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1. INTRODUGAO

A tricomoniase aviaria é causada pelo protozoario flagelado Trichomonas
gallinae (RIVOLTA, 1878). Acomete aves, principalmente das ordens
Columbiformes e Falconiformes (ROUFFAER et al.,, 2014). Os sintomas da
infeccdo se dao a partir de lesdes no trato digestivo e respiratério (GERHOLD et
al., 2007).

As drogas utilizadas para o tratamento desta enfermidade sédo os
nitroimidazoéis. A administracdo do farmaco em subdoses e o seu uso de
preventivo contra tricomoniase aviaria, resultaram no surgimento de isolados
resistentes (LUMEIJ E ZWIJNEMBERG, 1990). Uma das alternativas para
minimizar este problema ¢é a utilizagao de fitoterapicos, como os 6leos essenciais
(OEs), devido aos seus compostos quimicos possuirem atividades
antimicrobiana, antiparasitariae antiinflamatéria (HAMMER et al., 2008). Os OEs
por serem sensiveis as variagdes ambientais, o seu encapsulamento é uma
estratégia eficiente para prevenir a degradagdo do mesmo. Este processovisa
proteger os efeitos benéficos e a liberagdo de compostos ativos no sitio especifico
(HOSSEINI et al., 2013), como por exemplo as nanoemulsdes. Os sistemas
nanoestruturados sdo constituidos por duas fases (hidrofilica e hidrofébica), ou
seja, aquosa e fase oleosa. A fim de superar a instabilidade, surfactantes sao
adicionados a formulagdo a fim de diminuir a tensdo superficial e estabilizar o
sistema (NIRMALA et al 2010).

Diante disto, o presente estudo tem como objetivo investigar a eficacia e in
vitro do 6leo essencial (OE-T) e a nanoemulsao (N-T) de Thymus vulgaris contra
trofozoitos de Trichomonas gallinae.

2. METODOLOGIA

O dleo essencial de tomilho, foi obtido da Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil).
A nanoemulsdo foi desenvolvida pelo método de emulsificacdo espontanea,
seguindo a metodologia descrita por Gundel et al., (2018).

A sua caracterizagdo foi realizada pelo tamanho médio das goticulas,
indice de polidispersividade e potencial zeta., determinados pela técnica de
espalhamento dinamico da luz e técnica de mobilidade eletroforética apds diluicao
da amostra (500 vezes) em solugdo aquosa de cloreto de sédio (10 mM),
respectivamente Os valores de pH foram determinados utilizando um
potencidmetro (DM-22, Digimed®) anteriormente calibrado com solugéo padrao.
Todas as leituras foram realizadas em ftriplicata e os resultados foram expressos
como média (+ DP) (GUNDEL et al., 2018).
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Espécimes de T. gallinae foram recuperados pelo método de montagem a
umido de pombos nativos naturalmente infectados, utilizando swabs da cavidade
oral, e de lesdes membranosas da regiao orofaringea de pombos domésticos (C.
livia). O cultivo do parasito foi preparado por imersdo de swabs em meio triptona /
extrato de levedura/ maltose (TYM) Diamond (1957) e incubado a 37°C (Sansano
et al,2009). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no uso de Animais
da Universidade Federal de Pelotas, sob o protocolo 23110.012860/2018-81 e
SISBIO 61235-1.

Para examinar a susceptibilidade de T. gallinae em relagédo ao OE-T e N-T,
foram utilizadas placas estéreis de 96 pogos. Os parasitos foram incubados em
uma densidade inicial de 1x10° trofozoitos / mL de TYM. Quatro controles foram
realizados: a) apenas os trofozoitos (controle negativo), b) trofozoitos mais o
veiculo para solubilizagdo dos derivados (0,01% Tween), c) trofozoitos mais
metronidazol 100mM (como controle positivo) e d) nano branca (como controle
das nanoemulsdes). Além disso, OE-T e N-T foram adicionados aos pogos para
obter concentracées finais de 025, 0,5 0,75, 1,0, 1,25, 1,5, 1,75 e 2%.
Subsequente, as placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO, durante 24 h.
Para a verificacdo da viabilidade dos trofozoitos, os mesmos foram observados
quanto a motilidade, morfologia e exclusao por corante Azul de Tripan (0,4%).

