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Abreviaturas

VSP’s — Variant Specific Surface (proteinas especificas de superficie)
CWP’s — Cyst Wall Protein (proteinas da parede do quisto)

MUC 2 — Mucin 2 (proteina mucina)

MetAP| — Methionyl Aminopeptidase | (aminopeptidase-|-metionina)
MetAP2 — Methionyl Aminopeptidade 2 (aminopeptidase-2-metionina)
IgA — Imunoglobulina do tipo A

NO - Nitric Oxide (Oxido nitrico)

NOS — Nitric Oxide Synthases (Oxido nitrico sintetase)

NR — Nitro-redutase

ROS — Reactive Oxigen Species (espécies reativas de oxigénio)

DNA — Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

RNA — Ribonucleic acid (acido ribonucleico)

MRNA — messenger RNA (RNA mensageiro)

tRNA — transfer RNA (RNA de transferéncia)

PCR — Polymerase chain reaction (reagao em cadeia da polimerase)
ATP — Adenosine Triphosphate (adenosina trifosfato)

NADH — Nicotinamide Adenine Dinucleotide (dinucleétido de nicotinamida e adenina)
NADPH — Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosfate (fosfato de dinucledtido de nicotinamida
e adenina)

ADP — Adenosine Diphosphate (adenosina difosfato)

FAD — Flavin Adenine Dinucleotide (dinucledtido de flavina e adenina)
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Resumo

Giardia é um protozoario entérico flagelado que engloba seis espécies. Giardia duodenalis
€ a espécie mais preocupante para o homem, mais concretamente os grupos genéticos
assemblages A e B. Morfologicamente apresenta duas formas, o quisto (forma infetante e
altamente resistente) e o trofozoito (forma vegetativa). A via de transmissao é fecal-oral e 10
a 25 quistos sao suficientes para causar a doenga. A viruléncia do parasita em muito contribui
para o aparecimento da doenga, apresentando o parasita como fatores de viruléncia os flagelos
e as proteinas especificas de superficie.

Em 60 a 80% dos casos a giardiase é assintomatica, mas podem surgir sintomas como
dores abdominais, flatuléncia, nauseas, vomitos e anorexia. Quando a doenga se prolonga no
tempo podem advir outras complicagdes, podendo observar-se diarreia croénica (4% dos
casos), mais comum em areas endémicas e individuos imunocomprometidos.

Na maioria dos casos a giardiase € autolimitada, nao necessitando qualquer tipo de
tratamento. Quando ha necessidade de terapéutica farmacoldgica recorre-se em primeira
linha ao metronidazol e albendazol, um 5-nitroimidazol e um benzimidazol, respetivamente.
Porém é cada vez mais comum o aparecimento de resisténcias, pelo que se recorre a outros
farmacos como a furazolidona, nitazoxanida, quinacrina, paramomicina e bacitracina-zinco.

Nenhum farmaco tem, atualmente, o perfil de eficacia e seguranca ideal devido aos
efeitos secundarios, resisténcia aos farmacos e ao abandono da terapéutica pelos regimes
posolégicos complexos. Observa-se, assim, a uma pesquisa constante de novas moléculas com
atividade antigiardial, das quais se salienta o composto anti-tumoral NBDHEX e os analogos
das purinas. Por um lado, testam-se moléculas ja aprovadas para outros fins terapéuticos,
como por exemplo a auronofina, fumaligina, cloroquina, orlistato, miltefosine e omeprazol.
Por outro lado, o estudo da biologia e da bioquimica do parasita permite a identificagao de
alvos essenciais para a sua sobrevivéncia, como € o caso de dihidrolase, o carbamaso quinase
e enzimas superoxido redutase e NADPH oxidase, essenciais para a obtengao de energia.
Observa-se também o renascer da fitoterapia, principalmente com o objetivo de diminuir os

efeitos secundarios.

Palavras-chave

Giardia duodendlis, giardiase, prevencao, tratamento, eficacia/efetividade, alvos farmacoldgicos
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Abstract

Giardia is a flagellated enteric protozoan which comprises six species. Giardia duodenalis
is the most disturbing species for humans, specifically genetic groups assemblages A and B.
Morphologically has the cyst-form (infective, highly resistant) and trophozoite (vegetative
form). The transmission is fecal-oral and 10 to 25 cysts are sufficient to cause disease. The
parasite virulence in greatly contributes to the emergence of the disease, with the parasite
virulence factors as the flagella and the specific surface proteins.

Most of giardiasis cases is asymptomatic (60 to 80%), but may also appear symptoms
such as abdominal pain, flatulence, nausea, vomiting and anorexia. When the disease is
prolonged in time may result another complication, chronic diarrhea could be observed (4%
of cases), more common in endemic areas and immunocompromised.

In many cases, giardiasis is self-limiting and does not require any treatment. When there
is a need for drug therapy relies on metronidazole (5-nitroimidazole) and albendazole
(benzimidazole) as first line. However, the emergence of resistance it is increasingly common,
so other agents such as furazolidone, nitazoxanide, quinacrine, paromomycin and bacitracin
zinc are used.

No drug currently has the efficacy profile and optimal safety due to side effects, drug
resistance and the complex dosing regimens that that lead to abandonment of therapy. Thus
it is observed a constant research for new molecules with antigiardial activity, stands out the
anti-tumor compound NBDHEX and the analogs of purines. For one hand, molecules already
approved for other therapeutic purposes are tested against Giardia duodenalis, for example the
auranofin, fumagillin, chloroquine, orlistat, miltefosine and omeprazole. Moreover, the study
of the biology and biochemistry of the parasite allows the identification of targets essential for
survival, such as the case of dihidrolase, the carbamaso kinase, superoxide reductase and
NADH oxidase enzymes essential for obtaining energy. It is also observed the revival of herbal

medicine, mainly in order to reduce side effects.

Keywords
Giardia duodendlis, giardiasis, prevention, treatment, efficiency/ effectiveness, pharmacological

targets
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I- Introducio

Giardia duodenalis, também conhecida como Giardia lamblia ou Giardia intestinalis € um
parasita flagelado. Pertence ao género Giardia, familia Hexamitidae, ordem Diplomonadida,
sub-filo Mastigophora (flagelados) e filo Sarcomastigophora. E o patogéneo protozoério mais
comumente encontrado a nivel mundial e o Unico que coloniza o limen do intestino delgado
(duodeno e jejuno) (Paniker, 2013). Infeta mil milhdes de pessoas, sendo que surgem 200 a
300 milhdes de novos casos por ano. Este parasita pode considerar-se a maior fonte de
doengas transmitidas pela dgua em todo o mundo (Ansell et al., 2015). Os surtos de giardiase
observam-se principalmente em creches ou lares, nos viajantes que visitam paises com
condigoes de higiene precarias, em caminhantes ou numa dada populagao abastecida por dado
curso de agua que, por qualquer razao, tenha sido contaminado. Estima-se que em Portugal a
taxa de infecao seja de 3,7%, mas este valor pode ser inferior ao real, devido a subnotificagao
(principalmente porque ha casos agudos que se resolvem espontaneamente sem a necessidade
de diagnostico) (Yaoyu e Xiao, 201 ). A giardiase incide mais em regices de clima temperado
(Rey, 2002).

A infecao por G. duodenadlis pode ser aguda ou evoluir para a forma crénica. Geralmente
a doenga aguda resolve-se espontaneamente e &, muitas vezes, assintomatica. Ja a forma
crénica necessita tratamento e € quase sempre sintomatica, variando os sintomas desde
diarreia, dores abdominais, nauseas a sindrome de ma absorcao, défice de crescimento e
atraso na aprendizagem (Ansell et al., 2015).

As doencas diarreicas (como a giardiase) sao debilitantes, sendo mesmo a segunda
causa de morte em criangas até aos 4 anos (Ansell et al,, 2015). Tendo em conta a falta de
medicamentos eficazes e seguros na erradicagao deste parasita, este trabalho pretende fazer
nao s6 um levantamento e uma andlise da terapéutica existente, como também dos possiveis

alvos terapéuticos.
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2- Giardia e giardiase

2.1- Descricdo do parasita

Giardia é um género de protozoario entérico flagelado que engloba seis espécies, sendo
a Giardia duodenalis, também conhecida por Giardia intestinalis, Giardia lamblia ou Lamblia
intestinalis responsavel pela giardiase humana (Yaoyu e Xiao, 2011; The Center for Food
Security & Public Health, 2012) . A espécie G. duodenalis divide-se ainda em sete assemblages
(de A a G), sendo que as assemblages A e B apresentam baixa especificidade de hospedeiro,
ao contrario dos restantes cinco, que demonstram elevada especificidade quanto a espécie
hospedeira (The Center for Food Security & Public Health, 2012). As assemblages mais
comumente encontradas em isolados humanos sao a A e a B (Nash, 2013), podendo estas ser
ainda subdivididas em subassemblages (The Center for Food Security & Public Health, 2012).
Ha estudos que indicam que a viruléncia da assemblage A é superior a assemblage B, outros
estudos apontam o contrario (The Center for Food Security & Public Health, 2012). Para além
das diferengas na patogenicidade (Cotton, Amat e Buret, 2015), as assemblages A e B sao
geneticamente bastante diferentes, ao ponto de se ponderar serem espécies diferentes. A sua
classificagdo em duas espécies nao se verifica pois hao cumprem alguns conceitos para a
distincao de espécies, como infetarem hospedeiros diferentes (Jerlstrom-Hultqvist, Ankarklev
e Svard, 2010).

