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   1 – Introdução

Trichomonas  vaginalis e  Tritrichomonas  foetus são  protozoários  causadores  de

doenças  sexualmente  transmissíveis  em  humanos  e  bovinos,  respectivamente.  Ambas  as

doenças apresentam importante relevância social e incidência mundial.  

A infecção por T. foetus causa prejuízos econômicos pela alta incidência de abortos,

casos  de  repetição  de  cio  e  intervalos  prolongados  entre  partos  (YULE  et  al., 1989;

PELLEGRIN, 1999).  

T. vaginalis é o maior causador de vaginites sexualmente transmissíveis ao redor do

mundo (LOSSICK, 1989) e é a causadora da principal doença sexualmente transmissível de

caráter não viral (SOPER, 2004), a tricomoníase. Embora sua grande importância em saúde

pública, tem recebido pouca atenção das autoridades e pesquisadores (van der POL, 2007).

Estudos estimam que aproximadamente 170 milhões de ocorrências são registradas a cada ano

(BOWDEN & GARNET, 2000). A doença também está associada a complicações severas

como: aumento significativo no risco de desenvolvimento de câncer cervical (YAP, 1995) e

de infecção pelo HIV (LAGA, 1993; van der POL et al., 2006).

Um importante fator de disseminação da doença está vinculado ao fato de indivíduos

do  sexo  masculino,  usualmente  assintomáticos,  não  fazerem  uso  de  procedimentos

profiláticos  ou terapêuticos  e,  conseqüentemente,  levarem à manutenção  da doença.  Altas

quantidades de zinco no líquido seminal impedem a proliferação do parasito, deixando os

homens e os touros, em alguns casos, apenas como transmissores. 

A droga de escolha para o tratamento é o 5-nitroimidazol, metronidazol. No entanto,

casos refratários e resistência ao medicamento já foram descritos (CROWELL et al., 2003).

Além disso,  o  metronidazol  tem sido  relacionado  a  aumentos  na  incidência  de  tumores.

(BENDESKY et al., 2002).  Estes autores reportaram a indução de tumores em ratos (Rattus

rattus). Foi relatado ainda que as fêmeas desenvolveram hepatomas e tumores mamários e os

machos apresentaram um número elevado de tumores de pituitária e de testículo em resposta

ao metronidazol. 

De  acordo  com  a  ‘International  Agency  for  Research  on  Cancer’  (IARC),  o

metronidazol foi classificado em 1998 como carcinogênico para animais e para seres humanos

(www.iarc.fr).  
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1.1 Tricomonadídeos

Os tricomonadídeos são parasitos flagelados com um só núcleo e apresentam de três a

seis flagelos. Todos são parasitas, e os gêneros incluem várias espécies importantes para a

medicina humana e a veterinária (MEGLITSCH, 1981; LEVINE,1985).

 Existem várias espécies de tricomonadídeos nos animais domésticos e no homem,

mas a classificação taxonômica e as relações parasito-hospedeiro de muitos deles ainda não

estão muito claras. Eles têm sido encontrados no ceco e no cólon de praticamente todas as

espécies de mamíferos e de aves examinadas, e também ocorrem em répteis, anfíbios, peixes e

muitos invertebrados (LEVINE,1985). 

Esses  protozoários  representam  um  grupo  de  flagelados  adaptados  a  viver  em

condições  de anaerobiose e/ou microaerobiose.  Muitos  destes  microorganismos habitam o

intestino  de  uma  variedade  de  hospedeiros  vertebrados  e  invertebrados,  sendo  poucos

virulentos (KULDA, 1999).  Os tricomonadídeos são caracterizados pela presença de flagelos

anteriores originados dos corpúsculos basais. O flagelo recorrente dá origem a uma membrana

ondulante. Como a maioria dos flagelados, estes protozoários dispõem de um citoesqueleto

complexo do qual  faz  parte  o  axóstilo,  um feixe de  microtúbulos  paralelos,  que  percorre

longitudinalmente todo o parasito e acaba por emergir na sua porção posterior (FELLEISEN,

1999).

A  primeira  espécie  de  tricomonadídeos,  Trichomonas  tenax,  foi  identificada  por

Muller  em 1773.  T.  tenax tem sido  associado  a  gengivites,  mas  é  incerto  se  o  processo

inflamatório está relacionado ao protozoário ou se este simplesmente habita a área (REIN &

MULLER, 1990).

Donné  descobriu  e  nomeou  o  Trichomonas  vaginalis em  1836.  Ele  encontrou  o

organismo em secreções  genitais  de homens e mulheres,  sendo caracterizado inicialmente

como não patogênico (THOMASON, 1989). Este parasito foi o primeiro a ser documentado

em uma micrografia, publicada em 1845 (CAMPBELL, 2001). 

1.2 Trichomonas vaginalis

O Trichomonas vaginalis é o parasito causador da tricomoníase nos seres humanos.

Uma doença muito mais prevalente que a  Chlamydia trachomatis e até mesmo a  Neisseria

gonorrhoeae (SOPER, 2004).
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1.2.1 Biologia

O T. vaginalis é um protozoário flagelado e móvel. Mede 10 x 20µm e é oblongado ou

amebóide durante a adesão às células epiteliais hospedeiras. Ele é impulsionado por quatro

flagelos anteriores e um flagelo ligado à membrana ondulante (HEINE, 1993). O protozoário

é microaerófilo  e não possui mitocôndrias no seu citoplasma, possuindo apenas  organelas

esféricas especializadas, denominadas hidrogenossomas, cuja função redox gera hidrogênio

molecular na região mais central do citoplasma (RUTTGERS, 1983).

Figura 1: Ilustração do Trichomonas vaginalis. Adaptado de Adaptado de Parasitology in Focus, 1988.

O T. vaginalis adere à superfície das células na dependência de proteínas, as adesinas.

A capacidade de adesão é relacionada a infectividade e virulência deste patógeno. A hemólise,

destruição  das  células  vermelhas  sanguíneas  com  a  liberação  da  hemoglobina,  está

relacionada com a virulência e já foi descrita em T. vaginalis (GRAVES, 1993; KRIEGER et

al., 1983). 

1.2.2 Epidemiologia

Dados da organização mundial de saúde (2001) apontam que existem 174 milhões de

casos ao redor do mundo, sendo 7,4 milhões de novos casos anuais relatados tanto em homens

como em mulheres nos Estados Unidos da América (CDC, 2007).

A prevalência da doença entre mulheres gestantes na América Latina e no Caribe foi

reportada como de 2,1% no Brasil (SIMÕES et al., 1996), 3,6% em Barbados (LEVETT et
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al., 1995), 8% na Nicarágua (ESPINOZA et al., 1993) e 27,5% no Chile (FRANJOLA et al.,

1974).  

Figura 2: Prevalência da Tricomoníase ao redor do mundo por ano. WHO, 2001.

HOBBS (1999) determinou a prevalência de tricomoníase nos homens da Malásia com

e sem uretrite e examinou os efeitos da infecção por  Trichomonas na eliminação de sêmen

com HIV. Homens HIV-soropositivos com uretrite sintomática e Trichomonas apresentaram

uma concentração  seis  vezes  maior  de  RNA do vírus  HIV  no  sêmen  que  homens  HIV-

positivos com uretrite e sem a presença do protozoário. 

Além disso,  estudos demonstram que a infecção por T. vaginalis pode promover o

câncer cervical em mulheres HPV-positivas e também pode agir independentemente por um

caminho não viral (YAP, 1995).

Há vários fatores de risco relacionados com a doença, incluindo múltiplos parceiros

sexuais,  história  prévia  de  doença  sexualmente  transmissível  e  infecção  coexistente  com

Neisseria gonorrhoeae (SOBEL, 1997).

A infecção ocorre principalmente durante a relação sexual sem o uso de preservativo,

mas pode ocorrer durante o parto ou por fômites.
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1.2.3 Sintomatologia

A  doença  apresenta  implicações  médicas,  sociais  e  econômicas.  Com  uma

sintomatologia variada, a tricomoníase pode ser classificada, de acordo com a severidade da

infecção,  como aguda,  crônica  ou  assintomática  (PETRIN  et  al.,  1998).   Na  mulher,  as

manifestações clínicas podem variar de casos assintomáticos até colpites graves e cervicites

(REIN & MULLER, 1990).

 O homem geralmente  é  assintomático,  mas podem ocorrer  prostatites  que,  quando

presentes, incluem descarga uretral fina, dor e disúria. No caso da mulher, quando apresenta

sintomas, o período pré-patente varia normalmente entre 4 a 20 dias após a exposição. Os

sintomas,  na  mulher,  incluem uma secreção  vaginal  que  varia  de  verde-amarela  a  cinza,

desconforto durante a relação sexual (dispareunia de intróito), odor vaginal,  dor ao urinar,

irritação pruriginosa da área genital e, em raras ocasiões, dor na região ventral do abdômen.

(NIAID, 2006). Quando infectada durante a gestação, a mulher tem predisposição à ruptura

prematura das membranas placentárias, parto prematuro e recém–nascidos com baixo peso ao

nascimento (MINKOFF et al., 1984).

1.2.4 Patogenia

T. vaginalis pode, freqüentemente,  causar lesões hemorrágicas pontuais na mucosa.

Em  pessoas  HIV–negativas,  os  infiltrados  leucocitários  e  as  lesões  genitais

microhemorrágicas induzidas por Trichomonas podem aumentar o portal de entrada do HIV e

o número de células-alvo para o vírus permitindo assim a infecção humana (SORVILLO et

al.,  2001).  T.  vaginalis produz  determinadas  cisteíno-proteinases  capazes  de  degradar

inibidores de proteases  secretados por leucócitos.  Esses inibidores são conhecidos por sua

capacidade de prevenir  a transmissão do HIV através da inibição da entrada do vírus nas

células monocíticas in vitro (DRAPER et al., 1998).   

