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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Luiz Antdnio Pimentel Lopes de Oliveira

A giardiase é uma doencga infecciosa, que tem uma incidéncia estimada em 280
milhdes de casos, acometendo principalmente paises em desenvolvimento. Os
farmacos de primeira escolha para o tratamento da infec¢éo por Giardia duodenalis
pertencem a classe dos 5-nitroimidazéis, principalmente o metronidazol. De forma
alarmante, casos de falha terapéutica apdés o tratamento com essa classe de
farmacos tém sido cada vez mais frequentes. Embora fatores como utilizacéo
inadequada do farmaco, reinfec¢des e imunossupressao possam estar envolvidos, o
surgimento de resisténcia de G. duodenalis € uma hipdtese que deve ser
investigada, principalmente, jA& que ha um uso indiscriminado de medicamentos
antimicrobianos pela populacdo. As proteinas piruvato-ferredoxina oxidorredutase
(PFOR) e ferredoxina (FD) participam da principal via de metabolizacdo do
metronidazol a sua forma biologicamente ativa. Além disso, enzimas como a
glutamato desidrogenase (GDH) tém sido indiretamente vinculadas a resisténcia de
G. duodenalis ao metronidazol. Portanto, alteracfes nos genes que codificam essas
proteinas podem tornar o parasito resistente ao farmaco. O objetivo do estudo foi
avaliar se a exposicéo in vitro de G. duodenalis ao metronidazol leva a alteracdes
nucleotidicas em fragmentos génicos associados a reducdo da susceptibilidade ao
farmaco. Para tal, cultivos de trofozoitos de G. duodenalis (WBATCC50803) foram
divididos em 6 grupos: 4 grupos expostos ao metronidazol nas concentracdes de
5uM, 10pM, 20pM e 80uM denominados MTZ5, MTZ10, MTZ20 e MTZ80,
respectivamente; e 2 controles, um sem exposi¢cdo ao metronidazol (SMTZ) e outro
exposto ao dimetilsulféxido (CDMSO), e cultivados num periodo de 16 semanas.
Posteriormente, a concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento
parasitario (ICso) foi determinada utilizando o método colorimétrico da resazurina. A
padronizacdo da reacdo em cadeia da polimerase e o sequenciamento de
fragmentos génicos (pfor, fd e gdh), que potencialmente poderiam estar associados
a resisténcia, foram realizados em todos os grupos. O valor da ICso dos grupos foi:
SMTZ = 2,26 £ 0,3 uM; CDMSO = 2,02 £ 0,3 pM; MTZ5 = 4,3 £ 0,6 pM; MTZ10 =
5,07 £ 0,7 uM; MTZ20 = 7,09 = 0,8 uM; nao foi possivel determinar a ICso do grupo
MTZ80. Os grupos expostos ao metronidazol apresentaram um aumento significativo
da 1Csp em comparagdo aos controles. Entretanto, ndo foram encontradas as
alteracfes nucleotidicas nos genes de pfor, fd e gdh, que classicamente vém sendo
associadas a resisténcia ao metronidazol. Esses resultados indicam que outros
mecanismos genéticos ou bioquimicos devem também estar envolvidos na
resisténcia de G. duodenalis aos 5-nitroimidazois.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA
Luiz Antonio Pimentel Lopes de oliveira

Giardiasis is an infectious disease, which has an estimated incidence of 280 million,
affecting mainly developing countries. The first choice drugs for treatment of Giardia
duodenalis infection belong to the class of 5-nitroimidazoles, mainly metronidazole.
Alarmingly, cases of treatment failure following treatment with this drugs class have
been increasingly frequent. Although factors such as inadequate use of the drug,
reinfections and immunosuppression may be involved, the emergence of G.
duodenalis resistance is a hypothesis that should be investigated, mainly due to the
indiscriminate use of antimicrobial drugs by the population. The pyruvate-ferredoxin
oxidoreductase (PFOR) and ferredoxin (FD) proteins participate in the main route of
metronidazole metabolization to its biologically active form. In addition, enzymes
such as glutamate dehydrogenase (GDH) have been indirectly linked to resistance of
G. duodenalis to metronidazole. Therefore, changes in the genes encoding these
proteins may cause resistance in the parasite. The aim of the study was to evaluate if
the in vitro exposure of G. duodenalis to metronidazole leads to nucleotide changes
in gene fragments associated with reduced susceptibility to the drug. For this, G.
duodenalis trophozoites (WBATCC50803) were cultured in six groups: four groups
exposed to metronidazole, named MTZ5, MTZ10, MTZ20 and MTZ80, at
concentrations of 5 yM, 10 uM, 20 uM and 80 pM of the drug, respectively; and two
controls, called SMTZ (without exposure to metronidazole) and CDMSO (exposed to
dimethylsulfoxide), and cultured over a 16 week period. Subsequently, the
concentration required to inhibit 50% parasitic growth was determined using the
colorimetric method of resazurin. Standardization of the polymerase chain reaction
and the sequencing of gene fragments (pfor, fd and gdh) that could potentially be
associated with resistance were performed in all groups. The ICso value of the groups
was: SMTZ =2.26 + 0.3 uM; CDMSO =2.02 + 0.3 yM; MTZ5 =4.3 + 0.6 yM; MTZ 10
=5.07 £ 0.7 yM; MTZ20 = 7.09 = 0.8 uM; it was not possible to determine the ICsg of
the MTZ80 group. Groups exposed to metronidazole showed a significant increase in
ICs0 compared to controls. However, although we observed a decrease in drug
susceptibility, no nucleotide changes were found in the pfor, fd and gdh genes that
have been associated with resistance to metronidazole. These results indicate that
other genetic or biochemical mechanisms may be involved in the resistance of G.
duodenalis to 5-nitroimidazoles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

A giardiase é uma doenca infectoparasitaria causada pelo protozoario Giardia
duodenalis (também denominado Giardia lamblia ou Giardia intestinalis). Essa
infeccéo apresenta distribuicdo mundial e o parasito pode habitar o intestino delgado
(duodeno e jejuno) de mais de 40 espécies de animais, sendo essa doenca
considerada uma zoonose (Marshall et al. 1997).

Em paises desenvolvidos, estima-se que a prevaléncia da giardiase seja de
2-5% na populacdo, enquanto que nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia
estimada da doenca é de 20-30% (Marshall et al. 1997). A ultima estimativa mundial
aponta a ocorréncia de 280 milhdes de novas infec¢cdes por G. duodenalis a cada
ano (Lane & Lloyd 2002; Lalle 2010).

No Brasil, a giardiase é encontrada em todas as regides. Entretanto, ndo
existe um inquérito nacional que apresente as reais prevaléncias da infeccdo no
pais. Os dados disponiveis sao frutos de estudos individuais e seccionais
predominantemente na regido sudeste, onde as prevaléncias podem alcancar cifras
de 78,3% e 69,6%, como relatados em estudos realizados em Minas Gerais e Sao
Paulo, respectivamente. Nas demais regifes, prevaléncias maiores que 30%
também foram encontradas nos estados do Maranhdo, Amapa, Sergipe e Parana
(Coelho et al. 2017).

No estado do Rio de Janeiro, estudo realizado pelo Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, analisando fezes de 3.245 individuos durante o
periodo de 2012-2015, encontrou uma prevaléncia de 8,1% da infec¢cdo por G.
duodenalis (Faria et al. 2017a). Em um estudo na cidade do Rio de Janeiro, a
prevaléncia da giardiase em criangas alcancou 27,7%, enquanto que em adultos
apenas 1,7% das amostras clinicas de fezes analisadas foram positivas para G.
duodenalis (Volotéao et al. 2007). Porém, estudos em regides favelizadas da cidade
do Rio de Janeiro demonstram uma prevaléncia em pré-escolares de 49,4%
(Fantinatti et al. 2016).

A transmissdo da giardiase ocorre por via fecal-oral, principalmente pela
ingestao de cistos presentes em agua contaminada. Ha também a possibilidade de

transmissdo por alimentos contaminados ou diretamente de pessoa a pessoa
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(Ortega & Adam 1997). Giardia foi responséavel por 37% dos surtos veiculados por
contaminacdo hidrica causados por protozoarios no periodo de 2011-2016 no
mundo (Efstratiou et al. 2017).

Os grupos de maior risco para adquirir giardiase sintomética sao criancas,
individuos que viajam para areas onde a doenca é endémica e individuos
imunossuprimidos (Farthing 1996) As criancas sdo mais susceptiveis a giardiase,
embora a doenca seja rara nos primeiros seis meses de vida devido a
amamentacao, e a transferéncia de imunoglobulinas deve contribuir para esse efeito
benéfico (Tellez et al. 2003).

Giardia é um dos principais agentes etiol6gicos, com excec¢do de alguns virus
e bactérias, responsavel por doencas diarreicas em humanos (Lalle 2010). Em
criancas na faixa de 0-2 anos, Giardia é o protozoario intestinal mais frequente. Em
criancas de 12 meses a 24 meses, oriundas de paises em desenvolvimento, Giardia
€ 0 segundo agente etioldgico mais frequente em amostras de fezes diarreicas e néo
diarreicas, ficando atras apenas de Campylobacter spp. Ja em criancas de 0-11
meses, Giardia é o quarto agente etiolégico mais frequente em amostras de fezes
diarreicas e nao diarreicas, também ficando atras apenas de Campylobacter spp.,
Escherichia coli enteroagregativa e norovirus (Platts-Mills et al. 2015). A prevaléncia
tende a aumentar durante a infancia e declina durante a adolescéncia (Farthing
1996).

A transmissdo direta € comum entre criancas que frequentam creches,
escolas e em outras instituicbes onde se convive de forma aglomerada, como
orfanatos, asilos e clinicas psiquiatricas. Geralmente, nessas circunstancias, a
infeccdo é resultante de falhas nos procedimentos de higiene pessoal, com
disseminacdo dos parasitos entre pessoas da instituicdo. Homossexuais do sexo
masculino também apresentam maior prevaléncia de giardiase (Farthing 1996).

Tendo em vista a importancia e forte conexdo com situacdes de pobreza,
Giardia e Cryptosporidium foram incluidos, em setembro de 2004, pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), entre as doencas consideradas negligenciadas (Savioli et
al. 2006).

1.2 Histérico

A primeira observacado de G. duodenalis data de 1681 quando Anton Van

Leeuwenhoek, usando lentes caseiras, conseguiu visualizar o parasito em suas
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préprias fezes (Dobell 1920). Uma descricdo mais detalhada do parasito foi realizada
por Lambl, em 1859, que o classificou dentro do género Cercomonas e denominou a
espécie de Cercomonas intestinalis (Lambl 1859).

A primeira descricdo do cisto de Giardia ocorreu em 1879, por Grassi, que
identificou os cistos nas fezes de roedores, porém, acreditou que eram estruturas
provenientes de coccidios (Meyer & Jarrol 1980).

A nomenclatura de Giardia foi utilizada primeiramente por Kunstler em 1882,
que descreveu um organismo encontrado em anfibio (provavelmente Giardia agilis);
e seis anos apoés, Blanchard sugeriu o0 nome Lamblia intestinalis. Finalmente, em
1902, Stiles alterou o nome do parasito para G. duodenalis. Porém, Kofoid e
Cristiansen propuseram o nome G. lamblia em 1915 e Giardia enterica em 1920,
respectivamente. Atualmente, a nomenclatura aceita para a espécie é G. duodenalis,

G. lamblia ou G. intestinalis (Monis et al. 2009).

1.3 Género Giardia

O género Giardia esta classificado no reino Protozoa, sub-reino Archezoa, filo
Metamonada, subfilo Trichozoa, superclasse Eopharyngia, classe Trepomonadea,
subclasse Diplozoa e ordem Giardiida (que inclui as familias Octomitidae e
Giardiidae) (Adam 2001; Thompson & Monis, 2012).

Atualmente, existem seis espécies reconhecidas do género Giardia: G. agilis,
gue parasita anfibios; Giardia ardeae, que parasita aves; Giardia psittaci, que
parasita aves; Giardia muris, que parasita roedores; Giardia microti, que parasita
roedores e G. duodenalis, que parasita diversos mamiferos (Monis et al. 2009).