Giardia duodenalis é um parasita flagelado, eucariota e unicelular. Morfologicamente
apresenta duas formas distintas, o trofozoito (forma vegetativa) e o quisto (forma infetante)
(Fig.1). O trofozoito apresenta uma forma piriforme, sendo arredondado na regiao anterior e
afilado na regiao caudal. Mede 10 a 20pm de comprimento por 5 a |5pum de largura e 4pm de
espessura. Possui um achatamento dorsoventral e contém uma area achatada e circular que
se denomina disco adesivo ou suctorial e que participa na adesao do trofozoito a mucosa da
porcao inicial do intestino delgado. Apresenta simetria bilateral, um par de nucleos, quatro
pares de flagelos (um par anterior, dois pares ventrais e um par caudal) que conferem a
mobilidade ao trofozoito. Possui dois corpos parabasais, em forma de virgula, que
correspondem ao aparelho de Golgi. Ao longo do eixo longitudinal celular contém o axostilo
(constituido por dois axonemas) de onde saem os flagelos ( Rey, 2002; Paniker, 2013; Murray,
Rosenthal e Pfaller, 2013). O parasita nao apresenta mitocondrias, € microaerofilico e tem
mitossomas, organelos muito reduzidos que participam na biossintese do cluster ferro-
enxofre. A energia necessaria € produzida por fosforilagao de substrato ou fermentagao, que

ocorre no interior da membrana plasmatica (Lalle et al., 2015).
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ipsoide ou ovoide), medindo 12um por 8um (Fig.1).

destacada do citoplasma e dois pares de nucleos. O

axostilo (constituido por quatro axonemas) também se consegue observar, assim como os

corpos parabasais, que também sao quatro (Paniker, 2013).

Disco Axostilo
Ventral . Parede do cisto
Corpos Basai Disco |
dos flagelos Ventral Nicleo
Nucléolo
Nucleo Nucleo
Corpos
Corpos parabasais
parabasais Flagelos >
(4 pares)
Flagelos
(4 pares)

Figura I: Estrutura de Giardia duodendlis (trofozoito e quisto). Adaptada de Paniker, 2013.

Giardia apresenta um ciclo de vida pouco complexo, transitando entre o quisto e o

trofozoito (Fig.2). O quisto é a forma infetante, que pode ser ingerido na agua, em alimentos

contaminados, por contacto direto com

pessoas infetadas ou fomites, havendo portanto uma

transmissao fecal-oral (Nabarro et al.,, 2015). Depois da ingestao do quisto, o pH acido do

estomago estimula o desenquistamento,

dando origem a quatro trofozoitos. Estes aderem a

mucosa e as microvilosidades da barreira epitelial intestinal na porgao inicial do intestino

delgado, onde é mais facil obter nutrientes e nao ha tanta competigao com a flora bacteriana

(Mastronicola et al, 2015). Por vezes

podem invadir as vias biliares de forma a obter

Estado precoce da

= enquistagdo
7 Estado tardio da 6

enquistagdo

fosfolipidos, causando cdlica

biliar e ictericia. O trofozoito

2 e 2
Ingestdo de ~ l‘ 3
“”'“‘“/ f;\ﬂ—:enquistasﬁu alimenta-se através da
R0 4 membrana e por processos de
lAguae comlda ¥ 4
t das W o i . . .
e 5 (Dl pinocitose (Paniker, 2013).
e 3
Trofozoitos colonizam 5 i 4-5
o intestino delgado 6-7
!r. e;_a;-\q;kf Figura 2: Ciclo de vida de Giardia duodenalis.
_8 PO R Y, Pode observar-se a ingestao dos quistos
ﬁ"'“‘“ Y8 através de agua ou alimentos contaminados,
ibertados nas =
fezes 7N os processos que ocorrem durante a sua

estadia no hospedeiro humano e a sua
excregdo via fecal. Adaptada de Lopez-
Romero et al.,, 2015.
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Reproduzem-se assexuadamente, por divisao binaria longitudinal, colonizando o lumen
e a superficie intestinal, mas nao invade camadas mais profundas da mucosa. Apesar da
reproducao ser unicamente assexuada verifica-se a existéncia de recombinagao genética,
muito Util para a adaptagao do parasita a condigoes adversas (Yaoyu e Xiao, 2011). Os
trofozoitos vao depois descendo pelo intestino até ao célon, onde, estimulados pelos sais
biliares e pH alcalino, produzem os componentes da parede do quisto (entre os quais as trés
proteinas fundamentais — CVVP) e as vesiculas secretoras, que transportam proteinas da
parede cistica (Gottig et al., 2006).

Os trofozoitos tém dois nicleos, cada um com genoma diploide (2N), sendo, portanto,
o genoma tetraploide (4N). Durante o enquistamento o genoma torna-se 16N, pois ha dois
ciclos de replicagao cromossomica sem divisao celular ( Bernander, Palm e Svard, 2001; Lopez-
Romero et al., 2015). Um quisto tem entao quatro nucleos, cada um com genoma tetraploide.
Durante a desenquistagao obtém-se quatro trofozoitos, cada um com dois nucleos diploides.
(Bernander, Palm e Svard, 2001; Lopez-Romero et al., 2015).

Os quistos expelidos sao bastante resistentes, sobrevivendo em condi¢oes adversas.
Quanto a sua infecciosidade, ha alguns estudos que apontam para a necessidade de maturagao
durante aproximadamente sete dias, ao passo que outros mostraram que sao infeciosos
aquando da sua saida do hospedeiro (The Center for Food Security & Public Health, 2012).

G. duodenalis é um parasita altamente contagioso, pois para além da resisténcia que os
quistos apresentam a condigoes adversas e aos desinfetantes mais comuns, 10 a 25 quistos sao
suficientes para causar doenga ( Nash et al., 1987). Apos a sua ingestao, o periodo de incubagao
varia de | a 45 dias e os sintomas surgem no espago de | a 2 semanas ( The Center for Food
Security & Public Health, 2012; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013). Durante a infegao poderao
ser eliminados 200000 quistos por grama de fezes (Paniker, 2013).

Estudos recentes indicam que os flagelos podem contribuir para a viruléncia de Giardia,
pois para além de conferirem mobilidade, podem contribuir para a adesao a mucosa e podem
ainda provocar danos na mesma, permitindo uma maior e mais facil colonizagao (Kriiger e
Engstler, 2015). Movimentos hidricos provocados pelos flagelos podem ainda facilitar a
alimentagao dos trofozoitos (Kriiger e Engstler, 2015). As proteinas especificas de superficie
(VSP’s) sao também um fator de viruléncia bem conhecido. O parasita altera as suas VSP’s para
escapar ao sistema imune do hospedeiro e assim conseguir sobreviver (Paniker, 2013).

Como fonte primaria de energia o trofozoito usa L-arginina, utilizada também pelo
hospedeiro na constituicao de proteinas e em vias de sinalizagao. A deplegao de L-arginina

pode levar ao aparecimento de giardiase sintomatica, para além das consequéncias organicas,
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como diminuicao da produgao de oxido nitrico (importante na erradicagao do parasita),
modulagao de células T, alteragao da fungao de células dendriticas e inibicao da proliferagao
epitelial intestinal. Assim, a suplementagao com ornitina (percursor da L-arginina) aquando da

reidratagao podera ser benéfica na giardiase (Cotton, Amat e Buret, 2015).

