UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Instituto de Biologia
Programa de Pés-Graduag¢ao em Microbiologia e Parasitologia

Tese de Doutorado

Avaliagao da atividade inibitéria e antioxidante de 6leos essenciais e

nanoemulsoes sobre Trichomonas vaginalis

Juliana Montelli Fenalti

Pelotas, 2019



Juliana Montelli Fenalti

Avaliagao da atividade inibitéria e antioxidante de éleos essenciais e

nanoemulsoes sobre Trichomonas vaginalis

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencio do titulo de
Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof. Dra. Camila Belmonte

Co-Orientadora: Prof. Dra. Nara Amélia da Rosa Farias

Pelotas, 2019



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

F332a Fenalti, Juliana Montelli

Avaliacdo da atividade inibitéria e antioxidante de dleos
essenciais e nanoemulsdes sobre Trichomonas vaginalis /
Juliana Montelli Fenalti ; Camila Belmonte, orientadora ;
Nara Amélia da Rosa Farias, coorientadora. — Pelotas,
2019.

116f. :il.

Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, 2019.

1. Tricomoniase. 2. Fitoterapia. 3. Produtos naturais. 4.
Citral. 5. Ist. I. Belmonte, Camila, orient. Il. Farias, Nara
Amélia da Rosa, coorient. Ill. Titulo.

CDD :547.71

Elaborada por Ubirajara Buddin Cruz CRB:
10/901




Juliana Montelli Fenalti

Avaliagao da atividade inibitéria e antioxidante de 6leos essenciais e

nanoemulsoes sobre Trichomonas vaginalis

Tese aprovada, como requisito parcial, para obtengdo do grau de Doutor em
Ciéncias Biologicas, Programa de Pés Graduagdao em Microbiologia e Parasitologia,
Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 17/09/2019

Banca Examinadora:

Prof?. Dr2. Camila Belmonte Oliveira (Orientadora)
Doutora em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de Santa Maria.

Prof®. Dr2. Janice Luehring Giongo
Doutora em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Prof. Dr. Jerébnimo Lopes Ruas
Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Prof?. Dr2. Marcia Raquel Pergoraro de Machado
Doutora em Parasitologia pela Universidade Federal de Pelotas.

Prof. Dr. Marcos Marreiro Vilella
Doutor em Ciéncias da Saude pelo Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ.



A minha familia e amigos pelo apoio e incentivo.
A minha bisavé Honorina (V6 Negra), pela minha auséncia.

Dedico



Agradecimentos

A minha familia e amigos, agradego por todo apoio, carinho, palavras de
conforto e por sempre acreditarem no meu potencial, me incentivando a nao desistir.

A minha orientadora Camila Belmonte, agradego a oportunidade e confianga.
Agradeco por ter aberto as portas do seu laboratorio, me acolhido no momento que
mais precisei e tornado a conclusdo do doutorado uma realidade.

A Nara Amélia da Rosa Farias, minha coorientadora e “mae cientifica”,
agradego pelos seus ensinamentos, conselhos e ombro amigo, sempre me
mostrando que eu era capaz e tinha condi¢des de ir até o final.

Ao meu “namorido® Moa, agradeco o incentivo para que eu chegasse até aqui
e a paciéncia que teve nesse ultimo ano, reconhego que néo foi facil me aguentar.

Aos colegas de laboratério, Angelita, Analice, Helena e professora Elvia
Vianna, agradeco o apoio durante esse ano que estive com vocés, em especial, aos
estagiarios, Alexia, Filipe e Yan, que nunca mediram esforgos para me ajudar no que
fosse necessario, independente do horario e do dia que fosse. E o meu muito
obrigado a minha amiga Bruna Baccega, vocé foi essencial para o desenvolvimento
e conclusao desse trabalho.

Aos colegas e amigos de outros laboratérios, em especial, Mirian Bruni,
Carolina Caetano, Raquel Neves, Angela Sena, Talysson Barbosa, Paloma Birmann,
Angela Casaril, Franciele Liz e Maria Antonieta Machado, agradeco a colaboragao.

A minha amiga Tais Mata, agradeco pelas orientagbes e ensinamentos,
mesmo de longe, ao longo da minha vida académica.

A Universidade Federal de Pelotas, ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Microbiologia e Parasitologia, Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e professores, agradego pelo ensino. Também agradego ao
Laboratorio de Ginecologia da FAMED pela coleta das amostras e a Universidade
Franciscana, em especial a professora Aline Ferreira Ourique e sua equipe, pela
disponibilizagdo dos Oleos essenciais e nanoemulsdes para a realizagdo deste
trabalho.

Por fim, agradegco a Deus pela vida que tenho, pelas oportunidades e
dificuldades que encontrei neste caminho, com certeza contribuiram muito para o
meu crescimento profissional e pessoal.

A todos que de alguma forma contribuiram nessa trajetéria, muito obrigado!



“Sem sonhos, a vida nao tem brilho.

Sem metas, os sonhos nao tém alicerces.

Sem prioridades, os sonhos nao se tornam reais.
Sonhe, trace metas, estabeleca prioridades

e corra riscos para executar seus sonhos.

Melhor é errar por tentar do que errar por omitir.”

(Augusto Cury)



Resumo

FENALTI, Juliana M. Avaliagao da atividade inibitéria e antioxidante de 6leos
essenciais e nanoemulsdées sobre Trichomonas vaginalis. 2019. 116 f. Tese
(Doutor em Ciéncias Biolégicas) — Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia e
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Trichomonas vaginalis € o protozoario flagelado causador da tricomoniase, infec¢ao
sexualmente transmissivel (IST) mais comum do mundo. Diante do aumento da
prevaléncia de infecgdes resistentes ao metronidazol, o Unico medicamento
reconhecido para o tratamento da tricomoniase, estudos vem sendo realizados em
busca de alternativas terapéuticas. Os produtos naturais biologicamente ativos,
como os oleos essenciais (OE), os quais se constituem em modelos para a sintese
de novos farmacos, e podem tornar-se um novo recurso terapéutico com menores
reagdes adversas associados a nanotecnologia. Neste estudo, foi avaliada a
atividade tricomonicida in vitro dos 6leos essenciais livres e nanoestruturados de
Eucalyptus globulus (eucalipto), Ocimum basilicum (manjericdo), Cymbopogon
flexuosus (capim-limao) e o seu composto majoritario citral, separados em dois
experimentos. No primeiro experimento, foram testados os OE livres e
nanoestruturados de Eucalipto, Manjericdo e Capim-limdo em isolado clinico. As
Concentragdes Inibitérias Minimas (MICs) observadas no OE de capim-limao foi de
660 pg/ml quando livre e 440 ug/ml nanoestruturado e para manjericao foi de 1080
ug/ml tanto na forma livre quanto nanoestruturado, apresentando significante
atividade antiparasitaria em 12 e 24 hs de exposigao, respectivamente, inibindo
100% dos trofozoitos. Também foi avaliada através do ensaio TBARS (Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitirico) a atividade antioxidante desses odleos e
nanoemulsdes, observando a diminuigdo da peroxidagao lipidica. No segundo
experimento, foi avaliada a atividade do citral frente 8 ATCC (30236), apresentando
MIC 100 uM/ml para inibir 100% dos trofozoitos em 12 hs de incubagao e ICsy de 40
MM/mI (24 h). Os niveis de 6xido nitrico (NO) também foram determinados e apds 24
hs de exposigado do parasito ao citral, apresentou uma redugéo significativa de NO
quando comparado ao controle. Diante dos resultados obtidos, os OE representam
uma alternativa no desenvolvimento de novos farmacos para esta IST. Devem ser
considerados maiores estudos desses produtos naturais tanto na forma livre quanto
associado a nanocarreadores, em busca de desenvolver novos farmacos nao
nitroimidazélicos, a fim de reduzir a resisténcia e os efeitos adversos para o
tratamento da tricomoniase.

Palavras-chave: Tricomoniase; Fitoterapia; Produtos Naturais; citral; IST.



Abstract

FENALTI, Juliana M. Evaluation of inhibitory and antioxidant activity of
essential oil and nanoemulsions against Trichomonas vaginalis. 2019. 116 f.
Tese (Doutor em Ciéncias Biologicas) — Programa de Po6s-Graduagdo em
Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2019.

