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1. INTRODUCAO

Os protozoarios do género Trichomonas. sp possuem flagelos e metabolismo
anaerobico facultativo sendo os agentes causadores da tricomoniase, infeccdo que
afeta diversas espécies de animais como aves e mamiferos, incluindo o ser humano
(MACIEL; TASCA; DE CARLI, 2023). O controle dessa doenca € realizado por
farmacos sintéticos, como o metronidazol (MTZ), que muitas vezes ndo é
administrado de forma correta, resultando no surgimento da resisténcia ao
medicamento, além disso, o nivel de toxicidade desse farmaco € considerado alto
podendo gerar efeitos colaterais (BACCEGA et al, 2019). Neste contexto, novas
alternativas para o controle da tricomoniase sao de grande interesse, pois podem
causar sérios danos a saude do hospedeiro. Desta forma, compostos bioatiovos
como os 6leos essenciais (OEs), podem ser uma alternativa para o combate de
agentes infecciosos, visto que muitos ensaios in vitro e in vivo ja foram executados
com diversos agentes apresentando resultados promissores e baixos niveis de
toxicidade se comparados com os farmacos utilizados para os tratamentos
(BALDISSERA et al., 2017). Os resultados supracitados, sao atribuidos a interacéao
destes compostos com 0s microrganismos podendo causar diversos efeitos com
a finalidade de inviabiliza-los. O objetivo deste estudo, foi utilizado o OE de Lippia
oirganoides (alecrim-pimenta) em trofozoitos de Trichomonas gallinae e
Trichomonas vaginalis.

2. METODOLOGIA

A cepade T. vaginalis 30236 da American Type Culture Collection (ATCC), sensivel
ao metronidazol (MTZ), e um isolado clinico de T. gallinae, mantido no Laboratorio
de Protozoologia e Entomologia (LaPEn), da Universidade Federal de Pelotas,
foram utilizados. Os parasitos foram cultivados em meio trypticase-yeast extract-
maltose (TYM), sem agar, com pH 6.0 para T. vaginalis e pH 7.2 para T. gallinae,
com antibidtico (estreptomicina) e soro bovino inativado (SBI) estéril, incubados a
37 °C em condi¢des anaerodbicas. Antes do ensaio antiparasitario, a motilidade e
morfologia dos protozoarios foram analisadas em microscopio optico, utiliando azul
de tripano (0,4%) para assegurar uma viabilidade minima de 95% e a fase de
crescimento logaritmica. O ensaio in vitro seguiu a metodologia de Sena-Lopes et
al. (2017), usando placas de microtitulagdo de 96 pocos com 150ul de meio de
cultura do protozoario em densidade 2x106 trofozoitos/mL e 50ul de solucdo
contendo as concentracdes do 0Oleo a ser testado.
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ApoOs 24 horas de incubacéo a 37 °C em 5% CO2, os trofozoitos foram avaliados
quanto a motilidade, morfologia e viabilidade através do ensaio de azul de tripan
(0,4%). Uma aliquota (1:1, v/v), contendo os trofozoitos e azul de tripan foi
analisada e contabilizada na camara de Neubauer. Para controle negativo utilizou-
se somente os trofozoitos em meio TYM, o controle positivo com MTZ (0,0000083
mg/mL), controle diluente com DMSO (0.6%) e os tratamentos com OE Lippia
origanoides Kunth, nas concentracdes iniciais de 0,3; 0,5; 1; 2,5 e 5 mg/mL. Foi
realizado um rastreamento da concentragao inibitdria minima (CIM) para ambas as
espécies.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste estudo, apos a realizacdo da curva cinética de viabilidade, foi
determinada a concentracao inibitéria minima de 1mg/mL para ambas as espécies

e 0 ICypara T.gallinae foi de 0.91/mL, e parao T.vaginalis valor de 0.38/mL como
pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1:1C50 (concentragdo que inibiu 50% dos trofozoitos) relativo a atividade do OE de Lippia
origanoides para a espécies de Trichomonas sp. foi de (0.38mg/mL) para T. vaginalis e (0.91mg/mL)
para T. gallinae,o. (*) indica que houve diferenca estatistica se comparado ao MTZ.

