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RESUMO
O Trichomonas vaginalis é o agente etioldgico da doenca sexualmente transmissivel (DST)
ndo viral mais comum do mundo, a tricomoniase. Essa doenca tem sido encontrada associada
a outras DSTs, mostrando-se um cofator importante para a transmisséo e aquisi¢cdo do virus da
imunodeficiéncia humana. O metronidazol (MTZ) é hoje o farmaco mais utilizado no
tratamento da tricomoniase, no entanto, seu uso inadequado com administragdes de niveis
sub-terapéuticos, normalmente prescritos como profilaxia, podem favorecer o surgimento de
resisténcia. Casos refratarios ao tratamento tém sido descritos e constituem barreira
importante para o sucesso do tratamento ndo sé da tricomoniase, como também de outras
infeccbes, considerando principalmente as poucas opgdes terapéuticas disponiveis. Em
contrapartida, é sugerido o aumento da dose terapéutica do MTZ, contudo, suas altas
dosagens podem levar a uma potencializacdo dos efeitos adversos, tornando-os, em alguns
casos, intoleraveis ao uso. Em busca de novos tratamentos com substancias mais potentes e
menos toéxicas foi sintetizado e testado o derivado clorado do MTZ (MTZ-CI). Ensaios de
inibicdo in vitro demonstraram interessantes resultados quando comparado a0 MTZ,
apresentando Clso até 11 vezes menor que sua molécula precursora para cepas de T. vaginalis
sensivel e resistente ao MTZ. Foi avaliada a seguranca do MTZ-CI por teste de citotoxicidade
em células hepdticas e toxicidade aguda para roedores. Nao foi observada toxicidade no teste
in vitro. Na analise in vivo foi observada uma maior duragdo na sonoléncia do grupo MTZ-CI
e pequena alteracdo hepatica em um dos animais tratados com o derivado clorado do MTZ,
ndo sendo observadas demais diferencas entre o precursor e o0 seu derivado. Nao houve mortes
entre 0s animais tratados, ndo sendo possivel, portanto, a determinacdo da DLuso.
Considerando que a dose utilizada durante o teste com MTZ foi muito superior ao
preconizado para o tratamento da tricomoniase, e ao extrapolar essa analise para 0 MTZ-Cl
conclui-se que a dose utilizada durante o teste é ainda mais destoante, pois se trata de uma
molécula com maior poténcia. Com isso, podemos especular que as concentragdes toxicas do
MTZ-CI excedam em muito as potencialmente terapéuticas. Diferencas de atuagcdo dos dois
compostos foram avaliados para a formacdo de radicais livres citotoxicos, onde foi observada
maior formacdo de radicais livres nos parasitos tratados com MTZ-CI. Nossos resultados
sinalizam o grande potencial do MTZ-CI como terapia tricomonicida, sendo uma alternativa

promissora para futuros estudos clinicos.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, tricomoniase, metronidazol, resisténcia, derivado do

metronidazol, toxicidade



ABSTRACT
The Trichomonas vaginalis is the etiologic agent of the most common non-viral sexually
transmitted disease (STD) in the world, the trichomoniasis. This disease has been associated
with other STDs, evidencing an important co-factor for the transmission and acquisition of
the Human Immunodeficiency Virus. The metronidazole (MTZ) is currently the most used
drug in the treatment of trichomoniasis. However, its usage is inappropriate with
administrations at sub-therapeutics levels, usually prescribed as prophylaxis, and might
support the emergence of resistance. Refractory cases of treatment have been described and
constitute an important barrier to the success of the treatment, not only for trichomoniasis, but
also for other infectious diseases, mainly considering the lack of therapeutic options. In
contrast, it is suggested the increase of the MTZ therapeutic doses, even though the higher
doses might lead to severe collateral effects, making the usage intolerable in some cases. In
the search for treatments with more potent and less toxic molecules, the chlorine analogous of
MTZ (MTZ-CI) was synthesized and tested. In vitro inhibitions assays exhibited interesting
results compared to MTZ, showing ICso up to 11-fold lower than the precursor molecule
for T. vaginalis sensitive and MTZ-resistant strains. The safety of MTZ-Cl was evaluated by
cytotoxic assay in hepatic cells, and acute toxicity in rodents. In vitro assay did not indicate
any toxicity. In vivo analyses revealed a small hepatic alteration in one of the animals treated
with MTZ-CI, but other differences between this molecule and its precursor was not observed.
There were no deaths among the treated animals, thus the LDsowas not possible to be
determined. Considering that the dose used during the test with MTZ was much higher than
the recommended for the treatment of trichomoniasis, and extrapolating this analysis to MTZ-
Cl, it is noteworthy that the dose used during the test is even more significant, since this is a
more potent molecule. Thereby we can speculate that the toxic concentrations of MTZ-ClI far
exceed those potentially therapeutics. Differences in the action of both drugs were evaluated
by the formation of cytotoxic free radicals, where there was a higher formation of free
radicals in the parasites treated with MTZ-CI. Our results indicate a great potential of MTZ-CI

as a trichomonicidal therapy, and a promising alternative for further clinical trials.

Key-words: Trichomonas vaginalis, trichomoniasis, metronidazole, resistance, metronidazole

derivative,toxicity
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1 INTRODUCAO

1.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario pertencente ao filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophorea da ordem Trichomonadida e a familia Trichomonadidae (FEITOSA &
CONSULARO, 2005). Ele foi descrito pela primeira vez em 1836 pelo médico europeu
Alfred Donné (COLEMAN et al., 2013). Atualmente sabe-se que trés espécies de
Trichomonas podem ser encontradas parasitando humanos: T. vaginalis, T. tenax e T.
hominis. Entretanto, somente a primeira espécie é considerada patogénica e capaz de infectar
o trato urogenital humano (SCHWEBKE, 2002; ZORATI & MELLO, 2009).

Trata-se de um parasito monoxénico, flagelado, unicelular, piriforme que se multiplica por
divisdo binéria longitudinal (BARROS, 2002; JESUS & SILVA FILHO, 2005; ZORATI &
MELLO, 2009). Ele apresenta de 10-20 um de comprimento e 2-14 um de largura. Em
culturas axénicas, o parasito tende a se revelar em uma forma mais uniforme e oval, enquanto
que quando encontrado aderido ao epitélio vaginal a sua aparéncia assume uma forma mais
amebiana (Figura 1) (MALLA et al., 2001). O T. vaginalis possui quatro flagelos anteriores
desiguais em tamanho e uma membrana ondulante que se adere ao corpo pela parte posterior
(FEITOSA & CONSULARO, 2005). Sob condicdes de crescimento ndo favoraveis, o parasito

pode arredondar-se e interiorizar seus flagelos (MALLA et al., 2001).

Figura 1- A) Trofozoitos de T. vaginalis obtidos de cultura, corado por Giemsa; B) Trofozoito de T.
vaginalis obtido de esfregaco vaginal, corado por Giemsa.

Fonte: http://www.cdc.gov/std/trichomonas/stdfact-trichomoniasis.htm (adaptado)


http://www.cdc.gov/std/trichomonas/stdfact-trichomoniasis.htm
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T. vaginalis € um micro-organismo anaerdbio facultativo, possui bom crescimento na faixa de
pH entre 5 e 7,5 e entre as temperaturas de 20 a 40°C. Ele é capaz de manter glicogénio em
reserva como forma de energia. Essas caracteristicas do protozoario sdo importantes para a
sua colonizacdo no ambiente vaginal, ja que esse local é constantemente modificado devido a
variagcoes de pH, hormdnios, menstruacdo e fornecimento de nutrientes (MACIEL et al.,
2004).

Parasita obrigatorio, ele é capaz de fagocitar bactérias, células epiteliais vaginais e eritrocitos,
podendo ainda ser fagocitado por macrofagos (KISSINGER, 2015). T. vaginalis usa
carboidratos como sua principal fonte de energia através do metabolismo fermentativo em
condicdes anaerdbias e de microaerofilia (KISSINGER, 2015). Diferentemente da maioria
dos eucariotos, T. vaginalis ndo apresenta mitocondrias, mas sim granulos densos chamados
de hidrogenossomos. Essas estruturas sdo importantes no metabolismo de carboidratos, ja que
possui a enzima piruvato ferredoxina oxirredutase, responsavel por transformar o piruvato em
acetato, por oxidacdo fermentativa, liberando energia na forma de ATP (BRAVO et al.,
2010). Os hidrogenossomos sdo organelas esféricas ou ligeiramente alongadas, mas quando
submetidos a qualquer tratamento medicamentoso a sua morfologia é prontamente alterada,
apresentando um significativo aumento de tamanho, saindo de um didmetro médio de 300 nm
para um didmetro de 2 um, bem como outras alteragdes na matriz celular (BENCHIMOL,
2008).

O ciclo de vida do T. vaginalis € simples, apresentando apenas uma forma bioldgica, a de
trofozoito, ndo apresentando portando, a fase cistica (Figura 2) (MALLA et al., 2001). Ele é 0
agente etioldgico da tricomoniase onde sua transmissdo se da principalmente por meio de
relacBes sexuais (ALMEIDA et al., 2010; COLEMAN et al., 2013).
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Figura 2 - Ciclo de vida de T. vaginalis: T. vaginalis reside no trato genital feminino inferior e na
uretra masculina e préstata @, onde se replica por divisdo binaria 2 Ne) parasito ndo apresenta a forma
cistica e ndo sobrevive bem em ambientes extremos. T. vaginalis é transmitido entre humanos, o seu
Unico hospedeiro conhecido, principalmente através de relacdes sexuais. 3]

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html

1.2 Tricomoniase

A tricomoniase é a doenca sexualmente transmissivel (DST) ndo-viral mais comum no mundo
(KISSINGER et al., 2009). A sua transmissdo ocorre principalmente através de relacfes
sexuais, embora outros mecanismos de propagacdo também possam estar envolvidos, como:
veiculacdo do protozoério através de fémites e a transmissao vertical através do parto normal,
0s quais explicam a existéncia da infeccdo em recém-nascidos e individuos em auséncia de
atividade sexual (ALMEIDA et al., 2010; COLEMAN et al., 2013).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que ocorram
anualmente cerca de 248 milhdes de casos de tricomoniase em todo o mundo, em individuos
entre 15 e 49 anos (OMS, 2011), com a grande maioria identificada em mulheres (92%)
(MACIEL et al., 2004). Kenyon e colaboradores demonstraram que, embora em diferentes

graus de incidéncia, a tricomoniase estd presente em todas as regides do mundo (Figura 3)


http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html
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(KENYON et al., 2014). A regido africana contribui com 32% da incidéncia mundial
estimada pela OMS em 2005 (OMS, 2011), enquanto que nos Estados Unidos (EUA) cerca de
7,4 milhdes de novos casos ocorrem anualmente (NWEZE & MOUNEKE, 2011). No Brasil a
incidéncia anual é de 4,4 milhdes de casos (ALMEIDA et al., 2010; PASSOS et al., 2010).
Apesar da elevada ocorréncia descrita para a tricomoniase, esses dados sdo ainda limitados e
ndo refletem com total clareza a realidade da doenga no mundo j& que se trata de uma doenca
de notificacdo ndo obrigatdria e que, portanto deve apresentar nimeros de casos ainda mais
elevados (QUINLIVAN et al., 2012).

Trichomonas incidence in 15-49 year olds (per 1000 persons/year)

Trichomonas incidence

Figura 3- Estimativa de incidéncia anual de tricomoniase entre individuos de 15-49 anos, nas
diferentes regides do mundo (KENYON et al., 2014).

A tricomoniase é uma doenca negligenciada e alguns profissionais ainda questionam a sua
importancia (FEITOSA & CONSULARO, 2005). Entretanto, j& se sabe que T. vaginalis esta
associado a graves complicacdes de salde como nascimentos prematuros, baixo peso em
bebés, doenca inflamatdria pélvica atipica, neoplasia cervical, infertilidade e um maior risco
de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ALVES, 2011). Em um
levantamento em clinicas de tratamento de DST’s nos EUA (2010-2011), a taxa de
positividade para tricomoniase foi de 26,2% entre os sintomaticos, 6,5% entre o0s
assintomaticos e 29% em mulheres HIV positivas (MEITES et al., 2013).
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1.2.1 Patogenicidade

Embora o parasito tenha sido relatado por Donné em 1836, sua relacdo com a infeccéo
vaginal so foi descrita apds 80 anos. A doenca abrange uma larga gama de sintomas que
variam desde um estado de irritacdo a inflamagdo grave, com a presenca de secregédo
espumosa e fétida, além de um relativo estado de portador assintomético (PETRIN et al.,
1998).

A patogenicidade do parasito estd diretamente relacionada a sua capacidade de cito-
aderéncia, o que é essencial para o sucesso de sua colonizacdo e persisténcia no aparelho
urogenital (Figura 4) (MALLA et al., 2001). Estudos demonstram que o contato do T.
vaginalis com células de mamiferos resultam em uma maior transcricdo de moléculas de
adesdo e que o parasito assume uma forma achatada, essencialmente laminar, sobre a célula
hospedeira (SCHWEBKE & BURGESS, 2004). A superficie célular do parasito € um
mosaico de adesinas, proteinas e carboidratos que fornecem a base para a ligagdo com o seu
receptor. A adesdo do T. vaginalis a célula epitelial parece ser mediada através de quatro
proteinas de adesdo: AP65, AP51, AP33, e AP23, que atuam de forma especifica e sdo
dependentes de tempo, temperatura e pH. A aderéncia concentra-se no lado oposto a
membrana ondulante, porém as proteinas de ligacdo estdo amplamente distribuidas em toda a
superficie do parasito (PETRIN et al., 1998; MALLA et al., 2001).

Outra classe de moléculas que participa na adesao de T. vaginalis sdo as cisteina-proteinases
(CP). As CPs sao citotoxicas, hemoliticas e tém a capacidade de degradar IgG, IgM e IgA
presentes na vagina (MACIEL et al. , 2004). Elas estdo presentes em grande quantidade no T.
vaginalis, sendo ele o parasito mais rico nesse tipo de proteinase (ADEGBAJU &
MORENIKEJI, 2008).
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Figura 4- Microscopia eletronica de varredura de T. vaginalis. A) T. vaginalis visto em meio de
cultura sob microscopia de varredura. O axdstilo, membrana ondulante e flagelos s&o visiveis. B) T.
vaginalis na superficie de uma célula epitelial vaginal antes da transformacdo ameboide. C)
Morfologia ameboide de T. vaginalis em cultura de células. Nota-se que o lado oposto da membrana
ondulante é que adere a célula epitelial vaginal. Escala, 5 um (PETRIN et al., 1998).

Tanto a sintese de adesinas, quanto o funcionamento das proteinases sdo moduladas pela
presenca de ferro e, para a aquisicdo do mesmo, o parasito provoca a hemdlise de eritrocitos.
Essa hemdlise pode ser mediada tanto por fagocitose, quanto pela insercdo de poros na

membrana da hemacia através de proteinas do tipo perforinas (MACIEL et al., 2004).

Outro fator responsavel pela patogenicidade do parasito esta relacionado com o CDF (Cell-
detaching factor). O CDF é uma glicoproteina sintetizada e secretada pelo T. vaginalis
responsavel pela ocorréncia de descamacdo tecidual durante a infeccdo (GARBER &
LEMCHUK-FAVEL, 1990). Foi demonstrado que os niveis de CDF estdo relacionados com a
gravidade dos sintomas clinicos de vaginite, sendo que seu aumento foi associado a uma piora
do estado clinico do paciente (PETRIN et al., 1998). Uma hipotese para justificar a auséncia
de sintomas em alguns individuos infectados pode ser dada pela baixa producdo dessa
glicoproteina (GARBER & LEMCHUK-FAVEL, 1990). A produgéo de CDF é influenciada
pela concentracdo de estrégenos na vagina, o que justifica a aplicagdo intravaginal de pellets
do horménio para ameniza¢do dos sinais clinicos, sem, no entanto, erradicar a infecgdo
(MACIEL et al., 2004).
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A capacidade de evadir do sistema imune humano também é um aspecto importante na
patogenicidade do T. vaginalis. Durante a menstruacdo ha uma diminuicdo no nimero de
micro-organismos infectantes, embora haja um aumento nos fatores de viruléncia mediados
pelo ferro (MACIEL et al.,, 2004). O sangue menstrual representa a Unica fonte de
complemento na vagina, no entanto, o ferro é um fator que contribui na resisténcia as
proteinas do sistema do complemento (PETRIN et al.,1998). A elevada concentragéo de ferro
pode ter acdo na super-regulacdo da expressao de CPs, o que resulta em uma pronunciada
degradacédo da porcdo C3 do complemento permitindo, dessa forma, que 0 micro-organismo
escape da resposta imune do hospedeiro (ADEGBAJU & MORENIKEJI, 2008). Além disso,
0 parasito pode revestir-se de proteinas plasmatica do hospedeiro, impedindo que o sistema
imune o reconheca como estranho. Assim 0s mecanismos do sistema imunoldgico, tais como
a apresentacdo de antigeno mediada pelo complemento e lise, ndo ocorrerdo (MACIEL et al.,
2004).