Trichomonas vaginalis is the flagellate protozoan that causes trichomoniasis, the
most common non-viral sexually transmitted infection (STI) in the world. In front of
the increased prevalence of metronidazole-resistant infections, the only recognize
treatment to trichomoniasis, studies were realized in search of therapeutic
alternatives. Natural products biologically active, as essential oil, which constitute a
model for synthesizing new drugs, becoming a new therapeutic resource with lower
side effects associate to nanotechnology. In this study, was evaluated in vitro the
anti-trichomonal activity of free essential oils (EO) and nanostructured of Eucalyptus
globulus (eucalyptus), Ocimum basilicum (basil), Cymbopogon flexuosus
(lemongrass) and its major compound citral, separated into two experiments. At the
first experiment, were tested free EO and nanostructured of eucalyptus, basil and
lemongrass in clinical isolate. The MIC observed to lemongrass was 660 ug/mL to
free oil 440 pg/ml to nanoemulsion and to basil was 1080 ug/ml either in free or
nanostructured form, showing significant antiparasitic activities in 12 and 24 hours
exposure, respectively, inhibiting 100% of trophozoites. Also was evaluated through
TBARS assay (Thiobarbituric acid reactive substances) antioxidant activity of these
oils and nanoemulsions, observing the reduction of lipid peroxidation. At second
experiment, was evaluated citral activity against ATCC (30236), showing MIC 100
MM/ml to inhibit 100% of trophozoites in 12 h of incubation and ICsy 40 uM/ml (24 h).
The nitric oxide (NO) levels was also determined and after 24 h of exposure of
parasite to citral showed a significant reduction of NO when compared to control. In
front of the results obtained, EO are an alternative to developing of drugs to this STI.
Should be considered further studies of these natural products even at free form or
associate to nanocarriers, in search to develop a new anti-trichomonal drugs non-
nitroimidazole in order to reduce the resistance and the side effects to the treatment
of trichomoniasis.

Keywords: Trichomoniasis; Phytotherapy; Resistance; Natural products; STI.
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1. Introducgao

Trés espécies de Trichomonas sao capazes de infectar os humanos, cada
uma em um oOrgdo especifico: T. tenax na cavidade oral; T. hominis no trato
intestinal e o T. vaginalis na regido inferior do trato geniturinario, sendo esta
ultima espécie amplamente estudada, pois o ser humano é o unico hospedeiro
natural (WANG, 2000). O protozoario flagelado T. vaginalis € o agente etiologico
da tricomoniase, infecgdo sexualmente transmissivel (IST) mais frequente do
mundo. Estima-se que ocorram 142 milhées de novos casos por ano, a maioria
em mulheres, as quais podem apresentar desde um estado assintomatico até
quadros severos (WHO, 2016).

Encontra-se na literatura diversos relatos de isolados de T. vaginalis
resistentes ao metronidazol e a outros 5-nitroimidazois, farmacos usualmente
utilizados para o tratamento da tricomoniase, levando a recidivas e a transmisséo
da doengca (CUDMORE et al.,2004). A rapida evolugao dos microrganismos e a
resisténcia (manifestacdo genética natural dos organismos), desenvolvidas em
funcdo da exposicédo sucessiva e indiscriminada dos farmacos, torna o cenario
alarmante e faz com que novas pesquisas sejam desenvolvidas em busca de
agentes eficazes (SILVEIRA et al.,2006).

De Brum Vieira et al (2015) realizou um levantamento bibliografico dos
diversos experimentos in vitro com produtos de origem natural frente o
protozoario T. vaginalis ressaltando o potencial dos mesmos no tratamento da
tricomoniase. Tradicionalmente, os O6leos essenciais, também chamados de
Oleos volateis, sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos os quais se constituem de modelos para a sintese de novos farmacos para

o tratamento de doencas infecciosas, tornando-se um recurso terapéutico
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seguro, com menores reagdes adversas e sem relatos de ocorréncia de
resisténcia aos seus constituintes (SIENKIEWICZ et al., 2012).

Por sua vez, o avango da nanotecnologia vem se destacando na industria
farmacéutica, apresentando um grande numero de vantagens, especialmente no
desenvolvimento de carreadores de farmacos, atuando com uma liberagao
controlada em alvos especificos (SHAFFER, 2005). A associagdo dessas
nanoestruturas aos Oleos essenciais, impede a volatizacdo dos mesmos,
promove maior estabilidade, solubilidade, facilita a penetracdo na membrana do
microorganismo e consequentemente aumenta a atividade biologica do ativo
(CODEVILLA et al., 2015).

Diante disso, a busca por novos compostos ativos e nanoestruturados contra
Trichomonas vaginalis faz-se relevante, considerando a diversidade da flora

brasileira e os crescentes avangos da hanociéncia.



2. Objetivos

21 Objetivo geral

Avaliar a atividade tricomonicida in vitro dos Oleos essenciais livres e
nanoestruturados de Eucalyptus globulus (eucalipto), Ocimum basilicum
(manjericao), Cymbopogon flexuosus (capim-liméo) contra o protozoario

Trichomonas vaginalis.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade tricomonicida de diferentes concentragdes de 6leos essenciais e

nanoemulsoées;

- Avaliar a atividade antioxidante de o6leos essenciais e nanoemulsdées sobre o

flagelado Trichomonas vaginalis;

- Avaliar isoladamente a atividade tricomonicida do composto majoritario citral sobre

T. vaginalis;

- Avaliar a atividade antioxidante do citral, in vitro sobre o flagelado Trichomonas

vaginalis;

- Investigar a forga de ligagdo do citral as proteinas presentes no Trichomonas
vaginalis;

- Avaliar a citotoxicidade do composto citral.



3. Revisao Bibliografica

3.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis, agente causador da tricomoniase, foi registrado pela
primeira vez por Donné em 1836 (KAMPMEIER, 1978). Pertence a familia
Trichomonadidae, a subfamilia Trichomonadinae, ordem Trichomonadida, classe
Zoomastigophorea, e filo Sarcomastigophora (DE CARLI & TASCA, 2005).

Este protozoario é observado somente na forma de trofozoito, o qual possui
um formato piriforme medindo de 10-20 ym. Ele possui cinco flagelos, um aderido a
membrana ondulante e os demais livres, 0s quais s8o0 0s responsaveis pela
mobilidade do parasito (HEINE & MCGREGOR, 1993; LEWIS, 2014). T. vaginalis
também apresenta outras duas formas, uma ameboide quando em contato com o
hospedeiro e a de pseudocisto, que ao internalizar os seus flagelos em meios com
baixas temperaturas e escassa oferta nutricional, apresenta-se em formato
arredondado sem parede cistica (Figura 1) (PEREIRA-NEVES et al., 2003; LEWIS,
2014). Seu ciclo de vida é simples, nao apresenta a forma cistica e reproduz-se por
fissao binaria (Figura 2) (SCHWEBKE & BURGESS, 2004).

E um parasito anaerébio facultativo, amitocondriado, possui densos granulos
chamados de hidrogenossomos. Estes s&o responsaveis pela formacdo de ATP
(adenosina 5’ trifosfato) através da enzima ferredoxina oxirredutase (PFOR)
presente em seu interior a qual promove a oxidagcdo do piruvato em acetato
(MACIEL et al., 2004). Esse flagelado através do metabolismo fermentativo em
condigbes anaerobias e de microaerofilia, tem como sua principal fonte de energia

os carboidratos além de manter o glicogénio como reserva de energia para garantir
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a sua sobrevivéncia frente as variacdes do ambiente vaginal (MACIEL et al., 2004;
KISSINGER, 2015).

Figura 1: Formas evolutivas de Trichomonas vaginalis — a. Trofozoito b. Pseudocisto c. Ameboide
aderido a célula vaginal epitelial. Fonte: Benchimol, 2008.

gexval intercourse

N

A= Infective Stage
A: Diagnostic Stage

Trichomonas vaginalis

i Y in
vaginal and prostatic binary fission vagina or onfice
secretions and urine of urethra

Figura 2: Ciclo de vida T. vaginalis.
Fonte: CDC - https://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html
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3.2 Tricomoniase

A tricomoniase é a infeccao sexualmente transmissivel (IST) mais comum no
mundo, sendo considerada a principal causa de vaginite entre as mulheres além de
causar sérias complicagdes como infertilidade, cancer cervical, predisposicdo a
doenca inflamatdria pélvica, nascimento prematuro, baixo peso em neonatos e
facilitar a transmissao do virus HIV-1 (HEINE & MCGREGOR, 1993; MCCLELLAND
et al., 2007; HOBBS & SENA, 2013).

Essa doenga infecciosa acomete ambos o0s sexos, porém apresenta maior
prevaléncia entre as mulheres, sendo as manifestacbes clinicas caracteristicas
dessa parasitose um corrimento amarelo-esverdeado, disuria e dor pélvica. Os
homens, quando sintomaticos, apresentam como manifestacdo clinica quadros de
uretrite e raramente complicando com epididimite e prostatite (BRAVO et al., 2010;
RODRIGUES MACHADO & SOUZA, 2012; CDC, 2015), mas na maioria das vezes
essa infecgao € autolimitada e assintomatica devido a presenga de zinco no sémen,
o qual possui acéo tricomonicida.

