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1. INTRODUCAO

Tricomoniase aviaria € uma importante enfermidade na causa da mortalidade
de aves, tanto silvestres como de cativeiro, em todo o mundo. Sua transmissao
ocorre diretamente durante a corte, alimentacdo de filhotes e/ou por predagao por
aves de rapina (AMIN et al., 2014). Sendo transmitida principalmente pelos pombos
da espécie Columba livia para outras espécies de aves, como Columbiformes,
Falconiformes e Passeriformes (MARTINEZ-DIAZ et al., 2015)

No trato digestivo superior, apresentam-se em lesdes caseosas amareladas
na regiao digestiva alta, particularmente na boca e no es6fago de aves infectadas,
levando ao emagrecimento e asfixia. A tricomoniase caracteriza-se principalmente
por lesbes caseosas e ulceracdo na cavidade oral e outras partes do trato digestivo
superior, que podem afetar a alimentagédo causando fome ou sufocamento (AMIN et
al.,, 2014). Podendo se apresentar na forma subclinica aguda ou crénica,
dependendo da espécie hospedeira, patogenicidade do isolado e estado
imunoldgico do individuo (ROBINSON et al., 2010).

O capim-lim&do é uma planta aromética pertencente as gramineas (AKHILA et
al., 2010). O dleo essencial isolado de Cymbopogon flexuosus (capim-liméo) é
utilizadao em varios alimentos e produtos da industria de aromas. Esse 6leo contém
principalmente o composto citral (TAJIDIN et al., 2012), uma combinacdo natural de
dois aldeidos isoméricos, ou seja, os isdbmeros geranial (a-citral) e neral (b-citral)
(PENGELLY, 2004). Estudos demonstraram que o 6leo de capim-liméo e o citral tém
atividades como antineoplasicas, antimicrobianas, antifUngicas, antiprotozoarias,
anti-helminticas e contra artrépodes (SATTHANAKUL et al., 2015; GITERU et al.,
2015).

A identificacdo de novos agentes terapéuticos seguros e mais eficientes
podem representar novas alternativas de tratamento para este protozoario, como 0s
compostos majoritarios e minoritarios de 6leos essenciais com potencial agdo. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antiparasitaria do citral (3,7-
Dimethyl-2,6-octadienal) in vitro em trofozoitos de Trichomonas gallinae.

2. METODOLOGIA

T. gallinae foram recuperados de C. livia na cidade de Pelotas, RS. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no uso de Animais da Universidade
Federal de Pelotas, sob o protocolo 23110.005097/2017-51 em 10/09/2017 e
SISBIO em 08/02/2018, sob o numero 61235-1. A coleta dos isolados foi realizada
utilizando swabs, as amostras foram retiradas da cavidade oral e de lesdes
membranosas da regido orofaringea dos pombos domeésticos. O cultivo do parasito
foi preparado por imersdao de swabs orais em meio triptona/extrato de
levedura/maltose (TYM) (DIAMOND, 1957), suplementado com 10% de soro fetal
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bovino e incubado a 37°C (SANSANO et al., 2009). Os cultivos foram entédo
examinados sob um microscopio Optico em 100 e 400 x para observacdo de
trofozoitos moveis.

Para analisar a atividade in vitro da susceptibilidade de trofozoitos de T.
gallinae em relagdo ao composto majoritario 3,7-Dimethyl-2,6-octadienal (Sigma-
Aldrich®) do 6leo essencial de C. flexuosus, foram utilizadas placas estéreis de 96
pocos para incubacdo em diferentes concentracdes. Os parasitos foram incubados
em uma densidade inicial de 1x10° trofozoitos/mL de TYM juntamente com o
composto. Trés controles foram testados: NC (controle negativo, apenas trofozoitos),
MTZ (trofozoitos mais metronidazol - 0,171 pg/ml) e DMSO (trofozoitos e veiculo
para solubilizacdo dos derivados - 0,6%). O composto citral foi adicionado aos pocos
para obter concentragdes finais de 0,015, 0,030, 0,045, 0,060, 0,076, 0,091, 0,106,
0,121, 0,137, e 0,152 ug/ml, respectivamente. Posteriormente, para gerar condicdes
anaerodbicas, as placas de microcultura foram incubadas a 37°C com 5% de CO:
durante 24 h. Apos esse periodo, uma preparacdo com trofozoitos, contendo azul de
tripan (0,4%) (1:1), foi avaliada em camara de Neubauer, para determinagao do ICso
(metade da concentracéo inibitéria maxima) e MIC (concentracao inibitéria minima).

