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RESUMO

A amebiase caracteriza-se como uma doencga crbnica, nao inflamatéria,
afebril que envolve a parede do intestino grosso podendo invadir a mucosa intestinal
e se disseminar para outros 6rgaos, principalmente o figado. A infeccdo por
Entamoeba histolytica é tratada pelo metronidazol, mas este apresenta efeitos
colaterais, por isso buscam-se medicamentos mais eficazes e que nado tragam
nenhum efeito adverso ao paciente. Além disso, o teste de novos farmacos pode
revelar importantes particularidades do parasito, tais como a descoberta de vias
metabdlicas ou mesmo possiveis diferengcas em sua estrutura. No presente trabalho
foi testado o efeito amebicida do metronidazol, da dinitroanilina orizalina, uma droga
inibidora de microtubulos, da aquilfosfocolina miltefosina, que inibe a sintese de
fosfolipidios de membrana, e da droga hibrida TC95, que apresenta 0s grupos
funcionais dinitroanilina e alquilfosfocolina. Realizou-se cultura com trofozoitos do
protozoario, onde as drogas e o controle com os diluentes foram adicionados apés 7
horas de cultivo. Foi feita a contagem dos trofozoitos viaveis apo6s periodo de 12
horas da adi¢cdo das drogas e do controle em intervalos de 12 a 60 horas. Apéds
analise das curvas de crescimento, detectou-se que o TC95 foi a droga mais efetiva
dos trés tratamentos, a miltefosina obteve pouca inibi¢cdo e a orizalina nao foi efetiva.
Isso se deve a maior suscetibilidade do parasito a danos de membrana, com pouca

efetividade da inibicdo dos microtubulos.

Palavras-chave: Entamoeba histolytica. Quimioterapia antiparasitaria.

Microtubulos. Divisao celular. Fosfolipidios.



ABSTRACT

Amebiasis is characterized as a chronic, noninflammatory, afebrile which
involves the colon wall and can invade the intestinal mucosa and spread to other
organs, especially the liver. Entamoeba histolytica infection is treated with
metronidazole, but this one presents side effects, so researches have been done to
find more effective drugs with no adverse effects to the patient. In addition, testing
new drugs may reveal important features of the parasite, such as the discovery of
metabolic pathways or possible differences in their structure. In the present study, it
was tested the amoebicidal effect of metronidazole, dinitroaniline oryzalin, a
microtubule inhibitor, miltefosine, an alkylphosphocholine, that inhibits the membrane
phospholipids syntesis, and TC95, a hybrid drug that presents the functional groups
dinitroaniline and alkylphosphocholine. It was performed a culture with protozoan
trophozoites, where the drugs and the control with diluents were added after 7 hours
of culture. It was made a count of the viable trophozoites 12 hours after the addition
of the drugs and the control at intervals of 12 to 60 hours. After analyzing the growth
curves, it was found that the TC95 was the most effective drug of the three
treatments, miltefosine had little inhibition and oryzalin was not effective. This is due
to greater susceptibility of the parasite to membrane damage, with little effectiveness

on microtubules inhibition.

Keywords:  Entamoeba  histolytica.  Antiparasitic =~ chemotherapy.

Microtubules. Cell division. Phospholipids.
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1— INTRODUCAO

A amebiase é uma doenca negligenciada que acomete milhdes de
pessoas no mundo. Ocorre principalmente em locais de clima tropical, onde ndo ha
perfeitas condicdes de saneamento basico. E causada pelo agente etiolégico
Entamoeba histolytica e pode manifestar-se de forma assintomatica ou sintomatica.
Quando ha sintomas, o paciente pode apresentar uma colica intestinal branda, com
diarréia, sendo autolimitada. Mas também pode ocorrer colite intestinal quando este
protozoario invade a mucosa do intestino, sendo caracterizada pela presenca de
muco e sangue nas fezes, varias evacuacoes diarias, levando o paciente a adquirir
um quadro mais grave. Além disso, em alguns casos, devido a invasdo intestinal,
pode ocorrer amebiase extra-intestinal, acometendo principalmente o figado,

causando o quadro de abscesso hepatico amebiano.

Existe tratamento para a amebiase, porém, devido as diferentes regides
que ela atinge, o acesso e a utilizagdo da medicacdo se tornam um agravante
porque ndao ha quantidade suficiente de medicamentos que atinjam toda a rede
publica e nem sempre o esquema de doses estipulado é seguido. Além disso,
pesquisas vém demonstrando que o principal medicamento utilizado no tratamento,
o metronidazol, apresenta caracteristicas de toxicidade relacionadas a mutagdes em
bactérias e formacdo de carcinomas em roedores, havendo também estudos
relacionados a uma possivel resisténcia adquirida nos protozoarios tratados com

esta droga.

Nos ultimos anos, ha uma escassez de trabalhos relacionados a teste de

novos farmacos em Entamoeba histolytica principalmente pelo fato de ja existir
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tratamento e a doenca apresentar diferencas nos quadros clinicos causados. Mesmo
assim, ela pode ser grave, principalmente em criancas, e € preciso um enfoque

maior no seu tratamento, controle e diagnéstico.

Com isto, € de extrema importancia o teste de novos farmacos em
Entamoeba histolytica. No presente trabalho, serao testadas trés drogas em cultura
de trofozoitos do protozodrio e esta inibicdo da proliferagdo sera acompanhada em

funcao do tempo para indicar qual tratamento apresentou melhor efeito.
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2 - JUSTIFICATIVA

A amebiase é considerada uma infecg¢ao de distribuicao cosmopolita. Em
escala mundial, cerca de 500 milhdes de pessoas estdo infectadas, com 10%
apresentando as formas clinicas sintomaticas, como diarréia, colite e abscesso
hepatico (WALSH, 1986). Mesmo assim, € negligenciada, ndao ha novos testes
utilizando outros farmacos bem como medicamentos novos no mercado para seu

tratamento.

Além disso, devido ao metronidazol apresentar diversos efeitos colaterais
e alta toxicidade ao organismo, busca-se novos farmacos capazes de tratar a
infeccao eficazmente, de forma que ndo apresentem efeitos colaterais relevantes e

toxidez, para um melhor tratamento ao paciente.

As vias do metabolismo lipidico de E. histolytica nao foram totalmente
descritas e uma abordagem farmacolégica pode elucidar algum mecanismo
importante destas vias, bem como particularidades da biologia celular do

protozoario.
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3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 Entamoeba histolytica e amebiase

3.1.1 DEFINICAO

As doencas diarréicas continuam sendo as maiores causas de morbidade
e mortalidade em paises em desenvolvimento. A disenteria bacilar € mais
comumente causada por microrganismos pertencentes ao género Shigela, enquanto
a disenteria amebiana € causada pelo protozoario Entamoeba histolytica (HAQUE et

al., 2003).

Amebiase é uma doenca que pode se manifestar quando o protozoario E.
histolytica esta presente no organismo humano podendo ser assintomatica ou néo,
caracterizando-se como uma doenca de evolucao cronica, algumas vezes pode ser
inflamatéria, frequentemente afebril e que, primariamente, envolve a parede do
intestino grosso podendo por vezes invadir a mucosa intestinal e se disseminar para

outros 6rgaos, principalmente o figado (MUNOZ et al., 1989; OMS, 1997).

Uma estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (1998) coloca E.
histolytica em segundo lugar, ap6s Plasmodium falciparum, como causa de morte

entre os parasitos protistas, sendo responsavel por cerca de 100.000 mortes/ano.
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3.1.2 HISTORICO

As evidéncias acerca dos registros iniciais de casos de amebiase nao sao
inequivocas, dado que existem diversas causas possiveis para o0s sintomas
associados a essa doenca além da presenca do proprio parasito. E possivel que o
registro mais antigo seja um documento sanscrito, Brigu-samhita, escrito por volta de
1000 a. C., que descreve um caso de diarréia sangrenta (COX, 2002). Textos
assirios e babilénicos da Biblioteca do Rei Ashurbanipal referem-se a sangue nas
fezes, sugerindo casos de amebiase na bacia do Tigre-Eufrates antes do sexto
século a. C. (LABAT, 1954). A amebiase espalhou-se pelo Ocidente e pelo Oriente
na ldade Média, e existem diversos registros de “descarga sanguinea” na Europa,
Asia, Pérsia e nos Balcas nesse periodo (COX, 2002). A doenca parece ter sido
introduzida no Novo Mundo por europeus por volta do século XVI (CROSBY, 1986).
No século XIX, o livro Researches into the Causes, Nature and Treatment of the
More Prevalent Diseases of India and of Warm Climate Generally, de James
Annersley, surge como o primeiro registro preciso das formas intestinal e hepatica da

amebiase (COX, 2002).

