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1. INTRODUCAO

A tricomoniase € a infeccdo sexualmente transmissivel ndo viral mais
comum no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 276
milhdes de novos casos de Trichomonas vaginalis (TV) sédo estimados a cada
ano, e essa infeccdo excede o numero de casos de clamidia, gonorréia e
sifilis (OMS, 2012). Destacando a importancia desse patégeno como um
problema de saulde publica, esse parasito pode aumentar o risco de adquirir
e transmitir o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além dos riscos de
complicagdes na gravidez (SERWIN et al., 2013).

O tratamento desta infeccdo é realizado com o farmaco metronidazol(MTZ),
primeiro medicamento reconhecido e suas propriedades biolégicas variam de
atividades antiparasitérias, antibacterianas a anticancer (DUA'Y et al,
2015). Casos refratarios de TV e resisténcia clinica ao MTZ foram relatados
desde 1962 (KLEBANOFF et al., 2001).

Uma revisdo atualizada de varios estudos que avaliam a eficacia de
plantas e seus derivados contra TV, mostrou atividade potencial e resultados
promissores, sendo produtos naturais uma alternativa para o tratamento da
tricomoniase ( VIEIRA et al.,, 2015 ). Citral (3, 7-dimetil-2, 6-octadienal) € um
monoterpeno natural, sendo uma mistura de dois isoméricas compostos, alfa-citral
(geranial) e beta-citral (neral) (KAKARLA et al., 2009 ). As condicbes ambientais e
as influéncias geograficas influenciam diretamente na composi¢cdo do dleo
essencial, no entanto o capim-limado é homogéneo e independente da origem, o
citral € sempre o0 principal constituinte das espécies de Cymbopogon
(OLAYEMI et al., 2018) .

Neste contexto, tendo em vista a busca de novos agentes a partir dos
recursos naturais, a atividade antiparasitaria do 6leo essencial de capim-liméo e a
resisténcia desenvolvida por algumas linhagens de TV, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a atividade anti- T. vaginalis do citral, o principal
composto de Cymbopogon sp. Este teste foi realizado para a atividade in
vitro contra TV isolado ATCC 30236 (American Type Culture Collection, ATCC) e
também foi avaliado em comparacdo com o metronidazol.

2. METODOLOGIA
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O isolado T. vaginalis 30236, suscetivel ao MTZ, foi utilizado neste
estudo. Os trofozoitos foram cultivados in vitro em um meio de tripticase-levedura-
maltose (TYM) sem agar (pH 6,0), suplementado com soro bovino estéril inativado
por calor a 10% e 5 mg/mL de estreptomicina, incubado a 37°C (DIAMOND,
1957). A atividade anti- T. vaginalis, IC50 (metade da concentracéo inibitoria
maxima), CIM (concentracdo inibitéria minima) e ensaio de crescimento cinético
foram realizados seguindo a metodologia de Sena-Lopes et al., 2018.
Inicialmente, para os ensaios anti- T. vaginalis, foram utilizadas culturas com
viabilidade igual ou superior a 95%. A atividade do citral foi rastreada in
vitro contra T. vaginalis em placas de microtitulagdo de 96. Um volume de 150 pL
de solugdo de trofozoitos foi semeada a uma densidade inicial de 2,6 x
10° trofozoitos/mL e incubadas com 50 uL de uma solucdo contendo TYM médio
e citral a concentragdes de 100 yM, 80 uM, 60 uM, 40 uM e 20 pM previamente
diluidos em DMSO (0,6%) (SANTIN et al., 2009) . Trés controles foram aplicados
em cada ensaio: um controle negativo contendo apenas trofozoitos, um controle
DMSO de 0,6% e um controle positivo contendo 100 yM de Metronidazol (MTZ).
As placas de microdiluicdo foram incubadas a 37°C com 5% de CO » durante
24h. Depois disso, a motilidade e morfologia dos trofozoitos foram contadas em
uma camara de Neubauer e analisadas por microscopia Optica, enquanto a
viabilidade foi avaliada através da exclusdo do corante azul de tripano (0,4%) na
proporcdo de 1:1. O MIC, bem como os controles, foram inoculados em meio
TYM a 37°C com 5% de CO ». Os trofozoitos foram contados em uma camara
Neubauer a cada 24 horas durante 96 h e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio
de exclusédo de corante azul de tripano (0,4%). Uma curva de crescimento cinético
foi estabelecida para obter um perfil mais preciso da atividade citral
contra T.vaginalis. A viabilidade dos trofozoitos foi observada por microscopia
Optica apOs incubacdo na respectiva concentracdo inibitéria minima. Os
testes foram realizados de forma independente em triplicata e os resultados foram
expressos como a percentagem de trofozoitos viaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de anti- T. vaginalis de atividade citral mostrou que a
concentragéo de 80 yM, 60 pM e 40 uM nédo reduziu todos trofozoitos (99,1%,
94,1% e 74,7%, respectivamente), mas nao mostrou diferenca estatistica
significante do medicamento padréo (controle positivo). Na concentracdo de
100 uM mostrou atividade potencial, como foi observado pelo CIM e foi capaz de
reduzir a 100% de viabilidade, sem mostrar diferenca estatistica significativa
guando comparado com MTZ. O ICsp valor foi determinado a 40 uM, inviabilizando
44% dos trofozoitos, mostrando diferenca estatistica quando comparado com
MTZ. Nao foram observadas diferencas significativas no grupo controle DMSO
0,6% entre o controle negativo (meio TYM e trofozoitos) (Figura 1).
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Figura 1- Atividade antiparasitaria do citral (3,7-dimetil-2, 6-octadienal) contra
Trichomonas vaginalis apés 24 horas de exposicao (20 uM / mL, 40 uM / mL, 60
MM / mL, 80 uM / mL e 100 yM / mL). O * indica diferengas estatisticas em
relacdo aos grupos por ANOVA de uma via seguida pelos testes post hoc de
Tukey (p <0,05).

