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Resumo 

A tricomoníase é a infecção sexualmente transmissível (IST) de origem não viral mais 

comum no mundo com uma incidência de 156 milhões de novos casos, capaz de atuar como 

facilitador da aquisição de HIV e causar disbiose vaginal. Apesar de ser considerada uma 

IST curável, as falhas terapêuticas incluem a resistência dos isolados de T. vaginalis aos 

fármacos 5-nitroimidazois, estimada em aproximadamente 10%. Efeitos antimicrobrianos 

da fendiona complexada ou não a metais, como prata e cobre, vêm demonstrando potente 

atividade antimicrobiana. A ação do cobre-fendiona merece destaque pela promissora 

atividade anti-T. vaginalis e alto índice de seletividade, como descrito em trabalho anterior 

do grupo. Sendo assim, o objetivo deste estudo envolveu a caracterização do mecanismo 

de ação do cobre-fendiona frente ao T. vaginalis, efeito frente a outros agentes causadores 

de vaginite e o desenvolvimento de uma formulação nanotecnológica intravaginal contendo 

ativo cobre-fendiona com atividade tricomonicida.  O complexo cobre-fendiona causou a 

morte do parasito pela ativação de vias de morte celular semelhantes à apoptose. O 

metabolismo oxidativo foi significativamente reduzido devido à diminuição na função e 

expressão gênica de enzimas responsáveis pela detoxificação, levando a um desequilíbrio 

da hosmeostasia. O composto também apresentou efeito frente às peptidases, reconhecidas 

como fatores de virulência na infecção por T. vaginalis, com redução da capacidade 

proteolítica do protozoário e interação com as metalopeptidases TvMP50 e TvGP63. A 

diminuição da virulência do parasito foi demonstrada pela redução da citotoxicidade contra 

células epiteliais vaginais exercida por parasitos pré-tratados com cobre-fendiona. O efeito 

do composto frente a espécies de Candida, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis 

e Streptococcus agalactiae destaca seu potencial antimicrobiano frente a microrganismos 

responsáveis por vaginite. Além disso, foi demonstrado o desenvolvimento de formulação 

nanotecnológica contendo cobre-fendiona como molécula ativa, que apresenta importantes 

vantagens devido seu efeito multialvo frente a isolados de T. vaginalis. 

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis; microbiota vaginal; cobre-fendiona; 

metabolismo oxidativo;  peptidases; nanotecnologia 
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ABSTRACT 

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection (STI) 

with an incidence of 156 million new cases, capable of acting as facilitator of HIV 

acquisition and causing vaginal dysbiosis. Although trichomoniasis is considered a curable 

STI, therapeutic failures include resistance of T. vaginalis isolates to 5-nitroimidazole 

drugs, nearly 10%. Antimicrobial effects of phendione complexed or not to metals such as 

silver and copper has demonstrated potent antimicrobial activity. Cu-phendione action 

should be highlighted due to promising anti-T. vaginalis activity and high selectivity index, 

previously demonstrated by the group. Therefore, the objective of this study involved the 

characterization of action mechanism of Cu-phendione against T. vaginalis, the effect 

against other agents that cause vaginitis and the development of an intravaginal 

nanotechnology formulation containing active Cu-phendione with trichomonicidal activity. 

The Cu-phendione complex led the parasite to death by activating apoptosis-like cell death 

pathways. Oxidative metabolism was significantly reduced due to decreased function and 

gene expression of enzymes responsible for detoxification, leading to homeostasis 

imbalance. Compound also had an effect against peptidases, recognized as virulence factors 

in T. vaginalis infection, through reduced proteolytic capacity, with special interaction with 

TvMP50 and TvGP63 metallopeptidases. The decrease in parasite virulence was 

demonstrated by the cytotoxicity reduction against vaginal epithelial cells exerted by 

parasites pretreated with Cu-phendione. The effect of Cu-phendione against Candida 

species, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Streptococcus agalactiae 

highlights the antimicrobial potential against microorganisms responsible for vaginitis. In 

addition, demonstrated the development of a nanotechnological formulation containing 

copper-phendione as active molecule, which has important advantages due to multi-target 

effect against T. vaginalis isolates. 

 

Keywords: Trichomonas vaginalis; vaginal microbiota; copper-phendione; oxidative 

metabolismo; peptidases; nanotechnology 
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A microbiota vaginal saudável é representada pela colonização de Lactobacillus spp., 

compondo o estado de eubiose, e sua escassez representa risco para desenvolvimento de 

infecção por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis 

(VALENTI et al. 2018).  Além disso, a microbiota pode apresentar outros microrganismos 

em menor quantidade, como espécies pertencentes aos gêneros de Gardnerella, Prevotella, 

Streptococcus, Ureaplasma, Peptostreptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, 

Clostridium, Mycoplasma, Enterococcus, Bacteroides, Escherichia, Bifidobacterium, 

Veillonella e Candida.  

O patógeno T. vaginalis é o agente responsável pela tricomoníase, infeção sexualmente 

transmissível (IST) de origem não viral mais comum no mundo. Embora 80% dos casos 

ocorram de forma silenciosa e assintomática, infecções sintomáticas crônicas nas regiões 

vulvar e uretral do trato genital também são relatadas (MENEZES et al. 2016). Quando 

crônica, a IST pode levar a sérias complicações como doença inflamatória pélvica, câncer 

cervical e de próstata (SUTCLIFFE, 2010; GHOSH et al., 2016; WIRINGA et al., 2020), 

parto prematuro e baixo peso de recém-nascidos (VAN GERWEN et al., 2021). A última 

estimativa global da tricomoníase foi realizada em 2016, onde apresentou incidência de 

156 milhões de novos casos e uma prevalência de 110 milhões de adultos infectados, entre 

15 e 49 anos (ROWLEY et al., 2019).  A relação bidirecional da infecção com a transmissão 

e aquisição de HIV/AIDS é estabelecida e o controle da tricomoníase pode representar um 

meio de manejo do risco de transmissão do vírus (MAVEDZENGE et al. 2010). De acordo 

com Food and Drug Administration (FDA, EUA), os únicos fármacos aprovados para o 

tratamento oral da tricomoníase são da classe dos 5-nitroimidazois, metronidazol (MTZ), 

secnidazol e tinidazol (TNZ), apresentando semelhante mecanismo de ação. Além disso, 

efeitos adversos envolvendo náuseas, vômitos, cefaleia, insônia, vertigem e sonolência são 

descritos durante o tratamento (MENEZES et al. 2016). Falhas terapêuticas incluem a 

resistência dos isolados de T. vaginalis aos fármacos 5-nitroimidazois (DUNNE et al. 2003, 

SCHWEBKE et al., 2006; BAHADORY et al., 2021). Até o momento, uma única dose 

oral de MTZ continua sendo o tratamento recomendado e mais clinicamente eficaz, no 

entanto, as taxas de infecção recorrente em mulheres são de 5 a 30%, mas também chegam 

a 37% nas populações de indivíduos infectados pelo HIV (HOWE et al., 2017).  

Derivados de fenantreno, como a molécula 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) 

ligada ou não a metais como cobre (Cu2+) e prata (Ag+) são alvos de investigação 

antimicrobiana, com ação inibitória descrita sobre proteases (SUBHAN et al. 2014; TAY 
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et al. 2015; VIGANOR et al. 2016; GRANATO et al. 2017, LIMA et al., 2021). O perfil 

de toxicidade destes compostos já foi avaliado no modelo alternativo in vivo de larvas de 

Galleria mellonella e em camundongos, apresentando melhor tolerância que o agente 

antitumoral cisplatina utilizada na clínica (MCCANN et al. 2012). Na investigação da ação 

anti-T. vaginalis, a potente e seletiva atividade tricomonicida dos compostos foi descrita 

com valores de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração necessária para matar 

50% dos trofozoítos (IC50) obtidos para o complexo [Cu (fendiona)3]2+ (IC50 = 0,87 µM e 

CIM = 8,84 µM) mais potentes do que os resultados obtidos para MTZ (IC50 = 1,64 µM e 

CIM = 9,71). O efeito sinérgico entre cobre-fendiona e MTZ foi evidenciado em 

concentração reduzida frente ao isolado menos sensível ao MTZ (RIGO et al., 2018).  

A busca de novos tratamentos para tricomoníase e infecções da via vaginal segue 

despertando o interesse dos pesquisadores, em especial formulações de aplicação tópica. 

Grande superfície de contato, boa permeabilidade a muitos fármacos, elevada irrigação 

sanguínea e relativa facilidade de administração do fármaco são algumas das principais 

características para utilização da via vaginal (BALOGLU et al. 2009; PANDEY et al., 

2020; NEVES et al., 2021). Embora o local também possa apresentar desvantagens, como 

a redução do tempo de permanência de fármacos na região devido presença de descarga 

vaginal, estratégias que aumentem a adesão de formulações na mucosa possibilitam um 

maior tempo em contato. Além disso, deve-se atentar à necessidade de uma baixa 

propensão para causar irritação genital e toxicidade sistêmica (VALENTA 2005, VANIC 

et al. 2013). Considerando a alta seletividade do complexo cobre-fendiona frente a 

diferentes isolados de T. vaginalis e baixa citotoxicidade frente a fibroblastos e eritrócitos, 

torna-se atrativo para incorporação em nanocápsulas poliméricas para aplicação vaginal 

(RIGO et al., 2018). Sistemas nanoestruturados são vantajosos por protegerem o ativo da 

degradação e possibilitar uma liberação controlada, aumentando o tempo de contato com a 

mucosa (FRANK et al. 2014; CARAMELLA et al. 2015; FRANK et al. 2017). Sendo 

assim, estratégias como a incorporação de compostos em nanocápsulas poliméricas e sua 

posterior incorporação em polímeros mucoadesivos representam uma nova alternativa de 

tratamento para possíveis enfermidades que acometem a mucosa vaginal, como é o caso da 

tricomoníase. 

 

 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

REVISÃO DO TEMA 
 
 



24 
 

 

  



25 
 

Microambiente vaginal 

O ambiente vaginal depende do equilíbrio entre bactérias não patogênicas e produtos 

metabólicos provenientes do hospedeiro e de microrganismos, como proteínas e peptídeos 

secretados em meio a células epiteliais e células imunes. Neste microambiente, encontram-

se bactérias anaeróbicas facultativas, como espécies de Lactobacillus (L. crispatus, L. 

casei, L. jensenii, L. gasseri, L. iners), estreptococos não hemolítico, Streptococcus 

viridans, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumonia, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris e bactérias anaeróbicas obrigatórias, como Eubacterium spp., 

Corynebacterium spp. e Veillonella spp. (MILLS, 2017).  Diversos efeitos protetores 

decorrentes da presença de Lactobacillus spp. no trato vaginal já foram descritos, como:  

competição por nutrientes e adesão ao epitélio vaginal com outros microrganismos; 

diminuição do pH vaginal pela degradação do glicogênio liberado pelas células vaginais 

com produção de ácidos orgânicos, exercendo atividade antimicrobiana seletiva contra a 

microbiota não residente; produção de bacteriocinas e peróxido de hidrogênio com 

atividade antimicrobiana e modulação do sistema imunológico local (VENNERI et al., 

2022).   

Vaginite é caracterizada pelo desequilíbrio no microambiente vaginal, resultado da 

diminuição da microbiota anfibiôntica composta por Lactobacillus spp. O resultado desta 

alteração de equilíbrio é denominado disbiose, um conjunto de manifestações clínicas 

vaginais e/ou vulvares como corrimento vaginal, prurido, queimação e odor (HAINER e 

GIBSON, 2011; GOJE e MUNOZ, 2017). A homeostase da microbiota vaginal está sob 

alta pressão devido a hábitos que levam à desestabilização de comunidades bacterianas, 

como demonstrado pelo uso de espermicidas e antimicrobianos, hábitos sexuais e de 

controle de natalidade, produtos de ducha vaginal capazes de inibir o crescimento de 

espécies de Lactobacillus, relações sexuais frequentes, múltiplos parceiros e gravidez. 

Além disso, fatores fisiológicos atribuídos à maturação reprodutiva podem perturbar 

comunidades bacterianas, como idade, alterações hormonais e ciclo menstrual (HICKEY 

et al., 2012; HUANG et al., 2014; NOYES et al., 2018). Uma vez comprometido o fator 

de proteção realizado pela microbiota vaginal, este microambiente pode ser colonizado por 

outros organismos adquiridos por transmissão sexual e hábitos precários de higiene ou 

possibilitar o desenvolvimento de espécies oportunistas. 

