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RESUMO

A Giardia lamblia é um protozodrio intestinal humano de ampla distribuicdo
mundial. A giardiase é responsavel por diarréia, sindrome de ma absorcao e perda
de peso, depauperando fisica e mentalmente criangcas de paises
subdesenvolvidos. E ainda, principal causa de diarréia em paises desenvolvidos.
Em 1962, o metronidazol passou a ser utilizado no tratamento da giardiase, por
apresentar excelente eficacia e baixa toxicidade. Contudo, tem sido observado que
isolados de G. lamblia, provenientes de pacientes de diferentes regides do mundo,
apresentam diferencas na sensibilidade ao metronidazol “in vitro”. Ha ainda, relatos
de pacientes refratarios ao tratamento.

Desta forma, a pesquisa de analogos do metronidazol mais efetivos contra o
parasita torna-se uma op¢ao importante para o controle desta parasitose.

O presente trabalho tem por objetivo investigar o potencial giardicida de quatro
analogos nitroimidazéis, X-etil-2-metil-5-nitroimidazol (X = OMs, MTZMs, X = Br,
MTZBr , X = N3, MTZNs , X = |, MTZI), sintetizados a partir do metronidazol. A
eficacia dos compostos foi avaliada “in vitro”, utilizando a amostra Portland de G.
lamblia, através da DEs, (dose efetiva que inibe em 50% o crescimento dos
trofozoitos) e da CIM (concentragdo necessaria para inibir a0 maximo o
crescimento dos trofozoitos). O metronidazol foi utilizado como controle de eficacia.
A eficacia do metronidazol, foi avaliada inicialmente por dois métodos
quantitativos: contagem dos trofozoitos em cémara de Neubauer e por

colorimetria.



Considerando a sensibilidade e precisdo do método, a técnica colorimétrica
apresentou resultados mais precisos quando comparado com a contagem de
trofozoitos em camara de Neubauer.

Trofozoitos de G. lamblia, em fase logaritmica de crescimento, foram
distribuidos em placas de cultura de células de 24 pocgos para associacao com
os derivados nitroimidazois, em condi¢cdes anaerdbicas a 37°C. O metronidazol
e seus derivados foram associados aos trofozoitos em concentracdes
crescentes buscando determinar a DEsp e CIM.

O metronidazol apresentou DEsg = 1,96 + 0,13 uM e CIM = 34,10 + 1,95 uM.
Todos os analogos testados apresentaram elevado potencial giardicida quando

comparados ao metronidazol.



1. INTRODUCAO

1.1 - DEFINICAO

A Giardia lamblia (sinbnimos Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) € um
protozoério flagelado que pode ser encontrado infectando o intestino delgado
do homem, causando a doenca conhecida como giardiase (Gardner e Hill,
2001).

Durante muitos anos nao se deu importdncia a presenca do protozoario
G. lamblia em seres humanos, pois sua patogenicidade era discutivel. Somente
nas Ultimas décadas a infeccao por Giardia comecou a despertar interesse,
pela freqiéncia com que era relatada e pela sua importdncia no
desencadeamento de quadros de diarréia e ma absorcédo. A sintomatologia da
giardiase é extremamente variavel, muitos individuos apresentam a forma
assintomatica, outros diarréia aguda ou ainda a diarréia crénica, que pode
durar varios meses, determinando sindrome de méa absorcéo e perda de peso
(Meyer e Radulescu, 1979; Ungar et al., 1984; Goldin et al., 1990). O impacto
clinico parece ser maior durante os trés primeiros anos de vida e em individuos
subnutridos ou imunodeficientes (Farthing, 1989). Freqlientemente a G. lamblia
tem sido apontada como causa de disturbio de crescimento entre as criancas
(Goldin et al., 1990), sendo a presenca e a freqiéncia da diarréia, duragao da
infeccdo e oportunidade de reinfecgédo fatores essenciais no depauperamento

fisico e mental dessas criancas (Thompson et al., 1993).
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1.2 - IMPORTANCIA

Giardia lamblia, o mais freqlente dos flagelados parasitas do intestino do
homem, tem ampla distribuicdo mundial, sendo encontrado tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos, incluindo
o Reino Unido, Estados Unidos da América, Canada e Australia, a G. lamblia é
0 parasita intestinal mais comumente identificado, alcancando taxas de
prevaléncia entre 2-7% (Wolfe, 1975; Acha e Szyfres, 1987; Thompson et al.,
1990; Schantz, 1991). E a causa mais freqiiente de surtos epidémicos de
diarréia, relatados nos Estados Unidos (Ungar et al.,, 1984). Nos paises em
desenvolvimento a giardiase mostra prevaléncia de 20-60% em algumas areas
(Ungar et al., 1984; Farthing, 1989; Goldin et al., 1990). A maior prevaléncia da
giardiase ocorre em criangcas de oito meses a dez anos de idade. No Brasil,
sua prevaléncia varia conforme a localidade, as populacbes estudadas e a
metodologia empregada no estudo. A faixa etaria mais atingida é a de pré-
escolares e escolares, constituindo-se, nessa populagao, um sério problema de
saude publica. Estudos da ocorréncia da G. lamblia em criancas de varias
regides do Brasil mostraram prevaléncia variando de 13,8% a 63,3% (Costa et
al., 1988; Torres et al., 1991; Cury et al., 1994; Guimaraes e Sogayar, 1995).

A transmissao da G. lamblia ocorre, predominantemente, através da ingestao
de agua ou alimentos contaminados com os cistos do parasito. O cisto é
altamente infectante para o homem, sendo que infecgbes experimentais, em
voluntarios humanos, ja foram obtidas com apenas 10 cistos. Estes cistos
podem permanecer viaveis no ambiente por até trés meses em condicoes
favoraveis de temperatura e umidade. Dois aspectos sdo importantes no

contexto epidemiolégico da doenca: a resisténcia dos cistos no meio ambiente
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e a quantidade de cistos eliminados pelos pacientes. Sendo a giardiase uma
zoonose, outros animais contribuem ainda, para a contaminagdo do ambiente.
A transmissao indireta através da agua tem sido relatada como a forma mais
comum de disseminacéo do parasita.

As epidemias, em paises desenvolvidos, tém sido atribuidas ao tratamento
inadequado da agua, a sua contaminacao com fezes humanas ou de animais,
especialmente em colecdes de aguas superficiais e lagos. A transmissao direta
de pessoa a pessoa constitui outro mecanismo de infec¢do, particularmente
importante em instituigdes coletivas, como creches e orfanatos, entre membros
da mesma familia e entre homossexuais masculinos (Ungar et al., 1984).
Nestas populagdes, a giardiase atinge niveis epidémicos.

Uma caracteristica das infecgbes por G. lamblia € a acentuada variabilidade na
sintomatologia. Fatores relacionados com o parasita e/ou hospedeiro,
provavelmente determinam o curso da infeccdo. Entre estes se incluem a
imunidade e o estado nutricional do hospedeiro, infecgdes concomitantes,
heterogeneidade na infectividade e a viruléncia e patogenicidade das cepas

(Thompson et al., 1993).

1.3 - HISTORICO
A Giardia foi inicialmente descrita em 1681, por Van Leeuwenhoek, a partir de
fezes humanas diarréicas, e melhor descrita por Lambl em 1859. Inicialmente a
denominacdo Cercomonas intestinalis, em humanos, e Dimorphus muris em
roedores. Em 1888, Blanchard sugeriu o nome Lamblia intestinalis, em
homenagem a Lambl, que foi modificado para Giardia duodenalis em 1902, por

Stiles. Subsequentemente, Kofoid e Christiansen propuseram os nomes
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Giardia lamblia, em 1915, e Giardia entérica em 1920, respectivamente. A
controvérsia a respeito da nomenclatura das espécies de Giardia continuou por
muitos anos, até que Simon usou critérios morfolégicos para distinguir
G. lamblia e G. muris sendo G. lamblia considerada a espécie que parasita o
homem, e G. muris a de roedores. O nome G. intestinalis foi utilizado por outros
pesquisadores posteriormente mas, o uso de G. lamblia ndo foi abandonado.
Em 1952, Felice publicou a descricdo morfoldégica detalhada da Giardia e
finalmente propbs trés espécies com base na morfologia do corpo celular,
G. duodenalis, G. muris e G. agilis (Adam, 2001). Durante a década de 90
alguns pesquisadores adotaram o nome G. intestinalis (Kulda e Nohynkova,
1996) mas, atualmente a denominacao G. lamblia continua sendo bem aceita

pela literatura cientifica (Adam, 2001).