1.2.2 ManifestacOes clinicas

1.2.2.1 Na mulher

A tricomoniase apresenta grande variabilidade de manifestacBes patoldgicas, desde um
quadro assintomatico até um estado de severa inflamacdo, tendo como principais sitios de
infeccdo o epitélio escamoso da vagina e a ectocérvice uterina (MACIEL et al., 2004;
SCHWEBKE & BURGESS, 2004; FEITOSA & CONSOLARO, 2005).

A infeccdo por T. vaginalis na mulher parece estar associada a uma diminuicdo dos
lactobacilos produtores de acido e consequentemente ao aumento no valor de pH local,
passando de 4,5 para maior que 5 (PETRIN et al., 1998). O aumento do pH vaginal e cervical
logo antes e durante o periodo menstrual favorece a infeccdo pelo parasito (FEITOSA &
CONSOLARO, 2005). O namero de mulheres assintomaticas esta entre 25 e 50% dos casos,
sendo que estas apresentam pH vaginal e microbiota normal. Porém, um terco das pacientes
assintomaticas acaba evoluindo para um quadro sintomatico dentro de seis meses (MACIEL
et al., 2004). O periodo de incubacdo da tricomoniase ocorre entre 4 a 28 dias em cerca de
50% dos individuos infectados (PETRIN et al., 1998; COLEMAN et al., 2013).
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Mulheres com vaginite causada por T. vaginalis frequentemente tem corrimento devido a
infiltracdo por leucdcitos, além de prurido e irritacdo (MACIEL et al., 2004). O sintoma
classico de corrimento amarelo, abundante, muco-purulento e espumoso ocorre somente em
20% dos casos (FEITOSA & CONSOLARO, 2005). A infeccdo manifesta-se com prurido em
25-50% e com disuria em 30-50% dos casos (MALLA et al., 2001). Metade das pacientes
com tricomoniase relatam apresentar odor caracteristico da infec¢do. O quadro de edema e
eritema é observado de 22 a 37% dos casos (SCHWEBKE & BURGESS, 2004).

Pontos hemorragicos na parede cervical, conhecidos como colpitis macularis, ou cérvice em
aspecto de morango, € o sinal especifico da tricomoniase, porém, embora essa aparéncia seja
altamente especifica, ela é observada em poucas mulheres (2 a 5%) e sua deteccao € realizada
com maior confiabilidade apenas pela colposcopia (MACIEL et al., 2004; SCHWEBKE &
BURGESS, 2004; FEITOSA & CONSOLARO, 2005).Todos os sinais e sintomas decorrentes
da tricomoniase tém caracteristica ciclica e sdo agravados durante o periodo menstrual
(PETRIN et al., 1998).

Os fatores que influenciam na resposta inflamatdria do hospedeiro ndo estdo completamente
elucidados, mas podem incluir niveis hormonais, microbiota vaginal, viruléncia da cepa e a
concentracdo relativa dos organismos presentes na vagina (SCHWEBKE & BURGESS,
2004).

Na infeccdo cronica, os sintomas sdo predominantemente leves, com prurido e dispareunia
(dor durante a relacdo sexual), enquanto a secre¢do vaginal pode ser muito escassa e com
presenca de muco. Esta forma da doenca é particularmente importante do ponto de vista
epidemioldgico, pois, esses individuos sdo a principal fonte de transmissdo do parasito
(PETRIN et al.,1998; MACIEL et al., 2004).

1.2.2.2 No homem

Diferentemente da mulher, homens infectados pelo T. vaginalis comumente apresentam
apenas infeccédo auto-limitada, apresentando-se assintomatico em 75% dos casos (MACIEL et
al., 2004; COLEMAN, 2013). Os homens tém, portanto, um papel importante como
disseminador da parasitose, atuando como um ativo transmissor da doenca (HARP &

CHOWDHORY, 2011). A baixa persisténcia do parasito no organismo masculino pode ser
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explicada pela presenca de zinco no liquido prostatico que pode ser letal para o protozoario,
contudo, sub-concentragdes de zinco ou organismos resistentes ao mesmo, pode ser uma

explicacdo para os casos sintomaticos entre homens (BENCHIMOL, 2008).

Prostatite, balanopostite (infeccdo da glande e do prepucio), cistite e epididimite, s&o
complicagdes que podem ser atribuidas ao T. vaginalis. Este protozoario pode se localizar
ainda nas vesiculas seminais e nos testiculos (FEITOSA & CONSOLARO, 2005). Em
homens sintomaticos, as queixas comuns incluem corrimento claro e escasso, disUria,
ulceracdo peniana e prurido leve ou sensacdo de queimacdo imediatamente apos a relacdo
sexual (MALLA et al., 2001, MACIEL et al., 2004). No entanto, muitas vezes a presenca de
sintomas ndo permite a distin¢do clinica de outras causas de uretrite ndo gonocaocica, sendo o

T. vaginalis o responsavel por 11% desses casos (PETRIN et al.,1998).

1.2.3 Complicac0es clinicas

A tricomoniase ndao € apenas uma doenca que traz incdmodo as mulheres, ela €
potencialmente perigosa podendo permanecer sem diagndstico durante anos. Estudos recentes
demonstram que as mulheres com tricomoniase tém maior suscetibilidade a apresentar
problemas na gravidez, doenga inflamatoria pélvica e principalmente um risco aumentado de
infeccdo pelo virus do HIV (HUPPERT, 2009).

1.2.3.1 Problemas relacionados com a gravidez

Gestantes infectadas por T. vaginalis tém alto risco de desenvolver complicacdes durante a
gravidez. Ha relatos de associacao entre tricomoniase e ruptura prematura de membrana, parto
prematuro, baixo peso ao nascer, endometriose pés-parto, feto natimorto e morte neonatal
(MACIEL et al., 2004; HUPPERT, 2009). Estudo realizado em 2009 por Miranda e
colaboradores em cinco macrorregides brasileiras demonstrou que a taxa de tricomoniase
entre as gestantes era de 7,7% (MIRANDA et al, 2014). A tricomoniase, ou a resposta
inflamatdria do hospedeiro a infeccao, pode reduzir a resisténcia biomecanica das membranas
fetais e predispor as gestantes infectadas a sua ruptura prematura e consequentemente ao parto
precoce (COLEMAN et al., 2013).
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O mecanismo dos fatores complicadores da gravidez ainda néo é totalmente esclarecido, mas
sabe-se que pode estar relacionado a resposta inflamatdria inata materna (SILVER et
al.,2014). A presenca e ativacdo de neutrdfilos vaginais durante a gravidez tém sido
associadas a complicag6es, incluindo infeccdo do fluido amnidtico, nascimento prematuro e
ruptura prematura de membranas. O pH vaginal elevado também parece estar associado a
prematuridade (SIMHAN et al., 2003; SIMHAN et al., 2004) Em particular, interleucina 8
genital (IL-8), responsavel por ativar neutrdfilos, estd presente em mulheres com
tricomoniase, sintomaticas ou ndo, e desempenha um papel critico no desencadeamento do
amadurecimento cervical e na dilatacdo, através do recrutamento de neutréfilos para o tecido
do colo uterino, resultando na liberagéo elevada de colagenases e elastases (SIMHAN et al ,
2007).

Silver e colaboradores, em um estudo de meta-analise, demonstraram que a tricomoniase esta
relacionada a partos prematuros em 42% dos casos, 41% com a ocorréncia de ruptura
prematura de membrana e em 51% dos casos onde se tem um tamanho reduzido do feto para a
idade gestacional correspondente. Além disso, foi estabelecido um odds ratio de 1,27 para
prematuridade, o que significa que a gestante positiva para T. vaginalis apresenta uma chance
de 1,27 vezes maior de ocorréncia de parto prematuro (SILVER et al., 2014)

1.2.3.2 HIV

O T. vaginalis pode ter um papel critico na amplificacdo da transmissdo do HIV. A infec¢do é
um importante cofator na propagacdo do virus e causa grande impacto sobre a epidemia de
HIV nas comunidades afro-americanas (MACIEL et al., 2004). A prevaléncia de mulheres
HIV positivas também infectadas por T. vaginalis varia de 6,1 a 52,5% enquanto que em
mulheres HIV negativas essa prevaléncia passa a estar entre 3.2% a 34% (KISSINGER et al.,
2013). Um estudo conduzido no sul da Africa revelou que a tricomoniase estava presente em
29,5% de mulheres HIV positivas recebendo tratamento de antiretrovirais (KOCK et al.,
2011).

Entre os mecanismos que potencializam a susceptibilidade do hospedeiro ao virus estdo: o
recrutamento de células alvo do HIV, células T CD4+ e macréfagos, para o trato genital como
resultado da resposta imune do hospedeiro ao T. vaginalis, degradacao dos fatores de protecéo

contra o HIV, tais como inibidores de protease leucocitaria secretoria e efeitos citotoxicos
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diretos e indiretos do parasito (QUINLIVAN et al., 2012). O T. vaginalis secreta também um
fator que aumenta a descamacdo do epitélio, CDF, enfraquecendo assim a integridade
estrutural e barreira de defesa contra a invasdo pelo HIV. A tricomoniase pode provocar
também micro-hemorragias no tecido da mucosa do trato genital, servindo como porta de
entrada para o virus (COLEMAN et al., 2013). Similarmente, em uma pessoa infectada pelo
HIV, os pontos hemorragicos e a inflamagdo podem aumentar os niveis de virus nos fluidos
corporais e 0s niveis de macréfagos infectados pelo HIV presentes na regido genital. 1sso
resulta em um aumento no namero de virus livres e ligados aos leucdcitos, expandindo a porta
de saida do HIV. Desse modo, ha uma probabilidade oito vezes maior de exposicdo e
transmissdo para parceiro sexual ndo infectado (MACIEL et al., 2004). O nUmero de
particulas de HIV foi 19 vezes maior no sémen de homens com uretrite associada a T.
vaginalis e quatro vezes maior em mulheres com tricomoniase em comparacdo com homens e
mulheres ndo infectados pelo parasito (WANG et al., 2001; PRICE et al., 2003).

Em um estudo de coorte prospectivo, Laga e colaboradores demonstraram que a infeccdo por
T. vaginalis estava associada a um risco aumentado de 1,7 vezes para a infeccdo pelo HIV
(LAGA et al., 1994). Esse achado foi suportado por outro estudo de coorte em 2007, onde
McClelland e colaboradores encontraram o valor de 1,5 vezes de chances de infec¢do por HIV
em pacientes trichomonas positivo (McCLELLAND et al., 2007).

Wang e colaboradores demonstraram que a tricomoniase tratada resultou em uma reducao de
4,2 vezes na quantidade de virus livre em secre¢des vaginais, mas ndo resultou na diminuicéo
da quantidade de células infectadas pelo virus do HIV. Em contraste, o tratamento de
vaginose bacteriana ndo obteve o mesmo resultado, mantendo a carga viral e 0 numero de
células infectadas constantes (WANG et al., 2001).

T. vaginalis parece ter também uma associacdo com o virus do Herpes simples 2 (HSV-2)
semelhante ao que acontece com o HIV, onde infec¢bes simultdneas ndo sdo incomuns

(KISSINGER, 2015).

1.2.4 Diagnostico

O diagnostico da tricomoniase ndo deve ser estabelecido baseando-se somente na

apresentacdo clinica da doenca, uma parcela significativa de individuos sdo assintomaticos e,
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além disso, a infeccdo poderia ser confundida com outras DST’s, visto que achados classicos
ndo estdo presentes em todos pacientes. Se as manifestacfes clinicas fossem utilizadas
isoladamente para o diagnostico, 88% dos diagnosticos de mulheres seriam falso-negativos,
enquanto que 29% seriam falso-positivos (PETRIN et al., 1998). A investigacédo laboratorial €
necessaria e essencial para o diagnostico uma vez que leva ao tratamento apropriado e facilita
0 controle da propagacéo da infecgdo (MALLA et al., 2001; MACIEL et al., 2004; FEITOSA
& CONSOLARO, 2005). Dentre as metodologias de diagndstico utilizadas para deteccdo da

tricomoniase estdo:

1.2.4.1 Microscopia

A analise microscopica € um método de diagnostico tradicional que foi descrito em 1836 por
Donné (PETRIN et al., 1998). Ele é realizado a partir de amostra de corrimento vaginal e/ou
de urina, onde estes sdo colocados em ldmina com salina e observados em microscopio
eletronico. A identificacdo do parasito baseia-se na observacdo de sua motilidade
caracteristica (MALLA et al., 2001). Este método é menos dispendioso, uma vez que
necessita apenas de um microscopio e experiéncia clinica, mas tem baixa sensibilidade (60% -
70%) (SCHWEBKE & BURGESS, 2004).

A preparacdo pode revelar células ovais ou arredondadas, células flageladas e muitos
polimorfonucleares. Os trofozoitos de T. vaginalis podem ser semelhantes em tamanho e
forma com as células brancas do sangue, por isso a observacdo de motilidade caracteristica é
necessaria para a realizacdo do diagndstico. A baixa sensibilidade € atribuida a perda da
motilidade ap6s o parasito ser removido da temperatura corporal. Melhores resultados séo
obtidos quando esse tipo de exame € utilizado em pacientes sintomaticos e quando a amostra é
examinada no prazo de até meia hora. No entanto, uma maior demora ndo é incomum na
clinica, levando a preocupacdes a cerca da confiabilidade desse tipo de diagnostico (MALLA
etal., 2001; BACHMANN et al., 2011; COLEMAN et al., 2013).

1.2.4.2 Cultura
O método de cultura ¢ o “padrdo ouro” para o diagnostico da tricomoniase, pois além de

apresentar uma interpretacao simples, ele requer um namero reduzido de trofozoitos (PETRIN

et al., 1998). Nas mulheres, a amostra de escolha para o cultivo deve ser as secrecoes
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vaginais, pois a cultura de urina é menos eficiente para iniciar o desenvolvimento do parasito
Em homens, as culturas podem ser feitas a partir de amostras de urina, sSémen e uretra, embora
amostras multiplas também possam ser utilizadas para inoculacdo em uma cultura Gnica com
0 objetivo de aumentar o seu rendimento. No entanto, mesmo em condigdes ideais, a cultura

ndo € um método de diagndstico sensivel para homens (BACHMANN et al., 2011).

O T. vaginalis apresenta um Otimo crescimento e reproducdo e para isso ndo requer
normalmente um grande numero de nutrientes, onde dentre estes incluem: carboidratos,
amino&cidos, purinas, pirimidinas, &cidos graxos, vitamina e ferro. O meio Diamond é

considerado o padréo ouro para a técnica que € amplamente utilizada (SOOD et al., 2007).

Uma vez inoculadas, as culturas sdo incubadas e podem necessitar de 2 a 7 dias para sua
identificacdo, tempo suficiente para que os pacientes infectados possam transmitir o parasito.
O tempo requerido é, portanto, uma limitacdo desse método (MALLA et al., 2001;
BACHMANN et al., 2011).

Para melhorar a aceitabilidade do diagndstico por cultura, o método InPouch, disponivel
comercialmente, foi criado. Essencialmente esse método consiste no uso de uma bolsa de
dupla camara feita de material plastico que estdo interligadas por um canal estreito. Este
material permite a visualizacdo imediata da amostra (equivalente ao método de analise
microscopica) e a realizacdo de cultura, permitindo a dupla analise em um unico sistema
(Figura 5) (BUNBURY et al., 2005). Com o método InPouch, é possivel realizar a leitura
microscopica inicial da amostra e seu acompanhamento durante a inoculagdo sem a
necessidade de amostragem didria, requerendo portanto, menos tempo para a analise
(DRAPER et al., 1993; PETRIN et al., 1998; SCHWEBKE & BURGESS, 2004). Esse
sistema pode ser considerado igualmente sensivel ao método tradicional e é uma alternativa
que traz comodidade e eficiéncia (LEVI et al., 1997; BRAVO et al., 2010). A sensibilidade e
a especificidade do método de cultura é de, respectivamente, 75%-96%, e 100%, sendo

bastante semelhante para o método InPouch (NYE et al., 2009).
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Figura 5- Método InPouch de diagnostico de T. vaginalis

1.2.4.3 Colpocitopatologia — Papanicolaou

O diagnéstico citologico foi criado na década de 40 pelo Dr. George Papanicolaou e desde
entdo tem sido amplamente aceito para reconhecer cancer cervical inicial, bem como melhorar
a compreensdo da resposta do hospedeiro as neoplasias e radiaces. Além disso, tem crescido
atualmente o interesse no uso dessa metodologia para o diagnéstico de algumas infeccdes
cérvico-vaginais associadas a patdégenos de DSTs, como a tricomoniase (FEITOSA &
CONSOLARO, 2005).

