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1. INTRODUCAO

Trichomonas vaginalis € um protozoario do trato geniturinario e o causador da
doenca sexualmente transmissivel (DST) ndo-viral mais comum no mundo. A
Organizacdo Mundial da Saude estimou em 170 milhdes os casos de
tricomoniase no mundo anualmente em pessoas entre 15 e 49 anos, com a
maioria ocorrendo em mulheres (WHO, 2001). O patdégeno esta associado a
sérias consequéncias, incluindo complicacbes na gravidez e nascimento
prematuro (KLEBANOFF et al., 2001), infertilidade (GOLDSTEIN et al., 1993),
predisposicdo ao cancer cervical (VIIKKI et al., 2000) e doenca inflamatéria
pélvica (CHERPES et al.,, 2006). Em homens, a tricomonose € geralmente
assintomatica, caracterizando-os como vetores da doenca (PETRIN et al., 1998).
A tricomonose também é considerada um agente facilitador da transmissao e
aquisicdo do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (VAN DER POL et al.,
2008).

Os farmacos de escolha para o tratamento dessa parasitose sédo os derivados
dos 5-nitroimidazois, metronidazol e tinidazol, ambos aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA, EUA). Embora as taxas de cura sejam expressivas,
falhas no tratamento podem ser observadas e principalmente atribuidas a nao
adesdo ao tratamento ou reinfeccdo, porém fatores como a pobre absorcao do
farmaco ou a biodisponibilidade insuficiente também séo reportadas (LUMSDEN
et al.,, 1988). Entretanto, a principal causa de insucesso no tratamento € o
desenvolvimento de isolados resistentes de T. vaginalis.

Os produtos naturais, sédo fontes potenciais de moléculas bioativas. Dentre
esses produtos, citamos a propolis, que tem sido utilizada ha séculos na medicina
popular devido as suas propriedades terapéuticas (FISCHER et al., 2008). Em
2007, foi reportada a prépolis vermelha brasileira (PVB). Extratos de prépolis
vermelhas de diferentes regides geograficas ja demonstraram potencial utilizacao
enquanto substancia antiparasitaria (OMAR et al.,2016; AIRES et al., 2007),
demonstrando assim o importante potencial farmacolégico da Propolis vermelha
brasileira. Assim, ressalta-se que o Oleo Essencial de Prépolis Vermelha
Brasileira (OEPV), ainda ndo havia sido descrito ou avaliada sua atividade
antiparasitaria. Assim,o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade anti -
T.vaginalis do OEPV in vitro.

2. METODOLOGIA

Para avaliar a atividade tricomonicida in vitro do Oleo Essencial de Prépolis
Vermelha Brasileira (OEPV), foram utilizados isolados de Trichomonas vaginalis,
ATCC 30236, cultivados em meio Trypticase-extrato de levedo maltose (TYM)
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(DIAMOND,1957), sem &gar, pH 6,0, suplementado com 10% de soro bovino
estéril, inativado a 56°C. Somente foram utilizadas nos ensaios, culturas que
apresentaram 95% de viabilidade, comprovada através da observacdo da
motilidade, morfologia e da exclusao por Trypan blue (0,4%), sendo consideradas
vivas aquelas que apresentavam motilidade positiva e auséncia de coloracéo pelo
corante.

Os ensaios para determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC),
foram realizados em placas de microcultivo (96 cavidades, fundo chato - Cral®), e
os parasitos na densidade inicial de 2,0 x 10° trof/mL de TYM foram incubados
com a concentragao final do OEPV de 25, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL,
junto com os controles positivo, negativo e com DMSO, a 37 °C em estufa com
5% de CO2 por 24 h. Foram realizados pelo menos trés ensaios independentes
em triplicata. Apés 24 h, na proporcéo 1:1 de trofozoitos e Trypan blue (0,4%), o
preparado foi contado em Camara de Neubauer, observado em microscépio de
luz (ampliada x 400) e a analise realizada pelo método de exclusdo por Trypan
Blue. Também foram observados parametros como motilidade e morfologia,
sendo considerados vivos os trofozoitos que apresentavam motilidade positiva e
auséncia de coloracao pelo corante. No momento dos ensaios o0 OEPV foi diluido
em Dimetilsulfoxido (DMSO). A fim de confirmar a atividade do OEPV, além dos
controles negativo (somente trofozoitos) e positivo (100 pM/ml Metronidazol-
Sigma Aldrich), também foi avaliado um controle com DMSO, ndo podendo
exceder a concentracdo de 0,6% de DMSO em cada cavidade.

