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INTRODUCAO

As doencas causadas por parasitas do género
Trichomonas sp. sdo de grande importancia,
uma vez que podem afetar diversas espécies de
organismos, incluindo aves e mamiferos, como
seres humanos. Essas doencas sdo conhecidas
como tricomoniases e representam um desafio
para a salde publica (MACIEL et al., 2014).

Trichomonas gallinae é o agente causador
da tricomonose aviaria. Uma doenca cosmo-
polita que tem sido documentada em diversas
nacdes, exceto na Antartida e Groenlandia. A
infeccdo pode se manifestar durante todo o ano,
mas € mais prevalente nos periodos finais da
primavera, verdo e outono, quando os surtos sao
relatados com maior frequéncia. Acomete
diversas ordens de aves, como Columbiformes,
Psittaciformes, Faconiformes e Stringiformes.
Pode desenvolver lesdes no aparelho digestivo
superior como bico, faringe, esdéfago e papo
desses animais. O pombo doméstico (Columbia
livia) é considerado o principal agente trans-
missor e reservatério da doenca. Aves
infectadas sdo responsaveis pela disseminacao
da doenca nos comedouros e bebedouros,
transmitindo-a diretamente. 1sso permite que o
parasito circule em pombais de maneira assin-
tomatica, ou seja, sem que os sinais clinicos
sejam aparentes. Sua transmissdo é de forma
direta e apds a infeccdo, na forma aguda da
doenca, o animal pode apresentar lesbes na
regido do bico, olhos e orofaringe. Ja na fase
cronica, essas lesdes tornam-se ulceradas e
coalescem, capazes de adentrar o tecido nervo-
S0 e 0sse0 (FORRESTER & FOSTER, 2009;
SILVA, 2017).

A tricomoniase humana € causada pelo
Trichomonas vaginalis e, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
considerada a infec¢do sexualmente transmissi-
vel, ndo-viral, de maior prevaléncia mundial
(ROWLEY et al., 2019). Sua transmissao

ocorre principalmente através de relacdes
sexuais sem a utilizacdo de protecdo, desta
forma, o protozoario penetra na mucosa genital
de seu hospedeiro e adere-se ao tecido epitelial,
iniciando, assim, sua multiplicagdo (AQUINO
etal., 2020). Acomete principalmente o sistema
geniturinario de mulheres. Conforme a OMS, a
incidéncia da tricomoniase no mundo é de
aproximadamente 156 milhdes de casos
(ROWLEY et al., 2019). A determinacdo da
epidemiologia no Brasil é desafiadora devido a
subnotificacdo. As taxas de prevaléncia no pais
podem variar consideravelmente, situando-se
entre 3,7 e 30%. Essa variacdo € influenciada
por diversos fatores, incluindo condi¢des so-
cioecondmicas e situagdes de vulnerabilidade
(HOBBS & SENA, 2013; DE WAAIJ et al.,
2017; GATTI et al., 2017). Nos homens, a
doenca pode apresentar uma resolucdo
espontanea, devido a eliminacdo mecéanica do
T. vaginalis durante a micgdo ou por meio de
secrecdes prostaticas. 1sso resulta em uma pre-
valéncia menor (0.6%) em compara¢do com as
mulheres (5%) (MACIEL et al., 2004; ROW-
LEY etal., 2019; VAN GERWEN et al., 2021).

De forma geral, os sintomas variam entre
presenca de secrecdo com odor fétido, prurido e
dor abdominal. Em determinados casos (apenas
2% das mulheres), observa-se o sinal patogno-
monico, colpitis macularis ou o cérvice com
aspecto de morango, devido as lesdes causadas
na mucosa (PETRIN et al., 1998; VAN GER-
WEN et al., 2021).

O tratamento para ambas infecgdes ocorre
unicamente atraves da utilizagdo dos farmacos
do grupo dos 5-nitroimidazois, sendo o Metro-
nidazol considerado o farmaco de primeira
escolha (MEITES et al., 2015). Contudo,
atualmente, ja se tem relatos de cepas de
Trichomonas vaginalis e Trichomonas gallinae
com resisténcia medicamentosa. Além disso,
outro fator a ser citado séo os efeitos colaterais
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que o0 medicamento pode causar ao ser
administrado, o que pode auxiliar na interrup-
cdo do tratamento (PETRIN et al., 1998;
GRAVES et al., 2020).