2.2- Algumas consideragoes sobre a giardiase

Giardiase (ou giardiose) é uma doenga gastrointestinal provocada por parasitas do
género Giardia, quando os trofozoitos colonizam o intestino delgado do hospedeiro. A
principal espécie, se nao a Unica, causadora de giardiase no homem ¢é Giardia duodenalis (The
Center for Food Security & Public Health, 2012). A infecao pode ser assintomatica (60 a 80%
dos casos) ou pode estar associada a sintomas (20 a 40% dos casos) como diarreia aguda com
cheiro fétido e aspeto gorduroso (contém frequentemente muco, mas raramente sangue ou
pus) ( Gardner e Hill, 2001; The Center for Food Security & Public Health, 2012). Dores
abdominais, flatuléncia, nduseas, vomitos e anorexia sao também sintomas comuns. Em casos
mais graves observa-se perda de peso, desidratagao, fadiga, anemia, podendo culminar em
sindrome de ma absorcao (que inclui deficiéncia em dissacaridases e em vitaminas), atraso no
crescimento e capacidade cognitiva € também passivel de ocorrer em criangas ( Buret, 2008;
The Center for Food Security & Public Health, 2012). A diarreia croénica, caracteristica de
infecao croénica (4% dos casos) nao é comum, com excecao de areas endémicas ou de
individuos imunocomprometidos (apesar de nao ser um parasita oportunista). Aquando de
infecao croénica é ainda possivel desenvolverem-se complicagoes extraintestinais, tais como
patologias articulares, dérmicas, oculares e até mesmo alteragoes no sistema nervoso central,
sendo que os mecanismos envolvidos sao desconhecidos (The Center for Food Security &
Public Health, 2012; Cotton, Amat e Buret, 2015). A giardiase raramente é fatal e em cerca
de 85% dos casos € autolimitada (Miyamoto e Eckmann, 2015).

Para explicar a variabilidade sintomatica muitas hipoteses tém sido consideradas, desde
o gendtipo da estirpe, quantidade de quistos ingeridos, coinfecgoes e fatores do hospedeiro,
como estado nutricional e imunidade, nomeadamente a capacidade de produzir IgA
(Astiazaran-Garcia et al., 2015).

E de notar que ha maior propensio para giardiase sintomatica em paises desenvolvidos.
Contrariamente, nos paises em desenvolvimento ha uma maior taxa de giardiase assintomatica
(Faubert, 2000), o que torna dificil o diagnostico e tratamento, com consequente propagacao
da infecao. Verifica-se, também, que a severidade dos sintomas é maior em paises

desenvolvidos (Cotton, Amat e Buret, 2015).
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A interagao trofozoito-hospedeiro desencadeia respostas fisiopatologicas responsaveis
pela doenca diarreica. Tal como nalgumas doengas inflamatorias crénicas (ex. doenca de
Crohn), na infecao por G. duodendlis verifica-se disfungao da barreira intestinal (muco e/ou
epitélio intestinal), havendo um aumento da permeabilidade ou até mesmo a sua perfuragao.
Esta disfungao da barreira epitelial pode dever-se a degradagao da proteina MUC2 (principal
proteina constituinte do muco) ou ao seu esgotamento (Cotton, Amat e Buret, 2015). O disco
ventral, responsavel pela aderéncia do trofozoito a mucosa intestinal, também podera alterar
a barreira (Gardner e Hill, 2001). Verifica-se, também, o encurtamento das microvilosidades
intestinais, assim como a sua atrofia. Ha a ativagao de linfécitos do hospedeiro e hipersecrecao
anionica, com consequente aumento do transito intestinal (Astiazaran-Garcia et al,, 2015). G.
duodenalis podera também libertar substancias citopaticas que desencadeiam a libertagao de
citocinas e inflamagao (Gardner e Hill, 2001).

A imunidade inata e adaptativa agem em conjunto para controlar a infegao por Giardia
duodenalis (Fig.3) (Lopez-Romero et al,, 2015). A primeira barreira a fixagao do parasita ¢é a
barreira mecanica — muco e peristaltismo. O muco diminui a adesao e o peristaltismo aumenta
o transito intestinal, com consequente aumento da eliminagao parasitaria. Os peptideos
antimicrobianos vao também participar na erradicagao de G. duodendlis. O microbiota intestinal
compete com o parasita e modula a resposta imune. A resposta imune inata inclui os
mastocitos, que libertam IL-6 e em conjunto com o 6xido nitrico aumentam o peristaltismo
intestinal, com consequente aumento da eliminagao parasitaria. O 6xido nitrico inibe ainda o
desenquistamento e a enquistagao. Inclui também as células M, que por sua vez reconhecem
antigénios e induzem a resposta imunologica. As células dendriticas fazem a ligagao entre
imunidade inata e adaptativa, reconhecem os antigénios e apresentam-nos as células T, que
induzem a produgao de citocinas pro-inflamatorias e IgA, que neutralizam o parasita (Lopez-

Romero et al., 2015).
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Mecanismos de defesa contra G.duodenalis
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Figura 3: Imagem explicativa dos mecanismos de imunidade contra o parasita aquando da sua chegada ao limen intestinal humano.

|-Camada de muco e peristaltismo sdo as barreiras mecdnicas que impedem a fixagdo.

2- Peptideos antimicrobianos.

3- Microbiota intestinal, efeito antigiardial pela competicdo, toxicidade ou modulagdo da resposta imune.

4- Mastdcitos que libertam IL-6 (citocina pré-inflamatéria) e promovem o peristaltismo.

5- Oxido nitrico, produzido a partir da L-arginina pela NO sintetase tem um efeito citopdtico, inibe a exquistacdo/enquistacdo e aumenta
o peristaltismo.

6- Células M, captam antigénios por endocitose e induzem respostas imunes.

7- Células dendriticas (DC), que ligam a resposta imune inata a adaptativa. Reconhecem antigénios e apresentam-nos as células T.
8- Produgdo de citocinas.

9- IL-6, vinda das DC, das células T ou dos mastdcitos induzem a producdo de IgA.

10- IgA neutraliza G. duodenalis, diminuindo a aderéncia a mucosa.

I'[- Células T CD4+ libertam citocinas pré-inflamatdrias.

| 2- Linfdcitos intra-epiteliais (principalmente células T CD8+), que desempenham fungbes no processo patoldgico intestinal.

Imagem adaptada de Lopez-Romero et al., 2015.

O diagnéstico € feito pela pesquisa de quistos ou trofozoitos nas fezes, sendo
normalmente pesquisados os quistos, pois sao expelidos em maior numero, sio mais
resistentes e mais faceis de observar. Podem usar-se técnicas de coloragao para facilitar a
observagao (Koehler et al,, 2014). A recolha de fezes deve ser feita em 3 dias, pois a expulsao
de quistos pode ser intermitente. Uma amostra de fezes permite detetar 60 a 80% das
infecSes, ao passo que trés amostras detetam mais de 90% (Gardner e Hill, 2001). Em

individuos com baixa ou nula excregao de quistos e forte suspeita de infecao por Giardia, pode-
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se recorrer a endoscopia com amostragem de fluidos do duodeno e biépsia (Wolfe, 1992).
Testes mais recentes incluem microscopia de fluorescéncia, imuno-cromatografia e ensaios
ELISA (imunofluorescéncia direta e indireta). Contudo, estes testes usam-se em estudos
epidemiologicos e de controle, raramente em diagndstico laboratorial de rotina. Até ao
momento as culturas in vitro s6 se utilizam em investigacao (The Center for Food Security &
Public Health, 2012). Para o diagnostico pode ainda fazer-se a pesquisa de anticorpos, mas esta
apresenta baixa sensibilidade e baixa especificidade, para além de nao distinguir entre infecao
recente e passada (Paniker, 2013). A técnica de PCR tem sido usada para identificar os
diferentes genotipos de Giardia duodenalis (Yaoyu e Xiao, 201 1).

A prevaléncia da giardiase é muito diversificada, dependendo da zona geogrifica: de |
a 6% na Europa e Estados Unidos da América (sendo que nos individuos imunocomprometidos
varia entre 3 e 14%) e nos paises subdesenvolvidos, como paises Africanos, Asiaticos e da
América Latina a prevaléncia sobe para 8 a 30% (The Center for Food Security & Public Health,
2012). E ainda comum adquirir-se giardiase em viagens a zonas endémicas (Meltzer, Lachish e
Schwartz, 2014).

Como acontece noutras doengas gastrointestinais, ha cuidados basicos que se devem
adotar em situagoes de giardiase, tal como ingestao adequada de fluidos e eletrolitos e dieta
apropriada, isenta de lactose. A intolerancia a lactose pode durar meses, pelo que a dieta
devera ter em conta este ponto, mesmo apds o desaparecimento dos sintomas (The Center

for Food Security & Public Health, 2012).

2.3- Prevencio

Apesar de desejado, ainda nao existe uma vacina humana contra este parasita, pois
Giardia tem a capacidade de alterar as proteinas de superficie (VSP’s), conseguindo escapar ao
sistema imunitario do hospedeiro (Kulakova et al., 2014). Existe apenas uma vacina veterinaria,
GiardiaVax, composta por um lisado de células totais de isolados de ovelhas, caes e humanos.
Esta vacina reduz os sintomas e a duragao da eliminagao de quistos (Olson, Ceri e Morck,
2000).