1.3 Tritrichomonas foetus

O Tritrichomonas foetus é um protozoário que habita o trato reprodutivo, incluindo o

prepúcio e o pênis distal de bois e a vagina e o útero de vacas.
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1.3.1 Biologia

 

 É um organismo móvel, como os três flagelos anteriores, um flagelo recorrente e a

membrana ondulante. Amostras examinadas ao microscópio óptico apresentam formas ovais,

elipsóides ou mesmo amebóides, medindo de 26 a 30µm de comprimento por 12 a 15µm de

largura (CSONKA & SQUIRES, 1984). 

A  adesão  de  T.  foetus às  células  epiteliais  bovinas  pode  ser  mediada  pelo

glicoconjugado de superfície do parasito análogo ao lipofosfoglicano (LPG) de  Leishmania

spp. e a atividade citotóxica parece ser dependente de adesão (SINGH et al., 1999).

            

Figura 3: Ilustração do Tritrichomonas foetus. Adaptado de Parasitology in Focus, 1988.

1.3.2 Epidemiologia

A distribuição da tricomoníase bovina é mundial. Em partes das Américas do Norte e

Sul, bem como na Austrália, onde a bovinocultura é extensiva, a prevalência de T. foetus pode

superar os 50%. Esta infecção é uma das principais causas de abortos em bovinos, juntamente

com a brucelose e leptospirose.

A  capacidade  reprodutiva  do  rebanho  pode  ser  reduzida  à  metade,  ocasionando

grandes perdas  econômicas.  A infecção por  T.  foetus,  dentre os tricomonadídeos,  é a que

acarreta  os maiores prejuízos,  sendo relatadas perdas anuais de cerca de US$ 10.000.000,

somente nos EUA (PETER et al., 1995). Em um estudo realizado no Brasil em 1997, Leite e

colaboradores  observaram que 5,9% dos 118 lavados prepuciais e os dois fetos estudados

apresentavam formas  vivas  de  Tritrichomonas  foetus.  Na  pesquisa,  os  pouco  achados  de
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parasitos foram atribuídos à falta de cuidado durante a coleta e ao transporte inadequado do

material a ser analisado.

A transmissão venérea do agente etiológico gera a doença, o que leva à diminuição da

eficiência reprodutiva no gado (CORBEIL et al., 1989). 

1.3.3 Patogenia

O protozoário  é  observado  na  cavidade  urogenital  de  vacas  e  está  hábil  a  migrar

ascendentemente para a cérvice e invadir o útero (HONIGBERG, 1978). Nos touros, o sítio

de  infecção  mais  comum é  a  cavidade  prepucial.  Entretanto,  o  epidídimo e  as  vesículas

seminais podem, algumas vezes, estar envolvidos (BONDURANT & HONIGBERG, 1994).

A infecção  nas  vacas  ocorre  primariamente  pela  exposição  a  touros  infectados  na

criação, porém sêmen e equipamentos de inseminação artificial contaminados também servem

como fonte  de  infecção.  A  infecção  inicial  usualmente  não  interfere  na  concepção,  mas

posteriormente culmina com a morte embrionária entre 15 a 80 dias de gestação. 

A tricomoníase bovina é caracterizada por infertilidade transiente e as vacas e novilhas

normalmente retornam ao estro  entre 1  e  3 meses,  mas um período de infertilidade pode

perdurar  por  dois  a  seis  meses,  devido  à  infecção  (PETER  et  al.,  1995).  A infertilidade

permanente é ocasional. Em casos de concepção, o aborto normalmente ocorre em seguida.

Nos fetos abortados, a invasão do tecido fetal pelos protozoários pode ser observada. Também

fora descritas lesões gastrintestinais associadas com lesão do epitélio da mucosa (RHYAN et

al., 1995).

No boi, a doença aguda é caracterizada por inflamação e edema do tecido prepucial,

ocasionalmente  seguido  por  descarga  mucopurulenta.  Entretanto,  os  sintomas  usualmente

desaparecem após duas semanas de infecção e esta se torna assintomática (HONIGBERG,

1978). 

Em contraste, a severidade da doença nas fêmeas alcança desde infecções inaparentes

até  severas  manifestações,  acompanhadas  por  significantes  alterações  patológicas.  Estas,

eventualmente, resultam em falha reprodutiva e aborto. Diferentes graus de cervicite, vaginite,

endometrite, salpingite, placentite e piometra foram observados com relação às perdas fetais

(FELLEISEN, 1999). As alterações inflamatórias mais pronunciadas no trato reprodutivo de

novilhas infectadas por  T. foetus foram encontradas no endométrio e nas tubas uterinas, os

dois sítios que mais influenciam na concepção e gestação (ANDERSON et al., 1996). Essas

alterações podem ser diretamente correlacionadas com as falhas no trato reprodutivo.
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Nos primeiros  20 dias  após a  infecção  inicial,  os parasitos proliferam na cavidade

vaginal, provocando vaginite. Daí os trofozoítos migram via cérvice, colonizam e invadem as

paredes  uterinas.  Parasitos são vistos por microscopia invadindo os tecidos placentários  e

fetais. Geralmente o aborto ocorre nas primeiras 16 semanas da gestação, mas algumas vacas

podem manter-se infectadas  durante todo o período gestacional  e mesmo após este.  Estas

portadoras podem constituir cerca de 5% dos animais infectados, dificultando a profilaxia, em

grande parte baseada nas restrições reprodutivas (SKIRROW, 1987).

É possível que o abortamento seja decorrente da ação conjunta de fatores de virulência

do parasito, bem como da resposta imunológica produzida. Antígenos parasitários adsorvidos

à superfície da membrana coriônica e do endométrio podem deflagrar um processo de auto-

agressão mediado pelo sistema complemento e pela resposta imune celular (BONDURANT

1997). Há uma imunidade relativa nos animais infectados que apresentam aumento de IgM,

IgG e IgA circulantes, mas estes conferem pouca proteção, possivelmente pela presença de

cisteíno-proteinases, que degradam estas moléculas.  

1.4 Hidrogenossomo

Os  tricomonadídeos  não  apresentam  mitocôndrias,  apresentando,  ao  invés,  uma

organela denominada hidrogenossomo (uma organela delimitada por dupla membrana), que é

responsável pelo metabolismo REDOX destes protozoários. 

O hidrogenossomo é uma organela esférica com 0,5 a 2 µm de diâmetro. Geralmente

está associada a partículas de glicogênio e às estruturas do citoesqueleto. É encontrado em

organismos unicelulares que habitam ambientes com baixas tensões de oxigênio. Dentre estes

microorganismos estão alguns protistas, como os tricomonadídeos, alguns ciliados de vida

livre e tipos de fungos presentes no rúmen (DÍAZ & DE SOUZA, 1997). 

A organela difere da mitocôndria em alguns aspectos principais, como por exemplo: a

ausência  de  um  genoma  com  exceção,  o  hidrogenossomo  de  Nyctotherus  ovalis

(AKHMANOVA et al., 1998); eles não possuem citocromos, F0-F1 ATPase, o ciclo do ácido

tricarboxílico e nem fosforilação oxidativa (MULLER, 1993). 

O hidrogenossomo de  tricomonadídeos  contém um compartimento  circundado  por

dupla membrana, chamado vesícula periférica, o qual acumula magnésio, cálcio e fósforo e

que possivelmente está relacionado com a regulação intracelular do cálcio (BENCHIMOL et

al., 1996).  

A  principal  função  do  hidrogenossomo  é  a  descarboxilação  oxidativa  do  piruvato,
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associada à formação de ATP. Os elétrons gerados são transferidos da piruvato:ferredoxina

oxidoredutase (enzima chave no metabolismo energético do parasito) para a  ferredoxina, que

depois é novamente oxidada pela hidrogenase, levando à formação de hidrogênio molecular.

Os produtos  finais  do metabolismo do hidrogenossomo são:  acetato,  H2 e  CO2  (KULDA,

1999). 

       
                             

Figura 4: Metabolismo Hidrogenossomal. Adaptado de  Kulda, 1999.

1.5 Mecanismos Antioxidantes

Os tricomonadídeos são microorganismos anaeróbicos que não possuem mitocôndria.

Entretanto,  eles  são  expostos  ao  oxigênio  no  sítio  da  infecção  e  precisam  de  defesas

antioxidantes para sobreviver neste ambiente. 

Várias enzimas dos parasitos são inativadas pelo oxigênio, inclusive proteínas chave

do hidrogenossomo (Ellis et al., 1994). 

Enzima, como a catalase,  já foi descrita em  T. foetus,  porém sua presença não foi

detectada em T. vaginalis (Page-Sharp, Behm & Smith, 1996).

Linstead & Bradley em 1988 descreveram a presença de NADH e NADPH oxidase

em  T.  vaginalis e  relacionaram sua atividade no parasito  com a capacidade  de reduzir  o

oxigênio à água e peróxido de hidrogênio, respectivamente. A importância dessas enzimas no

citosol foi relatada na prevenção da chegada de oxigênio aos hidrogenossomos.

 Esses microorganismos não possuem glutationa e assim fazem uso de proteínas ricas

em cisteína como principais agentes redutores na célula. Eles também possuem a capacidade

de gerar  tióis  de baixo peso molecular  (propanotiol,  metanotiol,  sulfato  de hidrogênio),  a

partir da ação de uma enzima similar à metionina- γ- liase (McKie et al., 1998).  

Coombs  e  colaboradores  (2004)  relataram  a  existência  do  sistema  tiorredoxina  –

tiorredoxina redutase e tiorredoxina peroxidase - que atuariam em conjunto, detoxificando
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agentes  oxidantes  potenciais.  Além  de  possuírem  a  capacidade  de  converter  cistina  em

cisteína, colaborando assim com a manutenção dos níveis de tióis intracelulares, também foi

demonstrado por esses autores que Trichomonas vaginalis responde a alterações do meio, que

levariam ao aumento nos níveis de estresse oxidativo, regulando positivamente a expressão

dessas enzimas, o que demonstra a importância delas no equilíbrio redox do parasito. 