O primeiro registro de amebas encontradas em fezes humanas foi feito
por Lambl, em 1860, em um caso de diarréia infantil (LAMBL, 1859). Em 1875, Fedor
Aleksandrovich Lesh (também conhecido como Friedrich Lésch) publicou a
identificacdo de um microrganismo que encontrou ao estudar as fezes de um garoto
com quadro de disenteria (Figura 1). Nesse mesmo artigo, ele demonstrou que, apds
a inoculacdo de amebas em caes (o primeiro modelo experimental de amebiase), a

intensidade da “inflamacao intestinal” esta diretamente relacionada ao numero de
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parasitos encontrados apés disseccdo (LOSCH, 1875). Observando o curso
temporal da disenteria clinica relatada e da disenteria experimental causada pela
inoculacdo com amebas, ele concluiu que as amebas somente intensificavam os

sintomas causados por uma causa anterior.

A Arvechiv

fur

pathologixehe Anatomie und Physiologie

sl 1o

klinische Medicin,

Funfundseobezogsior Band
sab i Bet v Buwter bt

Figura 6: Publicacdo feita por Ldsh indicando microrganismo encontrado nas fezes de

garoto com disenteria.

Em 1886, Kartulis e 1887, Koch, atribuiram patogenicidade as amebas,
responsabilizando-as pelos quadros observados em pacientes que apresentavam

disenteria tropical (Figura 2).
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Fig. 4. Dickerer Actinomyvessfaden mit Kolben (Anilin-Safranin, Jod-Jod-
kalium - Behandlung),

Fig. 5. Amyloid entartete Lebor mit nentralem Farbstoff bebandelt.  a Ar-
ferie, g Gallengang, by Bindegewcbe, b Bluthirperchenbiliige in-
tralobulire Capillare, & pormale Leberzellen, [ verfeticle Leberzellen.
d Amyleid.

XXIIL
Zur Aetiologie der Dysenterie in Aegyptien.

Von Tir. Kartolis in Alexandrien.

(Hierzam Taf. XYII Fig. [—IIL}

Durch die Mittheilungen einiger Forscher wissen wir, dass
bei gewissen Darmentziindungen, abgeschen von Dakierien, auch
anders parasitische Organismen, Protozoen oder Mycetozoen, als
die Ursache dieser Erkrankungen vermuthet wurden.

S0 fand im Jahre 1859 Lambl') bei einem an Enteritis
verstorbenen Kinde in dem Darmschleim  ein amibepartiges
Thierchen von 0,004 =006 mm und beschalte Diflugien wnd
Ariellen von 0,01—0016 mm Durchmesser,

Liseh®) entdeckte spiiter in St. Petersburg bei einem an
Darmentziindung leidenden Baver in den Stublavsleerungen eing
grosse Menge von Amdben. [Die Wichtigheit des Falles erfor-
dert seine nachtrigliche wortgetreue Wiedergabe, Ich lasse des-
halb dieselbe im Nachstehenden folgen,

4DHe Leibessobstanz der 002—0,035 mm messenden Art
ist von ziemlich Nissiger und grobkérniger Beschallenheit und
bildet gewihnlich nur cinen oder einige wenige stumpfe und
braite Fortsitze, die rasch entsichen, auch nicht selten ehen so
rasch eingesogen werden und dem rundlichen Korper eine bald

' R Leokart, Die Parasiten des Menschen. L Bd. L Lief. Leipzig umd
Heidelberg. 1873, — Lambl, Aus dem Franz Joseph-Kinderspitale.
Bd. . & 863

# Liasch, Massenhafte Entwickelung von Amdben im Dickdarm. Arch,
fur path. Anatomie. 1875, Bd. 85,

Figura 7: Publicagdo de Kartulis (1886), inferindo patogenicidade as amebas, devido a
observagdes do quadro clinico de pacientes com disenteria.
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Ja em 1890, Osler descreve pela primeira vez, no Panama, um caso de
disenteria causado por ameba, além de ter associado casos de abscessos hepaticos

como também sendo causado pelo protozoario (REYES, 2002).

No ano seguinte (1891), Councilmam & Lafleur empregaram pela primeira
vez os termos “disenteria amebiana” e “abscesso hepatico amebiano”, descrevendo
detalhadamente e denominando o parasito causador da amebiase como Entamoeba
dysenterae, sugerindo também a existéncia de outra ameba que nao seria

patogénica (REYES, 2002).

Quincke e Ross (1893) identificaram a existéncia de mais de 12 diferentes
espécies de ameba que podiam habitar o intestino humano, podendo ser
diferenciadas microscopicamente. Descreveram o ciclo biolégico do protozoario,
inclusive a identificacdo da forma infectante e a demonstragao de sua capacidade de
infeccdo ao ser ingerido. Em 1903, um estudo realizado por Schaudin descreveu a
E. histolytica e a diferenciou da E. coli. Em 1912, Prowazek descreveu uma ameba
morfologicamente parecida com E. histolytica, embora menor, denominando-a
Entamoeba hartmanni; e em 1913, Walker & Selards confirmaram que trofozoitos
provenientes de individuos sem sintomas disentéricos podiam produzir infeccdes
assintomaticas, caracterizando o portador assintomatico; estabeleceram ainda que
E. histolytica era uma espécie patogénica. Posteriormente Dobell (1919), formulou a
Teoria Unicista, na qual E. histolytica constitui a Unica espécie parasito obrigatério
dos tecidos, causando lesées. Com o advento do cultivo de amebas por Boeck &
Drbohlav (1925) novos estudos puderam ser realizados, com importancia marcante

na histéria da amebiase e do parasito.
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Em 1925, Brumpt, procurando explicar as diferencas geogréaficas das
formas clinicas da doenca e o grande numero de individuos infectados e
assintomaticos, formulou a Teoria Dualista e propbs a existéncia de duas espécies
morfologicamente indistinguiveis: Entamoeba dispar, um organismo nao patogénico;
e Entamoeba dysenteriae (E. histolytica), que seria a forma patogénica. Como nao
existiam meios de distinguir os dois organismos, as idéias de Brumpt tiveram pouca

aceitacao.

Hoare (1961) propde uma nova teoria, a Teoria Pluralista que diz existir
cepas de E. histolytica com diferentes graus de viruléncia, o que justificaria casos de
amebiase assintomatica até formas mais graves da doenca. Entretanto, ele nao
explica o fato da amebiase invasiva ser mais freqlente em paises de clima tropical

do que naqueles de clima temperado ou frio.

Na década de 70, utilizando Concanavalina-A (Con-A), Martinez-Palomo
et al. (1982) demonstraram diferencas na aglutinacao entre cepas de E. histolytica
isoladas de individuos sintomaticos daqueles com infecgdo assintomatica. Outro
trabalho importante foi realizado por Sargeaunt et al. (1978) que demonstraram que
E. histolytica poderia ser dividida em dois grupos através da eletroforese de
isoenzimas, verificando diferencas no perfil isoenzimaticos (zimodema) de isolados

amebianos classificados como "patogénicos".

Estes autores demonstraram existir perfis diferentes de bandas entre
culturas de amebas provenientes de individuos sintomaticos e assintomaticos,
quando submetidas a eletroforese das isoenzimas fosfoglicomutase (PGM), glicose
fosfato isomerase (GPIl), enzima malica (ME) e enzima hexocinase (HK). Foram

descritos mais de 21 zimodemas e, de um modo geral, a auséncia da banda alfa e a
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presenca da banda beta em PGM, assim como as bandas de corrida rapida em HK,
sao considerados marcadores de patogenicidade para E. histolytica (SARGEAUNT,

1978).

Posteriormente, a classificacdo entre formas “patogénicas” e “nao
patogénicas” pbde ser efetuada molecularmente, levando varios pesquisadores e a
OMS a acatarem Teoria Dualista (DIAMOND & CLARK, 1993; OMS, 1997). A
aceitacao da E. histolytica e E. dispar como espécies diferentes trouxe mudancgas
graduais, porém profundas, no entendimento da epidemiologia, controle e

tratamento da amebiase.

3.1.3 EPIDEMIOLOGIA DA AMEBIASE

Estima-se que existam cerca de 500 milhdes de pessoas no mundo
infectadas com E. histolytica, destes, aproximadamente 40-50 milhdes sao casos de

amebiase invasiva e abscessos no figado (NEVES, 2000).