Vulvovaginite (VV) refere-se a queixas vulvares e vaginais atribuídas a várias 

causas. As infecções mais frequentes relacionadas à VV são: tricomoníase causada pelo 
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protozoário Trichomonas vaginalis; vaginose bacteriana (VB) causada por bactérias 

anaeróbicas, incluindo Gardnerella vaginalis, Prevotella spp., Mobiluncus spp., 

Ureaplasma spp., Mycoplasma spp., ou anaeróbios fastidiosos e candidíase vulvovaginal 

(CVV) derivada do crescimento excessivo de espécies de Candida. Ainda, vaginite aeróbia 

(VA) é uma infecção oportunista endógena provocada pela ruptura da microbiota vaginal 

normal, caracterizada pela presença de estreptococos beta hemolíticos, Staphylococcus 

aureus, Enterococcus faecalis e Escherichia coli (KAAMBO et al., 2018). Além disso, 

causas não infecciosas de VV também são descritas, como resultado de vaginite 

inflamatória descamativa, úlceras aftosas, vaginite atrófica, doença de Behçet, neoplasias 

e outros (GOJE e MUNOZ, 2017; WORKOWSKI et al, 2021). Na revisão de Hainer e 

Gibson (2011), diversos fatores de risco para o progresso da VV foram descritos, incluindo 

baixo status socioeconômico, numerosos parceiros sexuais e relações sexuais 

desprotegidas, comumente relacionadas à VB e tricomoníase, bem como o uso de 

antimicrobianos e diabetes mellitus não controlada estão relacionados com CVV. Esses 

patógenos são identificados por métodos de diagnóstico baseados na descrição dos 

sintomas e na identificação etiológica de microrganismos, como o teste de hidróxido de 

potássio - especialmente para a visualização da presença de Candida spp.-, avaliação de 

pH e exame microscópico do corrimento vaginal a fresco (HAINER e GIBSON, 2011). 

Coloração de Gram para G. vaginalis, técnicas de cultura de leveduras para Candida spp. 

e amplificação de ácidos nucleicos para T. vaginalis são consideradas os padrões-ouro para 

diagnóstico laboratorial de VV (WORKOWSKI et al., 2021). 

Diagnóstico precoce e tratamento eficiente são essenciais para a manutenção da saúde 

da paciente. Além do desconforto local e distúrbios ginecológicos, essas infecções podem 

desenvolver várias complicações, como aumento da suscetibilidade ao HIV. 

Anormalidades da microbiota vaginal causadas por infecções sexualmente transmissíveis 

(IST), bem como alguns mecanismos moleculares que permitem a aquisição de vírus, foram 

associados à infecção pelo HIV (ATASHILI et al., 2008; MOODLEY et al., 2002). A 

relação positiva da tricomoníase com a transmissão e aquisição do HIV apresentam 

mecanismos que corroboram com a transmissão potencial do vírus: dano ao epitélio do 

hospedeiro, recrutamento de linfócitos TCD4+ para o local da infecção, secreção de 

cisteína-peptidases que realizam a clivagem da proteína inibidora de protease secretada por 

leucócitos, além da elevada carga viral nos compartimentos seminal/cervicovaginal 

(KISSINGER e ADAMSKI, 2013; MASHA et al, 2019).  
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Vaginite aeróbica 

 Infecções causadas por bactérias responsáveis por vaginite aeróbica também geram 

resultados inesperados na gravidez e causam preocupações em relação à saúde da mulher. 

A infecção é relatada em 8-11% das mulheres grávidas e em 5-24% das mulheres que 

relataram queixas vaginais (ZARBO et al., 2013). Descrita pela primeira vez em 2002, a 

infecção denominada de vaginite aeróbica apresenta sinais clínicos importantes, tais como 

pH maior de 4,5 (frenquentemente maior que 6), corrimento amarelado, presença de 

inflamação epitelial, visualização de células parabasais e teste de Whiff ou teste das aminas 

negativo. Além disso, é observada alta quantidade de citocinas inflamatórias (DONDERS 

et al., 2015). Esta condição também é marcada pela diminuição de espécies de 

Lactobacillus e pela presença de patógenos comensais ou entéricos principalmente 

aeróbicos, incluindo Streptococcus do Grupo B (S. agalactiae), Enterococcus faecalis, 

Escherichia coli e S. aureus (KAAMBO et al., 2018). 

A presença de S. agalactiae apresenta elevado risco para mulhres grávidas, sendo 

principal fator de risco para doença invasiva de início precoce em recém-nascidos e 

eventualmente pode causar infecções em idosos, gestantes e pacientes com condições 

predisponentes subjacentes (BRIGTSEN et al., 2015). Além disso, a colonização por S. 

agalactiae em gestantes no momento do parto está associada à sepse neonatal, meningite e 

pneumonia (KRAUSS-SILVA et al., 2014). 

Candidíase vulvovaginal 

A presença de espécies de Candida na mucosa vaginal pode ser considerada como 

comensal quiescente, sem sintomas e sinais; no entanto, o crescimento excessivo dessas 

espécies em locais genitais pode levar à inflamação e candidíase vulvovaginal (CVV) 

sintomática (SOBEL et al., 1998). As Diretrizes de Tratamento para IST do CDC 

estimaram que 75% das mulheres apresentarão um episódio de CVV na vida e 45% terão 

dois ou mais episódios com sintomas clássicos como prurido na vulva e na vagina, 

corrimento vaginal anormal, dor vaginal e dispareunia (SOBEL, 1992; WORKOWSKI et 

al., 2021). De acordo com as características da infecção, a CVV pode ser classificada pela 

presença ou ausência de complicações. Em um caso simples, a CVV ocorre em mulheres 

imunocompetentes com sintomas leves a moderados esporadicamente, sendo Candida 

albicans o principal patógeno. No entanto, a CVV complicada segue com frequência 

recorrente, sintomas graves ocorrem em mulheres com condições predisponentes e pode 
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ser observada candidíase causada por espécies de Candida não-albicans (SOBEL et al., 

1998; WORKOWSKI et al., 2021). Questões comportamentais e fisiológicas podem atuar 

como fatores predisponentes, permitindo o crescimento desordenado e o estabelecimento 

de espécies de Candida, como observado em mulheres com histórico de clamídia, diabetes, 

uso de antibióticos, estresse crônico, capacidade antioxidante geral diminuída, contato 

genital oral e uso de contraceptivos orais de primeira geração contendo alto estrogênio 

(SOBEL et al., 1998; LEON et al., 2002; AKIMOTO-GUNTHER et al., 2016). 

 Quando os episódios sintomáticos ocorrem três ou quatro vezes em um ano, pode 

ser definido como CVV recorrente (RVVC), uma causa significativa de morbidade que 

afeta 138 milhões de mulheres anualmente, com uma prevalência anual global de 3871 por 

100.000 mulheres (SOBEL, 2016; DENNING et al., 2018). Uma pesquisa recente com 284 

mulheres não grávidas com histórico de CVV mostra uma frequência anual de RVVC de 

18,6% entre 18 e 25 anos, 44,3% na faixa de 26 a 40 anos, 24,3% na faixa de 41 a 55 anos 

e 12,9% em mulheres com mais de 55 anos. Na população mais afetada (26 a 40 anos), está 

principalmente associada a fatores predisponentes hormonais e comportamentais para a 

infecção, enquanto na idade perimenopausal e pós-menopáusica (41 a 55 anos e 56 anos ou 

mais) pode ocorrer devido ao aumento do uso de estrogênio exógeno e condições de saúde 

relacionadas (YANO et al., 2019). 

 Mulheres saudáveis apresentam colonização assintomática que pode durar meses a 

anos, onde o patógeno comensal sobrevive em harmonia com a microbiota no trato genital. 

A ocorrência de fatores predisponentes aumenta a proliferação de espécies, diminui as 

defesas naturais do hospedeiro e ativa o sistema imunológico inato, que fornece a primeira 

barreira contra infecções vulvovaginais por Candida (SOBEL, 2016). Várias espécies de 

Candida foram listadas como agentes causadores de VVC e RVVC, sendo Candida 

albicans a mais predominante, seguida por espécies não albicans, como C glabrata, C 

tropicalis, C krusei e C parapsilosis (FARR et al., 2021) 

Tricomoníase 

A tricomoníase é uma IST causada pelo patógeno T. vaginalis.  A estimativa global 

da infecção mais recente ocorreu no ano de 2016 onde foi encontrada uma incidência de 

aproximadamente 156 milhões de novos casos e uma prevalência de 110 milhões de 

adultos infectados, entre 15 e 49 anos (ROWLEY et al., 2019). O levantamento mais 

recente foi realizado nos Estados Unidos utilizando dados de 2018 que demonstrou uma 
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incidência de 6,9 milhões de pessoas infectadas, sendo 3,3 e 3,5 milhões de homens e 

mulheres, respectivamente. Em termos de prevalência é possível observar um maior 

acometimento entre mulheres, responsáveis por 2,1 milhões de casos de um total de 2,6 

milhões (KREISEL et al., 2021). No estado do Rio Grande do Sul, foi encontrada uma 

taxa de 9% de infecção entre mulheres e a frequência maior foi observada na faixa etária 

de 18 a 39 anos (AMBROZIO et al., 2016). Outro estudo, com população de um bairro da 

mesma cidade, revelou uma prevalência de 20% (MICHEL et al., 2006). Entretanto, esses 

dados são subestimados pois existem poucos estudos de prevalência com boa qualidade e 

as informações com relação à estimativa de duração da infecção são limitadas. Os métodos 

de diagnóstico laboratorial mais baratos e rápidos apresentam baixa sensibilidade (44–68% 

comparado ao cultivo) e, além disso, há evidências de casos assintomáticos não 

diagnosticados em ambos os sexos (VAN GERWEN et al., 2019). Testes de amplificação 

de ácidos nucleicos são considerados padrão ouro para detecção de tricomoníase e a 

investigação deve ser realizada caso ocorra corrimento vaginal ou avaliação anual em 

mulheres com maior risco de infecção. Casos positivos devem ser tratados e testados 

novamente após 3 meses (WORKOWSKI et al. 2021). A prevalência mundial da 

tricomoníase é muito maior quando comparada a outras ISTs curáveis, como gonorreia e 

sífilis, ambas somando 50,5 milhões de adultos infectados, entre 15 e 49 anos. Em 

contrapartida, a tricomoníase não é notificável e não existe sistema de vigilância e detecção 

de isolados resistentes ao tratamento, recebendo relativamente pouca ênfase dos programas 

de saúde pública de controle de ISTs (VAN GERWEN et al., 2019; ROWLEY et al., 

2019).  

As manifestações clínicas da tricomoníase variam desde a apresentação 

assintomática até um estado de severa inflamação (vaginite) (LEHKER e ALDERETE, 

2000). Nos casos sintomáticos, com quadro de infecção aguda, a inflamação é 

caracterizada por corrimento purulento, irritação e prurido vulvar, dor abdominal baixa e 

disúria, além de pontos hemorrágicos na mucosa vaginal ou cervical acompanhados de 

edema e eritema, que conferem uma aparência conhecida como colpitis macularis ou 

cérvice com aspecto de morango. Os homens geralmente são assintomáticos e 

considerados carreadores de T. vaginalis, porém casos sintomáticos surgem com a 

presença de uretrite, epididimite ou prostatite (WORKOWSKI et al. 2021). A secreção 

prostática apresenta concentração de zinco que pode variar normalmente em uma faixa de 

2,3 -15,3 mM, conferindo proteção frente ao parasito, impedindo sua adesão às células e 

eliminando a tricomoníase (KRIEGER et al., 1982). No entanto, o parasito pode ser 
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encontrado na glândula prostática causando inflamação aguda não específica 

(MITTEREGGER et al., 2012).  

Atualmente 80% dos casos de tricomoníase são assintomáticos, o que torna mais 

fácil a disseminação e configura uma doença silenciosa e de curso crônico (POOLE & 

MCCLELLAND, 2013), levando a complicações como doença inflamatória pélvica, 

câncer cervical e de próstata (WIRINGA et al., 2020; GHOSH et al., 2016; SUTCLIFFE, 

2010). Parto prematuro, ruptura das membranas fetais antes do início das contrações 

uterinas e baixo peso de bebês são os principais resultados adversos relacionados à 

infecção por T. vaginalis durante a gravidez (VAN GERWEN, et al., 2021). Muito 

importante, e já bastante estabelecida, é a associação da tricomoníase com o aumento da 

transmissão do HIV (SORVILLO et al., 2001; MCCLELLAND et al., 2007; MASHA et 

al, 2019). Recentemente, foi demonstrada que indivíduos infectados com T. vaginalis 

apresentam uma a probabilidade maior de aquisição de HIV em 50% (MASHA et al, 

2019). Ainda, foi descrita a relação bidirecional entre as duas infecções, ou seja, o risco 

aumentado de aquisição do HIV associado à infecção por T. vaginalis e o risco de aquisição 

de T. vaginalis associado à infecção por HIV, sustentando a epidemia do HIV em 

populações onde a tricomoníase é endêmica (MAVEDZENGE et al., 2010). Assim, o 

controle da infecção por T. vaginalis pode ser um dos meios de manejo do risco de 

transmissão do HIV mundialmente. 

A tricomoníase também está associada a tipos agressivos de câncer cervical e 

prostático. O câncer de colo de útero, também denominado de câncer cervical, é o terceiro 

mais frequente em mulheres, com uma estimativa de 16.590 novos casos em 2020, e a 

quarta causa de morte de mulheres por câncer no Brasil (INCA, 2021). Estudo realizado 

com mais de 310 mil mulheres na China encontrou uma relação positiva entre a coinfecção 

de T. vaginalis e papiloma vírus humano (HPV) (YANG et al., 2020). Foi descrito que a 

infecção por HPV estaria correlacionada ao microambiente do colo do útero e, 

considerando a reação inflamatória causada pela presença de T. vaginalis no local, a 

ativação contínua de fatores de transcrição inflamatórios leva a danos no tecido cervical e 

aumenta a suscetibilidade e a capacidade carcinogênica do HPVl6 (HUANG et al., 2018; 

YANG et al., 2020). Um estudo realizado no Brasil corrobora com os achados relacionados 

à associação entre tricomoníase e HPV, onde 73,8% das mulheres infectadas com T. 

vaginalis apresentava coinfecção com HPV (BELFORT et al., 2021). Câncer de próstata 

apresenta-se como o segundo mais comum entre os homens, com estimativa de 65.840 

casos em 2020 que correspondem a 29,2% dos tumores incidentes no sexo masculino, 
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segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2021). Primeiramente descrita em 1971, 

a relação da tricomoníase com a neoplasia vem sendo investigada, não apenas pela reação 

inflamatória, como também por danificar diretamente as células epiteliais da próstata 

(SUTCLIFFE et al., 2010).  