Apesar de a maioria dos organismos eucariontes depender de respiracao
aerobia, os membros do género Giardia spp., caracterizados pela falta de uma
mitocdndria tipica, ndo apresentam ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa. Mesmo
na presenca de oxigénio, Giardia obtém energia pela glicolise (Thompson et al.1993;
Adam 2001).

A glicose ndo é completamente oxidada pelos parasitos do género Giardia,
gerando como produto final acetato, etanol, alanina e diéxido de carbono, ao invés
de 4gua e diéxido de carbono como a maioria dos eucariotos aerobios. Além do uso
de carboidratos, G. duodenalis pode utilizar alguns aminoacidos para obtengédo de
ATP, como arginina e aspartato (Adam 2001).

Em eucariotos existem dois sistemas enzimaticos que sdo utilizados para
3



catalisar a descarboxilacdo oxidativa do piruvato em Acetil-CoA: a piruvato-
ferredoxina oxidorredutase (PFOR) e a piruvato desidrogenase (PDH). Giardia utiliza
a enzima piruvato-ferredoxina oxiddorredutase (PFOR) para promover essa reacao.
Os elétrons recebidos por essa enzima durante a reacdo sao transferidos para a
proteina ferredoxina que, posteriormente, é reoxidada a sua forma reduzida (Figura
1) (Thompson et al. 1993, Adam 2001).

Estruturalmente, tanto a piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR) quanto a
ferredoxina (FD) apresentam como cofatores enziméticos os grupamentos Fe-S, que
sdo importantes nas reacdes de oxidorreducdo do parasito (Townson et al. 1994;
Charon et al. 1999). Além disso, a piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR)
depende de uma coenzima, a tiamina pirofosfato para o seu funcionamento (Charon
et al. 1999).

Em humanos, a conversao do piruvato em Acetil-CoA € realizada no interior
da micocondria pela piruvato desidrogenase. Esta enzima utiliza a nicotinamida
adenina diclucleotideo (NAD), ao invés da ferredoxina, como aceptor de elétrons na
descaboxilacdo oxidativa do piruvato. A reacdo de descarboxilacdo oxidativa do
piruvato e as reacdes de oxidorreducdo que a seguem sdo importantes para a
continuidade do fluxo na via glicolitica e, portanto, na geracdo de energia para a

realizacao das funcdes da célula (Thompson et al. 1993).
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sintase ATP
1
Acetato

Figura 1. Descarboxilacdo oxidativa do piruvato pelo sistema piruvato-ferredoxina
oxidorredutase (PFOR)/ferredoxina (FD) em Giardia duodenalis. Fonte: adaptado Ansell et al.
2015.

Giardia ndo consegue sintetizar a maioria dos aminoacidos necessarios para a

construcdo de suas proteinas, com excecédo de alanina e valina, obtendo-os do meio
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externo. Notavelmente, dentre os aminoacidos, ha necessidade de uma alta
concentracdo de cisteina para o desenvolvimento dos trofozoitos, provavelmente
pelo efeito parcial que oferece contra os efeitos toxicos de altas concentracdes de
oxigénio. Além disso, os membros do género Giardia obtém lipideos e as bases
nitrogenadas, tanto purinas como pirimidinas, do meio externo (Adam 2001).

1.4 Biologia celular de Giardia duodenalis

G. duodenalis apresenta duas formas evolutivas: o cisto e o trofozoito. O
trofozoito mede de 12-15 uym de comprimento e 5-9 um de largura, apresenta
aspecto piriforme com simetria bilateral, além de uma superficie ventral (concava) e
outra dorsal (convexa) (Ortega & Adam 1997).

Algumas caracteristicas peculiares do trofozoito incluem a presenca de dois
nacleos, a auséncia de mitocondrias, peroxissomos e de um aparato de Golgi tipico.
Na periferia do parasito, sdo encontradas as vesiculas periféricas, que tém funcdo
analoga aos lisossomos. G. duodenalis apresenta um disco ventral, 4 pares de
flagelos (anterior, ventral, posterolateral e caudal) e corpos medianos, cuja funcéo
ainda é desconhecida (Adam 2001) (Figura 2 e Figura 3).

RVL

Figura 2. Trofozoito de Giardia duodenalis em corte transversal. Visualizacdo de estruturas
intracelulares em vista transversal: nicleos (N), reticulo endoplasmatico (ER), vesicula periférica (V),
disco ventral (DV), crista lateral (CL), crista ventrolateral (RVL) e axonema (F). Fonte: Adaptado Adam
2001.
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Figura 3. Trofozoito de Giardia duodenalis em corte longitudinal. Visualizagdo de estruturas
intracelulares em vista longitudinal: nucleos (N), reticulo endoplasmatico (ER), axonema (F) e
vesicula periférica (V). Fonte: adaptado Adam 2001.

Durante o processo de encistamento, o trofozoito passa por mudancas
morfolégicas e moleculares, com a inducdo de genes especificos, como as que
codificam as proteinas CWPs (do inglés “Cyst Wall Protein”) e enzimas relacionadas
com a sintese de carboidratos presentes na parede do cisto (Mowatt et al. 1995).

O cisto (Figura 4) apresenta uma forma arredondada ou eliptica que mede 8-
12 um de comprimento e 7-10um de espessura, possuindo em seu interior 4 nucleos

tetraploides, constituindo a forma infectante do parasito (Ortega & Adam 1997).

Figura 4. Cisto de Giardia duodenalis. Fonte: Ortega & Adam 1997.



1.5 Genotipos de Giardia duodenalis

A grande heterogeneidade encontrada dentro da espécie G. duodenalis fez
com que a espécie fosse dividida em 8 gendtipos (A-H) (Feng & Xiao 2011).

Os gendtipos A e B séo, classicamente, associados a infecgcdo em humanos e
em outros mamiferos (Faria et al. 2017b). No entanto, estudos recentes de nosso
grupo detectaram o genotipo E associado a infeccdo em humanos (Fantinatti et al.
2016).

Os outros genotipos sdo considerados hospedeiro-especificos; sendo os
genotipos C e D associados a infeccdo em cées (Monis et al. 1998); o genétipo E foi
isolado em animais de pastos (Ey et al. 1996); o genotipo F é especifico para gatos
(Mayrhofer et al. 1995); o gendtipo G é especifico para roedores (Monis et al. 1999)
e 0 gendtipo H foi descrito em fezes de focas (Lasek-Nesselquist et al. 2010).

Diversos genes tém sido utilizados para a genotipagem de G. duodenalis,
sendo os mais comuns 0s que codificam para a glutamato desidrogenase (gdh),
triose fosfato isomerase (tpi) e B-giardina (B-gia) (Feng & Xiao 2011, Faria et al.
2017h).

1.6 Ciclo biolégico de Giardia spp

O ciclo biolégico de G. duodenalis € simples e do tipo monoxénico,
envolvendo as etapas de encistamento e desencistamento do parasito no
hospedeiro (Figura 5).

A guantidade de cistos necesséaria para se adquirir a infeccdo é baixa, e
estima-se que a ingestdo de 10-100 cistos ja € suficiente para o estabelecimento do
parasito no hospedeiro (Rendtorff 1954). Em condi¢cdes adequadas de umidade e
temperatura, como em agua fria (4-10°C), o cisto pode permanecer viavel no
ambiente por varios meses (Wolfe 1992).

Os cistos sdo relativamente resistentes ao processo de cloracdo e
desinfeccdo por radiacdo ultravioleta. No entanto, sdo bastante sensiveis a
temperatura elevada obtida durante a fervura e podem ser removidos por filtracdo
com eficacia, desde que utilizados filtros com tamanho do poro menor que 2 um
(Ortega & Adam 1997).

A infeccdo se inicia a partir da ingestédo de cistos, que ap6s o contato do com

o pH acido do contetdo estomacal, d& inicio ao processo de modificagdo do parasito
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(desencistamento), que se transforma na forma trofozoitica no intestino delgado do
hospedeir e se divide por fissdo binaria. O trofozoito se adere ao epitélio intestinal,
principalmente nas criptas, por meio do disco ventral, obtendo recursos nutricionais
para sua multiplicacdo do meio externo (Eckmann 2003).

O trofozoito inicia seu processo de encistamento quando migra para as
por¢cdes mais distais do intestino delgado, onde alguns estimulos presentes nessa
regido que incluem alteracbes na concentracdo de bile, pH basico e baixa
concentracao de colesterol engatilham o processo de encistamento. O cisto perde a
capacidade de se aderir a mucosa intestinal e é liberado pelas fezes, podendo
infectar novos hospedeiros (Eckmann 2003).

2 3 > 2
Ingestao de cistos ~ .._ Desencistamento
. / \ .
5 " | “
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5 ! dos trofozoitos
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5 * 4-5
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e S o
Cisto infectante 8
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Estagio tardio do | / fammm -
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Figura 5. Ciclo de vida de Giardia duodenalis. 1-2) Ingestdo de cisto em agua e alimentos
contaminados; 3) exposi¢cdo ao pH &cido do estbmago promove o processo de desencistamento; 4)
um cisto origina dois trofozoitos, que se dividem por fissdo binaria; 5) parasitos se multiplam e
aderem ao epitélio do intestino delgado; 6-7) durante a passagem pela por¢cado mais distal do intestino
delgado, o trofozoito entra em processo de encistamento; 8) cisto infectante é liberado nas fezes do
hospedeiro, promovendo a contaminacdo ambiental. Fonte: adaptado Eckmann 2003.

1.7 Giardiase

A infeccdo por G. duodenalis pode se apresentar de forma assintomatica,
aguda ou crdnica. Apds a ingestdo de cistos de G. duodenalis, o periodo de
incubacao da doenca é cerca de uma a duas semanas (Hill & Nash 2015).

A giardiase sintomatica tem inicio agudo; embora diarreia, flatuléncia, inchaco

e colicas abdominais sejam os sintomas mais evidentes, também podem ocorrer
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nauseas, mal-estar, urticaria e perda de peso; vémito, febre e tenesmo também
ocorrem ainda que menos frequentente (Hill 1993). A diarreia, no inicio da doenca,
pode se apresentar de forma profusa e aquosa. No entanto, as fezes sé&o
predominantemente esteatorreicas e de odor fétido, e podem chegar a uma média
de nove evacuacOes por dia (Cantey et al. 2011). O curso da infeccdo aguda
costuma ser benigno, porém, em alguns casos, como em criangas menores de cinco
anos e em mulheres gravidas, a doenca pode ser mais grave, com perda abundante
de liquido, quadro em que pode ser necessaria a hospitalizacdo (Lengerich et al.
1994). A presencga de sangue, muco, pus e polimorfonucleares nas fezes nédo é
caracteristica da giardiase, sendo mais sugestiva de outras patologias como, por
exemplo, a amebiase (Hill & Nash 2015).

Dentre as consequéncias a longo prazo da giardiase, destaca-se a
associacdo com a sindrome do intestino irritavel. A giardiase esta sendo implicada
na etiologia de alguns disturbios extraintestinais, como patologias oculares, artrite
reativa, sindrome da fadiga cronica, alergias e alteragcbes musculares. A giardiase
também esta associada, principalmente em criancgas, a deficiéncias nutricionais, que
podem levar a falha no crescimento péndero-estatural e prejuizos na cognicéo
(Halliez & Buret 2013).

1.8 Diagnostico

Um diagndstico presuntivo da giardiase deve ser considerado em pacientes
com diarreia prolongada, principalmente naqueles em que ha associacdo com perda
de peso e ma absorcdo. Quando estdo associados a esses sintomas fatores de
risco, como criangas que frequentam creches e individuos que viajaram para areas
endémicas, eleva-se a possibilidade de que o paciente esteja com giardiase. No
entanto, deve ser considerado o diagndstico de outros patdgenos entéricos como
criptosporidiose, ciclosporiase, doencas de etiologia viral e bactérias que néao
invadem o epitélio intestinal (Hill & Nash 2015).

O diagnostico da giardiase é realizado preponderantemente pelo exame
parasitolégico de fezes (EPF). Em casos de diarreia, uma preparacéo de fezes com
solugcdo salina em lamina de microscopia permite a visualizagdo das formas
trofozoiticas. No entanto, o trofozoito de G. duodenalis morre rapidamente apés a
sua liberacédo nas fezes, limitando essa forma de diagndéstico. Em fezes pastosas e

formadas, a forma visualizada é o cisto. H4 diversos métodos para visualizagdo dos
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cistos, sendo a sedimentacdo espontanea a mais simples e barata, mas os métodos
mais especificos utilizam as técnicas de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco e
centrifugo-sedimentacdo (McHardy et al. 2014). Os cistos e trofozoitos de G.
duodenalis também podem ser identificados em esfregagcos com coloracao
permanente, sendo as colora¢cdes mais utilizadas a do tricrobmico e a da hematoxilina
férrica, que revelam estruturas intracelulares importantes para identificacdo do
parasito (Roberts & Zeibig 2014).