1.4 - METABOLISMO DE Giardia lamblia
Ao contrario de outros eucariotos, que primariamente metabolizam carboidratos
aerobicamente, Trichomonas spp., Entamoeba spp. e Giardia spp. sao
organismos caracterizados pela auséncia de mitocéndrias e de fosforilagcao
oxidativa mediada por citocromos. O metabolismo desses protozoarios é
fermentativo (mesmo na presenca de Oy), com a glicélise e a geracdo de ATP
(adenosina trifosfato) dependendo apenas do nivel de fosforilagdo do substrato.
A conversdo do piruvato a acetil-coenzima A é catalisada por uma enzima,
piruvato ferredoxina oxiredutase (Townson et al., 1996), que utiliza a
ferredoxina e NAD™ (nicotidamina adenina dinucleotideo) como aceptor de
elétrons, em substituicdo ao complexo piruvato desidrogenase (presente nos

organismos aerdbicos). O complexo enzimatico piruvato:ferredoxina
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oriredutase (PFOR) e a proteina ferredoxina séo primordiais para a producao
de energia em microorganismos anaerébicos. A glicose nao é totalmente
oxidada formando acetato, alanina, etanol e CO.. O balanco final dos produtos
€ dependente da tensao de O, e da concentracao de glicose no meio (Adam,
2001). Em condigdes estritamente anaerdbicas, alanina é o principal produto do
metabolismo de carboidrato (Edwards et al., 1989; Paget et al., 1990; Paget et
al., 1993). Porém, na adicao de uma quantidade minima de O, (concentracdes
abaixo de 0,25 uM), a producdo de etanol é estimulada e a producao de
alanina é inibida (Paget et al., 1993). Aumentando-se a concentracdo de O,
tanto a producgéo de alanina quanto a producao de etanol seréo inibidas. Para
concentragbes de O, acima de 0,46 pM, a producdo de alanina é
completamente inibida, sendo acetato e CO, os produtos predominantes do
metabolismo energético. No ambiente intestinal a concentragdo de oxigénio
varia entre 0 e 60 uM. Estes valores sao relevantes pois, os trofozoitos de
G. lamblia necessitam de concentracdo de oxigénio para replicarem (Adam,
2001).

Além dos carboidratos, os aminoacidos sao importantes componentes no
metabolismo energético da G. lamblia. O uso de aspartato, alanina e arginina
de meios extracelulares, bem como o metabolismo glicose-independente,
comprovam a importdncia dos aminoacidos na produgdo de energia desse
parasito (Schofield et al., 1990; Mendis et al., 1992).

Muitos protozoarios patogénicos, incluindo G. Jlamblia, dependem do
armazenamento de purina e pirimidina, principalmente por ndo possuirem vias
de sintese para essas bases nitrogenadas. Além disso, a sintese de DNA

(acido desoxiribonucléico) nestes organismos, depende de desoxinucleotideos

14



exbégenos, ja que trofozoitos de G. lamblia sdo deficientes na enzima
ribonucleotideo redutase (Baum et al., 1989).

Thompson et al. (1990) revisaram publicacbes de varios autores que
reportaram variacées genéticas entre as amostras de Giardia isoladas do
homem. Acredita-se que tais diferencas possam influenciar de forma
significativa a epidemiologia e o controle da giardiase, especialmente quanto a
suscetibilidade do hospedeiro, a viruléncia, a sensibilidade a drogas, a
antigenicidade e o desenvolvimento “in vivo” e “in vitro” (Thompson et al.,
1993). Embora tenham sido obtidos avancos no isolamento e caracterizacédo de
amostras de Giardia, poucos sao os estudos no que concerne a quimioterapia
deste parasito que infecta cerca de 1 bilhdo de pessoas por ano (Wright et al.,

2003).

1.5 - TRATAMENTO

A giardiase humana ¢é tratada quase que exclusivamente com o0s
nitroimidazéis. Estes compostos tém grande uso clinico por causa de sua alta
seletividade para anaerdbios e baixa toxicidade para aerébios. Na classe dos
nitroimidazéis, utilizados como quimioterapicos para o tratamento da infeccao
por G. lamblia, inclui-se o metronidazol, tinidazol, ornidazol, e secnidazol. O
2-nitroimidazol foi descoberto em 1953 e selecionado pela sua eficiéncia
terapéutica no tratamento de infeccoes causadas por protozoarios e bactérias
anaerbbias (Maeda et al., 1953; Gardner e Hill, 2001).

Em 1957, um laboratério farmacéutico francés do grupo Rhdne-Poulence,
sintetizou o farmaco 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol (metronidazol) pela

manipulagao da estrutura quimica da azomicina (2-nitroimidazol) (Maeda et al.,
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1953), e este se mostrou um agente altamente efetivo contra infec¢cao por
Trichomonas vaginalis (Cosar e Julou, 1959). Em 1960 na Franca, foi lancado o
medicamento de marca Flagyl, cujo principio ativo € o metronidazol.

Em 1962, Darbon et al. reportaram que o metronidazol poderia ser utilizado
para o tratamento da giardiase. O FDA (The U.S. Food and Drug
Administration) impediu a introducdo do metronidazol nos Estados Unidos até
1963, por considerar a droga potencialmente téxica.

Foi demonstrado efeito mutagéncio do metronidazol para bactérias e
carcinogénico para ratos em doses altas de aplicacdo e por longo periodo.
Entretanto, jamais foi demonstrada mutagenicidade em humanos, sugerindo
que seu uso é seguro. Assim, desde sua descoberta, o metronidazol e outros
nitroimidazéis sao utilizados pelos clinicos para o tratamento da infecg¢ao por G.
lamblia. Hoje o metronidazol € a droga mais utilizada no tratamento da
giardiase em todo o mundo, inclusive nos USA (Gardner e Hill, 2001).

O Metronidazol é rapida e completamente absorvido apds a administragao oral,
penetra nos tecidos e secrecbes corporais, sendo metabolizado,
principalmente, no figado e excretado na urina (Lau et al.,, 1992; Tracy et
al.,1996).

Metronidazol é um agente microbicida de amplo espectro com atividade contra
bactérias anaerdbicas e protozoarios. O passo inicial para ativagdo da droga é
a transferéncia de elétrons para o grupo nitro. O piruvato e a ferredoxina
parecem ser a principal fonte de elétrons para esta reacdo. Em anaerobiose, a
descarboxilagdo do piruvato pela enzima piruvato:ferredoxina oxiredutase
(PFOR) esta acoplada a reducgao da ferredoxina, a qual, por sua vez é capaz

de ativar o metronidazol, no meio intracelular, gerando radical nitro toxico pela
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reducao do grupo nitro (Townson et al., 1994; Edwards, 1993). O metronidazol
reduzido, aceptor terminal de elétrons, liga-se covalentemente a molécula de
DNA, promovendo a perda da estrutura helicoidal e desestabilizacdo molecular
do DNA, com subseqiiente morte do trofozoito. A ativacdo do metronidazol pelo
processo de reducao gera ainda a liberacdo de radicais téxicos que reagem
com componentes celulares essenciais, interferindo no metabolismo celular
(Edwards, 1993). Organismos com via metabdlica ligada a ferredoxina podem
reduzir 0 grupo nitro e organismos onde esta via é ausente ou pouco usada sao
ineficientes para ativar o metronidazol.

Ferredoxinas sao proteinas transportadoras de elétrons de baixo peso
molecular presentes em plantas, animais, fungos, protistas e procariotos.
Possuem baixo potencial de reducdo mas, suficiente para reduzir o
metronidazol a sua forma citotéxica (Bruschi et al., 1988; Matsubara et al.,
1992).