E. histolytica € considerada uma ameaca a saude global. Apesar de ter
distribuicdo mundial, na maioria das vezes afeta individuos de baixo poder
econbmico que vivem em condicées precarias de saneamento basico, nos paises
em desenvolvimento (PINHEIRO et al.,, 2007). Em paises desenvolvidos, onde a
transmissao oral-fecal é pouco frequente, a amebiase € mais comumente observada
em imigrantes e viajantes oriundos de paises subdesenvolvidos (HAQUE et al.,

2003).
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No Brasil, a amebiase apresenta grande diversidade no numero de
individuos infectados ou com sintomatologia da doenga, variando de regido para
regiao. No Sul e Sudeste do pais, a prevaléncia varia de 2,5% a 11%, na regiao
amazoénica atinge até 19%, e nas demais regides fica em torno de 10% (NEVES,
2000). Recentemente, foi encontrada na Grande Belém/PA uma prevaléncia de
29,35%, demonstrando uma relacao significativa entre a presenca de E. histolytica e
o desenvolvimento de diarréia e célicas intestinais em pacientes residentes nesta

cidade (SILVA et al., 2005).

3.1.4 PATOGENIA E VIRULENCIA

A patogenia da amebiase esté diretamente relacionada com a capacidade
de sintese e secrecao de moléculas responsaveis pela viruléncia dos trofozoitos. Ha
trés mecanismos principais envolvidos: morte contato-dependente, lise osmotica da

célula alvo e clivagem de barreiras fisicas do hospedeiro.

Uma das caracteristicas de patogenicidade da E. histolytica € a morte
contato-dependente das células hospedeiras, onde o parasito é capaz de matar uma
variedade de tipos de células (BURCHARD e BILKE, 1992; GUERRANT et al.,
1981). Ha um grupo de moléculas composto pelas lectinas, localizado na superficie
dos trofozoitos que reconhece oligossacarideos N- e O-ligados presentes na
superficie das células-alvo, principalmente galactose e N-acetilgalactosamina (Gal /
GalNAc) (CHADEE, et al.,, 1987; RAVDIN, et al.,, 1985). H4 um contato entre as

moléculas de lectina e os glicoconjugados ocorrendo uma mudanca conformacional
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da subunidade maior da lectina, disparando uma cascata de transdugao de sinal
responsavel pela citélise da célula-alvo (CALALB et al., 1995; LAFLAMME, 1996). A
morte celular ocorre dentro de 5-15 minutos e é geralmente seguida por fagocitose.
Além dessa funcao, as lectinas protegem os trofozoitos do ataque do sistema
complemento, pois parecem possuir similaridade funcional com a proteina
regulatéria do complemento, a CD59, a qual se liga as subunidades C8 e C9 do

complexo C5b-9 (ROLLINS et al., 1991).

Os amebaporos sao uma familia de pequenas proteinas (77 aminoacidos)
citotéxicas para células do hospedeiro humano, que mostram potente atividade
antibacteriana e causam a formagdo de canais em membranas artificiais. Sao
compostos pelas isoformas A, B e C, que foram isoladas como peptideos
biologicamente ativos a partir do citoplasma granular de cepas patogénicas (LEIPPE
et al., 1994). Essas moléculas sdo capazes de penetrar na regiao hidrofébica da
membrana plasmatica das células-alvo expondo o lado polar da cadeia para a agua
gragas ao seu arranjo de a-hélices anfipaticas. Os monbémeros tendem a
oligomerizar-se, num processo dirigido por interacao peptideo-peptideo, formando
um canal preenchido por dgua através do qual ions e outras moléculas pequenas

passam livremente, resultando em lise osmética da célula (LEIPPE et al., 1992).

As cisteina-proteinases sdo enzimas proteoliticas presentes nos
organismos eucariontes, sendo as enzimas mais encontradas nos lisados de E.
histolytica, consideradas o fator mais importante de viruléncia deste protozoario
(QUE e REED, 2000). A funcao dessas enzimas na invasao tecidual é atribuida a
sua habilidade em clivar estruturas que compéem a matriz extracelular (colageno

laminina e fibronectina). As proteinases ndo agem somente na degradacado das
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barreiras fisicas do hospedeiro, mas também clivam determinados isotipos de

imunoglobulinas (SANTOS e SOARES, 2008).

3.15  CLASSIFICACAO

A Entamoeba histolytica, segundo Levine (1980), pertence ao Sub-reino
Protozoa, Philum Sarcomastigophora, Subphilum Sarcodina, Superclasse
Rhizopoda, Classe Lobozia, Ordem Aemoebida, Familia Entamoebidae e Género
Entamoeba. Do Reino Protozoa fazem parte o0s organismos unicelulares
pertencentes a varios filos diferentes, na qual sua diversidade é refletida pela
extensa variedade de habitats nos quais podem ser encontrados e nos diferentes
modos de vida que exibem (NEVES, 2000). A maioria das espécies do Género
Entamoeba vive no intestino grosso do homem, a excecao da Entamoeba gingivalis,
que vive na cavidade bucal e da Entamoeba moshkovskii, que € uma ameba de vida

livre (NEVES, 2000).
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3.2 Morfologia e biologia de Entamoeba histolytica

3.2.1 TROFOZOITOS

De acordo com Ravdin, (1988), os trofozoitos de E. histolytica medem de
20 a 40um de diametro e sua locomocao € feita através de pseuddpodes que séo

frequentemente estendidos, com diferenciacao entre ectoplasma e endoplasma.

O citoplasma é rico em glicogénio e possui ribossomos agregados em
forma de hélice. Nao apresenta nenhuma mitocondria ou aparelho de Golgi visivel,
centriolos, microtubulos e reticulo endoplasmético. Mesmo assim, E. histolytica &
considerada célula eucaridtica porque apresenta DNA confinado envolto em uma

membrana nuclear (Figura 3) (RAVDIN, 1988).

Ha normalmente um Unico nudcleo esférico, medindo de 4 a 7um de
didmetro, consistindo de delicada membrana apresentando uma camada com
pequenos granulos de cromatina de tamanho uniforme, muito préximos uns aos
outros. O nucleo possui um pequeno cariossoma esférico (0,5 um) de localizacao

central (RAVDIN, 1988).
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Figura 8: Trofozoito de E. histolytica. As setas indicam principais estruturas: ectoplasma,

endoplasma, nucleo, cariossoma central e pseuddpodo. Fonte: Facmed.

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/protozoos/generalidades.php

3.2.2 PRE-CISTOS

Os pré-cistos sédo formas intermediarias entre os trofozoitos e os cistos.
Sao geralmente arredondados ou ovais, menores que os trofozoitos. Possuem
geralmente um s6 nucleo, cuja morfologia é semelhante a descrita para os
trofozoitos. No citoplasma, muitas vezes sao vistas estruturas em forma de
bastonetes com extremidades ligeiramente arredondadas, denominadas de corpos

cromatoéides (FREITAS, 2007).
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3.2.3 CISTOS

Os cistos sao esféricos e medem de 8 a 20 um de diametro,
apresentando em seu envoltério parede refrataria, bastante rigida, formada por
quitina. Os nucleos variam de um a quatro e apresentam vacuolos de glicogénio e
corpos cromatéides em forma de bastonetes. O nucleo é vesicular e esférico, sendo
revestido por granulos de cromatina, apresentando cariossoma situado no centro

(Figura 4) (FREITAS, 2007).

Figura 9: Representagdo esquematica de um cisto de Entamoeba histolytica. Apresenta 4
nucleos de localizagdo central e cromatina periférica uniformemente distribuida. Fonte:
Center for Disease Control
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImagelLibrary/Amebiasis il.htm




30

3.2.4 — METACISTOS

Sao amebas uninucleadas menores do que os trofozoitos normais, sendo
chamados trofozoitos metacisticos. Eles crescem e colonizam o intestino grosso,

fechando, desta maneira, o ciclo (FREITAS, 2007).

3.2.5 CICLO BIOLOGICO

O ciclo biolégico € monoxénico e inicia-se com a ingestdo de agua e
alimentos contaminados com cistos maduros da E. histolytica, pelo hospedeiro
humano (Figura 5; Etapa 1). Ap6s a ingestdo, os cistos passam pelo estdbmago,
sofrendo a acao do suco gastrico e chegam ao final do intestino delgado ou inicio do
intestino grosso, onde comecga o0 processo de desencistamento e a liberacdo do
metacisto através de uma fenda na parede cistica (Etapa 2, na Figura 5) (NEVES,

2000; HAQUE et al., 2003; LAUGHLIN e TEMESVARI, 2005).

