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ISOLAMENTO DO BALANTIDIUMCOLI EM CULTURA
E ESTUDO DA VELOCIDADE DE ACAO DA
NITRIMIDAZINA E DO METRONIDAZOL

Ivo pE CARNERI (1)

RESUMO

Estimulados pelos bons resultados obtidos no México, com o tratamento de
trés casos de balantidiase humana, forma disentérica, com a Nitrimidazina, resol-
vemos determinar in vitro, num meio monofisico com 20% de sbéro de cavalo,
a velocidade da agdo desta droga sbbre trés cepas de Balantidium coli, em com-
paragio com o metronidazol. A atividade na Nitrimidazina comega a manifestar-se
dentro da 2.* hora de contato em duas das trés cepas e, ap6s quatro horas também
na 3.* cepa. O Metronidazol comeca a agir dentro da 6.* hora. Conseqiientemente
a Nitrimidazina é, como térmo médio e estatisticamente significativa, seis vézes
.mais ativa na 6." hora, quatro e trés vézes depois de 8 horas e duas e trés vézes
depois de 24 horas. O isolamento em cultura déstes protozoarios sdo facilitados pelo
emprégo de meios de cultura com alta percentagem do s6ro de cavalo (20%).
Quando empregamos apenas 5% de séro como aconselha a bibliografia, s6 cres-
ceram duas das trés cepas, e apenas uma teve desenvolvimento exuberante que
permitisse a realizagio da prova in witro para determinacio da atividade da
droga.

INTRODUCAO

Pesquisadores japoneses (NAKAMURA %;

pelas caracteristicas farmacocinéticas, pelo es-

Horie ®; DEesprois ?) descreveram o nitro-2-
imidazol ¢ CUCKLER & col® o aminitrozol,
substancias essas que constituiram uma pri-
meira geracdo de nitroderivados heterocicli-
cos com propriedades antiprotozodrias, cujo
representante mais interessante foi o me-
tronidazol (Cosar & col. 2).

Nos anos seguintes, as pesquisas efetuadas
em vérios laboratérios do mundo, proporcio-
naram a descoberta de uma segunda geracio
de nitrimidazéis, que ja constitui uma in-
teira classe de farmacos ativos de intensidade
diferente s6bre clostridios, espiroquetas, mas-
tigéforos, rizépodes e até nematdides. O
simples exame dos numerosos resumos: apa-
recidos sdbre o tema no Tropical Diseases
Bulletin em 1971, documenta éste fato. Al-
guns déles diferenciam-se do metronidazol

(*) Nitrimidazina (R) Carlo Erba S.A.

pectro, pela intensidade de agdo e, porque
conservam uma certa atividade mesmo sbbre
cepas de protozodrios tornadas resistentes ao
metronidazol no laboratério (de CARNERI?®).

Broccarr & col. * demonstraram que a ve-
locidade de agfo trichomonicida de uma des-
tas substdncias, a nitrimidazina, é notavel-
mente superior a do metronidazol, pois in
vitro apés 4 horas de contato, a diferenca
é de quase quatro vézes. Depois de conhe-
cida a atividade da Nitrimidazina no trata-
mento da trichomoniase (MorFeTT & col 12) ;
da giardiase (Huccins ®), da amebiase (Cue
& col.*) e da angina de Vicent (Lozpan &
col. 1), ela foi utilizada recentemente e com
sucesso, no México por DELGADO ¢, no tra-
tamento de trés casos humanos de balanti-
diase intestinal aguda, com a dose de 25
mg/kg de péso por dia, durante 5 dias (¥).

(1) Cadeira de Parasitologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Pavia, Italia
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Este trabalho, tém por finalidade deter-
minar comparativamente a velocidade de
acdo do metronidazol e da nitrimidazina s6-
bre trés cepas de Balantidium coli.

MATERIAL E METODOS

Foram empregadas trés cepas de Balanti-
dium coli de origem suina, uma das quais é
mantida hia muito tempo na London School
of Tropical Medicine (cepa Londres) e as
outras duas foram isoladas na Itilia, no verdo

de 1971 (cepa Mildo e cepa Lombardia).

O isolamento em cultira, que por outras
técnicas tém falhado com freqiiéncia, foi con-
seguido pela semeadura dos protozodrios num
meio monofasico de cultura, com elevado tedr
de sbéro de cavalo (20% ).