Apenas a concentracdo que apresentou reducdo na viabilidade dos
trofozoitos de 100% foi utilizada para determinar a MIC. A partir da MIC, foram
preparadas novas placas de microcultivo e analisadas nos seguintes tempos: 1, 6,
12, 24, 48, 72, e 96 h, pelo método de exclusdo do corante, afim de determinar o
tempo de morte dos trofozoitos perante ao 3,7-Dimethyl-2,6-octadienal. Todos os
ensaios foram realizados de forma independente em triplicata (SENA-LOPES et al.,
2017). A analise estatistica foi realizada por analise unidirecional variancia (ANOVA)
usando um valor de probabilidade de p <0,05, seguido pelo Teste de Tukey
(GraphPad Prism 8.0 Software).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do estudo in vitro sobre o efeito inibitério do composto citral
sobre T. gallinae e a comparacéo dessa atividade com o farmaco metronidazol sao
apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Atividade anti-tricomonas em meio de cultura da formulagdo do composto
majoritario nas concentracées de 0,015 ug/ml a 0,152 pg/ml, como controles: NC
(controle negativo), MTZ (metronidazol 0,171 pg/ml), DMSO (diluente 0,6%). As
analises foram avaliadas 24 horas apdés o tratamento. As colunas indicam 0s grupos
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e * indicam a diferenca estatistica quando comparado ao controle de MTZ pelo teste
de Tukey (P <0,05).

O composto majoritario, citral, apresentou eficacia contra T. gallinae, apés
24h de incubacdo nas concentracdes de 0,106, 0,121, 0,137, e 0,152 pg/ml,
provocando 100% de inviabilizagcdo dos trofozoitos. O ICso foi de 0,030 pg/ml, a MIC
foi de 0,106 pg/ml. O crescimento destes protozodarios foi completamente inibido
pelo composto em 12 horas de incubacdo quando analisado através da
concentracéo do MIC (0,106 pg/ml).

O uso de plantas medicinais com potencial atividade tricomonicida vem
aumentando significativamente para o tratamento. Varios paises desenvolvem
estudos com plantas nativas contra essa doenca (SEDDIEK et al, 2014). Nosso
estudo apresenta resultados inéditos de compostos majoritarios de Oleos essenciais
de plantas como tratamento alternativo para o protozoario T. gallinae.

A importancia do estudo de novas alternativas de tratamento e a resisténcia
aos farmacos tem sido relatado em diferentes partes do mundo (TABARI et al.,
2017). Cepas resistentes acabam se tornando uma ameaca na sanidade de aves,
sendo que o parasito € encontrado em uma ampla variedade de espécies
(FORRESTER & FOSTER, 2008).

Resisténcia aos quimioterapicos atuais evidenciam a necessidade de novos
agentes antiparasitarios. O presente estudo in vitro indicou a completa inibicdo dos
trofozoitos de Trichomonas gallinae apés 24 horas quando o MTZ foi adicionado a
cultura, similar ao estudo realizado por ABD-EL-MOTELIB (1993) que demonstrou
que o parasita € muito sensivel tanto ao MTZ quanto ao tinidazol. Em nossos dados,
0 constituinte quimico majoritario do capim-limdo testado apresentou atividade
contra o protozoario flagelado na contracdo da MIC, inativando o0 mesmo em 12
horas, mostrando-se mais eficaz do que o farmaco padréo utilizado para tratamento.
A atividade deste composto pode estar associada a sua capacidade de destruir a
integridade da membrana celular, liberando seus componentes celulares e desta
forma causando a lise celular, como ja foi descrito nos trabalhos de ZHOU et al.,
(2014) e TAO et al., (2014).

4. CONCLUSOES
O composto majoritario de Cymbopogon flexuosus mostrou-se capaz de reduzir
a viabilidade dos trofozoitos de Trichomonas gallinae em distintas concentragdes. A
maior eficacia foi na concentracdo de 0,106 pg/ml no periodo de 12 horas. Os dados
obtidos nesse estudo demostram o potencial do citral como um agente anti-
Trichomonas, no entanto estudos mais abrangentes sao necessarios para a
utilizagcéo da atividade tricomonicida.
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