O IC,, (metade da concentrag&o inibitéria maxima) foi determinado em
concentracbes para o OE-T e N-T. Apenas a concentracao OE-T e N-T que
apresentaram reducgéo na viabilidade dos trofozoitos para 100% foram utilizados
para determinar a concentragéo inibitéria minima (MIC), sendo empregadas sob
diferentes concentragdes. As melhores concentragdes, apresentadas apds a
analise do MIC para o OE-T e N-T, foram realizadas nos seguintes tempos: 1, 6,
12, 24, 48, 72, e 96 h também pelo método de excluséo azul de tripan (0,4%).
Uma curva de tempo de morte foi construida para obter um perfil de atividade da
eficacia do OE-T e N-T contra trofozoitos flagelados de T. gallinae. Todos os
ensaios foram realizados de forma independente em triplicata (SENA-LOPES et
al., 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros observados na caracterizagcdo da nanoemulsdo sao

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagao fisico-quimica da formulagdo das nanoemulsdes. Os resultados estéo
expressos em média + dp

Tamanho ind. de Potencial Ph
(nm) polidispersao zeta
Nano branca 127 +1.02 0.25 + 0.005 -6.37 +0.58 5.15+0.0
Nano tomilho 176 + 200 0.20 + 0.007 -748+1.02 3
6,06+0,0
5

O uso de plantas medicinais com potenciais efeitos e fitoterapicos vem
aumentando para o tratamento da tricomoniase, principalmente para a espécie
Trichomonas vaginalis (IBRAHIM, 2013). Os nossos resultados apresentaram
efeito inibitério (OE-T) e (N-T-T) em comparagao com MTZ.

Para inibicao dos trofozoitos a N-T eliminou os trofozoitos na concentracao
de 1,25% e 1,5% para o OE-T, apo6s 24 horas de incubacdo. O MIC do OE-T e da
N-T foi 1,45 e 1,20 respectivamente. Os valores do IC50 foram fixados em 0,5%
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para N-T e 0,75 para OE-T. O crescimento dos trofozoitos foi inibido
completamente tanto pelo OE quanto pelo NT apds 12 horas de incubacéo. No
tratamento com tomilho nao foi observado trofozoitos viaveis em meio de cultura
apos 24 horas, corroborando com Tabari et al. (2017). OE-T demonstrou efeitos
anti-trichomonas e sugere-se a agdo dos trés constituintes quimicos
predominantes neste 6leo (borneol (36,84%), alfa-terpineol (14,31%) e timol
(8,98%), possam apresentar atividade contra o protozoario, principalmente sob o
composto bioativo timol, que ja exibiu atividade em outros estudos, como os
trofozoitos de Giardia lamblia (CALZADA et al. 2006). O autor supracitado reporta
que o OE-T tem a capacidade de destruir a integridade da membrana celular,
liberando os componentes celulares de causar alteragbes morfologicas na
membrana plasmatica e flagelar, causando danos as organelas, e causando a lise
celular.. A N-T quando comparada ao 6leo essencial apresentou maior eficacia,
quando comparado ao OE-T, este resultado demonstra que a reducdo do
tamanho das particulas, aumenta a biodisponibilidade, biodistribuicdo e
penetracdo. A relevancia de pesquisas com sistemas nanoestruturados com
bioativos retirados de plantas é evidente, como visto nos trabalhos de Wen-Chien
et al. (2018).

4. CONCLUSOES

O OE e a nanoemulsao de tomilho foram eficazes contra trofozoitos de T.
gallinae no periodo de 12 horas. No entanto, sdo necessarios estudos mais
abrangentes para o entedimento das interagcbes entre o protozoario e os
compostos bioativos abordados neste estudo.
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