O desenvolvimento de novas abordagens
para o tratamento dessas infeccGes é de grande
importancia, visando maior eficécia e evitando
efeitos adversos aos pacientes durante o trata-
mento. Dessa forma, o uso de 6leos essenciais
é uma alternativa interessante, visto que
possuem compostos ativos capazes de interagir
como a membrana celular desses parasitos,
promovendo alteragdes em sua morfologia e
fisiologia, levando-os a morte (BACCEGA et
al., 2019; FENALTI et al., 2020). O alecrim-
pimenta (Lippia origanoides), pertencente a
familia Verbenaceae, faz parte da Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satde (RENISUS), por conta
das suas atividades antimicrobiana, antiséptica,
antifungica e anti-helmintica (QUEIROZ et al.,
2014).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro a eficacia do 6leo essencial (OE) de Lippia
origanoides, Kunth em trofozoitos dos
flagelados Trichomonas gallinae e de Tricho-
monas vaginalis

METODO

Aquisicao do oleo essencial e diluicbes

O OE alecrim-pimenta foi adquirido da
empresa Terra Flor Aromaterapia. Para os en-
saios in vitro, o 6leo foi diluido inicialmente em
cinco concentragdes, 0,3 mg/mL, 0,5 mg/mL,
1 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5 mg/mL, com a utili-
zacédo dimetilsulfoxido (DMSO) como diluente.

Parasitos e cultivo

Foi utilizado uma cepa de T. vaginalis 30236
da American Type Culture Collection (ATCC),
sensivel ao metronidazol (MTZ). Ja para T.
gallinae, foi utilizado um isolado clinico

mantido no Laboratério de Protozoologia e
Entomologia (LaPEn), da Universidade Federal
de Pelotas. Os parasitos foram cultivados em
meio trypticase-yeast extract-maltose (TYM),
sem agar, pH 6.0 (T. vaginalis) e pH 7.2 (T.
gallinae), com antibidtico (estreptomicina) e
soro bovino inativado (SBI) estéril, incubados a
37 °C em condicBes anaerdbicas (DIAMOND,
1957).

Ensaio in vitro com T. gallinae e T.
vaginalis

A motilidade e morfologia dos protozoérios
foram analisadas em microscopio Optico antes
de iniciar o ensaio antiparasitario com a
utilizacdo de azul de tripano (0,4%), para
assegurar que a viabilidade minima de 95% e a
fase de crescimento logaritmica fossem obtidos.

O ensaio in vitro foi realizado de acordo com
ametodologia de Sena-Lopes etal. (2017). Para
os testes foram utilizadas placas de microti-
tulacdo de 96 pogos, em cada pogo foi adi-
cionado 150 pl de meio de cultura do proto-
zoario em densidade 2x106 trofozoitos/mL e 50
ul de solugdo contendo as concentragdes do
6leo a ser testado. As placas foram incubadas a
37 °C em 5% CO2, por 24 horas. Ao final das
24 horas, 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 concentragdes iniciais
de 0,3; 0,5; 1; 2,5 e 5 mg/mL, sendo realizado
um rastreamento da concentragdo inibitoria
minima (CIM) para ambas as espécies.
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Posteriormente foi realizada a curva de
crescimento cinético, avaliando as concentra-
¢Oes de CIM de cada parasito, nos tempos de 1
h,6h,12h,24h,48 h, 72 h e 96 h, incubadas a
37 °C em 5% CO2. Novamente, foram
utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pogos
até as 24h. Em seguida, as concentragdes foram
transferidas para microtubos, tipo Eppendorf,
sendo suplementado com 1,5 mL de TYM
contendo 10% de soro bovino e estreptomicina
até 96 h. Para a andlise de viabilidade e
motilidade dos trofozoitos foi utilizado azul de
tripan. Os trofozoitos foram contabilizados em
camara de Neubauer (SENA-LOPES et al.,
2017).

Analise estatistica

A estatistica foi realizada através da analise
de variancia de uma via (ANOVA) seguido
pelo Teste de Tukey para comparacOes
multiplas entre grupos. O valor de probabili-
dade utilizado foi < 0,05. Os resultados sdo
expressos como média (£) e desvio padréao. Para
determinacdo da ICso foi utilizado regresséo
ndo linear. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nosso estudo, as concentragdes do OE de
L. origanoides que reduziram a viabilidade dos
trofozoitos de 95% a 100% foram consideradas
como tendo atividade tricomonicida.