Cerca de 80% das infeccbes por T. vaginalis sao assintomaticas tanto em
homens como em mulheres, sendo ambos considerados carreadores do parasito
(SUTTON et al., 2007; ALLSWORTH et al., 2009; POOLE & MCCLELLAND, 2013).
Entretanto, os parceiros devem ser simultaneamente tratados a fim de evitar as
recidivas (MACHADO et al.,, 2005). A tricomoniase é uma doenga de fase
reprodutiva, sendo o estabelecimento do protozoario no trato genital feminino
facilitado pelo ciclo hormonal fisiologico e pela presenga de ferro durante o ciclo
menstrual que permite a sua aderéncia aos tecidos (POOLE & MCCLELLAND,
2013).

O processo de adesao do protozoario ao hospedeiro € complexo e
determinante para a patogenicidade. A citoaderéncia do T. vaginalis deve-se ao
mosaico de moléculas existentes em sua superficie, adesinas, proteinas e
carboidratos, as quais permitem um maior contato com a célula epitelial hospedeira
(PETRIN et al., 1998). As adesinas AP65, AP51, AP33, e AP23, sao mediadoras da
citoaderéncia reguladas pela presenga de ferro, as quais sdo expressas apos o

contato do parasito com a célula hospedeira, assumindo o parasito uma forma
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achatada, conhecida como ameboide (PETRIN et al., 1998; SCHWEBKE &
BURGESS, 2004; BRAVO et al., 2010).

Juntamente as adesinas, as cisteinas-proteinases também desempenham
papel importante na colonizagédo, apresentando capacidade citotdoxica e hemolitica
além de degradar as imunoglobulinas IgM, IgG e IgA presentes no epitélio vaginal
(PETRIN et al., 1998; BRAVO et al., 2010). Além desses mediadores, o parasito
possui outras variacdes fenotipicas como forma de evadir o sistema imune. A
expressdo de adesinas imunogénicas como P270 evita o ataque dos anticorpos e
garante a sobrevivéncia no organismo hospedeiro (PETRIN et al., 1998).

Outra proteina também responsavel pela patogénese e viruléncia do T.
vaginalis € a CDF (cell detaching fator), a qual promove uma reagao inflamatéria e
consequente descamacgao do epitélio. Esta glicoproteina é influenciada pelo pH e
pela concentragédo de estrogeno, estando os seus niveis relacionados a severidade
dos sintomas, tendo em vista que a administracdo do horménio intravaginal diminui a
produgcéo de CDF e ameniza os sinais clinicos (PETRIN et al., 1998; MACIEL et al.,
2004; MIELCZAREK & BLASZKOWSKA, 2016).

Apos aderir ao tecido epitelial, o T. vaginalis libera aminoacidos que
rapidamente se degradam em aminas alcalinas, acarretando no aumento do pH
vaginal, que por sua vez, modifica o ambiente vaginal possibilitando o aumento da
proporcdo de bactérias anaerdbias, inibindo a proliferacdo de lactobacilos e
favorecendo o seu desenvolvimento (AMSEL et al., 1983). A infecgdo desencadeia
uma resposta imune celular, inflamagdo pélvica, algumas vezes com pontos
hemorragicos, e infiltragdo leucocitaria, recrutando um grande numero de células
suscetiveis a infecgdo pelo virus, incluindo linfocitos T CD4+ e macrofagos. Essa
cascata facilita dessa forma o acesso do HIV a corrente sanguinea através das
lesbes causadas na mucosa, além de degradar o inibidor da protease leucocitaria
secretoria que normalmente bloqueia a adesao do virus as células (SORVILLO et
al., 2001; ALLSWORTH et al., 2009). O protozoario T. vaginalis provoca hemdlise
através da eritrofagocitose para adquirir ferro, a qual é mediada pelas proteinas de
aderéncia e pelos receptores eritrocitarios, causando o quadro clinico de colpite
multifocal (BRAVO et al., 2010).

Essa parasitose representa um grande problema para a saude publica

mundial, devido as intercorréncias provenientes dessa infeccdo, como o aumento do
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risco de aquisi¢ao do virus HIV, partos prematuros, entre outras, as quais promovem
um impacto direto na economia dos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, nos quais sao detectadas taxas elevadas de prevaléncia dessa
IST (SECOR et al, 2014). A prevaléncia de ISTs vem aumentando
significativamente, devido ao precario atendimento do sistema de saude e baixas
condigbes socioecondémicas e nivel escolar, ja sendo considerado um problema de
saude publica (ALVES et al., 2011).

Segundo os ultimos dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS), em
2012, foi estimado 142 milhdes de novos casos de pessoas infectadas por T.
vaginalis, sendo a maioria (89%) mulheres (LEITSCH, 2016; WHO, 2016). Em
estudos recentes realizados no sul do Rio Grande do Sul, foram observadas
prevaléncias semelhantes, onde Dos Anjos Gatti et al (2017), detectaram uma
positividade de 4,1% e Bruni et al (2018) 4,2%, respectivamente, entre as mulheres
avaliadas, apresentando ambos os publicos baixos niveis econémicos e escolares,
variaveis as quais facilitam a transmissao.

O diagnostico laboratorial permite a identificagdo do protozoario por sua
movimentacgao flagelar caracteristica, em amostras de secregcédo vaginal através do
exame a fresco, diferenciando a vaginite causada por T. vaginalis das demais IST.
Entretanto, quando nédo observado e as manifestagdes clinicas permanecerem e
serem sugestivas de tricomoniase, deve-se realizar a cultura em meio de cultivo
especifico, Diamond, a fim de garantir um tratamento especifico (MICHEL et al.,
20086).

O cultivo é considerado o meio de diagnostico padrdo-ouro da tricomoniase,
de maior especificidade e sensibilidade, evitando um resultado falso negativo e a
transmissdo do mesmo (MACIEL et al., 2004). O sistema de cultivo comercial in
pouch T. vaginalis é semelhante ao cultivo, mesma sensibilidade e de facil
execucao, podendo ser utilizado tanto para amostras de secrecbes como para
amostras de urina (BRAVO et al., 2010). Outros métodos como o Papanicolau,
testes imunoldgicos e testes moleculares também sao utilizados, porém como menor
frequéncia (DE LEMOS; GARCIA-ZAPATA, 2014).

A falta de estabelecimento de um programa de controle e triagem em
pacientes assintomaticos, a ndo notificagcdo compulséria e a baixa sensibilidade dos

testes disponiveis nas rotinas laboratoriais, tornam a tricomoniase uma doenca
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infecciosa subestimada e negligenciada, apresentando uma prevaléncia de 2,6% a
20% entre as mulheres no pais (MENEZES et al., 2016; MUZNY, 2018).

3.3 Tratamento

Desde 1959, o metronidazol (MTZ), medicamento de facil acesso e baixo custo, é
a droga de escolha para o tratamento da tricomoniase. Apos ter sido observada uma
significativa atividade da azomicina (2-nitroimidazol) contra protozoarios
anaerdbicos, foi obtido através de modificacbes em sua estrutura quimica o protétipo
dos antimicrobianos da classe dos 5-nitroimidazéis, o MTZ, originalmente introduzido
para o tratamento dessa IST (VAZQUEZ et al., 2001).

O MTZ é considerado um pré-farmaco, a sua penetragdo ocorre por difusdo
passiva, sendo ativado em contato com os hidrogenossomos de T. vaginalis. Através
da redugédo dos grupos nitros pela enzima piruvato ferredoxina oxi-redutase (PFOR)
encontradas nos organismos anaerdbicos, sao formados intermediarios labeis,
radicais nitro toxicos, os quais ligam-se ao DNA do parasito impedindo a replicagéao
e as sinteses enzimaticas, levando a destruicdo da célula e o protozoario a morte
(MACIEL et al., 2004).

Metabolizado pelo figado em cinco metabdlitos, o MTZ atinge uma concentragéo
plasmatica de 60% a 100% na maioria dos tecidos, demonstrando atividade em até
24 horas apo6s a administragcado de 1g e € excretado na urina e nas fezes. Algumas
modificagdes quimicas na cadeia do MTZ deram origem a outros membros dessa
classe como o tinidazol (TNZ), o ornidazol e o secnidazol (SCZ), os quais
apresentam propriedades farmacocinéticas distintas, porém mecanismos de acao
semelhantes ao farmaco de origem (LAMP et al., 1999).

Para o tratamento da tricomoniase, é recomendada a dosagem de 500 mg de
MTZ, administrado 2 vezes ao dia, por 7 dias, ou em dose unica de 2 gramas por via
oral, além do TNZ que pode ser administrado também em dose unica de 2 gramas
(SOPER, 2004, CDC, 2015). Em pacientes refratarios ao tratamento inicial, é
sugerido o aumento das doses, entretanto, devem ser destacadas as reagdes
adversas promovidas pelo MTZ como dor epigastrica, nauseas e vOmitos, as quais
dificultam a adesdo do paciente ao tratamento, contribuindo para o surgimento de
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cepas resistentes com frequentes recorréncias (ANDERSSON, 1981; CROWELL et
al., 2003; BOUCHEMAL et al., 2017).

