UNG

UNIVERITAS UNIVERSI0RDE

Grupo Ser Educacional * Gente criando o futuro

DESENVOLVIMENTO DE NANOEORMULAC}AO PARAO
PRAZIQUANTEL: CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN VIVO
PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE.

1. MARIANA GODOI DE BRITO

NUCLEO DE PESQUISA EM DOENCAS NEGLIGENCIADAS
UNIVERSIDADE GARULHOS

Mestranda em Ciéncias pela Universidade Guarulhos
Mrngodoi211@gmail.com

2. ANA CAROLINA A. MENGARDA

NUCLEO DE PESQUISA EM DOENCAS NEGLIGENCIADAS
UNIVERSIDADE GARULHOS

Ana.npdn@gmail.com

Mestrando em Ciéncias pela Universidade Guarulhos

3. THIAGO RAHAL MORAIS

NUCLEO DE PESQUISA EM DOENCAS NEGLIGENCIADAS
UNIVERSIDADE GUARULHOS
thiago rahal@hotmail.com

Pds-doutoral em Ciéncias pela Universidade Guarulhos

4. JOSUE DE MORAIS

COORDENADOR DO NUCLEO DE PESQUISA EM DOENCAS
NEGLIGENCIADAS

moraesnpdn@gmail.com

Pds-Doutorado no Instituto Butantan e Tropical and Public Health Institute (Suica).

NUCLEO DE PESQUISAS EM DOENCAS NEGLIGENCIADAS -NPDN


mailto:Mrngodoi211@gmail.com
mailto:Ana.npdn@gmail.com
mailto:thiago_rahal@hotmail.com
mailto:autor3@brasil.sp.gov.br

UNIVERSIDADE GUARULHOS

DESENVOLVIMENTO DE NANOFORMULACAO PARA O
PRAZIQUANTEL: CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN VIVO
PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE.

RESUMO

As doencas negligenciadas causadas por helmintos acometem principalmente as
camadas sociais pobres, sem condi¢cOes adequadas de moradia, de trabalho, de
educacdo, de servigos sanitarios. Alem disso, sd0 conhecidas como “doengas da
pobreza”, que acometem mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo e sdo responsaveis por
milhGes de mortes. Para essas doencas, temos algumas opcoes intervencdes terapéuticas
que abrange grande parte das patologias. Existem opcOes terapéuticas para o tratamento
dessas patologias, porém o desenvolvimento de novos farmacos € crucial para
populacdes carentes e de baixa renda. mas a necessidade de desenvolvimento de novos
farmacos € ainda crucial para o tratamento do mesmo e assim, atingir populacdo
carentes e de baixa renda. Em particular, considerada uma doencga negligenciada, a
esquistossomose é considerada um importante problema de Saude Publica em mais de
70 paises e o tratamento dessa helmintiase é baseado apenas no uso do praziguantel.
Além disso, o praziquantel € comumente usado no tratamento e controle de parasitas em
animais domésticos e de producdo. Nesse sentido, sdo preponderantes atividades de
pesquisa visando o tratamento da esquistossomose e outras helmintiases de importancia
médica e veterinaria. Para isso, é importante o novo estudo para o desenvolvimento de
uma nova formulagdo do praziquantel, cuja estratégia é baseada no nano-
encapsulamento desse farmaco para atingir o alvo com mais eficacia e visar o
aproveitamento do medicamento ja existente. Considerando que estudos prévios do
nosso grupo mostram elevado resultado perante outro medicamento testado, o presente
projeto tem como objetivo avaliar o efeito antiparasitario dessa nova formulacdo em

Schistosoma mansoni.
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1. INTRODUCAO:

Esquistossomoses sdo as doencas cronicas causadas por vermes do género
Schistosoma e sdo relatadas em 80 paises do mundo. Os principais agentes
etioldgicos causadores desta doenca sdo as espécies S. mansoni, S. haematobium e
S. japonicum, localizados em diferentes paises. O S. mansoni tem ocorrencia
endémica principalmente na Africa, América do Sul e alguns locais como Antilhas.
Ja a espécie S. haematobium tem ocorrencia no Mediterraneo e na Africa. Por fim, a
espécie S. japonicum esta localizada no Extremo Oriente e no Pacifico **3. O
numero de pessoas afetadas por estas doencas é superior a 200 milhGes e 0s casos
estdo localizados principalmente na Asia e na Africa.