Nos resultados demonstrados nos Graficos
15.1 e 15.2, é possivel observar que, dentre as
cinco concentragdes testadas de 0,3 mg/mL, 0,5
mg/mL, 1 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5 mg/mL, para
ambas as espécies de Trichomona, a concen-
tracdo de 1 mg/mL foi 100% eficaz, portanto, é
considerada a CIM. A partir disto foi possivel

calcular a concentragdo inibitéria de 50%
(ICs0), atraveés do teste de regressdo nao linear,
sendo o valor da ICso para T. vaginalis de 0.38
mg/mL e para T. gallinae de 0.91 mg/mL. O
controle negativo e o controle diluente ndo
tiveram impacto na viabilidade dos trofozoitos.
Por outro lado, o controle positivo com MTZ
inviabilizou os protozoérios.

No Gréfico 15.3, da curva de crescimento
cinético para T. gallinae, tivemos uma eficacia
de até 99% na leitura em diferentes tempos. No
entanto, na Gltima leitura (96 h) houve um au-
mento na viabilidade dos trofozoitos (aproxi-
madamente 11%). Ou seja, o tratamento foi
eficaz na reducdo do ndmero de trofozoitos
viaveis nas primeiras horas, exceto em 96 h.
Isso pode ter ocorrido devido a agcdo do OE ser
limitada pelo tempo. Nos demais tempos,
obtivemos inibi¢des de: 98.6% (1 h); 98.8% (6
h); 98.5% (12 h); 99.5% (24 h); 99.7% (48 h);
98.7% (72 h) e 89.1 % (96 h).

Grafico 15.1. Ensaio in vitro Anti-Trichomonas. CIM e

ICsp para atividade antiparasitaria de L. origanoides em
Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis

< 150+ ICs0

§ 0.38 mg/mL

'S

N

< 100

S

F *

o

2

o 50

-

©

8

§ 0- T I T T
D N0 NN NN N
0@@6&@&&&&&&&&

® ":6\ ‘)& '\@ ‘3& ‘)6\
Q~ Q- m-

Legenda: CN (controle negativo - sem tratamento), MTZ
(controle positivo), DMSO (diluente a 0,6%). Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo de pelo
menos trés experimentos independentes. Asterisco (*)
mostra diferenca significativa em P < 0,05 em
comparagdo com o MTZ.
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Gréfico 15.2. Ensaio in vitro Anti-Trichomonas. CIM e
ICs0 para atividade antiparasitaria de L. origanoides em
Trichomonas gallinae
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Legenda: CN (controle negativo - sem tratamento), MTZ
(controle positivo), DMSO (diluente a 0,6%). Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo de pelo
menos trés experimentos independentes. Asteriscos
mostram uma diferenca significativa em P < 0,05 em
comparacdo com o MTZ.

Grafico 15.3. Curva de crescimento cinético
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Legenda: Controle negativo (trofozoitos ndo tratados),
MTZ (controle positivo), DMSO (diluente a 0,6%). Néao
héa diferencas estatisticas em compara¢do com o MTZ.

Ja para a curva de crescimento cinético para
T. vaginalis, apresentada no Grafico 15.4,
podemos observar que, durante a primeira hora
de leitura, obtivemos um valor significativo de
inibicdo, cerca de 95% de inibicéo e nas leituras
subsequentes (6 h, 12 h, 48 h, 72 h e 96 h) os
resultados foram 97%, 96%, 96%, 99, 100% e
100%, respectivamente. Diferentemente do T.

Viabilidade dos trofozoitos (%)

gallinae, ndo houve um crescimento de
trofozoitos no ultimo tempo, permanecendo
com 100% de inibicdo a partir do tempo 72 h.
cinético

Grafico 15.4. Curva crescimento

Trichomonas vaginalis
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Legenda: Controle negativo (trofozoitos ndo tratados),
MTZ (controle positivo), DMSO (diluente a 0,6%). Nao
h& diferencas estatisticas em comparacdo com o0 MTZ.

E possivel observar a atividade tricomo-
nicida in vitro do OE de L. origanoides Kunth,
com efeito dose-dependente frente a duas
especies, T. gallinae e T. vaginalis. O OE
apresentou maior atividade em T. vaginalis,
com mortalidade de 100% dos trofozoitos a
partir de 72 h, porém, mais lenta que o metroni-
dazol, que ocorreu em 24 h.