Esses parasitos  também possuem a enzima superóxido dismutase (responsável  pela

conversão de superóxido em peróxido de hidrogênio e água)  (LINDMARK & MULLER,

1974; VISCOGLIOSI et al., 1998). Cepas resistentes ao metronidazol (tanto in vivo como in

vitro),  de  T.  Vaginalis,  apresentam  atividade  aumentada  desta  enzima  (Rosoloson  et  al.,

2001),  evidenciando que  defesas  antioxidantes  estão  relacionadas  com os  mecanismos  de

resistência  dos  parasitos,  comprovando  então  a  importância  desses  mecanismos  na

sobrevivência deles.   

 1.6 Quimioterapia

O tratamento da tricomoníase está baseado no uso do metronidazol (5-nitroimidazóis),

droga disponibilizada nos anos 60, utilizada para o tratamento da tricomoníase, da amebíase,

da giardíase e de infecções por bactérias anaeróbicas. O fármaco é uma pró-droga ativada no

hidrogenossomo dos tricomonadídeos. 

                                                         

Figura 5: Estrutura química do metronidazol. Kulda, 1999.

O efeito  do  fármaco  ocorre  após  a  sua  redução,  levando  à  liberação  de  radicais

citotóxicos dentro das células-alvo (EDWARDS, 1993). 

Na presença do metronidazol (este age como aceptor preferencial dos elétrons), esses

elétrons são transferidos  para a droga,  que acaba tendo o seu grupamento nitro  reduzido,

tornando-se tóxico para as células (KULDA, 1999). 

Embora  o  Metronidazol  seja  uma  droga  bastante  efetiva  contra  microorganismos
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anaeróbicos  (bactérias  e  protozoários), o  uso  intensivo  deste  medicamento  vem  gerando

muitos casos refratários e o desenvolvimento de organismos resistentes (CROWELL et al.,

2003). 

A pouca disponibilidade de drogas efetivas contra os parasitos tem acarretado sérios

problemas.
                           

Figura 6: Ativação do metronidazol em tricomonadídeos. Adaptado de Kulda, 1999.

A resistência por parte do parasito pode ocorrer devido a falhas durante o tratamento,

o que é chamado de resistência aeróbica.  Também existem algumas cepas com resistência

anaeróbica (DUNNE, 2003).

A resistência aeróbica só ocorre na presença de pequenas quantidades de oxigênio. A

presença de oxigênio intracelular pode interferir na ativação da droga. Re-oxidação do grupo

nitro  e  remoção  competitiva  dos  elétrons  por  parte  do  oxigênio  surgem  como possíveis

mecanismos (KULDA, 1999). 

Rosolonson e colaboradores (2002) descreveram que cepas resistentes ao metronidazol

apresentam aumentada suscetibilidade ao oxigênio, bem como um incremento na atividade da

enzima superóxido dismutase. 

Com relação à resistência anaeróbica, tipo de resistência desenvolvida em laboratório,

as cepas suprimem a via que a droga usa para a sua ativação, levando assim à eliminação de

qualquer  efeito  da  droga  sobre  os  parasitos.  Essas  cepas  deixam  de  expressar  a  enzima

piruvato:ferredoxinaoxidorredutase (KULDA, 1999). Esse tipo de resistência já foi observado

em alguns isolados clínicos de Trichomonas vaginalis (DUNNE, 2003).

Piruvato

Metronidazol ox

Metronidazol red

Acetato Hidrogenossomo
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Figura 7: Mecanismo de resistência anaeróbica ao metronidazol por Trichomonas vaginalis. Adaptado de Kulda, 1999.

Figura 8: Mecanismo de resistência anaeróbica ao metronidazol por Tritrichomonas foetus. Adaptado de Kulda,
1999.

Além  dos  problemas  relacionados  à  resistência,  o  metronidazol  está  sendo

correlacionado  com  casos  de  câncer.  Estudos  com  camundongos  apontaram  o  efeito
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carcinogênico potencial do metronidazol. Camundongos tratados com a droga desenvolverem

número  elevado  de  tumores  de  pituitária  e  testicular  (machos)  e  hepatomas  e  tumores

mamários  (fêmeas)  (RUSTIA  &  SHUBIK,  1979)  Também  foram  observados  em

camundongos BALB/c a formação de tumores de pulmão e de linfomas, respectivamente, em

machos e fêmeas (CAVALIERE et al., 1984). 

Com  relação  a  humanos,  os  dados  existentes  na  literatura  são  descritos  como

ambíguos  (BENDESKY  et  al.,  2002).  BEARD  e  colaboradores  (1988)  analisaram  o

aparecimento de câncer em pacientes tratados e não tratados com metronidazol e observaram

um incremento da incidência de câncer no grupo dos tratados, entretanto somente o câncer de

pulmão mostrou resultados significativos.  Após fazer  o  ajuste  para  pacientes  fumantes,  o

câncer pulmonar continuou mostrando significância.

Um Grupo Cooperativo em Saúde (GHC) acompanhou pessoas tratadas ou não pelo

metronidazol após 7, 12 e 15 anos do tratamento e comparou com o aparecimento de câncer.

Análises  estatísticas  não comprovaram diferença  significativa  entre  os  grupos.  Entretanto,

observando a figura é possível visualizar uma tendência ao aumento da diferença entre os

grupos  com  o  passar  do  tempo  e,  possivelmente,  um  estudo  mais  prolongado  mostraria

diferença estatística significativa. (BENDESKY et al., 2002).

                

Figura 9: Tempo de acompanhamento após o uso do MTZ versus incidência de câncer e risco relativo de desenvolver câncer.

BENDESKY et al., 2002.
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Pelo exposto, fica clara a necessidade de buscar novas alternativas quimioterápicas

para  o  tratamento  da  tricomoníase,  gerando  assim  uma  diminuição  na  exposição  ao

metronidazol, bem como a possibilidade de cura para pacientes com cepas resistentes.

1.7 Dietilditiocarbamato de sódio (DETC)

                                            

O  dietilditiocarbamato  é  o  primeiro  metabólito  do  dissulfiram  (droga  utilizada  no

tratamento do alcoolismo nos últimos 50 anos), em mamíferos, e é um agente seletivo para

carbamilação de proteínas nos grupos sulfidril (NAGENDRA et al., 1997).

Os  ditiocarbamatos  demonstram  atividade  antioxidante  e  quelantes  de  metais

(SOMERS et al., 2000 em). Eles são reconhecidos células eucarióticas por sua capacidade de

inativar a enzima superóxido dismutase (SOD – Cu/Zn), ligando-se ao cobre e removendo-o

do sítio ativo da enzima (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

                                               Figura 10: Estrutura química do DETC. 

O DETC pode exercer diversas propriedades. Além de quelar íons cobre e atuar como

supressor de radicais livres, este composto inibe a SOD, promovendo danos mediados por

superóxido (O2
.-),  bem como liga-se a proteínas ricas em tiol, formando pontes dissulfeto,

inibindo,  assim,  possíveis  mecanismos  antioxidantes  (HALLIWELL  &  GUTTERIDGE,

1999).

A busca  de novas terapias  nos  leva a  abordar  a  possibilidade de  sinergismo entre

drogas, melhorando a eficácia delas mesmo em menores concentrações, diminuindo, portanto,

os  efeitos  colaterais  de  ambas.  Neste  sentido,  sistemas  reguladores  de  estresse  oxidativo

surgem como um possível alvo. A enzima superóxido dismutase, responsável pela catálise da
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dismutação  do  radical  livre  superóxido  (O2
.-),  já  foi  descrita  em  tricomonadídeos.  Tal

atividade  pode  estar  correlacionada  à  suscetibilidade  aos  5-nitroimidazóis,  como  o

metronidazol (RASOLOSON et al., 2002). Além disso, a resistência ao metronidazol pode ser

associada à suscetibilidade a radicais oxidantes (ELLIS et al., 1994), indicando que o estresse

oxidativo pode proporcionar novas estratégias terapêuticas na tricomoníase. 
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2. OBJETIVO

2.1 GERAL

Encontrar novos alvos farmacológicos relacionados com estresse oxidativo e usá-los

como ferramentas terapêuticas contra os tricomonadídeos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

� Testar  os  efeitos  do  DETC  (dietilditiocarbamato)  no  crescimento  celular  dos

protozoários T. vaginalis e T. foetus;

� Avaliar os efeitos do DETC na ultraestrutura dos protozoários;

�  Verificar a existência de efeito sinergístico ou aditivo entre o DETC e o metronidazol;

� Avaliar os efeitos da combinação das drogas sobre o crescimento e ultra-estrutura dos

protozoários;

� Identificar possíveis alvos do DETC nos protozoários;

� Avaliar  o  estresse  oxidativo  produzido  pelas  drogas  através  das  quantificações  da

peroxidação lipídica e quimioluminescência. 
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3. JUSTIFICATIVA

Tricomonadídeos (Trichomonas vaginalis e  Tritrichomonas foetus) são responsáveis

por doenças sexualmente transmissíveis de alta incidência e prevalência. 

Nos  bovinos,  T.  foetus apresenta  alta  relevância  econômica  dada  o  alto  índice  de

abortos e intervalos prolongados entre partos prolongados(PELLEGRIN, 1999).  As doenças

que afetam o trato reprodutor de bovinos contribuem para os baixos níveis reprodutivos da

pecuária  brasileira.  A  tricomonose  é  uma  doença  de  maior  freqüência  em países  onde o

controle sanitário  é  deficiente,  entretanto ela  continua sendo freqüente  em áreas  do oeste

americano, onde é praticada a pecuária  de corte com monta natural  e alcança índices que

variam de 5,0 a 40% (PELLEGRIN & LEITE, 2007).

O Trichomonas vaginalis é um protozoário bastante comum em todo o mundo. Sabe-

se que o risco da tricomoníase aumenta com a idade. Entretanto, segundo estudos recentes, há

um número considerável de casos surgindo entre adolescentes e mulheres jovens, e casos de

reinfecção têm sido bastante comuns (van der POOL  et al., 2005). A doença também está

relacionada  com  severas  complicações,  como  o  aumento  significativo  no  risco  de

desenvolvimento de câncer cervical e de infecção pelo HIV (Van Der Pol et al., 2006).   