Os cistos de G. duodenalis séo eliminados de forma intermitente, o que afeta
a sensibilidade do EPF. A andlise de uma Unica amostra apresenta uma
sensibilidade que varia de 60-80%, valor que € elevado a cerca de 90% com a coleta
de trés amostras fecais; sendo a sensibilidade do EPF, juntamente com a
necessidade de um microscopista bem treinado, uma limitagdo do EPF (Hiatt et al.
1995).

Para contornar os problemas relacionados ao EPF, métodos como 0s ensaios
imunoenzimaticos para deteccdo de antigenos e de imunofluorescéncia para
deteccédo de Giardia estdo comercialmente disponiveis. Esses sao reprodutiveis, ndo
exigem um microscopista treinado e sao realizados com maior rapidez (Garcia &
Shimizu 1997). Contudo, seu alto custo ainda inviabiliza seu uso na rotina.

O diagnostico por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é altamente
sensivel, podendo detectar a presenca de até um cisto na amostra fecal.
Amplificando o DNA, a PCR ainda possibilita a genotipagem de G. duodenalis (Feng
& Xiao 2011). Todavia, essas metodologias vém sendo utilizadas majoritariamente
para fins de pesquisa.

Nos casos em que 0 paciente apresenta diarreia crénica e ma absorcdo, com
forte suspeita clinica de giardiase, associados ao EPF constantemente negativo,
pode-se realizar, embora com frequéncia baixa, o exame direto do contetdo do
intestino delgado, o teste do barbante e até mesmo um teste mais invasivo, como a
realizacdo de bidpsia para analise de fragmento de tecido, que pode detectar a
presenca também de outras patologias. Os exames sorolégicos ndo conseguem
diferenciar entre infeccdo aguda ou exposicdo ao parasito no passado, logo sao

utilizados para pesquisas em nivel epidemiolégico (Ortega & Adam 1997).
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1.9 Tratamento

Atualmente, existem seis classes de farmacos utilizados para o tratamento da
giardiase: derivados de acridina, 5-nitroimidazois, 5-nitrofuranos, 5-nitrotiazois,
aminoglicosideos e benzimidazéis (Escobedo et al. 2010, Lalle 2010, Tejman-

Yarden & Eckmann 2011) (Quadro 1).

Quadro 1. Estrutura quimica das classes de farmacos utilizados no tratamento da giardiase

Classe do farmaco Estrutura quimica Exemplos
N Metronidazol
L y
o O,N R, Tinidazol
5-nitroimidazol N _
Flt Secnidazol
1
Ornidazol
5-nitrofurano DEN/Q\R1 Furazolidona

B
5-nitrotiazol DEN/(S)\R1 Nitazoxanida

R, N
= Quinacri
. . uinacrina
Derivados de acridina =
Ry
R

i

H
R, N Albendazol
Benzimidazol r\'J/ 2 Mebendazol
R1 H2N ..
. _ ] ] Gentamicina
Aminoglicosideos O 0 NH
i 2 Canamicina
R2 OH

Paromomicina

Fonte: Adaptado Tejman-Yarden & Eckmann 2011.
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Todos os farmacos utilizados para o tratamento da giardiase foram extraidos
ou sintetizados para a utilizacdo contra outros microrganismos. Todavia, com o
decorrer do tempo, a atividade deles frente a G. duodenalis foi comprovada e,
atualmente, esses farmacos fazem parte do arsenal terapéutico no combate a
infeccao (Tejman-Yarden & Eckmann 2011).

O derivado da acridina, quinacrina (Figura 6), foi introduzido como agente
antimalarico em 1930 e foi bastante utilizado para essa finalidade pelas tropas
aliadas durante a segunda guerra mundial; apds a guerra, tornou-se um importante
farmaco para o tratamento de G. duodenalis, com uma eficicia clinica superior a
90% (Gardner & Hill 2001).

O mecanismo de a¢do da quinacrina ndo esta bem esclarecido, todavia, o
farmaco se liga ao DNA de G. duodenalis e, portanto, pode inibir a sintese de acidos
nucleicos (Tejman-Yarden & Eckmann 2011).

o]
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Figura 6. Estrutura molecular da quinacrina. Fonte: Lalle 2010.

Apesar de ser clinicamente bastante efetiva numa dosagem de 100 mg, trés
vezes ao dia para adultos, e 2mg/Kg, trés vezes ao dia para criangas, a quinacrina
apresenta efeitos colaterais graves (Wolfe 1992). Este farmaco pode induzir
episédios de psicose, dermatite esfoliativa e retinopatia (Farthing 1996). Além disso,
pode exacerbar episédios de psoriase e causar hemdlise em pacientes com
deficiéncia em glicose 6-fosfato desidrogenase. Também € contraindicada em
gestantes, devido a possibilidade de causar espinha bifida e agenesia renal nos
fetos (Gardner & Hill 2001).

As queixas de vbmito, associado ao gosto amargo da quinacrina, tém sido
reportados em até 28% dos pacientes que utilizam esse farmaco, o que leva a baixa
adesao ao tratamento, principalmente em criancas; ademais, pode levar a coloragao
alaranjada da pele, urina e esclera, que pode perdurar até quatro meses apos o
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término do tratamento (Craft et al. 1981).

Apesar dessas desvantagens com relagédo aos efeitos colaterais, nos casos
refratarios de giardiase, a quinacrina ou a associacdo da quinacrina com
metronidazol tem sido recomendada para a erradicacdo do parasito (Nash et al.
2001).

A furazolidona (Figura 7) € um 5-nitrofurano efetivo contra diversas bactérias,
como Staphylococcus aureus, Campylobacter spp., Clostridium spp., Klebsiella spp.
e Escherichia coli; e sua utilizacdo para o tratamento da giardiase teve inicio em
1950 (Webster 1960).

Assim como os 5-nitroimidazéis, a furazolidona €é considerada um pro-
farmaco, pois necessita sofrer metabolizacdo para exercer seus efeitos biol6gicos.
Porém, a metabolizacdo da furazolidona por trofozoitos de G. duodenalis utiliza a
enzima NADH oxidase para a reacdo de reducdo do grupo 5-nitro (NO2) da
furazolidona (Brown et al. 1996). Apds sua ativacéo, o farmaco causa lesédo oxidativa

em macromoléculas como DNA e proteinas (Gardner & Hill 2001).

Figura 7. Estrutura molecular da furazolidona. Fonte: Lalle 2010.

A eficacia da furazolidona € menor do que a da quinacrina e dos 5-
nitroimidazéis. Outra desvantagem do tratamento € a duracdo prolongada e a
posologia: o tratamento tem uma duracdo de 7-10 dias e a dose recomendada do
farmaco € de 100 mg (adultos) / 1,5 mg/Kg (criancas) tomadas 4 vezes ao dia para
ambos (Bassily et al. 1970).

Cerca de 10% dos pacientes relatam sintomas gastrointestinais como
nauseas, vomito e diarreia; a furazolidona também confere uma cor amarronzada a
urina e pode causar hemdlise em pacientes com deficiéncia em glicose 6-fosfato
desidrogenase. Pelo risco de hemodlise, criancas com menos de um ano também nao
devem utilizar essa medicacédo (Gardner & Hill 2001).

A paromomicina (Figura 8) € um membro dos aminoglicosideos, antibiéticos

de amplo espectro, produzido pela bactéria Streptomyces riomosus e isolada em

13



1956 (Davidson et al. 2009). Assim como sua atuacdo nas bactérias, a
paromomicina inibe a sintese proteica em G. duodenalis (Katiyar et al. 1995).
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Figura 8. Estrutura molecular da paromomicina. Fonte Lalle 2010.

Como outros aminoglicosideos, se absorvidos sistemicamente, podem causar
nefrotoxicidade e ototoxicidade; no entanto, durante o tratamento da giardiase, o
farmaco é administrado por via oral, via no qual o farmaco é absorvido para via
sistémica de forma infima, sendo os principais efeitos colaterais associados ao trato
gastrointestinal, como dor abdominal e diarreia (Mineno & Avery 2003). Devido a
baixa absorcdo, a paromomicina € considerada segura para utilizacdo durante a
gestacédo (Wright et al. 2003).

Em adultos, a dose recomendada € de 500 mg trés vezes ao dia, durante 5-
10 dias. Ja em criancas, a dose é de 30 mg/Kg trés vezes ao dia por 5-10 dias
(Gardner & Hill 2001). Embora seja bem tolerada, sua eficacia é inferior em relacéo
as demais classes de farmacos utilizados no tratamento da giardiase (Escobedo et
al. 2010).

A nitaxozanida (Figura 9) é um derivado 5-nitrotiazélico, desenvolvido no
inicio da década 1980, para utilizacdo como anti-helmintico de uso veterinario
(Rossignol & Maisonneuve 1984). Este, notavelmente o dltimo farmaco aprovado
para o tratamento da giardiase em mais de 20 anos, € um pro-farmaco, que precisa
receber elétrons no grupo 5-nitro (NO2) do anel tiazdlico para exercer sua atividade
biologica. Essa reacdo de reducdo ocorre utilizando as mesmas proteinas
parasitarias que ativam os farmacos 5-nitroimidazélicos: piruvato-ferredoxina
oxidorredutase (PFOR) e ferredoxina (FD) (Escobedo et al. 2010). Ap6s a
metabolizacdo, o farmaco atua, possivelmente, inibindo a enzima nitrorredutasel e
causando danos oxidativos ao DNA e proteinas do parasito (Escobedo et al. 2010;
Tejman-Yarden & Eckmann 2011).
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Figura 9. Estrutura molecular da nitazoxanida. Fonte: Lalle 2010.

A dose da nitaxozanida indicada para adultos é de 500 mg duas vezes ao dia
durante 3 dias; ja para criancas entre 4 e 11 anos, é indicada na dose de 200 mg
duas vezes durante 3 dias; jA em criancas entre 1 a 4 anos, é indicada na dose de
100mg duas vezes ao dia durante 3 dias (Rossignol 2010). O farmaco € geralmente
bem tolerado e seus efeitos colaterais incluem dor abdominal, diarreia, vomito, dor
de cabeca e alteracéo na coloracéo da urina (Escobedo et al. 2010).

O albendazol (Figura 10) é o farmaco da classe dos benzimidazoéis que pode
ser utilizado para o tratamento da giardiase. Esse farmaco foi desenvolvido como
anti-helmintico na década de 60 (Wright et al. 2003). Estudos iniciais in vitro
sugeriram que eles poderiam ser utilizados no tratamento da giardiase e, de fato,
estudos conduzidos no México, na india e em Bangladesh demonstraram a eficacia
do farmaco in vivo, dependendo da dose e duracéo do tratamento (Rossignol 2010).

Atualmente, a dose recomendada do albendazol no tratamento da giardiase &
de 400 mg uma vez ao dia por 5 dias, tanto para adultos como para criancas
(Gardner & Hill 2001). O mecanismo de acdo do albendazol € através da ligacéo
com a B-tubulina presente no citoesqueleto do parasito, impedindo sua
polimerizacédo e dificultando a captacédo de glicose do meio externo (Escobedo et al.
2010). Os efeitos colaterais do albendazol, tomados por via oral, sdo brandos,
geralmente envolvendo nauseas, vomito diarreia e dor abdominal (Escobedo et al.
2010).

15



P "”
[ )
T
& \
Figura 10. Estrutura molecular do albendazol. Fonte: Lalle 2010.

Atualmente, a classe de farmacos de primeira linha para o tratamento da
giardiase sdo os 5-nitroimidazois. Esses compostos apresentam um grupo nitro
(NO2) na posicao cinco do anel imidazdlico (Lalle 2010).

Os 5-nitroimidazéis entram na célula por difusdo passiva e sdo pro-farmacos,
necessitando sofrer metabolizacdo para exercer sua atividade bioldgica. Essa
metabolizacdo ocorre utilizando proteinas parasitarias que doam elétrons para o
grupo 5-nitro (NO2) dos farmacos 5-nitroimidazélicos (Edward 1993).