Para o tratamento da giardiase encontram-se disponiveis além dos
nitroimidazélicos, os benzimidazélicos e nitrofuranos, que nem sempre sao
efetivos contra os parasitos (Gardner e Hiil, 2001).

Na classe dos benzimidazéis o albendazol é uma alternativa atrativa por sua
eficiéncia como anti-helmintico. A susceptibilidade da Giardia, aos
benzimidazois, “in vitro” é limitada quando comparada com a acao dos
nitroimidazéis. No entanto tem sido demonstrado que os benzimidazébis tém
ainda, consideravel efeito sobre os trofozoitos (Farbey et al., 1995; Morgan et
al., 1993; Reynoldson et al., 1992; Reynoldson et al., 1991). Contudo, é

facilmente obtida resisténcia in vitro ao albendazol (Lindquist, 1996).
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Em paises subdesenvolvidos onde precéarias condicbes de engenharia e
educacao sanitaria, além do poliparasitismo, levam a constancia do uso de
medicamentos, muitas vezes até para fins profilaticos, o albendazol ocupa local
de destaque na dispensacao em drogarias. Este particular faz com que ocorra
um aumento nos casos de resisténcia, tornado esta droga uma opg¢ao pouco
promissora para o tratamento da giardiase.

A furazolidona é uma droga pertencente a classe dos nitrofuranos, descoberta
em 1940 (Kucers et al., 1997). Em 1950 passou a ser utilizada no tratamento
da giardiase. Contudo, seu uso foi desestimulado pelo relato de casos clinicos
refratarios ao tratamento e aos efeitos colaterais aliados a sua menor eficacia,
comparada ao metronidazol (Levi et al., 1977).

O metronidazol é o principal farmaco usado no tratamento da giardiase.
Entretanto, isolados de Giardia provenientes de humanos de diversas regides
do mundo, apresentam diferencas na sensibilidade a esse farmaco. Foi
observado ainda, numero significativo de pacientes refratarios ao tratamento
com esta droga (Gardner e Hiil, 2001).

O mecanismo de resisténcia nao esta definitivamente esclarecido, sendo
algumas hipéteses mais aceitas, como, a reducdo da atividade da PFOR que
levaria a diminuigao da eletrotransferéncia para ferredoxina (Liu et al., 2000). A
diminuicdo da sintese de ferredoxina ou haloferredoxina a partir da
apoferredoxina também pode levar a ineficiéncia da ativacdo do metronidazol
(Beinert et al., 1997). Desta forma, o baixo nivel de ferredoxina associado com
a diminuicdo da atividade da PFOR esta relacionado com a reducdo da

abilidade da G. lamblia em ativar o metronidazol (Liu et al., 2000).
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Finalizando, a Giardia parece adquirir resisténcia medicamentosa com muita
facilidade, sendo substancial o nimero de casos refratarios ao tratamento com
as diferentes drogas disponiveis. A resisténcia acentua os efeitos mérbidos da
doenca que atinge, principalmente, as camadas menos favorecidas das
populagdes, na sua maioria localizadas em paises como o0 nosso. Esta
peculiaridade sinaliza a importancia da pesquisa de novos farmacos para o
tratamento desta parasitose, ja que a medida politica de melhoria das

condicOes sanitarias e educacionais pode ser muito demorada.

1.6 - JUSTIFICATIVA

Em paises onde doencgas diarréicas, como a giardiase, sdo causa de
mortalidade e principalmente morbidade, o saneamento basico deveria
constituir prioridade em saude publica. Nestes paises a giardiase deve ser
analisada com especial cuidado. A doenca crbnica causa sindrome de ma
absorcdo intestinal, que em criangas desnutridas contribui, de forma
substancial, para a geracao de adultos com deficiéncia fisica e mental.
Enquanto ndo sado melhoradas as condicbes de saneamento basico, a
pesquisa de novos farmacos mais ativos contra G. lamblia constitui area
prioritaria.

O metronidazol € hoje a droga mais usada no mundo, e mais efetiva contra
G. lamblia. A relativa facilidade de manipulacdo das cadeias ligadas ao anel
imidazélico torna a pesquisa de analogos do metronidazol um campo atrativo e

promissor.
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Recentemente, derivados do metronidazol sintetizados no Laboratério de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farméacia, apresentaram atividade
significante contra cepas de Helicobacter pylori resistentes ao metronidazol
(Alves, R. J., comunicacdo pessoal). E importante avaliar a acdo destes
derivados contra amostra de Giardia lamblia considerando a severidade dos
efeitos do parasitismo, principalmente, na populagao infantil de paises pobres,
bem como pelos aspectos da resisténcia de algumas amostras ao
metronidazol. Por outro lado, é relevante que sejam realizados testes
biolégicos para as substancias quimicas sintetizadas no pais pela importancia

para a industria farmacéutica nacional.
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2. OBJETIVO

2.1 - OBJETIVO GERAL.:
» Investigar, através de teste “in vitro”, o potencial giardicida de quatro analogos
nitroimidazois: X-etil-2-metil-5-nitroimidazol, onde [X = OMs, MTZMs (1), X = Br,

MTZBr (2), X = N3, MTZN3 (3), X= 1, MTZI (4)], sintetizados a partir do metronidazol.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Propor um teste “in vitro” para investigar o potencial giardicida de novas
substancias.
e Determinar a dose efetiva (DEsp) que inibe 50% do crescimento e a

concentragao inibitéria minima (CIM) do metronidazol, para a amostra Portland de

G. lamblia.

e Avaliar o potencial giardicida dos nitroimidazéis 1, 2 ,3 e 4, para a amostra
Portland.

e Determinar a DEsy e CIM para o(s) composto(s) que tenha revelado acao

giardicida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - AMOSTRA DE G. lamblia
Foi utilizada a amostra Portland (ATCC 30888), adquirida da American Type
Culture Collection. Esta amostra é originaria do Estados Unidos da América
(Oregon, Portland), foi isolada em 1976 por Meyer, de uma paciente de 36
anos de idade sintomatica, com histéria de diarréia por varios anos. Desde

entdao vem sendo mantida em cultivo axénico.

3.2 - MEIO DE CULTIVO E MANUTENCAO DO PARASITO

Os trofozoitos foram cultivados em tubos de vidro contendo meio TYI-S-33,
segundo Diamond et al. (1968), modificado por Keister (1983), e incubados em
estufa a 37°C.

Repiques, trés vezes por semana, garantiram a utilizacdo de parasitos sempre
em fase exponencial de crescimento. Anteriormente aos experimentos, 0s
trofozoitos foram transferidos para tubos de vidro ou tubos tipo eppendorf de
1,5 mL ou placas de cultivo de células de 24 pocos (Nunc® e Sarsted®) para
avaliacdo do rendimento das culturas neste ambiente, antes da associagao
com as substancias quimicas.

Foram utilizados materiais e equipamentos do Laboratério de Amebiase e

Protozoarios intestinais do Departamento de Parasitologia do ICB — UFMG.

3.3 - SINTESE DOS NITROIMIDAZOIS
A sintese dos derivados do metronidazol foi realizada pelo Dr. Ricardo José

Alves do Departamento de Produtos Farmacéuticos, Laboratério de Quimica
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Farmacéutica - Faculdade de Farmacia, a partir do produto metronidazol
(Sigma). A matéria-prima de partida, foi submetida a modificagées quimicas em
sua estrutura, para obtencdo dos derivados nitroimidazéis, como descuti a
sequir:

Inicialmente o metronidazol é convertido no seu derivado O-mesilado 1
(MTZMs) por reagao com cloreto de metanossulfonila em piridina anidra. Este
€ convertido nos derivados 2 (MTZBr), 3 (MTZNs) e 4 (MTZI) por reacao com
brometo de potassio, azida de sédio e iodeto de potassio, respectivamente, em
dimetilformamida (DMF), com aquecimento a 60°C. A evolugdo das reages foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada de silica. A pureza dos
compostos foi avaliada pela determinacdo de sua faixa de fusdo e pela
comparacado com amostras puras dos produtos por cromatografia em camada
delgada de silica.

O esquema abaixo representa a sintese dos analogos do metronidazol.