O tratamento da agua de consumo ¢ essencial (filtragao, cloragao, ozonizagao, iodagao,
irradiagao UV ou fervura por | minuto). Nao se deve ingerir agua nao tratada de lagos, rios,
nascentes ou pocos. As frutas e os legumes devem ser bem lavados e, em casos de maior
risco, descascadas. Deve evitar-se consumir invertebrados aquaticos que se alimentam por
filtracado (marisco, mexilhao, ostras e ameijoas) pois concentram os parasitas aquando da

filtragao da agua. O individuo infetado nao deve nadar em aguas de recreio até 2 semanas apos
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o final dos sintomas, para se garantir que nao haja excregao de quistos. Dado que nao existem
farmacos profilaticos, uma higiene adequada é necessaria para evitar a ingestao de quistos,
sendo que lavar as maos frequentemente € indispensavel. Cuidadores de criangas e idosos
devem ter especial atengao aquando da mudancga da fralda. Durante a atividade sexual deve
evitar-se o contato da pele e mucosas com a regiao anal. A compostagem das fezes animais,
para uso em agricultura, pode diminuir ou eliminar os quistos. Deve prestar-se bastante
atengao ao tratamento de aguas residuais e esgotos (The Center for Food Security & Public

Health, 2012).

3- Tratamento farmacolégico da giardiase - alvos, farmacos e resisténcias

Apesar da giardiase ser, na maior parte das vezes, autolimitada, € muito comum
verificarem-se recorréncias, principalmente em areas endémicas, pelo que o tratamento da
infecao acaba por ser necessario e importante, pois o desenvolvimento de giardiase crénica,
como ja foi referido, pode causar complicagoes, inclusive extraintestinais (Miyamoto e
Eckmann, 2015).

Sendo G. duodenalis o parasita mais comumente encontrado no intestino humano (33%
da populagao dos paises em desenvolvimento tem histéria de giardiase) é de esperar que
existam diversos farmacos capazes de o combater de forma eficaz, porém tal espectativa nem
sempre se concretiza. Ha na realidade bastantes farmacos com atividade antigiardial, mas nem
sempre sao eficazes, aparecendo cada vez mais resisténcias (Leitsch, 2015). Outro problema
€ que os regimes terapéuticos exigem tratamentos prolongados e com varias administragoes
diarias, o que diminui a adesao a terapéutica (Miyamoto e Eckmann, 2015).

Independentemente do farmaco usado, as taxas de cura sao normalmente inferiores a
100%. Para este resultado contribui nao sé a resisténcia aos farmacos mas também a
especificidade do farmaco para apenas uma das fases do ciclo de vida do parasita, reinfegoes,
subdosagem, imunossupressao ou baixa biodisponibilidade do farmaco (Rayan et al, 2015).
Outros fatores menos comuns podem ser instabilidade quimica e/ou fisico-quimica do
medicamento, ma conservacgao, transporte inadequado ou o uso de medicamentos falsificados.
Quando ao fim de dois ciclos de tratamento nao se verifica a cura da parasitose deve mudar-
se de farmaco, administrando-se o novo farmaco isoladamente ou em conjunto com o
primeiro. Para evitar resisténcias deve dar-se preferéncia a terapia combinada (Leitsch, 2015).
Apesar de desejado, nao ha protocolos de tratamento pelos quais os prescritores se possam

guiar para oferecer o melhor tratamento, ou o mais correto, a cada doente (Gardner e Hill,

2001).
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Portadores assintomaticos nao necessitam de tratamento, mas se o fizerem diminuem
a excregao de quistos, o que é benéfico para limitar a propagacao da doenga (The Center for

Food Security & Public Health, 2012).

3.1- Compostos 5-nitroimidazoéis — metronidazol, tinidazol, ornidazol e
secnidazol

Metronidazol é o firmaco mais usado no tratamento da giardiase. E um pro-farmaco
desenvolvido em 1950, inicialmente contra o parasita Trichomonas vaginalis (Gardner e Hill,
2001). Logo apos a sua descoberta foi testado noutros parasitas, tendo sucesso no tratamento
de alguns parasitas anaerobios ou microaerofilicos. Este sucesso terapéutico deve-se ao facto
de ser um pro-farmaco que so ¢ ativado aquando da redugao do seu grupo nitro, reagao que
ocorre em organismos anaerébios ou microaerofilicos com metabolismo fortemente redutor,
como é o caso dos trofozoitos de G. duodenalis (Upcroft e Upcroft, 2001). O metronidazol
entra na célula parasitaria por difusao passiva (Ansell et al., 2015).

Depois de reduzido, este farmaco induz a degradagao do DNA e inibe a respiragao do
trofozoito (Gillis e Wiseman, 1996). A ativagcao metabolica do farmaco origina radicais toxicos
que se vao ligar a tidis livres (como por exemplo a cisteina), formar adutos covalentes com a
cisteina presente nas proteinas e interagir com a enzima redox, tioredoxina redutase, inibindo
a sua fungao (Leitsch et al., 2007). No parasita G. duodenalis observa-se ainda a inibicao do fator
de alongamento |-y, responsavel pela tradugao proteica (Leitsch et al,, 2012). Os diferentes
mecanismos de agao do metronidazol culminam num stress oxidativo grave para o trofozoito,
levando a sua morte. Ja no quisto nao se consegue observar esta eficacia, talvez pelo facto do
farmaco nao conseguir atravessar a parede do quisto (Gardner e Hill, 2001).

Recomenda-se a administragao de uma ou duas doses didrias, entre 5 a 10 dias, o que
muitas vezes invalida a terapéutica, por falta de adesao a mesma. Por esta razao, muitas vezes
recorre-se ao tinidazol, secnidazol ou ao ornidazol, que tém mecanismos de agao muito
semelhantes mas usam-se em administragao Unica, pois tém um tempo de meia vida
consideravelmente maior, conseguindo assim melhor adesao a terapéutica (Leitsch, 2015).

Os efeitos secundarios do metronidazol incluem dor de cabega, vertigem, nauseas e
sabor metdlico. Pode observar-se neutropenia reversivel e em doses elevadas, pancreatite e
alteragoes do sistema nervoso central. O consumo de alcool concomitantemente pode
exacerbar os sintomas (Gardner e Hill, 2001).

Um mecanismo de resisténcia ao metronidazol relaciona-se com a sua ativagao in vivo.

Organismos insensiveis a este firmaco tém, geralmente, diminuta atividade da enzima
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oxidorredutase piruvato ferredoxina (PFOR) e/ou no seu co-fator. A enzima reduz a
ferredoxina (co-fator) e este transfere um eletriao para o metronidazol, tornando-o ativo.
Quando este processo nao ocorre, o pro-firmaco nao se torna ativo, nao exercendo a sua
atividade (Narikawa, 1986). Sao também fatores de risco para o fracasso da terapéutica a
deficiéncia em IgA e o doente ser portador de HIV ou doenga celiaca (Nabarro et al., 2015).
Os mecanismos propostos para a resisténcia aos farmacos 5-nitroimidazois, no geral,
sao a reduzida atividade da enzima oxirredutase de ferredoxina piruvato e a alteragao da

expressao de genes envolvidos na resposta ao stress celular.

3.2- Composto 5-nitrotiazol - nitazoxanida

A nitazoxanida foi aprovada em 2004, nos Estados Unidos da América, para o
tratamento da giardiase pediatrica. Geralmente é bem aceite, pois s6 é administrada 3 dias e
como ¢ fracamente absorvida no intestino, nao causa grandes efeitos secundarios (Leitsch,
2015). Analogicamente aos compostos 5-nitroimidazais, a nitazoxanida € um pro-farmaco e a
sua ativacdo ocorre através da redugao do grupo nitro. Os alvos farmacologicos da
nitazoxanida englobam a enzima de descarboxilagao do piruvato (PFOR), a enzima nitro-
redutase e uma quinona redutase (Leitsch, 2015). O comprometimento destes multiplos alvos
alteram a integridade celular, comprometendo a membrana ventral e levando a sua
vacuolizagao (Leitsch, 2015).

A resisténcia a este farmaco ainda nao foi observada na pratica clinica, mas pode ser
induzida in vitro (Leitsch, 2015). Nas linhas celulares resistentes verificou-se um aumento de
proteinas chaperonas, como Hsp70, Hsp90 e Cpn60 e também de antigénios de superficie. Os
niveis de PFOR nao se encontravam alterados, sugerindo que culturas resistentes ao

metronidazol nao tém que ser resistentes a nitazoxanida (Leitsch, 2015).