Classicamente, duas proteinas parasitarias, atuando em conjunto, cedem
elétrons para os 5-nitroimidazéis: a piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR) e a
ferredoxina (FD) (Figura 11A), tornando os 5-nitroimidazdis toxicos para as células
parasitarias (Edward 1993). Atualmente, outras duas outras proteinas séao
implicadas na ativacdo dos 5-nitroimidazdis: a nitrorredutase 1 (Figura 11D) (Nillius
et al. 2011) e a tiorredoxina redutase (Figura 11C) (Leitsch et al. 2011). Essa reacéo
ocorre em baixas concentracdes de oxigénio, ja que o0 oxigénio pode reoxidar os 5-
nitroimidazois, convertendo-os a sua forma inativa, fendmeno denominado ciclo futil
(Figura 11B), explicando a toxicidade seletiva dos farmacos 5-nitroimidazélicos
frente a parasitos anaerébios ou microaerofilos (Moreno et al.1984).

No Brasil, os 5-nitroimidazéis sdo a unica classe de farmacos recomendada
pelo Ministério da Saude para o tratamento da giardiase. O metronidazol € indicado
em adultos por via oral, em comprimido de 250 mg, tomado duas vezes ao dia por
um periodo de cinco dias. J4 para criancas, a dose € de 15 mg/Kg/dia por via oral
(maximo de 250 mg), duas vezes ao dia durante cinco dias. O tinidazol € outro
medicamento indicado, sendo administrado 2 g em dose Unica para adultos e 30
mg/Kg em dose Unica para criancas. Ja o sechidazol é administrado por via oral em
dose Unica de 2 g para adultos e 30 mg/Kg em dose Unica para criancas (Brasil
2010).
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Figura 11. Metabolizacdo dos 5-nitroimidazois. A) Reacdo de reducdo do metronidazol pelo
sistema piruvato-ferredoxina oxidorredurase (PFOR) e ferredoxina (FD); B) Ciclo fatil dos 5-
nitroimidazéis; C) Ativacdo do metronidazol pela tiorredoxina redutase; D) Ativacdo do metronidazol
pela nitrorredutase 1 (NR1). Fonte: adaptado Ansell et al. 2015.

Apesar da sua eficacia, os derivados 5-nitroimidazélicos compartilham uma
série de efeitos colaterais, sendo os mais comuns: nauseas (ocorrendo em cerca de
5 a 10% dos pacientes), dor de cabeca, vertigem e gosto metélico na boca. Efeitos
colaterais mais graves, como toxicidade ao sistema nervoso central e pancreatite
foram descritos em seu uso em dosagens elevadas; além disso, neutropenia
reversivel também ja foi atribuida ao uso dessa classe de farmacos (Gardner & Hill
2001).

Os pacientes que utilizam farmacos 5-nitroimidazélicos devem ser alertados a
nao ingerir bebidas alcodlicas durante e até quatro dias apdés o término do
tratamento (Brasil 2010). A inibicdo da enzima aldeido desidrogenase, responsavel
pela metabolizacdo do alcool, por essa classe de farmacos, pode causar efeitos
agudos graves, que incluem rubor, crise intensa de vémito, dor de cabeca e dor

gastrointestinal (efeito dissulfiram—like) (Gardner & Hill 2001).

1.10 Metronidazol

O metronidazol (1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol) é um farmaco 5-
nitroimidazélico sintético considerado agente de primeira linha para tratamento de
diversos protozodrios e outros parasitos microaerodfilos e anaerébios. Este foi

introduzido no mercado pela companhia farmacéutica e quimica francesa Rhone-
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Poulenc em 1959 para o tratamento da tricomoniase (Freeman et al. 1997). A
principio, um extrato de bactérias do género Streptomyces demonstrou ter atividade
contra T. vaginalis e o composto responsavel por essa atividade era a azomicina
(Figura 12), um 2-nitroimidazol (Maeda et al. 1953, Dingsdag & Hunter 2017). O
metronidazol (Figura 13) foi entéo sintetizado como um analogo da azomicina, sendo
mais ativo frente a trofozoitos de T. vaginalis e menos toxico para as células do
hospedeiro (Cosar & Julou 1959, Dingsdag & Hunter 2017).
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Figura 12. Estrutura molecular da azomicina. Fonte: Dingsdag & Hunter 2017.
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Figura 13. Estrutura molecular do metronidazol. Fonte: Dingsdag & Hunter 2017.

O metronidazol apresenta um amplo espectro de uso clinico, apresentando
atividade parasiticida frente aos protozoarios G. duodenalis, T. vaginalis e
E. histolytica; Além disso, as bactérias Gram-negativas anaerdébias dos géneros
Bacteroides, Fusobacterium, Provotella e as bactérias Gram-positivas anaerobias
dos géneros Clostridium e Peptostreptococcus apresentam susceptibilidade ao
farmaco (Nagel & Aronoff 2015).
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Alguns esquemas terapéuticos para erradicacdo de Helicobacter pylori
utilizam o metronidazol em combinagdo com outros agentes antimicrobianos; o
farmaco também é indicado para vaginose causada pelo bacilo Gram-variavel
Gardnerella vaginalis (Nagel & Aronoff 2015).

ApoOs administragdo oral, o metronidazol é rapidamente absorvido e sua
biodisponibilidade se aproxima de 100% (Edward 1993). A administracéo do farmaco
junto com alimentos € indicada, pois diminui os efeitos gastrointestinais provocados
pelo farmaco sem, no entanto, alterar sua biodisponibilidade (Lau et al. 1992). Ele é
um farmaco lipofilico que apresenta um volume amplo de distribuicdo, permitindo a
sua concentracao em niveis terapéuticos em varios locais, como saliva, bile, sistema
nervoso central e até mesmo em abscessos (Lau et al. 1992; Edward 1993).

Estudos em ratos e camundongos comprovaram a mutagenicidade e
carcinogenicidade do metronidazol (Voogd 1981). Como o metronidazol é capaz de
atravessar a barreira hemato-placentaria e pode ser excretado por meio do leite
materno, ele deve ser evitado no primeiro trimestre de gestacdo e durante a
amamentacdo. No entanto, estudos realizados em gestantes expostas ao
metronidazol ndo comprovaram um aumento de mas-formacdes fetais (Diav-Citrin et
al. 2001).

Os 5-nitroimidazois diferem com relacdo ao tempo de meia-vida plasmatico.
Enquanto o tempo de meia-vida do metronidazol é de 8 horas, o do tinidazol e do
secnidazol sdo de 15 e 17 horas, respectivamente; isso permite que os dois ultimos
possam ser utilizados em dose Unica (Lamp et al. 1999).

Além do alcool, existe uma interacdo importante que envolve o metronidazol e
0 anticoagulante varfarina; ao inibir a metabolizacdo da varfarina, o metronidazol
aumenta seus niveis plasmaticos, o que pode acarretar em sangramento. Portanto,

deve-se evitar 0 uso desses farmacos de forma concomitante (Miljkovic et al. 2004).

1.11 Resisténcia parasitaria ao metronidazol

Os farmacos 5-nitroimidazdlicos sdo bastante eficazes no tratamento da
giardiase, e a taxa de cura com pacientes que os utilizam para o tratamento da
doenca é de cerca de 90% (Tejman-Yarden & Eckmann 2011). Além da resisténcia
aos farmacos, a persisténcia do parasitismo pode estar relacionada a doses
insuficientes do medicamento, reinfecgdes e imunossupressao (Nash 2001).

Um trabalho recente aponta um crescimento no nimero de casos refratarios
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de giardiase ap0Os tratamento com 5-nitroimidazois em um Hospital de Medicina
Tropical de Londres, em pacientes que retornavam de viagens ao exterior,
principalmente da india; o estudo conduzido entre o periodo de 2008-2013
demonstrou um aumento significativo de persisténcia parasitaria apés tratamento.
Os autores observaram que, durante o ano de 2008, o numero de casos de falha
terapéutica com o uso de 5-nitroimidazoéis foi de 15,1%. Esse numero aumentou
para 20,6% em 2011 e 40,2% em 2013 (Nabarro et al. 2015).

Além disso, alguns estudos isolaram parasitos menos susceptiveis em
amostras clinicas de fezes oriundas de pacientes com giardiase. Farbey et al. 1995
encontraram uma exorbitante variacdo na susceptibilidade ao metronidazol em 29
isolados clinicos analisados; a ICso, concentracdo do farmaco necessaria para inibir
50% do crescimento, variou de 0,0094 uM até 154 uM, uma diferenca maior do que
16.000 vezes entre os isolados de maior e menor susceptibilidade. Leméé et al.
2000 conseguiram associar a falha terapéutica de 3 pacientes ao metronidazol a
valores de ICso maiores in vitro em comparagcao ao de pacientes que obtiveram cura
clinica com o uso do mesmo farmaco.

Cepas resistentes ao metronidazol foram induzidas por varios autores. As
enzimas que atuam na ativacdo do metronidazol sdo sugeridas como provaveis
causas da resisténcia das cepas induzidas in vitro, jA que alteracdes no nivel de
expressao génica ou atividade enzimatica/capacidade de promover oxidorreducdo
da piruvato-ferredoxina oxidorredutase, ferredoxina e nitrorredutase 1 foram
relatadas (Boreham et al. 1988; Townson et al. 1992, Arguello-Garcia et al. 2009).
No entanto, outras proteinas que nao estdo diretamente ligadas a ativacdo do
metronidazol, como a glutamato desidrogenase (GDH), tém apresentado alteracdes
em sua expressdo génica em cepas resistentes (Muller et al. 2007; Ansell et al.
2015).

O comportamento das cepas resistentes ao metronidazol ndo ¢é
completamente caracterizado, sugerindo que mdultiplos fatores podem levar a
resisténcia de G. duodenalis ao metronidazol, como alteracbes gendmicas, na
expressao génica, na abundancia proteica, na atividade enzimatica, na concentracéo
de metabdlitos e até mesmo a presenca de bombas de efluxo no parasito. Todas
essas mudancas podem acarretar em alteragbes na susceptibilidade de G.

duodenalis aos farmacos utilizados na pratica clinica (Ansell et al. 2015).
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1.12 Justificativa

A giardiase é uma doenca de alta prevaléncia nos paises em
desenvolvimento, sendo o protozdario mais comum entre criangcas de 0-2 anos.
Nessa populacado, a giardiase pode trazer consequéncias graves, como deficiéncias
nutricionais, que podem levar a déficits no crescimento podndero-estatural e
cognitivos. Além disso, atualmente, a giardiase tem sido associada a outras
morbidades, como a sindrome do intestino irritavel, sindrome da fadiga crénica e até
mesmo artrite.

Em boa parte dos casos, o tratamento da giardiase com farmacos 5-
nitroimidazélicos é eficaz. Entretanto dados atuais demonstram um aumento dos
casos de falha terapéutica na infeccdo por G. duodenalis apdés o tratamento com
essa classe de farmacos. Embora a persisténcia do parasitismo por G. duodenalis
apos tratamento possa estar associado ao uso de doses inadequadas do farmaco,
reinfeccbes e imunossupressdo, a resisténcia do parasito ao farmaco é uma das
possibilidades que tém sido levantadas e estudos mais aprofundados sofre o tema
precisam ser realizados.

Um fato que alerta para a possibilidade de surgimento de resisténcia de G.
duodenalis é que em areas onde a prevaléncia € alta e as reinfec¢cdes ocorrem com
frequéncia, € comum o uso indiscriminado de farmacos antiparasitarios pela
populacdo, o que aumenta a possibilidade de que cepas resistentes possam estar
sendo selecionadas por pressao seletiva aos farmacos utilizados na pratica clinica.

Para estudos sobre resisténcia de G. duodenalis, é necesséria a avaliacao de
cepas resistentes obtidas in vitro por meio da pressao seletiva aos farmacos. O
entendimento dos mecanismos que levam a essa resisténcia sdo de fundamental
importancia, a fim de ajudar na compreensdo dos casos de falha terapéutica na
prética clinica.