7
OH O~ F~CHs
o)

- -

HiC N NO, i HC N No,
T ey

1

metronidazol .
/ v
iii

i-CH3S0,Cl, piridina, t.a.; ii- KBr, DMF, 60 °C; iii- NaN3, DMF, 60 °C; iv- KI, DMF, 60 °C.
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O quadro 1, a seguir, mostra a massa molecular do metronidazol e de seus

analogos.
Substancia Massa molecular (g/mol)
Metronidazol 171,13
MTZMs 249,25
MTZBr 234,05
MTZN3 196,17
MTZI 281,05

Todos os derivados sintetizados foram utilizados nos testes de ensaio de

inibicao.

3.4 - PREPARACAO DAS SOLUCOES DO METRONIDAZOL E DE SEUS
ANALOGOS
Os nitroimidaz6is (5 a 40 mg) foram dissolvidos diretamente em 1 mL
dimetilsulfoxido (DMSQO) e as solucdes obtidas variaram entre 5 mg/mL e
40 mg/mL. Aliquotas de 100 pL das solugbes foram diluidas em 10 mL ou
20 mL de meio TYI-S-33, para se obter concentracdes finais variando entre
0,05 mg/mL e 0,4 mg/mL.
As soluges foram filtradas em uma membrana esterilizante de nitrocelulose de
0,2 um e aliquotas, em volumes crescentes de 1 a 120 pL, foram adicionadas
aos pogos das placas de cultivo contendo os trofozoitos em culturas axénicas,

para se obter concentragdes finais variando de 0,086 a 50 uM.
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3.5 - DETERMINACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO DE
TROFOZOITOS DE Giardia lamblia
Para avaliar a sensibilidade e precisdo na quantificagdo da eficacia das
substancias testadas, foram utilizados dois métodos, contagem de trofozoitos
em camara de Neubauer e o colorimétrico. Para esta avaliagdo foram
realizados testes preliminares utilizando apenas o metronidazol.
Na determinacdo da DEsy e da CIM o metronidazol foi associado aos

trofozoitos em concentragdes crescentes.

3.5.1 - QUANTIFICACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO
UTILIZANDO CAMARA DE NEUBAEUR
Para o ensaio de inibicdo, 5 a 5,5 x 10° trofozoitos de G. lamblia, em fase
logaritmica de crescimento, foram distribuidos em tubos de vidro (10 x 100mm)
contendo meio de cultura TYI-S-33 para um volume final de 6,0 mL.
O crescimento dos parasitos foi avaliado pela observacdao em microscépio
invertido e quantificado pela contagem em camara de Neubauer, utilizando a
técnica de contagem de leucécitos adaptada. A inibicao do crescimento dos
trofozoitos foi expressa em porcentagem.
O metronidazol, em solucdo estéril, na concentragdo de 0,4 mg/mL, foi
associado ao meio de cultura para se obter concentracées finais variando de
0,78 a 50 uM, os tubos foram incubados em estufa a 37°C, por 24 horas.
Apds 24 horas da associacdo do metronidazol aos trofozoitos, os parasitos
foram observados em microscépio invertido. Entdo, cada tubo de cultura foi
colocado em banho de gelo por 20 minutos, para os trofozoitos se

desprenderem da superficie do tubo. Apdés homogeneizacao dos parasitos no
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meio de cultura foram retirados 25 pL da suspensdo de trofozoitos, e
transferidos para tubos “eppendorfs” contendo 50 pL de solugdo de eosina
0,125% e uma gota de solucdo de formol a 10%, efetuando uma nova
homogeneizacdo. Com o auxilio de uma pipeta foi colocada uma aliquota sob
os reticulos da cdmara de Neubauer, tendo o cuidado de evitar excesso de
liquido e bolhas de ar. A camara foi levada ao microscoépio, focalizada no

aumento de 100X e realizado a contagem dos parasitos.

3.5.1.1 - CALCULO DO NUMERO DE TROFOZOITOS POR MILILITRO
DE SUSPENSAO
Para o célculo do numero de trofozoitos por mililitro de suspensdo foi
empregada a seguinte equacao:

Z=FcxFdxY

Sendo:
Z = numero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspenséo.
Fc = fator de correcao da camara de Neubauer.
Fd = fator de diluicéo.
Y = numero de trofozoitos contados nos quatro reticulos laterais da camara.
Diluicdo da suspenséo de trofozoitos = 1/3 (Fd = 3).
Fator de correcao da camara de Neubauer = 2500.

Portanto Z=2500x3 xY

Resultado expresso em Z trofozoitos por mL de suspenséao (Carvalho e Silva,
1988).
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3.5.2 - METODO COLORIMETRICO
A acgéo dos analogos do metronidazol MTZMs, MTZBr, MTZN3z; e MTZI sobre o
crescimento dos trofozoitos de Giardia foi avaliada “in vitro” e comparada aos
controles negativos, isto €, na auséncia dos nitroimidazoéis, controles positivos,
na presenga do metronidazol, e ainda, foi avaliado o crescimento na presenca
de DMSO, o diluente dos derivados testados. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e repetidos duas vezes.
Inicialmente foi realizado um teste tipo ‘screening’, de todos os derivados
nitroimidazéis para se determinar aqueles que possuiam algum efeito sobre a
viabilidade e/ou vitalidade dos trofozoitos de G. lamblia. A viabilidade foi
determinada qualitativamente observando-se a motilidade e aderéncia dos
trofozoitos em microscépio invertido e a vitalidade foi avaliada pelo método
colorimétrico, de acordo com Gomes et al. (1995), com modificagdes. Os
derivados nitroimidazéis eleitos foram associados aos trofozoitos em
concentragdes crescentes buscando determinar a DEsg e CIM.
A inibicao do crescimento dos trofozoitos foi expressa em porcentagem.
Para o ensaio de inibicdo, 4 a 4,5 x 10° trofozoitos de G. lamblia, em fase
logaritmica de crescimento, foram distribuidos em placas de cultura de células
de 24 pocos (Nunc® e Sarsted®) contendo meio para um volume final de
2,5 mL. O crescimento das culturas foi avaliado pela observacdo em
microscépio invertido e quantificado pelo método colorimétrico, principio da
densidade dtica.
O metronidazol, seus andlogos e DMSO foram associados a cada poco e as
placas foram incubadas em estufa a 37°C, atmosfera de CO, a 5%, por 24

horas.
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Apds, os trofozoitos ndo aderidos foram retirados com o auxilio de uma pipeta
de vidro, cada poco foi lavado, cuidadosamente, duas vezes com salina
tamponada pH 7,2. Em seguida, os trofozoitos aderidos a placa foram fixados
com metanol PA por 15 minutos. Apds nova lavagem com salina tamponada
pH 7,2, para retirar o excesso de metanol, as células foram coradas com azul
de metileno 0,1% em tampao borato 0,1M pH 8,7, por 10 minutos. O excesso
de corante foi removido por meio de lavagens sucessivas dos pocos com
solucdo de tampao borato 0,01 M pH 8,7, e o corante incorporado pelos
trofozoitos foi extraido pela adicdo de 500 pL de solucdo de acido cloridrico
0,1M em cada orificio, por 10 minutos.

Aliquotas de 100 pl, de cada poco, foram entédo transferidas para placa de Elisa
de 96 pocos e levadas ao leitor de Elisa (BIO-RAD Model 3550 Microplate

Reader). A leitura foi realizada com filtro de 655 nm.

3.6 - CALCULO DA PORCENTAGEM DE INIBICAO DO CRESCIMENTO E
ANALISE ESTATISTICA
Para o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento foi utilizada a
seguinte equacgao:
Porcentagem de inibicao = [1 — (Asss teste + Agss controle negativo)] x 100
Sendo:
Aess = absorbancia em filtro de 655 nm.

Asss controle negativo = absorbéncia do controle negativo.
Agss teste = absorbancia referente a agao do nitroimidazol.
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Foram empregados calculos de média, variancia e desvio padrao (Magalhaes e
Lima, 2001), de acordo com as seguintes férmulas:
Varobs=1 X" (Xi— Xobs)?
n i=1
Sendo:
Varobs = variancia observada, referente a varidvel X de um conjunto de dados.
n = namero total de um conjunto de dados.