Desde 1962, diversos estudos vém relatando ao longo dos anos isolados de T.
vaginalis resistentes ao MTZ e a outros medicamentos da classe dos imidazois
(ROBINSON, 1962; KLEBANOFF et al., 2001, CUDMORE et al., 2004, SCHWEBKE
& BARRIENTES, 2006). Entretanto, o MTZ e o TNZ sdo os uUnicos farmacos
reconhecidos pela Food and Drug Administration (FDA, USA) para a terapéutica da
tricomoniase (BRANDELLI et al.,, 2013). Alguns autores associam a resisténcia a
quadros de reinfecgdo, baixa absorgdo da droga, inativagdo da mesma pela flora
vaginal, diminuicdo da atividade das enzimas envolvidas no processo de redugao do
pro-farmaco bem como a formagao de pseudocistos, o qual vem sendo apontado
como uma forma de resisténcia do parasito (MEINGASSNER, 1979; NARCISI &
SECOR, 1996, LEITSCH et al., 2009; PEREIRA-NEVES et al., 2003).

O mecanismo de resisténcia do T. vaginalis frente ao MTZ ainda é desconhecido,
entretanto autores sugerem que a reducdo da atividade das enzimas PFOR,
ferrodoxinas e hidrogenases, também chamada de resisténcia anaerdbica, e a
aerobica, provoca a diminuicdo da remogao do oxigénio impedindo a ativagado do
MTZ (CUDMORE et al., 2004). A resisténcia aerdbica é observada na administracéo
de niveis de terapéuticos do medicamento, onde para manter a anaerobiose ocorre
no interior do parasito um aumento da concentracdo de oxigénio, o que prejudica a
ativacao do MTZ devido a competigao por elétrons. Enquanto na anaerdbica, ocorre
a diminuicdo das hidrogenases com formag&o de radicais hidroxilas e consequente
lipoperoxidacdo lipidica e modificagbes no DNA, bem como a diminui¢do das
enzimas essenciais para a ativacdo do farmaco, PFOR e ferredoxina, sendo
necessarias doses mais altas e um tempo maior de tratamento. (GEHRIG &
EFFERTH, 2009).

Frente a resisténcia, torna-se necessario a administracdo de doses altas por um
periodo prolongado de tratamento o que contribui para que os efeitos colaterais
sejam acentuados e com a falha do tratamento (GEHRIG & EFFERTH, 2009).
Assim, a resisténcia reportada pela unica classe de medicamentos disponivel para o
combate dessa IST torna-se um problema, tornando-se urgente a pesquisa por
novos compostos biologicamente ativos e eficientes contra este protozoario
(GHOSH et al., 2018).
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3.4 Produtos Naturais

Desde a antiguidade as plantas medicinais e seus derivados constituiram a
base da terapéutica da humanidade (RIOS & RECIO, 2005). Considerando a
diversidade da flora brasileira, tendo em vista que o Brasil detém em torno de 15 a
20% da biodiversidade do planeta, deve-se explorar o desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas. Este
patrimbnio genético associado a uma rica diversidade étnica e cultural detentora de
um valioso conhecimento tradicional do uso de plantas medicinais, tem o potencial
necessario para o uso sustentavel dos recursos naturais na area da saude
(ELISABETSKY & SHANLEY, 1994; SHU, 1998; BRASIL, 2006).

Os recursos naturais tém demonstrado ao longo dos anos um papel
importante no processo de descoberta e desenvolvimento do arsenal terapéutico,
sendo 47% dos medicamentos provenientes de produtos naturais ou derivados deles
(NEWMAN & CRAGG, 2007; 2012). Os metabdlitos primarios sdo produtos da
sintese de compostos essenciais a sobrevivéncia das espécies vegetais e dao
origem aos metabdlitos secundarios, por diversas rotas biossintéticas elaboradas.
Os metabdlitos secundarios sdo necessarios para a sobrevivéncia e preservagao
dos vegetais, os quais apresentam fungdes de atracdo de insetos polinizadores e de
defesa contra insetos-praga, fungos, bactérias e parasitos (SIMOES et al., 2010).

Dentre os compostos sintetizados pelas duas rotas metabdlicas
intermediarias, encontram-se os alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos,
cumarinas, glicosideos terpenos e poliacetilenos, os quais variam a intensidade e
composi¢cado de acordo com a espécie, variabilidade genética e fatores ambientais.
Estes despertam interesse, tanto pelas suas atividades bioldgicas exercidas em
resposta aos estimulos do meio ambiente, quanto pela sua atividade farmacoldgica
(BAKKALI et al., 2008).

O interesse em terapias alternativas tem aumentado, independente dos
avangos da industria farmacéutica, com a busca de produtos naturais como as
drogas de origem vegetal. A OMS estimou que 65-80% da populagao que vive em
paises em desenvolvimento, depende essencialmente de plantas medicinais como
tratamento primario a saude (CALIXTO, 2000). Dentro deste contexto, as plantas

vem sendo cada vez mais alvos de pesquisas, considerando os efeitos colaterais
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provocados e a resisténcia desenvolvida pela maioria dos patégenos em relagéo as
drogas sintéticas, o desenvolvimento de novos fitoterapicos sao alternativas de baixo
custo e facil acesso.

3.4.1 Oleos Essenciais

Os produtos provenientes de fontes naturais como os 6leos essenciais (OEs),
sédo promissores no combate de diferentes patdgenos, tendo em vista as suas agbes
antimicrobianas, antifungicas e antiparasitarias ja descritas na literatura (PEREIRA
et al., 2004; DE OLIVEIRA LIMA, et al., 2006; LIU, et al., 2017). Possuem um baixo
custo e menores reagdes adversas, tornando-se uma possivel alternativa para o
tratamento da tricomoniase. Os 6leos essenciais, também conhecidos como 6éleos
volateis, sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas, os quais devem
suas propriedades bioldgicas aos constituintes quimicos presentes, principalmente
aos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropansides (SIMOES et al., 2010).

A rapida evolugao dos microrganismos, e a resisténcia desenvolvida por eles
frente aos farmacos existentes, como no caso do T. vaginalis frente ao MTZ, tem
incentivado a pesquisa em busca de novas alternativas para o tratamento das
doengas infecciosas (LIMA et al., 2012). No estudo realizado por Frasson et al.
(2012), o extrato de Polygala decumbens foi capaz de reduzir in vitro a viabilidade do
trofozoito de T. vaginalis, apresentando atividade contra seis isolados clinicos,
incluindo uma cepa metronidazol resistente.

Dentre as plantas com potencial terapéutico candidatas ao tratamento da
tricomoniase, encontra-se o capim-limdo ou erva cidreira, originario da india,
encontrado em varios paises tropicais (Figura 3) (MING et al., 1996). No Brasil, a
espécie de capim-limao Cymbopogon citratus (DC) Stapf., € a mais conhecida e
comumente empregada como antiespasmodico, analgésico, antipirético, anti-
inflamatorio, diurético e sedativo na forma de cha. Além de inumeros estudos
realizados a fim de avaliar as suas atividades farmacolégicas como larvicida,
antimicobacteriana,  antifilarica, ascaricida, antinociceptiva, hipoglicémica,
hipolipidémica, entre outras (SHAH et al., 2011). Este OE é rico em citral (Figura 4),
amplamente empregado na industria alimenticia e farmacéutica (KOSHIMA et al.,
20086).
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Figura 3: Cymbopogon citratus (Capim-lim&o)

Fonte: Wikipédia Disponivel em: https://pt.wikipedia.org/wiki/Cymbopogon_citratus
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Figura 4: Estrutura citral
Fonte: Wikipédia Disponivel em: https://pt.wikipedia.org/wiki/Citral

Estudos vém demonstrando também promissoras atividades fungicida e
antimicrobiana do 6leo dessa espécie, sendo estas atividades atribuidas a mistura
isomérica do alfa-citral (geranial) e beta-citral (neral), devendo ser avaliada a
atividade desse Oleo e de seu composto majoritario sobre demais patégenos, tendo
em vista seu potencial para o controle de microrganismos (ONAWUNMI et al., 1984;
HAMMER et al., 1999). Recentemente tem sido extensivamente avaliado as
propriedades antiprotozoarias deste OE, apresentando atividade parasitaria contra
Plasmodium sp., Leishmania sp., € Tripanossoma sp., 0 que reforca o possivel
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potencial desse género frente ao flagelado T. vaginalis (TCHOUMBOUGNANG et
al., 2005; SANTIN et al., 2009; SANTORO et al., 2007).