Classicamente, o sistema formado pela enzima piruvato-ferredoxina
oxidorredutase (PFOR) e pela ferredoxina (FD) é associado a ativacdo do
metronidazol. Além disso, o possivel papel da glutamato desidrogenase (GHD),
atuando indiretamente, no processo de resisténcia do parasito vem sendo
hipotetizado. Logo, alteracdes nessas proteinas sdo potencialmente capazes de
alterar a susceptibilidade de G. duodenalis aos farmacos 5-nitroimidazélicos. Apesar
de existirem estudos sobre a expressdo génica e atividade enzimatica/capacidade

de promover oxidorredugdao da piruvato-ferredoxina oxidorredutase, ferredoxina e
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glutamato desidrogenase em cepas resistentes induzidas in vitro, ainda € necessario

investigar se existem alteracdes nucleotidicas nesses genes, levando a resisténcia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

* Investigar se a exposicdo de G. duodenalis ao metronidazol in vitro leva a
alteracfes nucleotidicas em genes associados a menor susceptibilidade ao farmaco.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar se a exposigéo prévia de G. duodenalis ao metronidazol induz a uma

diminuicdo de suceptibilidade a esse farmaco.
* Investigar se a inducdo in vitro de resisténcia ao metronidazol em cepa de

G. duodenalis leva a alteracdes nucleotidicas em genes associados a resisténcia
(pfor, gdh e fd).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo axénico de trofozoitos de Giardia duodenalis

Trofozoitos de G. duodenalis do clone W6, cepa WB [ATCC50803], foram
cultivados em meio TYI-S-33 (Keister 1983), em pH 7, suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (Cultilab, Campinas, Brasil), em tubos de centrifuga
(Kasvi, S&o José dos Pinhais, Brasil) com capacidade de 15 mL. Os repiques foram
realizados duas vezes por semana, durante a fase estacionaria de crescimento do
parasito. Para o repique, os tubos contendo o parasito foram centrifugados
(centrifuga IEC CL40R, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 840 g durante 5
minutos a 25°C, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 10 mL de meio de
cultivo. Para inibir a adsor¢cdo dos parasitos, os tubos foram incubados em gelo
durante 20 minutos e agitados com o auxilio de um vortex (Vortex Mix, Fisher
Scientific, Hampton, EUA). Um total de 500 pL de cultivo original foi adicionado em
trés tubos de centrifuga contendo meio de cultivo novo com 10% de soro fetal bovino
com um volume final de 10 mL. ApGs o repique, os tubos foram incubados em estufa
a 37°C (Incubadora de CO2> MCO-19AIC, Panasonic Biomedical, Osaka, Japao).

3.2 Exposicéo do cultivo de Giardia duodenalis ao metronidazol e
determinacdo da concentracdo necessaria para inibir 50% do

crescimento parasitario (ICso)

Apés o estabelecimento do cultivo, foram definidos grupos experimentais
onde G. duodenalis era exposto a diferentes concentracdes de metronidazol (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA), conforme descrito a seguir: grupo 1 - exposto
continuamente a 5 UM de metronidazol (MTZ5); grupo 2 - exposto continuamente a
10 uM de metronidazol (MTZ10); grupo 3 - exposto continuamente a 20 uM de
metronidazol (MTZ20); grupo 4 - exposto continuamente a 80uM de metronidazol
(MTZ80). Os grupos foram cultivados por um periodo de 16 semanas. Foram
utilizados como controles: grupo 5 - sem exposi¢cdo ao metronidazol (SMTZ); grupo 6
- exposto a 0,05% de dimetilsulfoxido (Sigma, EUA), veiculo no qual o metronidazol
foi diluido (CDMSO).
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A ICso, concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento parasitério, foi
determinada usando a metodologia descrita por Bénéré et al. 2007. Brevemente,
5x10* parasitos de cada grupo experimental foram plaqueados, em triplicata, em
placa de 96 pocos de fundo chato (Falcon®, Becton Dickinson, Frankin Lakes, EUA),
na qual havia sido realizada uma diluicdo seriada de metronidazol que variou de 20 -
0,31 pM, num volume final de 300 pL por poco. Cinco pogos foram preenchidos
apenas com meio de cultivo, para servir de branco da reacgdo. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C durante um periodo de 72 horas. Apés este periodo, o
crescimento parasitario foi avaliado utilizando a resazurina (Alamar Blue®, Sigma,
EUA) diluida em PBS, numa concentracdo final de 8 pg/mL. A resazurina é um
reagente colorimétrico azul que, ao sofrer reacdo de reducdo promovida pelo
parasito, forma um composto de cor rosa, indicando a viabilidade do parasito. O
meio de cultivo utilizado para o crescimento de G. duodenalis pode
espontaneamente reduzir a resazurina devido aos componentes presentes em sua
composicdo. Portanto, antes de se adicionar a resazurina, todo o meio de cultura
presente nas placas era cuidadosamente retirado com auxilio de pipeta multicanal
(Finnpipette®, Labsystems, Lilydale, Australia), a fim de expor a resazurina apenas
as formas trofozoiticas aderidas a placa. Ap6s um periodo de 4 horas, as placas
eram analisadas por meio de um fluorimetro (Aex 560 Nnm - Aem 590 nm)
(SpectraMaxM?2e, Molecular Devices, Sunnyvalle, EUA).

Os ensaios para cada grupo experimental foram realizados em triplicata e os
resultados da ICso foram determinados utilizando o software GrafPad Prism 6.0
(www.grafpad.com/scientific-software/prism/). As andlises estatisticas entre 0 ICso

dos grupos experimentais foram realizadas utilizando o teste ANOVA.

3.3 Extracdo de DNA de cultivo axénico de trofozoitos de

Giardia duodenalis

Para obtencdo de DNA, os parasitos de cada grupo experimental foram
centrifugados a 750 g durante 15 minutos a 4°C, a fim de se obter um pellet com as
formas trofozoiticas. O pellet era transferido para um tubo de microcentrifuga
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com capacidade de 2 mL.

Para realizar a lise das formas trofozoiticas, foi utilizado 1 mL de DNAzol®

(Invitrogen, Carlsbad, EUA), para cada 10’ parasitos. Posteriormente, realizou-se
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centrifugacdo a 10.000g durante um periodo de 10 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Adicionou-se, entdo, 500 pL de etanol absoluto
(Sigma, EUA) para cada mL de DNAzol, e o tubo foi homogeneizado lentamente por
inversao, a temperatura ambiente. A fim de precipitar o DNA, foi realizada uma nova
centrifugagéo a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e realizou-
se a lavagem do DNA com 1 mL de etanol 75%; ap0s a reprecipitacdo do DNA, o
etanol foi retirado com auxilio de pipeta e o processo foi repetido mais duas vezes.

Apos a Ultima lavagem, o etanol foi retirado e o restante foi submetido a
evaporagdo espontanea, a temperatura ambiente. Por fim, um volume de 200 pL de
hidroxido de sodio (Sigma, EUA) 8 mM foi adicionado e homogeneizado até a
completa dissolucdo do DNA e preservado a - 20°C até o momento de sua utilizagao
(Freezer CBU30EB, Consul, Sdo Bernardo do Campo, Brasil).

3.4 Padronizacdo da reacdo em cadeia da polimerase para

amplificacdo dos genes pfor, fd e gdh de Giardia duodenalis

O DNA extraido do cultivo axénico de G. duodenalis dos diferentes grupos
experimentais foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo de gene conservado da glutamato desidrogenase (gdh) e genes que
codificam para proteinas possivelmente associadas a resisténcia do parasito ao
metronidazol, como piruvato-ferredoxina oxidorredutase (pfor) e ferredoxina (fd). O
fragmento amplificado de pfor (342 pares de bases) contém a regido codificante do
sitio catalitico da enzima (3Fe-4S e 4Fe-4S) (Arguello-Garcia et al. 2009); o
fragmento amplificado de fd (421 pares de bases) contém a regido de ligacédo 2Fe-
2S da ferredoxina (Nixon et al. 2002) e o fragmento da regido codificante de gdh
contém 532 pares de bases (Caccido & Ryan 2008).

A reacdo em cadeia da polimerase foi desenvolvida no termociclador
(Eppedorf Mastercycler Gradient, Eppendorf, Alemanha) e as amostras tinham um
volume final de 50 pL. As concentracdes finais de dNTP, Taq polimerase, PCR
buffer, MgCl (Invitrogen, EUA) e primers estdo descritas na Tabela 1. As condi¢bes
de amplificacdo estédo descritas na Tabela 2.

A qualidade dos produtos amplificados na PCR foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose a 1% (Sigma, EUA) em tampao TBE (Tris base [89mM], acido
borico [89mM] e EDTA [2mM] ) (Sigma, EUA). Brevemente, 8uL do produto da PCR
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de cada grupo experimental acrescido de 2 pL de tampé&o de amostra foi submetido
a eletroforese com uma diferenca de potencial de 60 V, durante aproximadamente
uma hora e meia. Como padréo de peso molecular, foi utilizado o 100 pb ladder
(Invitrogen, EUA). O gel foi corado durante 15 minutos utilizando o GelRed®
(Biotium, Hayward, EUA). A imagem do gel foi capturada por meio de um
equipamento de fotodocumentacéo de gel (GelDoc2000, Bio-Rad, Hércules, EUA).

Tabela 1. Sequéncia dos pares de primers e concentracdo final dos reagentes ap0s
padronizacdo dareacdo em cadeia da polimerase para os genes pfor, fd e gdh.

Locus Primers MagClz| Tag Primer Primer PCR dNTP
(5-37) fwd rev buffer

pfor | Wa-TGCEETTTIC | omM | 1U 1 uM 1uM 1X 200 mM

TGCTCTGTCCAG
rev-GTTGCAGCTC
TCCGTGTCGAT
fd | WOGAGACTCCA [ mM (1250 | 05uM | 0,5 uM 1X | 200 mM
TGTCTCTAC

rev-CGCTTGCAA
GAATGTCAC

gdh | WE-ATGACYGAG T amp | 11U 0,2 uM 0,2 uM 1x 200 mM

CTYCAGAGGCACET)

rev- STGGCGCAR
GGCATGATGCA

Tabela 2. Condi¢Bes de amplificacdo para cada reacdo em cadeia da polimerase para 0os genes
pfor, fd e gdh.

Locus Desnaturacéo | Anelamento Extensao Ciclos
pfor 94°C/30s | 70°C/60s | 72°C/5min 35
fd 94°C /30s | 54°C/30s | 72°C/5min 35
gdh 94°C/30s | 55°C/30s | 72°C/7min 35

3.5 Purificacdo, sequenciamento e analise das sequéncias dos

fragmentos génicos de pfor, fd e gdh

Os fragmentos génicos obtidos na reacéo de PCR, para cada um dos primers

utilizados, foram purificados com o uso do QIAquick® - PCR purification Kit (Qiagen,
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Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante.

ApoOs a purificacdo, os fragmentos foram submetidos ao sequenciamento com
a utilizacao do BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, EUA). Para a reacdo, o volume final foi de 10 pL: 2,3 uL de agua
destilada, 3,2 pL dos respectivos primers na concentracao de 1 pmol/uL, 1 pL do mix
big dye terminator, 1,5 puL de tampao proveniente do préprio kit e 2 pL do produto de
PCR purificado. As condi¢des utilizadas na reagédo foram: 40 ciclos de 94°C/10s,
50°C/5s e 60°C/240s. Cada reacao foi realizada em triplicata e o experimento foi
repetido trés vezes a fim de garantir a reprodutibilidade dos resultados.

As etapas seguintes de precipitacdo e eletroforese foram realizadas na
Plataforma de Sequenciamento de DNA/FIOCRUZ (3730 DNA Analyzer, Applied
Biosysytems, EUA) (Otto et al. 2007).

Os eletroferogramas foram analisados e sua qualidade foi verificada pelo
programa Chromas 2.4 (http://tecnelysium.com.au/wp/chormas/). A confirmacdo de
G. duodenalis e do gene sequenciado foi realizada pelo Basic Local Alignment
Search Tool usando nucleotideo (BLASTN) (https:/blast.ncbi.nim.nih.gov./Blast.cgi) e
0s consensos obtidos pelo CAP3 Sequence Assembly  Program
(http://doua.prabi.fb/software/cap3). As sequéncias obtidas foram alinhadas com as
sequéncias nucleotidicas da piruvato-ferredoxina oxidorredutase (pfor), ferredoxina
(fd) e glutamato desidrogenase (gdh) de G. duodenalis existentes no GenBank pelo
algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) no pacote Mega 7.0

(http:/lwww.megasoftware.net) (Kumar et al. 2016).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da exposi¢cdo ao metronidazol na susceptibilidade de

Giardia duodenalis em cultivo axénicos.