A colpocitopatologia € um exame citologico onde o desenvolvimento de cor é o parametro
basico para identificacdo de patologias. Ele € utilizado rotineiramente no rastreio ginecolégico
de anormalidades citoldgicas, particularmente em populagdes com alta prevaléncia de DST’s.
A técnica de coloragdo tem suas limitacGes, ja que nem sempre o0 parasito buscado aparece em
sua forma tipica (piriforme) e suas caracteristicas morfoldgicas, como flagelos, podem ser

perdidos durante fixacdo e coloracdo (MALLA et al., 2001).

O diagnostico pela técnica de Papanicolaou se da mediante a observacdo morfoldgica do
proprio parasito e das manifestagfes celulares inflamatorias, juntamente a reagdo leucocitaria
por ele induzidas. As células geralmente podem apresentar alteraces peculiares da infecgdo
especifica do parasito. No caso do T. vaginalis, essas alteracdes ocorrem tanto a nivel nuclear
quanto citoplasmatica. Entretanto, a identificacdo do parasito € essencial para que o
diagnostico seja estabelecido com seguranca, pois reacdo inflamatoria pronunciada,

binucleacbes, falsa eosinofilia, halo perinuclear, anfofilia, discreta, cariomegalia e
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hipercromasia, podem assemelhar-se a uma lesdo pré-cancerosa ou mesmo ao carcinoma in
situ e representam, em conjunto, os chamados sinais citolégicos indiretos da tricomoniase
(FEITOSA & CONSOLARO, 2005).

O exame de Papanicolaou apresenta-se pouco sensivel (36-60%) e menos especifico (90%)
quando comparado com o0 método de cultura (HUPERT, 2009). Em comparagdo ao método de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), a especificidade do Papanicolaou foi de 97,6%,
embora a sensibilidade tenha sido apenas de 60,7% (BRAVO et al., 2010).

1.2.4.4 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo da sequéncia de DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo
largamente utilizada no diagnostico das doencas infecciosas e seu uso no diagndstico da
tricomoniase tem sido desenvolvido (BRAVO et al., 2010). A utilizacdo de métodos de PCR
tem como vantagem a deteccdo de organismos ndo cultivaveis e também a capacidade de
detectar as células e sequéncias alvo em amostras clinicas que tenham sido submetidos a
fixacdo ou degradacdo parcial (PETRIN et al., 1998). Um sitio de amplificacdo para T.
vaginalis é a por¢do 16S do seu RNA ribossomal (HOLLMAN et al., 2010).

Ao contrario da PCR para infecces como a gonorréia e clamidia, que parece ter maior
sensibilidade do que os métodos de cultura, o diagndstico por PCR para tricomoniase em
mulheres parece ndo oferecer uma vantagem de diagnostico (SCHWEBKE & BURGESS,
2004). Isto acontece porque o T. vaginalis € um organismo muito menos exigente para cultura
em comparacdo com Neisseria gonorrhoeae ou Chlamydia trachomatis ja que uma cultura
bem sucedida de T. vaginalis requer apenas a multiplicacdo de um Unico organismo. PCR de
esfregacos vaginais podem ser vantajosos em situa¢fes em que a incubagdo das culturas ndo
seja possivel e o transporte de amostras para um laboratério de referéncia seja necessario
(SCHWEBKE & BURGESS, 2004).

O método de PCR pode ser mais interessante para o diagnéstico da tricomoniase em homens.
Estudo conduzido por Schwebke e Lawing demonstrou sensibilidade de 100% pelo metodo de
PCR em amostras masculinas, mas a especificidade encontrada foi menor quando comparado
com o método de cultura (SCHWEBKE & LAWING, 2002). Estes resultados podem estar
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relacionados a necessidade da cultura ter o parasita integro, vivo. J& na PCR, fragmentos de
DNA amplificavel so suficientes.

1.2.4.5 Deteccdo de antigenos

Hé& dois testes comercialmente disponiveis nos EUA para deteccdo de antigenos aprovados
pelo FDA (Food and Drug Administration), ambos apresentando maior sensibilidade em
comparagdo com teste parasitoldgico a fresco em pacientes sintomaticos (CAMPBELL et al.,
2008). O teste rapido de deteccdo de antigeno (OSOM TV; Genzyme Diagnostics,
Cambridge, Massachusetts, EUA) foi desenvolvido em 2003. Este teste detecta proteinas de
membrana de T. vaginalis a partir de uma imunocromatografia em cerca de 10 minutos. Se T.
vaginalis estiver presente na amostra a ser testada ele ird formar um complexo com um
anticorpo anti-trichomonas primario conjugado com um substrato de cor azul. O complexo
sera entdo ligado a um segundo anticorpo anti-trichomonas revestido de uma membrana de
nitrocelulose. O aparecimento de uma linha visivel azul juntamente com uma linha vermelha
do controle é um indicativo de positividade (Figura 6) (OSOM TV ®). A sua sensibilidade
(94,7%) e especificidade (100%) sdo similares ao método de cultura (CAMPBELL et al.,
2008).
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Figura 6- Teste rapido de detecgdo de antigeno de T. vaginalis (OSOM TV®).

Disponivel em:
http://www.cliawaived.com/web/items/pdf/GZM_181_OSOM_Trichomonas_Trainiing_Book~1260fil
e3.pdf

Affirm VPIII (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) € um teste de hibridacdo de sonda de
DNA desenvolvido para a diferenciacdo e identificagdo dos patdgenos associados com
vaginose bacteriana (Gardnerella vaginalis) e vaginite (T. vaginalis e espécies de Candida).
Ele baseia-se nos principios de hibridacdo de acido nucléico e usa duas sondas distintas de
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cadeia simples para cada organismo, uma sonda de captura e uma sonda de desenvolvimento
da cor (Figura 7). Os resultados do Affirm VPIII sdo avaliados ap6s 45 minutos. O teste
apresenta sensibilidade e especificidade de 63% e 99,9% respectivamente quando comparado

a cultura, observando-se uma maior sensibilidade para mulheres sintoméaticas (BROWN et al.,

2004; ANDREA & CHAPIN, 2011).
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Figura 7- Teste de deteccdo de vaginoses Affirm VPIII BD®

Disponivel em: https://www.bd.com/ds/technicalCenter/brochures/br_5 2301.pdf

Em &reas com altas taxas de perda de acompanhamento, testes rapidos podem ser muito
importantes para o controle da tricomoniase (HUPPERT, 2009; COLEMAN et al., 2013). No
entanto, nem 0 OSOM TV® nem o teste Afirmar VP 11l sdo aprovados pela FDA para uso

com amostras obtidas de homens (CDC, 2015).

1 2.5 Tratamento

A associacdo de T. vaginalis com casos de vaginite foi determinada em 1916, 80 anos apds a
descoberta do parasito. No entanto, apenas 40 anos depois uma cura eficaz foi descoberta com
0 uso do Metronidazol (MTZ) (UPCROFT & UPCROFT, 2001). Os nitroimidazdis sdo a
unica classe de antimicrobianos eficazes contra infeccdes por T. vaginalis. Desta classe,
apenas 0 MTZ e o Tinidazol (TNZ) sdo aprovados pelo FDA para o tratamento da
tricomoniase (CDC, 2015). Casos de resisténcia ao tratamento vém sendo relatados desde

1962, ocorrendo também resisténcias cruzadas entre os diferentes nitroimidazois (UPCROFT

& UPCROFT, 2001).


https://www.bd.com/ds/technicalCenter/brochures/br_5_2301.pdf
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1.3 Nitroimidazoéis

1.3.1.Metronidazol (MTZ)

O MTZ (1-B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) € um composto heterociclico com um grupo
nitro na posi¢do cinco do anel imidazdlico (Figura 8). Desenvolvido em 1959, originalmente
indicado para o tratamento da infec¢do causada pelo T. vaginalis, foi o primeiro farmaco a ter
uma taxa de cura de 100% com o tratamento sisttmico. O responsavel pela atividade
tricomonicida é o grupo 5-nitro que é reduzido a um nitro radical no parasito em ambientes

com baixa concentragdo de oxigénio (CUDMORE et al., 2004).
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Figura 8- Formula estrutural do MTZ

MTZ é um importante farmaco utilizado também no tratamento de outras doencas causadas
por protozodrios anaerébios como a amebiase (Entamoeba histolytica) e a giardiase (Giardia
lamblia), e também contra bactérias anaerdbias, tais como Bacteroides fragilis e Clostridium
difficile (GOMEZ-ARROYO et al., 2004; LOFMARK et al., 2010).

O MTZ é um pro-farmaco bioprecursor, ja que se trata de uma molécula inativa que requer
ativacdo redutiva do grupo nitro para transformar-se em seu metabdlito ativo (LOFMARK et
al., 2010). Essa ativacdo ocorre nos hidrogenossomos presentes no T. vaginalis e esta
relacionada a atividade da piruvato ferredoxina oxido-redutase (PFOR), envolvida no
metabolismo de carboidrato de alguns microrganismos anaerobios. Por ndo possuirem este
tipo de metabolismo energético, organismos aerobicos, como 0s dos humanos sdo refratarios a
acdo direta do farmaco (BENCHIMOL, 2008).

A penetracdo celular do MTZ ocorre por difusdo passiva. Os anaerobios geram sua energia
por meio da fermentagé@o oxidativa do piruvato, catalisada pela enzima PFOR. Esse processo
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libera elétrons que reduzem as ferredoxinas, pequenas proteinas Fe-S com potencial redox
suficientemente negativo para doar elétrons ao MTZ. A ativacdo do farmaco ocorre quando
um elétron é transferido para o grupo nitro, formando um nitro radical tdxico que leva a morte
0s organismos susceptiveis mediante acdo sobre o DNA e possivelmente sobre outras
biomoléculas vitais (Figura 9) (DUNNE et al., 2003; CHUNG, 2005; LOFMARK et al.,
2010). Além da producdo dos radicais toxicos, a producdo de hidrogénio molecular é
diminuida na presenca de MTZ, resultando em um aumento intracelular de perdxido de

hidrogénio, que é também um poderoso agente oxidante (DUNNE et al., 2003).
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Figura 9- Metabolismo do piruvato e ativacdo do MTZ nos hidrogenossomos de T. vaginalis.

Piruvato é gerado por glicélise no citoplasma de trichomonas e em seguida entra nos
hidrogenossomos. A oxidacdo do piruvato a acetil-CoA é catalisado por PFO e ASCT (acetato
succinato CoA transferase). Fluxo de elétrons gerados a partir de descarboxilacdo do piruvato ocorre
como indicado. Sob condi¢des anaerdbicas, hidrogenase pode catalisar a formagdo de hidrogénio
molecular através da reducdo de prétons H* (A). MTZ compete por elétrons das ferredoxinas e tornar-
se ativado quando um unico elétron é transferido para o seu grupo nitro, formando um radical nitro

livre (B). Esse radical livre é citotdxico para a célula do parasito (LAND et al. , 2001).

O uso do MTZ pode ser feito por via oral, intravenoso ou através do uso topico. O Centro de
Controle e Prevencgéo de Doencas (CDC) recomenda o uso de 2 g em dose Unica, via oral, ou
como tratamento alternativo o uso oral de 500 mg duas vezes ao dia durante sete dias (CDC,
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2015). O uso do gel de MTZ apresenta menor eficcia (< 50%) do que as preparagdes orais,
pois este ndo atinge niveis terapéuticos locais, sendo por isso pouco recomendado (BRAVO et
al., 2010). O tratamento adequado com MTZ tem uma porcentagem de cura entre 60-80% dos
casos com uma unica dose, mas essa taxa pode aumentar para >90% quando 0S parceiros
sexuais, que normalmente sdo assintomaticos, sdo tratados simultaneamente, evitando dessa
forma casos de reinfeccdo (MAHDI, 2006).

O tratamento da tricomoniase durante a gravidez é um assunto que traz muitas davidas. O
CDC recomenda o tratamento da tricomoniase sintomética a qualquer momento durante a
gravidez com dose Unica de 2g de MTZ ja que estudos recentes ndo demonstram associacao
entre 0 uso do MTZ e a ocorréncia de eventos adversos como prematuridade, baixo peso ao
nascer ou anomalias congénitas apos o tratamento (MANN et al., 2009; STRINGER et al.,
2010; KOSS et al, 2012; CDC, 2015). O aleitamento materno apés o uso do MTZ (2g em
dose Unica) ndo trouxe nenhuma reacdo nos lactentes (GRAY et al., 1961; LACTMED,
2015). No entanto, a academia americana de pediatria recomenda que seja dado um intervalo
de 12 a 24 horas ap6s a administracdo da dose Unica de MTZ para o aleitamento
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001).

Muita atencdo tem sido destinada aos relatos sobre um potencial carcinogénico devido ao fato
de que o tratamento por longo periodo com altas doses de MTZ poderia induzir tumores nos
pulmdes de animais (CONNOR et al., 1977). Porém, devido a realizacdo de poucos estudos,
n&o é possivel considerar esse farmaco como um carcindgeno humano (CARO-PATON et al,
1997; BENDESKY, 2002; MACIEL et al., 2004).

A distribuicdo do MTZ é de 93-100% mediante uso oral, ja que ele ndo se liga as proteinas
séricas (GEHRIG & EFFERTH, 2009; HUPPERT, 2009). O tratamento com MTZ ¢é
geralmente bem tolerado, entretanto em alguns casos existem reacdes adversas, tais como
nauseas, vomitos, dor de cabeca, tonturas, insdnia, sonoléncia, erupcdo, boca seca e gosto
metalico (os dois ultimos sendo geralmente associado com MTZ oral apenas). Estes efeitos
secundarios sdo geralmente rapidos e dose dependente, embora alguns pacientes tenham
reacOes graves o suficiente para ndo aderirem a terapia com MTZ (CUDMORE et al., 2004).
Reacdes adversas graves sdo raras, incluindo crises convulsivas e neuropatia periférica,
caracterizada principalmente por dorméncia ou parestesia, que foram relatadas em pacientes

que receberam tratamento prolongado com MTZ (LOFMARK et al., 2010). Embora o
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tratamento com MTZ seja relativamente barato e eficaz, existem barreiras significativas a
reducdo da carga global de infeccbes por T. vaginalis, como 0s casos de resisténcia ao
parasito onde se relata taxas de 2,5-9,6% (KIRKCALDY et al., 2012).

1.3.2.Tinidazol (TNZ)

O TNZ, 1-[2-(etilsulfonil)etil]-2-metil-5-nitroimidazol, é um composto da segunda geracao
dos 5-nitroimidazdis, um anélogo estrutural do MTZ (Figura 10). Ele tem sido amplamente
utilizado por toda a Europa e em paises em desenvolvimento para o tratamento de parasitoses
desde a sua introdugdo em 1969. No entanto, seu uso s6 foi aprovado pelo FDA para o
tratamento da tricomoniase, giardiase, amebiase e abscesso hepéatico amebiano em 2004.
Similarmente a0 MTZ, o TNZ também apresenta atividade contra bactérias anaerobicas
(FUNG & DOAN et al., 2005).
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Figura 10- Férmula estrutural Tinidazol

A meia vida de eliminacdo do TNZ é aproximadamente duas vezes maior que o do MTZ, 12-
14 h e 6 -7 h respectivamente (SOPER et al., 2001). Tal como acontece com outros 5-
nitroimidazois, 0 TNZ é essencialmente um pro-farmaco que deve a sua agao a uma reacdo de

reducdo responsavel por converté-lo a sua forma citotoxica (FUNG & DOAN et al., 2005).

O regime de tratamento recomendado para 0 TNZ ¢é igual para 0 MTZ, dose Unica oral de 2 g
(CDC, 2015). Em geral, o TNZ apresenta uma atividade 1,8 vezes maior que 0 MTZ (FUNG
& DOAN et al., 2005). Estudos indicam que o aumento da resisténcia a0 MTZ esta
correlacionado com o0 aumento da resisténcia ao TNZ, embora as concentraces
tricomonicidas para a ultima substdncia ainda possam ser menores em alguns casos
(NARCISI & SECOR, 1996; CROWELL et al., 2003; SCHWEBKE & BARRIENTES et al.,
2006).
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Os efeitos adversos ao TNZ, no geral, sdo bastante semelhantes aos do MTZ, no entanto, o
TNZ parece ser mais bem tolerado (FUNG & DOAN et al., 2005). E importante ressaltar que
0 consumo de alcool deve ser evitado durante o tratamento com nitroimidazois para reduzir a
possibilidade de uma reacdo do tipo dissulfiram. Isto porque essas substancias inibem a
aldeido desidrogenase, levando a um actimulo de acetaldeido apds a ingestdo de alcool
podendo ocorrer palpitacdes, taquicardia, nauseas e vomitos (SIMMS-CENDAN, 1996). No
caso do TNZ, a abstinéncia ao alcool deve se estender até 72 horas apos a conclusdo do
tratamento, enquanto para 0 MTZ esse tempo podera ser de apenas 24 h. Essa diferenca se

deve ao tempo de meia vida mais longo do TNZ (CDC, 2015).