3.3- Benzimidazois - albendazol e mebendazol

Albendazol foi usado inicialmente (1983) para o tratamento de infe¢oes helminticas
(Solaymani-Mohammadi et al., 2010). Logo de seguida foi descoberto o seu potencial no
tratamento da giardiase, sendo administrado numa toma diaria de 400mg, durante 5 dias
(Solaymani-Mohammadi et al, 2010). A sua grande vantagem é que provoca menos efeitos
secundarios que o metronidazol, pois é pouco absorvido a nivel intestinal. Porém, ha
evidéncias de teratogenicidade em ratinhos de laboratério (Solaymani-Mohammadi et dl,

2010).
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O albendazol e o mebendazol tém como alvo a B-tubulina, principal constituinte do
citoesqueleto de Giardia duodenadlis. Ao ligarem-se a B-tubulina inibem a polimerizacao do
citoesqueleto, induzindo defeitos estruturais graves, matando o parasita (Solaymani-
Mohammadi et al., 2010). Por outro lado, dificulta a captagao de glicose, o que diminui a
sobrevivéncia do trofozoito (Gardner e Hill, 2001). Albendazol apresenta o mais amplo
espectro de atividade dos farmacos deste grupo, pelo que é o escolhido quando se pretende
uma administragdo em massa, sem diagndstico prévio, ou em situagoes de poliparasitismo
(Escobedo et al.,, 2016).

A resisténcia ao albendazol é relativamente frequente e pode ocorrer devido a
mutagoes no gene da B-tubulina (Aguayo-Ortiz et al, 2013). Outras causas podem ser
rearranjos cromossomicos, aberragoes no citoesqueleto e alteragao da expressao de outros
genes, incluindo uma proteina VSP-like, componentes do disco ventral ou varias enzimas como

a oxidase NADH e triosefosfato isomerase (Leitsch, 2015).

3.4- Nitrofuranos - furazolidona

Furazolidona é sintetizada desde que a classe dos nitrofuranos foi descoberta na década
40 (M Lindsay Grayson, 2012). E um pro-firmaco que é ativado in vivo pela reducio do grupo
nitro pela enzima NADH oxidase. Como o potencial de redugao é superior ao dos compostos
5-nitroimidazdis, furazolidona é mais facilmente reduzida em condicoes de microaerofilia, o
que a torna mais eficaz (Leitsch, 2015). Outra grande vantagem ¢é a possibilidade de formular
uma suspensao liquida, mais compativel a nivel pediatrico, apesar de ser necessario
administrar-se entre 7 a |10 dias, quatro vezes ao dia (Lerman e Walker, 1982; Leitsch, 2015).
Em relagdo ao mecanismo de agao, a furazolidona causa danos em proteinas e no DNA
(Leitsch, 2015).

A resisténcia a furazolina parece estar associada a alteragao na atividade da enzima
NADH oxidase, mas tal nao se verificou em isolados de G. duodendlis resistentes (Leitsch,
2015). Observou-se, porém, um aumento nas enzimas peroxiredoxina e tioredoxina redutase,
tornando o parasita mais tolerante as espécies reativas de oxigénio (Leitsch, 2015). Uma outra
possibilidade € a redugao da quantidade de farmaco que penetra a membrana do trofozoito

(Gardner e Hill, 2001).
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3.5- Quinacrina (mepacrina)

Quinacrina é um derivado de acridina e apresenta uma boa eficicia no tratamento da
giardiase (90%) (Miyamoto e Eckmann, 2015). Foi originalmente aprovado como antimalarico
e ap6s a Segunda Guerra Mundial passou a ser usado no tratamento da giardiase (Gardner e
Hill, 2001). Apesar da sua elevada eficacia (superior a 90%), o facto de ter que se administrar
durante 5 a 10 dias acrescido do facto de causar efeitos secundarios desagradaveis (nduseas e
descoloragao cutanea) tornam este farmaco uma escolha pouco usual. No entanto, quando a
monoteratia falha é usado como escolha de segunda linha terapéutica em combinagao com
metronidazol ou albendazol (Ehsanian, Waes, Van e Feller, 201 1).

Quanto ao seu mecanismo de agao tudo indica que inibe a sintese do acido nucleico
através da sua insergao no DNA, apesar de nao existirem evidéncias que se acumule no nucleo.
Por outro lado, existem evidéncias que também induz stress oxidativo na célula (Ehsanian,
Waes, Van e Feller, 201 ). In vitro observou-se uma redugao da viabilidade dos quistos, assim

como uma diminuida taxa de desenquistagao (Gardner e Hill, 2001).

3.6- Aminoglicosideos — paromomicina

Em 1989 verificou-se a eficacia da paromomicina no tratamento de G. duodenalis (Edlind,
1989). No entanto, a atividade anti-Giardia nao é constante, chegando mesmo a nao ter efeito
farmacologico (Edlind, 1989). Mesmo assim € utilizado pois apresenta a vantagem de ser pouco
absorvido a nivel intestinal, tornando-o seguro para ser utilizado durante a gravidez (Gardner
e Hill, 2001). Apesar da flutuagao de eficacia, paromomicina pode ser util, em combinagao com
o metronidazol quando estamos perante uma infegao resistente, sendo portanto uma
combinagao util como segunda linha de tratamento (Nash, 201 3).

A paromomicina inibe a sintese proteica e interfere com as subunidades 50S e 30S

ribossomal, levando a uma leitura errada dos codoes de mRNA (Gardner e Hill, 2001).

3.7- Polipeptideo - bacitracina-zinco

No ano 1994 descobriu-se que o antibidtico bacitracina era ativo contra G. duodenalis
(Andrews BJ , Panitescu D , Jipa GH , Vasile-Bugarin AC , Vasiliu RP, 1995). Um grande
inconveniente associado a este antibiotico € a necessidade de realizar a terapéutica durante
|0 dias consecutivos, o que diminui a adesao a terapéutica, diminuindo a eficacia e aumentando
a resisténcia do parasita a bacitracina (Andrews BJ, Panitescu D, Jipa GH, Vasile-Bugarin AC,

Vasiliu RP, 1995).
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Associar zinco a bacitracina tem demonstrado uma eficacia 5 a 10 vezes superior do
que a administragao isolada de bacitracina (Astiazaran-Garcia et al., 2015).

Fisiologicamente o zinco participa em eventos de sinalizagao intracelular, regulagao da
apoptose, metabolismo do ADN e RNA, expressao génica, modulagao imunitaria, sintese
proteica e regulagao enzimatica, sendo particularmente importante em 6rgaos com extensa
divisao celular, sistema imunitario e intestinos. A giardiase compromete o metabolismo do
zinco, diminuindo a imunidade inata e adaptativa e promovendo a sintese de citocinas
inflamatorias (Astiazaran-Garcia et al,, 2015). A suplementagao com zinco diminui a taxa de
diarreia causada por G. duodenadlis, nao sé pela sua importancia fisiologica, mas também pelo
facto de este se ligar as diferentes VSP’s presentes na superficie e nos flagelos do parasita
(Astiazaran-Garcia et al., 2015).

O recurso a suplementos com zinco pode prevenir, controlar e ajudar a tratar doengas
diarreicas infantis, sendo importante para a saude publica, principalmente em areas endémicas

(Astiazaran-Garcia et al., 2015).

4- Farmacos aprovados para outras situacdoes que estio em estudo quanto a
atividade antigiardial

Apesar do grande numero de fairmacos aprovados para o tratamento da giardiase
observa-se hoje um problema, falta de eficacia farmacologica, principalmente em paises
endémicos. Outro grave problema ¢ a falta de adesao a terapéutica e a existéncia de efeitos
secundarios por vezes acentuados. Por estas razoes, procura-se cada vez mais descobrir
moléculas que possam ser Uteis no tratamento da giardiase. A pesquisa de moléculas novas é
cara, morosa e nem sempre leva a bons resultados. Por esta razao, observa-se hoje em dia
(n3o so para a giardiase) a uma “reciclagem de moléculas antigas” no sentido de descobrir

novas atividades terapéuticas (Kulakova et al., 2014; Escobedo et al., 2015).

4.1- Auronofina

Auronofina é um farmaco aprovado atualmente para o tratamento da artrite
reumatoide (Tejman-Yarden et al,, 2013). Curiosamente verificou-se que inibe o crescimento
e a sobrevivéncia de diversos isolados de G. duodendlis (Tejman-Yarden et al, 2013). Uma
descoberta interessante e bastante importante relaciona-se com o facto de este farmaco
conseguir atuar contra isolados resistentes ao metronidazol (Tejman-Yarden et al, 2013).

Existem evidéncias de que o mecanismo de agao é semelhante aos compostos 5-
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nitroimidazdis, inibicio da tiorredoxina oxidorredutase, crucial na regulagio do stress

oxidativo do parasita (Tejman-Yarden et al., 2013).

4.2- Fumaligina

Fumaligina é usada para o tratamento de infegdes intestinais por microsporideos
protozoarios Enterocytozoon bieneusi em pacientes imunocomprometidos (Champion et al,
2010). No seguimento de um screening realizado a varias moléculas descobriu-se que a
fumaligina pode ter interesse no tratamento da giardiase (Leitsch, 2015). Fumaligina
apresentou eficacia similar ou superior que o metronidazol na erradicagao de G. duodenalis,
tendo demonstrado, também, atividade em isolados de Giardia resistentes ao metronidazol
(Kulakova et al., 2014).