No estudo realizado por Baldissera et al.
(2017), que testou o Oleo em Trypanosoma
evansi e apresentou atividade contra o parasito
em 24 horas nas concentragdes de 0,5%, 1% e
2%. Borges et al. (2012) avaliaram a atividade
do Oleo essencial de L. origanoides contra
Trypanosoma cruzi, onde 0 mesmo demonstrou
efeitos positivos no controle deste parasito,
apresentando 1Cso de 26,2 pg/mL contra as
formas epimastigotas do protozoario. Em um
estudo realizado com promastigotas de Leish-
mania chagasi, verificou-se atividade pro-
missora neste protozoario, tendo fixado o 1Cgo
em 26,74 pg/mL, (CELIS et al., 2007). Os
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resultados encontrados nesses trabalhos junta-
mente com nossos achados, demonstram uma
ampla atividade antimicrobiana do 6leo essen-
cial de Lippia origanoides.

Essa atividade antibacteriana, antiflngica,
antiviral e antiparasitaria dos 0leos essenciais
pode se dar por seus constituintes majoritarios

e minoritarios (SILVA et al., 2021). A anélise
cromatografica gasosa do Oleo utilizado em
nossa pesquisa (Tabela 15.1) foi emitida pela
empresa fabricante, onde é possivel observar os
compostos majoritarios e minoritarios que
constituem o dleo essencial de Lippia origa-
noides.

Tabela 15.1. Cromatografia gasosa do 6leo essencial de Lippia origanoides

Parametros Unidade de medida Especificacao Resultados
a-tujene (%) 0,94-1,00 0,97
sabinene (%) 3,32-3,82 3,46

Beta-pinene (%) 0,35-0,41 0,36
Mircene (%) 0,65-2,75 1,67

a-felandrene (%) 1,88-1,98 1,91

a-terpiene (%) 1,13-1,21 1,17

para-cimene (%) 9,58-10,2 9,91

1-8-cineol (%) 22,23-23,03 22,90
Alfa-terpinene (%) 7,16-7,38 7,21
teerpin-4-ol (%) 1,53-1,59 1,57
a-terpineol (%) 0,78-0,86 0,80
methyl-ether-thymol (%) 1,93-1,99 1,95
Neral (%) 1,54-1,58 1,56
Thymol (%) 1,07-1,27 1,13
Carvacrol (%) 25,79-27,09 26,55
thymol acetate (%) 0,40-0,54 0,47
Beta-elemeno (%) 0,41-0,45 0,43
(E)-caryophyllene (%) 2,50-2,64 2,58
a-humulene (%) 1,73-1,83 1,79
amorfa-4-7-(11)-dieno (%) 0,37-0,39 0,38
Caryofiene oxide (%) 1,49-1,59 1,57
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Ao analisar a Tabela 15.1, é possivel
observar que o composto majoritario do OE
utilizado neste estudo, € o carvacrol, que esta
presente em diversos géneros de plantas
aromaticas, como Origanum, Thymus,
Coridothymus, Thymbra, Satureja e Lippia
(BASER, 2008). O carvacrol e outros mono-
terpenos sdo conhecidos por ser lipofilicos,
desta forma, podem facilmente atravessar a
membrana celular de varios organismos,
causando sérios danos estruturais e funcionais,
0 que leva a perda do conteudo citoplasmatico
e consequente inibicdo da cadeia respiratoria.
Um dos danos estruturais é a desestabilizaco
da bicamada fosfolipidica, o que altera a
permeabilidade das membranas externas e
internas da mitocondria de eucariotos, o que
gera efeitos apoptéticos (WINK, 2008; MON-
ZOTE et al., 2014; GREAY & HAMMER,
2015). Sendo assim, sugere-se que 0 possivel
mecanismo acdo do 6leo de Lippia origanoi-
des nas duas espécies de Trichomonas utiliza-
das neste estudo ocorra através dos danos que

0 composto majoritario deste dleo causa na
membrana dos parasitos.

CONCLUSAO

Atraveés dos resultados obtidos, é possivel
concluir que o O¢leo essencial de Lippia
origanoides Kunth apresentou atividade
tricomonicida nos valores de CIM encontrado
em nossos testes contra Trichomonas gallinae e
Trichomonas vaginalis. Mesmo com 0s
resultados satisfatorios deste estudo, no qual
observamos inibicdes de 99 a 100% em
diferentes tempos e concentragdes, mais testes
sd80 necessarios para validar o uso deste 6leo
como um possivel tratamento para tricomoniase
humana e tricomonose aviaria, como testes
citotoxicos, genotoxicos, antioxidantes e in
vivo, a fim de compreender de forma efetiva o
mecanismo de acdo do 6leo e comprovar se
pode se tornar uma alternativa possivel para o
tratamento destas parasitoses.
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