Estudos envolvendo seres humanos e o uso de TNZ na gravidez sdo limitados. Contudo, 0s
dados em animais sugerem que este farmaco apresenta um risco moderado e, portanto, seu
uso deve ser evitado em mulheres gravidas e o aleitamento adiado por 72 horas ap0s
administracdo de dose Unica de 2 g (EVALDSON et al., 1985; LACTMED, 2015).

1.4 Resisténcia

O MTZ ¢ o farmaco de escolha para o tratamento da tricomoniase desde o inicio da década de
60. A resisténcia clinica ao MTZ é definida como a incapacidade de cura da infeccdo depois
de pelo menos dois cursos consecutivos de tratamento (NARCISI & SECOR, 1996). A falha
no tratamento tem sido atribuida a varias causas, como por exemplo: baixa absor¢do do
farmaco, sua inativacdo pela microbiota vaginal, ndo cumprimento da terapia indicada e a
ocorréncia de reinfeccbes (RAMOS et al., 2011). A familia dos 5-nitroimidazdis,
especificamente MTZ e TNZ, ¢ a Unica classe de medicamentos aprovada para o tratamento
da tricomoniase (DUNNE et al., 2003).

As taxas de resisténcia do T. vaginalis ao MTZ podem ultrapassar os 10%, enquanto que a
taxa para 0 TNZ é ainda menor que 1% (SCHWEBKE & BARRIENTES et al., 2006). Na
auséncia de alternativas para o tratamento, a cura pode ser conseguida apenas por adogdo de
doses crescentes de MTZ. No entanto, altas doses do medicamento podem levar a uma
potencializacdo de seus efeitos adversos, tornando-os intolerdveis a grande parte dos
pacientes. Como consequéncia tem-se a reducdo da adesdo ao tratamento ou mesmo a sua
suspensdo, levando a cronicidade da infeccdo bem como sua continua transmissao
(CUDMORE & GARBER, 2010).
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A resisténcia de T. vaginalis ao MTZ é classificada como aer6bia e anaerdbia. Na resisténcia
aerobica, vias de remocdo de oxigénio estdo envolvidos. Estas vias ndo estdo implicadas na
resisténcia anaerobia, a qual é conduzida através da reducdo ou interrupcdo da atividade da
enzima piruvato: ferredoxina oxiduredutase (PFOR), ferredoxina e hidrogenases (CUDMORE
et al., 2004).

A resisténcia aerObia representa a primeira fase do desenvolvimento da resisténcia,
comumente observada in vivo através da aplicacdo de niveis terapéuticos do farmaco.
Caracteriza-se por uma diminui¢cdo no processo de remogdo do oxigénio, na manutencdo da
anaerobiose. Isto resulta em um aumento na concentragdo de oxigénio no interior do parasito
prejudicando o baixo potencial necessario para a ativacdo do MTZ (GEHRIG & EFFERTH,

2009). Assim o oxigénio impede a ativacdo do MTZ, competindo com 0 MTZ por elétrons.

Na resisténcia anaerdbia o T. vaginalis perde a capacidade de ativar o0 MTZ devido a uma
diminuicdo ou interrupcdo da atividade da PFOR, essencial para o0 metabolismo do farmaco e
da ferredoxina, esta ultima devido a reducéo da transcricdo génica. O fato de que o PFOR e a
ferredoxina ndo estarem completamente ausentes pode explicar porque infecgbes com tais
cepas habitualmente respondem a doses mais altas de MTZ ou ao tratamento mais
prolongado. A reducéo da atividade da hidrogenase pode levar a diminui¢do da producéo de
hidrogénio molecular pelo hidrogenossoma, resultando em formacdo de perdxido de
hidrogénio e consequentemente de radical hidroxila que é altamente reativo com sistemas
bioldgicos. O radical hidroxila pode levar a modificagdes de bases purinicas e pirimidinicas,
levando a inativacdo ou mutacdo do DNA, inativacdo de varias proteinas (enzimas e
membrana celular) ao oxidar seus grupos sulfidrilas a pontes dissulfeto e também a oxidacao
de &cidos graxos poliinsaturados de membranas celulares (lipoperoxidacdo) (CUDMORE et
al., 2004; GEHRIG & EFFERTH, 2009).

Resisténcia anaerdbica € desenvolvida principalmente em laboratoério, no entanto ela pode ser
observada também a partir da coloniza¢do no hospedeiro. Além disso, pode ser observada a
progressdao de uma resisténcia aerobica para uma anaerobica, sinalizando para a possivel
existéncia de mais de uma rota para a geracdo da resisténcia (UPCROFT & UPCROFT,
2001).
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OrientacGes do CDC para pacientes que ndo respondem ao tratamento recomendado, onde €
excluido a possibilidade de reinfecgdo, é o aumento da dose do farmaco, seguindo o esquema
de dosagem de 500 mg, duas vezes ao dia, durante 7 dias (dose total, 7 g). Se esse tratamento
falhar, deve-se adotar o esquema com MTZ ou TNZ 2 g durante 7 dias. Se varios esquemas
semanais falharem em um paciente onde néo se tenha problemas de n&o-adeséo ao tratamento
ou reinfeccdo, o teste de susceptibilidade do organismo para MTZ e TNZ é recomendado
(CDC, 2015).

O fator limitante na maioria dos pacientes € a tolerancia gastrointestinal ao uso de MTZ oral,
particularmente ndusea. Em raros casos, os investigadores recorreram a alta dose intravenosa
de MTZ, que pode estar associado a convulsdes e encefalopatia. Terapias prolongadas com
MTZ podem também estar associadas a outras importantes complica¢fes, incluindo
pancreatite, neutropenia e neuropatia periférica (NARCISI & SECOR, 1996; SOBEL et al.,
2001).

Dentro deste cendario, o isolamento e desenvolvimento de novas substincias dotadas de
melhor atividade e baixa toxicidade, visando aumentar o arsenal terapéutico e superar 0

surgimento de cepas resistentes é uma atividade prioritaria.
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2 JUSTIFICATIVA

T. vaginalis é considerado um dos principais patdégenos do trato geniturinario humano, sendo
0 agente etiolégico da DST curavel mais comum no mundo, a tricomoniase. Ela ocupa o
terceiro lugar dentre as DST’s mais prevalentes nos EUA, perdendo apenas para os virus do
papiloma humano e do herpes (ZIMMERMMANN et al., 2008; KISSINGER et al., 2009;
CUDMORE & GARBER; 2010; CDC 2013). O custo médico estimado com a tricomoniase
nos EUA em 2008 foi de US$ 24,0 milhdes (OWUSU-EDUSEI et al., 2013).

Apesar de ser considerada uma doenca de alta prevaléncia e de ampla distribuicdo geografica,
dados quantitativos sdo ainda considerados subestimados uma vez que a tricomoniase é uma
doenca sem notificacdo obrigatéria e, além disso, estudos sugerem que aproximadamente 50 a
70% de individuos parasitados apresentam uma infec¢do subclinica (SORVILLO, 2001).

A tricomoniase € uma doenca negligenciada que ndo apresenta programa de controle ativo.
Suas complicagfes ndo estdo relacionadas apenas ao desconforto causado por seus sinais e
sintomas, mas principalmente com graves complicagdes de salde como o maior risco de
infeccdo pelo HIV, baixo peso em bebés, nascimentos prematuros, doenca inflamatéria
pélvica atipica, neoplasia cervical e infertilidade (HUPPERT, 2009; ALVES, 2011).

Comumente associada a outras DST’s, incluindo clamidia, gonorréia, sifilis e herpes tipo II, a
tricomoniase tem sido avaliada como um marcador sensivel de comportamento sexual de alto
risco. Estudos recentes sugerem que a infeccdo por T. vaginalis pode ser um cofator
importante para a transmissdo e aquisi¢cdo do virus da imunodeficiéncia humana, uma vez que
24% das infeccOes por HIV estdo diretamente relacionadas a tricomoniase (MUNDODI et al.,
2004; BACHMANN et al., 2011).

O MTZ ¢ o farmaco de escolha para o tratamento da tricomoniase desde o inicio da década de
60 e estd presente na lista de medicamentos essenciais da OMS, sendo um dos
antimicrobianos mais comumente utilizados na prética clinica atualmente (ALAWADI et al.,
2015). O seu amplo uso é justificado por sua seguranca, baixo custo, amplo espectro de acéo,
farmacocinética e farmacodinamica favoraveis (UPCROFT & UPCROFT, 2001; RABIEE et
al., 2012). No entanto, sua larga utilizacdo favorece o surgimento de cepas resistentes, o que
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vem acontecendo desde 1962. Estima-se que nos EUA, até 10% das infeccbes ja nao
respondem ao tratamento convencional e em parte da Africa esses valores podem exceder os
15 % (SNIPES et al., 2000; DUNNE et al., 2003; SCHWEBKE et al., 2006; KIRKCALDY et
al.,, 2012; LEITSCH et al., 2015). Apesar disso, a familia dos 5-nitroimidazois,
especificamente MTZ e o TNZ, ¢ até hoje a Unica classe de medicamentos aprovada para 0
tratamento da tricomoniase (DUNNE et al., 2003).

Orientacfes do CDC para pacientes que ndo respondem ao tratamento recomendado é o
aumento da dose do fa&rmaco com adocdo de tratamentos mais longos, potencializando assim
seus efeitos adversos. O aumento no desconforto durante o uso do medicamento faz com que
a adesdo do paciente ao tratamento figue comprometida, culminando, consequentemente, em

complicacdes clinicas e na continuacdo da transmissdo do parasito.

As peculiaridades acima mencionadas sinalizam a importancia da pesquisa de novos farmacos
tricomonicidas que apresentem como caracteristicas principais seguranca, boa atividade,
poucos ou nenhum efeito adverso ao paciente, além de constituir tratamento alternativo para
casos resistentes ao tratamento atual. A molécula de MTZ € bastante atrativa para a producao
de novas moléculas dele derivadas devido a facilidade de manipulagdo de suas cadeias
laterais, e pelo fato de ser um farmaco seguro e ja bem estabelecido no mercado mundial
(BUSATTI et al., 2007). Sendo assim, novas substancias derivadas do MTZ podem trazer
grandes beneficios aos desafios atuais de resisténcia parasitaria, fazendo-se necessario o seu

estudo.



44

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade tricomonicida do derivado clorado do MTZ (MTZ-CI) sobre as cepas JT e

CDC 085, sensivel e resistente ao MTZ, respectivamente.

3.2 Objetivos especificos

» Padronizar inéculo para cada uma das cepas, JT e CDC 085;

» Estabelecer a Clspdo MTZ para cada uma das cepas, JT e CDC 085;

» Estabelecer a Clsodo MTZ-CI para cada uma das cepas, JT e CDC 085;

» Avaliar o impacto da concentracdo das drogas no percentual de inibicdo dos
trofozoitos

» Avaliar a citotoxicidade do composto MTZ-CI em célula hepatica;

» Realizar teste de toxicidade aguda in vivo para MTZ e MTZ-ClI;

» Avaliar a intensidade de liberacdo de espécies reativas de oxigénio entre as células de
T. vaginalis tratadas com MTZ e MTZ-Cl.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas de T. vaginalis

Foram utilizadas durante os testes duas cepas de T. vaginalis, a cepa JT, originaria do Rio de
Janeiro - Brasil, isolada em 1979 de uma paciente do sexo feminino, 40 anos, sintomatica, e a
cepa CDC 085 (ATCC 50143) conhecidamente resistente ao MTZ, isolada de humano em
Columbus, Ohio, em 1980. As cepas foram mantidas no Laboratério de Amebiases nas
dependéncias da Universidade Federal de Minas Gerais, em cultivo axénico.

4.2 Manutencéo do parasito

Os trofozoitos foram cultivados em tubos de vidro (Pyrex®) contendo 13 mL de meio YI-S-
32 (CLARK & DIAMOND, 2002) e incubados em estufa bacterioldgica a 37°C. As culturas
foram observadas em microscopio invertido onde foram avaliados crescimento e aderéncia a
parede do tubo. Aqueles em fase logaritmica de crescimento sofreram subcultivos, onde para
isso uma aliquota foi transferida para um novo tubo contendo meio de cultura fresco. Para
facilitar o desprendimento dos parasitos do tubo, estes foram mantidos no gelo por vinte
minutos e homogeneizados manualmente. Apds o subcultivo, as culturas foram mantidas
novamente em estufa bacterioldgica a 37°C. Repiques entre 48 e 72 horas garantiram a

utilizacdo dos parasitos em fase exponencial de crescimento.

4.3 Sintese do MTZ-ClI

A sintese do derivado MTZ-CI (1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitro-1H-imidazol) foi realizada sob
coordenacao do Professor Ricardo José Alves do Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia da UFMG, a partir do produto MTZ (Sigma, EUA). Para seu preparo,
0 MTZ foi dissolvido em cloreto de tionila (SOCI>) e a solugcdo aquecida a 70°C durante 6
horas, sendo posteriormente resfriada (Figura 11). Em seguida, o excesso de SOCI, foi
removido em rota-evaporador. A evolugdo das reacGes foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada de silica. A avaliagdo da pureza dos compostos foi feita pela
determinacdo de sua faixa de fusa, pela comparagdo com amostras puras dos produtos por

cromatografia em camada delgada de silica, analise em infravermelho e RMN (ressonancia
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magnética nuclear) (LI et al., 2008). As massas moleculares do MTZ e seu analogo clorado
(MTZ-CI) estéo descrito na tabela 1.

CHa CH,
#,-A< OH Cl
N 4/750@3 6h N= I
N —= N
~ 70 °C ~
No2 N02

Figura 11- Esquema de sintese do MTZ-CI

Tabela 1- Massa molar do MTZ e do MTZ-ClI

Tabela 1- Nenhuma bstancia Massa molar (g/mol)
MTZ 171,14
MTZ-CI 189,65

4.4 Padronizacéo do in6culo

Para a padronizacao dos inoculos das cepas JT e CDC 085 utilizadas nos testes de inibicdo in
vitro, foram estabelecidas para cada uma delas a concentragdo de trofozoitos que propiciou a
formacdo de crescimento celular em monocamada, com células alongadas, boa vitalidade e
auséncia de precipitado apds 48 h de incubacdo em estufa a 37°C. Os testes foram feitos em
triplicata e foram utilizados parasitos em fase logaritmica de crescimento. Para o
desprendimento dos trofozoitos, que tem como caracteristica o crescimento em aderéncia a
parede do tubo de cultivo, estes foram mantidos no gelo por 20 minutos e posteriormente
sofreram agitacdo mecanica. A quantificacdo do indculo foi realizada a partir da técnica de
contagem de leucdécitos adaptada em Camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio
optico (Nikon Eclipse E100) (CARVALHO & SILVA, 1988). Foi utilizado o aumento de
10X e eosina como corante vital. Resumidamente, 40 pL da suspensao de trofozoitos foram
transferidas para “eppendorfs” contendo 160 pL de solucdo de eosina a 0,125%. Apods
homogeneizacdo, uma aliquota desse conteudo foi depositada sob os reticulos da cAmara de

Neubauer, evitando o excesso de liquido e bolhas de ar. A camara foi levada ao microscopio,
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focalizada e realizada a contagem dos parasitos. O célculo do nimero de trofozoitos/mL foi
estabelecido empregando-se a seguinte equagéo:

Z=FcxFdxY
Onde:
Z = namero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspenséo;
Fc = fator de correcdo da Camara de Neubauer (2.500);
Fd = fator de diluic&o utilizado durante a contagem;
Y = numero de trofozoitos contados nos quatro quadrantes laterais da camara.

Para a escolha do indculo ideal, diferentes concentracBes de trofozoitos, em triplicata, foram
avaliadas (40.000, 60.000 e 80.000 trofozoitos por tubo, cada um contendo um volume final
de 6 mL).

4.5 Preparo das solugdes

4.5.1 Solucdo para teste com MTZ e a cepa JT

O MTZ foi dissolvido em 200 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). Obteve-se solugdo de
concentracdo de 6 X102 mg/mL. Aliquota de 12 L da solu¢io de MTZ foi adicionada a 5 mL
de meio de cultura chegando a uma concentragdo final de 3,5x10* mol/L. A solucéo
preparada foi filtrada em membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 pm e aliquotas em
volumes crescentes de 1,71 a 54,72 uL foram adicionadas aos tubos de vidro contendo os

trofozoitos em culturas axénicas.