Quando administrado por via sistémica apresenta efeito inibitorio sobre a angiogénese
(Ingber et al., 1990), porém, por via oral, a sua biodisponibilidade é reduzida, ficando o farmaco
concentrado no lumen intestinal, onde pode atuar diretamente sobre o parasita e evitar os
efeitos indesejaveis resultantes da administragao por via sistémica (Lijnen, Frederix e Hoef,
Van, 2010). Quanto ao seu mecanismo de agao, fumaligina inibe a aminopeptidase-2-metionina
(MetAP2) (Fahey, 1963). Os eucariotas codificam MetAP| e MetAP2, mas G. duodenadlis, apesar
de ser um ser eucariota, possui apenas MetAP2, razao pela qual fumaligina atua sobre o
parasita. O farmaco pode ser alterado perto do local ativo, de forma a ser mais seletivo para

o parasita (Kulakova et al., 2014).

4.3- Cloroquina

Cloroquina foi um farmaco sintetizado pela primeira vez em 1934, com a substituicao
do anel de acridina da quinacrina por um anel de quinolina (Escobedo et al, 2015). Foi
introduzido na terapéutica contra a malaria. Atualmente usa-se como terapia de segunda linha
na amebiase extraintestinal, HIV, sarcoidose, artrite reumatoide, lUpus eritematoso e na
sensibilizacao de células cancerigenas a radiagao e aos agentes quimioterapicos (Escobedo et
al,, 2015).

Apresenta também atividade anti Giardia, apesar do mecanismo de agao nao ser
totalmente conhecido acredita-se que se relaciona com a inibigao da adesao do trofozoito a
mucosa intestinal. Outra possibilidade é o farmaco causar a diminuicdo do consumo de
oxigénio nos trofozoitos (provavelmente por inibir a NADH oxidase). O tratamento com
cloroquina induz ainda danos na membrana, liga-se ao DNA e diminui a taxa de enquistamento

(Escobedo et al,, 2015).
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Estudos recentes indicam que é um farmaco seguro e eficaz (taxa de cura de 86%),
muito semelhante ao metronidazol. Apresenta alguns efeitos secundarios como dor de cabega
e prurido. Em tratamentos prolongados pode induzir alopecia, discrasias sanguineas,
neuromiopatias, surdez e lesdes na cornea e retina (Escobedo et al,, 2015).

Podemos concluir que estamos perante um farmaco que se pode revelar muito Gtil no
tratamento da giardiase, pois os seus efeitos secundarios sao ja conhecidos e é relativamente
barato. Sera entao Util realizarem-se mais estudos a fim de determinar a dose minima eficaz e
a duragao do tratamento, para que cloroquina seja introduzida na terapéutica contra a

giardiase (Escobedo et al., 2015).

4.4- Orlistato

Orlistato é um firmaco aprovado para o controlo da obesidade. E um inibidor da lipase,
impedindo a captagao de lipidos, indispensaveis ao rapido crescimento de G. duodenalis.
Verifica-se assim uma inibicao da replicagao de G. duodenadlis, dose dependente. Uma grande
vantagem deste farmaco é o facto de ser fracamente absorvido, exercendo a sua atividade
localmente e sendo posteriormente eliminado nas fezes. O seu maior inconveniente (ou efeito
secundario) relaciona-se com a inibicao de absorc¢ao de lipidos ou de outros farmacos com

caracter lipofilico (Hahn et al., 2013).

4.5- Miltefosine

Miltefosine foi inicialmente aprovado como anticancerigeno (Dorlo et al., 2012) e mais
tarde contra o parasita Leishmania donovani (Dorlo et al., 2012). E um éster fosfocolina de
alcoois alifiticos com cadeia longa. E semelhante ao grupo de alquil-lisofosfolipidos, que é um
analogo sintético da lisofosfatidilcolina ou lisolecitinas, apenas nao contém o esqueleto glicerol
(Dorlo et al., 2012). Inibe a proteina-cinase B (PKB), proteina fundamental na sinalizagao
intracelular que esta envolvida na sobrevivéncia da célula (Dorlo et al, 2012) e provoca a
morte celular por diferentes mecanismos apoptoéticos (citoplasmaticos, nucleares e
membranares). Recentemente demonstrou-se a sua eficicia no tratamento da giardiase,

apresentando atividade antigiardial in vitro e eficacia num modelo animal (Eissa e Amer, 2012).
4.6- Omeprazol

Um dos mais importantes inibidores da bomba de protoes (inibicao irreversivel)

demonstrou potencial antigiardial (Reyes-Vivas et al., 2014).
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Dado o facto de G. duodenadlis nao apresentar fosforilagao oxidativa, as enzimas da via
glicolitica sao alvos farmacolégicos muito atrativos, pois o seu bloqueio ira resultar na morte
do parasita (Reyes-Vivas et al., 2014).

O omeprazol interage com a cisteina da posi¢ao 222 da triose-fosfato isomerase de G.
duodenalis, inativando esta enzima. Tudo indica tratar-se de um farmaco muito promissor pois
é eficaz mesmo em culturas de Giardia nitazoxanida-resistentes. O omeprazol (e seus
isdbmeros) atua tanto em pH acido como em pH neutro, mas tem de atravessar a membrana
parasitaria para chegar ao citoplasma dos trofozoitos, local onde exerce a sua atividade. Apesar
de ser uma escolha promissora prevéem-se ja alguns mecanismos de resisténcia, como
redugao da permeabilidade da membrana e aprisionamento do farmaco a residuos de cisteina
presentes nas VSP’s (Reyes-Vivas et al, 2014). A mutagénese nao altera a atividade ou
estabilidade da enzima, isto é, podem ocorrer mutagoes em qualquer um dos cinco residuos
de cisteina da enzima que a sua constante cinética se mantém. Este facto pode ser um
obstaculo uma vez que o omeprazol s6 atua no residuo 222 de cisteina e a enzima podera

sofrer alteragoes neste residuo sem prejuizo para a sua atividade (Reyes-Vivas et al.,, 2014).

4.7- Outros

Varios farmacos com potencial antigiardial, entre as quais o carbadox (usado na
veterinaria na terapéutica antigiardial), tioxidazole, riboflavina butirato (derivado da vitamina
B12) e dissulfiram (utilizado no alcoolismo croénico inibe a enzima carbamato cinase do

parasita) foram identificados (Kulakova et al., 2014).

5- Perspetivas futuras para o tratamento da giardiase - pesquisa de novos
farmacos e possiveis alvos

Para melhorar as alternativas terapéuticas contra G. duodenalis deve-se ter em conta
nao so a alteragao de moléculas ja existentes mas também pensar em novos alvos terapéuticos
possiveis (enzimas essenciais, proteinas, membranas ou outras estruturas/moléculas

importantes) e tentar desenvolver ou pesquisar farmacos que atuem sobre estes alvos.

5.1- 2-aril-3-hidroximetilimidazo [1,2-a] piridina e pirimidina

Tal como ja foi referido, os compostos benzimidazois atuam por interagao com a f-
tubulina, causando deformagdes estruturais no parasita que resultam na sua morte.

Observou-se que o nucleo benzimidazol é muito semelhante ao nicleo imidazo [I,2-

a] piridina e pirimidina, tanto estrutural como eletronicamente. Perante este facto procedeu-
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se a substituicao do ndcleo imidazo [I,2-a], afim de estudar a sua atividade sobre G. duodenalis,
assim como a sua toxicidade sobre o hospedeiro. De catorze derivados analisados houve trés
que apresentaram melhor atividade contra Giardia - os derivados 2-a, 2-b e 2-c do composto
2-aril-3hidroximetilimidazo[|,2-a] piridina e pirimidina (Velazquez-olvera, Salgado-zamora e
Jiménez-cardoso, 2016).

Apesar de ser um estudo preliminar, tudo indica que combinar estes compostos com
o albendazole possa potenciar o efeito letal sobre G. duodendlis (Velazquez-olvera, Salgado-

zamora e Jiménez-cardoso, 2016).

5.2-Composto anti tumoral NBDHEX (6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-
tieniltio)hexanol)

Nas mitocondrias humanas existe uma enzima, glicero-3-fosfato desidrogenase FAD
dependente (mG3PD), crucial no processo de obtengao de energia. Esta enzima faz parte da
cadeia transportadora de eletroes podendo gerar espécies reativas de oxigénio (ROS). Uma
atividade descontrolada desta enzima pode conduzir ao aparecimento e crescimento de
tumores indiferenciados. Descobriu-se recentemente que o composto 6-(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiol-4-tieniltio)hexanol) (NBDHEX) interfere com a atividade desta enzima, tendo
atividade anti tumoral (Lalle et al,, 2015).