Em seguida, o metacisto sofre sucessivas divisbes nucleares e
citoplasmaticas, dando origem a quatro e depois oito trofozoitos (Etapa 3, na Figura
5). Estes trofozoitos migram e colonizam o intestino grosso. Normalmente, ficam
aderidos a mucosa, vivendo como comensal, alimentando-se de detritos e de
bactérias. Sob certas circunstancias ndo bem esclarecidas, podem desprender-se da
parede e, na luz do intestino grosso, sofrer desidratacdo, eliminar substancias
presentes no citoplasma e se reencistar transformando-se primeiramente em pré-

cistos. Em seguida, secretam uma membrana cistica e se transformam em cisto,



31

inicialmente mononucleado (Etapa 4, na Figura 5) Através de divisdes nucleares
sucessivas, se transformam em cistos tetranucleados, que s&o eliminados
juntamente com as fezes. Geralmente ndo sdo encontrados em fezes liquefeitas ou

disentéricas (NEVES, 2000; HAQUE et al., 2003; LAUGHLIN e TEMESVARI, 2005).

Ao contrario de alguns protozoarios parasitos, a invasao de tecidos por E.
histolytica nao parece fazer parte do seu ciclo de vida. Nos tecidos, o trofozoito nao
se diferencia em cisto e ndo é transmitido a outros hospedeiros (NEVES, 2000). O
processo de invasao tecidual ocorre quando ha uma quebra no equilibrio parasito-
hospedeiro e entdo os trofozoitos invadem a submucosa intestinal, multiplicando-se
ativamente no interior das Ulceras (Etapa 5 na Figura 5) e podem, através da
circulacao porta, atingir outros 6rgaos como o figado e, posteriormente, pulméao, rim,
cérebro ou pele, causando a amebiase extra-intestinal (Etapa 6 na Figura 5). O
trofozoito presente nestas Ulceras é denominado forma invasiva ou virulenta

(NEVES, 2000).
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Figura 10: Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Adaptado de HAQUE et al., 2003.
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3.2.6 ESTRUTURA

O citoesqueleto dos eucariotos € composto por trés elementos principais:
microfilamentos de actina, microtubulos de tubulina e filamentos intermediarios. Uma
caracteristica marcante dos trofozoitos de E. histolytica € a sua alta mobilidade
manifestada pela locomogao rapida, pleomorfismo e o movimento continuo de
componentes intracelulares. Durante a infec¢gdo do hospedeiro humano, a motilidade
pode ser um dos principais determinantes para o comportamento de trofozoitos
invasivos; apdés a infeccao, os trofozoitos se tornam fagécitos avidos ao ingerir
células danificadas, matriz extracelular e eritrocitos (MEZA et al., 2006). A
locomogcdo das amebas se da através de pseuddpodes e a energia para a
movimentacao provém da conversao anaerdbica da glicose e piruvato para etanol
(STANLEY, 2003). A ingestdao de alimentos se da por fagocitose e pinocitose

(MARTINEZ-PALOMO, 1988).

Apesar do fato de E. histolytica ser muito moével e realizar a fagocitose de
forma muito eficiente, seus componentes do citoesqueleto sdo simples (CLARK et

al., 2007).

A actina precisa se unir a outras proteinas para formar as complexas
estruturas responsaveis por movimentos celulares; os filamentos de actina se
conectam em redes extensas que podem se ligar a outras proteinas no citoplasma
ou a proteinas e lipidios na membrana plasmatica (CUNNINGHAN et al., 1992). Em
trofozoitos de E. histolytica varias proteinas foram identificadas pela sua associacao
com a actina, podendo formar estruturas ou fazendo ligacao direta a monémeros e

polimeros de actina. Em placas de adesdo formadas durante a interacdo de E.
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histolytica com proteinas da matriz extracelular, feixes de filamentos de actina foram
encontrados associados a membrana celular. Além da actina, proteinas como
vinculina, actinina e miosinas | e Il foram identificadas como componentes dessas

placas (VASQUEZ et al., 1995).

As miosinas séo proteinas que funcionam como “motores moleculares”,
sendo essenciais para 0 movimento celular. Esse processo é do tipo ativo, pois ha
conversdo de energia quimica em trabalho mecanico através da hidrélise de ATP,
produzindo a contracdo dos filamentos. Nas células eucariéticas ha pelo menos 18
diferentes classes de miosinas com funcdes especificas, sendo a maioria delas
encontrada em células eucariéticas superiores. Em E. histolytica, apenas duas

miosinas foram identificadas (RAYMOND-DENISE, et al., 1993).

Microtubulos citoplasmaticos ndo sao observados em trofozoitos de E.
histolytica. Estas estruturas sdo encontradas apenas dentro dos nucleos em divisao
e podem ser identificados utilizando varias técnicas de microscopia. O fuso mitético
intranuclear é formado por um feixe de microtibulos que ndo convergem nos poélos

em asteres bem definidos (ARGUELLO et al., 1992).

O terceiro elemento importante no citoesqueleto de células eucaribticas,
os filamentos intermediarios, ndo foram descritos até o0 momento em trofozoitos de
E. histolytica. Como estes tipos de filamentos sdo mais estaveis e contribuem para a
rigidez da célula, & possivel que em uma célula altamente mével como a de E.
histolytica estas estruturas ndo se formem e, consequentemente, as proteinas que

as constituem nao sejam expressas (MEZA et al., 2006).
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3.3 Metabolismo de Entamoeba histolytica

3.3.1 GLICOLISE

Entamoeba histolytica € um anaerdbio aerotolerante in vitro, respira e
consome pequena quantidade de oxigénio. No entanto, pode ser sensivel aos niveis
mais altos de oxigénio quando a espécie invade os tecidos (RAVDIN, 1985). Os
trofozoitos possuem um metabolismo principalmente anaerdbio, ndo sendo descrita
a presenca de atividades enzimaticas correspondentes ao ciclo de Krebs e
fosforilacdo oxidativa, porque o ATP provém exclusivamente da glicélise (REEVES,

1984; SAAVEDRA et al., 1996).

E. histolytica ndo € capaz de converter substancias organicas como
glicose em H,O e CO,, portanto, conta com a energia gerada por varios tipos de
fosforilacdo em nivel de substrato (REEVES, 1984). Para degradar a glicose e o
piruvato o parasito utiliza a via glicolitica classica. Em algumas reacdes nao se utiliza
ATP e sim o pirofosfato inorganico como cofator (REEVES, 1984; SAAVEDRA et al.,

2004).

Na maioria dos organismos a transformacdo de fosfoenol piruvato a
piruvato se realiza pela enzima piruvatocinase. Em E. histolytica esta reacédo é
catalisada pela piruvato fosfodiquinase, outra enzima dependente de pirofosfato
(SAAVEDRA-LIRA e PEREZ-MONFORT, 1996). Da mesma forma, na maior parte
dos organismos o piruvato sofre uma descarboxilagdo oxidativa para formar acetil-

CoA. Em mitocbndrias e bactérias aerdbicas esta reacdo € catalisada por um
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complexo chamado piruvato desidrogenase e os elétrons gerados durante a reacao
sdo transferidos ao NAD". Em E. histolytica esta mesma reagédo é catalisada pela
enzima dimérica piruvato ferredoxina:oxiredutase (PFOR) e os elétrons sao
transferidos a uma ferredoxina (SAAVEDRA-LIRA e PEREZ-MONFORT, 1996). A
PFOR é uma enzima de grande importancia para E. histolytica, ja que o parasita ndo
tem NAD" piruvato desidrogenase dependente e piruvato descarboxilase (REEVES,
1984). A PFOR descarboxiliza oxidativamente o piruvato a acetil-CoA. Os elétrons
sdo transferidos para ferredoxina que, na sua forma reduzida, pode ativar e reduzir o

metronidazol, a droga anti-amebiana mais utilizada (MULLER, 1986).

A figura 6 mostra a via glicolitica de E. histolytica e o papel da ferredoxina

na reducédo do radical nitro do metronidazol.