4.5.2 Solucdo para teste com MTZ-Cl e a cepa JT

O MTZ-CI foi dissolvido em 900 pL. de DMSO. Obteve-se solugdes de concentracéo entre 9,4
x 102 a 9,8 x10° mg/mL. Aliquotas de 10 pL das solucdes de MTZ-Cl foram adicionadas a
13 mL de meio de cultura e filtrada em membrana esterilizante. Aliquotas no intervalo entre

1,16 a 38,4 uL foram adicionadas aos tubos de vidro contento trofozoitos.
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4.5.3 Solucdo para teste com MTZ e a cepa CDC 085

O MTZ foi dissolvido em 1000 pL de DMSO. Obteve-se solugdes de concentracdes de 0,08
mg/mL. Aliquota de 100 pL da solucdo de MTZ foi adicionada a 13 mL de meio de cultura
chegando a uma concentracdo final de 4,67x10*mol/L. As solucBes preparadas foram
filtradas em membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 um e aliquotas em volumes
crescentes de 3,85 a 123 uL foram adicionadas aos tubos de vidro contendo os trofozoitos em

culturas axénicas.

4.5.4 Solucdo para teste com MTZ-Cl e a cepa CDC 085

O MTZ-CI foi dissolvido em 1000 pL de DMSO. Obteve-se uma solucdo de concentracdo
igual a 0,036 mg/mL. Aliquota de 100 pL da solucdo de MTZ foi adicionada a 13 mL de meio
de cultura chegando a uma concentracdo final de 1,9 x10“*mol/L. As solugbes preparadas
foram filtradas em membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 um e aliquotas em volumes
crescentes de 6,31 a 201,9 pL foram adicionadas aos tubos de vidro contendo os trofozoitos

em culturas axénicas.

4.6 Ensaios de inibic&o in vitro

O efeito do MTZ-CI sobre o crescimento dos trofozoitos de T. vaginalis foi avaliado in vitro
por comparacdo com controles negativos (indculo e meio de cultura) e controles positivos
(MTZ). Todos os ensaios foram realizados separadamente, em triplicata e repetidos pelo

menos duas vezes.

Durante os ensaios de inibicéo, 4,0x10* trofozoitos de T. vaginalis, cepa JT e CDC 085, em
fase logaritmica de crescimento, foram distribuidos em tubos de vidro (Pyrex ® 13x100 mm)

contendo meio Y1-S-32, para um volume final de 6 mL.

O MTZ, em solucdo esteril, foi adicionado a cultura para obtencdo de concentracfes finais
variando de 0,1 a 3,2 uM para teste com a cepa JT, e 0,3 a 9,6 uM para testes com a cepa
CDC 085. Da mesma forma, o analogo MTZ-CI foi adicionado a cultura a fim de obter
concentragdes finais variando de 0,01 a 0,32 puM para testes com a cepa JT e de 0,2 a 6,4 uM

para testes realizados com a cepa CDC 085.
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Todos os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C durante intervalos de 24h e
48h. Apos cada intervalo de incubagdo, a viabilidade foi verificada qualitativamente através
de observacdo em microscépio invertido, de acordo com a aderéncia dos trofozoitos. Para
determinacéo da Clso (concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento do parasito) a
quantificacdo dos trofozoitos viaveis se fez através da técnica de contagem de leucdcitos
adaptada detalhada anteriormente no item 4.4. A inibi¢do do crescimento in vitro foi expressa

em porcentagem.

4.7 Andlise estatistica

Na avaliacdo dos ensaios in vitro foram utilizadas técnicas de analise descritiva, como
gréficos de dispersdo, para demonstrar a linha de tendéncia da relacdo entre a concentracao
das substancias testes e o percentual de inibicdo do protozoéario T. vaginalis. A técnica de
analise de regressdo linear simples (WERKEMA & AGUIAR, 2006) foi utilizada para estimar
a relacdo entre a concentracdo e o percentual de inibicdo. A variavel resposta ou dependente
foi o percentual de inibicdo do crescimento e a variavel independente ou explicativa foi a

concentragéo.

Andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para identificar a significAncia do modelo de
regressdo obtido, ou seja, avaliar se a concentracdo influencia de forma significativa a
inibicdo do crescimento do parasito. Para validacdo e posterior utilizacdo da equacdo de
regressdo proposta, realizou-se a analise de residuos e outliers. A qualidade de ajuste do
modelo foi avaliada através do Coeficiente de Determinacio Ajustado (R? aj.), através do qual
se demonstra a proporcdo da variabilidade de inibicdo explicada pela concentracdo da

substancia testada.

A partir da relagdo obtida, estimou-se a Clso, bem como seu intervalo de confianca, através da
técnica de regressao inversa ou calibracdo (WERKEMA & AGUIAR, 2006). Para determinar
a margem de erro utilizou-se o intervalo de confianca estimado para o Clso, obtido através da
técnica de regressao inversa, considerando-se uma confianca de 95% e de 90%. O Software
utilizado foi o Minitab 15, ferramenta de Anéalise de Regress&o Linear.
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4.8 Avaliacédo de citotoxicidade

Para ser aprovado em um teste de citotoxicidade, um produto ou substancia quimica nao
devera causar a morte de células humanas nem afetar suas funcgdes celulares. A metodologia
adotada foi de acordo com o protocolo da Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD 129 (OECD, 2010) e do Centro Europeu para a Validacdo de Métodos
Alternativos (ECVAM - 17). Durante o procedimento, foram utilizadas culturas de células
hepéaticas SK-Hep, cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com soro bovino
fetal a 10%. As células hepaticas em crescimento exponencial (10* células / pogo) foram
distribuidas em microplacas de 96 pogos e incubadas na presenca e auséncia do MTZ-Cl em
oito diferentes concentrac@es: 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 12,8 € 25,6 (uM), durante 48 horas.
Apbs a incubacdo, foram adicionados 10 puL de uma solucdo de MTT [brometo de 3-(4,5
dimetiltiazol-2il)-2,5 difeniltetrazélio)] e a placa foi novamente incubada durante 3 horas. No
final da incubacdo, todo o meio de cultura foi removido e substituido por 100 uL de DMSO e

a placa agitada durante 5 minutos.

Os parametros de avaliacdo observados foram a porcentagem de morte celular. O MTT, em
contato com as ceélulas, é reduzido em uma reacdo mitocondrial formando um produto
formazan. O produto acumula na célula jA& que ndo consegue atravessar a membrana
plasmatica. Na solubilizacdo das células o formazan é liberado, produzindo alteracdo na
coloracdo. Essa coloracdo pode ser analisada e detectada por espectrofotdmetro, no
comprimento de onda 570 nm. O resultado foi expresso como porcentagem de células vidveis
e foi calculado como: (absorvancia de células tratadas) / (absorvancia das células de controle)
x 100.

4.9 Avaliagéo de toxicidade oral aguda

Toxicidade oral aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem ap0s a administracdo oral

de uma dose Unica de uma substancia ou de varias doses num prazo de 24 horas.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo da Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD) 423 com a colaboragdo dos Profs.Carlos Tagliati e Geovanni
Cassali, do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) e da Faculdade de Farmacia,

respectivamente, ambos da UFMG. Foram utilizados ratos Wistar, fémeas, de
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aproximadamente 12 semanas de idade, com peso inicial de 200 g = 20%, fornecidos pelo
biotério da Faculdade de Farmécia da UFMG. O teste foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da UFMG (CEUA-UFMG protocolo n°. 239/2015). A distribuicdo dos
animais foi de forma aleatoria em quatro grupos contendo trés animais cada. Estes animais
foram acomodados em gaiolas metélicas em sala experimental com temperatura controlada
entre 23 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12 h. Agua filtrada e rag&o disponivel ad libitum exceto
por um periodo de jejum (somente de racdo) de 12 h que antecederam a administracéo oral e

por um periodo de 4 h apos este procedimento.

Todas as administragdes foram feitas oralmente, em dose Unica, pelo método de gavagem. O
primeiro grupo, composto de animais controle, recebeu apenas tampédo fosfato (PBS); o
segundo grupo, grupo controle-solvente, recebeu uma base para suspensdes de nome
comercial Polvix® (Galena, Brasil), com composicdo a base de sorbitol, celulose
microcristalina, CMC, lauril sulfato de sodio e metil parabeno. Polvix foi o solvente utilizado
para a dissolucdo do MTZ e MTZ-CI, a partir de uma solucdo estoque de 500mg/mL; no
terceiro grupo administrou-se MTZ e no quarto grupo MTZ-CI na concentracdo de 300
mg/Kg. Na auséncia de mortes entre os animais durante o experimento, o teste foi repetido,
sendo realizado da mesma forma que o anterior aumentando apenas a concentracdo do MTZ e
MTZ-CI para 2000 mg/Kg conforme o fluxograma apresentado no protocolo (Figura 12).

Smalkg 50mglkg 300ma'kg 2000mag'kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

PP ¥

GHS

3(at 300)
at 1% step

LDSO cut-off
mgkg bow.

-per atsp thres animals of a single 8ex |nomally females | ars used - - - uncizssifed
-0,1.2,3 Number of moribund or dead animals at each stap ~Testing st 5000 mgAg Dw.; 388 Annx 3
-GHS: Globally Harmonized Classiicaion System (mkg bw)

Figura 12- Fluxograma de teste de toxicidade aguda com dose inicial de 300mg/Kg (OECD 423)
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Os animais foram observados cuidadosamente nos primeiros 30 minutos, mantendo-se
especial atencdo nas primeiras 4 horas, e de hora em hora até completar 8 horas apds a
administracdo. Apos esse periodo, os animais foram avaliados por 14 dias, uma vez ao dia.
Durante os 14 dias, avaliaram-se 0s seguintes parametros: locomocdo, comportamento,
respiracdo, alteracOes na pele e pélos, olhos, tremores, salivacdo, diarréia, letargia, sonoléncia,

nimero de mortes e a forma de sua ocorréncia.

A eutanasia ocorreu no 15° dia por deslocamento cervical e posteriormente foi realizado
procedimento de necropsia, somente no grupo que recebeu as substancias na concentracédo de
2000mg/Kg, onde foram retirados os seguintes 6rgdos: coracdo, figado, pulmdo, rim e
cérebro. Estes foram pesados e examinados macroscopicamente quanto a presenca de areas
sugestivas de alteracdes. Os tecidos foram fixados em solucdo de formol a 10% tamponado,
processados e incluidos em parafina. Seccdes histoldgicas de 4um foram coradas em
hematoxilina e eosina (HE) e utilizadas para a analise histopatoldgica.

4.10 Deteccéao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

O experimento de deteccdo de espécies reativas de oxigénio foi realizado com a colaboracao
do professor Luciano Capettini do departamento de farmacologia do ICB-UFMG. A
metodologia utilizada foi a de fluorescéncia, com uso de sonda DHE (Dihydroethidium) que é
capaz de detectar a producdo de superédxido (O2Y). O experimento foi realizado em placa de 24
pocos, onde foi avaliado trofozoitos de T. vaginalis associados com MTZ e MTZ-CI. Os

experimentos foram feitos em duplicata.

4.10.1 Preparo da placa

Para facilitar a adesdo do parasito a placa, foi utilizada laminula gelatinizada. Para o processo
de gelatinizacdo, as laminulas de vidro foram colocadas nos pogos e onde foi adicionado 200
uL de gelatina de porco (Sigma-Aldrich®), a 0,1 %. A placa foi entdo incubada por 15
minutos em estufa bacteriologica. Apds esse tempo, com a ajuda de uma pipeta, foi retirado o
excesso de gelatina de cada um dos pogos e a placa foi novamente incubada em estufa por

mais 10 minutos.
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4.10.2 Preparo dos parasitos

Apdbs o processo de gelatinizacdo da placa, T. vaginalis da cepa JT em fase exponencial de
crescimento foi adicionado (40.000 trofozoitos/pogo) e incubado em estufa de CO» Para
garantir a aderéncia do parasito, manteve-se a placa em estufa de CO> por 2 horas antes de
serem adicionados MTZ e MTZ-CI.

4.10.3 Preparo das solucdes

Apos o tempo de incubacdo do parasito, eles foram associados ao MTZ e ao MTZ-Cl. Para o
preparo da solugdo de MTZ, 3,6 mg de MTZ foi dissolvido em 1.500 pL. de DMSO. Uma
aliquota de 40 pL foi adicionada a 13 mL de meio de cultura obtendo uma solucdo de
concentragéo de 7,38 x10° mg/mL. Ja para o preparo da solugdo de MTZ-ClI, foi dissolvido
2,9 mg de MTZ-Cl em 1.000 pLL de DMSO. Uma aliquota também de 40 uL foi adicionada a
13 mL de meio de cultura chegando a uma solugdo de concentracio de 8,92 x10° mg/mL. As
solugdes foram filtradas em membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 pm.

As concentragdes de MTZ utilizadas foram de 0,027 uM [valor de Clsp do MTZ-CI (24 h)] e
0,229 uM [valor de Clsodo MTZ (24 h)] . J& a concentracdo de MTZ-CI utilizada foi de 0,027
uM [valor de Clso do MTZ-CI (24 h)]. O poco controle recebeu apenas meio de cultura. O
volume final dos pocos foi de 2 mL ajustados com meio de cultura. Apds a associa¢do com as

substancias teste a placa foi incubada por 24 horas em estufa de CO..

4.10.4 Microscopia de fluorescéncia

Para avaliacdo da liberacdo de espécies reativas de oxigénio pelo parasito foi investigada a
producdo de superdxido (O2) com o uso da sonda de fluorescéncia DHE (Invitrogen, USA).
O DHE tem a capacidade de permear livremente as membranas celulares, e é extensamente
utilizado na monitorizacdo da producdo de superdéxido (KIM et al., 2016). A oxidacdo do

DHE por O2 forma o composto fluorescente vermelho, 2-hydroxyethidium.

A placa previamente incubada por 24 horas recebeu a sonda DHE. Para isso foi retirado o
meio de cultura presente na placa e prosseguiu-se com lavagem com PBS, em temperatura
ambiente. Foi adicionado paraformaldeido 4% na quantidade o suficiente para cobrir a

laminula. Apos 10 minutos, foi lavado novamente com PBS por trés vezes. Acrescentou-se 50
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uL de DHE (5 uM) em cada pogo ¢ a placa foi incubada em estufa por 30 minutos. Foi
realizada mais uma lavagem com PBS. As laminulas foram montadas em lamina utilizando

base incolor nas suas extremidades para fixacéo.

A fluorescéncia foi detectada em 568 nm em microscopio confocal Zeiss 510 META, com
objetiva de imersdo em &gua de 63x de aumento. Os resultados foram analisados pelo
Software ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). A anélise estatistica
dos dados foi realizada no Prisma 5.1 (GraphPad San Diego, CA, USA).


http://en.wikipedia.org/wiki/National_Institute_of_Mental_Health
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizagéo do in6culo

O indculo padréo escolhido foi de 40.000 trofozoitos/tubo para as duas cepas utilizadas, JT e
CDC 085. Esse indculo foi o escolhido, pois, foi 0 que apresentou apos 48 h de incubacdo em
estufa a 37 °C uma fase logaritmica de crescimento. Os in6culos de 60.000/tubo e 80.000/tubo
exibiram culturas com caracteristicas muito semelhantes entre si, apresentando trofozoitos
arredondados, em grumos, em processo de degeneracdo. Dessa forma, os inoculos de 60.000 e

80.000/mL foram considerados inadequados para o uso.

5.2 Potencial de inibicéo

O MTZ-CI apresentou potencial de inibi¢do superior ao MTZ tanto para a cepa JT quanto para
a cepa CDC 085 (MTZ-resistente). Os trofozoitos de T. vaginalis quando em presenca dos
nitroimidazois, sofreram alteracbes morfoldgicas como vacuolizacdo, perda da capacidade

aderente e morte.

5.2.1 Cepa JT

5.2.1.1 Teste com MTZ

Para determinar a Clso do MTZ para a cepa JT de T. vaginalis, ap6s um periodo de exposicéo
de 24 h, o primeiro passo foi identificar o grau de associacao entre as variaveis e a tendéncia
de variacdo que apresentam. Para tanto, construiu-se o grafico de dispersdo ilustrado na
Figura 13A.
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Figura 13- A) Gréfico de dispersdo MTZ 24h para a cepa JT (Inibicdo x Concentracdo). B) Grafico de
dispersdo MTZ 24h para a cepa JT (Inibi¢do x Ln[Concentracao])

Pela analise da Figura 13A observa-se que a relacdo entre concentracdo e percentual de
inibicdo ndo é linear, apresentando uma curvatura proxima da curva exponencial. Desta
forma, os resultados inviabilizam a obtengdo do modelo de regresséo linear para os dados em
sua forma natural, tornando necessaria a realizacdo de uma transformacédo das variaveis de
forma a tornar a relacdo linear. Uma forma de tornar a relagdo observada em linear consiste

em determinar o logaritmo natural (Ln) da concentragdo de MTZ (Figura 13B).