 

Trichomonas vaginalis 

T. vaginalis é um protozoário extracelular flagelado que pertence à família 

Trichomonadidae, à ordem Trichomonadida, à classe Parabasalia e ao filo Zoomastigina. 

O primeiro relato foi realizado em 1836 pelo médico europeu Alfred Donné em amostra 

de secreção vaginal humana (SCHWEBKE e BURGESS, 2004).  

O polimorfismo atribuído ao T. vaginalis decorre da sua capacidade de alterar a 

morfologia, adequando à sua necessidade de sobrevivência. Assim como os demais 

tricomonadídeos, exibe apenas estágio trofozoítico como forma infectante, podendo 

apresentar-se no formato piriforme, elipsoide ou oval em meio de cultivo ou secreções 

(PETRIN et al., 1998). Quando aderido às células epiteliais vaginais (CEVs) adquire a 

forma ameboide, apresentando pseudópodes para fixação e aquisição de nutrientes por 

meio da fagocitose de bactérias, fragmentos necróticos de CEVs, espermatozoides e 

eritrócitos (HONIGBERG e BRUGEROLLE, 1990). As condições físico-químicas como 

pH, temperatura, tensão de oxigênio e força iônica exercem grande influência na sua 

morfologia. Formações de estruturas arredondadas, imóveis e com flagelos internalizados, 

denominadas de pseudocistos são descritas quando os trofozoítos são submetidos a 

ambientes desfavoráveis, como deficiência nutricional em crescimento prolongado, 

tratamento com água clorada e baixo pH (BENCHIMOL, 2004; BERI et al., 2020).  

T. vaginalis apresenta uma estrutura composta por quatro flagelos anteriores livres 

e desiguais e um quinto flagelo incorporado à membrana ondulante, responsáveis pela 

motilidade característica do protozoário (Figura 1). O axóstilo apresenta-se como uma 

estrutura rígida que se projeta do interior do parasito, compõe a extremidade posterior, 

participando do processo de cariocinese. No interior do organismo destacam-se a presença 

do aparelho parabasal e filamentos parabasais, onde se localiza o aparelho de Golgi, 

composto por diversas vesículas bem desenvolvidas relacionadas com processamento de 

proteínas. O núcleo apresenta-se no formato elipsoide, localiza-se próximo à extremidade 

anterior e possui dupla membrana celular envolta por retículo endoplasmático. 

Diferentemente dos outros eucariotos, os tricomonadídeos não apresentam mitocôndria 
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nem peroxissomos, mas possuem grânulos densos paraxostilares denominados 

hidrogenossomos. Essas organelas contêm enzimas chaves que participam do metabolismo 

do piruvato no processo de glicólise, formação de hidrogênio molecular e síntese de ATP 

(BENCHIMOL, 2004).  

 

Figura 1: Características morfológicas de T. vaginalis. MO: membrana ondulante, 

CP: corpo parabasal, FP: filamento parabasal, AX: axóstilo, HI: hidrogenossomo, N: 

núcleo, FA: flagelos anteriores livres. Adaptado: 

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/Trichomoniasis.htm. 

 

O sucesso da infecção depende de diversos fatores necessários para o seu 

estabelecimento e sobrevivência. Entre eles, destaca-se o fornecimento de nutrientes 

essenciais para seu metabolismo, como carboidratos, aminoácidos, lipídeos, nucleotídeos 

púricos e pirimidínicos, ferro, vitaminas e sais inorgânicos adquiridos in vivo através da 

secreção vaginal ou fagocitose de bactérias e células do hospedeiro ou in vitro pela 

suplementação do meio de cultura. T. vaginalis é capaz de metabolizar carboidratos tanto 

no citoplasma quanto nos hidrogenossomos, através de vias fermentativas, e apresenta uma 

grande capacidade de adaptar seu metabolismo de acordo com a disponibilidade de 

carbono, a fim de manter a homeostase interna. Entre os produtos deste metabolismo estão 

incluídos acetato, lactato, malato, glicerol, CO2 e, sob condições anaeróbicas, H2. Entre os 

sais orgânicos essenciais para a sobrevivência deste parasito, destaca-se a influência do 

ferro. T. vaginalis possui múltiplos sistemas de captação de ferro, utilizando-o no 

crescimento, regulação de fatores de virulência e adaptação às diferentes mudanças no sítio 

de infecção (HEYWORTH et al., 1982, 1984; PETRIN, 1998; TORRES-ROMERO e 

ARROYO, 2009). 

O metabolismo energético de T. vaginalis é um processo complexo que envolve 

diferentes vias. Estudos sugerem que os hidrogenossomos possuem um ancestral comum 
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com as mitocôndrias devido à semelhança na importação de proteínas e produção de H2, 

no entanto carecem de citocromos, cadeia respiratória e DNA (DYALL E JOHNSON, 

2000).  Diferentemente das células que possuem predominante fornecimento de energia 

através de mitocôndrias, neste parasito apenas 30% do ATP necessário para sobrevivência 

é fornecido via hidrogenossomos, sendo que o restante é obtido via metabolismo 

anaeróbico citoplasmático (CHOSE et al., 2003a). Essa diferença fisiológica possui grande 

importância ao analisar o processo de morte celular, uma vez que a mitocôndria tem um 

papel central durante a morte celular.  

 

Morte celular 

A morte celular em organismos que possuem mitocôndria pode ocorrer através de 

necrose ou morte celular programada (do inglês, programmed cell death- PCD). Na 

necrose é observada a forma passiva e descontrolada de morte celular, enquanto na PCD 

ocorre um processo altamente regulado e com vias bem definidas. A PCD é classificada 

com base nas características observadas: apoptótica (tipo I), autofágica (Tipo II) e não-

lisossomal (tipo III). O tipo I, denominado de apoptose, apresenta alterações morfológicas 

características como encolhimento celular, condensação da cromatina e fragmentação 

nuclear. Neste processo, diferentes proteínas pró-apoptóticas resultantes da ativação de 

vias de morte movem-se do citoplasma para interagir com receptores da mitocôndria, esta 

interação leva à perda da integridade da membrana mitocondrial e à liberação de fatores 

apoptogênicos. Na autofagia, tipo II, o conteúdo citoplasmático da célula é sequestrado 

dentro de vacúolos de membrana dupla e conduzido ao lisossomo para degradação. Por 

fim, tipo III ou não-lisossomal é semelhante à necrose com “inchaço” de organelas e 

formação de espaços citoplasmáticos vazios (DEBNATH et al., 2005; TAIT et al., 2014). 

O processo de morte celular leva em conta características morfológicas, funcionais e 

bioquímicas para definição e interpretação. Segundo o mais recente guia publicado pelo 

Comitê de Nomenclatura sobre Morte Celular (Nomenclature Committee on Cell Death, 

NCCD) já foram descritas diferentes formas de morte celular programada, como: apoptose 

intrínseca, apoptose extrínseca, necrose de transição de permeabilidade mitocondrial, 

necroptose, ferroptose, piroptose, partanatos, morte celular entótica, morte celular 

NETótica, morte celular dependente de lisossomos, morte celular dependente de autofagia, 

morte celular imunogênica, senescência celular e catástrofe mitótica (GALLUZZI et al., 

2018). 
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Os eventos de diferenciação permitem a adaptação e o estabelecimento dos 

parasitos nos sítios de infecção, indicando que a morte celular regulada atua limitando a 

proliferação, virulência e patogenicidade além de promover a transmissão. A morte por 

estresse induzido é alvo da pesquisa de muitos agentes antiparasitários, através da 

avaliação morfológica e bioquímica do protozoário (PROTO et al., 2013). 

 Tricomonadídeos são organismos que carecem de mitocôndria, no entanto, casos 

de morte não necrótica já foram descritos. Chose e colaboradores (2003a) relacionam 

processos de PCD em protozoários amitocondriados, como T. vaginalis e Giardia 

duodenalis, com algumas características que se assemelham à apoptose. Avaliação com 

microscopia de epifluorescência revelou várias formas de condensação de cromatina 

previamente descritas durante a PCD de organismos unicelulares e multicelulares 

mitocondriados. Essas formas são comuns à apoptose e à paraptose, uma forma alternativa 

de PCD. Neste processo ressalta-se a importância de uma classe de cisteína peptidases, 

denominadas de caspases, essenciais no processo de apoptose, pois clivam proteínas alvos 

para iniciar o processo de morte celular através de vias altamente reguladas (PFEFFER e 

SINGH, 2018). Até o momento, este grupo de peptidases não foi descrito em T. vaginalis, 

entretanto é sugerida a presença de uma via denominada caspase-like (CHOSE et al., 

2003b, OFER et al., 2008). 

 

Metabolismo oxidativo 

 Organismos expostos ao oxigênio desenvolvem meios de metabolizá-lo a fim de 

transformá-lo em formas não danosas para seu metabolismo. No corpo humano, a 

concentração de oxigênio varia conforme o local, sendo que o intestino e as cavidades oral 

e vaginal apresentam concentrações de oxigênio inferiores do que o sangue e a maioria dos 

órgãos e, desta forma, compete aos microrganismos residentes adaptarem-se a essas 

variações (LEITSCH et al., 2018). Parasitos que requerem uma pequena concentração de 

oxigênio e maior de dióxido de carbono para crescer são denominados de microaerofílicos 

e destacam-se Entamoeba histolytica, G. duodenalis e T. vaginalis e, uma vez que os 

mecanismos antioxidantes não são efetivos, ocorrerá desequilíbrio entre a produção e 

remoção de espécies reativas de oxigênio (EROs), gerando estresse oxidativo. EROs são 

compostos químicos derivados da molécula de oxigênio, sendo que os tipos mais comuns 

incluem radical ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila 
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(HO•), e são danosos a componentes celulares, como enzimas, DNA, lipídios de membrana 

e outros (DROGE, 2002). 

 A localização do T. vaginalis predispõe o parasito a alterações nos níveis de 

nutrientes, concentração de oxigênio e metabolismo fermentativo, responsável pela geração 

de energia. O parasito é exposto a tais flutuações durante a transmissão, através da resposta 

imune celular como também por alterações no fluxo de sangue na região, como ocorre na 

menstruação (ELLIS et al., 1992). Como forma de adaptação, os trofozoítos metabolizam 

o oxigênio em concentrações até 60 µM, reproduzindo o que é observado in situ (15 a 56 

µM); no entanto, quando exposto a níveis superiores, ocorre rápida oxidação de domínios 

ferro-enxofre e de outras moléculas com baixo potencial redox, levando ao dano celular e 

morte (ELLIS et al., 1994). No momento em que ocorre a difusão de oxigênio no interior 

do parasito, diversas enzimas são recrutadas a fim de minimizar seu efeito prejudicial à 

célula (Figura 2), entre elas, destacam-se: oxidase dependente de NADH, flavina redutase, 

superóxido dismutase, proteínas flavodiiron e flavoproteína contendo ferro-enxofre.  

 

 Figura 2: Vias redox no parasito microaerofílico T. vaginalis, sendo o citoplasma 

representado na parte rosa e o hidrogenossomo em cinza claro. TRX, tioredoxina redutase; 

PRX, peroxirredoxina; SOD, superóxido dismutase; FDP, proteínas flavodiiron; Isf, 

flavoproteina contendo ferro-enxofre; OsmC, proteína osmoticamente induzível. Imagem 

adaptada de Leitsch et al., 2018 (número de autorização para uso: 5146121477417, Anexo 

1). 
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 Embora T. vaginalis não apresente mitocôndria, o consumo ativo de oxigênio 

decorre da presença de uma oxidase dependente de NADH (NADH ox) e de flavina 

redutase (FR) (TANABE, 1979). NADH ox é predominantemente citosólica e atua como 

aceptor de elétrons, reduzindo O2 e gerando uma molécula de H2O (RASOLOSON et al., 

2001). FR também surge neste cenário a fim de reduzir os danos da molécula de oxigênio. 