Este melo é uma variante daquele de

Paviova (1968) e possui a seguinte com-

‘posigf_io_:;
Na,HPO, 2H,0 ...... 16l g
K H: PO, .......... 041 g
Na C1 .............. 73 g
Extrato de levedura Difco 1 ¢
Agua destilada ....... 1 litro

pH — 7.2

Coloca-se uma certa quantidade de meio, por
exemplo, 4 ml em cada proveta, esteriliza-se
durante 30’ a uma atmosfera e acrescenta-se
neste caso, 1 ml de sére de cavalo e uma pe-
quena quantidade de amido de arroz esteri-
lizada durante uma hora a 150°C. As pro-
vetas semeadas s@o logo incubadas a 37°; o
exame microscopico e os repiques reali-
zam-se cada 24 horas. Procedendo desta
maneira, foi possivel a partir do contetido
dos cecos de sete porcos, isolar, estabilizar
trés cepas de Balaniidium coli, em cultura
com bactérias, sem as leveduras que freqiien-
temente as contaminam. Em nossos expe-
rimentos s6 foram empregadas duas destas
cepas italianas.

A seguir o metronidazol e a nitrimidazina,
partindo de wuma concentracdo de 1000
pg/ml, foram diluidos escalarmente na re-
lagdo de 1:1,5 numa dupla fila de provetas
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que continham 3 ml do meio; em cada uma
delas foram semeados 3 ml de cultura nos

“quais estavam presentes 6.000 protozoarios

obtidos de uma cultura de 24 horas de ba-
lantidios (concentragdo final: 1.000 proto-
zoarios/ml e concentracio mixima e minima
das drogas 500 e 3,9 ug/ml). Os experi-
mentos com as trés cepas de protozoarios
fizeram-se em paralelo. A leitura dos resul-
tados ao microscopio efetuou-se na mesma
cdmara de incubagfio a 37° no tempo 0 e
depois de 2, 4, 6, 8, 24, 48 e 72 horas (na
cepa Londres féz-se uma leitura também de-
pois de 12 horas). O exame foi realizado
numa pequena parte do sedimento, extraido
por capilaridade. Quando se observava a
presenga de alguns protozoarios vivos, pas-
sava-se ao exame da concentragio imediata-

mente superior; em caso contrario conti-
nuava-se progressivamente o exame a todo
- o sedimento da proveta em questio e depois

se comegava outro exame analogo da dilui-
¢do mais avancada. Considerou-se ativa a
concentragio mais baixa capaz de provocar
a morte de todos os 6.000 protozoarios. Como
critério de morte adotou-se a cessagio de
qualquer movimento dos ciclos, método nor-
malmente empregado no estudo dos ciliados.
Nas provetas de contrdle os balantidios con-
servam uma discreta vitalidade mesmo de-
pois de 48 horas e alguns deles ainda vivem
depois de trés dias. Todos os experimentos
foram repetidos trés vézes em dias diversos
e os resultados foram singularmente homo-
géneos. Nos graficos sio reproduzidos os
valéres médios.

RESULTADOS

Os resultados cbtidos até a 24.> hora sao
reproduzidos na Fig. 1. Na realidade a agdo
dos farmacos observa-se também depois de
48 e 72 horas, estabilizando-se, porém, nos
valéres ja encontrados depois das 24 horas.
Além disso, o progressivo deterioramento
dos protozoarios nas culturas de contrdle a
partir da 24.* hora de incubagdo faz com
que seja dificil estabelecer se para além
déste térmo se a morte se deve a droga ou
a fenémenos da senescéncia. Na Fig, 2 é
representada a evolugdo no tempo da média
das relagdes de atividade dos dois farmacos
sobre as trés cepas.




CARNERI, I. de — Isolamento do Balantidium coli em cultura e estudo da velocidade de acio da

nitrimidazina e do metronidazol.

Rev. Inst. Med. trop. Sdo Poaulo 14:321-325, 1972,

* NITRIMIDAZINA ®— — — — METRONIDAZOL
uglml

500+ A S | 4
] \ CEPA LONDRES | CEPA 'LOMBARDIA [ cEPA  MILAO

] \\ | ]

T | | |

1 \ | |

4004 \ | |

p \\ | |

) . l l

| \\ | |

1 \ | |

3004 \ | ie

] i i

! ! :

) |

|

2468 12 24

HORAS

Fig. 1 — Ac#o da nitrimidazina e do metronidazol sdbre trés cepas de Balantidium coli

(1000 protozoarios/ml) em meio de cultura monofasico.