Glicose

ATP
Hexocinase C
ADP

Glu-6-p
Fru-6-p

Ppi-PFK lc PPi
Pi
Fru-1,6-P2
1,3DPGA
ADP

3-PGA cinase l C
ATP

3 PGA

PEP . .
PPi Metronidazol —e Acetamida

PPDK l C AMP /\Acido N-2-hidroxietil-oxamico

ATP Fdred Fdox
Piruvato Pi

PFOR l C /
e- + Fdox = Fdred

Acetil-CoA

Figura 6: Via glicolitica de E. histolytica. Abreviacoes: 1,3-DPGA, 1,3-difosfoglicerato; Fru-

1,6-P2, frutose-1,6-bisfosfato; Fru-6-P, frutose-6-fosfato; Glu-6-P, glicose-6-fosfato; 3-PGA,
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3-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; PPDK, piruvato ortofosfato dicinase; PPi-PFK,
fosfofrutocinase PPi-dependente; PFOR, piruvato ferredoxina éxiredutase; Fdox, ferredoxina
oxidada; Fdred, ferredoxina reduzida. PFOR descarboxiliza o piruvato a Acetil-CoA, os
elétrons gerados sdo doados a uma ferredoxina que pode reduzir o grupo nitro do
metronidazol, ativando-o e formando o acetamida e &cido N-2-hidroxietil-oxamico. Adaptado

de Plaxton et al., 2006.

O citoplasma dos trofozoitos contém numerosos granulos de glicogénio
que foram observadas pela primeira vez por microscopia eletrdnica (ROSENBAUM e
WITTNER, 1970) e posteriormente caracterizadas bioquimicamente (TAKEUCHI et
al., 1977). E. histolytica utiliza o glicogénio como seu armazenamento de energia.
Em E. histolytica, o glicogénio possui uma estrutura compacta, tal como sugerido por
pontos de ramificacdo a cada 5-6 residuos de glicose (BAKKER-GRUNWALD et al.,

1995).

3.3.2 METABOLISMO LIPIDICO

Protozoarios anaerdbios/microaeréfilos como Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis possuem capacidade limitada de sintese
lipidica. A composicdo dos lipidios de membrana destes protozoarios pode ser
modificada em resposta as condi¢des intestinais e vaginais que 0s mesmos
colonizam, mas os detalhes desta via ainda ndo sdo bem entendidos (DAS et al.,

2002).
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Embora o colesterol e os fosfolipidios sejam obtidos principalmente a
partir dos alimentos ou do hospedeiro humano, Entamoeba histolytica tem alguma
capacidade de biossintese, bem como remodelacdo de lipidios e unido destes as
proteinas (CLARK et al., 2007).0 colesterol é um lipidio anfipatico, componente
estrutural de membranas de células e camadas exteriores de lipoproteinas do
plasma. Esta presente nos tecidos ligados a lipoproteinas do plasma como éster de
colesterol ou combinado com acidos graxos de cadeia longa e é formado a partir de

precursores de isopreno Cs (REEVES, 1984; BANSAL et al., 2005).

E. histolytica carece de varias enzimas para a biossintese classica do
esterol (SCHROEPFER, 1981). A primeira etapa da biossintese de esterdis é a
formacao de isopentenil ou dimetilatil difosfato. No genoma de E. histolytica nenhum
gene foi encontrado para geracdo desses intermediarios (ROHMER et al., 1993;

HUNTER et al., 2003).

Em etapa posterior para a sintese de colesterol, duas moléculas de Cis
farnesil difosfato sdo dimerizadas em Cgo presqualeno difosfato pela enzima
esqualeno sintetase. Esta atividade enzimatica e os catalisadores das etapas
subsequientes também parecem estar ausentes (HUNTER et al., 2003; ROHMER et

al., 1993).

Entretanto, foi descoberto que o genoma de E. histolytica parece codificar
enzimas envolvidas nas etapas intermediarias da biossintese do colesterol, na
conversao de Cs isopentenil difosfato para Cis farnesil difosfato. Estas substancias,
juntamente com geranilgeranil difosfato podem servir como precursores para a
modificacdo hidrofobica das proteinas GTP-obrigatérias, permitindo que elas se

liguem a membrana (GRUNLER et al., 1994).
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O genoma deste parasito contém todos os genes necessarios para
codificar o caminho de isopentenil difosfato para processamento da proteina
geranilgeranil ou farnesil. A fonte de matéria, isopentenil difosfato, ainda ndo é
conhecida, podendo haver um caminho desconhecido para sua sintese ou o parasito

ser capaz de adquiri-la em seu ambiente (CLARK et al., 2007).

Os fosfolipideos representam 60-70% dos lipideos totais em E. histolytica
(SAWYER et al.,, 1967). Até agora, poucas informacbes estdo disponiveis sobre
como essas moléculas sado sintetizadas, adquiridas ou remodeladas. O projeto
genoma revelou uma série de genes relacionadas a esse processo, indicando que o
metabolismo de fosfolipidios poderia ser mais complexo do que o esperado (CLARK
et al., 2007). Para algumas etapas da formacéao de fosfolipidios foram identificados

alguns genes de E. histolytica, codificando determinadas enzimas:

12 etapa: formacao de fosfadidato (intermediario do fosfolipidio) através

da fosforilacao e acilalagéo do glicerol;

2% etapa: transferéncia do grupo acil do glicerol-3-fosfato (gene nao

encontrado para essa etapa);

32 etapa: fosfato é removido, resultando em diacilglicerol;

42 etapa: fosforilacdo para ativar etanolamina e colina para fixacdo ao

fosfadidato;

52 etapa: fosfato de etanolamina e fosfato de colina sdo convertidos em

CDP-etanolamina e CD-colina;
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62 etapa: etanolamina €é anexada ao diacilglicerol, produzindo
fosfatidiletanolamina e colina é anexada ao acido linolénico do diacilglicerol,

produzindo fosfatidilcolina.

Para a realizacdo da 42 até a 62 etapas, foram encontrados 8 genes

(CLARK et al., 2007).

3.4 Tratamento da amebiase

3.4.1 QUIMIOTERAPIA ANTIPARASITARIA

Em 1912, a emetina foi indicada para tratamento da infeccdo por E.
histolytica (ROGERS, 1912A, 1912B). Atualmente, as drogas antiamebianas
utilizadas sédo os 5-nitroimidazois (metronidazol e tinidazol) (KNIGHT, 1980). A
cloroquina, emetina e desidroemetina sdo utilizadas para os casos em que nao ha

uma resposta apenas utilizando o metronidazol e tinidazol (BASSILY et al., 1987).

Varias drogas nitroimidazdlicas, incluindo Nitazoxanida, Paromomicina e
Niridazol tém potencial para o tratamento de infecgdes por protozoarios
microaerdfilos. Nitazoxanida tem amplo espectro de atividade antiparasitaria e
poderia ser usada como agente de primeira linha contra amebiase e outras doencas
parasitarias no futuro. Seu mecanismo prevé a inibicio da enzima

piruvato:ferredoxina oxiredutase - PFOR (PETRI, 2003; CUDMORE et al., 2004).
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Drogas com agao no lumen intestinal tais como Furoato de Diloxanida
(Furamida), lodoquinol (Yodoxin) e Paromomicina (Humatin), tém sido usadas para
eliminar os cistos do lumen e prevenir recaidas. No entanto, casos assintomaticos
que nao respondem a terapia prolongada sao observados ocasionalmente (WEBER

et al., 1990).
3.4.2 METRONIDAZOL

O metronidazol (1- (B -hidroxietil)-2-metil-nitroimidazol), é um agente
antibacteriano e antiparasitario sintético, da classe dos nitroimidazéis, utilizado ha
mais de 35 anos. Sua indicacgao inicial foi o tratamento de infec¢des causadas por
Trichomonas vaginalis, mas ao longo dos anos houve um aumento no espectro de
sua acéao, sendo utilizado atualmente no tratamento de uma variedade de infec¢des
causadas por diferentes tipos de organismos, como Entamoeba histolytica e Giardia

lamblia (BENDESKY e MENEDEZ, 2001).
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Figura 7: Estrutura quimica do metronidazol.
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Ap6s a administracao oral, é totalmente absorvido e penetra nos tecidos
e secrecoes corporais, sendo metabolizado principalmente no figado e excretado na
urina (LAU et al., 1992; TRACY et al.,1996). O passo inicial para ativacao 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
descarboxilacdo do piruvato pela enzima PFOR esta acoplada a reducdo da
ferredoxina, a qual, por sua vez é capaz de ativar o metronidazol, no meio
intracelular, gerando radical nitro téxico pela redugdao do grupo nitro (EDWARDS,
1993; TOWNSON et al.,, 1994). 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 subseqiente morte

do trofozoito (EDWARDS, 1993).

A ativacdo do metronidazol pelo processo de reducdo gera ainda a
liberacdo de radicais toxicos que reagem com componentes celulares essenciais,
interferindo no metabolismo celular. Organismos com via metabdlica ligada a
ferredoxina podem reduzir o grupo nitro, enquanto que organismos onde esta via é
ausente ou pouco usada sao ineficientes para ativar o metronidazol (EDWARDS,

1993).