Através do teste de significancia do modelo (ANOVA) foi possivel identificar se a
concentracdo do MTZ influenciou de forma significativa no percentual de inibicdo. Foi
observado uma probabilidade de significancia menor que 0,001, demonstrando que existem
evidéncias de que a concentragdo do MTZ influenciou de forma significativa na inibi¢cdo do
crescimento do parasito. Os valores do modelo de regressdo final obtido sdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2- Modelo de regresséo final MTZ 24h (cepa JT)

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante (0=83,8 < 0,001 0,831 0,001
de nibicao | | (concentracio) B1=23,0 < 0,001

Percentual de Inibicdo = o + p1* Ln (Concentracao).
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A partir da andlise da Tabela 2, observa-se que tanto o intercepto (Po) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos, valor de p< 0,05, mostrando que o logaritmo da
concentracdo de MTZ € importante para explicar o percentual de inibicdo do protozoario. O
valor positivo do coeficiente angular indica que quanto maior a concentracdo da substancia,

maior serd o percentual de inibig&o.

O coeficiente de determinagdo ajustado (R? aj.) obtido para o0 modelo foi de 0,831, mostrando
que 83,1% da variabilidade da resposta é explicada pelo logaritmo da concentracdo da
substancia. Os outros 16,9% s&o explicados por outros fatores ndo contemplados neste estudo.
Esse valor é considerado satisfatorio. O desvio padrdo do modelo ajustado foi de 12,4%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente constante
em torno da média 0, sendo independentes e normalmente distribuidos. Assim, conclui-se que

0 modelo é adequado.
A etapa final foi determinar o valor da Clso. Para tanto, utilizou-se a técnica de Regressao
Inversa, conhecida também como calibracdo (WERKEMA & AGUIAR, 2006). A equacdo de

regressdo obtida é descrita a seguir:

Inibicdo (%) =83,8+ 23,0- Ln(Concentracdo MTZ)

Concentracdo(MTZ) = exp( Inibi¢&o — 833}

23,0

Substituindo o termo Inibicdo por 50 na equacdo acima, conclui-se que o valor da Clsp
estimada para o MTZ ¢ de 0,229 (uM). O erro padrado foi de 1,28 (uM). Para um célculo mais
preciso, torna-se necessario a construcdo do intervalo de confianca. A Tabela 3 apresenta o

valor estimado para a Clso bem como seu intervalo com 90% e 95% de confianga.



58

Tabela 3- Estimativa Intervalar da Clso de MTZ (24h) para cepa JT.

Intervalo ) )
Clso (M) ) Inferior Superior
de Confianca
95% 0,139 0,380
MTZ 0,229
90% 0,151 0,349

A partir da analise Tabela 3 é possivel concluir que a concentracdo de MTZ necessaria para a
reducao de 50% da populacdo de parasitos da cepa JT de T. vaginalis no intervalo de 24 h foi
de 0,229 (uM) variando de 0,139 a 0,380 uM com 95% de confianga e de 0,151 a 0,349 uM

com 90% de confianga.

Prosseguindo com a determinagdo da Clso do MTZ para cepa JT agora ap06s periodo de
exposicdo de 48 h, foi realizada, da mesma forma que a analise anterior, a construgdo do

gréfico de dispersdo Inibicdo x Concentragdo (Figura 14A).
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Figura 14- A) Grafico de dispersdo MTZ 48h para a cepa JT (Inibicdo x Concentracdo). B) Grafico de
dispersdo MTZ 48h para a cepa JT (Inibicdo x Ln [Concentragéo]).

Observou-se que a linha de tendéncia entre a concentracdo e o percentual de inibicdo do
crescimento também ndo apresentou linearidade. Assim, os dados foram tratados para que a
relacdo se tornasse linear através da determinacdo do Ln da variavel concentracdo de MTZ

(Figura 14B).

Através do uso da escala logaritmica foi possivel estimar a relacdo entre a concentracdo do
MTZ e o percentual de inibi¢do apds 48 h. De acordo com a andlise de variancia, observou-se

uma probabilidade de significancia menor que 0,001, demonstrando que existem evidéncias
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de que a concentracdo do MTZ impacta de forma significativa na inibi¢cdo do crescimento do

parasito (Tabela 4).

Tabela 4- Modelo de regressao final MTZ 48h (cepa JT).

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante B0=92,8 < 0,001 0,738 0,001
de Inibigéo | Ln (Concentracio) B1=15,9 <0,001

Percentual de Inibigdo = Bo + B1* Ln (Concentrag&o).

Analisando os dados da Tabela 4, observa-se que tanto o intercepto (o) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos (p < 0,05), mostrando que o uso do logaritmo da

concentracdo do MTZ é importante para se explicar o percentual de inibig&o.

O coeficiente de determinacio ajustado (R? aj) foi de 0,738, significando que 73,8% da
variabilidade da resposta é explicada pelo logaritmo da concentracdo da substancia. Os outros
26,2% sao explicados por outros fatores ndo contemplados neste estudo, sendo esse valor

considerado satisfatorio. O desvio padrdo do modelo ajustado é de 11,3%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente constante
em torno da média 0, sendo independentes e normalmente distribuidos, o que valida o modelo
utilizado. A proxima etapa foi estimar o valor da Clso utilizando a técnica de Regresséo
Inversa. A equacdo de regressdo obtida esta descrita a seguir:

Inibicdo (%) = 92,8 +15,9- Ln(Concentragdo MTZ)

Concentracdo(MTZ) = exp( Inibicdo — 92’8j

15,9

O valor da Clsp estimada para 0 MTZ € de 0,068 (uM). O erro padrao estimado foi de 1,46
(UM). A Tabela 5 apresenta o valor estimado para a Clso bem como seu intervalo com 90% e

95% de confianga.
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Tabela 5- Estimativa Intervalar da Clso de MTZ (48h) para cepa JT.

A Intervalo de i i
Substancia Clso (uM) Confianca Inferior Superior
95% 0,032 0,147
MTZ 0,068
90% 0,036 0,129

A partir dos resultados encontrados na Tabela 5, concluiu-se que a Clsp do MTZ para a cepa
JT de T. vaginalis apds 48 h de exposicao ¢ de 0,068 uM, variando de 0,032 a 0,147 uM com
confianca de 95% e de 0,036 a 0,129 uM considerando confianca de 90%.

5.2.1.2 Teste com MTZ-CI

Para identificagcdo da Clso de 24 h para 0 MTZ-Cl em relacéo a cepa JT foi construido, como
nos testes anteriores, o grafico de dispersdo Inibicdo x Concentracdo para a identificacdo da
relacdo existente entre a concentragdo da substancia e o percentual de inibicdo (Figura 15A).
Como a relagéo estabelecida nédo foi linear, os dados foram tratados atraves da determinacéo
do Ln da variavel concentracdo do MTZ-CI para que a relacdo se tornasse linear (Figura 15
B).
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Figura 15- A) Grafico de dispersdo MTZ-CI 24h para a cepa JT (Inibicdo x Concentracdo). B) Grafico
de dispersdo MTZ-CIl 24h para a cepa JT (Inibicdo x Ln[Concentracéo]).

Através do teste ANOVA, verificou que a concentracdo do MTZ-CI influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo com uma probabilidade de significancia menor que

0,001. O modelo obtido é apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Modelo de regressdo final MTZ-CI 24h (cepa JT).

Variavel Variavel . P-valor R2 P-valor
- Coeficientes . .
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado (ANOVA)
Percentual Constante Bo=127,9 < 0,001 0,798 0,001
de Inibicao Ln (Concentracao) B1=21,5 < 0,001

Percentual de Inibi¢do = Bo + B1* Ln (Concentragao).

A partir da andlise da Tabela 6, observa-se que tanto o intercepto (o) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos (p < 0,05), mostrando que o logaritmo da
concentracdo de MTZ-CI é importante para explicar o percentual de inibi¢cdo do protozoario
em 24h.

O coeficiente de determinacdo ajustado (R? aj.) obtido para o modelo foi de 0,798,
significando que 79,8% da variabilidade da resposta do percentual de inibicdo em 24h ¢
explicada pelo logaritmo da concentracdo da substdncia.. Esse valor é considerado

satisfatorio. O desvio padrdo do modelo ajustado foi de 12,9%.
N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente constante
em torno da média 0, sdo independentes e normalmente distribuidos. Assim, conclui-se que o

modelo é adequado.

Foi estimado o valor da Clsp com 0 uso da técnica de Regressdo Inversa. A equacdo de

regressao € descrita a seguir.

Inibicdo (%) =127,9+ 21,5- Ln(Concentracdo MTZ —ClI)

Concentracio(MTZ —CI) = exp( Inibigao —127,9}

215
O valor da Clsp estimada para 0 MTZ-CI é de 0,027 (uM). O erro padrdo para o Clsg foi 1,31

(UM). A Tabela 7 apresenta o valor estimado para a Clso bem como seu intervalo com 90% e
95% de confianca.



62

Tabela 7- Estimativa Intervalar da Clso de MTZ-CI (24h) para cepa JT.

A . Intervalo de i .
Substancia Clso (uM) Confianca Inferior Superior

95% 0,015 0,046

MT2-Cl 0027 90% 0,017 0,042

A partir dos dados da Tabela 7, concluiu-se que a Clsg do MTZ-CI para cepa JT de T.
vaginalis, apds 24 h de exposigdo, foi de 0,027 (uM) variando de 0,015 a 0,046 uM, com
confianc¢a de 95% e de 0,017 a 0,042 uM considerando confianga de 90%.

Para determinar a Clsp MTZ-Cl também ap06s o periodo de exposicao de 48 h, foi construido o

gréafico de dispersdo Inibicdo x Concentragdo (Figura 15 A).
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Figura 16- A) Gréfico de dispersdo MTZ-CI 48h para cepa JT (Inibicdo x Concentracdo). B) Grafico
de dispersdo MTZ-CI 48h para cepa JT (Inibicdo x Ln[Concentragéo])

A relacdo existente entre concentragdo de MTZ-Cl e o percentual de inibicdo ndo é linear,
apresentando uma curvatura proxima da curva exponencial. Assim os dados foram tratados
como anteriormente, tornando a relacdo linear através da determinacdo Ln da variavel
concentragdo do MTZ-CI (Figura 16B).

Através do uso de ANOVA, verificou-se que a concentracdo do MTZ-ClI influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo do parasito, com uma probabilidade de significancia

menor que 0,001 Os resultados do modelo obtido é apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8- Modelo de regresséo final MTZ-Cl 48h (cepa JT).

Variavel Variavel . P-valor R2 P-valor
. Coeficientes . .
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOyA)
Percentual Constante Bo=124,6 < 0,001 0,686 0,001
de Inibigao Ln (Concentracao) B1=14,7 < 0,001

Percentual de Inibigdo = Bo + B1* Ln (Concentracao).

A partir da andlise da Tabela 8, observa-se que tanto o intercepto (Bo) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos (p<0,05), mostrando que o logaritmo da
concentracdo de MTZ-CI é importante para explicar o percentual de inibi¢cdo do protozoario
em 48hs.

O coeficiente de determinacdo ajustado (R? aj.) obtido para 0 modelo foi de 0,686, o que
significa que 68,6% da variabilidade da resposta é explicada pelo logaritmo da concentracdo
do farmaco. Esse valor é considerado satisfatorio. O desvio padrdo do modelo ajustado é de
11,9%.

Do modelo final obtido ndo foram encontrados outliers. Assim, passou-se para validacdo do
modelo obtido. A andlise dos residuos mostra que estes possuem variancia aproximadamente
constante em torno da média O, sdo independentes e normalmente distribuidos, p>0,05.
Assim, conclui-se que 0 modelo € adequado.

Foi estimado o valor da Clso utilizando a técnica de Regressao Inversa, como feito nos testes

anteriores. A equacdo de regressao obtida é descrita a seguir:

Inibicdo (%) =124,6 +14,7 - Ln(Concentracao)

Concentracdo(MTZ —CI) = exp( Inibigdo —124,6j

14,7
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O valor da Clsg estimada para 0 MTZ-CI para o intervalo de 48 h é de 0,006 (uUM). O erro
padrdo para a Clso foi 1,54 (UM). A Tabela 9 apresenta o valor estimado para a Clsgp bem

como seu intervalo com 90% e 95% de confianca.

Tabela 9- Estimativa Intervalar da Clso MTZ-CI (48h) para cepa JT.

. Intervalo de . .
Substéncia Clso (nM) Confianca Inferior Superior

95% 0,003 0,015

MTZ-Cl 0,006 90% 0,003 0,013

A partir da andlise da Tabela 9 é possivel concluir que a Clsp do MTZ-CI para cepa JT de T.
vaginalis apds 48h de exposicao foi de 0,006 (uM) variando de 0,003 a 0,015 com confianca
de 95% e de 0,003 a 0,013, considerando confianca de 90%.

5.2.2 Cepa CDC 085

5.2.2.1 Teste com MTZ

Para determinar a Clsp do MTZ frente a cepa CDC 085 de T. vaginalis apds periodo de
exposicdo de 24 h foi construido o grafico de dispersdo Inibicdo x Concentracdo, para a
identificacdo do grau de associacdo entre as variaveis e a tendéncia de variacdo que

apresentam (Figura 17A).
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Figura 17- A) Gréfico de dispersdo MTZ 24h para a cepa CDC 085 (Inibicdo x Concentragdo). B)
Gréfico de dispersdo MTZ 24h para a cepa CDC 085 (Inibicdo x Ln[Concentracao])
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Como observado nos testes descritos anteriormente, a relacdo existente entre concentracéo de
MTZ e o percentual de inibicdo ndo é linear. Assim os dados foram tratados como
anteriormente, tornando a relacdo linear atraves da determinacdo do Ln da variavel

concentracdo do MTZ (Figura 17B).

Utilizando ANOVA foi possivel identificar se a concentracdo do MTZ influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo. De acordo com a andlise de variancia, foi observado
uma probabilidade de significancia menor que 0,001, demonstrando que existem evidéncias
de que a concentracdo do MTZ influenciou de forma significativa na inibicdo do crescimento

do parasito. O modelo obtido é apresentado na Tabela 10.

Tabela 10- Modelo de regressao final MTZ 24h (cepa CDC 085).

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta | Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual | Constante Bo=46,2 < 0,001 0,903 < 0,001
de nibicdo | | 1y (conc) $:1=22,8 <0,001

Percentual de Inibicdo = o + p1* Ln (Concentracao).

A partir da andlise da Tabela 10, observa-se que tanto o intercepto (o) quanto o coeficiente
angular (P1) ajustados foram significativos (p<0,05), mostrando que o logaritmo da

concentracdo de MTZ é importante para explicar o percentual de inibicdo do parasito.

O coeficiente de determinago ajustado (R? aj.) obtido para o modelo foi de 0,903, mostrando
que 90,3% da variabilidade da resposta do percentual de inibicdo em 24h é explicada pelo
logaritmo da concentracdo da substancia. Esse valor foi considerado satisfatorio. O desvio
padrdo do modelo ajustado foi de 8,9%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente constante
em torno da média 0, sendo independentes e normalmente distribuidos. Assim, conclui-se que

0 modelo é adequado.

Utilizando a técnica de Regressdo Inversa, foi estimado o valor da Clsop. A equagdo de

regressao obtida é descrita a seguir.
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Inibicdo (%) = 46,2+ 22,8- Ln(Concentracdo MTZ)

Inibicdo — 46,2
22,8

Concentracdo(MTZ) = exp(

O valor de Clso estimado para 0 MTZ é de 1,18 (uM). O erro padréo para a Clso foi 1,19
(uUM). A Tabela 11 apresenta o valor estimado para a Clso bem como seu intervalo com 90% e

95% de confianca.

Tabela 11- Estimativa Intervalar da Clso de MTZ (24h) para cepa CDC 085.

Al N Intervalo de . .
Substancia Clso (UM) Erro Padréao Confianca Inferior Superior

95% 0,83 1,68

MTZ 1,18 1,19 90% 0,88 1,59

A partir da analise Tabela 11 foi possivel concluir que a concentracdo de MTZ necessaria para
reducdo de 50% da populacdo do protozoario é de 1,18 (uM) variando de 0,83 a 1,68 com

95% de confianca e 0,88 a 1,59 considerando uma confianca de 90%.

Para a determinagdo da Clso do MTZ sobre a cepa CDC 085 também ap6s um periodo de
exposicdo de 48 h, foi identificado o grau de associa¢do entre as variaveis e a tendéncia de

variacdo que apresentam. Para tanto, construiu-se o grafico de dispersdo (Figura 18A).
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Figura 18- A) Gréfico de dispersdo MTZ 48h para a cepa CDC 085 (Inibicdo x Concentragdo). B)
Grafico de dispersdo MTZ 48h para a cepa CDC 085 (Inibicdo x Ln[Concentracao])
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Observa-se que a relagédo existente entre concentracdo de MTZ e o percentual de inibicdo em
48 h também n&o ¢é linear. Para tanto, foi determinado o Ln dos dados tornando, dessa forma,

a relacdo concentracdo do MTZ x Inibicdo, linear (Figura 18B).