Os trofozoitos de G. duodenalis foram mantidos em pressdo farmacoldgica
por um periodo de 16 semanas, como descrito na metodologia. Os experimentos
para determinacdo da ICso foram realizados em triplicata. Os resultados
correspondem a média dos trés experimentos mais o0 erro padrdao e estdo
demonstrados na Figura 13.

O valor da ICso do grupo sem exposicao ao metronidazol (SMTZ) foi de 2,26 +
0,3 uM; ja o grupo exposto a 0,05% de dimetilsulfoxido (CDMSO) apresentou valor
da ICso de 2,02 = 0,3 puM; 0 grupo exposto continuamente a 5 UM de metronidazol
(MTZ5) apresentou valor da ICso de 4,3 £ 0,6 UM; 0 grupo exposto continuamente a
10 pM (MTZ10) apresentou um valor da ICso de 5,07 £ 0,7 pM; 0 grupo exposto
continuamente a 20 uM de metronidazol (MTZ20) apresentou um valor da ICso de
7,09 £ 0,9 uM. N&o foi possivel determinar o valor da ICso do grupo que foi exposto
continuamente em cultivo axénico a 80 uM de metronidazol (MTZ80), possivelmente
devido a concentracao elevada do farmaco utilizada durante o cultivo desse grupo.

N&ao houve diferenca estatistica entre os valores da ICsp entre 0s grupos
usados como controle (SMTZ e CDMSO), indicando que o dimetilsulféxido utilizado
para diluir o metronidazol ndo teve impacto no crescimento parasitario. A ICso dos
grupos experimentais aumentou de forma proporcional a concentracdo do farmaco
utilizada nos cultivos in vitro dos parasitos. Os valores da ICso dos grupos MTZ5,
MTZ10, MTZ20 foram significativamente mais elevados do que os dos grupos SMTZ
e CDMSO.

Esses resultados nos indicam que a exposicdo dos parasitos em cultivo
axénico a crescentes concentracdes de metronidazol diminuiu gradativamente sua
susceptibilidade ao farmaco, sugerindo que os parasitos que sobreviveram a
exposicao, possivelmente, apresentam alteracdes a nivel genémico, de expressao

génica ou proteica e até mesmo metabolémicos, que justifiquem esse fenbmeno.
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Figura 14. Concentracdo de metronidazol necessaria para inibir 50% do crescimento
parasitario em cepas WB de Giardia duodenalis. Os parasitos sem exposicdo ao metronidazol
(SMTZ) e expostos a 0,05% de dimetilsulféxido (CDMSO) e os parasitos expostos ao metronizadol
nas concentracbes de 5pM (MTZ5), 10uM (MTZ10) e 20uM (MTZ20) foram cultivados por 16
semanas. Para o célculo da ICso dos grupos acima, os parasitos oriundos dos cultivos com diferentes
concentracdes de metronidazol foram reexpostos a concentracdes do farmaco variando de 20 — 0,31
MUM. A ICso € indicada na curva através da intersecdo da concentragdo de metronidazol (eixo x) com o
valor de inibicdo de 50% do crescimento (eixo y). Os experimentos foram realizados em triplicata
(n=3). Os graficos sdo representativos de trés experimentos independentes e os resultados foram
expressos em média e erro padrédo. (A) SMTZ (ICso = 2,26 * 0,3 pM); (B) CDMSO (ICso = 2,02 + 0,3
pUM); (C) MTZ5 (ICs0 = 4,3 + 0,6 uM); (D) MTZ10 (ICso = 5,07 £ 0,7 uM); (E) MTZ20 (ICso = 7,09 £ 0,8
pUM); (F) analise estatistica (Teste ANOVA) comparando os valores de ICso dos grupos. p<0,05 (*),
p<0,01(**), p<0,001 (***), p<0,0001(****).
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4.2 Amplificacdo de fragmentos génicos de regido conservada gdh
e associados a resisténcia pfor e fd de Giardia duodenalis em

cultivo axénico.

Apéds a padronizacdo da PCR para cada par de primer, todos os amplicons
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. A amplificacdo génica foi
realizada nos parasitos oriundos dos grupos expostos ao metronidazol, bem como
dos grupos controles. O fragmento correspondente aos genes gdh (532 pb), pfor
(342 pb) e fd (421 pb) estéo representados nas Figura 15, Figura 16 e Figura 17,
respectivamente.

Figura 15. Amplificacdo de fragmento génico conservado gdh de Giardia duodenalis.
Eletroforese em gel de agarose a 1% de produtos amplificados na reacdo em cadeia da polimerase
para fragmento do gene gdh (532pb) de G. duodenalis oriunda de cultivo axénico. 1: padrdo de peso
molecular (100pb); 2: MTZ80; 3. MTZ20; 4: MTZ10; 5: MTZ5; 6: CDMSO; 7: SMTZ; 8: controle
positivo; 9: controle negativo (Trichomonas vaginalis); 10: branco (reagentes da PCR sem adicédo de
DNA).
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Figura 16. Amplificacdo de fragmento génico associado a resisténcia pfor de Giardia
duodenalis. Eletroforese em gel de agarose a 1% de produtos amplificados na reacdo em cadeia da
polimerase para fragmento do gene pfor (342pb) de G. duodenalis oriunda de cultivo axénico. 1:
padrdo de peso molecular (100pb); 2: SMTZ; 3: CDMSO; 4: MTZ5; 5: MTZ10; 6: MTZ20; 7: MTZ80; 8:
branco (reagentes da PCR sem adi¢do de DNA).
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Figura 17. Amplificac&o de fragmento génico associado a resisténcia fd de Giardia duodenalis.
Eletroforese em gel de agarose a 1% de produtos amplificados na reacdo em cadeia da polimerase
para fragmento do gene fd (421pb) de G. duodenalis oriunda de cultivo axénico. 1: padrdo de peso
molecular (100pb); 2: SMTZ; 3: CDMSO; 4: MTZ5; 5: MTZ10; 6: MTZ20; 7: MTZ80; 8: branco
(reagentes da PCR sem adicdo de DNA).
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4.3 Sequenciamento de fragmento conservado da glutamato
desidrogenase (gdh) e dos genes associados a resisténcia
piruvato-ferredoxina oxidorredutase (pfor) e ferredoxina (fd) em
cepa axénica de Giardia duodenalis expostas e nao-expostas

ao metronidazol.

O sequenciamento do gene conservado de gdh (Figura 18) e dos genes pfor
(Figura 19) e fd (Figura 20), que vém sendo associados a resisténcia de G.
duodenalis ao metronidazol, ndo identificou altera¢des nucleotidicas em nenhum dos
grupos experimentais (MTZ5, MTZ10, MTZ20 e MTZ80). O DNA extraido do grupo
MTZ80 foi sequenciado para todos os genes, apesar de ndo ter sido possivel
determinar seu ICso, O padrdo nucleotidico dos parasitos oriundos dos cultivos
expostos ao metronidazol foi semelhante aos dos grupos controle. As figuras
representam as sequéncias nucleotidicas no sentido 5°- 3" para cada gene analisado
e identificados na seguinte ordem microrganismo/ gene/ nome do grupo. A
sequéncia de pfor e fd inclem o sitio de ligacdo dos grupamentos Fe-S,
fundamentais para as reacdes de oxidorreducdo de G. duodenalis, nas proteinas
codificadas por esses genes.

Apesar de ocorrer uma diminuicdo na susceptibilidade de G. duodenalis ao
metronidazol nos grupos expostos ao farmaco in vitro, ela ndo pode ser associada a
alteracdes nucleotidicas dos genes que classicamente atuam na ativacdo do
metronidazol (pfor e fd) nem no gene conservado (gdh), cuja diminuicdo na
expressdo génica contribui para o processo de menor susceptibilidade ao

metronidazol em algumas cepas resistentes in vitro.
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Giardia duodenalis gch SMTTZ GCGCCMGAGGARCG GGCGECCHMCACAGGE GG GGGGLGGE GGECGGRHGGCCAMEGGGE GGLEGCMG
Giardia duodenalis gdh COMSO ARAG G G C CIGAIG GRMAIC G GGCGECCHMCACAGGE GG GGGGLGGE GGECGGRHGGCCAMEGGGE GGLCGCMG
Giardia duodenalis gdh MTZ5 GCGCCMGAGGARCG GGCGMCCMCACAGGC 6 GGGGLGGE GGCCGGAGGCCACGGGC GGCGCMG
Giardia duodenalis gdh MTZI0 WAGC GCCIRGAG GRAC G GGCGMCCMCACAGGC 6 GGGGLGGE GGCCGGAGGCCACGGGC GGCGCMG
Giardia duodenalis gch MTZ20 AAGC GCCIRGA G GRAC G GGCGMCCMCACAGGC €6 GGGGLGGE GGCCGGAGGCCACGGGC GGCGCMG
Giardia duodenalis gch MTZ60 ASAIGC G CCIRGIAIG GRAIC G GGCGICCCACAGGE GG GGGGLGGE GGECGGRAGGCCMEGGGE GGLEGCHG
Giardia duodenalis gdh SNTTZ GGAGG GCAAGG GGGG CGHCC GGCMCCGGCARCGEMGCECC GCRmNGC G
Giardia duodenalis gdh COMSO GGAGG GCARGG 6GGGG CGHCC GGCCCGGCARCGEGCCC GCRmNGC G
Giardia duodenalis gdh MTZ5 GGAGG GCARGG 6GGGG CGHCC GGCCCGGCARCGEGCCC GCRmNGC G
Giardia duodenalis gdh MTZ10 GGAGG GCAAGG GGGG CGQCC GGCCCGGCARC GEmGCCC GCRNGC G
Giardia duodenalis gh MIZ20 GGAGE GLARGG GGGG CGHCC GGCMCCGGCARCGEMGECT GCRmNGC G
Giardia duodenalis gdh MIZ80 GGAIGE GLARGG 6GGG CGYCe GGCRCCGGOAACGENGECT GCRNGCG
Giardia duodenalis gdh SNTTZ GC GCMEGGLGC GGMCCCACC CCAACGGGACC LG GGACGGG CGRGG GCEGGCCCACC
Giardia duodenalis gdh COMSO /%A G € GCMCGGLGE GGMNC CICACC CCMACGGGACC LG GGACGGG CGRGG GCEGGCCCACC
Giardia duodenalis gdh MTZ5 GC GCRCGGLGE GGMNC CICACC CCMACGGGACC L6 GGACGGG CGRGG GCEGGCCCACC
Giardia duodenalis gdh MTZ10 /SAIG € GCMEGGLGE GGMCCHMCACC CCAACGGGACC (ALt GGACGGE CGRIGG GCEGGCCCACC
Giardia duodenalis gdh MTZ20  /SAIG € GCMEGGLGE GGMCCHMCACC CCAACGGGACC (ALt GGACGGE CGRIGG GCEGGCCCACC
Giardia duodenalis gch MTZ60 /3G C GCPEGGLGL GGICCICACC CCAACGGGACE 6 GGACGGG CGRIGG GCWGGCCCACC

Figura 18. Sequenciamento de fragmento génico conservado da glutamato desidrogenase (gdh) de Giardia duodenalis expostas e ndo-expostas ao
metronidazol. Sequéncia de bases nucleotidicas do gene gdh de G. duodenalis dos grupos controles (SMTZ e CDMSO) e experimentais (MTZ5, MTZ10, MTZ20 e
MTZ 80). O sequenciamento foi realizado a partir do produto purificado da PCR com primer especifico para o gene. O alinhamento das sequéncias foi realizado
utilizando o software Mega 7.0.
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Figura 19. Sequenciamento de fragmento génico da piruvato-ferredoxina oxidorredutase (pfor) de Giardia duodenalis expostas e néo-expostas ao
metronidazol. Sequéncia de bases nucleotidicas do gene pfor de G. duodenalis dos grupos controles (SMTZ e CDMSO) e experimentais (MTZ5, MTZ10, MTZ20 e
MTZ 80). O sequenciamento foi realizado a partir do produto purificado da PCR com primer especifico para a regido de ligacdo dos grupamentos 3Fe-4S e 4Fe-4S
da piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR).O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o software Mega 7.
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Giardia_duodenalis fd_SMTZ  JRC GCAWNGCIGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCpcC CGECC GCG
Giardia_duodenalis_fd_COMSO JRC GCAWNGCIGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCpcC CGECC GCG
Giardia_duodenalis fd MTZ5  JRC GCAWNGCIGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCpcC CGECC GCG
Giardia_duodenalisfd_MTZ10 JRC GCAWNGCIGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCpcC CGECC GCG
Giardia_duodenalis fd_MTZ20 JRC GCAWNGCIGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCpcC CGECC GCG
Giardia_duodenalis_fd_MTZ80 J§C GCANGCHGGAGGGAGCGAICAGRACGC CCCgcc CGcC GEG