Esta enzima relaciona-se com a NADPH, apresentando a função de reduzir O2 na presença 

do cofator mononucleotídeo de flavina (FMN); no entanto, apresenta H2O2 como produto 

final da via, sendo necessário outras enzimas para continuar a catálise (LEITSCH et al., 

2018). Curiosamente, a atividade desta enzima é diminuída ou mesmo ausente em isolados 

clínicos resistentes ao MTZ (ELLIS et al., 1992; LEITSCH et al., 2012). Quando o 

oxigênio penetra no citoplasma do parasito, pode ocorrer a redução da molécula e produção 

da espécie reativa denominada de ânion superóxido (O2-). As principais enzimas destinadas 

à desintoxicação do superóxido são denominadas de SOD, e podem se apresentar em quatro 

diferentes classes: ligadas ao níquel, cobre, zinco ou ferro, sendo encontrada apenas a 

última classe em T. vaginalis.  As enzimas SOD podem ser localizadas tanto no citoplasma 

quanto nos hidrogenossomos e estão relacionadas com a capacidade de realizar a 

dismutação do ânion superóxido em oxigênio molecular O2 e H2O2 (VISCOGLIOSI et al., 

1996 e HWANG et al., 2002). Proteínas flavodiiron (FDP) também estão envolvidas na 

metabolização do oxigênio em T. vaginalis. Essas proteínas são consideradas modulares, 

uma vez que apresentam dois domínios funcionais separáveis sendo semelhantes à 

flavodoxina e outro à metalo-β-lactamase, além de um grupo funcional contendo FMN. A 

localização é hidrogenossomal e requer cofator FMN para exercer sua função protetora de 

redução do O2 e formação de água (SMUTNÁ et al., 2009). Por fim, a enzima flavoproteína 

contendo ferro-enxofre também apresenta um papel importante na detoxificação pela 

conversão de O2 em água. Essa proteína está localizada nos hidrogenossomos e apresenta 

oxigênio, peróxido de hidrogênio, óxido nítrico e antimicrobianos de largo espectro, como 

MTZ e cloranfenicol, como aceptores de elétrons (SMUTNÁ et al., 2014).  

 Peróxido de hidrogênio (H2O2) está entre as EROs que causam maior dano a 

microrganismos. Atuando como um oxidante mais reativo que o O2, difunde-se 

rapidamente pelas membranas causando oxidação de componentes celulares e enzimas, 

danos ao DNA e mutagênese, além de inibir processos de transporte de membrana 

(MILLER e BRITIGAN, 1997). Em T. vaginalis, já foi descrito sua afinidade ao ferro 

ferroso (Fe2+), formado pela redução de Fe3+ e grupamentos tióis. Altas quantidades de Fe2+ 
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no organismo microaerofílico levam à formação de radicais hidroxila (OH-), capazes de 

reagir com proteínas, membranas e ácidos nucléicos. A principal enzima da degradação do 

H2O2 é a catalase; no entanto, como está ausente em T. vaginalis, é substituída por 

peroxirredoxinas através de um mecanismo dependente de cisteinil, onde há redução da 

molécula reativa para H2O (LEITSCH et al., 2018). Peroxirredoxinas (PRX), tiorredoxina 

(Trx) e tiorredoxina redutase (TrxR) pertencem a um potente sistema antioxidante e 

localizam-se tanto no citoplasma quanto nos hidrogenossomos. TrxP e TrxR do parasito 

são bastante divergentes das proteínas homólogas em outros eucariotos, podendo atuar 

como potenciais alvos de terapia, como já descrito para o MTZ e outros fármacos da classe 

dos 5-nitroimidazois, como tinidazol e ornidazol em E. histolytica, T. vaginalis e G. 

duodenalis (COOMBS et al., 2004; LEITSCH et al., 2018). Além das peroxidases 

dependentes da tiorredoxina, uma nova classe de enzimas foi descri 

 capazes de converter H2O2 em uma forma menos danosa à célula, denominada de 

rubreritrina; entretanto, poucos estudos demonstraram sua atividade (PÜTZ et al., 2005). 

Nos últimos anos, foi descoberta mais uma enzima com atividade de peroxidase 

denominada de OsmC (proteína osmoticamente induzível, do inglês osmotically inducible 

protein) sendo responsável pela detoxificação do peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos 

orgânicos dentro do hidrogenossomo do parasito. A enzima funciona ligada a duas 

proteínas homólogas do complexo glicina descarboxilase: di-hidrolipoamida desidrogenase 

dependente de NADH (proteína homóloga L) e uma proteína transportadora de hidrogênio 

(proteína homóloga H) (NÝVLTOVÁ et al., 2016). 

Peptidases 

Entre as moléculas produzidas e secretadas pelo parasito, destaca-se a presença das 

peptidases, também conhecidas como protease. Este grupo de enzimas caracteriza-se pela 

clivagem proteolítica, ou seja, a quebra de ligações peptídicas entre os aminoácidos 

presentes em peptídeos e proteínas, podendo ser classificadas como endopeptidases, 

quando a quebra da ligação peptídica ocorre dentro da cadeia polipeptídica, ou como 

exopeptidases, quando a quebra ocorre na terminação amino ou carboxil da molécula. De 

acordo com o levantamento realizado por Arroyo et al., T. vaginalis apresenta cerca de 440 

genes codificadores de peptidases depositados em sua base de dados 

(http://www.trichdb.org/) e através do mecanismo de catálise utilizado para ação 

proteolítica, pode-se classificar: 220 membros do tipo cisteína-, 123 metalo-, 80 serina-, 17 

treonina- e 6 aspártico-peptidases (ARROYO et al., 2015). 



38 
 

Cisteína-peptidases 

Em 1983 um estudo evidenciou a presença de cisteína-peptidases (CPs) pela elevada 

atividade de enzimas proteolíticas através de eletroforese em gel de poliacrilamida 

(COOMBS e NORTH, 1983). Descrita em outros parasitos, como Plasmodium falciparum, 

Trypanosoma cruzi, Entamoeba histolytica, Leishmania (Viannia) braziliensis, essa classe 

de moléculas vem despertando o interesse pelas inúmeras funções as quais se relacionam, 

sendo caracterizadas a nível molecular e celular (HERNÁNDEZ et. al. 2014). Em T. 

vaginalis, CPs são as principais enzimas proteolíticas expressas e podem ser classificadas 

em duas principais famílias: C1 (catepsina L-like) e C13 (legumain-like). A família de 

peptidases do tipo catepsina apresentam sítios catalíticos altamente conservados e 

formados por três resíduos, denominados “tríade catalítica”: cisteína (Cys25), histidina 

(His159) e asparagina (Asn175). Até o momento, nove peptidases relacionadas à C1 já 

foram caracterizadas: TvCP1, TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP4-like, TvCP12, TvCP25, 

TvCP39 (TvCPT) e TvCP65. Entre os membros da família C13, apenas TvLEGU-1 e 

TvLEGU-2 foram descritos neste parasito e ambos apresentam um peptídeo sinal e um 

propeptídeo localizado no terminal C do domínio catalítico (ARROYO et al., 2015). CPs 

são fortemente reguladas pela presença de ferro e, assim, desempenham papéis importantes 

na patogênese da doença, envolvendo-se em mecanismos de virulência, como 

citoaderência, citotoxicidade, hemólise, resistência ao complemento, evasão do sistema 

imunológico e indução do mecanismo de apoptose de células humanas (ARROYO et al., 

2015). A presença da glicose também demonstrou modular aspectos relacionados com a 

virulência. Considerada fonte primária de carbono para T. vaginalis, sob condições 

anaeróbicas e aeróbicas, glicose é vital para geração de energia e a manutenção da infecção 

crônica. A restrição desde nutriente aumentou a atividade protelítica de CP, como TvCP2, 

desempenhando um papel importante na indução de apoptose durante o dano celular 

(MIRANDA-OZUNA et al., 2019). Essas enzimas podem ser encontradas em diferentes 

compartimentos celulares, como lisossomo e membrana plasmática, ou ainda liberada no 

meio de cultura e secreções vaginais de pacientes com tricomoníase aguda. T. vaginalis 

exibe fenótipos de virulência variados e um aumento na expressão dessas enzimas quando 

assumem o formato ameboide, indicando que as CPs são um dos fatores-chave no dano 

celular (HUANG et al., 2012). De fato, estudos recentes utilizando análise proteômica do 

lisossomo do protozoário demonstrou a secreção lisossomal de CP, como TvCP2, 

contribuindo para a citotoxicidade da célula hospedeira (ZIMMANN et al., 2022). 
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 Além de degradar o muco, essas peptidases são liberadas no sítio de infecção, 

contribuindo para a descamação do tecido epitelial cervical e vaginal e, assim permitindo 

o acesso aos componentes da membrana basal do hospedeiro. Uma vez que CPs podem 

interagir com moléculas importantes no sítio de ligação, como fibronectina, actina e 

enolase, sua função no processo de citoaderência é bem elucidada como, por exemplo, 

TvLEGU-1, CP30 e CP62 (ARROYO et al., 2015, HERNÁNDEZ et. al. 2014). Estudos já 

evidenciaram a participação da CP30 neste processo, além de ser amplamente detectada 

em lavagens vaginais de mulheres que apresentam tricomoníase sintomática e em 80% das 

lavagens de infecções assintomáticas (YADAV et al., 2007). A ação citotóxica dessa classe 

de moléculas já foi descrita pelo prejuízo causado às células do hospedeiro através do dano 

à membrana plasmática, como observado para CP12, CP65 e CP39. Da mesma forma, um 

aumento nas CPs secretadas (TVCP2, TVCP3, TVCP4 e TVCPT) também foi relacionado 

a sua capacidade de induzir a morte celular programada do epitélio vaginal humano 

(KUMMER et. al. 2008). O parasito apresenta diferentes mecanismos a fim de obter os 

nutrientes necessários para sua sobrevivência, desta forma, há peptidases aprimoradas para 

a obtenção de ferro através da lise de células vermelhas da corrente sanguínea, como uma 

CP de 60-kDa identificada pela sua capacidade de lisar a hemoglobina presente na infecção 

(MIN et al., 1998). Esta classe ainda é descrita pelo papel desempenhado durante a evasão 

do sistema imunológico, pois são capazes de degradar componentes importante do sistema 

imunológico humoral, como a porção C3 do complemento além de atuar contra anticorpos 

IgG, IgM e IgA produzidos pela mucosa. Entre as defesas do hospedeiro, encontra-se o 

inibidor de proteases leucocitárias secretadas (SLPI) que é capaz de prevenir infecção pelo 

HIV, no entanto já é descrito que peptidases provenientes do metabolismo do parasito são 

capazes de degradar SLPI e torná-lo não funcional (AL-MOHAMMED e HUSSEIN, 2006; 

HUPPERT et al., 2013). 

Serina peptidases 

 Serina peptidases são amplamente distribuídas pela natureza, encontradas em 

diversos reinos animais e descritas em diferentes microrganismos. A propriedade 

nucleofílica do resíduo catalítico de serina (Ser) é dependente de uma tríade catalítica de 

resíduos, denominada de sistema de revezamento de carga, composta por aspartato (Asp), 

histidina (His) e Ser. Essa tríade pode ser observada em pelo menos quatro conformações 

proteicas distintas, como o caso da tripsina, subtilisina, propil-oligopeptidases e peptidases 

ClpP, utilizadas para catalisar a hidrólise da ligação peptídica (DI CERA, 2009). Serina 
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peptidases desempenham papel decisivo na infecção de parasitos do grupo apicomplexa, 

como Plasmodium falciparum, Cryptosporidium parvum e Toxoplasma gondii (CONSEIL 

et al, 1999). Além disso, a participação dessas enzimas em helmintos já foi relacionada ao 

desenvolvimento e nutrição dos parasitos, invasão às células do hospedeiro, anticoagulação 

e evasão do sistema imune em nematoides (Trichinella spiralis, T. pseudospiralis, 

Trichuris muris, Anisakis simplex, Ascaris suum, Onchocerca volvulus, O. lienalis, Brugia 

malayi, Ancylostoma caninum e Steinernema carpocapsae), cestoides (Spirometra 

mansoni, Echinococcus granulosus e Schistocephalus solidus) e trematódeos (Fasciola 

hepatica, F. gigantica e Schistosoma mansoni) (YANG et al., 2015). Em T. vaginalis já 

foram descritas 33 serina-peptidases do tipo subtilisina, com suas sequências depositadas 

no banco de dados do genoma, sendo que seis apresentam domínio extracelular ligado a 

membrana, em sua maioria há um domínio transmembranal que ancora proteínas e apenas 

duas têm um peptídeo sinal previsto para o tráfico intracelular (HERNÁNDEZ-ROMANO 

et al., 2010). Atualmente, mais duas serinapeptidases intramembranais foram elucidadas 

neste parasito. TvROM1 e TvROM3 apresentam diferentes localizações subcelulares e 

especificidades de substrato que atuam em processos chaves para ocorrência da patogênese 

através da modulação da ligação e lise de células do hospedeiro (RIESTRA et al., 2015). 