Varios efeitos colaterais sdo ocasionados aos pacientes tratados com
metronidazol, dentre eles: gosto metalico na boca, dores de cabeca, nausea e
vémitos. O tratamento nao é prolongado e o periodo a que o paciente € submetido
varia de acordo com a dose do farmaco a ser administrada (BENDESKY e

MENEDEZ, 2001).
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Metronidazol também é conhecido por atravessar a barreira placentaria e
a Food and Drug Administration (FDA) classificou este medicamento como um fator
de risco classe B para gravidez (COUSTAN, 1999). Além disso, é conhecido por ser
mutagénico em bactérias e carcinogénico em roedores, tornando-se uma
preocupacao em relagcao a teratogenicidade (CONNOR, et al.,, 1977; CANTELLI-

FORTI et al., 1983; BENDESKY et al., 2002).

3.5 Drogas emergentes e promissoras ha quimioterapia de protozoarios
parasitos

A procura por drogas que inibam o crescimento e a proliferacdo de
parasitos tem aumentado a cada dia. Alguns compostos vém sendo desenvolvidos
para atingir partes da estrutura ou o metabolismo de determinado parasito, a fim de
se tornar vidveis para o tratamento das doencas parasitarias. Além disso, varios
compostos utilizados para outro fim vém sendo investigados devido as descobertas
realizadas sobre sua acao em determinados protozodrios, o que desencadeou testes

em parasitos semelhantes.

A miltefosina (1-O-hexadecilfosfocolina) é uma alquilfosfocolina,
sintetizada no final de 1980. Foi originalmente desenvolvida para o tratamento de
tumores sistémicos, mas apresentou efeito apenas em tumores tépicos (HILGARD et
al., 1993; LEONARD et al., 2001). Os alvos moleculares estao localizados
primeiramente nas membranas celulares, a seletividade pela membrana plasmatica
se deve a sua estrutura quimica formada por uma cabeca colina polar e uma cadeia

longa hidrocarbbnica apolar, apresentando propriedades detergentes que levam a
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lise celular em altas concentracdes. O exato mecanismo de acdo da miltefosina é
desconhecido. Em culturas celulares de mamiferos, os efeitos estdo na transducao
de sinal, metabolismo de lipidios e homeostase de célcio (RAKOTOMANGA ET AL.,

2007).
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Figura 8: Estrutura quimica da miltefosina.

Esta droga foi testada em espécies de Leishmania e foi provado seu
efetivo tratamento por via oral contra leishmaniose visceral em humanos (SUNDAR

et al., 1998; JHA et al., 1999; PEARSON, 2003).

As atividades da miltefosina contra leishmaniose foram associadas com
inibicao da sintese de fosfolipidios e a biossintese de fosfolipidios alquil-ancorados e
glicoproteinas (LUX et al., 2000; LIRA et al., 2001; CROFT et al., 2003). O
mecanismo de agdo ainda nao foi determinado, mas alguns trabalhos mostraram
que a miltefosina induz a fragmentacdo de DNA oligonucleossomal, levando a

apoptose (VERMA e DEY, 2004).

Ha também uma classe de drogas herbicidas consideradas promissoras
para o tratamento com protozodrios. A orizalina  (3,5-dinitro-N*-N*-
dipropilsulfanilamida), uma dinitroanilina, € um potente herbicida amplamente usado,

sendo bastante toxico tanto em monocotiledéneas quanto dicotiledéneas. (PARKA e
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SOPER, 1977; CORBETT et al., 1984). Inibe a divisdo celular nas células das raizes
e estes efeitos sdo relacionados a despolimerizagcdo dos microtubulos (BASKIN, et
al., 2004). Embora os mecanismos de indugéao de despolimerizagdo de microtibulos
nao sejam elucidados, orizalina quando vinculada a tubulina impede a polimerizacao

de microtubulos in vitro MOREJOHN, et al.,1987).
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Figura 9: Estrutura quimica da orizalina.

Evidéncias mostraram que esta droga € efetiva contra certos protozoarios,
incluindo espécies de Leishmania sp, Trypanossoma brucei, Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii e Cryptosporidum parvum (CHAN et al., 1991; NATH e
SCHNEIDER, 1992; CHAN, 1993; ARROWOOQOD et al., 1996; STOKKERMANS et al.,
1996). Possui baixa toxicidade em animais e fungos porque ndo se liga as
subunidades de a-tubulina dos microtubulos nestes organismos, porém evidéncias
mostraram que esta droga se liga as tubulinas de protozoarios, podendo ser util no
tratamento das infeccbes causadas por eles (MORISSETTE, et al., 2004). A tubulina
€ uma proteina essencial para todos 0s organismos eucarioticos e assim alvo para
quimioterapia de muitas doencas. Farmacos que interagem com a tubulina ja sédo
disponiveis para o tratamento do cancer e infec¢oes por helmintos (MITRA e SEPT,

2006).
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Um grupo de pesquisadores da Grécia chefiado pela Dr2. Theodora
Callogeropoulou (National Hellenic Research Foundation) sintetizou recentemente
um composto que combina dois grupos farmacoféricos: a miltefosina
(alquilfosfocolina) com a trifluralina, (dinitroanilina) denominado TC95. Este
composto ainda nao possui patente, por isso sua estrutura quimica ainda nao foi

mostrada.

O composto TC95 foi primeiramente testado em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, exibindo profunda alteragdo na membrana flagelar. A
microscopia eletrbnica de transmissdo revelou que a mitocéndria é a principal
organela afetada durante o tratamento, pois sofre perda do conteudo da matriz
mitocondrial. Além disso, alteracbes na membrana flagelar, no complexo de Golgi,
aumento do numero de corpos lipidicos e aparéncia de estruturas normalmente
encontradas em processos de autofagia também foram observados (GODINHO et

al., 2009).

Devido ao aumento dos casos de resisténcia nos protozoarios, bem como
efeitos colaterais dos medicamentos e escassez de novos testes com outras drogas,
h&a uma necessidade de novos farmacos para substituir os primeiros desenvolvidos

que séo utilizados ha muitos anos.
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3.6 Objetivos

3.6.1 OBJETIVO GERAL

Testar in vitro os trés compostos: miltefosina, orizalina e TC95 em Entamoeba

histolytica observando e comparando seus efeitos com o metronidazol.

3.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar os efeitos acarretados pelo tratamento com miltefosina, uma
inibidora de fosfolipidios, no crescimento das culturas de Entamoeba
histolytica;

2. Verificar os efeitos causados na proliferacdo das culturas do protozoaro
tratadas com orizalina, que afeta os microtubulos e a divisao celular;

3. Testar o composto TC95, que combina um alquilfosfolipidio (miltefosina)
com uma dinitroanilina (trifluralina) e verificar seu efeito na proliferacao
dos trofozoitos.

4. Avaliar se o efeito causado depende do tempo e/ou da concentracéo
utilizada;

5. Comparar os resultados das diferentes drogas.
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4 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos com as drogas foram realizados no Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, com a colaboracao do Prof. Dr.
Edward Félix da Silva. As drogas foram gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Juliany

Cola Fernandes Rodrigues, do Instituto de Biofisica, da UFRJ.

4.1 Cultura de células

A cepa HM1:IMSS foi utilizada para os ensaios. Trofozoitos de E.
histolytica foram cultivados axenicamente em meio YI-S-32, suplementado com 20%
de soro bovino adulto inativado e 3% de vitamina 107 Tween 80 e antibi6ticos
(estreptomicina e penicilina). As culturas foram mantidas em estufa a 37°C por 24
horas do momento do inéculo até o proximo repique. Repiques duas vezes por

semana garantiam a manutencéo da cultura.

4.2 Curvas de crescimento

As células foram centrifugadas e ressuspensas em 1 ml de meio de
cultura para a contagem do indculo inicial das curvas, o qual foi de 5x10* de

trofozoitos por ml. A estimativa do numero de células foi feita utilizando-se camara



49

de Neubauer para contagem em microscépio 6ptico para observacao (objetiva de 40

vezes).