Xi = variavel x de um conjunto de dados.
Xobs = média observada de um conjunto de dados.

1/2

dpobs = Varobs '“, raiz quadrada da variancia observada

Sendo:

dpobs = desvio padrao observado.

Varobs = variancia observada, referente a variavel X de um conjunto de dados.
Para o processamento dos dados e montagem das curvas de inibicdo do
crescimento foi utilizado o programa ORIGIN 7.0.

Foi feita uma anadlise de variancia (ANOVA) para se comparar as porcentagens
de inibicdo em relagdo aos niveis de concentragdes das substancias, utilizando
o programa STATISTICA 5.1.

As curvas da porcentagem de inibicdo do crescimento versus concentracao
em uM seguem um modelo nao linear, em exponencial, representado pela

X onde y é o valor da porcentagem de inibigao

equagdo y=a-b.c
pertencente ao eixo y, a € assindota (porcentagem maxima de inibicdo), b é
uma constante (porcentagem total a ser controlada), ¢ € a taxa de eficiéncia e x
a variavel a ser obtida (concentracao).

A CIM é a menor concentracdo da substancia quimica capaz de inibir ao
maximo o crescimento da cultura. A CIM é calculada através da equacao

y=a-b.c"onde x sera o valor em uM que representa a porcentagem maxima

(y) de inibicao de crescimento provocada pela substancia.
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4 - RESULTADOS

Foram testados diferentes ambientes para a obtencao dos trofozoitos de
G. lamblia em meio de cultura que possibilitasse células com melhor viabilidade
e vitalidade, necessarios para a avaliacao da ag¢ao dos nitroimidazois. De todos
os ambientes testados, tubos de vidro, tubos tipo “eppendorf” de 1,5 mL e
placas de cultura de células de 24 pocos (Nunc® e Sarsted®), as placas de
cultivo de células proporcionaram a obtencdo das melhores condigdes para
avaliagdo da viabilidade dos trofozoitos antes da associagdo com as
substancias.

Avaliamos a melhor forma de quantificar a vitalidade das culturas, associando-
as ao metronidazol. Quando comparados, a contagem das células em camara
de Neubauer e o método colorimétrico, na quantificacdo da acao giardicida, o
método colorimétrico se mostrou mais preciso. Por esta razdo os resultados
foram apresentados baseados na aplicacao deste método.

Todas as substancias testadas, o metronidazol (MTZ) e seus analogos,
MTZMs (1), MTZBr (2), MTZN3 (3) e MTZI (4), mostram atividade parasiticida,
afetando diretamente a vitalidade e viabilidade dos trofozoitos, avaliada pela
observacdo da mobilidade e aderéncia do parasito observado ao microscépio
invertido. Ocorreram alterac6es morfolégicas como aumento de tamanho e
vacuolizacdo, perda da capacidade aderente a superficie das placas, perda de

mobilidade e presenca de trofozoitos mortos.
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As figuras 1 e 2 mostram as curvas, em porcentagem, da acgao inibitéria do
metronidazol sobre o crescimento dos trofozoitos de G. lamblia. A DEs, foi de
1,82 £ 0,41 uM e CIM de 24,64 + 4,52 uM quando os parasitos foram avaliados

pela contagem dos trofozoitos em camara de Neubauer (fig. 1).

Modelo: Asymptotici
Equacdo: y = a-b*c"x

4 Chi*2/DoF =35.58784
R"2 = 0.97449

Inibicao de crescimento (%)
(6]

a  89.09902 +3.12199
5 b  130.81488 £19.84345
c 050695 +0.07389

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Concentragcdo em uM

Figura 1 - Curva da porcentagem de inibicao do crescimento de G. lamblia, amostra Portland,
em cultura axénica, apdés 24 horas de associagdo com concentragées crescentes do
metronidazol, variando de 0,78 a 50 uM, a partir da solugédo 0,4 mg/mL de metronidazol em

meio de cultura.
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Na avaliacao pelo método colorimétrico, a DEsq foi de 1,96 £ 0,13 uM e CIM de

34,10 + 1,95 uM (fig. 2).

Modelo: Asymptotici
Equacio: y = a-b*c"x

Chi"2/DoF =4.87063
R2 = 0.9955

Inibicao de crescimento (%)

a 8951812 +0.86381
b 9961604 +3.32756
c 06233  +0.02006

5 0 5 10 15 20 25 30 3 40 45 K0
Concentragcdo emuM

Figura 2 - Curva da porcentagem de inibicdo do crescimento de G. lamblia, amostra Portland,
em cultura axénica, apés 24 horas de associagdo com concentragbes crescentes do
metronidazol, variando de 0,47 a 50 uM, a partir das solu¢des 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL de

metronidazol em meio de cultura.
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As figuras 3 e 5 mostram cultivos de G. lamblia na auséncia dos compostos
(controle negativo) e as figuras 4 e 6 mostram acgao inibitéria do metronidazol

sobre o crescimento dos trofozoitos.

Figura 3 - Trofozoitos de G. lamblia, controle negativo, em meio de cultura.200X .

Figura 4 - Trofozoitos de G. lamblia em meio de cultura apés 24 horas de associagéao
com metronidazol 15 uM.200X.



Figura 5 - Trofozoitos de G. lamblia, controle negativo, fixados na superficie da placa de cultura
e corados com azul de metileno 0,1%. 200X.

Figura 6 - Trofozoitos de G. lamblia corados com azul de metileno 0,1%, apos 24
horas de associagao com metronidazol 15 uM.200X.



As figuras 7, 8, 9 e 10 mostram, em porcentagem, a acao inibitéria dos

derivados MTZMs, MTZBr, MTZN3; e MTZI, respectivamente.

Modelo: Asymptotic1
Equacgao: y = a-b*c"x

Chi"2/DoF = 4.40609
3 R"2 = 0.99581

Inibicdo de crescimento (%)

a 9127351 +0.78275
2 b 12248037 +4.8582

c 02054 10.02078

5 0 5 10 15 20 25 30 3 40 45 50
Concentragdo em uM

Figura 7 - Curva da porcentagem de inibicao do crescimento de G. lamblia, amostra Portland,
em cultura axénica, apés 24 horas de associagdo com concentragbes crescentes do
OMs-etil-2-metil-5-nitroimidazol (MTZMs), variando de 0,24 a 38,5 pM, a partir das solugdes

0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL de MTZMs em meio de cultura.
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S g Modelo: Asymptotic 1
o 4 Equacao: y = a-b*c”x
(@]
g 40 Chi"2/DoF = 12.9254
S RY2 = 0.98067
o 30
2 a 8499915 +1.1092
= 20 b 100.99794 +7.30924
c 002279  +0.01031

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 &0

Concentragao uM

Figura 8 - Curva da porcentagem de inibicdo do crescimento de G. lamblia, amostra Portland,
em cultura axénica, apés 24 horas de associagdo com concentragbes crescentes do
Br-etil-2-metil-5-nitroimidazol (MTZBr), variando de 0,086 a 44,5 uM, a partir das solucées

0,05mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL de MTZBr em meio de cultura.
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8
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6
5 Modelo: Asymptotict

+ Equacao: y = a-b*c”x

Chi"2/DoF = 23.74853
3 R'2 = 0.95588

Inibicao de crescimento (%)

a 8317177 +1.86791
b 7433836 8.45706

c 030962 #0.07755

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 K0
Concentragdo uM

Figura 9 - Curva da porcentagem de inibicdo do crescimento de G. lamblia, amostra Portland,
em cultura axénica, apdés 24 horas de associagdo com concentragbes crescentes do
N3-etil-2-metil-5-nitroimidazol (MTZN3), variando de 0,23 a 48,90 uM, a partir das solucdes

0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL de MTZN3 em meio de cultura.
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a 9118939 +0.83889

2 b  109.08669 +4.08752
¢ 0.0886 10.0144
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Concentracao uM

Figura 10 - Curva da porcentagem de inibicdo do crescimento de G. lamblia, em cultura
axénica, amostra Portland, apés 24 horas de associagdo com concentragdes crescentes do
[-etil-2-metil-5-nitroimidazol (MTZI), variando de 0,14 a 28,0 uM, a partir das solugcdes

0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL de MTZI em meio de cultura.
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O quadro 2, a seguir, mostra a comparacao de DEsy e CIM para cada um dos

derivados testados, comparados a acao do metronidazol.