Para confirmar o MIC, foram coletadas todas as cavidades do MIC e as
cavidades com concentracdes acima e abaixo deste, além dos controles positivo,
negativo e com DMSO. O conteudo foi transferido para tubos de 1,5 mL tipo
eppendorf e acrescido de 2 mL de meio TYM. Apdés, foram incubados em estufa
com 5% de CO2z a 37 °C por 24, 48, 72 e 96 h. Para confirmar o MIC, a viabilidade
dos trofozoitos foi avaliada pelo método de exclusdo por Trypan Blue (0,4%),
além da analise da motilidade e morfologia, em cada um dos tempos citados.
Apos a confirmacao do MIC, foi avaliado o IC50 (metade da concentracdo maxima
inibitéria) nas concentracdes de 500, 400, 300, 200, 100, 50 e 25 pg/mL, assim
como descrito na metodologia do MIC.

A fim de investigar o efeito do OEPV no crescimento de T. vaginalis, uma
curva de crescimento cinético foi gerada utilizando o isolado de ATCC 30236
assim como descrito na metodologia do MIC. A andlise do crescimento pelo
método de exclusdo por Trypan Blue (0,4%) e a analise da motilidade e
morfologia, foi realizada nos seguintes tempos: 1, 6, 12 e 24 h. Em todos
ensaios, foram realizados pelo menos trés ensaios independentes em triplicata e
0s resultados expressos como a percentagem de trofozoitos vidveis em
comparacao com o0s parasitos nao tratados. Os dados foram submetidos a anélise
unidirecional da variancia (ANOVA), utilizando um valor de probabilidade de p
0,05. O teste de Tukey foi utilizado para identificar diferengas significativas entre
as meédias entre os diferentes tratamentos (SPSS software).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os dados obtidos do MIC, o OEPV demonstrou ideal atividade
anti-T. vaginalis na concentracdo de 500 pug/mL, com inducdo de citotoxicidade
completa (100% dos trofozoitos mortos). Também pode-se observar que o OEPV
na concentracdo de 100 pg/mL, no periodo de exposi¢do de 24 h, corou de azul
50% dos trofozoitos, determinando assim o IC50. Os controles negativo e com
DMSO, apresentaram motilidade positiva e ndo coraram com Trypan blue (0,4%),
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ja o controle positivo corou de azul e teve motilidade negativa em todos ensaios
realizados, em 24 h de exposicao (Figura 1). Quando analisado a curva de
crescimento cinético, o OEPV reduziu o crescimento do trofozoitos em 50% na
concentragdo de 500 pg/mL em 12 h de exposicdo e induziu citotoxicidade
completa em 24h (Figura 2).
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Figura 1. Avaliagdo da atividade anti- T. vaginalis do OEPV pelo ensaio de exclusao
por Trypan blue (0,4%), apés 24 h de exposicdo (MIC e IC50). Letras diferentes
indicam diferenca significativa, para todos p < 0,05.
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Figura 2. Curva de crescimento cinético do MIC pelo ensaio de excluséo por Trypan blue
(0,4%), ap6s 24 h de exposicao. Letras diferentes indicam diferenca significativa, para

todos p < 0,05.

Extratos de propolis vermelhas de diferentes regides geogréaficas ja
demonstraram potencial utilizacdo enquanto substancia antiparasitaria.
Recentemente foi utilizado o extrato etandlico de propolis vermelha obtido na
Nigéria contra Trypanosoma brucei, o estudo confirmou potente atividade
antiparasitaria tanto em linhagen sensiveis a drogas como em linhagens
resistentes (OMAR et al., 2016). Em Leishmania amazonensis, foram testadas
qguatro amostras de extratos etandlicos de prépolis, duas amostras de prépolis
coletadas no estado brasileiro do Parand, propolis verde, tipificado como BRG e
BRPG. Propolis coletadas no estado de Minas Gerais, tipificado como BRP-1
(propolis verde) e a amostra coletada no estado de Alagoas como BRV (propolis
vermelha). Todos extratos etanélicos de prépolis, tanto verde quando vermelha,
foram capazes de reduzir a carga parasitaria, sendo esta monitorada pela
percentagem de células infectadas e o numero de parasitos intracelulares
(AYRES,et al. 2007). Estes estudos, demonstram o0 importante potencial
farmacoldgico da Propolis vermelha brasileira. E esses resultados confirmam
gue o OEPV é uma fonte farmacoldgica importante, e assim como o extrato, pode
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ser utilizado na composicdo de diversas formas farmacéuticas com acao
antiparasitéria.

4. CONCLUSOES

Podemos concluir que o OEPV apresentou atividade anti- T. Vaginalis.
Confirmando ser uma fonte farmacolégica importante, sendo necesséaria a
realizacdo de mais estudos a fim de investigar diferentes atividades bioldgicas.
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