Para determinacéo da fase logaritmica e platd do crescimento, uma curva
de crescimento foi estabelecida de 4 a 192 horas ap6s indculo inicial, com intervalos
de 2 (4-12 h), 12 (12-24 h) e 24 h (48-192 h) entre as contagens. Os pontos da curva
foram definidos em duplicata. Uma curva em “U” invertido foi ajustada aos dados

para determinacéao do inicio e final do platd, onde:

Amplitude, = Plato, — Depressao

Amplitude, = Plato, — Depressao

_ Amplitude,
(14 10ts01-X) x nH,

S1

6 - Amplitude,
%7 (14 10ts02-X) x nH,

y = Depressao + S; + S,

Nessas equacoes, Platd; e Platb, representam os platdés das porgcdes
esquerda e direita da curva, Depressao representa o nivel do platd no mcentro da
curva, o1 e ts02 representam o tempo em que ocorre metade da proliferacéo e da

queda, e nH; e nHx representam fatores de inclinag&do da curva (inclinacao de Hill).

As drogas e os controles com metronidazol e DMSO (0,01%), diluente da
miltefosina, orizalina e metronidazol, e DMSO-Etanol, diluente da TC95, foram

adicionados no inicio da fase logaritmica do crescimento, para que seus efeitos
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fossem acompanhados em uma cultura ja estabilizada apés a fase de adaptacao ao

meio.

As amostras para contagem foram coletadas incubando-se os tubos de
ensaio no gelo por 15 minutos para que as células aderidas a parede do tubo se
desprendessem. Os tubos foram entdo delicadamente vertidos 10 vezes para o
completo desprendimento e, em seguida, contados na Camara de Neubauer. Para
contagem, foi feita uma diluicdo em eosina 0,025%, para indicar a viabilidade da
célula, dado que as células coradas ndo sdo viaveis (KUENEN e

SWELLENGREBEL, 1913).

A camara de Neubauer (Figura 10) é uma lamina retangular de vidro
espesso, contendo dois reticulos na porcao central, separados longitudinalmente por
um sulco profundo na lamina. E dividida em quadrantes A, B e C de dimensdes
conhecidas. O quadrante A, que possui 4 quadrados com 16 quadrados menores em
cada um, foi utilizado na contagem das células de E. histolytica pois é usado para
contagens de células maiores.Este quadrante possui 0,1 mm? de volume, portanto
os quatro quadrados, 0,4 mm®. O nimero médio de células estd contido em um
volume igual a 0,004 cm?®, dividindo por 4, tém-se 0,001 cm® (1 ml). Entdo, o nimero
de células contadas foi expresso em cada 1ml de suspensdo. Este numero foi
multiplicado pelo numero de diluicbes (1:10, multiplica por 10) e também,

multiplicado por 2500 que € o fator de correcdo (LUCARINI et al., 2003).
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Figura 10: Camara de Neubauer; os quadrados maiores representam o quadrante A,

utilizado para contagem de E. histolytica (LUCARINI et al., 2003).

4.3 Analise estatistica

Os experimentos foram feitos em duplicata e repetidos ao menos trés
vezes, com n de 300.000 células por tubo de cultura. O efeito das repeticoes foi
analisado por analises de variancia (ANOVA) de uma via, que demonstrou nao haver
diferenca entre os experimentos (Apéndice); dessa forma, os resultados das
diferentes repeticdes foram agrupados para as analises posteriores. Os dados foram
expressos em média + erro-padréo e analisados utilizando andlises de variancia de
duas vias (droga ou dose X tempo), seguida de poés-testes de Tukey quando
apropriado, mostrando onde ha diferenca. P-valores abaixo de 0,05 foram
considerados significativos. As andlises foram feitas utilizando-se o software

GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc.).

Para calculo da magnitude do efeito, o f2de Cohen (NAKAGAWA;

CUTHILL, 2007) foi calculado a partir da férmula
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~ 2 Loc.:
fz — \/(g efelto/N> X (Fefeito - 1),

onde gleito refere-se aos graus de liberdade relativos ao tratamento, N
refere-se ao numero total de pontos, e Feriro refere-se a estatistica de teste da

ANOVA.
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5- RESULTADOS

Primeiramente foi tragada uma curva de crescimento da cultura do
protozoario. A equacao de curva em “U” invertido apresentou bom ajuste aos dados
da curva de crescimento (r2 = 0,9818, plat6; = 89795, platé, = -363000, depressao =

-1719000, nHy = 0,01168, nH, = 0,04491; Figura 11).
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Figura 11: Curva de crescimento de Entamoeba histolytica.

A partir dessa curva, foi estabelecido que o periodo logaritmico de
crescimento estava entre 23,7 a 121,3 horas. O periodo de 6 a 60 horas foi
escolhido para a administracdo das drogas e avaliacdo dos seus efeitos,

correspondendo ao final da fase lag e inicio da fase log de crescimento.
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O metronidazol resultou em inibicdo concentragéo- (Fs, 1369 = 15,86, p <
0,0001, d = 1,3284) e tempo-dependente (Fp, 13 = 98,62, p < 0,0001) da
proliferacao dos protozoarios em cultura (Figura 12). A concentra¢ao de 5uM inibiu o
crescimento em 36 e 48 horas (p < 0,05, vs. DMSO e meio de cultura), e a
concentragéo de 10 uM produziu efeito de maior magnitude a partir de 24 horas (p <
0,05, vs. DMSO e meio de cultura). Nos dois ultimos tempos (48 e 60 horas), foi
observada diferenca no nimero de células apds cada tratamento (p < 0,05), com
grande reducdo na proliferagdo celular apés o tratamento com 10uM em relagdo ao

tratamento com 5uM.
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Figura 12: Tratamento com metronidazol comparado aos controles de E. histolytica e
DMSO (concentragdes de 5uM e 10uM)



55

A miltefosina apresentou um perfil concentragéo-resposta (F3, 1041 = 11,28,
p < 0,0001, d = 1,1266) e tempo-resposta (F4, 1049 = 119,2, p < 0,0001) bastante
similar ao do metronidazol (Figura 13). Em ambas as concentracdes, a miltefosina
inibiu o crescimento em 48 e 60 horas (p < 0,05) e a maior concentracao inibiu o

crescimento também em 36 horas.
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Figura 13: Tratamento com miltefosina comparado aos controles de E. histolytica e DMSO

(concentracgoes de 5uM e 10uM)

A orizalina ndo apresentou efeito sobre o crescimento da cultura em

ambas as concentragdes (F3, 104) = 0,7105, p = 0,5545, d = 0; Figura 14).
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Figura 14: Tratamento com orizalina comparado aos controles de E. histolytica e DMSO

(concentragoes de 5uM e 10uM).

O TC95 apresentou efeito concentragdo- (Fis, 4¢) = 50,24, p < 0,0001, d =
3,56355) e tempo-dependente (F, 291 = 208,99, p < 0,0001; Figura 15). Na
concentracdo de 5uM, a droga inibiu a proliferacdo em 36 e 48 h (p < 0,01, vs.
DMSO:Etanol) e 24, 36 € 48 h (p < 0,001, vs. meio de cultura). Na concentracao de
10 uM, a droga apresentou efeitos nos mesmos intervalos. Ressaltamos que o
decaimento no efeito apés 60 h provavelmente se deve ao efeito citotdxico do
solvente, que diminuiu o numero de células na cultura em 48 e 60 h (p < 0,05, vs.

meio de cultura).
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Figura 15: Tratamento com TC95 comparado aos controles de E. histolyticae DMSO

(concentracdes de 5uM e 10uM).

Foi feita uma comparacdo de todos os tratamentos utilizados, conforme
figuras 16 e 17. Na figura 16, utilizando concentracdo de 5uM, nota-se que em 24
horas ha diferencga significativa no tratamento com metronidazol e TC95, comparado
com o controle de E. histolytica e também uma diferenga entre orizalina e TC95. Em
36 horas, nota-se profunda diferenca entre TC95 e os controles do protozoario e
DMSO. Também ha essa diferengca no tratamento com metronidazol. Orizalina
apresenta diferenga significativa em relacdo ao TC95. Em 48 horas, as drogas
citadas anteriormente apresentam comportamento semelhante aos outros tempos,
além disso, a miltefosina aparece com diferenca significativa em relacao aos dois
controles. No tempo de 60 horas esta droga também apresenta diferenca em relacao

aos controles.
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Figura 16: Comparagao dos tratamentos utilizando concentragao de 5uM.

Na figura 17, utilizando concentracdo de 10uM, nota-se que em 36 horas,
nota-se profunda diferenca entre TC95 e os controles do protozoario e DMSO.
Também héa essa diferengca no tratamento com metronidazol. Orizalina apresenta
diferenga significativa em relagdo ao TC95. Em 48 horas, as drogas citadas
anteriormente apresentam comportamento semelhante aos outros tempos, além
disso, a miltefosina aparece com diferencga significativa em relacdo a orizalina. No
tempo de 60 horas apenas a droga TC95 apresenta diferenca significativa em

relacdo aos controles.
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Figura 17: Comparacao dos tratamentos utilizando concentragado de 10uM.