A curva cinética mostrou que apos uma hora de tempo de exposicao pelo
citral em 100 pM, houve reducédo dos trofozoitos viaveis. Apds 6h, metade dos
trofozoitos ndo eram mais viaveis, e em 12h o tratamento atingiu 100% de
inativacdo. Apdés o mesmo tempo foi observado que o MTZ apresentava
trofozoitos viadveis, promovendo a inativagdo dos mesmos somente em 24 horas.

As espécies de Cymbopogon possuem diversas atividades bioldgicas
conhecidas h& muito tempo, como  antiprotozoario, antibacteriano e
antifungicida, atribuidos ao composto majoritario citral (MAMELLO et al., 2016).

O presente estudo foi realizado para avaliar os efeitos do citral contra T.
vaginalis. O composto citral foi efetivo nas concentragdes superiores a 40 uM,
gquando comparado ao MTZ. O mecanismo responsavel pela atividade
antiprotozoaria detectada em nosso estudo ainda € inexplicavel, sugere-se que 0
composto causa danos a membrana celular, altera a integridade e a
permeabilidade da membrana, como foi observado em ensaios antifungicos
(ALVINO LEITE et al., 2014). Os OE séo lipofilicos, o que contribui para a facil
entrada na membrana celular, interagindo com polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios, sendo o primeiro mecanismo de agdo, causando a morte celular
devido a perda de ions e contetdos celulares (RAUT E KARUPPAYIL, 2014).

Nossos dados estdo de acordo com os encontrados na literatura, apontando
os efeitos anti-protozoarios do citral, que podem ser responsaveis por alteracdes
na morfologia do parasito, causadas pela ruptura da membrana plasmatica,
interferindo no processo de divisdo celular e promovendo a desintegracdo do
parasito (SANTIN et al., 2009).

A potencial atividade inibitoria do citral observada contra T. vaginalis em
nosso estudo também foi detectada contra Acinetobacter baumannii, sendo uma
alternativa contra infeccbes promovidas por cepas resistentes
a medicamentos (ADUKWU et al. 201 6) . Estudos tém demonstrado mecanismo
de resisténcia semelhante entre os Unicos medicamentos reconhecidos, o
metronidazol e o tinidazol, portanto, novas alternativas sdo necessarias para
promover a eficacia terapéutica contra esses protozodrios, como a utilizacdo de
compostos bioativos de plantas medicinais, como o citral, sd&o uma fonte
promissora para o tratamento da tricomoniase (SMITH et al., 2017).

4. CONCLUSOES
Com base nos dados experimentais, este estudo evidencia a capacidade
do citral de inibir a proliferagdo de trofozoitos de T. vaginalis. O Citral possui
propriedades promissoras para o tratamento dessa IST, sendo necessario mais
estudos, a fim de identificar seu mecanismo de acao no protozoario.
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