Figura 20. Sequenciamento de fragmento génico da ferredoxina (fd) de Giardia duodenalis expostas e ndo-expostas ao metronidazol. Sequéncia de bases
nucleotidicas do gene fd de Giardia duodenalis dos grupos controles (SMTZ e CDMSO) e experimentais (MTZ5, MTZ10, MTZ20 e MTZ 80). O sequenciamento foi
realizado a partir do produto purificado da PCR com primer especifico para a regido de ligacdo dos grupamentos 2Fe-2S da FD.O alinhamento das sequéncias foi
realizado utilizando o software Mega 7.0.
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5 DISCUSSAO

A giardiase € uma doenca infectoparasitaria que apresenta uma incidéncia de
aproximadamente 280 milhdes de casos a cada ano (Lane & Lloyd 2002; Lalle
2010). A doenca apresenta grande prevaléncia em paises em desenvolvimento
guando comparada a paises desenvolvidos (Marshall et al. 1997), possivelmente por
estar fortemente associada a condicbes inadequadas de saneamento basico e
dificuldade de acesso a servicos de saude, constituindo um grave problema de
saude publica.

O tratamento de primeira escolha para o tratamento da giardiase consiste no
uso de farmacos 5-nitroimidazdlicos, principalmente o metronidazol (Gardner & Hill
2001). O tratamento da doenca com farmacos 5-nitroimidazolicos geralmente é
eficaz, com taxas de cura que se aproximam de 90% (Tejman-Yarden & Eckmann
2011). Porem, dados provenientes do Hospital de Doencas Tropicais de Londres
apontam para um crescimento expressivo no numero de casos de falha terapéutica
em pacientes que utilizaram farmacos 5-nitroimidazélicos para o tratamento da
giardiase (Nabarro et al. 2015). Por se tratar de um estudo realizado em um pais
desenvolvido onde, provavelmente, a probabilidade de ocorréncia de reinfeccéo é
reduzida, existe a possibilidade de que cepas resistentes aos farmacos 5-
nitroimidazélicos possam estar sendo disseminadas na populacao.

O estudo sobre resisténcia aos farmacos 5-nitroimidazolicos ainda é
realizado, preponderantemente, utilizando modelos in vitro. Ha diversas formas de
induzir resisténcia aos farmacos 5-nitroimidazolicos. No nosso estudo, foi utilizada a
inducdo de resisténcia em G. duodenalis (cepa WBATCC50803) por exposicao
continua ao metronidazol, por considerarmos que essa é a forma que mais se
aproxima ao que, de fato, pode estar acorrendo em populacdes que utilizam
antimicrobianos de forma indiscriminada. No entanto, outros autores sugerem, além
da exposicao continua, a exposicdo intermitente de G. duodenalis a essa classe de
farmacos ou até mesmo a utilizacdo de radiacao ultravioleta seguido de exposicao
ao farmaco (Townson et al. 1992).

Para avaliar se ocorreu sucesso na obtencdo de cepas resistentes aos
farmacos 5-nitroimidazdlicos, é necessario realizar uma andlise da concentragdo do
farmaco necesséaria para inibir 50% do crescimento parasitario (ICsg). O aumento do
valor de ICso é um indicativo de menor susceptibilidade de determinado

microrganismo a uma classe de farmaco.
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Em nosso trabalho, para determinar a ICso dos grupos experimentais,
optamos pelo o método colorimétrico da resazurina devido a boa sensibilidade -
limiar de deteccdo a partir de 3x10* parasitos - facilidade de padronizacdo e
disponibilidade de reagentes e equipamentos. Ainda € possivel realizar a
determinacao da ICso por avaliagdo microscopica do crescimento (Upcroft & Upcroft
2001), inibicdo da aderéncia (Cruz et al. 2003), incorporagéo de timidina tritiada
(Boreham et al. 1988), uso de sais de tetrazolio (Wright et al. 1992) e dosagem de
ATP (Ansell et al. 2017).

O valor da ICso dos dois grupos controles utilizados em nosso trabalho, SMTZ
(ICs0 = 2,26 £0,3 uM) e CDMSO (ICs0 = 2,02 £ 0,3 uM), esta de acordo com o valor
obtido por Bénéré et al. 2007 para cepa susceptivel de G. duodenalis do tipo WB
(ICs0 = 2,25 £0,96 puM), utilizando o método colorimétrico da resazurina. Um valor de
ICs0 de 2,1 uM em cepa WB susceptivel de G. duodenalis ao metronidazol foi
encontrado em estudo utilizando dosagem de ATP como metodologia para avaliar a
ICs0 (Miyamoto & Eckmann 2015), corroborando nossos resultados da ICso.
Entretanto, ja foi relatado um valor de ICso que variou de 7,79 — 9,39 pM utilizando
dosagem de ATP em cepa WB de G. duodenalis susceptivel ao metronidazol (Chen
et al. 2011; Ansell et al. 2017).

Existem poucos estudos que avaliam os valores da ICsp ap0s a exposicéo de
G. duodenalis aos farmacos 5-nitroimidazolicos. Porém, um trabalho publicado
recentemente, utilizando trés cepas sensiveis: BRIS/83/HEPU/106 (referida como
106-s), BRIS/83/HEPU/703 (referida como 703-s) e WB-1B (referida como WB-s) e
trés cepas resistentes oriundas delas: BRIS/83/HEPU/106-2ID1o (referida como 106-
r), BRIS/83/HEPU/703-M3 (referida 703-r) e WB1B-M3 (referida como WB-r) (Ansell
et al. 2017), traz essa informacdo. Embora esse estudo tenha como objetivo
principal a analise do transcriptoma de cepas resistentes de G. duodenalis, alguns
resultados do valor da ICso de cepas sensiveis e resistentes podem ser comparados

aos nossos, conforme pode ser confrontado abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacédo entre os valores da ICso entre diferentes cepas de Giardia duodenalis
expostas e ndo-expostas ao metronidazol

Autor Linhagem Concentracao Metodo de ICss Css fold
em cultivo determinacao change
do |C5,:.
106-s - Dosagem de 939 uM
ATP
106-r 30 pM Dosagemde | 2399 pM 2,95
ATP
Ansell et al_ 7135 - Dosagemde | 779 pM
2017 ATP
713 30 pM Dosagemde | 42 33 pM 543
ATP
WB-s - Dosagem de 8.28 uM
ATP
WB-r 30 uM Dosagemde | 2279pM | 2,75
ATP
SMTZ - Colorimétrico | 2,26 uM -
(resazurina)
CDMSO - Colonmétrico | 2,02 uM
(resazurina)
MTZ5 oM Colonmétrico | 4,03 pM 2,01
(resazurina)
MTZ10 10 pM Colorimétrico | 5,07 uM 251
(resazurnna)
MTZ20 20 M Colorimétrico | 7,09 uM 3,91
(resazurina)

Observa-se que ha uma diferenca no valor da ICso quando comparamos
nossa cepa e as utilizadas por Ansell et al. 2017. No entanto, o fold change da ICso
é, na maioria das cepas, bastante proximo ao obtido pelo nosso estudo. E
importante ressaltar que as cepas utilizadas por Ansell et al. 2017 foram cedidas por
autores que induziram resisténcia nelas durante os anos de 1980, por diferentes
estratégias, conforme sera relatado abaixo.

A cepa BRIS/83/HEPU/106 (106-s) teve seu processo de inducdo de
resisténcia realizado ap0s 66 semanas de exposicdo de G. duodenalis a uma
concentracao de 4,96 uM de metronidazol. A determinacgéo da ICso da cepa antes da
exposicdo ao farmaco foi realizada utilizando como metodologia a andlise da
incorporacao da timidina tritiada, tendo como resultado uma ICso de 0,86 uM de
metronidazol. J& a cepa BRIS/83/HEPU/106-2ID1o (106- r) apresentou uma ICso de
6,4 UM de metronidazol, com um fold change do valor da ICspigual a 7,44. De forma
curiosa, a cepa resistente reverteu sua susceptibilidade ao metronidazol ap6s 22

semanas em cultivo em meio de cultura sem o farmaco (Boreham et al. 1988).
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A cepa WB1B (WB-s) e BRIS/83/HEPU/703 (703-s) apresentaram ICso,
determinada por incorporagdo de timidina tritiada, de 1,15 pM e 0,85 uM,
respectivamente. O método de inducdo de resisténcia envolveu a utilizacdo de
radiacdo ultravioleta (A = 254 nm) numa intensidade de 3,5 J/m?, seguido de um
tempo de 48 horas para recuperacdo das células, e exposicdo a uma concentracdo
de metronidazol 100 vezes maior do que o valor da ICso das cepas sensiveis.
Portanto, a cepa WB1B-M3 (WB-r) era cultivada a 115 pM de metronidazol,
enquanto que a cepa BRIS/83/HEPU/703-M3 (703-r) era cultivada a 85 pM de
metronidazol. No entanto, devido ao lento crescimento dessas cepas em altas
concentracbes de metronidazol, a concentracdo de exposicdo foi diminuida em
WB1B-M3 (WB-r) e BRIS/83/HEPU/703-M3 (703-r) para 62 puM e 42 uM,
respectivamente (Townson et al. 1992). Nesse trabalho, a ICso ap0s exposicdo ao
metronidazol ndo foi determinada, dessa forma ndo conseguimos saber qual foi o
fold change do valor da ICso entre as cepas resistentes e susceptiveis, pelo método
da incorporacéo de timidina tritiada.

No nosso estudo, também obtivemos dificuldade na manutencdo das células
submetidas a elevada concentracdo de metronidazol; como no grupo MTZ80,
submetido a 80 uM de metronidazol, concentracdo maior do que a encontrada no
pico plasmatico apés o uso oral do metronidazol (50 - 70uM) (Upcroft & Upcroft
1993). Assim como no estudo de Townson et al. 1992, a exposi¢cdo de nosso cultivo
a elevadas concentracdes de metronidazol levou a um crescimento vagaroso do
parasito in vitro, inviabilizando a determinacdo do valor da ICso. Entretanto, apesar
dessa limitacdo, a extracdo de DNA, a amplificacdo e sequenciamento dos
fragmentos génicos (gdh, pfor e fd) foram realizados, a fim de averiguar o impacto
gerado pela exposicdo do parasito a elevadas concentracfes de metronidazol a
nivel genémico.

Quando comparamos os valores da ICso dos nossos grupos experimentais e
controle, os métodos utilizado para determinar a 1Csp, 0S métodos de inducéo de
resisténcia e o tempo de exposicdo ao farmaco com os demais trabalhos
observamos que h& uma grande heterogeneidade entre o0s resultados,
provavelmente resultante das diferentes metodologias e cepas empregadas.

No entanto, quando analisamos o fold change da ICsg relativo ao metronidazol
comparando as cepas suscetiveis e resistentes das diversas cepas de G.
duodenalis, observamos que, com essa estratégia, os resultados até podem ser

comparaveis, pois os valores de fold change do estudo de Ansell et al. 2017

41



variaram de 2,55 - 5,43, enquanto que o fold change da ICsp dos nossos grupos
experimentais variaram de 2,01- 3,51.

Apesar dos diferentes valores da ICso encontrados nos parasitos antes e apds
exposi¢cdo ao metronidazol nos diferentes estudos, claramente foi demonstrado que
a exposicado prévia de G. duodenalis ao metronidazol, por determinado periodo de
tempo, diminui a susceptibilidade do parasito ao farmaco in vitro. Quando
consideramos que ha uma utilizacdo indiscriminada de farmacos antimicrobianos
pela populacao, este achado levanta a hip6tese de que a exposicdo constante de G.
duodenalis aos farmacos utilizados em seu tratamento nos pacientes também possa
levar a uma pressao seletiva no parasito. Além disso, formas resistentes que tenham
sido selecionadas poderiam estar sendo disseminadas na populagao.