Metalopeptidases 

 Metalopeptidases (MPs) pertencem a um grupo diverso de enzimas, possuindo 

representantes como endo e exopeptidases. Quando a proteína está em sua forma intacta, 

ativa e ligada ao metal é descrita como "enzima" ou a "holoenzima". Se a enzima tiver um 

ligante ligado, ela pode ser descrita como um complexo enzima-ligante. A enzima que 

carece de um íon metálico indispensável para a catálise é descrita como "apoenzima". Os 

resíduos ligantes de metais são principalmente histidinas, aspartatos e glutamatos e sua 

reação ocorre em um único passo, envolvendo uma molécula de solvente e um sítio 

metálico catalítico mono- ou dinuclear (CERDÀ-COSTA e GOMIS-RÜTH, 2014). Em T. 

vaginalis já foi caracterizada a presença de diversas MPs diretamente envolvidas na 

patogênese da infecção como também presente nos produtos de excreção e secreção do 

parasito, induzindo respostas nas células hospedeiras. Atualmente, descobriu-se a presença 

de uma MP homodimérica de processamento hidrogenossomal (BROWN et al., 2007). A 

MP GP63 são os principais agentes patogênicos de Leishmania spp., Trypanosoma cruzi e 

Trypanosoma brucei, e desempenham um papel importante nas interações parasito-

hospedeiro. Em T. vaginalis, TvGP63 é uma família de enzimas que apresenta 48 membros 
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sendo 37 proteínas transmembranas e sua atividade foi relacionada com citotoxicidade às 

monocamadas de células HeLa (MA et al., 2011; QUAN et al., 2014). Recentemente foi 

descrita a presença da TvMP50, uma MP imunogênica detectada durante a tricomoníase 

em amostra de soro de pacientes masculino. A atividade desta enzima é mediada por Zn2+, 

principal cátion presente na interação com células prostáticas no microambiente urogenital 

masculino, sendo considerada parte da família de efetores citolíticos envolvidos na 

patogenicidade do T. vaginalis mediada por condições ambientais, como as porinas 

funcionais liberadas por baixo pH (PUENTE-RIVERA et al., 2017; ARREOLA et al., 

2018).  

Aspartato peptidase 

 Aspartato peptidases (AP) referem-se a enzimas proteolíticas que apresentam dois 

resíduos de ácido aspártico em seu sítio catalítico e são bem caracterizadas em vertebrados, 

fungos e vírus. Entre os genes de peptidases codificados por T. vaginalis, seis deles são 

classificados como APs, sendo: uma pepsina-like da subfamília semelhante à catepsina, 

uma subfamília semelhante à retropepsina, e quatro pré-amigdalina como membros 

(CARLTON et al., 2007). Mancilla-Olea descreve a presença de uma aspartato peptidase 

do tipo catepsina-D (Tv-CatD) de múltiplas localizações (lisossomal, no complexo de 

golgi, retículo endoplasmático e núcleo) e está envolvida na hemólise por degradar a 

hemoglobina já descrita em outros parasitos por ações como degradação de hemoglobina, 

proteínas séricas e macromoléculas do hospedeiro (MANCILLA-OLEA et al., 2018). 

Tratamento 
 

No tratamento da tricomoníase, os únicos fármacos recomendados pelo Food and 

Drug Administration (FDA, EUA) são o metronidazol (MTZ), secnidazol e tinidazol 

(TNZ). Ambos pertencem à classe dos 5-nitroimidazois, com idêntico mecanismo de ação, 

e apresentam uma série de efeitos adversos que incluem náuseas, vômitos, cefaleia, insônia, 

vertigem e sonolência (MENEZES et al. 2016). O pró-farmaco penetra no parasito e, por 

simples difusão, interioriza-se na organela responsável pela produção de energia, o 

hidrogenossomo. Na presença do MTZ, os elétrons produzidos pela enzima 

piruvato:ferredoxina oxidoredutase (PFOR) e encaminhandos pela ferredoxina serão 

direcionados para o MTZ e não para seu aceptor natural, hidrogenase. Uma vez que o 

fármaco seja ativado, a produção de hidrogênio é inibida e ocorre liberação de 
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intermediários radicais-nitro tóxicos, que induzem a quebra da fita de DNA, levando à 

morte do parasito (KULDA, 1999). 

A primeira descrição de falha terapêutica do MTZ na tricomoníase foi relatada em 

1962, apenas três anos após a introdução do MTZ para o tratamento desta infecção 

(ROBINSON, 1962). Assim, apesar de a tricomoníase ser considerada uma IST curável, as 

falhas terapêuticas incluem a resistência dos isolados de T. vaginalis aos fármacos 5-

nitroimidazois em uma taxa de 10% (DUNNE et al. 2003, SCHWEBKE 2006). Esses 

valores, quando comparados à prevalência e incidência, geram preocupantes números de 

160.000 pessoas nos EUA e aproximadamente 10 milhões no mundo necessitando 

tratamento alternativo (SECOR et al. 2014).  

O anexo 1 desta tese apresenta um artigo de revisão publicado por Rigo e Tasca 

(2020) que demonstra as diferentes vias de resistência descritas para os principais agentes 

causadores de vaginite infecciosa. Em T. vaginalis destaca-se vias hidrogenossomais, 

capacidade de detoxificação, disponibilidade de ferro, presença de simbiontes, presença de 

fragmento de espaçador transcrito interno e polimorfismos de nucleotídeo único como 

principais vias responsáveis pela redução da efetividade do tratamento com MTZ (RIGO e 

TASCA, 2020). Além disso, a avaliação do estudo translacional da tricomoníase, ou seja, 

trajeto percorrido entre produção do conhecimento nos laboratórios e a aplicação prática 

na medicina, está demonstrado no capítulo I desta tese (RIGO et al., 2022). Observa-se 

que, nos últimos 10 anos, apenas o secnidazol atravessou todas as etapas de 

desenvolvimento, envolvendo testes in vitro e clínicos, sendo aprovado pelo FDA para 

tratamento da tricomoníase. Considerando o longo período para aprovação de novos 

tratamentos, bem como as diferentes vias de resistência descritas em T. vaginalis, é urgente 

a prospecção de moléculas com atividade tricomonicida que atuem por diferentes vias de 

ação. Neste sentido, esta tese tem como enfoque compostos aromáticos derivados de 

fenantreno, em especial a molécula 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) ligada ao cobre 

(Cu2+). 

1,10-fenantrolina-5,6-diona e derivados metálicos 

Moléculas derivadas de fenantreno são empregadas na pesquisa por seus efeitos 

antiproliferativos, antialérgicos, espasmolíticos ansiolíticos, citotóxicos, 

antiinflamatórios, antioxidantes e antimicrobianos, com diversos estudos de atividade 

frente a vírus, bactérias e fungos (TÓTH et al., 2018). Fenantreno é um hidrocarboneto 
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aromático policíclico composto de três anéis de benzeno fundidos, pertencente a um grupo 

de metabólitos secundários de plantas, como Annonaceae, Aristolochiaceae, Cannabaceae, 

Combretaceae, Dioscoreaceae, Euphorbiaceae, Juncaceae, Lauraceae, Malpighiaceae, 

Stemonaceae e Orchidaceae, sendo essa última a principal fonte de isolamento de 

fenantreno natural (KOVÁCS et al. 2008). 

A molécula aromática do fenantreno tem sido utilizada como base para síntese de 

diversos compostos com atividades biológicas distintas. Derivados heteroaromáticos que 

possuam a inserção de átomos de nitrogênio no anel aromático apresentam aumento da 

atividade antimicrobiana (HUSSEINI et al., 1981). Neste sentido, o derivado 1,10-

fenantrolina-5,6-diona (fendiona) (Figura 3A) apresenta-se altamente versátil do ponto de 

vista químico-farmacológico. Sua estrutura reúne características quinônicas, importantes 

pela propriedade redox, e possui propriedades de bases de Lewis devido à presença de um 

sítio diimínico capaz de atuar como quelante causando forte alteração na homeostasia e 

podendo levar à morte celular (CALDERAZZO et al., 2002; CALUCCI et al., 2006). Já 

foi demonstrada a ligação da fendiona a diferentes metais, como rutênio, cobalto, ósmio 

entre outros, os quais são alvos de investigação antimicrobiana (SUBHAN et al., 2014; 

TAY et al., 2015). Ghosh et al. (2006) demonstraram que complexos de cobalto ligados a 

1,10-fenantrolina ou fendiona intercalam pares de base do DNA e são capazes de clivar 

DNA plasmidial.  

Complexos metálicos vêm despertando o interesse de pesquisadores com modo de 

ação diferentes daquelas moléculas apenas com unidades orgânicas; além disso, seu caráter 

tridimensional vem sendo associado a melhores taxas de sucesso clínico. Recentemente, 

foi revisado a importância e funcionalidade de complexos contendo ouro, gálio, bismuto, 

rutênio, iridium, rênio e prata (FREI et al., 2020). Entre seus derivados, a molécula 

fendiona pode ser ligada a metais como cobre (Cu2+) e prata (Ag+), respectivamente, 

[Cu(fendiona)3](ClO4)2.4H2O ([Cu(fendiona)3]2+ ou Cu-fendiona) e [Ag(fendiona)2]ClO4 

([Ag(fendiona)2]+ ou Ag-fendiona) (Figura 4B e 4C), e conferir uma maior atividade 

antimicrobiana, como observado para Pseudomonas aeruginosa e Phialophora verrucosa 

(VIGANOR et al., 2016; GRANATO et al., 2017). Estudos demonstram que o complexo 

[Cu(fendiona)3]2+ apresentou ação frente ao fungo multirresistente Scedosporium 

apiospermum, enquanto que a utilização de [Ag(fendiona)2]+ demonstrou ser fortemente 

ativo frente à levedura Candida albicans (ESHWIKA et al., 2004;  MCCANN et al., 

2012). Além disso, esses compostos podem ser inibidores de peptidases de 

microrganismos (MCKERROW et al., 1999). Recentemente foi demonstrado a ação frente 



44 
 

à Leishmania braziliensis com inibição irreversível da motilidade do parasito, além da 

interação com metalopeptidase GP63 capaz de intervir no processo de interação do parasita 

com células macrófagos (LIMA et al., 2021). 

 

Figura 3: Estruturas químicas: (A) fendiona, (B) Cu-fendiona e (C) Ag-fendiona. 

 

Estudos de toxicidade in vitro e in vivo foram realizados por diversos grupos a fim 

de avaliar a especificidade e segurança das moléculas. McCann et al. (2012) avaliaram a 

citotoxicidade dos compostos 1,10-fenantrolina e fendiona livre ou ligada a metais de prata 

e cobre frente a diferentes linhagens celulares tumorais e normais e não observaram 

seletividade. Outro estudo verificou a toxicidade dos compostos comparada a da cisplatina, 

potente agente antineoplásico utilizado na clínica, e valores de CC50 inferiores ao fármaco 

de referência foram encontrados após 96 h de exposição. No entanto, também não foi 

observada seletividade frente às linhagens tumorais uma vez que agentes antiproliferativos 

potentes exibem seletividade limitada. Ainda, foi demonstrado que o potencial terapeutico 

desses compostos não será limitada por mutagenicidade nem genotoxicidade (DEEGAN 

et al., 2006). Larvas de Galleria mellonella demonstraram maior tolerância aos compostos 

do que para cisplatina. O modelo foi utilizado para avaliação de toxicidade in vivo, uma 

vez que as larvas apresentam barreiras inatas semelhantes àquelas encontradas em 

mamíferos, apresentando hemolinfa enriquecida de células de defesa. Da mesma forma, a 

avaliação utilizando camundongos demonstrou um perfil semelhante de tolerância, além 

do que não foi observado alteração nas enzimas hepáticas testadas após teste de toxicidade 

crônica (MCCANN et al., 2012). 

A investigação destes compostos como promissores agentes antimicrobianos tem 

apresentado resultados promissores, como também na avaliação de segurança frente à 

exposição. Considerando a dificuldade de tratamentos alternativos para tricomoníase, 

fendiona e seus derivados metálicos apresentam-se como possíveis agentes com atividade 

anti-T. vaginalis. Na investigação da ação tricomonicida da molécula de fendiona e seus 
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complexos metálicos, a potente e seletiva atividade dos compostos já foram descritas, onde 

a fendiona apresenta IC50 = 6,57 µM e MIC = 42,04 µM, [Ag (fendiona)2]+ possui IC50 = 

2,84 µM e MIC = 21,02 µM e [Cu (fendiona)3]2+ com IC50 = 0,87 µM e MIC = 8,84 µM)  

(RIGO et al., 2018). Ainda, o estudo compara os valores obtidos para MTZ de IC50 = 1,64 

µM e MIC = 9,71, demonstrando que os compostos são potentes. A combinação de cobre-

fendiona e MTZ frente ao isolado de menor susceptibilidade apresentou efeito sinérgico 

em concentração reduzida (RIGO et al., 2018). Desta forma, cobre-fendiona desperta 

atenção como uma promissora molécula de interesse farmacêutico. 

 
Nanotecnologia aplicada à via vaginal 

Diversas características dos nanomateriais têm despertado o interesse dos 

pesquisadores: (I) o tamanho comparável com moléculas biológicas permite integração em 

processos fisiológicos; (II) grande área de superfície possibilita o transporte de maior 

quantidade de carga; (III) versatilidade de propriedades físico-químicas a fim de melhorar 

o direcionamento, absorção e reconhecimento molecular dos nanocarreadores; (IV) 

direcionamento adequado permite aumento de sensibilidade, redução de efeitos adversos, 

melhor detecção dos agentes de diagnóstico e aumento da biodisponibilidade; (V) 

estabilidade permitindo uma ação a longa distância e biodistribuição otimizada. A 

versatilidade destes nanossitemas se devem também devido as diferentes funcionalidades 

de superfícies que podem ser programadas para melhorar a interação com o meio bem como 

a capacidade de transportar diferentes quantidades de fármacos, tanto adsorvida na 

superfície como solubilizado em seu interior (BARKALINA, 2014). 