Outra espécie vegetal amplamente utilizada na medicina popular por suas
acOes terapéuticas € o Eucalyptus globulus L. (Figura 5), popularmente conhecido
como eucalipto comum, o qual apresenta em seu Oleo essencial compostos
majoritarios como eucaliptol e cineol, responsaveis pelas suas atividades
antifingicas e antimicrobianas (DE CASTRO & OLIVEIRA, 2010). O género
Eucalyptus pertencente a familia Myrtaceae é originario da Australia, mas é
encontrado na maioria dos continentes, sendo popularmente empregado como
anestésico, expectorante, anti-inflamatorio e antisséptico (BACHIR et al., 2012).

O OE Eucalyptus globulus também possui amplo uso na industria de
cosméticos, alimenticia e farmacéutica (MULYANINGSIH et al, 2011). Suas
atividades antifungica, antimicrobiana, inseticidas, carrapaticidas ja foram relatadas
(MOTA et al., 2015; ABDEL et al., 2005; CHAGAS, 2002), além do seu potencial
antiprotozoario frente a tripomastigotas de Trypanoma evansi (BAWN et al., 2010).

Figura 5: Eucalyptus globulus L. (Eucalipto comum)
Fonte: Wikipédia Disponivel em: https://pt.wikipedia.org/wiki/Eucalyptus_globulus

O manjericao (Ocimum basilicum L.) (Figura 6), planta medicinal de origem
asiatica, pertencente a familia Lamiaceae, € encontrado facilmente durante o ano
inteiro no Brasil devido a sua boa adaptacdo as condigdes climaticas do pais
(MARTINEZ-VELAZQUEZ et al.,, 2011; VELOSO, 2012). Esse OE detém varios
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compostos quimicos possuidores de inumeras propriedades terapéuticas,
antibacteriana, antisséptica, antioxidante e anti-inflamatéria (AVILA, 2008).

E amplamente utilizado na medicina popular na forma de infusdo devido as
suas atividades antireumatica, digestiva e antiespasmdédica (LORENZI; MATOS,
2002), além de ser muito utilizado em perfumarias e aromatizagao de alimentos e
bebidas (COSTA et al., 2009). O chavicol e o linalol, principais compostos quimicos
isolados do OE desta espécie vegetal, apresentam resultados promissores frente a
protozoarios (MOTA et al.,, 2012; DE ALMEIDA et al., 2007). O. basilicum é um
agente promissor no tratamento da tricomoniase, segundo Eldin et al., (2015), a
exposicao do TV ao OE dessa planta causou danos a membrana do trofozoito e
vacuolizagao do citoplasma, impedindo dessa forma o crescimento e proliferagao do
parasito.

Figura 6: Ocimum basilicum L. (Manjeric&o)
Fonte: Wikipédia Disponivel em: https://pt.wikipedia.org/wiki/Manjericdo-de-folha-larga

Estudos recentes demonstraram a atividade do OE de prépolis vermelho
sobre os trofozoitos de T. vaginalis, apresentando 100% de atividade na
concentragdo de 500 ug/ml apds 24 horas e ICso na concentragédo de 100 ug/ml,
ressaltando o potencial dos 6leos essenciais sobre este parasito (SENA-LOPES et
al., 2018). Cada dleo essencial apresenta especificos componentes quimicos
majoritarios na sua composi¢cdo. Entretanto, deve-se também considerar os demais
constituintes, mesmo que em menores concentragées, pois a agao sinérgica
desencadeada entre eles pode também ser responsavel pelos efeitos inibitérios
exercidos sobre os parasitos (MARIE-MAGDELEINE et al., 2009).

Um dos beneficios de buscar, a partir de 6leos essenciais, novos produtos

terapéuticos no combate de doencas infecciosas, € enfatizado pelo baixo risco de
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desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos patogénicos frente a esses
produtos, considerando a atuacdo deles por meio de diversos mecanismos € a
producdo de substancias complexas em diferentes misturas e concentragdes, as
quais variam de acordo com fatores genéticos e climaticos (RAHMAN & KANG,
2009; de MORAIS, 2009).

3.5 Atividade Antioxidante e estresse oxidativo

Nos processos metabdlicos normais dos organismos aerobicos ha a produgao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), conhecidos por radicais livres (RL), os quais podem ser aumentados por
fatores exdgenos fisicos e quimicos, provocando um desequilibrio chamado de
estresse oxidativo, o qual interfere nos processos bioldgicos e fisioldgicos causando
consequentemente danos celulares (BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006;
COTINGUIBA et al., 2015). As EROs sao: hidroxila (HO¢), superéxido (Oze-), peroxila
(ROQOe¢) e alcoxila (RO°) os quais fazem parte do grupo dos radicalares; e os
oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso, as quais compde o grupo dos
nao-radicalares. Ja as ERN s&o: o 6xido nitrico (NOe¢), 6xido nitroso (N2O3), acido
nitroso (HNOy), nitritos (NO,-), nitratos (NOs-) e peroxinitritos (ONOO-)10
(BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006). O NO por exemplo, catalisado pela enzima
oxido nitrico sintase (NOs), desempenha papéis essenciais na vida de mamiferos,
entretanto a produgao desenfreada desse radical pode causar sérios danos (SUN et
al., 2003).

O estresse oxidativo pode ser descrito como o desequilibrio entre a formacéao
de RL e sua remogao do organismo, decorrente da geragado excessiva de espécies
reativas e/ou diminuigdo de antioxidantes enddégenos. A ocorréncia de um estresse
oxidativo moderado, frequentemente, € acompanhada do aumento das defesas
antioxidantes enzimaticas, mas a produgdao de uma grande quantidade de RL pode
causar danos e morte celular (WILKINSON et al., 1996). A producdo excessiva
desses radicais s&o prejudiciais ao organismo, podendo causar a peroxidagao dos
lipidios de membrana, agressdo as proteinas dos tecidos e as enzimas,
carboidratos, causando danos graves ao DNA (PIETTA et al., 2000; BARREIROS,
DAVID & DAVID, 2006).
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A peroxidacéo lipidica € um processo continuo e 0 mais comum que ocorre
nos organismos vivos durante a respiragao, levando a producéo de RL na presenca
de oxigénio. Estes interagem nas membranas celulares com os acidos graxos poli-
insaturados, dando inicio a esse processo e sendo convertidos em peroxilipideos e
metabdlitos secundarios toxicos como o malondialdeido (MDA). A fim de avaliar o
balanco redox para analise dos danos causados pelo estresse oxidativo e com a
finalidade de avaliar a deficiéncia das defesas antioxidantes, os metabdlitos tdxicos
originarios da peroxidagdo € um biomarcador a ser quantificado através do teste
TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbiturico), o qual é baseado na reagao
do produto de peroxidagao lipidica, o MDA, com o acido tiobarbiturico, sendo
considerado um dos principais biomarcadores de estresse oxidativo (LITTLE &
GLADEN, 1999).

Nesse contexto, ressalta-se que as plantas possuem substancias
antioxidantes. Devido a isso, 0s Oleos essenciais sdo alvos de pesquisa nos ultimos
anos, devido os seus constituintes terpénicos e polifendlicos, os quais possuem o
potencial de remover os RL, quebrar a cadeia de oxidagao lipidica, além de
regenerar outros antioxidantes (PIETTA, 2000; SACCHETTI et al., 2005; SICHIERI,
2013).

3.6 Citotoxicidade

Para a introdugdo de novos farmacos € necessario que nos estagios iniciais
seja realizada uma avaliagao de citotoxicidade desses constituintes, a qual pode ser
realizada em uma variabilidade de células, detectando os possiveis efeitos sobre
elas e fornecendo informagdes sobre a seguranga para uma possivel utilizagao
desses compostos com fins terapéuticos, a fim de dar continuidade nos estudos ou
serem descartadas (PUTNAM, BOMBICK & DOOLITTLE, 2002).

A verificacdo da citotoxicidade nos 6leos pode ser avaliada por uma série de
bioensaios que s&do considerados mais ou menos sensiveis, expressando assim,
resultados satisfatérios para utilizagdo como triagem em relagdo a toxicidade dos
mesmos (SOTELO-FELIX, 2002). Este ensaio é realizado in vitro onde a amostra é
colocada direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de

mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares por diferentes mecanismos e
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avaliando o potencial de degeneragdo ou morte celular provocado pelo composto
testado (ROGERQO et al., 2003; CHORILLI, et al., 2009).

Entre os inUmeros ensaios disponiveis para a avaliagao da viabilidade celular
encontra-se o método colorimétrico MTT (3- (4,5)-dimetiltialzolil-2,5- difeniltetrazodlio).
Este se baseia na reducdo do MTT a partir da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial, presente somente em células metabolicamente ativas, a um produto
insoluvel, o azul de formazan, permitindo avaliar a citotoxicidade em diferentes
células (DIAS et al., 1999).