Através do teste ANOVA, verificou-se que a concentracdo do MTZ influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo do parasito, com uma probabilidade de significancia

menor que 0,001. O modelo obtido é apresentado na Tabela 12.

Tabela 12- Modelo de regressao final MTZ 48h (cepa CDC 085).

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R2 P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante B0o=63,6 < 0,001 0,819 < 0,001
de Inibigéo | Ln (Concentragio) B1=18,9 < 0,001

Percentual de Inibicdo = o + B1* Ln (Concentracao).

A partir da andlise da Tabela 12, observa-se que tanto o intercepto (o) quanto o coeficiente
angular (P1) ajustados foram significativos (p<0,05) mostrando que o logaritmo da
concentracdo de MTZ é importante para explicar o percentual de inibicdo do protozoario em
48h.

O coeficiente de determinagdo ajustado (R? aj.) obtido para o0 modelo foi de 0,819, mostrando
que 81,9% da variabilidade da resposta do percentual de inibicdo em 48h é explicada pelo
logaritmo da concentracdo da substancia. Esse valor é considerado satisfatorio. O desvio

padrdo do modelo ajustado é de 10,6%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente constante
em torno da média 0, sendo independentes e normalmente distribuidos. Assim, conclui-se que

0 modelo é adequado.

Determinou-se o valor da Clsg utilizando a técnica de Regressdo Inversa. A equacdo de

regressao obtida é descrita a seguir:
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Inibicdo (%) = 63,6 +18,9- Ln(Concentragdo MTZ)
Inibicdo — 63,6
18,9

Concentracdo(MTZ) = exp(

O valor da Clsp estimada para 0 MTZ é de 0,49 (uM). O erro padrdo para a Clsp estimada foi
1,31 (uM). A Tabela 13 apresenta o valor estimado para a Clsp bem como seu intervalo com
90% e 95% de confianca.

Tabela 13- Estimativa Intervalar da Clso de MTZ (48h) para cepa CDC 085.

Substancia Clso (UM) Erro Padréao Interv_alo de Inferior Superior
Confianga
95% 0,28 0,84
MTZ 0,49 1,31
’ ’ 90% 0,31 0,76

A partir da andlise da Tabela 13 foi possivel concluir que a concentracdo de MTZ necesséria
para reducao de 50% da populacdo da cepa CDC 085 de T. vaginalis, ap6s 48h de exposicao,
foi de 0,49 (uM), variando de 0,28 a 0,84 com confianca de 95% e de 0,31 a 0,76 se a

confianca considerada for de 90%.

5.2.2.2 Teste com MTZ-CI

Para identificacdo da Clso do MTZ-ClI para a cepa CDC 085 de T. vaginalis, foi construido o
grafico de dispersdo Inibigdo x Concentragédo, para a identificacdo da relacdo existente entre a

concentracdo da substancia e o percentual de inibicdo (Figura 19A).
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Figura 19- A) Grafico de dispersdo MTZ-CI 24h para a cepa CDC 085 (Inibicdo x Concentragéo). B)
Gréfico de dispersdo MTZ-Cl 24h para a cepa CDC 085 (Inibi¢do x Ln[Concentra¢éo])
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Observa-se que a relacdo existente entre concentracdo de MTZ-CI e o percentual de inibicdo
em 24 h ndo apresenta distribui¢do linear. Dessa forma, os dados foram tratados através da

determinacéo do Ln para que a relacao se tornasse relacdo linear (Figura 19B).

Através do teste ANOVA, verificou-se que a concentracdo do MTZ-CI influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo do parasito, com uma probabilidade de significancia

menor que 0,001. O modelo obtido é apresentado na Tabela 14.

Tabela 14- Modelo de regressao final MTZ-CI 24h (cepa CDC 085).

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=74,4 < 0,001 0,696 < 0,001
de Inibicao Ln (Concentracéo) B1=18,4 < 0,001

Percentual de Inibi¢do = Bo + p1* Ln (Concentracéo).

A partir da andlise da Tabela 14, observa-se gque tanto o intercepto (Bo) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos (p<0,05), mostrando que o logaritmo da
concentracdo de MTZ-CI é importante para explicar o percentual de inibi¢do do parasito em
24h.

O coeficiente de determinago ajustado (R? aj.) obtido para o modelo foi de 0,696, mostrando
que 69,6% da variabilidade da resposta, o percentual de inibicdo em 24h é explicada pelo
logaritmo da concentracdo da substdncia. Esse valor é considerado satisfatério. O desvio

padrdo do modelo ajustado é de 14,5%.

Né&o foram encontrados outliers e os residuos possuem varidncia aproximadamente constante
em torno da média 0, sdo independentes e normalmente distribuidos, p<0,05. Assim, conclui-

se que o modelo é adequado.

Para a estimativa do valor da Clso foi utilizada a técnica de Regressao Inversa. A equacgéo de

regressao e descrita a seguir.
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Inibicdo (%) = 74,4 +18,4 - Ln(Concentracdo MTZ —Cl)

Inibicdo — 74,4
18,4

Concentracdo(MTZ —ClI) = exp[

Conclui-se que o valor da Clso estimada para o parasito é de 0,27 (uM). O erro padrdo para a
Clso foi 1,47 (uM). A Tabela 15 apresenta o valor estimado para a Clso bem como seu

intervalo com 90% e 95% de confianca.

Tabela 15- Estimativa Intervalar da Clso MTZ-CI (24h) para cepa CDC 085.

Substancia Clso (UM) Erro Padréao Igtsr::‘/i?r?gie Inferior Superior
95% 0,12 0,58
MTZ-CI 0,27 1,47
90% 0,14 0,51

A partir da andlise Tabela 15 foi possivel concluir que a concentracdo de MTZ-Cl necesséaria
para reducdo de 50% da populacdo da cepa CDC 085 de T. vaginalis em 24h foi de 0,27
(uM), variando de 0,12 a 0,58 com 95% de confianga e 0,14 a 0,51 se considerado uma

confianca de 90%.

Para identificacdo da Clso do MTZ-CI para a cepa CDC 085 de T. vaginalis também apos
exposicdo de 48h, foi identificada a relacdo existente entre a concentragdo da substancia e o
percentual de inibicdo causada pela mesma. Para isso, foi construido o grafico de dispersdo a

seguir (Figura 20A).
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Figura 20- A) Gréfico de dispersdo MTZ-CI 48h para a cepa CDC 085 (Inibi¢do x Concentracdo). B)
Grafico de dispersdo MTZ-Cl 48h para a cepa CDC 085 (Inibi¢do x Ln [Concentracao])
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A relagdo existente entre concentracdo de MTZ-Cl e o percentual de inibicdo em 48 h ndo é
linear, o que inviabiliza a obtencdo do modelo de regresséo linear. Por isso, os dados foram

tratados através da determinacdo do Ln para que a relacao se tornasse linear (Figura 20B)

Atraveés do teste ANOVA, verificou-se que a concentracdo do MTZ-ClI influenciou de forma
significativa no percentual de inibicdo do parasito com uma probabilidade de significancia

menor que 0,001. O modelo obtido é apresentado na Tabela 16.

Tabela 16- Modelo de regressao final de MTZ-CI 48h (cepa CDC 085).

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=77,0 < 0,001 0,768 < 0,001
de nibicdo | |  (concentragiio) 1=19,0 < 0,001

Percentual de Inibicdo = o + p1* Ln (Concentracao).

A partir da andlise da Tabela 16, observa-se que tanto o intercepto (Bo) quanto o coeficiente
angular (B1) ajustados foram significativos, p-valor menor que 0,05, mostrando que o
logaritmo da concentracdo de MTZ-CI é importante para explicar o percentual de inibicdo do
parasito em 48h.

O coeficiente de determinago ajustado (R? aj.) obtido para o modelo foi de 0,768, mostrando
que 76,8% da variabilidade da resposta, o percentual de inibicdo em 48h é explicada pelo
logaritmo da concentracdo da substancia. Os outros 24,2% sao explicados por outros fatores
ndo contemplados neste estudo. Esse valor é considerado satisfatorio. O desvio padrdo do

modelo ajustado é de 12,4%.

N&o foram encontrados outliers. A analise dos residuos mostra que estes possuem variancia
aproximadamente constante em torno da média 0, sdo independentes e normalmente

distribuidos, p>0,05. Assim, conclui-se que 0 modelo é adequado.

Para a estimativa do valor da Clso, utilizou-se a técnica de Regressdo Inversa. A equacdo de

regressdo obtida é descrita a sequir:
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Inibicdo (%) = 77,0+19,0- Ln(Concentragdo MTZ —Cl)

Concentracdo(MTZ —Cl) = exp( Inibigdo — 77’0j

19,0

Conclui-se que o valor da Clso estimada para MTZ-CI é de 0,24 (uM). O erro padréo para a
Clso estimada foi 1,38 (uM), de acordo com o modelo encontrado. A Tabela 17 apresenta o

valor estimado para a Clso bem como seu intervalo com 90% e 95% de confianca.

Tabela 17- Estimativa Intervalar da Clso MTZ-CI (48h) para cepa CDC 085.

Intervalo de Intervalo de

Substancia Clso (UM) Confianca Confianca Inferior Superior
95% 0,12 0,46
MTZ-CI 0,24 1,38 90% 0.14 0.42

A partir da analise Tabela 17 é possivel concluir que a concentracdo de MTZ-CI necesséria
para reducao de 50% da populacdo da cepa CDC 085 de T. vaginalis em 48h é de 0,24 (UM),
variando de 0,12 a 0,46 com 95% de confianca e 0,14 a 0,42 se a confianca considerada for de
90%. A Tabela 18 resume os resultados de Cl so obtidos de MTZ e MTZ-CI para ambas as

cepas:

Tabela 18- Valor de Clso (uM) de MTZ e MTZ-CI para as cepas JT e CDC 085 de T.
vaginalis em intervalo de 24 e 48 h

JT CDC 085
24 h 48 h 24 h 48h
MTZ 0,229 0,068 1,18 0,49
(UM) (0,139 -0,380)* (0,032 — 0,147)* (0,83 — 1,68)* (0,28 0,84)*
MTZ-Cl 0,027 0,006 0,27 0,24
(LM) (0,015 -0,046)* (0,003 — 0,015)* (0,12 - 0,58)* (0,12 — 0,46)*

*Intervalo de confianga 95%
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5.3 Citotoxicidade

Apos a defini¢do da Clso do MTZ-CI, testes complementares foram realizados para avaliar a
sua citotoxicidade através do ensaio de MTT. A média das absorbancias (570 nm) de cada
concentracdo testada foi comparada com a média do controle negativo (células associadas

apenas com meio de cultura). Para este controle, considerou-se 100% de viabilidade.

Apos a realizacdo do teste de citotoxicidade, verificou-se que a amostra de MTZ-CI nas oito
concentragdes avaliadas, 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 12,8 ¢ 25,6 (uM); foi classificada como

ndo citotoxica, apresentando viabilidade celular que variou entre 86 e 100% (Figura 21 e 22).

MTZ-CL
Experimentos Controle 02 04 08 1,6 32 64 12,8 256
uM uM M uM uM M M M

Médi 1,627¢0,091  1,4310,173  1,471+0,138  1,470#0,153 1,40620265 1,538+0,203 1,549+0,18% 1,458+0,114 1,6070,064
eqias

% Viabilidade 100 88 90 90 86 94 95 89 78

Os resultados indicam média + desvio padréo.

Figura 21- Média de absorbancia e porcentagem de viabilidade do composto MTZ-CI, em
concentragdes entre 0,2-25,6 uM, em teste MTT.
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Figura 22- Porcentagem de viabilidade celular em teste (MTT) do MTZ-Cl em célula hepética
humana (SK-Hep).
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5.4 Toxicidade aguda

A partir do experimento de toxicidade aguda foi possivel observar pequenas alteragdes
comportamentais e fisiologicas apresentadas pelos animais sobre a acdo do MTZ-Cl em
comparacdo ao MTZ, ao grupo controle e ao grupo controle-solvente. Durante o experimento
com dose de MTZ e MTZ-CI na concentragdo de 300 mg/Kg, ndo foi observada qualquer
alteracdo no grupo controle e no grupo controle-solvente. Os animais dos grupos que
receberam MTZ e MTZ-CI apresentaram comportamento mais lento, com pouca locomocao e
sonoléncia até 1 hora ap6s a administracdo. Ndo ocorreram mortes durante os 15 dias de
ensaio. Devido & auséncia de mortes entre 0s animais, prosseguiu-se com a realizacdo de um
novo teste, de acordo com o protocolo OECD 203, semelhante ao anterior, no entanto com a

administracdo de uma concentracdo muito maior das substancias, 2000 mg/Kg.

Durante este ensaio, ndo foram observadas alteracdes nos animais dos grupos controle e
controle-solvente. Os animais que receberam MTZ mostraram comportamento mais lento,
com pouca locomocéo e sonoléncia até 1,5 hora apds a administracdo. Ja o grupo que recebeu
MTZ-CI, a sonoléncia permaneceu até 7 horas apds a administracdo. Nao foram observadas
mudancas significativas no peso corporal e mortes entre os animais testados. Nao foi possivel
a determinacdo da DLso (dose letal para 50% da populagdo), pois o método utilizado sé
permitiria essa determinacdo se ocorresse mortalidade superior a 0% e inferior a 100% e,

durante nossos testes, ndo foi observado morte de nenhum individuo nos grupos avaliados.

A anélise macroscoépica dos 6rgaos dos animais dos grupos controle, controle-solvente, MTZ
e MTZ-CI, ap6s administracdo das substancias na concentracdo de 2000 mg/Kg, néo
apresentou nenhuma alteracdo. Durante a analise histopatoldgica (microscopica) ndo foi
observada alteragcdes no coracdo (Figura 23), pulméo (Figura 24), SNC (Figura 25) e rim
(Figura 26) dos animais. No entanto, no figado foram observadas pequenas alteragdes nos
animais dos grupos que receberam MTZ e MTZ-CI (Figura 27). No grupo MTZ foi observado
hepatdcitos apresentando ndcleo central, basofilico, por vezes com citoplasma turvo sem
formagéo vesicular intracitoplasmatica nitida de localizagdo centro-lobular, enquanto que no
figado dos animais que receberam MTZ-CI, as alteragGes observadas foram: hepatocitos com
vacuolos intracitoplasmaticos perinucleares (03 amostras) por vezes coalescentes e
rechacando os nucleos para a periferia (01 amostra) de localizacdo centro-lobular. O

diagnostico para o grupo MTZ e MTZ-CI foram compativeis com degeneracdo hepatica, com
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achados sugestivos de degeneracdo hidropica, enquanto que para 1 animal do grupo MTZ-ClI
encontrou-se achados sugestivos de degeneracao hidrdpica associados a esteatose.

Figura 23- Analise Histopatoldgica do coracdo. A) Controle, B) Controle-Solvente, C) MTZ, D)
MTZ-CI. HE, 20x- Sem alteracGes aparentes.



76

Figura 24 - Analise Histopatoldgica do pulmdo. A) Controle, B) Controle-Solvente, C) MTZ, D)

MTZ-CI. HE, 20x- Sem altera¢Ges aparentes
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Figura 26 - Analise Histopatolégica do rim. A) Controle, B) Controle-Solvente, C) MTZ, D) MTZ-
Cl. HE, 40x- Sem alteracGes aparentes
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Figura 27 - Analise Histopatoldgica do figado. A) Controle, B) Controle-Solvente, C) MTZ, D) MTZ-
Cl. HE, 20x. Setas representam hepatocitos com degeneracdo hidropica. Pontas de setas representam

hepatécitos com esteatose.
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5.5 Detecgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

No experimento de deteccdo de espécies reativas de oxigénio foi possivel observar diferenca
na intensidade de liberacdo de radicais livres entre os grupos: controle, MTZ (0,027 uM),
MTZ (0,229 uM) e MTZ-CI (0,027 uM). A intensidade foi mensurada a partir do nivel de
fluorescéncia liberada por cada um deles, como observado na figura 28. O grupo controle (A)
representa a liberagdo basal de radicais livres pela célula do parasito. Nos grupos B e D foram
utilizados a mesma concentragdo de MTZ e MTZ-CI (0,027 uM), onde observa-se uma
grande diferenca de intensidade de fluorescéncia. Apds analise estatistica tem-se que as
células tratadas com MTZ-CI liberaram uma quantidade duas vezes maior de radicais livres
em comparagdo com as células tratadas com a mesma concentracdo de MTZ (Figura 29).
Quando se compara a liberacdo de radicais livres nos diferentes valores de Clso dos
compostos, MTZ (0,229 uM) e MTZ-CI (0,027 uM), tém-se um resultado semelhante entre

eles, ndo apresentando diferenca estatistica nos valores representados no grafico da Figura 29

.
.
Figura 23- Deteccao de radicais livres em T. vaginalis, cepa JT. A) controle, B) MTZ (0,027 uM), C)
MTZ (0,229 uM) e D) MTZ-C1 (0,027 uM). Sonda DHE, aumento de 63x.
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Figura 24- Gréfico de intensidade de fluorescéncia em células de T. vaginalis tratadas com MTZ e
MTZ-CI. Valores representados no grafico foram normalizados de acordo com seus respectivos
controles.
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6 DISCUSSAO

Infeccbes parasitarias representam uma grande ameaca a saude em paises subdesenvolvidos e
tem um profundo impacto sobre a saide publica (VIEIRA et al., 2015). De acordo com a
OMS, a tricomoniase é responsavel por quase 50% de todas as DST’s com cura em todo 0
mundo (ALVES et al., 2011), prevalecendo sobre outras importantes infeccdes sexualmente
transmissiveis como  sifilis  (3,5%), gonorréia (18,2%) e clamidia (27,1%)
(ZIMMERMMANN et al., 2008; CUDMORE & GARBER, 2010). Apesar da tricomoniase
ser uma doenca amplamente difundida pelo mundo, com facil diagndstico e tratamento, ainda
¢ considerada negligenciada, pois uma pequena atencdo tem sido voltada para tal
enfermidade, revelando-se um problema cotidiano nas redes publicas de satde (SCHWEBKE
& BURGUESS, 2004).