O parasita G. duodenadlis, apesar de nao ser portador de mitocondrias, apresenta os
mitossomas, organelos muito semelhantes a mitocondria humana. Apresenta também uma
enzima homologa (gG3PD), crucial no processo de obtengao de energia, tanto em meio
aerobio como em meio anaerobio. Dada a homologia entre mG3PD e gG3PD fez-se um
estudo para avaliar a atividade antigiardial do composto NBDHEX, tendo-se obtido resultados

promissores (Lalle et al., 2015).

5.3- Analogos das purinas

Estudos indicam que G. duodenadlis é incapaz de sintetizar nucleotidos, dependendo do
hospedeiro para a sintese do acido nucleico. Do mesmo modo, este parasita € incapaz de
realizar a interconversao entre os nucleétidos de purina (adenina e guanina) (Baum, Berens e
Marr, 1993). A via metabdlica das purinas no parasita é simples: os nucledsidos sao clivados e
em seguida fosforilados a monofosfatos de nucleétidos (Baum, Berens e Marr, 1993). Analogos
de purina sao potenciais farmacos para o tratamento da giardiase, pois incorporam-se no ADN
durante a replicagao, levando ao desemparelhamento do DNA e impede a proliferagao de

Giardia duodenalis (Rayan et al., 2015).
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Como exemplo pode referir-se a formicina A, arabinosido de adenina e 7-deadenosina
(Baum, Berens e Marr, 1993). Os andlogos das purinas entram na célula por um transportador

de nucleobases ou por difusao passiva (Baum, Berens e Marr, 1993).

5.4- Moléculas com capacidade de induzir stress nitrosativo

Viérias sao as moléculas capazes de induzir stress nitrosativo no trofozoito de G.
duodenalis. O s-nitroso-acetil-penicilamina, o nitroprussiato de sédio, o sal de Roussin preto e
o nitrito sao algumas dessas moléculas. Os mecanismos de agdo podem passar por causar a
diminuicao do potencial de membrana, induzir alteragoes morfoldgicas, alterar a capacidade
do parasita para consumir oxigénio, diminuir a atividade flagelar ou aumentar a suscetibilidade

ao stress osmotico, podendo culminar na morte parasitaria (Lloyd et al., 2003).

5.5- Extratos de Terminalia ferdinandiana, Corniculata oxalis, Osvris alba e
oleos essenciais

Observa-se hoje em dia ao renascer do interesse pela fitoterapia. Por um lado porque
se acredita que possa implicar menos reagoes adversas, por outro lado porque num alimento,
numa planta ou num fruto estao presentes muitos compostos, sendo que muitos deles atuam
sinergicamente por mecanismos diferentes, diminuindo as resisténcias parasitarias e
aumentando o sucesso do tratamento (Rayan et al., 2015).

O fruto de Termindlia ferdinandiana é usado, na maioria das vezes, na obtengao de
vitamina C, pois € rico neste constituinte. Para além da vitamina C salienta-se, ainda, o seu
conteldo em acidos benzoicos, flavonoides, flavononas, acido gilico e elagico, luteina, vitamina
E e seus derivados (Konczak et al., 2010).

Dada a versatilidade de compostos existentes neste fruto avaliou-se a atividade de
diferentes extratos na proliferagao de Giardia duodenalis. Os resultados obtidos indicam uma
eficacia dose-dependente, independentemente do extrato testado (Rayan et al, 2015). Os
extratos do fruto, os extratos metandlicos e aquosos inibiram 100% o crescimento do parasita,
enquanto que os extratos com acetato de etilo e cloroférmio foram menos ativos. Ja com o
extrato hexanilico nao se observou atividade antigiardial (Rayan et al, 2015). O estudo
realizado demonstrou que os extratos de Terminadlia ferdinandiana poderao ser uteis tanto no
tratamento como na prevencao de infegoes por G. duodendlis (Rayan et al., 2015).

Corniculata oxalis é uma planta que nasce espontaneamente na india e é usada no
tratamento de diarreia. Com base neste uso tradicional procedeu-se ao fracionamento dos

extratos desta planta, obtendo-se um composto glicerolipido (Manna et al, 2010). Este
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composto apresentou atividade antigiardial semelhante ao metronidazol, tendo a vantagem de
nao apresentar toxicidade sobre as células humanas (Manna et al., 2010).

Outra planta, Osvris alba (também conhecida por sandalo) usada tradicionalmente na
Jordania, foi alvo de estudos fitoquimicos (Al-Jaber et al., 2010) e descobriu-se um composto
alcaloide pirrolizidinico, com elevada atividade contra Giardia duodenadis e nao toxico para as
células humanas (Al-Jaber et al., 2010).

Também os oleos essenciais suscitam o interesse para a terapéutica antiparasitaria.
Utilizados desde a Idade Média, tém efeito antissético, sao bactericidas, viricidas, fungicidas,
antiparasitarios e inseticidas, tém aplicagdo medicinal e cosmética (Bakkali et al., 2008). Sao
extraidos de plantas aromaticas e contém um grande nimero de componentes, pelo que nao
tém alvos celulares especificos (Bakkali et al., 2008).

Tal como nos casos de stress oxidativo ou de insuficiéncia bioenergética, observa-se
que os 6leos essenciais induzem uma perda de radicais, citocromo C, ides calcio e proteinas,
devido ao aumento da permeabilidade das membranas (Bakkali et al., 2008). Os 6leos essenciais
mais ativos em Giardia duodenalis foram os fenolicos, principalmente os que contém carvacrol

(Thymbra capitata e Origanum virans) (Machado et al., 2010).

5.6- Galotaninos, compostos com uma unidade lactona ou com acido
quinico

Galotaninos sao compostos fenolicos capazes de inibir o crescimento de varias
espécies microbianas por diversos mecanismos, como ligacao a superficie celular (lipotoichoic
acid and proline-rich cell surface proteins) (Hogg e Embery, 1982) e inibicao da enzima
glicosiltransferase (Wu-Yuan, Chen e Wu, 1988).

G. duodendlis nao é capaz de sintetizar lipidos, pelo que usa os lipidos intestinais,
alterando-os por reagoes de desacilagao/re-acilagao para os integrarem na sua membrana. Os
compostos com uma unidade lactona inibem as reagoes de desacilagao/re-acilagao, pelo que
podem ser Uteis na inibicao do crescimento do parasita (Das, Castillo e Stevens, 2001).

Outros compostos possivelmente Uteis sao os que contém acido quinico, pois inibem
a sintase do leucil tRNA (Zhang et al., 2012). Esta enzima é responsavel pela correta tradugao
do cddigo genético, codifica o aminoacido correto para cada tRNA. Quando esta enzima esta

inibida ha uma inibigao da sintese proteica (Rayan et al,, 2015).
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5.7- Outros
Outros compostos demonstraram atividade em G. duodendlis. Destes compostos
podem enumerar-se DL-propanolol, prépolis, éleo de girassol ozonizado, formononetina e

pentamidinas (Leitsch, 2015).

5.8- Alvos terapéuticos

O desenvolvimento de novos farmacos tem como base o estudo do metabolismo e
biologia do parasita identificando-se o que é crucial para a sua sobrevivéncia.

Uma caracteristica de Giardia duodenalis é o facto do seu metabolismo ser fermentativo,
o transporte de eletroes ocorre na auséncia de fosforilagao oxidativa mitocondrial. O parasita
€ microaerofilico, tem sistemas que lhe permitem transformar o oxigénio molecular e assim
sobreviver na presenc¢a de pequenas quantidades de oxigénio (Miyamoto e Eckmann, 2015).
Apesar de nao conter os sistemas enzimaticos antioxidantes convencionais (catalase,
superoxido dismutase e glutationa transferase) (Brown, Upcroft e Upcroft, 1995) o parasita é
portador de sistemas antioxidantes proprios que o protegem do stress oxidativo, até porque
no intestino delgado proximal, area que o parasita coloniza, o ambiente contém ainda vestigios
de oxigénio (Espey, 2013). Em laboratorio o parasita cresce preferencialmente em condigoes
anaerobias e ambiente redutor. Giardia possui enzimas que sao inativadas na presenga de
oxigénio, ao passo que outras produzem ROS (Li e Wang, 2006).

Um possivel alvo é a enzima arginina dihidrolase, responsavel pela formagao de ATP e
indispensavel a sobrevivéncia do trofozoito (Knodler et al., 1998). Por outro lado, esta enzima
permite ao trofozoito escapar da resposta imune do hospedeiro, pois esgota os niveis de
arginina humana, funcionando como fator de viruléncia (Eckmann et al., 2000). Este é um alvo
interessante e promissor, uma vez que esta presente no parasita mas ausente do hospedeiro
humano (Miyamoto e Eckmann, 2015).

