-patente (3 semanas) apresentou uma
reducéo de 42,7% na carga parasitaria, 37,2% da quantidade de vermes adultos e

38,5% no oograma, em relagdo ao grupo controle infectado com S. mansoni.
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6 PERSPECTIVAS

Com a finalidade de dar continuidade ao presente estudo, e aprimorar os
resultados obtidos, pretendemos continuar as analises das duas formulacdes
farmacéuticas em relagdo a outras questdes da infeccao esquistossomotica. Estes
experimentos serao realizados como parte do meu doutoramento. A principal pergunta
que permeia essa necessidade é se o PZQ-N é realmente ineficaz no tratamento da
infeccdo esquistossomdtica. Entre as analises futuras propostas estédo: 1) Avaliagao
da quantidade de adultos encontrados em animais infectados com S. mansoni e
posteriormente e tratados com PZQ-N; 2) analise histoldgica das laminas de cortes do
figado, baco e intestino grosso dos animais infectados com S. mansoni e
posteriormente tratados com PZQ-N; 3) avaliagdo de possiveis alteragdes
morfolégicas do verme adulto através de analise de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e de transmissao (MET); 4) experimento in vitro de vermes adultos e
formas imaturas do S. mansoni em solugao contendo suspensdao de PZQ-N e 5)
possiveis alteracdes no perfil protedmico do parasito e em consequéncia provocando
um efeito epigenético positivo, aumentando a oviposigao das fémeas, o que explicaria
a quantidade maior de ovos por grama de fezes apds o tratamento. Estes dados
complementariam os estudos com PZQ-N e poderiam servir como proposta de diretriz
protocolar para futuros testes com medicamentos para esquistossomose.

Durante a execugao do projeto apresentado foram realizados experimentos
paralelos como:

a) A coleta de 6rgéos de animais infectados por S. mansoni e tratados posteriormente
com ambas formulag¢des do Praziquantel (PZQ-N e PZQ-L). Esses 6rgéos estao
preservados em solugédo de Formalina Millonig de Carson.

b) Perfusdo dos animais infectados e tratados com ambas formulagbes do
Praziquantel (PZQ-N e PZQ-L). Durante esse procedimento foram retirados os
vermes adultos do mesentério e, apds a separagao do casal em solugao PBS,
estes foram preservados na solugdo Karnovsky para analise na microscopia
eletrénica (MEV e MET).

Mais estudos sdo necessarios para avaliar as rotas de agao da formulagao

nanoencapsulada em todas as fases do ciclo de Schistosoma mansoni.
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7 CONCLUSOES

i) Nesse estudo, as formulagdes contendo praziquantel reduziram a carga
parasitaria de camundongos infectados no periodo pré-patente, indicando uma
possivel acao do farmaco na fase jovem de S. mansoni;

i) O tratamento com ambas formulagdes nao gerou alteragdes significativas
nos parametros sorologicos estudados, corroborando com a literatura;

iif) A formulagdo nanoencapsulada do praziquantel utilizada nesse estudo ndo
foi eficaz como uma terapia alternativa para o tratamento da esquistossomose

mansonica;
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