Outro  grave  problema  está  no  fato  de  que  o  único  fármaco  disponível  para  o

tratamento da doença tem efeito potencialmente carcinogênico (BENDESKY  et al.,  2002).

Além  disso,  tem  aumentado  o  número  de  casos  refratários  provocados  por  parasitos

resistentes. 
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4- MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Animais: Camundongos (Mus musculus) Balb/C, fêmeas (4-6 semanas) foram criados

e mantidos com água e ração comercial balanceada ad libitum no biotério do Centro

de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM – FIOCRUZ). Todos os procedimentos foram

aprovados pelo Comitê de Ética Animal do CPqGM – FIOCRUZ.

4.2 Obtenção da cultura de Tritrichomonas foetus e Trichomonas vaginalis : As cepas K

de  T. foetus e JT de  T. vaginalis  foram mantidas em meio TYM (para  T. foetus –

200mL:  4g de caseína, 2g de extrato de levedura, 1g de  d-maltose, 0,2g de cisteína,

0,2g  de  cloreto  de  potássio,  0,2g  de  carbonato  de  potássio  monobásico,  0,16g  de

fosfato  de potássio  monobásico,  0,16g de  fosfato  de  potássio  dibásico  e 0,02g de

sulfato  ferroso  e  o  pH 6,6,   após  autoclavação  é  adicionado  100µL/mL de  ácido

ascórbico a 0,2g/mL. Para  T. vaginalis – 200mL: 4g de caseína,  2g de extrato  de

levedura, 1g de d- maltose, 0,2g de cisteína, 0,04g de ácido ascórbico, 0,16g de fosfato

de  potássio  monobásico,  0,16g  de  fosfato  de  potássio  dibásico  o  pH  6,6),

suplementado  com  10% de  soro  fetal  bovino  a  37°C em estufa  a  5% CO2,  com

repiques realizados a cada 48hs. 

4.3 Proliferação Celular:  As células  foram repicadas  no dia anterior  ao  experimento.

Inóculos de 105 células de  T. foetus  e de  T. vaginalis foram incubados a 37°C em

estufa de 5% de CO2, em presença ou ausência de diferentes concentrações das drogas.

Amostras para determinação da densidade celular foram retiradas com 24 horas após a

incubação, através da centrifugação a 250 x g por 10 minutos (antes da centrifugação,

os  tubos  contendo  Trichomonas  vaginalis foram  incubados  a  0–2°C  para  o

desprendimento das células da parede do tubo). As células foram fixadas em 0,1% de

formol e contadas em câmara de Neubauer em microscopia óptica de contraste de fase.

4.4 Avaliação da citotoxicidade em linfócitos: Inóculos de 1 x 106 esplenócitos retirados

de camundongos Balb/C foram incubados em meio RPMI completo,  suplementado

com 10% de soro fetal bovino e 10 µL de [3H]-timidina/poço, de forma a obter uma

concentração de 1 µCi/poço, em presença ou ausência do fármaco. Após 24 horas, as
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células  foram  coletadas  para  contagem  de  radioatividade  incorporada  através  do

contador β Matrix 9600.

4.5 Avaliação da citotoxicidade em macrófagos: Macrófagos de camundongos BALB/c

foram  obtidos  através  de  lavagem  peritoneal  com  meio  RPMI  1640  gelado,  e

plaqueados em placas de cultura de 24 poços. As células foram mantidas por 1 h a

37°C em atmosfera de 5% de CO2, e os macrófagos não aderidos foram removidos por

lavagem com PBS. Foi  adicionado à monocamada meio RPMI suplementado com

10%  SFB,  sendo  mantidas  nas  mesmas  condições.  A  citotoxicidade  para  os

macrófagos foi avaliada in vitro e a viabilidade celular, mensurada a partir da análise

da atividade mitocondrial das células, através do método da redução do 3-(4,5 dimetil

tiazol-2yl)-2,5  difenil  brometo  de  tetrazolio  (MTT)  após  24  horas  de  exposição  à

droga. 

4.6 Determinação do FIC: Para a determinação da Concentração Inibitória Fracionada

(FIC) e posterior determinação do tipo de associação entre as drogas, foram realizados

ensaios  de  proliferação  celular,  variando  alternadamente  a  concentração  de  cada

composto em combinação com o IC50 do outro. A partir daí foi calculado o IC50 da

combinação das drogas e posteriormente estes resultados foram colocados na seguinte

fórmula:

 
     

Resultados abaixo de 0,5 caracterizam efeito sinergístico. 

4.7 Peroxidação lipídica:  As células foram pré-incubadas em presença ou ausência do

DETC 100µM,  metronidazol  100µM e  da  combinação  destes  compostos.  Após  o

tratamento, as células foram centrifugadas a 250 x g por 10 minutos e lavadas 3 vezes

em  PBS  (salina  tamponada  com  fosfato).  Após  a  lavagem,  as  células  foram

ressuspendidas em 200µL do mesmo tampão. 200µL de TBA (acido tiobarbitúrico) a

1% foi adicionado para posterior incubação a 100°C por um período de 3 horas. As
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          IC
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          IC
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                IC
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substâncias reativas ao TBA (TBARS) foram mensuradas em espectrofotômetro a 532

nm.

4.8 Microscopia  Eletrônica  de  Transmissão:  Após  o  tratamento  com  as  drogas,  as

amostras foram fixadas em glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1M

pH 7,2,   pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% em tampão cacodilato de Sódio 0,1M,

ferricianeto de potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5mM ao abrigo da luz por 40 minutos

em temperatura ambiente. A seguir, os parasitos foram lavados no mesmo tampão e

desidratados em concentrações crescentes de acetona (30 – 100%) por 10 minutos em

cada.  As  amostras  foram  infiltradas  e  emblocadas  em  resina  epoxi  Polybed

(Polysciences).  Após  polimerização,  cortes  ultrafinos  foram  obtidos  em

ultramicrótomo e coletados em grades de cobre de malha 400. Os cortes contrastados

com  acetato  de  uranila  e  citrato  de  chumbo  foram  observados  ao  microscópio

eletrônico de transmissão Zeiss EM 109 a 80kV. 

4.9 Detecção de tióis totais: Inóculos de 105 de Trichomonas vaginalis foram incubados a

37°C em estufa de CO2, em tubos de 15 mL, por 24 horas e posteriormente tratados em

presença ou ausência de DETC. Em seguida, as células foram centrifugadas a 250 x g

por 10 minutos e ressuspendidas em tampão tris-HCl 30 mM  com EDTA 3 mM, pH

8,2.  20  µL da  amostra  foram adicionados  a 75 µL do  mesmo tampão,  25 µL do

reagente  DTNB e 400 µL de metanol,  sendo após  centrifugado a 1500 x  g por  5

minutos e o sobrenadante lido em espectrofotômetro a 412 nm.

4.10 Microscopia de fluorescência:  Células foram fixadas por 30 min a  4˚C em

uma solução contendo 4% paraformaldeído em 0,1 M de tampão cacodilato de sódio,

pH 7,2. Após a fixação, as células foram aderidas às lamínulas (previamente lavadas

com  extran  neutro,  submersas  em  álcool  70%),  colocadas  em  placas  de  Petri  e

recobertas com solução de 0,1% de poli-L-lisina em PBS, pH 7,2, por 10 minutos e

secas em estufa a 37 °C, lavadas em água destilada e novamente postas para secar. As

células foram aderidas por 30 minutos e incubadas em 50 µM de  o-phthaldialdeído

(OPA)  em PBS,  por  12  horas  a  4°C.  Após  este  tempo,  passaram  por  sucessivas

lavagens,  sendo  montadas  em  lâminas  com  N-propil-galato  e  observadas  no
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microscópio de fluorescência Olimpus BX51. 

4.11 Quimioluminescência: Inóculos de 107 células de T. vaginalis e de T. foetus

foram  colocados  em  placas  de  Petri  plásticas  de  35x10mm,  estéreis,  em  tampão

HBSS. As leituras foram realizadas em presença ou ausência das drogas e do luminol.

As drogas  foram adicionadas  na hora de leitura,  DETC a 100µM, metronidazol  a

100µM  e  a  combinação  das  drogas.  A  quimioluminescência  foi  medida  em  um

dispositivo equipado com um tubo fotomultiplicador de 5cm de diâmetro com um

cátodo de arseneto de gálio (o mais sensível disponível). Este tubo foi especialmente

selecionado na linha de produção, pelo fabricante,  para ter uma contagem de ruído

inferior a 12 fótons por segundo e uma resposta linear de 200nm a 800nm. O tubo

opera em um sistema refrigerado,  pelo processo Peltier a (-  20° C). Ligado a este

sistema está uma câmera condicionada para trabalhar a 37° C e com capacidade de

contar  quatro  placas  de  Petri  simultaneamente,  com  possibilidade  de  injeção  de

agonistas/antagonistas e realização de análises em tempo real. As células analisadas

em  condições  assépticas  podem  ser  contadas  por  tempo  indeterminado  e

reutilizadas. O  sinal  originado  do  sistema  é  processado  por  um

amplificador/discriminador  extremamente  sensível  acoplado  a  um  computador.  A

câmera tem um sistema de espelhos e lentes que permite a captação de fótons em uma

geometria  aproximada  de  4π.  A  sensibilidade  do  sistema  é  de  aproximadamente

1018ergs (NORONHA-DUTRA, comunicação pessoal).

4.12 Detecção  de  espécies  reativas:  Trofozoítos  de  Trichomonas  vaginalis  e

Tritrichomonas foetus foram incubados a 37°C em estufa de CO2, em tubos de 6mL,

por 2 horas, na presença de DETC 100µM, metronidazol 100µM ou combinação. Em

seguida, as células foram lavadas com HBSS, pH 7,2 por centrifugação a 250 x g por

10 minutos e incubadas por 30 minutos em 1 mL do mesmo tampão contendo 25 µM

da  sonda  fluorescente  H2DCFDA  -  2',7'-diclorodiidrofluoresceina  diacetato-

(Molecular  Probes).  Após  a  incubação,  os  trofozoítos  foram  lavados  três  vezes  e

imediatamente analisados por citometria de fluxo.