O MTZ é considerado o antibidtico mais versatil na pratica médica, estando na lista dos 100
medicamentos mais prescritos nos EUA (BENDESKY et al., 2002; LOFMARK et al., 2010).
Ele é o antimicrobiano mais prescrito para o tratamento da tricomoniase, estando incluso
dentre os medicamentos essenciais pela OMS (ALAWADI et al., 2015). No entanto, sua larga
utilizacdo favorece o surgimento de cepas resistentes, levando a modificagdes no regime
terapéutico, com adogdes de tratamentos mais longos e com maiores quantidades do farmaco,

potencializando assim seus efeitos adversos.

Um dos maiores problemas de salde que a sociedade enfrenta, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, é o rapido aumento de micro-organismos resistentes
e multirresistentes. Regimes de tratamento mal supervisionados e o uso quimioprofilético de
antimicrobianos vém contribuindo para a ineficacia desses medicamentos via resisténcia dos
micro-organismos (DUNNE et al., 2003).

Casos de resisténcia a farmacos entre os protozoarios tém sido um agravante principalmente
levando em consideracdo as poucas opcdes terapéuticas disponiveis (ILLIE et al., 2012).
Relatos de resisténcia ao MTZ em T. vaginalis e também em G. lamblia tém sido
documentados desde o século passado (UPCROFT, 1993; VOOLMANN, 1993).
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O isolamento e desenvolvimento de novas substancias visando possibilitar a diminuicdo de
efeitos adversos provenientes da terapia convencional, além de aumentar o arsenal terapéutico
e superar o0 surgimento de cepas resistentes, tornaram-se atividade de destaque no cenario
mundial. Neste contexto, a relativa facilidade de manipulacdo das cadeias ligadas ao anel
imidazdlico do MTZ torna a pesquisa de seus analogos um campo atrativo e promissor
(BUSATTI et al., 2007).

O TNZ é um analogo estrutural do MTZ e é atualmente a segunda linha de tratamento da
tricomoniase e uma alternativa no caso de pacientes refratarios. Da mesma forma que o TNZ,
farmacos com modifica¢Ges estruturais mais potentes e ndo toxicas devem ser desenvolvidas
como opcdo terapéutica para parasitoses como a tricomoniase, pois 0 desenvolvimento e a

obtencdo de substancias totalmente inéditas sdo muito mais dificeis e onerosas.

Estudos jA demonstraram o potencial inibitério de varios derivados do MTZ sobre o
crescimento de diferentes micro-organismos, tais como: G. lamblia (UPCROFT et al., 2006;
BUSATTI et al.,, 2007; KHABNADIDEH et al., 2011 e ALAWADI et al., 2015), E.
histolytica (GOMEZ-ARROYO et al., 2004; ABID et al., 2008; SALAHUDDIN, et al.,
2012), T. vaginalis (UPCROFT et al., 2006; ALAWADI et al., 2015) e Helicobacter pylori
(MOSHAFI et al., 2011) .

Apods testes preliminares com alguns andlogos do MTZ como o tosilado (MTZ-Ts), bromado
(MTZ-Br), iodado (MTZ-I) e o fluorado (MTZ-F) (dados ndo mostrados), a destoante acao
tricomonicida do analogo clorado (MTZ-CI) indicou a necessidade de um estudo mais

aprofundado sobre essa substancia.

A avaliacdo da atividade tricomonicida foi iniciada com a determinagéo da Clsop do MTZ
frente as cepas JT (sensivel ao MTZ) e CDC 085 (resistente ao MTZ) no intervalo de 24 e 48

horas.

Técnicas de andlise descritiva e graficos de dispersdo foram utilizadas através dos quais foi
observada a tendéncia da relacdo entre a concentracdo das substancias e o percentual de
inibicdo do crescimento de T. vaginalis. Estes resultados foram validados pela técnica de
Andlise de Regressdo Linear Simples (WERKEMA & AGUIAR, 2006). Ndo foram

encontrados outliers e os residuos foram independentes e normalmente distribuidos,
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indicando a adequagdo do modelo escolhido. Posto isto, estimou-se a Clso das substancias,
bem como seu intervalo de confianca através de Regressdo Inversa (WERKEMA &
AGUIAR, 2006), considerando-se uma confianca de 90 e 95%.

O valor de Clso encontrado para 0 MTZ sobre a cepa JT foi de 0,229 uM, variando de 0,139 a
0,380 uM, com 95% de confiangca em 24 h. J& o seu valor encontrado em 48 h de exposicao
foi de 0,068 uM, variando de 0,032 a 0,147 com 95% de confianga. Neste caso, o valor
estimado para Clso em 24 h ndo estéd contido no valor estimado para 48 h, significando que o

tempo € determinante na resposta do MTZ contra a cepa susceptivel ao MTZ de T. vaginalis.

O valor de Clso encontrado para 0 MTZ sobre a cepa CDC 085 foi de 1,18 uM variando de
0,83 a 1,68 uM com 95% de confianga em 24 h. Ja o seu valor encontrado em 48 h de
exposic¢ao foi de 0,49 uM, variando de 0,28 a 0,84 uM com 95% de confianca. Neste caso, o
valor estimado para Clso em 24 h ndo esta contido no valor estimado para 48 h, significando
gue o tempo é também determinante na resposta do MTZ contra a cepa resistente ao MTZ de

T. vaginalis.

O valor de Clso do MTZ-CI sobre a cepa JT, em 24 h, foi de 0,027 uM, variando de 0,015 a
0,046 uM com 95% de confianca. A Clso encontrada em 48 h foi 0,006 uM, variando de 0,003
a 0,015 uM, com 95% de confianga. Também, neste caso, o valor estimado para Clsp em 24 h
ndo esta contido no valor estimado para 48 h, significando que, como 0 MTZ, a atividade do

MTZ-CI é influenciada pelo tempo de exposicéao a substancia.

Estes resultados indicam que o MTZ, tanto para a cepa resistente como para a sensivel, e 0
MTZ-CI para a cepa sensivel, sdo compostos dose e tempo dependentes, no entanto ressalta-se
que essa maior acao ocorra até um ponto limite, onde apds esse, a a¢do tricomonicida tende a
se tornar constante. Neste contexto, a posologia a ser adotada deve levar em consideracéo as

duas variaveis.

O valor de Clsg do MTZ-ClI sobre a cepa CDC 085 em 24 h foi de 0,27 uM variando de 0,12 a
0,58 uM com 95% de confianga. A Clso encontrada em 48 h foi 0,24 uM, variando de 0,12 a
0,46 uM com 95% de confianga. Neste caso, o valor estimado para Clsg em 24 h estd contido
no valor estimado para 48 h, significando que, na avaliagdo da atividade do MTZ-CI para

CDC 085, o tempo de exposicao nédo foi determinante. Neste caso, a diferenca observada pode
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ser explicada pela diferenca na taxa de proliferacdo celular observada entre os trofozoitos da
cepa CDC 085, que crescem mais lentamente quando comparada a cepa JT. A cepa CDC 085
por ser resistente, talvez possua uma via metabdlica alternativa para a atividade da PFOR e
por isso, um tempo maior de exposicdo ndo influenciaria na sua capacidade de acdo. Outra
possibilidade, diz respeito a capacidade de eliminacdo de oxigénio das diferentes cepas de T.
vaginalis, principalmente as resistentes, que podem ser menos eficientes na eliminagéo de
oxigénio, resultando em niveis residuais de Oz que compete com o MTZ por elétrons,

havendo assim menor ativacdo da substancia com o tempo de exposicao.

Contudo, avaliando a poténcia do analogo em estudo concluimos que os resultados obtidos
foram bastante promissores. A atividade do MTZ-CI foi cerca de onze vezes superior ao MTZ
no intervalo de 24 h e oito vezes maior no tempo de 48 h, chegando ao valor de Clso da ordem
de nanomoles. O composto também apresentou boa atividade contra a cepa resistente, CDC
085, com atividade mais de quatro vezes superior no intervalo de 24 horas e duas vezes mais
potente no intervalo de 48 h quando comparado aos resultados obtidos para 0 MTZ. Mas
devemos aqui salientar que apesar da atividade do MTZ-CI ter sido menos evidente sobre a
cepa resistente, sua dose significantemente menor contribui positivamente para sua maior

poténcia e menores efeitos adversos.

Refletindo sobre diferencas no mecanismo de acdo das duas moléculas, precursor e derivado,
atentamos para a estrutura das substancias. O atomo de cloro adicionado a molécula de MTZ
pode ter elevado o seu potencial de reducdo, ocorrendo maior ativacdo da droga e em
consequéncia maior difusdo da substancia inativa para o citosol do parasito, como forma de
restabelecimento de um equilibrio entre substancia ativa e seu pro-farmaco (BENCHIMOL,
2008). Outros estudos demonstraram que analogos 5-nitroimidazéis com cadeia lateral mais
hidrofébica tém sua atividade aumentada provavelmente devido ao aumento na
permeabilidade celular desses compostos (BUSATTI et al., 2007; ABID et al., 2008). Desta
forma uma explicacdo seria o influxo aumentado de MTZ-CI no parasito, gerando além de
maior quantidade de NOz’, maior quantidade de outros radicais livres. Neste contexto,
avaliamos a formagdo de radicais livres citotoxicos nos trofozoitos tratados com a substancia
precursora e seu derivado. Observamos que os trofozoitos tratados com MTZ-CI produziram
significantemente maior quantidade de radicais livres. Estes resultados confirmam o alto
potencial de redugcdo do nosso derivado, que com uma quantidade onze vezes menor de

moléculas foi capaz de produzir o mesmo efeito de seu precursor.
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Considerando que o derivado em estudo mostrou-se altamente competitivo com o MTZ,
avaliamos sua toxicidade ja que se deve ressaltar que o desenvolvimento de novos farmacos
vai além da atividade biologica e facilidade de obtencdo da substancia. Questdes como
toxicidade sdo imperativas para o direcionamento de uma substancia para os ensaios clinicos
(BUSATTI et al., 2007). Células primarias, isoladas de tecidos, possuem muitas propriedades
semelhantes a células normais in vivo, tornando possivel a realizacdo de ensaios de
citotoxicidade especificos contra células de varios tecidos. A avaliacdo da citotoxicidade do
MTZ foi realizada em estudos anteriores através de ensaio de proliferacdo em células
mononucleares do sangue periférico humano, onde ndo foi observado efeito inibitorio
significativo (FONSECA et al., 2012).

O novo composto foi avaliado quanto a citotoxicidade através do teste de MTT sobre culturas
de células hepaticas denominadas SK-Hep. Na perspectiva de que o0 MTZ sofre metabolismo
de primeira passagem no figado, a linhagem de células hepéticas foi escolhida como um
interessante modelo para a avaliacdo da citotoxicidade. O MTZ-CI foi classificado como néo
citotoxico até a concentragcdo maxima testada de 25,6 uM, concentragao essa quase 100 vezes
superior a maior Clsg encontrada nesse estudo para a molécula (CDC 085 - 24h: 0,27 uM)
(Tabela 18), sinalizando o nivel de seguranca do mesmo em utilizacbes futuras. Achados
semelhantes de baixa citotoxidade com diferentes andlogos do MTZ séo descritos na literatura
(GOMEZ-ARROYO et al., 2004; BUSATTI et al., 2007; SALAHUDDIN et al., 2012). Estes
resultados demonstram que a alteracdo na cadeia lateral das moléculas do MTZ néo interferiu

na sua citotoxicidade.

Prosseguindo com a avaliacdo da toxicidade do MTZ-CI, buscamos reforcar seu status de
seguranca, estimando sua toxicidade aguda. A toxicidade aguda oral refere-se aos efeitos
adversos que ocorrem apés a administracdo em dose Unica de uma determinada substancia ou
de vérias doses em um prazo de 24 horas. Distirbios no sistema nervoso ja estdo descritos na
bula do MTZ e, devido ao maior carater hidrofébico do MTZ-CI, este pode ter atravessado
mais facilmente a barreira hematoencefélica causado maior dura¢do da sonoléncia. No
entanto, nenhuma alteracdo histopatoldgica foi observada no tecido nervoso dos animais,
sugerindo que o efeito observado ndo o comprometeu. A anélise histopatoldgica demonstrou
apenas discretas alteracGes hepaticas nos grupos que receberam MTZ e MTZ-CI (2 g/Kg).
Hepatoxicidade induzida por MTZ € sugerida na literatura, no entanto parece ser questionavel

como um anico agente etioldgico, dada a raridade de casos reportados e sua extensa utilizagdo



87

em todo o mundo (HUSSEIN et al., 2011). Além disso, levando em consideragéo que o MTZ-
Cl apresenta atividade superior ao MTZ, certamente uma menor dose sera necessaria para o

tratamento e consequentemente a toxicidade sera ainda menor.

Efeitos toxicos dos farmacos sdo normalmente proporcionais a sua concentracdo no
organismo e a duragdo de exposicdo. Doses excessivas de farmacos podem levar a quadros de
toxicidade dose-dependente. Deve-se considerar que a dose utilizada durante o teste, 2 g/Kg,
foi 70 vezes maior que a dose de MTZ preconizada para o tratamento da tricomoniase (dose
Unica de 2 g para o peso médio de 70 Kg), e ao extrapolar essa analise para 0 MTZ-Cl,
conclui-se que a dose utilizada foi ainda mais destoante j& que se trata de uma molécula com

maior poténcia

Apesar das elevadas doses utilizadas nenhuma morte ocorreu entre 0s animais e por isso nao
se pode obter a DLso € nem uma possivel simulacdo de um indice terapéutico seguro para o
MTZ-CI, mas j& se pode especular que as concentracdes potencialmente tdxicas do derivado
excedam em muito as suas concentracoes terapéuticas. Conclui-se que o uso clinico do novo

analogo como agente tricomonicida é provavelmente seguro.
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7 CONCLUSAO

— O MTZ-Cl apresentou atividade contra cepa sensivel e resistente de T. vaginalis;

— A atividade de MTZ-CI foi superior a do MTZ para ambas as cepas. Para a cepa
sensivel ao MTZ, a superioridade chegou a onze vezes, alcangcando a Clsgp em
quantitativos nanomoles; e para a cepa resistente ao MTZ, a superioridade foi de até

quatro vezes em relacdo ao MTZ;

— O tempo de exposicao da cultura de T. vaginalis sobre MTZ-CI foi significativo para a
quantificacdo dos valores de Clso para a cepa sensivel ao MTZ e ndo foi significativo
para a cepa resistente;

— O maior carater hidrofébico e o de potencial de reducdo do anélogo séo,
provavelmente, fatores determinantes para a eficiéncia desta molécula como agente

tricomonicida;

— O MTZ-Cl estimulou uma maior producdo de radicais livres na célula do parasito;

— O MTZ-CI foi classificado como ndo citotoxico em ensaios in vitro e in vivo,
sinalizando que as concentracdes potencialmente toxicas excedam as concentraces

terapéuticas;

— O grande potencial tricomonicida apresentado pelo analogo clorado podera favorecer
uma maior adesdo durante o tratamento da tricomoniase, jd que, utilizando tal
molécula em menor concentracdo, os efeitos adversos produzidos poderdo ser menos

expressivos e 0s casos de resisténcia possivelmente reduzidos;

— O fato do analogo testado ser derivado de um farmaco bem estabelecido no mercado
mundial e apresentar baixa toxicidade sobre células humanas evidenciam um elevado

grau seguranca para utilizagdes futuras na pesquisa clinica.
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