3.7 Docking Molecular

A busca por novos compostos biologicamente ativos com baixa toxicidade,
alta biodisponibilidade e outras caracteristicas necessarias para ser produzido e
introduzido no mercado para o tratamento de doengas € complexo e demorado. A
fim de identificar o sitio de acdo de novos farmacos em relagdo a um determinado
patogeno, vem sendo utilizado métodos computacionais, chamando de “docking
molecular” (SETHI et al., 2019).

O docking molecular € a investigagdo da possivel interagdo e orientagcédo de
uma determinada molécula bioativa no interior de um sitio ativo em um biorreceptor,
expressada na forma de energia de ligagdo (FERREIRA et al., 2015). Dessa forma,
a capacidade de prever com precisdo 0 encaixe dessas moléculas através desse
recurso € de extrema valia para o processo de descoberta de novos compostos
antiparasitarios com alta especificidade e importante para o desenvolvimento de

farmacos clinicamente Uteis.

3.8 Nanoemulsoes

A fim de obter um produto mais estavel, a nanotecnologia vem sendo muito
usada na industria farmacéutica, conferindo inumeros beneficios, como o
direcionamento do farmaco a locais especificos, liberagdo controlada, melhora da
biodisponibilidade e diminuicdo dos efeitos colaterais (BRUXEL et al., 2012). A
capacidade dos nanocarreadores de veicular agentes bioativos, tornam esses
sistemas promissores para o tratamento de diversas enfermidades (ROSSI-
BERGMANN, 2008).
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Através desta tecnologia, diversos autores vém pesquisando diferentes
formas de nanoestruturar os Oleos essenciais, com a finalidade obter uma
diminuicdo da volatizagdo e consequente instabilidade e aumentar a vetorizagado do
Oleo (DANIELLI et al., 2013). Desde 1998 vem sendo estudada a Anfotericina B
lipossomada no tratamento da leishmaniose visceral, doenga infecto-parasitaria
também causada por protozoario flagelado. Este farmaco apresenta, mesmo em
altas doses, menor toxicidade renal que a apresentacdo convencional e dos
antimoniais pentavalentes. O medicamento na sua forma lipossémica, em dose
unica apresenta 100% de eficacia, similar a 15 dias de tratamento com a
Anfotericina B convencional (1mg/kg/dia) (LIMA et al., 2007; SUNDAR et al., 2016).

O sistema de liberagao de farmacos nanoestruturados é uma alternativa para
voltar a introduzir na clinica farmacos promissores ja ndo mais utilizados devido a
sua baixa biodisponibilidade, efeitos colaterais e resisténcia apresentada (ROSSI-
BERGMANN, 2008). Uma grande vantagem das nanoemulsdes, dispersdes estaveis
de tamanho nanométrico, compostas por dleo, agua, e um ou mais agentes
emulsionantes, € o uso topico, promovendo uma alta absor¢cdo por essa via de
administragdo, devido a suas caracteristicas lipofilicas semelhantes a dos tecidos e
por apresentarem pouca irritabilidade (BRUXEL et al., 2012; da SILVA PATIAS,
2016).

Em frente as inumeras vantagens que dispdem esse sistema de liberagao de
ativos, juntamente com as promissoras inovagdes tecnoldgicas da area
farmacéutica, vem se expandindo as pesquisas em busca de tratamentos mais
eficazes, com reducdo das doses administradas e menores efeitos adversos. Na
area da parasitologia, inumeros estudos vém sendo realizados a fim de avaliar a
atividade parasitaria de produtos naturais associados a nanotecnologia.

O efeito da licochalcona A foi avaliado sobre o parasito Schistossoma
mansoni, apresentando in vitro atividade em menor concentragcdo quando
incorporada em nanoparticulas lipidicas sélidas do que livre enquanto in vivo foi
capaz de reduzir 30% da carga parasitaria, atividade a qual nao foi observada na
forma livre (SILVA, 2018). Também foi avaliada a atividade amebicida de
nanoemulsées contendo extrato hexanico de Pterocaulon balansae para o
tratamento da ceratite ocular, apresentando a concentragédo de 1,25 mg/ml desse
extrato rico em cumarinas capacidade de inativar 95% dos trofozoitos de
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Acanthamoeba castellanii em 24 horas, além de nao apresentar in vitro
citotoxicidade frente as células de epitélio de cornea humana (FERREIRA
PANATIERI, 2015). O potencial larvicida da nanoemulsdo contendo o 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L. também foi observado, inibindo 90% das larvas de de
Aedes aegypti em 48 horas (DUARTE et al., 2015).

Dentro deste contexto, os produtos de origem natural e o uso de OEs
associados a nanotecnologia, podem ser considerados sistemas terapéuticos com

promissora abordagem no tratamento de doengas parasitarias.
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Abstract

Introduction: Trichomoniasis, infection caused by 7richomonas vaginalis is the most
common non-viral sexually transmitted infection worldwide. Due to the resistance showed by
Metronidazole (MTZ), standard drug, this study aimed to evaluate the efficacy of
Cymbopogon flexuosus (lemongrass), Eucalyptus globulus (eucalyptus) and Ocimum
basilicum (basil) free Essential oils (EOs) and nanostructured besides antioxidant activities

against 7. vaginalis.
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Materials and Methods: Free EOs and nanostructured was tested for in vitro activity against
Trichomonas vaginalis; trophozoites were treated with different concentrations (ranging from
0.25% to 1.5%) in order to establish the MIC and IC50 values. Oxidative stress was also
evaluated by measuring lipid peroxidation by thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) detection.

Results: The MIC observed to lemongrass was 660 pg/ml to free oil 440 pg/ml to
nanoemulsion and to basil was 1080 pg/ml either in free or nanostructured form. Were
observed significant antiparasitic activities in 12 and 24 hours exposure, respectively,
inhibiting 100% of trophozoites, and showed similar results when compared with
metronidazole. Antioxidant activity was also observed in these oils, either in free or
nanostructures forms were able to reduce the lipid peroxidation.

Conclusions: EOs were more effective than standard drug, MTZ, and in association with
nanoemulsions, a novel nanocarrier that combine advantages of enhance de activity of the
compound that is carrying besides developing a new biologically active natural drugs with
lowest and non-toxic concentration, becoming a promising alternative to the treatment of
trichomoniasis.

Key Words: nanotechnology, trichomoniasis, Cymbopogon flexuosus, Eucalyptus globulus,

Ocimum basilicum.

Introduction

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection (STI) in
the world. This infection is caused by the flagellated protozoan Trichomonas vaginalis (TV)
(Muzny, 2018). This parasite is considered the main agent responsible to the occurrence of

vaginitis in woman and also been associated to infertility, cervical cancer, pelvic



38

inflammatory disease, preterm birth and low birth weight. Besides, indicated factor of risk to
human immunodeficiency virus acquisition and transmission (Kissinger, 2015).

Since 1959, metronidazole (MTZ) has been the drug of choice for the treatment of
trichomoniasis, is recommended a 2g single oral dose or 500 mg twice daily for 7 days, the
last regimen is suggested to HIV infected or recidives patients (Soper, 2004; CDC, 2015).
Side effects such nauseas, vomiting and epigastric pain promotes a barrier to patients finish
the protocol of treatment, which promotes the appearance of resistant strains (Bouchemal et
al. 2017).

In front of this resistance, natural products have been important sources of novel
therapeutic, the literature demonstrates the remarkable performance of essential oils (EOs),
derived from secondary metabolism of plants, showing many biological activities (Bilia et al.
2014). In reason of lipophilic and also chemical characteristics, EOs could be incorporate
into nanostructures. Nanotecnology is an alternative to facilitates and improve its absorption
and distribution to target cell, besides reduce the volatility and instability through the
incorporation in nanocapsules (Couvreur and Vauthier, 2006; Danielli et al. 2013). Thus, the
aim of this study was evaluate the efficacy of essential oil of Cymbopogon flexuosus,
Eucalyptus globulus and Ocimum basilicum against T. vaginalis, comparing both forms, free

and nanostructured.

Materials and Methods

Trichomonas vaginalis recovered and Method of culture

Trichomonas vaginalis was isolated from vaginal discharge of female patients attending at

Gynecology Ambulatory in Faculty of Medicine of Federal University of Pelotas (UFPel)
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during routine medical appointments. To isolate and keep the axenic culture, trophozoites
were inoculated in TYM (trypticase—yeast extract-maltose) medium, pH 6,0, supplemented
with 10% inactivated bovine serum and antibiotic (meropenen) at 37°C (Diamond, 1957).
Isolates were sub-cultured every 24 hours in new culture tube containing TYM medium and

maintained at laboratory.