Um grande interesse por parte dos pesquisadores, sobretudo da área farmacêutica, 

tem crescido em relação à busca de novos tratamentos para tricomoníase, IST que acomete 

principalmente a população feminina. A via vaginal apresenta interessantes características 

para administração de fármacos, como por exemplo, (i) grande superfície de contato, (ii) 

boa permeabilidade a muitos fármacos, (iii) elevada irrigação sanguínea, (iv) relativa 

facilidade de administração do fármaco, (v) evita o metabolismo de primeira passagem que 

os fármacos sofrem no fígado quando administrados por via oral, (vi) redução da incidência 

e severidade de efeitos adversos gastrointestinais (BONFERONI et al. 2008; VALENTA 

2005; BALOGLU et al. 2009, NEVES et al., 2021). 

Apesar das grandes vantagens apresentadas por esta via, o ambiente característico 

desta mucosa, como a presença do muco, reduz o tempo de residência de fármacos quando 
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estes são administrados (CU et al. 2011). Trata-se da descarga vaginal, conhecida como 

muco, que desempenha um papel importante na capacidade de absorção de fármacos e pode 

ser uma estratégia utilizada para aumentar adesão de formulações nesta mucosa. Neste 

sentido, é interessante utilizar estratégias que possibilitem que a formulação seja mantida 

por um maior período em contato com a mucosa. Portanto, formulações contendo fármacos 

para serem aplicados nesta via devem ser capazes de contornar todas essas dificuldades, 

somando-se à necessidade de uma baixa propensão para causar irritação genital e 

toxicidade sistêmica (VALENTA 2005, VANIC et al. 2013). No que se refere ao aumento 

da mucoadesividade de formulações vaginais, duas estratégias podem ser utilizadas: i) 

incorporação do ativo em polímeros adesivos e ii) incorporação do ativo em nanopartículas 

poliméricas adesivas. No que se refere à primeira estratégia, um interessante polímero para 

aplicação em mucosas é a quitosana, o único polímero pseudonatural catiônico. Hidrogéis 

de quitosana são obtidos através da interligação entre as cadeias desse biopolímero. Estes 

apresentam diversas aplicações na área farmacêutica para diferentes vias de administração, 

como liberação controlada de fármacos através da via oral e intramuscular e aplicação de 

fármacos sobre a pele e mucosas (RINAUDO et al. 2006; FRANK et al. 2017). Quando 

aplicada em tecidos e mucosas, a quitosana é capaz de permanecer mais tempo no local em 

contato com o ferimento devido a sua propriedade mucoadesiva (PERIOLI et al. 2008). A 

pectina é outro polímero que vem sendo proposto para aplicação em mucosa de trato 

gastrointestinal (THIRAWONG et al., 2008). Recentemente foi demonstrado que hidrogel 

a base de pectina para tratamento de melanoma, apresentando boa adesividade e penetração 

na pele (GAZZI et al., 2020).  

A incorporação do ativo em nanocápsulas poliméricas adesivas visando aplicação 

vaginal representa uma aplicação moderna e vantajosa, pois os sistemas nanoestruturados 

além de proteger o ativo da degradação e permitir uma liberação controlada do mesmo, são 

capazes de aumentar o tempo de contato do ativo com a mucosa e aumentar a sua 

penetração no tecido vaginal (FRANK et al. 2014; CARAMELLA et al. 2015; FRANK et 

al. 2017). A associação de nanocápsulas em hidrogéis de quitosana e pectina representa 

uma grande potencialidade, pois representa a união de dois sistemas distintos. Por um lado, 

o hidrogel de quitosana e pectina com a capacidade de formação de filme e bioadesividade 

que garante uma liberação homogênea sem perda do fármaco. Por outro lado, os sistemas 

nanoparticulados que garantem uma liberação controlada e prolongada, assim como 

proteção ao fármaco, além de entrega e ação em local específico (SHAFFAZICK et al. 
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2003; VALENTA et al. 2004). Sendo assim, a incorporação de nanocápsulas em hidrogéis 

de quitosana e pectina ainda não foi proposta como estratégia de entrega de fármaco no 

tecido vaginal e representa uma interessante abordagem para doenças como a tricomoníase, 

candidíase e vaginite bacteriana. 
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Objetivo Geral 

O objetivo geral deste estudo foi investigar o mecanismo de morte induzido por Cu-

fendiona, com foco no metabolismo oxidativo e na produção de peptidases de T. 

vaginalis, bem como a ação deste composto sobre patógenos vaginais e por fim 

desenvolver uma formulação nanotecnológica para aplicação vaginal de Cu-fendiona 

para o tratamento da vaginite infecciosa, especialmente a tricomoníase. 

 

Objetivos específicos: 

1. Revisar os principais mecanismos de resistência e de novos compostos frente a 

tricomoníase, candidíase e vaginose bacteriana; 

2. Avaliar a ciência translacional da tricomoníase, da pesquisa básica aos ensaios clínicos; 

3. Avaliar a ação da fendiona livre e complexada aos metais prata e cobre no metabolismo 

oxidativo do protozoário T. vaginalis; 

4. Investigar as vias de morte celular de T. vaginalis após tratamento com cobre-fendiona 

5. Avaliar o efeito do tratamento com cobre-fendiona na ação proteolítica das peptidases 

de T. vaginalis; 

6. Avaliar o efeito do complexo metálico na viabilidade e capacidade de formação de 

biofilme em leveduras de espécies de Candida e em bactérias causadoras de vaginite; 

7. Preparar suspensões de nanocápsulas poliméricas contendo cobre-fendiona e 

caracterizá-las quanto ao tamanho, potencial zeta, pH, morfologia e estabilidade fisica; 

8. Avaliar a atividade anti-T. vaginalis de nanocápsulas poliméricas contendo cobre-

fendiona. 

9. Desenvolvimento e caracterização de hidrogéis contendo quitosana e pectina. 
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CAPÍTULO I: Rigo, Graziela Vargas; Frank, Luiza Abrahão; Galego, 

Giulia Bongiorni; Santos, André Luis Souza; Tasca, Tiana. Novel 

Treatment Approaches to Combat Trichomoniasis, a Neglected and 

Sexually Transmitted Infection Caused by Trichomonas vaginalis: 
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O capítulo I é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, que no 
texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as páginas 55 – 88 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rigo GV, Frank LA, Galego GB, Santos ALS, Tasca T. Novel Treatment 
Approaches to Combat Trichomoniasis, a Neglected and Sexually Transmitted 
Infection Caused by Trichomonas vaginalis: Translational Perspectives. 
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CAPÍTULO II: Graziela Vargas Rigo, Júlia Biz Willig, Michael 

Devereux, Malachy McCann, André Luis Souza dos Santos, Tiana Tasca. 

Oxidative damage by 1,10-phenanthroline-5,6-dione and its silver and 

copper complexes lead to apoptotic-like death in Trichomonas vaginalis. 

Manuscrito será submetido para International Journal of Antimicrobial 

Agents
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O capítulo II, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de páginas 
compreendido entre as 91 -112, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparação 
para publicação em periódico científico. Consta da descrição da investigação dos 
mecanismos de morte e o efeito no metabolismo oxidativo responsáveis pela atividade 
tricomonicida da fendiona livre e ligada a metais, cobre e prata. 
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CAPÍTULO III: Graziela V. Rigo, Fernanda Cardoso, Matheus 

Mendonça Pereira, Michael Devereux, Malachy McCann, André Luis 

Souza dos Santos, Tiana Tasca.  In vitro evaluation and docking of copper-

phendione against peptidases of Trichomonas vaginalis. Manuscrito será 

submetido para The International Journal of Biochemistry & Cell 

Biology 
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O capítulo III, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de páginas 
compreendido entre as páginas 115 -140, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em 
preparação para publicação em periódico científico. Consta da descrição da investigação 
do efeito tricomonicida do complexo metálico cobre-fendiona no metabolismo das 
peptidases de T. vaginalis.  
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CAPÍTULO IV: Graziela V. Rigo, Fernanda Cardoso, Alexandre José 
Macedo, Michael Devereux, Malachy McCann, André Luis Souza dos 
Santos, Tiana Tasca. Antimicrobial and antibiofilm activity of copper-

phendione on commensal bacterial and fungal strains responsible for 
dysbiosis on vaginal microbiota. Manuscrito será submetido para 

Microbes and Infection 
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O texto completo do capítulo IV, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 143 -154, foi suprimido por tratar-se 
de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Consta a descrição 
da investigação do efeito do complexo metálico cobre-fendiona frente a bactérias e 
leveduras causadoras de vaginite infecciosa. 
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CAPÍTULO V: Resultados preliminares do desenvolvimento de 
formulação intravaginal com nanocápsulas poliméricas contendo cobre-

fendiona, realizado em colaboração com a Profa. Dra. Silvia Stanisçuaski 
Guterres, do Grupo de Sistemas Nanoestruturados para Administração de 

Fármacos, Faculdade de Farmácia, UFRGS 
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O texto completo do capítulo V, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 157 -173, foi suprimido por tratar-se 
de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Consta da 
descrição do desenvolvimento e caracterização de formulação nanotecnológica contendo 
complexo metálico cobre-fendiona com ação anti-T. vaginalis. 
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A saúde e bem-estar da mulher estão intimamente relacionados com a manutenção de 

uma microbiota vaginal saudável e a diversidade de espécies de Lactobacillus. Estados 

disbióticos vaginais são caracterizados pelo decréscimo da quantidade de Lactobacillus 

spp. e aumento de uma microbiota composta por diferentes microrganismos, como 

Trichomonas vaginalis, espécies de Candida, Gardnerella vaginalis, além da abundante 

presença de estreptococos, estafilococos e enterobactérias. Além dos sintomas 

inflamatórios causados pela presença de patógenos, a disbiose está relacionada com o 

surgimento de diversas complicações: (i) aumento na transmissão e aquisição de HIV e 

outras IST; (ii) ascensão dos microrganismos ao endométrio que leva à doença 

infamatória pélvica caracterizada por endometrite, salpingite, parametrite, ovarite, 

abscesso tubo-ovariano, peritonite pélvica e peri-hepatite; (iii) participação como fonte 

primária de infecção na cavidade amniótica causando parto prematuro e (iv) infecções 

maternas no período pós-parto e sepses em neonatos (VAN DE WIJGERT et al. 2017).  

Os impactos financeiros dessas infecções bem como as sequelas geradas já foram 

alvo de investigação por diferentes pesquisadores que demonstraram o alto custo para a 

saúde pública. Nos EUA, um estudo estimou que 750 casos novos/ano de infecção pelo 

HIV são facilitados pela presença de T. vaginalis, gerando custos no sistema de saúde de 

aproximadamente U$ 167 milhões por ano (CHESSON et al. 2004).  A estimativa global 

para tratamento de casos de vaginose bacteriana (VB) varia entre U$ 3,7– U$ 6,1 bilhões. 

As sequelas relacionadas a VB, como nascimentos prematuros e casos de HIV, foram 

responsáveis por quase triplicar esse valor nos EUA (PEEBLES et al., 2019).  Ainda, os 

custos para tratamento de candidíase vulvuvaginal recorrente somam U$ 1,8 bilhões no 

mundo (DENNING et al. 2018). Considerando a presença dos patógenos no ambiente 

vaginal como agentes facilitadores da aquisição de diferentes IST, o Centro de Controle 

de Doenças e Prevenção dos EUA (CDC) estimou que em 2018 o custo total para 

tratamento de IST no país totalizou quase U$16 bilhões, sem contar o custo relacionado 

à perda de produtividade e de prevenção a essas infecções. Nesse levantamento também 

foi demonstrado que clamídia, tricomoníase, herpes genital e HPV respondem por 98% 

de todas as ISTs prevalentes e, entre as novas ISTs ocorridas em 2018, são responsáveis 

por 93% dos casos (CDC, 2021). A importância e a recorrência dos casos de vaginite 

infecciosa, combinadas com a não adesão, falhas no tratamento e pressão seletiva devido 

às altas doses dos medicamentos têm levado a um cenário preocupante de resistência. 
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Sendo assim, o anexo 1 desta tese relacionou os principais mecanismos de resistência 

bem como a vias de ação dos novos compostos frente a T. vaginalis, G. vaginalis e 

espécies de Candida (RIGO E TASCA., 2020). Para a tricomoníase foi descrito que as 

principais vias relacionadas à resistência atuam na organela produtora de energia 

denominada de hidrogenossomo, capacidade de remoção do oxigênio, conteúdo de ferro 

intracelular, presença de fragmento de espaçador transcrito interno (do inglês, ITS), 

ocorrência de polimorfismo de nucleotídeo único, além da presença de endosimbiontes 

como Mycoplasma hominis e vírus de T. vaginalis (TVVs). Na vaginose bacteriana 

causada por G. vaginalis resistente, os principais mecanismos relacionados à falha de 

tratamento envolvem a formação de biofilme, presença de genes responsáveis por inativar 

fármacos, além da presença de diferentes biotipos genéticos capazes de apresentar 

maiores níveis de resistência. Por fim, espécies de Candida causadoras de vulvovaginite 

apresentaram capacidade de driblar o efeito antifúngico devido a capacidade de formação 

de biofilme, através de bombas de efluxo e alteração no sítio de ligação por alteração da 

expressão do gene ERG11. De fato, a resistência antimicrobiana é uma realidade que vem 

ameaçando o mundo todo e surge a partir da tolerância natural dos microrganismos aos 

fármacos, resultado da adaptação frente à pressão natural ou causada pela intensa 

exposição a agentes biocidas. No contexto da microbiota vaginal, a combinação de 

diferentes mecanismos de resistência associados à capacidade de virulência dos 

microrganismos cria um cenário de preocupação no tratamento de doenças infecciosas 

ginecológicas.  

