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1. INTRODUCAO

A tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) n&o-viral
mais recorrente no mundo, atingindo cerca de 276 milhdes de pessoas por ano e
demostrando-se mais prevalente em mulheres (WHO, 2012). A doenca é
caracterizada por um amplo espectro clinico, causando desde casos
assintomaticos a severa vaginite e cérvix morango em mulheres e uretrite e
prostatite em homens. Além disso, a tricomoniase pode atuar como um cofator
facilitador na contaminacdo pelo virus do HIV e intensificar o risco de parto
prematuro, doenca inflamatéria pélvica e cancer cervical e de préstata (MENEZES
et al., 2016).

Essa IST € causada pelo parasito Trichomonas vaginalis (Tv), um
protozoério flagelado, anaerdbico facultativo que infecta principalmente o epitélio
escamoso do trato genital. Esse protozoario é desprovido de mitocéndria,
possuindo invés disso, organelas especificas conhecidas como hidrogenossomos,
0S quais sao responsaveis pelo fornecimento de energia a célula (MENEZES et
al., 2016). Os tratamentos ja estabelecidos para tricomoniase sdo baseados na
classe de farmacos dos 5-nitroimidazéis, mais especificamente o metronidazol
(MTZ) e o tinidazol (TNZ) que séo pro-farmacos ativados nos hidrogenossomos
gue levam a producdo de radicais nitro citotéxicos que causam danos a célula
ocasionando a morte do protozoério (LEITSCH, 2016).

Estes medicamentos apresentam restricdes, como por exemplo reacdes
alérgicas, reacdes adversas e infeccdes recorrentes (SENA et al., 2014) o que
dificulta o tratamento em pacientes sensiveis a essa classe de farmacos. Ha
ainda relatos na literatura de isolados clinicos resistentes a esta classe quimica
(KIRKCALDY et al, 2012), comprovando assim a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos com atividade anti-Tv que sejam mais
eficazes e menos toxicos.

Em um estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, foram
analisadas duas 2,8-bis (trifluorometil) quinolinas (QDA-1, QDA-2), visto que as
mesmas foram descritas na literatura como moléculas com atividade antiviral
(BARBOSA-LIMA et al.,, 2017), antimicrobiana (SUMANGALA et al., 2010) e
antimalarica (HAMANN et al., 2014) e possuiam, portanto, um perfil farmacoldgico
de interesse. Apds as analises realizadas, foi demonstrado o potencial
tricomonicida do composto QDA-1. Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi
estabelecer a concentracdo inibitéria minima (MIC) deste composto sobre
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Trichomonas vaginalis e avaliar a sua atividade citotoxica em células epiteliais de
rim de macaco verde africano (VERO).

2. METODOLOGIA

Para realizacdo do ensaio de MIC, foi utilizado o cultivo do isolado ATCC
30236 de T. vaginalis, suscetivel ao MTZ, o qual foi mantido em meio tripticase-
extrato de levedo-maltose (TYM), suplementado com 10% de soro bovino adulto,
3% de estreptomicina (5 mg/mL) e incubado a 37 °C em estufa de O..

Para o experimento foram utilizadas microplacas de cultivo de 96 cavidades,
contendo 150 plL/cavidade do cultivo na densidade de 2,6 x 10° trofozoitos/mL,
aos quais foram adicionados 50 pL/cavidade de meio TYM contendo o composto
QDA-1 em diferentes concentra¢gdes (100 uM a 200 uM, em intervalos de 20 puM).
Foram utilizados ainda trés controles: positivo (MTZ a 100 puM), negativo (apenas
trofozoitos) e DMSO 0,6%. Posteriormente, a placa foi incubada a 37° C em
estufa de 5% de CO, por 24 h.

ApoOs a incubagéo, a placa foi analisada e o volume das cavidades referentes
ao MIC, as concentra¢cfes imediatamente acima e abaixo do MIC e aos controles
foram transferidos para tubos eppendorfs contendo 1,5 mL de meio TYM,
suplementados com 10% de SBS e 3% de estreptomicina (5 mg/mL). Os tubos
foram reincubados em estufa de 5% de CO, por 96 h e os trofozoitos foram
contados em camaras de neubauer a cada 24 h para confirmacéao do MIC.

O cultivo das células VERO foi realizado em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 1% L-glutamina e 1% penicilina/estreptomicina e
mantido a 37 °C em estufa com 5% CO,. Para o ensaio de citotoxicidade, as
células foram cultivadas em microplacas de 96 cavidades na concentracdo de
2x10* células/cavidade (100 pL) e armazenadas por 24 h a 37 °C em estufa de
5% de CO,. Ap6s a incubacdo, foram adicionados 100 plL/cavidade de meio RPMI
contendo o composto nas seguintes concentracdes: 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM.
Foram também adicionados os controles negativo (meio RPMI 1640), DMSO
0,6% e MTZ a 100 uM, e a placa foi novamente incubada por 24 h.