DISCUSSAO

As trés cépas de Balantidium coli — tanto
a inglésa como aquelas que foram isoladas
na Itdlia — resultam sensiveis aos dois ni-
troimidazois estudados. A atividade sébre
o metronidazol é menor do que foi comu-
nicada por ZaMAN?'*; éste Autor, porém,
nao foi muito preciso em descrever o critério
de avaliagio dos seus resultados, deixando
pensar que éle tivesse buscando nfo tanto
a atividade protozoocida quanto a atividade
protozoostitica (“inhibition”), o que lhe
permitiu encontrar, numa cepa de origem
humana em meio monofasico, uma concen-
tracdo minima inibidora de 2 pg/ml. Ele
cita também informagBes obtidas privada-
mente de outro pesquisador, segundo as quais
Balantidium coli de origem suina fica com-
pletamente inibido a 8 wg/ml em meio bi-
fasico. S6 depois que provas preliminares

Médias de 3 determinacées.

sObre a nossa cepa. “Londres” demonstraram
uma sensibilidade ao metronidazol muito in-
ferior aquelas assinaladas por ZAMAN é que
decidimos isolar e estudar também as duas
cepas italianas, com o fim de observar se
esta - menor atividade podia depender de
uma possivel inativacio da droga (McFap-
ZEAN ') por parte de floras bacterianas di-
versas (até agora Balantidium coli ndo se
pode cultivar em-auséncia de bactérias). Mas
a atividade encontrada por nés resultou sin-
gularmente homogénea nas trés cepas.  Pro-
curamos determinar a atividade também num
meio que continha somente 5% de - soro,
receando que a ligagdo com as proteinas
pudesse deprimir a atividade das drogas;
nestas condi¢bes s6 uma cepa em trés (cepa
Lombardia) “cresce bem, e a sua sensibili-
dade aos dois.farmacos ndo resultou ser di-
ferente daquela que se obtém na presenga

de 20% de soro.
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Fig. 2 — Comportamento no tempo, da relacdo de atividade, nitrimidazina/metronidazol,

na média de trés cepas de Balantidium coli.

Sa0 reproduzidos os limites de confianca das

médias considerando como “standard deviation” aquela da replicacdo entre cepas.

No que diz respeito & velocidade de agdo
dos dois farmacos, temos encontrado um
quadro analogo aquele ja mencionado que
encontraram Broccarr & col.* sébre TIri-
chomonas vagtinalis.

Pela Fig. 1 nota-se que a ago do metro-
nidazol comeca a manifestar-se lentamente:
segundo nossos estudos a ‘concentracdo ma-
xima déste farmaco — 500 pg/ml — resulta
inativa nas trés cepas depois de duas horas
de contato, e em duas das trés cepas depois de
4 horas. Pelo contrario, a nitrimidazina é
ativa na mesma concentragio em duas das
irés cepas depois de 2 horas; depois de 4
horas é ativa em duas cepas na concentra-
¢do de 77 e 88 pug/ml respectivamente e
na cepa inglésa na concentracio ‘de 148
ug/ml. Como desconhecemos os diversos va-
" l6res reais de atividade do ‘metronidazol si-
tuados sObre a conceniragioc maxima esco-
lhida - por nés (500 ,ug/ml), ndo podemos
proceder a andlise de varianca baseando-nos
em dados recolhidos até a quarta hora; nas
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horas seguintes, porém, a sensibilidade aos
farmacos das trés cepas afigura-se tdo ho-
mogénea que julgamos possivel um calculo,
considerando os nove experimentos como se
tivessem sido realizados numa espécie homo-
génea de protozoarios. De fato a anilise
estatistica mostra que entre a 6.* e a 24.°
hora a varianga -entre as cepas e a intera-
¢do, tempo x cepas, ndo sdo significativas.
Na Fig. 2 é ilustrado o comportamento no
tempo da relacio de atividade, nitrimidazi-
na/metronldazol calculado tendo como base
a média das trés cepas. Na mesma figura
sdo reproduzidos também os limites de con-
fianca das médias (p = 0,05), calculados
considerando como desvio-padrio o da re-
plicacéo entre cepas.

Parece evidente que na 6.* hora a nitri-
midazina é, como térmo médio, seis vézes
mais ativa do que o metronidazol, sendo
quatro e trés vézes mais ativa dep01s de
oito horas e duas e irés vezes mais ativa
depois de 24 horas.
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SUMMARY

Isolation of Balantidium coli in culiure and
speed of action of nitrimidazine and metro-
nidazole

Following the good results obtained in
Mexico with nitrimidazine in the treatment
of three cases of dysentery due to Baluntidium
coli, we used a monophasic culture medium
with 20 per cent horse serum to determine
in vitro the speed with which this drug and
metronidazole killed three strains of this
ciliate.

Nitrimidazine started to act on 2 out of
the 3 strains within the second hour of
contact, and on the third strain within four
hours; metronidazole started to act on only
1 out of the 3 strains within the fourth hour
and on the other 2 strains within the sixth
hour, at which stage nitrimidazine was an
average of 6 times more active.

The difference in activity, which was
always statistically significant, amounted to
4.3 times after 8 hours, and 2.3 times after
24 hours.

The isolation and maintenance of these
protozoa in culture is easier if the medium
contains a high percentage (20 per cent)
of horse serum.

Only two out of three strains grow in 5 per
cent serum; in practice, however, only one
strain grows sufficiently to permit anti-pro-
tozoan activity test to be carried out.
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