Substéncia DEsp £ DP (uM) CIM £ DP (uM)
Metronidazol 1,96 £ 0,13 34,10 £ 1,95
MTZMs 0,69 £ 0,05 10,32 £ 0,56
MTZBr 0,28 + 0,04 4,23 + 0,45
MTZN3 0,70£0,16 13,47 +£2,43
MTZI 0,40 + 0,03 6,69 £ 0,38

DEs, — Dose efetiva que inibe em 50 (%) o crescimento da cultura.
CIM - Concentracgéo inibitéria minima.
DP — Desvio padréo.

Os resultados indicam que todos os derivados do metronidazol possuem
elevado potencial giardicida quando comparados a acao deste farmaco. A
substancia MTZBr foi a que apresentou entre todas maior atividade, para um
nivel de 5% de significancia.

O DMSO, utilizado como solvente na solubilizacdo das substancias, também
exerce agao toxica sobre os trofozoitos de G. lamblia. A figura 11 mostra
entretanto, que nao ocorreu inibicao significativa do crescimento dos trofozoitos
de G. Lamblia pela adicdo de volumes variando de 25 a 300 uL da solucéo de
DMSO, que indica que o volume de DMSO utilizado na preparacdo das
solugdes dos nitroimidazoéis nao foi capaz de potencializar o efeito téxico dos

nitroimidazois.
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Modelo: Asymptotici
Equacdo: y = a-b*c"x

Chi"2/DoF =3.22508
R"2 = 0.75685

a 742822 +10.2932
b 896294 8.75297
c 09955 +0.01008

Inibicdo de crescimento (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Volume (uL)

Figura 11 - Curva em porcentagem, da acado inibitéria de solucdo de DMSO sobre o
crescimento dos trofozoitos de G. Lamblia, amostra Portland, ap6s 24 horas de incubagéo, com

volumes crescentes de 25 a 300 pL.
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4.1 - ESTATISTICA DESCRITIVA DAS PORCENTAGENS DE INIBICAO
POR SUBSTANCIA
O quadro 3 mostra as estatisticas descritivas das porcentagens médias de
inibicdo do metronidazol e dos derivados por niveis de concentragdo. Perceba
que para as concentragées 0,47, 0,94, 1,87 e 3,71 uM, a porcentagem média
de inibicdo do metronidazol é a menor entre todos os derivados, sendo também
que os valores se apresentam mais homogéneos em torno da média.
Note ainda, que dependendo do nivel de concentracdo utilizado a maior
porcentagem meédia de inibicdo depende da substancia (metronidazol, MTZMs,
MTZBr, MTZNs ou MTZI), ou seja, parece haver uma interagdo entre

porcentagem de inibicao da substancia e nivel de concentracao.

Quadro 3: Estatistica Descritiva dos Derivados por Niveis de Concentragao.
Concentracao = 0,47 uM
Substancias Média(%) DP CV Mediana
Metronidazol 11.70 1.78 1521 11.97
MTZMs 31.18 284 9.10 29.90

MTZBr 68.09 587 8.61 67.62
MTZNs3 4431 5.68 12.82 42.87
MTZI 55.19 199 3.61 54.95

Concentracao = 0,94 uM
Substancias Média(%) DP CV  Mediana
Metronidazol 23.33 1.96 8.39 23.88

MTZMs 65.85 2.67 4.05 65.33
MTZBr 77.31 6.06 7.84 76.48
MTZNs3 64.47 530 8.21 66.07
MTZI 78.49 264 336 79.73

Concentracao =1.87 uM
Substancias Média(%) DP CV_ Mediana
Metronidazol 48.56 3.73 7.69 48.29

MTZMs 84.21 233 2.76  84.87
MTZBr 78.33 553 7.06 80.25
MTZNs3 71.46 5.74 8.04 73.97
MTZI 87.35 2.81 3.21 88.11
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Concentracao =3.71 yM
Substancias Média(%) DP CV Mediana
Metronidazol 73.84 3.92 5.30 74.47

MTZMs 89.00 2.71 3.04 88.53
MTZBr 81.88 3.24 3.96 83.11
MTZN3 7593 837 11.02 77.22
MTZI 89.48 243 271 89.13

Concentracao =7.49 uM
Substancias Média(%) DP CV_ Mediana
Metronidazol 84.20 1.22 1.44 84.04

MTZMs 89.23 1.08 1.22 88.95
MTZBr 86.41 0.95 1.10 86.39
MTZNs3 79.45 6.87 8.65 81.10
MTZI 89.85 0.41 0.46 89.83

Concentracao = 14.,98uM
Substancias Média(%) DP CV Mediana
Metronidazol 87.67 1.02 1.16 87.32

MTZMs 90.62 236 2.61 90.31
MTZBr 89.32 1.99 222 89.84
MTZN3 83.23 453 544 84.03
MTZI 91.49 0.79 087 91.10

Média — média das porcentagens de inibicdo das substancias por nivel de concentragéo.
DP — desvio padrao.
CV — coeficiente de variacao.

4.2 - COMPARACAO DAS PORCENTAGENS DE INIBICAO EM RELACAO
AS SUBSTANCIAS E AS CONCENTRACOES.
Foi feita uma andlise de variancia (ANOVA) para se comparar as porcentagens
médias de inibicdo das substancias em relacdo aos niveis de concentracéo e
para se comparar as porcentagens médias de inibicdo das substancias para o
mesmo nivel de concentracao.
Na tabela 1, sdo apresentados os resultados dos testes que comparam as
porcentagens de inibicdo das substancias, as porcentagens de inibicao das
substancias para cada nivel de concentracado e a interacdo entre porcentagem

de inibicdo das substancias e os niveis de concentragao.
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As hipoteses testadas em relagdo as substancias foram:

Ho: Nao existe diferengca entre as porcentagens médias de inibicdo das
substéancias;

H:: Pelo menos uma das substancias apresenta porcentagens médias de
inibicao diferentes.

Analisando a Tabela 1, pode-se concluir que existe diferenca entre as
porcentagens médias de inibicdo das substancias, ha um nivel de significancia
de 5%, ou seja, pelo menos uma das substancias apresenta porcentagens de
inibicdo diferentes das demais, pois o p-valor, probabilidade de rejeitar Hy dado
que ele é verdadeiro, € igual a zero.

As hipéteses testadas para as porcentagens de inibicdo em relagdo aos niveis
de concentracao foram as seguintes:

Ho: Nao existe diferengca entre as porcentagens médias de inibicdo das
substancias para cada nivel de concentragao;

H:: Pelo menos um dos niveis de concentragdo apresenta porcentagens
médias de inibicao das substancias diferentes.

Note ainda pela tabela 1, que ha diferenca entre os valores das porcentagens
médias de inibicdo para cada nivel de concentracao, para um nivel de 5% de
significancia, isto é, pelo menos um dos niveis de concentragcdo apresenta

porcentagens médias de inibicao diferentes, rejeitando Ho.
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As hipoteses testadas para a interacao entre as porcentagens de inibicao das
substancias e os niveis de concentragao foram as seguintes:

Ho: Nao existe efeito de interacdo entre as porcentagens médias de inibicao
das substancias e os niveis de concentracao;

Hi: Existe efeito de interacdo entre as porcentagens médias de inibicado das
substancias e os niveis de concentragao;

Para um nivel de significancia de 5%, ha fortes evidéncias para se rejeitar a
hipétese Hy, de que nao existe efeito de interagdo entre as porcentagens
médias de inibicdo das substancias e os niveis de concentracdo. Note pela
figura 12, por exemplo, que para uma concentracao de 0,47 uM a porcentagem
média do metronidazol € a menor entre todos os derivados e a do MTZBr € a
maior entre todos os derivados, indicando-o como o analogo mais efetivo.
Perceba que para as concentragbes 0,47, 0,94, 1,87 e 3,71 pM todos os
derivados apresentam porcentagens médias de inibicdo maiores que a do
metronidazol. Note ainda, que a medida que a concentracdo aumenta 0s

valores das porcentagens médias de inibicado das substancias se aproximam.