4.13 Análise estatística: Os dados obtidos foram representados como a média ±

21



desvio padrão e analisados estatisticamente pelo teste ANOVA e pós-teste de Tukey

com nível de significância de  p<0,05. Todos os experimentos foram realizados com

pelo menos três repetições independentes. Os gráficos apresentados neste trabalho são

todos representativos de três experimentos realizados em triplicata. 

4.14 Substâncias  Utilizadas:  DETC  (dietildithiocarbamato)  Sigma.  O  DETC

utilizado em todos os experimentos foi nascente (recém-preparado). Metronidazol –

Farmanguinhos.  O  Metronidazol  foi  preparado  previamente.  Diluído  em  DMSO

(dimetilsulfóxido)  a  80%.  Luminol  –  Sigma.  H2DCFDA  -  2',7'-

diclorodiidrofluoresceina  diacetato  –  Molecular  Probes.  o-phthaldialdeído  (OPA)  –

Molecular Probes.
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5 – RESULTADOS

5.1 – Crescimento celular dos protozoários em estufa de CO2

Foram realizados experimentos de proliferação axênica para verificar a adaptação das

células em estufa de CO2 e determinar qual o momento ideal da coleta dos pontos das curvas

de crescimento. O ponto máximo de crescimento dos protozoários (tanto T. foetus – Fig. 11

quanto T. vaginalis – Fig. 12) foi observado em 36 horas. A partir daí, ficou determinado que

o tempo ideal  para  a  coleta  das  amostras  seria  em 24 horas.  Gráfico  representativo  de 3

experimentos em triplicata. 
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Figura 11- Crescimento de Tritrichomonas foetus em estufa de CO2:

Inóculos de 105 células por mL de T. foetus foram incubados por 48

horas em estufa de 5% de CO2 a 37°C. As coletas para contagem do

número de células foram realizadas a cada 12 horas. 
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Figura 12-Crescimento de Trichomonas vaginalis em estufa de CO2:

Inóculos de 105 células por mL de T. vaginalis foram incubados por 48

horas em estufa de 5% de CO2 a 37°C. As coletas para contagem do

número de células foram realizadas a cada 12 horas. 
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5.2 - Determinação do IC50 do DETC para T. foetus e T. vaginalis

Para determinar o IC50 (concentração que inibe 50% do crescimento das células) do DETC

nos  protozoários  foram  realizadas  curvas  de  crescimento  com  5  (cinco)  concentrações

diferentes da droga. A partir daí, foi feito o cálculo do IC50 para cada protozoário, usando o

Programa GRAPHPAD.PRISM.4.0. Foi verificado que o IC50 para T. foetus foi de 497,8nM

(Fig.  13)  e  para  T.  vaginalis foi  de  269,7nM  (Fig.  14).   Gráfico  representativo  de  3

experimentos em triplicata. 

                        Fig. 3.: Determinação do IC50 do DETC em Tritrichomonas foetus.
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Figura 13- Determinação do IC50 do DETC em Tritrichomonas

foetus: Inóculos de 105 células por mL de T. foetus foram incubados

na presença de diferentes concentrações do DETC nascente por 24

horas. A contagem de células para determinação do IC50 foi feita por

microscopia de contraste de fase. 
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Figura 14- Determinação do IC50 do DETC em Trichomonas

vaginalis: Inóculos de 105 células por mL de T. vaginalis foram

incubados na presença de diferentes concentrações  do DETC

nascente por um período de 24 horas. A contagem de células para

determinação do IC50 foi feita por microscopia de contraste de fase. 



5.3 - Determinação do IC50 do metronidazol para T. foetus e T. vaginalis

Para  verificar  o  IC50 do  Metronidazol  nos  protozoários,  foram  realizadas  curvas  de

crescimento com 5 (cinco) concentrações diferentes da droga. Foi verificado que o IC50 para

T. foetus foi de 459,7 nM (Fig. 15) e para  T. vaginalis foi de 523,1nM (Fig. 16).  Gráfico

representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 15- Determinação do IC50 do metronidazol para

Tritrichomonas foetus: Inóculos de 105 células por mL de T. foetus

foram incubados na presença de diferentes concentrações  do

metronidazol por um período de 24 horas. A contagem de células

para determinação do IC50 foi feita por microscopia de contraste de

fase. 



                   Fig. 6.: Determinação do IC50 do metronidazol em Trichomonas vaginalis. 
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Figura 16- Determinação do IC50 do metronidazol para T. vaginalis:

Inóculos de 105 células por mL de Trichomonas vaginalis foram

incubados na presença de diferentes concentrações  do

metronidazol por um período de 24 horas. A contagem de células

para determinação do IC50 foi feita por microscopia de contraste de

fase. 



5.4 - Avaliação da citotoxicidade em esplenócitos

Foi avaliada a citotoxicidade, através da técnica de incorporação por [3H]Timidina, das drogas

testadas (tanto o metronidazol quanto o DETC) em linfócitos de camundongos BALB/C. Para

o  DETC (Fig.  17),  somente  a  concentração  de  1000µM demonstrou  um efeito  inibitório

significativo. Já para metronidazol (Fig. 18), não foi observado efeito citotóxico significativo

nas concentrações testadas. Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 17- Avaliação da citotoxicidade do DETC em esplenócitos:

Inóculos de 1 x 106 esplenócitos de camundongos Balb/C foram

incubados em meio RPMI completo, suplementado com 10% de

soro fetal bovino e 10 µL de [3H]-timidina/poço, na presença de

diferentes concentrações do DETC. Após 24 horas foi realizada a

contagem de radioatividade incorporada.
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Figura 18- Avaliação da citotoxicidade do metronidazol em esplenócitos:

Inóculos de 1 x 106 esplenócitos de camundongos Balb/C foram

incubados em meio RPMI completo, suplementado com 10% de soro

fetal bovino e 10 µL de [3H]-timidina/poço, na presença de diferentes

concentrações do metronidazol. Após 24 horas foi realizada a contagem

de radioatividade incorporada.



5.5 Avaliação da citotoxicidade em macrófagos

Foi  avaliada  a  citotoxicidade  do  DETC,  através  da  técnica  de  MTT,  em  macrófagos

peritoneais  de camundongos  BALB/C.  Foi observado  que a incubação  com o DETC não

interferiu  na  redução  do  MTT  nas  concentrações  testadas.  Gráfico  representativo  de  3

experimentos em triplicata. 
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Figura  19-  Avaliação  da  citotoxicidade  do  DETC  em  macrófagos:

Macrófagos de camundongos BALB/c foram obtidos de lavagem peritoneal

com meio RPMI 1640 gelado,  e plaqueados em placas  de cultura de 24

poços. As células foram mantidas por 1 h a 37°C em atmosfera de 5% de

CO2. A citotoxicidade para os macrófagos foi mensurada a partir da análise

da atividade mitocondrial das células através do método da redução do 3-

(4,5 dimetil  tiazol-2yl)-2,5  difenil  brometo de tetrazólio  (MTT) após  24

horas de exposição à droga. 



5.5 - Determinação do FIC para Tritrichomonas foetus

A fim de verificar o tipo de associação entre o DETC e o metronidazol foram realizados

experimentos combinando o IC50 das drogas. A partir deste experimento, foi calculado o IC50

da combinação das drogas. Para o DETC, o IC50 da combinação foi de 223,9nM (Fig.20). Para

o metronidazol, o IC50 da combinação foi de 140,7nM (Fig. 21). A partir daí, foi realizado o

cálculo do FIC (Concentração Inibitória Fracionada) e verificado que o FIC da combinação

para T. foetus foi de 0,7. Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 20 - Determinação do FIC para Tritrichomonas foetus:

Inóculos de 105 células por mL de T. foeuts foram incubados com o

IC50 do metronidazol e variadas concentrações do DETC por 24

horas. Foi realizada a contagem das células, por microscopia óptica,

para determinação do FIC.  
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Figura 21 - Determinação do FIC para Tritrichomonas foetus:

Inóculos de 105 células por mL de T. foeuts foram incubados com o

IC50 do DETC e variadas concentrações do metronidazol por 24

horas. Foi realizada a contagem das células, por microscopia óptica,

para posterior determinação do FIC.  



5.6 - Determinação do FIC para Trichomonas vaginalis

A fim de verificar o tipo de associação entre o DETC e o metronidazol foram realizados

experimentos combinando o IC50 das drogas. A partir deste experimento, foi calculado o IC50

da combinação das drogas. Para o DETC, o IC50 da combinação foi de 35,73nM (Fig.22), e

para  o  metronidazol,  o  IC50 da  combinação  foi  de  135,7nM (Fig.  23).  A  partir  daí,  foi

realizado o cálculo do FIC (Concentração Inibitória Fracionada) e verificado que o FIC da

combinação  para  T.  vaginalis foi  de  0,3.  Gráfico  representativo  de  3  experimentos  em

triplicata. 
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Figura 22 - Determinação do FIC para Trichomonas vaginalis:

Inóculos de 105 células por mL de T. vaginalis foram incubados

com o IC50 do metronidazol e variadas concentrações do DETC por

24 horas. Foi realizada a contagem das células, por microscopia

óptica, para determinação do FIC.  
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Figura 23- Determinação do FIC para Trichomonas  vaginalis:

Inóculos de 105 células por mL de T. vaginalis foram incubados com

o IC50 do DETC e variadas concentrações do metronidazol por 24

horas. Foi realizada a contagem das células, por microscopia óptica,

para determinação do FIC.  



5.7 - Detecção de tióis totais

Na tentativa de elucidar possíveis mecanismos de ação do DETC em Trichomonas vaginalis

foi realizada a detecção de tióis totais através da técnica da reação de Ellman. O protozoário

foi incubado na presença e ausência da droga e, a partir daí, foi determinada a concentração

total  de grupamentos  tiol  do parasito.  De acordo  com a observação,  o  tratamento com o

DETC provocou uma diminuição significativa nos níveis de tióis totais da célula (Fig. 24).

Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 24- Detecção de tióis totais em Trichomonas vaginalis: Inóculos de 105 de T.

vaginalis foram incubados a 37°C em estufa de CO2, em tubos de 15 mL, por 24

horas  e  posteriormente  tratados  em  presença  ou  ausência  de  DETC. 20  µL  da

amostra foram adicionados a 75 µL do mesmo tampão, 25 µL do reagente DTNB e

400 µL de metanol, sendo posteriormente centrifugado a 1500 x g por 5 minutos e o

sobrenadante lido em espectrofotômetro a 412 nm.



5.8 –Detecção de tióis livres em Tritrichomonas foetus por microscopia de fluorescência 

Foi realizada a microscopia de fluorescência em T. foetus, na tentativa de verificar o efeito do

DETC  sobre  os  níveis  de  tióis  presentes  neste  protozoário.  Para  isso,  as  células  foram

incubadas na ausência e presença do DETC, juntamente com o DETC pré-incubado com a

cisteína. As figuras mostram contraste de fase (Fig.25- A, C e E) e fluorescência (Figs.25- B,

D e F).

Foi observado por microscopia de fluorescência que o protozoário incubado com o DETC

(Fig.25D) teve seus níveis de tióis diminuídos em comparação com as células controle (Fig.

25B). Quando o DETC foi previamente incubado com cisteína (Fig. 25F) e posteriormente

adicionado  à  cultura  com o  protozoário,  a  marcação  para  tióis  mostrou-se  mais  intensa,

inclusive  do  que  o  controle,  o  que  sugere  o  envolvimento  de  resíduos  de  cisteína  no

mecanismo de ação da droga. Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 25 - Detecção de tióis em T. foetus : Células foram incubadas na ausência (A e B)

e presença (Figs. C e D)  do DETC a 100µM e na presença do DETC pré incubado com

cisteína na proporção de 1:2 (E e F). Após a incubação, as células foram fixadas por 30

min a 4˚C, em uma solução contendo 4% paraformaldeído em 0,1 M de tampão cacodilato

de  sódio,  pH 7,2.  Após  a  fixação,  foram aderidas  às  lamínulas.  Após  30  minutos  de

adesão, foram incubadas em 50 µM de o-phthaldialdeído (OPA) em PBS, por 12 horas a

4°C. Após este tempo, as células passam por sucessivas lavagens,  sendo montadas em

lâminas com N-propil-galato e observadas no microscópio de fluorescência.



5.9 – Quimioluminescência 

Foram realizados experimentos para quantificação da geração de radicais livres através  da

utilização do luminol para a detecção dos fótons gerados pelo decaimento dos radicais livres.

O luminol foi colocado antes para verificar a geração de radicais na ausência da droga, e foi

observado que não houve diferença. O tratamento com o DETC em Trichomonas vaginalis

(Fig.26)  ocasionou  pequeno,  mas  significativo,  aumento  na  geração  de  radicais  livres

intracelulares, o que não foi observado para o metronidazol e nem para a combinação das

drogas. Já em Tritrichomonas foetus (Fig. 27) não foi observado nenhum tipo de diferença

entre as células controle e as tratadas com as drogas isoladamente e nem em combinação.

Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 26 – Detecção de radicais livres em Trichomonas vaginalis: Inóculos de 105

de T. vaginalis foram incubados a 37°C em estufa de CO2 por 24 horas. Após isso,

inóculos de 107 foram colocados em placas de Petri plásticas de 35mm de diâmetro e

10mm de altura, estéreis, em tampão HBSS (2mL). As leituras foram realizadas em

presença ou ausência das drogas e do luminol. As drogas foram adicionadas na hora

de  leitura,  DETC  a  100µM,  metronidazol  a  100µM  e  a  combinação  delas.  A

quimioluminescência  foi  medida  em  um  dispositivo  equipado  com  um  tubo

fotomultiplicador de 5cm de diâmetro. 
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5.10 – DOT PLOT

Na  tentativa  de  verificar  a  geração  de  espécies  reativas  intracelulares,  foi  realizado  o
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Figura 27 - Detecção de radicais livres em Tritrichomonas foetus: Inóculos de 105 de

T. foetus foram incubados a 37°C em estufa de CO2, por 24 horas. Após isso, inóculos

de 107 foram colocados em placas de Petri plásticas de 35mm de diâmetro e 10mm de

altura, estéreis, em tampão HBSS (2mL). As leituras foram realizadas em presença ou

ausência das drogas e do luminol. As drogas foram adicionadas na hora de leitura,

DETC a 100µM, metronidazol a 100µM e a combinação. A quimioluminescência foi

medida  em  um  dispositivo  equipado  com  um  tubo  fotomultiplicador  de  5cm  de

diâmetro.



experimento  com  sonda  fluorescente  H2DCFDA.  Essa  sonda  penetra  nas  células  e,  em

presença  de  espécies  reativas,  passa  a  emitir  uma  fluorescência  que  pode  ser  lida  por

citometria de fluxo. O experimento foi realizado, entretanto os dados não foram conclusivos. 

 

5.11 – TBARS

No  TBARS  (substâncias  reativas  ao  ácido  tiobarbitírico)  foi  avaliada  a  geração  de
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peroxidação lipídica, que é uma conseqüência da geração de radicais livres. Em T. vaginalis

(Fig.  28),  foi  observado  um  aumento  gradativo  na  peroxidação  lipídica  nos  tratamentos

DETC, metronidazol e na combinação das drogas, que demonstrou diferença estatística. Em

T. foetus (Fig. 29), a combinação também demonstrou um aumento maior do que as drogas

isoladas. Gráfico representativo de 3 experimentos em triplicata. 
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Figura 28 – TBARS Trichomonas vaginalis: 106 células por mL de T. vaginalis

foram pré-incubadas em presença ou ausência do DETC 100µM, metronidazol

100µM e da  combinação  destes  compostos  por  3  horas.  Após  a  lavagem,  as

células  foram  ressuspendidas  em  200µL  do  mesmo  tampão.  200µL  de  TBA

(ácido tiobarbitúrico) a 1% foi adicionado para posterior incubação a 100°C por

um  período  de  2  horas.  As  substâncias  reativas  ao  TBA  (TBARS)  foram

mensuradas em espectrofotômetro a 532 nm.
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5.12 – MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO
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Figura  29 –  TBARS Tritrichomonas  foetus:  106 células  por  mL de  T.  foetus

foram pré-incubadas em presença ou ausência do DETC 100µM, metronidazol

100µM e da  combinação  destes  compostos  por  3  horas.  Após  a  lavagem,  as

células  foram  ressuspendidas  em  200µL  do  mesmo  tampão.  200µL  de  TBA

(ácido tiobarbitúrico) a 1% foi adicionado para posterior incubação a 100°C por

um  período  de  2  horas.  As  substâncias  reativas  ao  TBA  (TBARS)  foram

mensuradas em espectrofotômetro a 532 nm.



Por microscopia eletrônica de transmissão, verificamos que células controle apresentavam-se

normais, com citoplasma característico, com grânulos de glicogênio (*) e ribossomos (Fig.30-

1). Os hidrogenossomos (H) apresentam dupla membrana justapostas (Figs. 30-1 e 2, �), com

pequenas vesículas periféricas (Fig. 30-2,    ). 

Trofozoítos de T. foetus, quando tratados com DETC 100µM por 6 horas, apresentaram uma

quantidade significativa de vacúolos contendo figuras de mielina (Figs.30- 3 e 4,*), sugerindo

autofagia  com  alta  taxa  de  reciclagem  de  membranas.  Em  alguns  momentos  foi  possível

visualizar  que  as  membranas  dentro  do  vacúolo  estavam interligadas  com a  membrana  da

organela  (Fig.  30-4,  **).  No  entanto,  o  citoplasma  apresentava-se  bem  preservado

estruturalmente. 

T.  vaginalis  tratadas  com  DETC  100µM  por  6  horas  demonstraram  que  as  vesículas

periféricas dos hidrogenossomos (H) apresentavam-se muito aumentadas (Fig.30-5   ) e/ou em

maior número (Fig.30-6, ). Isto também foi observado em T. foetus (Fig.30-7). As vesículas

periféricas  apresentavam  depósito  de  material  eletrondenso  adjacente  à  membrana  da

organela, possivelmente pelo maior acúmulo de cálcio. 
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Figura  30:  Microscopia  eletrônica  de  transmissão  de  Trichomonas  vaginalis

(eletromicrografias 1, 5 e 6) e Tritrichomonas foetus  (eletromicrografias 2, 3, 4 e 7) tratados

com DETC 100µM por 6 horas ou controle (eletromicrografias 1 e 2). Observar a formação

de vacúolos contendo extensas áreas membranares (3 e 4) e danos hidrogenossomais (5-7). 
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Figura 31 – Microscopia Eletrônica de Transmissão de T. foetus controle: Micrografia de

T.  foetus controle  apresentando  suas  estruturas  intracelulares  em  perfeito  estado.

Citoplasma com características normais. Hidrogenossomo (H), axóstilo (A        ), complexo

de Golgi (G) e grânulos de glicogênio (*).
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H H

H
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Figura 33 - Microscopia Eletrônica de Transmissão de T. foetus tratado com metronidazol

500nM:  em  24  horas  os  hidrogenossomos  apresentavam  aumento  de  estruturas,

semelhante  às  vesículas  periféricas  (**).  Demonstravam também processo  autofágico

(seta), inclusive nos hidrogenossomos (H). 
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Figura 34 - Microscopia Eletrônica de Transmissão de T. foetus com a combinação dos 

fármacos: T. foetus tratado com a combinação das drogas com DETC 500nM e 

metronidazol 500nM por 24 horas. Foram observadas grandes quantidades de vacúolos 

autofágicos (V) por célula. As células apresentavam perda da organização intracelular. 
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6 – DISCUSSÃO

A resistência de protozoários  aos  medicamentos  tem se mostrado um problema na

medicina,  principalmente  quando  um  único  medicamento  é  eficaz  contra  determinado

parasito.  Sendo  assim,  testes  de  suscetibilidade  com  quimioterápicos  têm  se  mostrado

importantes  ferramentas  para  a  descoberta  e  o  desenvolvimento  de  novos  fármacos  com

potenciais terapêuticos contra protozoários.  