A presença de T. vaginalis na microbiota vaginal foi associada a redução de 

Lactobacillus spp. e aumento de espécies bacterianas anaeróbicas, responsáveis pela 

vaginose bacteriana (BROTMAN et al., 2012). A relação casual entre tricomoníase e VB 

ainda não esteja completamente elucidada. Sabe-se que o estabelecimento do protozoário 

T. vaginalis no sítio de infecção é acompanhado pela redução de Lactobacillus spp. e 

aumento do pH para funcionamento adequado de fatores de virulência secretados pelo 

parasito, como o fator de descamação celular (do inglês, CDF) que exerce efeitos 

citopáticos com atividade ótima em pH 6,5 (PETRIN et al.,1998). A capacidade de 

fagocitose do protozoário permite a ingestão de Lactobacillus, leucócitos, eritrócitos e 

células epiteliais vaginais enquanto favorece o estabelecimento de bactérias associadas à 

VB (ADDIS et al. 1997). Recentemente foi demonstrado que bactérias disbióticas atuam 

como patobiontes para T. vaginalis, modulando a ligação do parasito à mucina e células 
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vaginais, formando biofilmes que favorecem a adesão do parasito e causando efeitos 

cumulativos no epitélio ao aumentar a taxa de apoptose celular (HINDERFELD et al., 

2020).  

Considerando a importância do protozoário T. vaginalis no cenário disbiótico 

vaginal, a busca de novos alvos e moléculas com ação tricomonicida possui extrema 

relevância perante o cenário brasileiro e mundial desta infecção. Neste sentido, o capítulo 

I desta tese trás o atual cenário da pesquisa translacional no cenário da tricomoníase 

(RIGO et al., 2022). A revisão demonstra a eficácia de compostos sintéticos e produtos 

naturais utilizando modelos experimentais in vitro, com efeitos superiores aos 

tratamentos convencionais. No entanto, a falta de um modelo in vivo para avaliação da 

resposta ao tratamento tem um efeito prejudicial ao progresso nessa área. Além disso, foi 

observado que a realização de ensaios clínicos para o tratamento da tricomoníase está 

direcionado a busca de novas vias de administração para os atuais medicamentos 

aprovados pelo FDA. Na última década, o único caso de sucesso para tratamento desta 

IST foi o secnidazol. Inicialmente aprovado para tratamento da vaginose bacteriana e 

recentemente aprovado para o tratamento da infecção por T. vaginalis. 

Nosso grupo demonstrou a potente atividade tricomonicida da molécula cobre-

fendiona, apresentando valores de MIC e IC50 comparáveis ao metronidazol e 

seletividade maior ao parasito do que frente a linhagens não tumorais e eritrócitos (RIGO 

et al., 2018). Sendo assim, essa tese teve como principal objetivo a caracterização dos 

mecanismos de ação envolvidos na atividade anti -T. vaginalis da molécula cobre-

fendiona, perfil de susceptibilidade frente a leveduras e bactérias encontradas em um 

ambiente vaginal alterado, bem o desenvolvimento e caracterização de uma formulação 

nanotécnológica contendo cobre-fendiona para aplicação intravaginal. O mecanismo de 

ação envolvido na atividade anti- T. vaginalis foi dividido em duas sessões, sendo que o 

capítulo II se dedica a extensa investigação do tipo de morte celular com participação do 

metabolismo oxidativo neste processo e o capítulo III está relacionado com o efeito frente 

à ação das peptidases e no impacto na virulência do parasito. A avaliação dos alvos de 

uma molécula tem papel chave no desenvolvimento de um novo fármaco, visto que erros 

na validação desta etapa do processo podem levar a falhas clínicas importantes e baixas 

taxas de aprovação do futuro medicamento. Segundo Gashaw e colaboradores, diversos 

requisitos são importantes no momento de definir os alvos de moléculas promissoras, 

como a função comprovada de determinado alvo na fisiopatologia de uma doença, a 
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distribuição não uniforme do alvo pelo corpo todo e se há biomarcadores capazes de 

monitorar a eficácia da nova terapia (GASHAW et al., 2012). Sendo assim, o 

conhecimento detalhado da atuação da molécula promissora deve abranger as classes de 

alvos envolvidas no efeito bem como o modo de ação. 

O mecanismo de morte de trofozoítos de T. vaginalis gerado pelos compostos 

fendiona e seus derivados metálicos de prata e cobre foi explorado no capítulo II desta 

tese. O conhecimento acerca das vias ativadas na morte celular é utilizado para definir a 

forma de atuação de moléculas com atividades biológicas. Avaliação da morfologia, além 

da investigação dos sinais bioquímicos e imunológicos, são ferramentas importantes para 

definição do tipo de morte celular programada quando células entram em contato com 

agente estressor (GALLUZZI et al., 2018).  Após tratamento com as fendiona e derivados 

metálicos, aspectos morfológicos como encolhimento do citoplasma, exposição de 

fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmática e espalhamento da 

granulosidade podem ser observados. Observações dos resultados direcionam para uma 

morte mediada por vias apoptóticas. Este processo, normalmente mediado por 

mitocôndrias, já foi observado por Chose et al. (2002) no protozoário amitocondriado T. 

vaginalis após tratamento com estaurosporina, inibidor de proteínas quinases. Buscas na 

base de dados Uniprot indicaram a existência de homólogos de fatores de apoptose 

DNAses ZEN1, NUC1 e TSN no parasito, indicando que fatores de apoptose 

mitocondriais foram substituídos por fatores nucleares em T. vaginalis 

(KACZANOWSKI et al., 2011). Seguindo na investigação do tipo de morte, o estudo 

avaliou a expressão de duas enzimas relacionadas à morte apoptótica: (i) poli[ADP-

ribose]polimerase (PARP) responsável por sinalização e reparo de DNA quando ocorre 

dano extremo e (ii) aminofosfolipidio translocase (APLT-1) capaz de manter a 

fosfatidilserina no interior da célula (DOLIS et al., 1997; VILLAMIL et al., 2020). Os 

resultados estão em acordo com outro estudo do grupo que avaliou o tipo de morte celular 

nos trofozoítos após tratamento com derivado de 2,4-diamina-quinazolina, e indica que a 

redução na expressão de ambos os genes está relacionada à via de morte por apoptose 

(WEBER et al., 2021). 

Vias de apoptose que dependem ou não de mitocôndria são estritamente 

relacionadas com diferentes formas de estresse, entre as quais pode-se destacar a 

participação de espécies reativas de oxigênio (EROs). Pequenas quantidades de EROs 

são associadas com a manutenção da homeostasia celular, ativando a proteína supressora 
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de tumor p53 para realizar parada do ciclo celular, reparo e a sobrevivência do DNA, 

enquanto altas doses são capazes de ativar vias de morte celular, como apoptose 

(REDZA-DUTORDOIR et al., 2016).  Assim, a capacidade de detoxificação no parasito 

foi investigada após tratamento com fendiona e derivados metálicos e um aumento 

significativo das EROs foi observado. T. vaginalis possui enzimas responsáveis pela 

metabolização formas de oxigênio capazes de causar dano, como ânion superóxido, 

radical hidroxil e peróxido de hidrogênio, transformando em formas seguras para evitar 

danos relacionados ao estresse oxidativo (LEITSCH et al. 2018).  

Após o aumento nas EROs observado através da sonda DCF-DA, o impacto no 

perfil oxidativo do tratamento com os compostos foi avaliado pela expressão gênica 

relativa das enzimas NADH oxidase, Flavina reductase (FR), superoxido dismutase 

(SOD), proteínas flavodiiron (FDP), flavoproteína contendo ferro e enxofre (ISF), 

proteína osmoticamente induzível (OsmC) e rubreritrina e comparado com o tratamento 

padrão com metronidazol. Os resultados permitiram propor a via de ação dos compostos 

fendiona e derivados metálicos sob o metabolismo oxidativo do parasito, conforme 

representação gráfica na figura 6 do capítulo II. Após o tratamento, houve redução da 

expressão gênica das enzimas NADH oxidase, flavina reductase, superóxido dismutase, 

flavoproteína contendo ferro e enxofre, proteína osmoticamente induzível e rubreritrina, 

e aumento da expressão de proteínas flavodiiron. O efeito da redução das enzimas 

citosólicas NADH oxidase, flavina reductase, superóxido dismutase dificulta a 

metabolização do oxigênio vindo do meio extracelular, e sua redução produzirá um 

intermediário altamente reativo, ânion capaz de liberar ferro de moléculas, como 

observado na enzima Fe-superóxido dismutase, e proteínas que contenham centro ferro-

enxofre, como na enzima ISF, ambas pertencentes à via de detoxificação deste parasito 

(TOUATI et al., 2000). Desta forma, o ânion superóxido favorece a reação de Fenton, 

reduzindo o ferro livre e levando à produção de radicais hidroxilas, moléculas danosas 

que rapidamente atacam proteínas, membrana e ácidos nucleicos (VALKO et al. 2005). 

O perfil de expressão das enzimas de detoxificação após tratamento com MTZ apresentou 

diferenças significativas. Como observado na Figura 5, as enzimas FR, SOD, ISF e FDP 

apresentaram a expressão gênica aumentada, demonstrando um modo de ação contrário 

àquele observado no tratamento dos compostos fendiona e derivados metálicos. Este 

resultado é relevante, considerando a busca de novos alvos terapêuticos para o tratamento 
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da tricomoníase, diferentes daqueles da classe dos 5-nitroimidazois, evitando os 

mecanismos de resistência já conhecidos. 

A sequência do genoma de T. vaginalis é de 160 Mb com cerca de 60 mil genes 

codificadores de proteínas, sendo uma das maiores capacidades de codificação entre os 

eucariotos, e 65% é repetitivo (CARLTON et al., 2007). Devido a sua condição 

microaerofílica e um estilo basicamente anaeróbico no local de infecção, 57 loci 

codificadores de proteínas antioxidantes e redoxes potenciais foram descritos quando o 

genoma foi sequenciado em 2007. Assim, apesar de muitos estudos relacionados à 

resistência ao MTZ demonstrarem efeito nas enzimas do sistema antioxidante do 

trofozoíto, isto não significa que todas as sequências gênicas codificadoras para essas 

enzimas sofram o mesmo efeito, que é dependente de fatores como nutrientes, 

concentração de oxigênio, os quais determinarão as condições para alteração na 

transcrição (KULDA, 1999; LEITSCH et al., 2014). Além disso, no genoma deste 

protozoário foram encontradas cerca de 800 proteínas de superfície envolvidas em 

mecanismos de patogenicidade, sendo dessas 658 proteínas semelhantes a BspA e 77 

proteínas do tipo GP63, metalopeptidases homólogas as leishmanolisinas, responsáveis 

por mecanismos de virulência e patogenicidade em Leishmania major (YAO et al., 2003; 

CARLTON et al., 2007).  

Considerando a importante contribuição das peptidases para o estabelecimento da 

patogênese do parasito, o capítulo III da tese apresenta os resultados do impacto das 

moléculas no degradoma do trofozoíto, bem como o efeito na virulência de T. vaginalis. 

Segundo Carlton e colaboradores (2007), o degradoma do protozoário T. vaginalis é 

composto por mais de 400 genes de peptidases, apresentando 5 diferentes tipos 

catalíticos: cisteína (220), metalo (123), serina (80), treonina (17) e aspártico (6). 

Peptidases possuem a capacidade de hidrolisar as ligações peptídicas em proteínas e 

peptídeos, sendo amplamente encontrado - desde vírus a mamíferos - e o tipo de sítio 

catalítico está relacionado ao mecanismo e resíduos de aminoácidos envolvidos na 

atividade (RAWLINGS et al. 2014).  

A avaliação preliminar demonstrou que, após o tratamento com os compostos, os 

trofozoítos tiveram sua capacidade de degradação do substrato proteico alterado. Além 

disso substratos específicos demonstraram o efeito do cobre fendiona, frente a cisteína e 

metalopeptidases. De fato, essas duas classes representam mais da metade das peptidases 

presentes no parasito e são amplamente estudadas devido suas propriedades de virulência, 
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como rompimento do citoesqueleto, hemólise, citotoxicidade, citoaderência, degradação 

de proteínas e imunoglobulinas e indução de apoptose de células do hospedeiro 

(ARROYO et al., 2015). Após uma análise mais detalhada da atividade das peptidases 

através da identificação de proteínas por análises de espectrometria de massas de resíduos 

extraídos de gel SDS contendo gelatina, foi novamente identificado alteração no perfil de 

clivagem proteolítica de peptidases do tipo cisteína (ubiquitina hidrolase) e metalo 

(GP63).  