Posteriormente, o meio RPMI foi removido e foram adicionados 100
uL/cavidade de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT)
(5mg/ml) e as placas foram reincubadas por 3 h. Por fim, 100 uL de DMSO foram
adicionados em cada cavidade e as placas foram analisadas em um leitor de
microplacas a 492 nm. Apdés a analise, a inibicdo do crescimento foi determinada
através de porcentagem, pela seguinte férmula: (1 — Abs,g, células tratadas /
Abs,g, células controle) x 100. Os ensaios foram realizados de forma
independente pelo menos trés vezes em triplicata.

Para as analises estatisticas, utilizou-se a analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey, com p < 0,05. Todos os testes foram
realizados utilizando o software GraphPad Prism verséao 7.03.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A faixa de concentracfes utilizada no ensaio permitiu a determinagéo do MIC
de QDA-1 sobre T. vaginalis e observou-se ainda que o composto reduziu a
viabilidade dos trofozoitos em 31,7%, 54,4%, 84,5%, 91,2%, 94,9% e 100% nas
concentracbes de 100 pM, 120 pM, 140 pM, 160 pM, 180 pM e 200 M,
respectivamente (Figura 1). A concentracdo de 160 pM foi determinada como o
MIC, pois além de ndo demonstrar diferenca estatistica significativa do farmaco
convencional (MTZ), foi a menor concentragdo que inibiu completamente o
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crescimento dos trofozoitos em 24 h, de forma que 0s protozoarios nao
recuperaram a viabilidade no teste de confirmagéo.
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Figura 1. Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) de QDA-1 sobre
Trichomonas vaginalis ATCC 30236 apés 24 h de exposicdo a diferentes
concentracbes. Control (trofozoitos néo-tratados), 0.6% DMSO (veiculo para
solubilizacdo), MTZ (metronidazol a 100 uM). Letras diferentes indicam diferenca
significativa com p < 0.05.

Os resultados de citotoxicidade foram obtidos apés a andlise dos dados dos
ensaios de MTT, estes demonstraram que QDA-1 inibiu 36,7% do crescimento
das células VERO a 200 pM, 12,6% a 100 uM e 8,5% a 50 uM. Adicionalmente e
como esperado, o DMSO nao alterou o crescimento celular. A CCso
(concentracdo inibitéria de 50% das células) foi estatisticamente estabelecida
como 247,4 uM £ 1,1 uM (erro padrédo). Desta forma, observa-se que todas as
concentracdes estudadas tiveram efeito citotoxico em menos de 50% das células.
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Figura 2. Citotoxicidade de QDA-1 nas concentrac¢des de 12,5, 25, 50, 100 e 200
UM em células VERO avaliada por ensaio de MTT apds 24 h de exposicao.
DMSO (veiculo para solubilizacdo a 0,6%) e MTZ (metronidazol a 100 uM). Letras
diferentes indicam diferenca significativa com p < 0.05.

Os ensaios antiparasitarios mostraram que o QDA-1 foi capaz de inibir
completamente os trofozoitos numa concentracao (160 uM) menor que a CCsp em
células VERO (247,4 uM = 1,1 uM). Sendo assim, embora QDA-1 tenha tido um
efeito levemente citotoxico nas células VERO, o MIC para atividade anti-Tv ainda
estd dentro de um limite que pode vir a ser determinado como seguro quando
estudado em mais detalhes. Nesse sentido, uma abordagem interessante seria o
estudo da nanoencapsulacdo dessa molécula, permitindo assim sua liberacdo
controlada (MORA-HUERTAS et al.,, 2010), o que pode ajudar a diminuir 0s
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efeitos citotOxicos observados e viabilizar sua utilizacdo como agente
tricomonicida.

4. CONCLUSOES

Este estudo permitiu a determinacdo da MIC (160 uM) de QDA-1 sobre
Trichomonas vaginalis e da CCsy (247,4 pM) em células VERO. Os valores
encontrados demonstram que o QDA-1 tem uma atividade antiparasitaria
significativa contra Trichomonas vaginalis e que embora tenha sido observado um
certo efeito citotoxico, o potencial antiparasitario deste composto ainda é claro e
deve ser estudado em mais detalhes, principalmente em conjunto com
metodologias que permitam a diminuicdo de sua citotoxicidade e permitam a sua
utilizacdo com uma alternativa viavel ao tratamento da tricomoniase.
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