No nosso estudo, a exposicdo de trofozoitos de G. duodenalis ao
metronidazol in vitro levou a uma diminuicdo da susceptibilidade do parasito ao
farmaco. Considerando que o metronidazol é um pro-farmaco que precisa ser
metabolizado por proteinas parasitarias, como 0 sistema piruvato-ferredoxina
oxidorredutase (PFOR) / ferredoxina (FD), para exercer sua atividade bioldgica
(Edward 1993), é razoavel inferir que qualquer alteracdo nessas proteinas poderia
diminuir a susceptibilidade do parasito ao farmaco.

Com o objetivo de avaliar os genes que participam da ativacdo do
metronidazol, primers descritos na literatura para a regido de ligacdo de
grupamentos Fe-S de pfor e fd foram utilizados para averiguar se alteracdes
nucleotidicas dessas regides poderiam esclarecer a menor susceptibilidade de
cepas axénica de G. duodenalis expostas ao metronidazol in vitro.

Alteracbes nucleotidicas na regido de ligagdo dos grupamentos Fe-S da
ferredoxina poderiam provocar mudancas na capacidade dessa proteina em realizar
reacdes de oxidorreducdo e, consequentemente, causar impacto na capacidade de
ativacdo do metronidazol. Entretanto, quando analisamos o fragmento génico
associado a regido de ligacdo do grupamento 2Fe-2S da ferredoxina (fd), ndo foram
observadas alteracfes nucleotidicas em nenhum dos grupos experimentais.

A avaliacdo capacidade da ferredoxina (FD) em promover a reduc¢do do
metronidazol, extraida de trés cepas susceptiveis (BRIS/87/HEPU/713,
BRIS/83/HEPU/106 e WB1B) e de suas respectivas cepas resistentes
(BRIS/87/HEPU/713-M3, BRIS/83/HEPU/106-2ID1o € WB1B-M3), revelou que a
capacidade de reduzir o metronidazol estava 2,2 vezes reduzida em
BRIS/83/HEPU/106-2ID1o, 2,6 vezes reduzida WB1B-M3 e 11,8 vezes reduzida em
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BRIS/87/HEPU/713-M3, em relacdo a suas respectivas cepas susceptiveis. Esses
resultados levantam a hipotese de que had uma diminuicdo da haloferredoxina em
relacdo a apoferredoxina (sem o grupamento Fe-S) (Liu et al. 2000). Como o0s
grupamentos Fe-S sdo importantes para a ocorréncia de reacdes de oxidorreducao,
um aumento da apoferredoxina poderia explicar a menor capacidade da ferredoxina
em promover reagOes de oxidorredugdo em cepas resistentes e, portanto, menor
capacidade em converter o metronidazol a sua forma biologicamente ativa,
diminuindo sua susceptibilidade ao metronidazol.

Um estudo utilizando imunofluorescéncia indireta, com anticorpos de
camundongos produzidos contra a ferredoxina, demonstrou um decréscimo da
ferredoxina no citosol das cepas resistentes ao metronidazol BRIS/87/HEPU/713-
M3, BRIS/83/HEPU/106-2I1D1o e WB1B-M3 em relacdo as suas respectivas cepas
susceptiveis, resultado que foi confirmado por Western Blot (Liu et al. 2000). Logo, 0
estudo de Liu et al. 2010 sugere uma provavel participagdo da ferredoxina, pelo
menos in vitro, como componente importante para o desenvolvimento de resisténcia
de G. duodenalis ao metronidazol.

Assim como na ferredoxina, uma alteracdo gendémica na regidao de ligacéo
dos grupamentos Fe-S da piruvato-ferredoxina oxidorredutase poderia afetar
consideravelmente a capacidade dessa proteina em realizar reacdes de
oxidorreducdo. Entretanto, quando analisamos o fragmento génico associado a
regido catalitica 3Fe-4S e 4Fe-4S de pfor, observamos que nao houve alteracdes
nucleotidicas em nenhum dos grupos expostos ao metronidazol.

De forma semelhante ao nosso estudo, Arguello-Garcia et al. 2009 utilizando
cepa WBRM23, cultivada na presenca de 23 uM de metronidazol, e cepa WBRM21,
cultivada na presenca de 10uM de metronidazol, ndo encontraram alteracdes
nucleotidicas no gene pfor. Contudo, ocorreu uma menor expressdo do MRNA
desse gene na cepa WBRM23 em relacdo ao controle, sugerindo que tal adaptacao
pode se dar ao nivel de expressédo génica.

A enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase, codificada por pfor, atua na via
glicolitica do parasito, convertendo piruvato em acetil-CoA (Adam 2001). A linhagem
resistente de G. duodenalis da cepa WB-M1, gerada por meio de exposicdo a
radiacdo ultravioleta seguida de exposicdo a 50uM de metronidazol, apresentou
reducéo significativa da expressdo do mRNA de pfor e menor consumo de glicose,
provavelmente porque a menor expressao do mRNA de pfor deva ter afetado a via

glicolitica do parasito, com relagédo a cepa susceptivel WB. Tal cepa, resistente, ndo

43



conseguiu estabelecer infeccdo em camundongos, provavelmente devido a menor
capacidade de adesdo ao epitélio intestinal do hospedeiro (Tejman-Yarden et al.
2011).

Se a diminuicdo da expressdo do mRNA de pfor ja foi suficiente para diminuir
sua capacidade de causar infeccdo em camundongos, podemos inferir que uma
alteracdo nucleotidca no gene pfor poderia ter um custo ainda mais elevado no
desempenho do parasito em causar infeccdo in vivo e até mesmo afetar sua
sobrevivéncia in vitro, pois uma alteragdo que comprometesse de maneira
permanente a capacidade de geracdo de ATP pela via glicolitica de G. duodenalis
poderia ser uma desvantagem para o parasito.

O decréscimo da expressado génica do mRNA de pfor observado in vitro pode
ser uma das justificativas para a sobrevivéncia de G. duodenalis exposta a elevadas
concentracdes de metronidazol (Argiello-Garcia et al. 2009). No entanto, ja foi visto
gue a diminuicdo da expressao do mRNA de pfor também altera sua capacidade de
infectividade in vivo (Tejman-Yarden et al. 2011). Esses fatos levantam a questéo
sobre se os achados obtidos in vitro podem ser translacionados para o que, de fato,
ocorre nos pacientes, abrindo espaco para que novas hipoteses sejam formuladas,
como o estudo de outros genes que indiretamente podem participar do processo de
resisténcia de G. duodenalis aos farmacos 5-nitroimidazélicos.

O gene da glutamato desidrogenase (gdh) é bastante utilizado na
genotipagem de G. duodenalis, assim como 0s genes da triose fosfato isomerase
(tpi) e B-giardina (B-gia) (Feng & Xiao 2011, Faria et al. 2017b). Intrigantemente, o
MRNA do gene gdh foi 59% menos expresso em parasitos que tiveram resisténcia
induzida ao metronidazol in vitro (Muller et al. 2007), o que poderia torna-lo
inadequado para servir como gene controle em estudos que analisam a expressao
génica em cepas resistentes (Muller et al. 2007, Ansell et al.2015).

Um dos produtos da reacédo promovida pela enzima glutamato desidrogenase
€ a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), e essa coenzima pode ser
utilizada por outras enzimas que atuam ativando o metronidazol na sua forma
biologicamente ativa, como a tiorredoxina redutase. Dessa forma, apesar de nao
estar diretamente associada a via de ativacdo do farmaco, sua menor expressao ou
atividade poderia diminuir a quantidade de NADPH celular, que pode ser utilizada
como agente redutor em outras reagfes enzimdticas, inclusive as que ativam o
metronidazol (Ansell et al. 2015).

Portanto, tendo em vista que o gene gdh poderia ter um papel importante no
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processo de resisténcia in vitro, sequenciamos o0 gene gdh nos nNOSSOS grupos
experimentais, a fim de analisar se poderia existir alguma alteracdo nucleotidica
nesse gene. No entanto, nenhuma altera¢do nucleotidica foi encontrada entre os
grupos experimentais.

Embora ndo tenhamos encontrado alteracdes nucleotidicas nos genes
estudados, alteragdes na expressao génica, na capacidade de promover reducéo do
metronidazol e atividade enzimatica foram encontradas em gdh, pfor e fd por outros
autores (Mduller et al. 2007, Arguello-Garcia et al. 2009, Liu et al. 2000). Essas
evidéncias apontam que o processo de resisténcia aos farmacos 5-nitroimidazélicos
em G. duodenalis esteja relacionado a expressdo génica e proteica. H4 também
evidéncias de que concentragao intracelular de coenzimas, como NADPH, e outras
moléculas de baixo peso molecular, como a cisteina, possam estar envolvidas no
processo de resisténcia in vitro (Ansell et al. 2015). Além disso, um estudo recente
identificou a presengca de bomba de efluxo de farmaco na cepa resistentes
BRIS/83/HEPU/106-2ID1o, a presenca desse sistema pode diminuir ativamente a
concentracdo do metronidazol no interior do parasito, 0 que pode possibilitar sua
sobrevivéncia na presenca de concentracdes elevadas de metronidazol (Ansell et al.
2017).

No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de que alteracées genémicas
possam propiciar resisténcia de G. duodenalis ao metronidazol, ja que a linhagem
resistente BRIS/83/HEPU/106-2ID10 apresentou um codon de parada prematuro em
29% dos transcritos da enzima nitrorredutase 1, uma das responsaveis pela reacao
de reducdo do metronidazol a seu composto biologicamente ativo. Esse codon de
parada poderia ser oriundo de uma substituicdo de nucleotideo unico no DNA, com a
troca de uma citosina por uma timina na posicdo 583 do gene da nitrorredutase 1
(Ansell et al. 2017).

J& que para se tornar a sua forma biologicamente ativa, os 5-nitroimidazois
sdo metabolizados por proteinas do proprio parasito, estudos gendmico,
transcriptbmico, protebmico e metaboldémico sdo necessarios para elucidar qual (is)
o(s) mecanismo(s) responsavel (is) pela resisténcia do parasito in vitro. Como a
persisténcia do parasitismo por G. duodenalis apds o tratamento com farmacos 5-
nitroimidazélicos vem se tornando um problema crescente, e a resisténcia do
parasito a esses farmacos € uma das principais hipéteses (Carter et al. 2017), a
elucidacdo dos mecanismos responsaveis pela falha terapéutica em amostras

clinicas de fezes pode viabilizar o desenvolvimento de testes que permitam detectar
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tal fenbmeno, o que potencialmente trara um impacto no manejo da giardiase.
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6 CONCLUSOES

A exposicdo continua in vitro de G. duodenalis ao metronidazol reduziu a
susceptibilidade do parasito ao farmaco. Entretanto, este fenbmemo ndo foi
associado a alteracdes nucleotidicas nos genes pfor, fd e gdh, que vem sendo
associados a resisténcia de G. duodenalis ao metronidazol, sugerindo que outros
genes ou mesmo 0 comprometimento de vias metabdlicas podem estar na génese

desse fendmeno.
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7/ PERSPECTIVAS

* Avaliar se a diminuicdo da susceptibilidade de cepas de G. duodenalis
(WBCB6ATCC50803) previamente expostas ao metronidazol in vitro tem carater

permanente.

* Investigar alteracdes na abundancia proteica de vias metabdlicas interligadas a
ativacdo do metronidazol e de protecdo contra agentes oxidantes em cepas de G.
duodenalis (WBC6ATCC50803), visando identificar proteinas diferencialmente

expressas entre parasitos expostos e nao-expostos ao metronidazol.
* Investigar se as alteracbes encontradas na abundancia proteica de vias
metabolicas que promovem a resisténcia de G. duodenalis (WBC6ATCC50803) in

vitro podem ser oriundas de alteracbes gendmicas.

* Investigar se as alteracbes genbmicas encontradas em cepas de G. duodenalis

poderiam ser utilizadas para avaliacao de resisténcia em amostras clinicas de fezes.
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