Na tabela 1 foi calculado o fde Cohen, uma transformacao estatistica do
teste ANOVA que indica o tamanho do efeito causado pela droga em todos os
tempos utilizados nos testes. Em linhas gerais, o TC95 foi mais efetivo do que o
metronidazol e a miltefosina, a miltefosina foi a droga menos efetiva e a orizalina ndo

apresentou efeito.

Tabela 1: Efeito de metronidazol, miltefosina, orizalina e TC95 em E. histolytica

Droga Tamanho do efeito (f de Cohen)
Metronidazol 1,3284
Miltefosina 1,1266
Orizalina 0

TC95 3,5355
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6 — DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que a droga TC95 produziu maior inibicao
na proliferacdo da cultura de E. histolytica, seguida do controle com metronidazol. A
miltefosina apresentou pouca inibicdo do crescimento e a orizalina ndo demonstrou

efeito.

O metronidazol apresentou efeito inibitério nas culturas do protozoario,
reafirmando seu potencial amebicida ja evidenciado; estes resultados servem como

controle de qualidade em nosso trabalho.

Conforme dados apresentados, a orizalina ndo promoveu efeito na cultura
de E. histolytica. Esta droga inibe o crescimento, diferenciacdo e a polimerizagao de
microtubulos em protozodrios, sendo ineficaz contra tubulinas de mamiferos e
fungos. Morrissette et. al (2004), testaram orizalina em Toxoplasma gondii e
mostraram que mutagdes induzidas no gene que codifica a-tubulina conferem
resisténcia a orizalina nos parasitos que foram selecionados em concentracdes que
afetam microtubulos do fuso mitético, mas n&o naqueles selecionados em
concentragdes que afetam somente os microtibulos citoplasmaticos. E. histolytica
apresenta apenas microtubulos no fuso mitotico, o que sugere que a resisténcia

desta espécie se deve a estrutura e funcao da a-tubulina nesses microtubulos.

Makioka et. al (2002), realizaram estudos para observar trofozoitos
durante o processo de divisdo celular e demonstraram que 63% dos trofozoitos
tratados com orizalina ndo completavam sua divisdo celular, este processo era

interrompido na fase de profase da mitose. Stokkermans, et. al.(1996),
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demonstraram que Toxoplasma gondii também ¢ afetado pela orizalina na mitose.
Makioka et. al (2000), testaram orizalina, trifluralina e colchicina em E. histolytica e
mostraram que concentragdes de até 10uM de orizalina ndo apresentaram efeitos.
Para haver inibicdo, foi necessario concentragdes entre 30 e 100uM. Em relagdo a
trifluralina (presente no TC95), sdo necessarios 300uM para haver inibicdo e a
colchicina, 500uM. Colchicina é um agente classicamente utilizado na inibicdo de
microtibulos em células animais; a alta concentracdo necessaria para inibir a
proliferacdo em E. histolytica sugere que agentes que desestabilizam microtubulos

em animais sdo pouco efetivos em protozoarios.

O fato da orizalina nao inibir o crescimento também pode estar
relacionado com as concentragdes utilizadas. No presente trabalho, as
concentragdes foram muito mais baixas do que as utilizadas no trabalho de Makioka
et. al., (2000). Entretanto, em nossos resultados, as mesmas concentragdes de
miltefosina produziram um efeito na proliferacdo do protozario. A concentracdo de
miltefosina para inibir 50% da cultura, em 24 e 48 horas, é de 124uM e 83uM,
respectivamente (SEIFERT et.al., 2001). Os resultados do presente trabalho
mostram que mesmo utilizando baixas concentracdes, esta droga possui certa

atividade na cultura de E. histolytica (36, 48 e 60 horas).

Seifert et.al (2001) e Walochnik et. al (2002), testando miltefosina em
Entamoeba histolytica e Acanthamoeba mostraram que houve claramente uma
ruptura na membrana destes protozoarios quando tratados com altas concentragdes,
sugerindo que a membrana seja o alvo nestes organismos, tal como em
tripanossomatideos e células cancerigenas, mas o conhecimento dos mecanismos

de acgao das alquilfosfocolinas em amebas é limitado. Os mecanismos envolvidos na
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biossintese de esterdis e fosfolipidios em E. histolytica sdo pouco elucidados,
indicando apenas que existem alguns genes que codificam a formacédo destas
estruturas mas ainda nao foi possivel identificar se estas vias sdao completas

(CLARK et. al., 2007).

O TC95 foi 0o composto que obteve maior efeito na proliferacdo dos
trofozoitos de E. histolytica, sendo a inibicdo tempo-dependente em ambas
concentragdes (5 e 10uM), nos tempos de 24, 36 e 48 horas. Esta droga possui uma
molécula de trifluralina ligada quimicamente a uma cadeia alquilfosfocolina,
provavelmente indicando que o maior efeito pode estar relacionado aos dois pontos

farmacoféricos distintos combinados numa Unica molécula.

O primeiro teste deste composto foi realizado por Godinho, (2010), em
amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis. Esta autora comparou
seus resultados com os testes que também realizou com miltefosina, orizalina e
trifluralina. TC95 foi o composto que obteve os melhores resultados na inibicado do
crescimento deste protozodrio em ambas as formas. Houve uma reducdo das
células de forma concentragdo-dependente (1-5uM em 24, 48 e 72 horas). Em
amastigotas, utilizou as concentragées de 1uM, 5uM e 10uM (24 e 48 horas),
concluindo que as concentragbes de 5 e 10uM foram marcadamente inibitérias.
Godinho, (2010), também avaliou a integridade da membrana observando que, em
48 horas, nas concentracdes de 3uM e 4uM, observaram alterag¢des significativas na
integridade da membrana plasmatica. Com apenas 3uM as promastigotas ja se
apresentaram alteradas, com corpo celular mais arredondado, possuindo dois ou
mais nulcleos e cinetoplastos, além de apresentarem o citoesqueleto de aspecto

descontinuo e frouxo. Houve também acumulo de lipidios nestas promastigotas (1,
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2, 3 e 4uM em 24 e 48 horas) e utilizando microscopia eletrénica de transmissao,
houve alteragdes intensas na mitocdndria, também utilizando 3 e 4uM do TC95,
além de modificacdes no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. A autora
concluiu que em promastigotas o TC95 inibe a proliferacdo celular e altera a

morfologia e dindmica da divisdo celular.

Em comparacao ao trabalho de Godinho (2010), podemos perceber que o
TC95 é marcadamente inibitério também em Entamoeba histolytica. Porém, os
mecanismos envolvidos nesta inibicdo ndo estdo muito claros, ja que as estruturas

modificadas em Leishmania amazonensis nao estao presentes na célula amebiana.

Esta autora observou também um acumulo de lipidios no citoplasma
semelhantes a figuras de mielina, sugerindo um efeito sobre o mecanismo do
metabolismo de fosfolipidios de membrana; esse efeito é esperado devido ao TC95
possuir uma porcao analoga a miltefosina. No presente trabalho e no trabalho de
Seifert et.al. (2001), a miltefosina apresentou efeito em amebas, o0 que pode explicar

a inibicao causada pelo TC95 em E.histolytica.

Além disso, também foi observado por Godinho (2010), que o TC95
produz alteracdes na divisao celular. Em E. histolytica, a orizalina, (mesma classe
farmacolégica da trifluralina, composto presente no TC95) nao produziu um efeito,
mas pode ser que tenha havido pequeno efeito na divisdo celular mas nao foi
detectado na proliferacdo da cultura. A inibicdo causada pelo TC95 pode estar
relacionada ao efeito conjunto dos dois grupos farmacoféricos presentes em sua

molécula.
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7 — CONCLUSAO

A orizalina ndao apresentou inibicdo na proliferacdo dos trofozoitos de
Entamoeba histolytica, mas isto ndo indica que ela ndo tenha interferido na divisédo

celular do protozoario.

A miltefosina apresentou um efeito, embora pequeno, no numero de

células de Entamoeba histolytica.

O TC95 apresentou o melhor efeito na inibicdo da proliferacdo das
culturas, provavelmente por apresentar dois grupos farmacoféricos numa mesma

molécula.
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APENDICE: Diferenca entre experimentos.

Contagem de células

4.0>10° -

3.0x10° 1

2.0x10° -

1.0x106 -

Bl EXP1

12

24

36
Tempo (h)

48

60
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