Na primeira hora apos o tratamento do T.gallinae, houve uma inibicédo de
cerca de 99% dos trofozoitos viaveis. Esse resultado oscilou um pouco nas leituras
seguintes: 98% as 6h, 98,5% as 12h, 99,5% as 24h, 99,7% as 48h e 99% as 72h.
No entanto, apds 96h, houve uma queda para 89%. O OE estudado mostrou-se
eficaz na reducdo do numero de trofozoitos viaveis nas primeiras horas, e ndo
houve aumento no crescimento dos trofozoitos ao final do teste (FIGURA 2).

Nos resultados com T.vaginalis (FIGURA 2), podemos observar que durante
a primeira hora de leitura obtivemos um valor muito significativo cerca de 95% de
inibicdo, contudo, ao decorrer das leituras subsequentes (6h,12h ,48h,72h e 96h)
os resultados tiverem uma leve oscilacao nos valores (97%, 96%, 96%, 99%, 100%
e 100%), respectivamente.
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FIGURA 2: Curva de crescimento cinético do Trichomonas gallinae e Trichomonas vaginalis nas
concentracdes do CIM — 1mg/mL.

Durante o teste tricomonicida foi observado alteracGes estruturais nos
protozoéarios (FIGURA 3), tanto do T.gallinae quanto no T. vaginalis, , como a
granulacdo e vacuolizacdo na membrana destes parasitos, este fato pode ter
contribuido com a morte do protozoario neste estudo.

FIGURA 3: Diferencas morfoibgicas em trofozoitos de Trichomonas.sp, (setas indicam
alteracdo na membrana dos protozoarios. Fonte: préprio autor

Ao final do estudo foi observado que o OE de L.origanoides apresentou
atividade tricomonicida em ambas espécies do parasito, seu efeito foi caracterizado
como dose-dependente. Também foi observado maior atividade em T. vaginalis
tendo 100% de mortalidade a partir de 48h. Em T. gallinae, o OE n&o foi capaz de
inibir esses trofozoitos até o final do experimento, foi observado uma reducéo da
sua multiplicacao in vitro principalmente em 24 horas, esta diferenca sugere maior
capacidade de reproducéo do T.gallinae por ser um isolado clinico, e o T. vaginalis
ser uma cepa ATCC, sensivel ao MTZ.

No entanto, se compararmos com o MTZ sua acao foi mais lenta, pois o
principio ativo foi eficaz em até 24h, sendo metabolizado pelos parasitos resultando
na producao de radicais livres, causando danos a estrutura celular (LOFMARK et
al. 2010). A acado do OE L. origanoides utilizado em nosso estudo também pode ser
atribuida a alta concentracdo do composto majoritario Carvacrol, visto que essa
molécula interage com a membrana plasmatica de diversos organismos, alterando
sua permeabilidade, fato esse, que pode prejudicar as fungbes fisiologicas e
locomotoras, o0 que resultaria na morte do parasito (QUEIROZ et al., 2014).

Em estudo in vitro utilizando o OE de Lippia origanoides, em tripomastigotas
de Trypanosoma evansi (BALDISSERA et al. 2017) obteve-se resultados
promissores em 24 horas com concentracdes de 0,5%, 1% e 2%. Borges et. al.,
2012, avaliaram diferentes concentragbes do OE de L.origanoides em
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Trypanosoma. cruzi, e obtiveram resultados promissores, na maior concentracao
apos 48h. No presente estudo foi observado uma mortalidade de 99% do trofozoitos
de T.gallinae e 100% para T.vaginalis. Em nosso estudo, foi observado que OE de
alecrim-pimenta foi eficaz em poucas horas, com mortalidade dos trofozoitos de T.
gallinae e T. vaginalis, demonstrando a atividade tricomonicida deste 6leo essencial
in vitro.

4. CONCLUSOES

Em virtude dos dados e fatos mencionados embasados em estudos
cientificos, concluimos que o O6leo essencial de Lippia origanoides, Kunth
apresentou atividade em nossos testes contra Trichomonas gallinae e Trichomonas
vaginalis. Nossos resultados demonstram que o OE apresenta potencial
tricomonicida, contudo mais estudos in vivo devem ser realizados.
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