No Brasil, 0os casos de esquistossomose sdo predominantemente causados
pela espécie de S. mansoni, que afeta 8 milhGes, em um total até de 26 milhdes de
pessoas que podem estar infectadas, sendo que o agravamento do quadro clinico no
homem depende da carga parasitaria e da condicéo do individuo **’. Alem disso,
conforme seu agravamento, tornou-se um problema de salde publica, afetando
principalmente pessoas que vivem em condicBes precarias das areas endémicas do
Pais.

No controle e combate a esta patologia, temos algumas intervengdes
comuns no mundo, como o praziquantel. Desde os anos 70, o praziquantel (PZQ) €
0 medicamento que mostrou eficacia contra as infeccdes de varios trematoideos e
cestoideos, inclusive contra a esquistossomose, permanecendo em uso de drogas por
40 anos. A acdo farmacoldgica se da através da alteracdo dos canais de Ca** dos
esquistossomos, aumentando a permeabilidade da membrana do helminto,
principalmente o célcio que resulta na atividade muscular, seguida por contragéo e
paralisia. Sua administracdo é oral e dose Unica, tendo eficacia contra a espécie
Schistosoma que acomete 0 humano.

Por conta disso, o intuito deste projeto é avaliar a atividade anti-esquistomicida
utilizando diferentes formulagdes do praziquantel, suspenso em particulas de nano-
emulsdo, com o intuito do aumento na biodisponibilidade do farmaco como uma
alternativa mais eficaz para o tratamento da esquistossomose, podendo-se até ser

destinado para outras infec¢des parasitarias que tenham uma boa resposta.



2. OBJETIVOS:

e Avaliar o efeito anti-helmintico do praziquantel in vitro e em camundongos

experimentalmente infectados com Schistosoma mansoni.

3. METODOLOGIA:

3.1 Animais

Mantém um ciclo de moluscos do género Biomphalaria em laboratério, onde
sdo infectados com miracidios recém eclodidos de ovos, através de uma técnica de
exposicao a luz realizada no Nucleo de Pesquisa em Doencas Negligenciadas (NPDN).
Os camundongos SWISS recém-desmamados foram obtidos da empresa ANILAB ®
para estudos in vivo. Espera- se um dia até que os animais se adaptem ao ambiente e
apos esse tempo iniciamos o procedimento. Os caramujos sdo expostos a luz, realizando
assim a liberacdo de cercarias para infeccdo nos camundongos. Os camundongos foram
infectados com 80 cercarias de S. mansoni (linhagem BH). Todos os animais foram
mantidos sob condi¢bes ambientais controladas (temperatura 25 ° C, umidade 70%) e

tiveram acesso a agua filtrada e alimentada com racdo para roedores.

3.2. Dados do farmaco

Farmaco Massa Log P  Biodisp. Oral Meia-Vida DL oral
(g/mol) (Ti) (mg/kg)*
Praziquantel 312.413 25 80% 0.8-1.5h 2.454

3.3. Comite de Etica

Procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com a
legislacdo brasileira. O protocolo de manutencdo do ciclo de vida de S. mansoni foi

aprovado pelo comité de ética local em testes em animais.



3.4. Avaliacdo de medicamentos in vitro

Vermes adultos (49 dias), recém recuperados de hospedeiros roedores, foram
colocados em pares e lavados cuidadosamente em meio RPMI 1640 mantido a pH 7,5
com 25 mM de HEPES suplementado com 10% de soro fetal bovino e contendo 200 Ul
/ mL de penicilina e estreptomicina 200 pg / ml. Apds a lavagem, os esquistossomas
foram incubados em uma placa de cultura de células de 24 pocos posteriormente
colocados em estufa, contendo 0 mesmo meio a 37 ° C em atmosfera com 5% de CO2.