Em  tricomonadídeos,  o  tratamento  existente  é  com  uma  droga  do  grupo  dos  5-

nitroimidazóis, o metronidazol (comercialmente denominado de Flagyl®). Até 1959, algumas

preparações vaginais tópicas eram utilizadas para o tratamento, entretanto, promoviam apenas

uma  melhora  clínica  e,  embora  as  mulheres  fossem  tratadas,  os  homens  continuavam

infectados (LOSSIC & KENT, 1991). Na década de 60, o metronidazol foi introduzido como

agente terapêutico para a tricomoníase. Desde então, este medicamento é a droga escolhida

para o tratamento da doença. 

A maioria das pessoas infectadas se curam com uma única dose, no entanto, casos de

resistência  vêm  surgindo  no  decorrer  dos  anos  (ACTOR,  ZIV  &  PAGANO,  1969;  DE

CARNERI & GIANNONE, 1971; LOSSICK, MULLER & GORRELL 1986; SCHWEBKE

& BARRIENTES, 2006). 

A tricomoníase bovina apresenta um quadro um pouco diferente, tendo em vista que

em países  europeus  e  nos  Estados  Unidos  o  metronidazol  não  é  aprovado  para  uso  em

animais. Assim, o controle da doença é muito difícil e baseado na inspeção das práticas de

inseminação. 

Os tricomonadídeos são protozoários microaerófilos e possuem uma organela redox

responsável  pela  descarboxilação  oxidativa  do  piruvato,  o  hidrogenossomo.  O  tempo  de

geração dos tricomonadídeos está em torno de 6 horas e o seu pico de crescimento acontece

por volta  de 36 horas,  em estufa de CO2.  Tendo em vista  a  necessidade  de se avaliar  os

possíveis efeitos das drogas sobre o crescimento e a ultraestrutura do parasito, o tempo ideal

para a análise dos efeitos das drogas ficou determinado em 24 horas, pois neste período os

trofozoítos,  multiplicando-se  logarítimicamente,  não  estariam  passando  por  privação  de

nutrientes e os efeitos observados seriam decorrentes da ação das drogas.  

Em 1998,  BOUMA e colaboradores  avaliaram os  efeitos  do dissulfiram e  do  seu

primeiro metabólito, o DETC, contra algumas cepas suscetíveis e resistentes de Trichomonas

vaginalis e Tritrichomonas foetus. Eles demonstraram que, sob condições aeróbicas, tanto T.

vaginalis quanto T. foetus mostravam-se sensíveis a ambas as drogas. Entretanto, quando eles
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testaram a resistência anaeróbica,  as células mostraram-se resistentes às duas drogas.  Eles

concluíram que era necessária uma oxidação intracelular da droga para que ela pudesse ser

ativada e, então, capaz de matar aos microorganismos.    

A partir daí, avaliamos os efeitos do DETC nas cepas suscetíveis de T. vaginalis e T.

foetus. 

Inicialmente, foram realizados experimentos para verificar o efeito potencial da droga

nos protozoários. Observamos que seria necessária uma concentração muito alta do DETC

para produzir efeito contra os parasitos (dados não mostrados). Posteriormente, foi verificado

que,  quando  a  droga  era  preparada  no  momento  em  que  seria  utilizada,  a  sua  eficácia

aumentava muito.  Essa diferença  de tempo influenciando na eficácia  da droga pode estar

relacionada com o fato de que a estrutura química do DETC favorece a sua interação com o

oxigênio, o que poderia estar então interferindo na redução do seu efeito contra os parasitos.

Essa conclusão acaba por discordar de Bouma e colaboradores, tendo em vista que, no caso

estudado neste trabalho, a oxidação do DETC inibiria o seu efeito nos tricomonadídeos. 

 A partir daí, foram realizados experimentos com DETC nascente, para avaliar o efeito

da  droga  e  realizar  o  cálculo  do  IC50 nos  parasitos  (T.  vaginalis e  T.  foetus).  Para  isso,

utilizamos diferentes concentrações da droga, com um tempo de incubação de 24 horas. 

Constatou-se que o IC50 para T. vaginalis estava em torna de 269,7nM e para T. foetus,

497,8nM.  Durante  este  experimento,  também foi  observado  o efeito  dose-dependente  da

droga.  Esse  resultado  demonstra  um  efeito  bastante  interessante,  pois  é  utilizada  uma

concentração bem pequena da droga. 

Posteriormente, foram realizados experimentos para determinar os efeitos e o IC50 do

metronidazol  e  compará-los  com  os  do  DETC.  Os  resultados  mostraram  um  IC50 do

Metronidazol para T. vaginalis de 523,1nM e para T. foetus de 459,7nM. Este efeito também

foi dose-dependente. 

Esses resultados, em conjunto, demonstraram que o DETC é mais eficaz que o próprio

metronidazol no caso de T. vaginalis e que ambos tinham eficácia bastante parecida no caso

de  T. foetus.  Isso evidencia que mecanismos de ação e/ou compensação diferentes  podem

estar envolvidos no caso dos dois parasitos. 

Devido às similaridades existentes entre protozoários e algumas células de mamíferos,

foram realizados testes de citotoxicidade, através da técnica de incorporação de [3H]Timidina

(tanto  o  metronidazol  quanto  o  DETC)  em esplenócitos  de  camundongos  BALB/C,  para

analisar a especificidade da droga com relação ao microorganismo. Os resultados apontaram

que o DETC só apresentou efeito citotóxico significativo na concentração de 1000µM. Já o
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metronidazol não apresentou efeitos citotóxicos significativos em nenhuma das concentrações

testadas. 

Também foi realizado experimento de medida de função mitocondrial em macrófagos

peritoneais de camundongo. De acordo com os resultados, não houve redução significativa da

viabilidade celular quando os macrófagos foram tratados com o DETC. 

Os testes comprovam que há uma considerável seletividade das drogas. Este resultado

já era esperado, tendo em vista que ambas as drogas são utilizadas em humanos, inclusive

com o mecanismo de ação já descrito para certos modelos. 

O mecanismo de ação do metronidazol já é bem conhecido na literatura. O efeito da

droga está relacionado à sua redução dentro do hidrogenossomo, através da transferência de

elétrons catalisada pela ferredoxina para o metronidazol (KULDA, 1999). 

As drogas do grupo dos nitroimidazóis são seletivas para anaeróbicos. Sob condições

anaeróbicas  e  de baixas  tensões  de oxigênio,  ocorre  a  transferência  de  um único  elétron,

levando à geração de ao menos três radicais intermediários com potenciais citotóxicos. São

eles:  o ânion nitro (R-NO2
-),  o hidronitróxido (R-HNO.) e  o cátion amino livre (R-NH2

+).

Essas  reações  podem detoxificar  ou  gerar  radicais  ainda  mais  citotóxicos.  Uma segunda

reação importante é a ligação covalente dos radicais com algumas moléculas como DNA,

proteínas e tióis. A terceira reação é a oxidação do ânion nitro, na presença de oxigênio. Esta

reação  resulta  na  regeneração  do  composto  Nitro  com  a  produção  de  O2
.-,  o  qual  é

posteriomente  dismutado  a  H2O2 (MASON  &  JOSEPHY,  1985). Esse  comportamento

químico do metronidazol faz dele um agente pró-oxidante. 

O dissulfiram foi utilizado por mais de meio século para o tratamento do alcoolismo.

O seu mecanismo de ação (gerado pelos seus metabólitos) é a inibição da enzima aldeído

desidrogenase. Essa inibição gera a diminuição do metabolismo do acetaldeído, um produto

do metabolismo do etanol, o que leva ao seu acúmulo no organismo e aos efeitos da droga

(HALD & JACOBSEN, 1948). A sua farmacocinética tem sido estudada com freqüência e foi

demonstrado  que  ele  é  bastante  seguro.  Pesquisa  recente  evidenciou  que  o  dissulfiram e

outros ditiocarbamatos possuem efeito significante no tratamento contra o câncer (SAUNA,

SHUKLA & AMBUDKAR, 2005).  

O dissulfiram é rapidamente reduzido  in vivo  a N,N-dietilditiocarbamato (DETC), o

qual é metilado para formar S-metil N,N-dietilditiocarbamato (MeDDC) (GLAUSER et al.,

1993).  O  MeDDC  é  primeiramente  oxidado  para  formar  um  intermediário  denominado

MeDDC sulfeto, que é convertido em S-metil N,N- dietilditiocarbamato sulfoxido e pequenas

quantidade de MeDDC (MADAN et al., 1998).  
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O DETC tem sido bastante estudado e dados na literatura têm apontado seus efeitos

em vários tipos celulares, em células tumorais, dentre outras. 

Entre seus principais mecanismos de ação está a formação de múltiplos compostos

bioativos, como o CS2 e o S- metil-N,N-dietilditilcarbamato sulfóxido e sulfona, poderosos

agentes causadores de carbamilação em grupos sulfidrilas, podendo assim inibir enzimas com

cisteínas em seus sítios ativos (NAGENDRA et al., 1994). 

A P-glicoproteína (Pgp) é uma bomba de efluxo dependente de ATP, localizada na

membrana  celular.  Essa P-glicoproteína  está  relacionada  com o bombeamento de  grandes

quantidades de drogas.  Conseqüentemente, os altos níveis de resistências de parasitos e de

células de mamíferos a certas drogas estão relacionados com a super expressão desta proteína

(SAUNA, SHUKLA & AMBUDKAR, 2005). 

 LOO e colaboradores em 2004 mostraram que os metabólitos do dissulfiram exercem

efeitos  inibitórios  sobre  a  P-glicoproteína.  Eles  provaram  que  estes  efeitos  não  estão

relacionados  à  inibição  da  síntese  da  proteína,  mas à  interação  do dissulfiram com duas

cisteínas localizadas em domínios dos sítios de ATP da proteína. Quando os sítios de ATP

estão acessíveis, o dissulfiram interage com as cisteínas, inibindo assim a hidrólise do ATP e

inativando  a  proteína.  Quando  o  sítio  do  ATP  está  protegido,  o  dissulfiram  estimula  a

hidrolise do ATP pela Pgp. 