Tabela 1: Analise de Variancia (ANOVA).

Efeito F P-valor
Substéancia 285,83 0,00
Concentracao 629,05 0,00
bstancia*Concentracao 47,42 0,00

F — valor critico.
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Figura 12 - Gréfico das porcentagens médias de inibigdo para interacdo entre substancias e
concentracdo. Estando contido no eixo X os valores das porcentagens médias de inibicdo e no

eixo Y os valores das concentragdes, em puM, dos nitroimidazdis.

4.3 - COMPARACOES MULTIPLAS DAS PORCENTAGENS DE INIBICAO

DAS SUBSTANCIAS POR CONCENTRACAO

Nesta secdo foram feitas comparacées multiplas para detectar diferencas
minimas significativas entre as porcentagens médias de inibicdo do
metronidazol e dos derivados por valor de concentracdo. O teste de
comparagbes multiplas foi feito para um nivel de 5% de significancia. Para
facilitar as comparagcdes mdultiplas, no quadro 4, é mostrada a notagéo utilizada
para as combinacdes das substancias e das concentracées. Por exemplo, a
combinagéo {1} significa porcentagem média de inibicdo do metronidazol para

a concentracao 0,47 uM e assim por diante para as demais combinacées.
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O quadro 4, a seguir, mostra a notacao, utilizada nas comparacdes multiplas,

para a combinacdo entre a porcentagem média de inibicdo da substancia e

concentracao.

Combinagao |Concentracao (uUM) |Substancias
{1} 0,47 Metronidazol
{2} 0,47 MTZMs
{3} 0,47 MTZBr
{4} 0,47 MTZNs
{5} 0,47 MTZI
{6} 0,94 Metronidazol
{7} 0,94 MTZMs
{8} 0,94 MTZBr
{9} 0,94 MTZNs
{10} 0,94 MTZI
{11} 1,87 Metronidazol
{12} 1,87 MTZMs
{13} 1,87 MTZBr
{14} 1,87 MTZNs
{15} 1,87 MTZI
{16} 3,71 Metronidazol
{17} 3,71 MTZMs
{18} 3,71 MTZBr
{19} 3,71 MTZNs
{20} 3,71 MTZI
{21} 7,49 Metronidazol
{22} 7,49 MTZMs
{23} 7,49 MTZBr
{24} 7,49 MTZNs
{25} 7,49 MTZI
{26} 14,98 Metronidazol
{27} 14,98 MTZMs
{28} 14,98 MTZBr
{29} 14,98 MTZNs
{30} 14,98 MTZI

A tabela 2 mostra as comparagdées multiplas entre as substancias para todos
0s niveis de concentracdo. As hipdteses testadas, para a comparacao de duas

substancias A e B, foram as seguintes:
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Ho: As porcentagens médias de inibicao das substancias A e B sdo iguais para
determinado nivel de concentracao;

Hi: As porcentagens médias de inibicdo das substancias A e B sdo diferentes
para determinado nivel de concentracao.

Analisando a tabela 2, pode-se concluir que existe diferenga entre as
porcentagens médias de inibicdo do metronidazol e as porcentagens médias de
inibicdo dos derivados, para um nivel de 5% de significAncia para qualquer
nivel de concentracao, exceto para os derivados MTZNs (concentracao igual a
3,71 uM), MTZBr (concentragdes iguais a 7,49 uM e 14,98 uM) e MTZMs (nivel
de concentragao igual a 14,98 uM) que tém porcentagens médias de inibicao
iguais ao do metronidazol, para estas comparagdes os p-valores foram maiores
que 0,05.

Note que entre os derivados MTZMs e MTZNs, e entre os derivados MTZBr e
MTZI ndo ha diferencas entre as porcentagens médias de inibicao para o nivel
de concentragao igual a 0,94 pM, para um nivel de significancia de 5%.

Note ainda, que para o nivel de concentragao 7,49 uM nao existe diferenca
significativa entre as porcentagens médias de inibicado dos derivados MTZMs e
MTZI, e entre as porcentagens médias de inibicdo dos derivados MTZBr e
MTZI, enquanto que para a concentracdo de 14,98 uM, existe diferenca
estatistica significativa ha um nivel de 5%, entre as porcentagens médias de
inibicdo dos derivados MTZMs e MTZNs, MTZBr e MTZNs, MTZl e MTZNs e

entre o metronidazol e MTZNs.
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Tabela 2: Comparagdes multiplas das porcentagens médias de inibicao das
substancias por concentragéo.

Comparacao P-valor Comparacao P-valor
{1} e {2} 0,00 {14} e {15} 0,00
{1} e {3} 0,00 {16} e {17} 0,00
{1} e {4} 0,00 {16} e {18} 0,00
{1} e {5} 0,00 {16} e {19} 0,40
{2} e {3} 0,00 {16} e {20} 0,00
{2} e {4} 0,00 {17} e {18} 0,00
{2} e {5} 0,00 {17} e {19} 0,00
{3} e {4} 0,00 {18} e {19} 0,00
{3} e {5} 0,00 {18} e {20} 0,00
{4} e {5} 0,00 {19} e {20} 0,00
{6} e {7} 0,00 {21} e {22} 0,00
{6} e {8} 0,00 {21} e {283} 0,30
{6} e {9} 0,00 {21} e {24} 0,00
{6} e {10} 0,00 {21} e {25} 0,00
{7} e {8} 0,00 {22} e {24} 0,00
{7} e {9} 0,50 {22} e {25} 0,80
{7} e {10} 0,00 {23} e {24} 0,00
{8} e {9} 0,00 {23} e {25} 0,10
{8} e {10} 0,60 {26} e {27} 0,20
{9} e {10} 0,00 {26} e {28} 0,50

{11} e {12} 0,00 {26} e {29} 0,00
{11} e {13} 0,00 {26} e {30} 0,10
{11} e {14} 0,00 {27} e {28} 0,60
{11} e {15} 0,00 {27} e {29} 0,00
{12} e {13} 0,00 {27} e {30} 0,70
{12} e {14} 0,00 {28} e {29} 0,00
{12} e {15} 0,20 {28} e {30} 0,30
{13} e {14} 0,00 {29} e {30} 0,00

{13} e {15} 0,00
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5 - DISCUSSAO

A Giardia lamblia é um protozodrio parasita que infecta o trato intestinal
humano causando uma grande variedade de sintomas clinicos. A doenca varia
de assintomatica a severa, apresentando morbidade significante em
desnutridos e imunodeficientes. Estima-se que a incidéncia da giardiase no
mundo chegue a 1 bilhdo de casos (Wright et al.,, 2003), a maioria deles
localizados em paises subdesenvolvidos. No entanto, cerca de 8% das
criangas em paises desenvolvidos apresentam a infeccao, sendo a giardiase a
responsavel pela maioria dos casos de diarréia nos Estados Unidos da América
(Craun, 1996; Kramer et al.,, 1996). A despeito disto, € uma doenca
negligenciada, principalmente em paises pobres. Uma grande quantidade de
agentes quimioterapicos tém sido usados na terapia da giardiase. No entanto,
protocolos de tratamento definitivos e revisbes da terapia tem sido pouco
explorados. A maioria das drogas usadas apresentam efeitos adversos
consideraveis e sdo muitas vezes contra-indicadas. Além disto, a Giardia
parece ter uma grande habilidade para resisténcia a estes agentes (Boreham et
al., 1988; Lindquist, 1996; Upcroft et al., 1999; Upcroft et al., 1990).