In vitro assay

Sample of culture were taken and viable trophozoites were counted in Neubauer cell-counter
chamber, in triplicate, to adjusted the final concentration to 2x10° trophozoites/ml culture.
The tests were performed at 37°C at atmosphere of 5%CO,, in nonoplicate, in 96 wells
microtiter plates according Sena-Lopes et al. (2018). Free and nanostructured oils was added
to each well containing 100 pL of medium with 7. vaginalis trophozoites, to reach a final
concentration of 0.5%, 1.0% and 1.5%. The viabilities of the trophozoites in the culture plate
wells were assessed by counting of parasites at 24h in Neubauer cell-counter chamber with
0,4% Trypan blue dye. Was determinate also IC50 (half the maximum inhibitory
concentration) and evaluate the minimal inhibitory concentration (MIC) from free oils or
nanoemulsions that was able to inactivate 100% of viable cells at the screening. The oils that
showed activity after 24 hours of exposure were determined the MIC and checked the kinetic
growth of cells after 1, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h. Additionally, was evaluate also four
controls containing trophozoites with: TYM medium (negative control), 100mM
metronidazole Sigma-Aldrich® (positive control), control of Tween 80 0.01% (solubilizer)

and blank nanoemulsions. The same procedure of screening was applied for all tests.
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Essential oil

The essential oils of lemongrass (Cymbopogon flexuosus) and eucalyptus (Eucalyptus
globulus) were commercially obtained respectively from FERQUIMA Industria e Comércio
de Oliveira de Oliveira, and basil (Ocimun basilicum) from Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brazil)
Trade Ltda. The characterization of free essential oils of lemongrass, eucalyptus and basil
using the Varian Star 3400CX gas chromatograph (CA, USA). For the qualitative analysis of
the compounds was performed using a Shimadzu QP2010 Plus gas chromatograph coupled to
mass spectrometer (GC / MS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) (Godoi ef al. 2017; Da
Silva Giindel et al. 2018a, 2018b). Oil free and nanostructured were assigned to the present
study by the Nanotechnology Laboratory of the Franciscana University of Santa Maria-RS

(UFN).

Development of nanoemulsions

Nanoemulsions were developed under high agitation method with homogenizator to
incorporate the EOs lemongrass (Cymbopogon flexuosus), eucalyptus (Eucalyptus globulus)
or basil (Ocimum basilicum) according to Da Silva Giindel et al. (2018a), Godoi et al. (2017)
and Da Silva Giindel et al. (2018b), respectively. The nanoemulsions were composed of two
phases, oil and aqueous. The essential oil (5% lemongrass or 5% eucalyptus and 7.5% basil)
and sorbitan monoleate surfactant (2%) are part of oil phase, while polysorbate 80 (2%) and
ultrapure water are part of the aqueous phase. Both phases were prepared individually, and
then were homogenized in the Ultra-Turrax® (IKA, Germany) equipment. The aqueous phase
was placed first and homogenized at 10.000 rpm, after 10 minutes the oil phase were injected
into the aqueous phase, and maintained in the Ultra-Turrax® at 17,000 rpm more 30 minutes,

with temperature control. The blank nanoemulsion was developed using a medium chain
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triglyceride, derived from caprylic and capric acids (Godoi et al. 2017; Da Silva Giindel ef al.

2018a, 2018b).

Characterization of nanoemulsions

The physicochemical characterization of the formulations was evaluated by determining the
mean droplet size, polydispersity index, zeta potential and pH. The mean droplet size and
polydispersity index were determined by the dynamic light scattering technique (Zetasizer®
equipment, nano-ZS model ZEN 3600, Malvern) after sample dilution (500 times) in
ultrapure water. The zeta potential was determined using the electrophoretic mobility
technique (Zetasizer® equipment, nano-ZS model ZEN 3600, Malvern) after sample dilution
(500 times) in aqueous solution of sodium chloride (10 mM). The pH was determined using a
potentiometer (DM-22, Digimed®) previously calibrated with standard solution, and the
readings were carried out directly in formulations. All readings were done in triplicate and the
results expressed as mean + standard deviation (Giindel et al. 2018a). The nanoemulsions
were stable under refrigeration for 90 days, maintaining during this period the same

parameters when characterized immediately after preparation.

Preparation of dilutions used in the parasitological assay

From stock solution of free and nanoemulsions oils (100%), were prepared dilutions in TYM
medium at double concentration of desired for testing. At the time of in vitro assay, the oils
free or nanoemulsions were add to TYM medium containing trophozoites, both at same
volume (100 pl), to obtain desire concentrations ranging from 110 to 1080 pg/ml (0.25 to

1.5%).
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Statistical analysis
The results of in vitro tests are presented as percentages and were analyzed by an analysis of
variance (ANOVA) followed by comparison with the Tukey test using Graph Pad Prism 7.04

software. The significance level was p < 0.05.

Results

In the present in vitro study, was observed an antiprotozoal activity of lemongrass and
basil oils in pure and nanostructured form. The nanoemulsions of lemongrass oil exhibited
highly antiprotozoan effect against 7. vaginalis as well the pure form of oil, followed by basil
free oil.

The nanoemulsions formulation used in this study present nanometric size, ranging the
average size of all nanoemulsions 66 to 127 nm, homogeneous size distribution as can be
observed at polydispersity index and the zeta potential was also measured like pH, as showed
at Table 1.

The major compounds was determine by gas chromatography, identifying as the major
constituent in the C. flexuosus essential oil composition used in our study were P-geranial
(45.74%), Z-citral (34.42%) and geraniol (6.01%). The components of O. basilicum oil also
was determinated by gas chromatography, the major constituent of this oil estragole (87%),
1,8-cineole (3%) and trans-alpha-bergamotene (2%). The main components identified of oil
E. globulus was 1,8- cineole (75.7%); p-cymene (7.5%); alpha-pinene (7.3%); and limonene
(6.4%) (Da Silva Giindel et al. 2018).

Free as well as nanoemulsion oil of lemongrass showed similar statistics results
between them. When compared with MTZ, free oil at 660 pg/ml (1,5%) concentration

inhibited the growth of 7. vaginalis like the standard drug, however when incorporate into
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nanoemulsions, showed activity in lower concentration than free form, don’t presenting
significant statistic difference to MTZ also (Fig. 1). The efficacy of lemongrass can be
observed through the Minimal Inibitory Concentration (MIC), at 12 hours of exposure,
exhibiting free oil MIC of 660 pg/ml and 440 pg/ml to nanoemulsions, showing both
presentations high potential when compared to the standard drug (Fig. 2) and ICsy of 220
pg/ml and 110 pg/ml, respectively.

However, don’t be observed the same results with Ocimun basilicum (Lamiaceac).
Free oil and nanoemulsion showed no statistical significant difference between them and
when compared to metronidazole (Fig. 1). Basil free oil showed 90% inhibition of
trophozoites growth with MIC of 1080 pg/ml after 12 h incubation period, reached 100%
inhibition after 24 h and nanoemulsion at the same concentration be able to inactivate all
parasites at the same period (Fig. 2). The ICsy values shown by this oil in free form was 180
pug/ml when into nanoemulsion was 360 pg/ml. The inhibition of 7. vaginalis trophozoites
growth was time-dependent, as are shown in the graphic (Fig. 2).

The activity of Eucalyptus globulus L. free and nanostructured oil was also evaluated
in our study, but were not effective against 7. vaginalis, the cells were viable even after 24 h
of incubation (Fig. 1).

At TBARS assay was observed that trophozoites at negative control (NC) increased
lipoperoxide levels, nevertheless, when added free EO or nanoemulsion containing theses
oils, as well as Tween 80, the peroxidation activity was reduced, showing significant

difference when compared to NC, as shown in the graphic (Fig 3).
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Discussion

Several reports over the years have shown, even low level, MTZ resistance when
exposed to 7. vaginalis (Meingassner & Thurner, 1979; Kulda et al. 1982; Meri et al. 2000;
Kirkcaldy et al. 2011). Studies which aimed to evaluate the biological activities like our
research, emphasize the increase of the search for new metabolites with therapeutics value
considering the large biodiversity and the potential of natural products in the treatment of
diseases (Basso ef al. 2005). In our study was observed promising results using lemongrass
and basil EO, in addition to the new data with nanoemulsion

In this work, compounds identified by gas chromatography in C. flexuosus
corresponding to literature, the lemongrass is composed mainly citral, an isomeric mixture of
two compounds, alfa-citral (geranial) and beta-citral (neral) (Ming ef al. 1996; Kakarla et al.
2009). These major components probably determine the several biological properties of C.
citratus specie well known, such antiprotozoan, antibacterial and antifungicidal (Onawunmi et
al. 1984; Hammer et al. 1999; Tchoumbougnang et al. 2005; Boukhatem et al. 2014),
however, this is the first report of C. flexuosus specie anti-7. vaginalis activity. In addition,
complex natural mixture, where the synergism between these chemical composition could be
linked to the promisor pharmacological potential of them (Bakkali et al. 2008, Galindo ef al.
2010). Thus, acting through differents mechanism of action in several targets in cell, as in cell
proteins present in the cytoplasmic membrane (Burt et al. 2004).