A fim de verificar a alteração na expressão gênica relativa dessas enzimas, foram 

selecionadas 3 cisteína peptidases do clã CA, que apresentaram relação com processos 

apoptóticos: calpaína, catepsina L e B. Calpaínas são amplamente descritas em eucariotos 

multicelulares, mas que vem demonstrando uma expansão importante no grupo dos 

organismos unicelulares. De acordo com o banco de dados online para peptidases e seus 

inibidores (MEROPS), essa classe pertence à família C2 de endopeptidases de cisteína 

dependentes de Ca2+, encontrada em diversos protozoários e 10 homólogos descritos para 

T. vaginalis. As calpaínas clássicas consistem em quatro domínios conservados, sendo o 

domínio central de protease catalítica (CysPc) com função descrita para apoptose, fusão 

de membrana, motilidade celular e transdução de sinal (ZHAO et al., 2012; SORIMACHI 

et al., 2011). Catepsinas no tipo L e B são representantes da família C1 podendo ser 

direcionadas para compartimentos de vesículas intracelulares ou secretadas e estão 

relacionadas com a morte celular por atuar na degradação de diversas proteínas anti-

apoptóticas. Recentemente foi demonstrada a participação dessas enzimas no processo de 

morte celular em T. vaginalis, onde o aumento significativo da expressão gênica foi 

relacionado a mecanismo de apoptose (ARROYO et al., 2015; WEBER et al., 2021). 

Também foi verificado o efeito sobre as metalopeptidases TvMP50 e GP63 do trofozoíto. 

MP50 é uma metalopeptidase da família M24, descrita como metionil aminopeptidase 1 

e é descrita como uma enzima citosólica importante para o crescimento de Toxoplasma 

gondii (RAWLINGS E BARRETT, 1993; YANG et al. 2016).  No protozoário T. 

vaginalis participa da clivagem mTOR da célula hospedeira, além de apresentar 

imunogenicidade no soro de pacientes masculinos, possuir localização citoplasmática e 

apresentar o zinco como metal importante para sua expressão genica (QUINTAS-

GRANADOS et al., 2013; PUENTE-RIVERA et al., 2017; ARREOLA et al., 2018). A 

outra metalopeptidase investigada, GP63, pertence à família M8 e contém a metalo-

endopeptidases leishmanolisina e seus homólogos como principais representantes 
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(RAWLINGS E BARRETT, 1993). Amplamente encontrada em protozoários como E. 

histolytica, T. cruzi, T. brucei, e Leishmania spp. (GRANDGENETT et al., 2000; 

LACOUNT et al., 2003; SANTOS et al., 2006; TEIXEIRA et al. 2011). Em T. vaginalis 

foi descrita sua localização na membrana plasmática e possui grande relevância em 

processos de citotoxicidade no hospedeiro (MA et al., 2011). Hoje é reconhecido que a 

citotoxicidade gerada pelo parasito é mais do que apenas um mecanismo de morte das 

células hospedeiras, mas representa uma ferramenta importante na manutenção de um 

ambiente favorável para ciclo de vida do parasita. Promover ou prevenir a morte celular 

torna-se pode variar de acordo com diferentes variáveis intrínsecas relacionadas à 

infecção, como a natureza e carga do patógeno, o local da infecção e o tempo necessário 

até que ocorra morte celular (Bosurgi et al., 2021). De fato, a redução na expressão das 

metalopeptidases pode ser refletida na redução do efeito citotóxico do parasito frente a 

células epiteliais vaginais, como observadas neste estudo. 

Os resultados obtidos na análise para cobre-fendiona sugerem que essas 

peptidases não estão envolvidas na ativação das vias apoptóticas, mas sofrem alteração 

devido à perturbação no metabolismo proteolítico do parasito, demonstrando o efeito 

multialvo da molécula. O efeito inibitório frente às metalopeptidases de T. vaginalis 

encontradas neste estudo representa uma contribuição importante para o efeito do 

composto cobre-fendiona. Além de apresentar efeito tricomonicida em concentrações 

menores que observado para fendiona e Ag-fendiona (RIGO et al., 2018), foi 

demonstrado que o composto não apenas leva o trofozoíto a morte por perturbação no 

metabolismo oxidativo e proteolítico, como também causa redução dos efeitos tóxicos 

nas células.  Em uma realidade onde microrganismos estão em constante adaptação para 

desenvolvimento de novos mecanismos de resistência, uma molécula que é capaz de 

alterar o funcionamento do parasito por diferentes vias, possui maior capacidade de 

driblar a pressão seletiva causada pela terapia. 

Tendo em vista que fatores de resistência de outros microrganismos localizados 

no mesmo ambiente pode favorecer a falha na terapia tricomonicida, o capítulo IV da tese 

teve como objetivo a triagem do efeito do cobre-fendiona frente a diferentes espécies de 

Candida responsáveis por contribuir para disbiose do ambiente vaginal. Os resultados 

preliminares demonstram que o composto cobre-fendiona é ativo frente a C. albicans, C. 

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis causando um efeito fungicida em uma 

faixa entre 6,03 e 3,01 µg/mL, valores comparáveis aos antifúngicos testados. O processo 
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de apoptose já foi descrito em leveduras de C. albicans quando expostas a 1,10-

fenantrolina, precursora dos compostos utilizados neste estudo. No estudo de Coyle e 

colaboradores (2004), 1,10-fenantrolina e complexos metálicos de cobre, prata e 

manganês apresentaram atividade fungicida e fungistática com perturbação na atividade 

mitocondrial e indução ao estresse oxidativo (COYLE et al., 2004). Além disso, o 

composto demonstrou ser capaz de reduzir a formação de biofilme das diferentes espécies 

de Candida em concentrações entre 96,5 e 12,06 µg/mL. A formação de biofilmes 

fúngicos associados ao epitélio da vagina além da capacidade de infiltração na camada 

epitelial são fatores preocupantes em casos de candidíase vulvovaginal, ainda mais 

quando acompanhado com alterações histopatológicas e indução de resposta inflamatória. 

A redução da susceptibilidade frente ao tratamento quando há formação de biofilmes já 

foi descrito para muitos microrganismos e é uma realidade encontrada em casos de 

vaginite infecciosa (WU et al., 2020). 

Considerando o exposto, há necessidade de desenvolvimento de terapia 

alternativa para tricomoníase que apresente efetividade adequada frente ao protozoário, 

segurança e redução de efeitos adversos a fim de aumentar a adesão do paciente. Além 

disso, a utilização de uma molécula que, não apenas reduz a viabilidade do parasito T. 

vaginalis, bem como é capaz de atuar frente a outros agentes causadores de disbiose 

vaginal pode ser capaz de reduzir os casos recorrentes de vaginite e melhorar a qualidade 

de vida das mulheres expostas à infecção. Ainda, a capacidade de adesão em superfícies 

abióticas, como dispositivos intrauterinos (DIU) e anel vaginal, foi descrita para isolados 

de Candida spp. e T. vaginalis (SANTOS et al., 2017; WU et al., 2020), dificultando a 

ação efetiva de terapias orais e possibilitando que as células microbianas das superfícies 

abióticas sejam capazes de retomar a infecção no local. De fato, a contaminação 

microbiana frente a dispositivos médicos é uma preocupação no mundo todo por levar a 

falha de tratamentos, cronicidade das infecções e ainda causar altas taxas de 

morbimortalidade. Entre as estratégias descritas para superar a infecção microbiana frente 

a superfícies bióticas e abióticas, a utilização de nanotecnologia vem sendo amplamente 

estudada para aplicação biomédica (KHATOON et al., 2018). Dessa forma, o capítulo V 

dessa tese apresenta os resultados preliminares do desenvolvimento e caracterização de 

uma formulação de nanocápsulas poliméricas contendo cobre-fendiona para aplicação 

intravaginal.
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O desenvolvimento de uma formulação intravaginal teve como premissas a 

necessidade de uma terapia que atingisse concentrações maiores do composto no local de 

ação, não depender do metabolismo de primeira passagem e reduzir a possibilidade de 

efeitos adversos sistêmicos. Para isso, foram desenvolvidas nanocápsulas poliméricas 

contendo Poli(ε)-caprolactona (PCL), Span 60®, cobre-fendiona e triglicerídeos de ácido 

cáprico/caprílico na fase orgânica e polissorbato 80 com água Milli-Q® compondo a fase 

aquosa. O preparo ocorreu através de deposição interfacial do polímero pré-formado e as 

análises físico-químicas foram realizadas em diferentes dias através de metodologias que 

analisaram tamanho de partícula, potencial zeta e pH. Utilizando técnicas como difração 

a laser, espalhamento de luz dinâmico e rastreamento das nanopartículas foi possível 

verificar um tamanho de partícula adequada de 199,53 nm imediatamente após o preparo 

e 195,07 após 28 dias mantido à temperatura ambiente, além disso baixos índices de 

polidispersão foram observados nesse período. O resultado está de acordo com o que é 

descrito na literatura para nanocápsulas e sofre influência da natureza do óleo utilizado 

no núcleo e do efeito estabilizador ao redor das gotículas atribuído ao polímero 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). O polímero PCL tem demonstrado ser adequado para 

aplicação vaginal, onde demonstrou a liberação eficiente de doxiciclina por mais de 14 

dias em fluído vaginal simulado além de permitir a liberação do antiviral tenofovir a partir 

de dispositivos intravaginais com o polímero (DANG, et., 2013; PATHAK et al., 2015). 

O potencial zeta observado está relacionado com a carga de superfície e ocorre pela 

presença de grupos funcionais contendo oxigênio em sua superfície e, portanto, 

apresentam densidade parcial negativa em sua interface. Os valores de potencial zeta 

próximos de zero são consequência do mecanismo estérico de estabilização pelo 

polissorbato 80, um surfactante não iônico polioxigenado (FIEL et al., 2011). Tendo em 

vista a aplicação em formulação intra-vaginal, o pH encontrado próximo na faixa próximo 

àquela observada no ambiente vaginal saudável (3,5 a 4,5) é vantajoso pois propicia o 

surgimento de um meio adequado para que os Lactobacillus spp. possam se estabelecer 

novamente, reestabelecendo a microbiota vaginal saudável (VALENTA et 2005). Por 

fim, ensaios preliminares da ação das nanocápsulas demonstraram um maior efeito do 

composto nanoencapsulado (MIC: 6,25 µM) em comparação do livre (MIC: 12,5 µM). 

As comorbidades do trato genital combinadas com a não adesão ao tratamento, 

falhas terapêuticas e pressão seletiva devido a altas doses de medicamentos têm levado a 

um cenário preocupante de resistência à vaginite (SECOR et al. 2014). Assim, permanece 
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a necessidade de determinar se casos assintomáticos de vulvovaginite têm complicações 

para os indivíduos infectados e seus parceiros sexuais e, além disso, prevê-se que a 

restrição de tratamento em uma única classe, no caso da tricomoníase, os 5-

nitroimidazois, tornar-se-á gradualmente uma estratégia de saúde pública insustentável. 

Esforços são necessários para identificar alternativas para prevenir ou tratar essas 

infecções antes da confirmação desse prognóstico negativo. Neste contexto, a 

incorporação do composto cobre-fendiona em nanocápsulas poliméricas e sua veiculação 

em polímero mucoadesivo proverão opções para o tratamento intravaginal tópico visando 

ao controle da tricomoníase e comorbidades do trato vaginal contribuindo para a saúde 

da mulher. 
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Os resultados obtidos no desenvolvimento desta tese permitem as seguintes conclusões: 

(i) Após tratamento com o cobre-fendiona ocorre ativação de vias de morte 

celular semelhante a apoptose em T. vaginalis;  

(ii) Cobre-fendiona inibe a expressão gênica de enzimas responsáveis pela 

detoxificação em T. vaginalis, gerando um impacto negativo na função do 

metabolismo oxidativo com aumento de espécies reativas de oxigênio;  

(iii) Redução da capacidade proteolítica do protozoário, com inibição da expressão 

de peptidases e potencial interação do cobre-fendiona com as 

metalopeptidases TvMP50 e TvGP63;  

(iv) Redução da citólise de células epiteliais em parasitos pré-tratados com cobre-

fendiona;  

(v) Ação antibacteriana, antifúngica e anti-biofilme frente a espécies de Candida 
e agentes causadores de vaginite aeróbia;  

(vi) Desenvolvimento e caracterização de uma formulação de nanocápsulas 

poliméricas contendo cobre-fendiona com atividade anti-T. vaginalis 

melhorada quando comparado com o composto na sua forma não encapsulada.
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A fim de seguir na elucidação da atividade do cobre-fendiona frente ao parasito T. 

vaginalis e na busca por novas alternativas terapêuticas para a tricomoníase, este estudo 

tem como perpectivas o desenvolvimento e caracterização de suspensões de nanocápsulas 

poliméricas mucoadesivas, através: 

 

1. Desenvolvimento de metodologia para análise por HPLC-DAD; 

2. Ensaio de citotoxicidade e hemólise; 

3. Avaliação da adesividade, penetração e permeação em mucosa vaginal suína. 

4. Avaliação da atividade anti-T. vaginalis e antimicrobiana da formulação 

nanotecnológica contendo Cu-fendiona in vivo em camundongos e avaliação da 

toxicidade
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Anexo 1: Vaginitis: Review on Drug Resistance 
 

 

 

 

 

O Anexo I é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, que no 
texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as páginas 217 -231. 
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Anexo 2: Autorização para uso de imagem como figura 2 da seção Estado da Arte. 
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