A introducao das drogas nitroheterociclicas, na década de 50, representou uma
nova era no tratamento de infeccées por bactérias e protozoarios. Como
consequéncia foi sintetizado o metronidazol (1-B-hidroxietil-2-metil-5-
nitroimidazol), que é hoje a droga mais usada no mundo para tratamento de
infecgbes por Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis e Entamoeba histolytica
(Maeda et al.,, 1953; Cosar e Julou, 1959). Embora ndo tenha sido
documentada ainda resisténcia clinica ao metronidazol pela E. histolytica,

casos de resisténcia tém sido significantes em Trichomonas vaginalis e
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Giardia lamblia (Johnson, 1993; Upcroft, 1993; Voolmann, 1993). Neste
contexto, o estudo de novos agentes quimioterapicos, ocupa lugar de
destaque. Optamos por estudar analogos do metronidazol, ndo s6 por
considerar sua eficacia como agente protozoaricida e bactericida, mas pela

facilidade de manipulacao das cadeias ligadas ao anel imidazdlico.

5.1 - ADEQUACAO DO MODELO “IN VITRO”

A manipulagéo de culturas axénicas de Giardia requer cuidados. Os trofozoitos
sao delicados e sentem minimas modificagdes ndo s6 no cultivo (componentes
do meio e temperatura) como também no ambiente fisico onde se encontram
aderidas. O cultivo dos parasitos em placas de 24 orificios foi importante para a
execucao deste trabalho. As placas Nunc® e Sarsted® apresentaram excelente
rendimento no cultivo dos parasitos. Nao sabemos precisar os motivos deste
resultado, talvez se deva a estrutura de polimerizacdo do poliestireno,
empregado na fabricacdo destas placas, capaz de gerar receptores com maior
afinidade para a adesao dos trofozoitos de G. lamblia.

As placas de cultura, utilizadas no método colorimétrico, possibilitam 6tima
visualizacdo e resolucdo dos trofozoitos em microscopio invertido, além de
serem de facil manipulacéo.

Nos ensaios de quantificacdo da agdo do metronidazol o método colorimétrico
apresentou resultados mais precisos quando comparado com a contagem de
trofozoitos em camara de Neubauer. Pelo método colorimétrico, a DEsy e a CIM
do metronidazol foi, respectivamente, 1,96 + 0,13 uM e 34,10 = 1,95 uM,
enquanto pela contagem dos parasitos em camara de Neubauer, a DEs, foi de

1,82 £ 0,41 uM e CIM de 24,64 + 4,52 uM. O desvio padrao apresentado pela
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DEsy e pela CIM, determinadas pelo método de contagem em camara de
Neubauer, foi maior que aqueles encontrados quando a determinacéo se fez
pelo método colorimétrico.

A quantificacdo pela contagem de trofozoitos em camara de Neubauer
apresenta uma série de variaveis, que pesam sobre sua precisdo, como a
homogeneizacdo e a diluicdo da suspensdao dos trofozoitos, antes da
contagem. A contagem dos trofozoitos em microscépio Optico exige muita
atencao do pesquisador, tornando o método cansativo.

Relevante ainda é o numero de tubos de vidro usados neste ensaio. Estes
tubos além de serem de dificil manutencdo nao permitem a visualizacao clara
dos parasitos ao microscépio invertido, dificultando a avaliagdo de sua
viabilidade.

O método colorimétrico, além de ser mais preciso, apresenta maior
objetividade. A elevada objetividade é determinada pela leitura da densidade

oOtica, excluindo, assim a interferéncia humana durante a leitura (subjetividade).

5.2 - AVALIAGAO DOS ANALOGOS DO METRONIDAZOL
Os valores de DEsy e CIM verificados para os analogos nitroimidazois foram
abaixo dos valores da DEsy e CIM do metronidazol.
O MTZBr apresentou elevado potencial giardicida (DEsy, de 0,28 + 0,04 uM e
CIM de 4,23 = 0,45 uM) e os valores apresentados pelo MTZI (DEsy de
0,40 + 0,03 uM e CIM de 6,69 + 0,38 uM) foram menores que 0s encontrados
para o metronidazol e para os analogos MTZMs e MTZNs. Todos os analogos

foram mais ativos que o metronidazol. Para um nivel de 5% de significancia,
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existe diferenca entre as porcentagens médias de inibicado do metronidazol e
dos derivados para cada valor de concentragao.

De acordo com Upcrotf et al. (1999) o carater hidrofdbico do metronidazol é de
grande importancia para sua atividade giardicida, haja vista que o mecanismo
de acao do metronidazol, em anaerdbicos, requer reducao intracelular do grupo
nitro, para formar a estrutura citotéxica. A ferredoxina é reduzida pela enzima
transportadora de elétrons, PFOR localizada na membrana celular.

Pela andlise da estrutura quimica, os novos compostos testados, MTZBr e
MTZI, apresentam maior carater hidrofébico que o metronidazol, e isto pode
estar refletindo no aumento da atividade giardicida destes novos compostos,
pois a ativacdo do metronidazol em protozoarios é dependente da enzima
transportadora de elétrons, a PFOR citada anteriormente. Assim a maior
hidrofobicidade destes compostos permitiria maior ativacao destas substancias
no meio intracelular. No entanto, o fato de todos os novos compostos testados
se mostrarem mais ativos, pode esta atividade estar relacionada, além do
carater hidrofobico, ao potencial de reducdo ou com a presencga de outras vias
ativadoras.

Neste contexto, Cavalcanti et al. (2003) demonstraram que o carater oxidante é
essencial para a atividade microbicida de derivados nitroimidazéis. O maior
potencial giardicida apresentado pelos analogos do metronidazol se deve as
modificagbes quimicas realizadas sobre a estrutura do metronidazol, fazendo
com que esses apresentem maior reatividade frente a proteina ferredoxina do
complexo PFOR. Os analogos nitroimidaz6is no meio intracelular seréo
ativados por meio de uma reacdo de reducédo, envolvendo a ferredoxina do

complexo PFOR presente na G. lamblia. Desta forma o potencial de redugéo
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dessas substancias quimicas € de fundamental importdncia para o
entendimento da formagdo de compostos ativos e do mecanismo de acao do
efeito giardicida. Cavalcanti et al. (2003) testando eletrotransferéncia,
demonstraram que o derivado MTZBr apresenta maior potencial de reducéo
que o MTZlI e este maior que do MTZMs e este ainda maior que do
metronidazol. Estes resultados reforcam nossa hipotese de que o maior
potencial giardicida dos analogos nitroimidazdis estariam relacionados ao
potencial de reducéo.

Devemos ainda considerar a possibilidade de formacao de outros metabdlitos
provenientes da reducao dos analogos que contabilizariam positivamente na
eficacia destes compostos.

Portanto, através dos resultados obtidos pode-se sugerir que os analogos
nitroimidazéis apresentam maior carater oxidante quando comparados ao
metronidazol e deverdo passar por analises de toxicidade para se avaliar
principalmente o potencial mutagénico e carcinogénico, para a eleicao de qual
ou quais poderao ser utilizados em estudos clinicos.

A sintese e a pesquisa de analogos nitroimidaz6is mais efetivos contra o
parasita G. lamblia é de grande importancia, pois isolados humanos de Giardia
provenientes de diferentes regides do mundo, apresentam diferencas na
sensibilidade ao metronidazol, principal farmaco usado no tratamento da
infeccdo, sendo observado um numero significativo de pacientes refratarios ao
tratamento com o farmaco (Gardner e Hiil, 2001); além de abrir novas
perspectivas de tratamento em paises onde a giardiase afeta milhdes de

pessoas.
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6 - CONCLUSOES

o O modelo “in vitro” proposto, quantificacao por colorimetria, € um método

alternativo para avaliar a inibicdo do crescimento de Giardia lamblia.

J Para os testes de eficacia o método colorimétrico apresentou maior
objetividade e precisdo que a contagem de parasitos em Camara de

Neubauer.

. Os anéalogos do metronidazol MTZMs, MTZBr, MTZN; e MTZI

apresentaram acdo giardicida em ensaio “in vitro” contra a amostra

Portland de Giardia lamblia.

o Todos os andlogos testados foram mais ativos que o metronidazol.

J Dos quatro andlogos testados, o MTZBr e MTZI foram mais eficientes

como giardicidas.

o O carater hidrofébico e o potencial de reducdo dos analogos
nitroimidazéis sao, provavelmente, fatores determinantes para a

eficiéncia destas moléculas como giardicidas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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