Outro alvo podera ser a enzima carbamato cinase, responsavel pela conversao de ADP
e carbamoilfosfato a ATP e carbamato. Tal como a enzima anterior, também esta €
indispensavel ao parasita mas ausente do hospedeiro humano, o que se torna uma vantagem
principalmente ao nivel dos efeitos secundarios da terapéutica (Minotto et al., 1999).

Uma outra enzima envolvida na via glicolitica, indispensavel a obtengao de energia por
parte de protozoarios sem mitocondria € a frutose |,6-bifosfato aldolase. Esta enzima é
responsavel pela clivagem de D-frutose-I,6-bifosfato a di-hidroxiacetona-fosfato e
gliceraldeido-3-fosfato (Li et al, 2011). Mais uma vez estamos perante um alvo somente

presente no parasita e nao no hospedeiro humano (Miyamoto e Eckmann, 2015).
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Entre as enzimas antioxidantes encontra-se a superoxido redutase. Esta contém ferro
nao heme que na presen¢a de um dador de eletroes degrada o aniao superoxido a peréxido
de hidrogénio, como forma de proteger o parasita do stress oxidativo. Como o peroxido de
hidrogénio ¢é letal para o parasita (inibe o consumo de oxigénio, esgota o pool de tidis celular,
induz perda de potencial de membrana, degradagao proteolitica da flavoproteina e morte
celular programada) existe um grupo de enzimas (peroxidases ubiquas dependentes de
cisteina) que reduzem o peroxido de hidrogénio a agua, assim como reparam os danos
oxidativos da célula parasitaria. Interferir com qualquer uma destas enzimas (superoxido
redutase e peroxidases ubiquas) pode implicar stress oxidativo para o parasita, podendo ser
benéfico para a sua erradicagao (Mastronicola et al., 2015).

Outra enzima de especial relevo, que podera ser um alvo promissor, ¢ a NADH
oxidase que usa o FAD como cofator (Brown, Upcroft e Upcroft, 1996). Esta enzima parece
funcionar como uma oxidase terminal, participando na “respiragao” do parasita. NADH
oxidase usa o NADH como dador de eletroes para converter oxigénio molecular em agua,
limitando a formagao de ROS, causando assim menor stress oxidativo a célula. Interferindo
com esta enzima pode-se conseguir uma maior perturbagao no parasita e provocar a sua
morte (Brown, Upcroft e Upcroft, 1996).

Tudo indica que o parasita tem uma flavoproteina (FDP) capaz de catalisar a conversao
de oxigénio molecular a agua e converter 6xido nitrico a nitrato (Mastronicola et al., 2015).
Ambas as reagoes protegem G. duodenadlis de stress oxidativo. Interferindo com esta enzima
pode-se também contribuir para a inviabilidade dos trofozoitos, conseguindo assim combater
a infecao (Mastronicola et al., 2015).

O parasita possui também uma flavohemoglobina (Flavo Hb) que cataliza a degradagao
de oxido nitrico a nitrato usando oxigénio como co-substrato (Gardner et al.,, 1998). Esta
enzima obtém os eletroes necessarios a partir do NAD(P)H e usa como cofator (recetor de
eletroes) o FAD. A enzima protege G. duodendlis do stress nitrosativo, podendo ser um futuro
alvo para novos farmacos. E de notar que esta Flavo Hb possui duas nitro-redutases, NR| que
se comporta como ativador de farmacos nitro e NR2 como inativador. Assim, dependendo da
nitro-redutase em questao, pode-se ter suscetibilidade ou resisténcia a farmacos com grupo

nitro ( Miller et al.,, 2007; Nillius, Mdller e Miller, 201 |; Miller, Schildknecht e Mdiller, 2013).

5.9- Interagcao com o hospedeiro
Podera ser possivel estimular o hospedeiro para que este se proteja do parasita e tenha

um papel ativo na sua erradicagdo. Uma alternativa é interagir com a enzima éxido nitrico
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sintetase do hospedeiro (NOS-I). G. duodendlis inibe a produgao de oxido nitrico no
hospedeiro através do consumo de arginina pelo parasita (NOS parasitaria). Este consumo de
arginina, quando excessivo, leva a produgao nao de oxido nitrico (pelas células epiteliais do
hospedeiro) mas sim de ROS, prejudiciais para o parasita mas também para o hospedeiro.
Uma possibilidade para o auxilio terapéutico podera ser o estimulo da NOS-|, aumentando
os niveis de 6xido nitrico no hospedeiro, o que ira favorecer a motilidade gastrica e a
eliminagao de trofozoitos (Mastronicola et al., 2015). Na minha opiniao este estimulo nao sera
muito benéfico, pois podera causar alguns efeitos indesejaveis, uma vez que se interfere com

o hospedeiro e nao com o parasita propriamente dito.

Conclusio

Apesar de na maior parte dos casos (60 a 80%) a giardiase ser assintomatica, esta
patologia continua a ser preocupante. Em Portugal estima-se uma taxa de infecao de 3,7%,
sendo este valor provavelmente inferior ao real devido a subnotificagao. A prevaléncia € muito
diversificada: | a 6% na Europa e Estados Unidos da América (sendo que nos individuos
imunocomprometidos varia entre 3 e 14%) e nos paises subdesenvolvidos, como paises
Africanos, Asiaticos e da América Latina a prevaléncia sobe para 8 a 30%.

Como ainda nao existe uma vacina humana preventiva, em muito pela capacidade que
o parasita tem de alterar as proteinas especificas de superficie (VSP’s), as boas praticas de
higiene, a atengao com a dgua e os com alimentos que se ingerem sao as medidas de prevengao.

Apesar da maioria dos casos nao ser sintomaticos e da giardiase ser uma doenga
autolimitada, a excregao de quistos € altissima (200000 por grama de fezes) e uma vez que sao
extremamente resistentes, a propagacio da doenca é rapida e facil. E por esta razio que muitas
vezes se institui o tratamento de individuos assintomaticos, para diminuir a excregao de
quistos e assim tentar controlar a propagagao da infecao.

Existem bastantes farmacos aprovados para o tratamento de Giardia duodenalis, porém
nenhum ¢é 100% eficaz. Os farmacos mais usados sao os compostos 5-nitroimidazois e os
benzimidazdis, principalmente o metronidazol (5-Nl) e o albendazol. O albendazol é
particularmente util para tratamentos em massa ou quando nao existe um diagnodstico prévio,
pois é o farmaco com maior espectro de atividade. Outros farmacos usados sao a nitazoxanida,
a furazolidona, quinacrina, paramomicina e bacitracina-zinco.

Apesar de existirem varias opgoes terapéuticas, nenhuma delas é perfeita,
principalmente em criangas e gravidas. Os regimes terapéuticos sao muitas vezes complexos

e demorados, levando ao abandono da terapéutica. Os efeitos secundarios sao, muitas vezes,
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desagradaveis de mais para o doente prosseguir com a terapéutica. Observa-se, ainda, a um
crescente desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e reinfegoes.

Procura-se constantemente melhorar e inovar as opgdes terapéuticas para o
tratamento da giardiase. Com screenings a moléculas ja existentes consegue-se, muitas vezes,
encontrar auténticos achados. E o caso da auronofina, da fumaligina, da cloroquina, do
orlistato, da miltefosine e do omeprazol. Estes firmacos estio ja aprovados para outras
patologias, mas descobriu-se agora uma nova atividade para eles. Esta pesquisa, para além de
ser mais rapida e mais economica que a pesquisa convencional de moléculas, tem ainda a
vantagem de serem farmacos com um perfil de seguranga ja conhecido.

Apesar de tudo é necessario continuar a investigagao no sentido de encontrar farmacos
mais eficazes e mais seguros. Nesse sentido procuram-se alvos que sejam essenciais ao
parasita, que nao sejam alteraveis/mutaveis e que nao estejam presentes no homem, como por
exemplo arginina dihidrolase, cinase do carbamato, D-frutose |,6-bifosfato, superéxido
redutase, NADH oxidase, flavoproteina e flavohemoglobina. O passo seguinte é encontrar ou
desenvolver moléculas que interfiram com estes alvos, de forma a bloquear a sua normal
atividade.

Outros compostos estao em estudo quanto a sua atividade antigiardial, como é o caso
do composto NBDHEX e de alguns analogos das purinas.

Observa-se ainda o renascer da fitoterapia. Talvez por se acreditar que provoca menos
efeitos secundarios procura-se hoje em dia recorrer as plantas de forma a obter resposta para
os problemas existentes. O uso de extratos de plantas pode ser muito vantajoso, pois sao
retirados da planta varios constituintes que podem ter um efeito sinérgico, potenciando assim
a sua agao.

Muitas descobertas ja estao feitas, mas nenhuma satisfaz plenamente as necessidades
atuais. E necessario prosseguir com a investigacio, tanto no sentido de desenvolver moléculas
novas para alvos essenciais e Unicos do parasita como no sentido de dar nova vida a moléculas

ja usadas para outros fins.
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