Em Trichomonas vaginalis essas proteínas estão relacionadas com um incremento na

resistência  do  parasito  a  medicamentos  (JOHNSON,  SCHUCK,  DELGADILLO,  1994).

Sendo assim, o desenvolvimento de regimes terapêuticos que empreguem combinações com

um fármaco capaz de inativar esta proteína tem fundamental importância e aplicabilidade em

quimioterapia. 

O  DETC  é  quelante  de  metais  divalentes,  com  exceção  de  cálcio  e  magnésio,  e

inibidor do sistema enzimático superóxido dismutase, que dismuta o O2
-. em H2O2 (WALKER

et al., 1987). A inibição da Cu,Zn-SOD ocorre através da ligação e remoção dos íons Cu(II)

do  sítio  ativo  da  enzima.  A  presença  desta  enzima  já  foi  detectada  tanto  em  T.  foetus

(LINDMARK & MULLER, 1974) quanto em T. vaginalis (VISCOGLIOSI et al., 1998). 

A inibição destes sistemas pode vir a permitir  o acúmulo de radicais livres,  o que

posteriormente  pode  causar  peroxidação  lipídica  da  membrana  celular,  bem como outros

danos oxidativos estruturais e em macromoléculas (WALKER et al., 1987). 

Com estes mecanismos de ação, a combinação do DETC com o metronidazol poderia

gerar  um  excelente  efeito,  já  que  o  metronidazol  é  um agente  pró-oxidante  e  o  DETC

funciona como um inibidor de mecanismos antioxidantes. Nesta linha de raciocínio, fomos
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avaliar a possibilidade da combinação das drogas e tentar entender o mecanismo de ação do

DETC e da combinação deste com o metronidazol em tricomonadídeos. 

Para isso, inicialmente testamos a existência de efeito sinergístico entre a combinação

das  drogas.  Utilizamos  então  a  metodologia  do  FIC  (concentração  inibitória  fracionada),

através da qual foi observado que para  Tritrichomonas foetus temos um FIC de 0,7 e para

Trichomonas vaginalis temos um FIC de 0,3.  Segundo Hallander  e  colaboradores  (1982),

duas  drogas  possuem  efeito  sinergístico  quando  apresentam  valores  de  FIC  de  0,5  ou

inferiores.  Portanto,  a  combinação  do  DETC  com  o  metronidazol  apresentou  efeito

sinergístico apenas para Trichomonas vaginalis. 

É descrito na literatura que os metabólitos do dissulfiram possuem a capacidade de se

ligarem às cisteínas, formando aductos e, assim, inibir a atividade de certas enzimas. 

Aminoácidos  contendo  enxofre  são  essenciais  para  uma  variedade  de  atividades

biológicas,  incluindo  síntese  de  proteínas,  metilação,  síntese  de  poliaminas,  produção  de

coenzima A, biossíntese de centros ferro-enxofre e defesa contra o estresse oxidativo (ALI &

NOZAKI, 2007).

Recentes  estudos  sobre  caracterização  molecular  e  bioquímica  do  metabolismo de

aminoácidos contendo enxofre, em organismos que não possuem mitocôndria, revelaram que

as vias metabólicas destes aminoácidos são distintas das vias de seus hospedeiros mamíferos

em vários aspectos (ALI & NOZAKI, 2007).

Normalmente, a maioria dos organismos eucarióticos apresenta glutationa como um

agente antioxidante chave. Os tricomonadídeos, entretanto, não contam com este pepitídeo

(ELLIS  et al., 1994). Sendo assim, a cisteína tem sido considerada como o principal agente

redutor e antioxidante em tricomonadideos ( MCKIE, et al., 1998).  

Desta  forma,  analisamos  os  efeitos  do  DETC  sobre  os  níveis  de  tióis  totais  dos

parasitos. 

Através da reação de Ellman, observamos que o DETC diminui os níveis de cisteína

de Trichomonas vaginalis e essa diminuição pode estar relacionada com o mecanismo de ação

da droga, devido à importância da cisteína no equilíbrio redox do parasito.  Esse resultado

corrobora com os dados mostrados anteriormente e com as descrições na literatura sobre a

droga.  

Em  Tritrichomonas  foetus,  observamos,  através  da  microscopia  de  fluorescência,

utilizando o OPA como sonda, que o DETC também diminui os níveis de cisteína do parasito.

Quando o DETC foi pré-incubado com a cisteína, na proporção de 1:2, observamos que, além

de reverter os efeitos do DETC, houve um aumento no número de células em relação ao
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controle.  Essa  reversão  dos  níveis  de  proliferação  e  expressão  de  grupamentos  sulfidrila

indica  a  participação  dos  radicais  SH  no  mecanismo  de  ação  do  DETC  e  sugere  a

possibilidade de formação de aductos entre o DETC e a cisteína. Entretanto é importante levar

em consideração  a possibilidade de resíduos de cisteína  serem incorporados  isoladamente

pelos trofozoítos. 

Como supracitado, a cisteína age como antioxidante. Como um possível mecanismo

de ação  do  DETC em tricomonadídeos  está  a  formação  de  aductos  com as  cisteínas  do

parasito. 

Avaliamos os níveis de estresse oxidativo gerado pelo DETC, pelo metronidazol e

pela  combinação  de  ambos,  para  elucidar  se  os  efeitos  sobre  os  parasitos  estavam

relacionados com um incremento no estresse oxidativo intracelular. 

Através  da  utilização  do  luminol,  foi  verificado  que  em  Trichomonas  vaginalis

(Fig.26),  o  tratamento  com  o  DETC  gera  um  aumento  significativo  dos  radicais  livres

intracelulares,  o que não foi observado para o metronidazol e para a combinação entre as

drogas. Em Tritrichomonas foetus também não foi observado aumento dos radicais por esta

técnica para nenhuma das drogas testadas.  Uma possível explicação para a não observação do

efeito está no fato de que o tempo de incubação não tenha sido suficiente para a geração dos

efeitos no caso do metronidazol e da combinação, no caso de T. vaginalis, e para nenhuma das

drogas no caso de T. foetus. Outra possibilidade é que o luminol não seja o melhor indicador

para os radicais gerados. Entretanto, outros experimentos devem ser realizados para verificar

a possível interferência dessas variáveis.

Foi  utilizada  a  sonda  fluorescente  H2DCFDA para  analisar  a  geração  de  estresse

oxidativo intracelular,  entretanto os  resultados não foram conclusivos,  possivelmente  pela

perda de viabilidade celular. Outros experimentos serão realizados.

A peroxidação lipídica é uma etapa posterior à geração de radicais livres e ocorre pela

interação de radicais livres com os lipídeos de membrana. Através da técnica de TBARS foi

verificado que todas as drogas promovem um aumento da peroxidação lipídica. No caso de T.

vaginalis, somente metronidazol e a combinação mostraram aumento significativo e para T.

foetus somente a combinação mostrou aumento significativo. 

Este  resultado  corrobora  a  hipótese  de  que  a  formação  de  radicais  livres  está

relacionada com mecanismo de ação das drogas, entretanto pelas metodologias empregadas

não foi possível afirmar quais os tipos de radicais livres estão envolvidos no processo de lesão

celular. 
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O  processo  de  autofagia  é  utilizado  na  degradação  e  reciclagem  de  proteínas  e

organelas citoplasmáticas. Este processo é essencial na regulação de parte do crescimento e

manutenção  da  homeostasia  de  organismos  multicelulares.  Ocorre  formação  de  vacúolos

autofágicos  em  resposta  adaptativa  a  vários  estímulos  extracelulares  e  intracelulares,

incluindo privação de nutrientes. 

O vacúolo autofágico é formado a partir do retículo endoplasmático, formando uma

estrutura circundada por dupla membrana.  Posteriormente ocorre a fusão com lisossomos,

cujas enzimas hidrolíticas irão degradar o conteúdo do compartimento (XIE & KLIONSKY,

2007).  

Por  microscopia  eletrônica  de  transmissão foi  observada  a formação  de figuras  de

mielina e vacúolos contendo extensas áreas de membrana, o que sugere a ocorrência de um

processo autofágico associado a um aumento da reciclagem de fosfolipídeos. 

As  alterações  observadas  nos  hidrogenossomos  corroboram  a  participação  dos

compostos no metabolismo parasitário e, possivelmente, no estresse oxidativo e modo de ação

do metronidazol.

O aumento descontrolado no cálcio livre intracelular pode levar à injúria e morte por

apoptose e necrose. O estresse oxidativo gerado dentro de uma célula pode levar à destruição

do sistema de incorporação do cálcio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). As vesículas

periféricas fazem parte do hidrogenossomo dos tricomonadídeos e estão relacionadas com o

acúmulo de cálcio e zinco (BENCHIMOL & ELIAS, 1982). As alterações encontradas nestas

podem estar relacionadas com possível interferência na homeostasia do cálcio, o que também

estaria envolvida no aumento do estresse oxidativo gerado na célula.  
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7 – CONCLUSÃO

• A utilização de drogas que interfiram nos mecanismos oxidantes é bastante promissora

em virtude dos microorganismos serem microaerófilos e não possuírem os mesmos

mecanismos de defesa mostrados pelo hospedeiro.

 

• A determinação bioquímica da peroxidação lipídica e a análise ultraestrutural indicam

que  o  tiocarbamato  promove  o  estresse  oxidativo  e  produz  autofagia  nos

tricomonadídeos. 

• O  efeito  sinergístico  DETC-MTZ  em  T.  vaginalis  aponta  para  uma  importante

ferramenta  terapêutica,  tendo  em vista  que,  além de  diminuir  a  concentração  das

drogas,  leva  a  uma  diminuição  na  possibilidade  do  microorganismo  adquirir

resistência. 
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