O farmaco descrito utilizado para obter concentracfes de teste finais de 2 a
0,001 uM em placas de cultura com um volume final de 1 ml. Os parasitas foram
mantidos por 72 horas e monitorados a cada 24 horas usando um microscopio invertido.
O efeito do medicamento foi avaliado com énfase nas mudangas na atividade motora
dos vermes e na morte dos vermes. Mudangas no acasalamento e produgéo de ovos

também foram avaliadas. Todos esses testes foram realizados em triplicatas

3.7. Analise microscopica do tegumento

Estudos de microscopia eletronica de varredura (MEV) também foram
realizados. O objetivo deste estudo foi observar se a prometazina pode causar alteracoes
morfologicas em esquistossomos adultos recuperados de camundongos. Eles foram
extraidos das veias mesentéricas e figado como descrito acima e foram lavados duas
vezes em solucéo salina tamponada com fosfato e fixados em 1 mL de solucdo de alcool
FAA ou FAA - formalina - &cido acético. Os espécimes foram secos ao ar, montados em
fita e banhados a ouro utilizando um dispositivo de revestimento por pulverizagdo de
mesa Il (Denton Vacuum LLC, Moorestown, NJ). As amostras foram entdo visualizadas
usando uma microscopia eletronica de varredura JSM-6460LV de alta resolugdo JEOL
(JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 20 kV.

4. Resultados:

As nanoformulagbes de praziquantel exibiu atividade antiparasitaria, revelando

sua atividade anti-helmintica da mesma que possa ser dependente da concentragdo. Foi



feito comparacdo ao praziquantel normalmente utilizado para se ter uma maior
abrangencia dos resultados. A concentragdo das nanoformulagles de praziquantel
demonstraram um alto efeito no vermes na realizagcdo dos experimentos in vitro, tanto
nas primeiras horas (24 e 48 horas) como também ap0és esse periodo, o que demonstrou
ser uma possivel concentracdo dose-dependente. Podemos observer conforme a Tabela
1.

Table 1. In vitro effects of compounds against 49-day-old adult Schistosoma mansoni.

Group  Group  Periodof Dead Motor activity
incubation worms reduction

RO
Slight  Significant

Control  Control 24 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
PZQ PZQ 24 100 0 100
2 ug/ml 6,4 uM 48 100 0 100
72 100 0 100
Pzq Pzq nano 0
nano
2ug/ml 6,4 uM 24 100 0 100
48 100 0 100
72 100 0 100
3,04.10- 0,000097 24 0 0 0
5 pg/mi puM
48 40 40 60
72 40 40 60
Pzq Pzq livre 0
livre
2 ug/ml 6,4 uM 24 100 0 100
48 100 0 100
72 100 0 100
3,04.10- 0,000097 24 0 0 0
5 pg/ml UM
48 0 0 0
72 0 0 0




5. CONSIDERACOES FINAIS:

O ensaio in vitro demonstrou que 0s vermes incubados com o farmaco
praziquantel apresentaram alteragdes em sua atividade motora e aumento na mortalidade
de maneira dependente da concentragéo.

Imagens de microscopia eletronica de varredura indicaram que a estrutura
tegumentar estava alterada tanto em machos quanto em fémeas de S. mansoni e
intensificou-se progressivamente quando a concentracdo de cinarizina aumentou. Essas
alteragbes morfoldgicas foram semelhantes as relatadas em estudos com outros
compostos anti-helminticos.

Esses resultados indicam que as nanoformulacGes de prazquantel apesentaram
um potencial elevado para a esquistossomose, assim como ja descrito em nossos estudos
com o uso do praziquantel convencinal. Mstrou-se também, sua capacidade de atuar nos

vermes com um concentragdo baixissima em relacéo ao praziquantel convencional.
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