Highlighting the potential of this specie, four strains of Acinetobacter baumannii
including two multi-drug-resistant, showed susceptibility when exposed to from C. flexuosus
oil and citral, been an alternative in resistant infections (Adukwu et al. 2016), as detected in
our study, higher trophozoites inactivation of 7. vaginalis when treated with lemongrass in

both presentation.
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Nanotechnology has been used such as alternative to improve the activity of the EOs.
Nanocarriers contribute to the cellular absorption increase and bioefficacy, avoiding the
decompose of these oils against environmental factors, that way keeping the stability and
decreasing the volatility, which can justify the higher activity presented in lower
concentration by C. flexuosus nanoemulsion when exposed to the trophozoites (Bilia ef al.
2014). This nanoemulsion was able to reduce the MIC of lemongrass, when compared to free
oil, as observed with a nanostructured drug in other study (Baldissera et al. 2013; Fuentefria
et al. 2014; Bajerski ef al. 2016). The protection offer by nanostructure to bioactive content
enhance the delivery to target, showing more effective than other conventional forms
(Lovelyn et al. 2011).

Researches have suggested that the use of drug system delivery in nano size may
increase the passive cellular absorption, probably through the association of porins and
phenolic compounds. This interaction promote the cell breaking in consequence of leakage of
ions and others contents of cell, increasing the bioactivity and consequently the therapeutic
efficacy of oils when nanostructured (Donsi et al. 2012; Salvia-Trujillo et al. 2015), which
justify the better activity of lemongrass nanoemulsion observed in our study against 7.
vaginalis, eventhough don’t be observed thus proprerties with basil.

Nanoparticles are solid and spherical particles prepared from differents materials with
dimension ranging 0,1 to 500 nm, this size and biocompatibility could lead better penetration
into trophozoites membrane and facility the EO activity, wich could explain the significantly
inhibitory activity observed in our tests (Breno ef al. 2015). This characteristic contribute to
the efficiency of nanoemulsion activity, considering that zeta potential different from zero
reduce the instability and polydispersity index less than 0.3 demonstrate the uniformity of

monodisperse system (Flores et al. 2011; Danei et al. 2018). According to literature, the
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nanoemulsion possess adequate properties and morphology and preserved within 90 days the
same quantity of major compounds when storage under refrigeration.

The surface charge of nanoemulsions droplets, also known as zeta potential, is the
electrical characteristics of the delivery system drug (McClements et al. 2011). The control of
the charge is a way to control the interactions with infect agent, once, microorganisms possess
opposite charges than nanoemulsions, when in contact with oil incorporate into these droplets
will be occur electrostatic attraction (Ziani et al. 2011; Chang et al. 2015). This way,
increasing the concentration of the oil at the target cell and consequently improving the
biological activity (Donsi & Ferrari, 2016). Even though, the electrostatic attraction could be
discarded in this study, beacause the nanoemulsion posses negative charge and the
trophozoites membrane is compound mainly by sialic acid wich contributed to negative
charge of the protozoan also (Costa e Souza, 1986).

Was observed by Anwer et al. (2014) higher bioactivity of clove EOs when
nanostructured than free oil and than amikacin, the same was evidenced in this present study,
with higher activity of lemongrass incorporate into nanostructures than free oil and MTZ,
highlinghting the potencial of natural products associate to nanoemulsions droplets,
promoting the enhance of biological properties of the compounds to the target.

The obtained results are in accordance with the literature, the same ability of the free
EO to inhibit the growth of 7. vaginalis observed in our research is also reported by Eldin et
al. (2015). In this study, the growth inhibition was dose and time dependent and non
statistical significant difference was detected when compared to MTZ. They suggest that the
antiprotozoal activity observed problably is related to the capacity of basil to inhibit the
proteolytic activity of cysteine proteinase, an enzyme present in the life cycle of several

protozoan, the same may occur with 7. vaginalis.
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However, there are no reported studies using nanoemulsions containing O. basilicum
with anti — Trichomonas activity for comparison, this is the first time that was reported the
activity of this oil nanostructured against this protozooan. This activity of free oil can be
justified also through the characteristics of the EO, wich one possess low density and
hydrophobicity that facility the delivery of active compounds into specific target cell at
parasites (Monzote ef al. 2005). At literature is evidenced that the oil of basil is constitute by
terpenes (linalool and geraniol) and phenylpropanoids (methyl chavicol, eugenol, methy
leugenol and methyl cinnamate), this varying of concentration or presence of major
compound between the species can be justified due the ambiental factors and geography
where the plant were obtained (Ozcan et al. 2005; Pandey et al. 2014). The pharmacological
potential of O. basilicum oil was highiliting in the literature, showing also antibacterial,
antioxidant, inseticidal and antifungical properties (Dube et al. 1989; Politeo et al. 2007,
Thongchai et al. 2018).

The absence of parasitic activity of Eucalyptus globulus L. free and nanostructured oil
probably is due that this is not able to adhere to the membrane of trophozoites. Otherwise,
five extracts from another specie, E. camaldulensis showed growth inhibitory activity when
exposed to the parasite (Youse et al. 2012; Hassani et al. 2013). According to Azerad et al
(2014), 1,8- cineole is commonly found in high concentration in EO from several species of
eucalyptus.

Anti-trichomonas activity revealed that, no growth was observed after 24h of
incubation of C. flexuosus and O. basilicum. The mechanism of action of EOs against
microorganisms has not been enlightened, studies deduced that the bioactive compounds
penetrate to the phospholipid bilayer after attach the membrane, acting directly in the
synthesis of the components cell promoting a structural destabilization and consequently

parasite death (Lambert et al. 2001; Chouhan et al. 2017). The activity of EOs against
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parasites is confered to major compounds or to the synergism between all compounds. Is
suggested by the literature that this relationship of bioactives compounds contribute to avoid
the emergence of new resistant strains, due the different receptors that the oil can react during
all stages of life cycle of parasite (André ef al. 2018).

EOs can be considered good sources of natural compounds with significant
antioxidant activity, which can be also attributed to the main constituents. The capacity of
phenolics compound to donating hydrogen or an electron and remove oxygen from free
radicals are responsible for this biological propertie (Singh et al. 2015). Our results confirmed
earlier reports, the antioxidant activity is confered to EOs, wich is justified by the presence of
lipid peroxidation also at blank nanoemulsion, don’t presenting significative difference from
NC and when introduced the oil into this system was detected the decrease of MDA
concentration.

The reduction of lipid peroxidation observed at the treatments with free and
nanostructured oils are confirmed in earlier reports, is well known that lemongrass are source
of bioactives compounds, flavonoids and vitamins which could inhibit the chain reactions of
lipid oxidation (Ibrahim and Salem, 2013).

Conclusions

Lemongrass and basil are a promissing alternative to the treatment of trichomoniasis.
Furthermore lemongrass showed that the incorporation of oils in nanoemulsions is an
attractive option in the developing of new biologically active natural drugs, in search to

promoting therapeuthic efficacy in the treatment of this IST.
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Table 1 - Physicochemical characterization of nanoemulsions, assessing the size, polydispersity index (PDI),
zeta potential and pH.

Average droplet  Polydispersity Zeta potential 0
size (nm) index (mV) P

Nanoemulsion

containing 98 £0.82 0.20 = 0.007 -7.48 +£1.02 4.00 = 0.07
lemongrass oil
Nanoemulsion

containing 66 +0.81 0.23 £0.004 -7.53+0.72 5.90 £0.04
eucalyptus oil
Nanoemulsion

containing basil 113 +£0.78 0.19 £ 0.007 -8.47+0.98 5.37+0.04

oil
Blank
. 127+ 1.02 0.25+0.005  -6.37+0.58 5.15 +0.03

nanoemulsion
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Fig. 1 - Antiparasitic activity of free (EO) and nanostructured (NE) essential oils of Cymbopogon flexuosus,
Ocimum basilicum and Eucalyptus globulus against Trichomonas vaginalis after 24 hours of exposure. The *
indicate statiscal differences compared the groups by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc tests
(p<0.05)
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ABSTRACT

The increasing of Trichomonas vaginalis resistance to the single class of drug recognized, 5-
nitroimidazoles, encourage the research to new agents against this most common major non-
viral sexually transmitted infection worldwide. Natural products have been an important
source of new options therapeutic against trichomoniasis, in front of this, this study aimed to
evaluated the anti-7. vaginalis activity of citral (3,7-dimethyl-2, 6-octadienal). Citral is the
main constituent of Cymbopogon species essential oil, popularly known as lemongrass and
with a range of biological activities recognized. Our results showed that citral MIC (minimal
inhibitory concentration) 100 uM /mL inhibit the growth of 7. vaginalis trophozoites in 12 h
of exposure and affect by 50% after 24 h about 40 uM /mL (ICs¢/24h). Further, the
determination of nitric oxide (NO) levels showed that citral possess an antioxidant activity
and the role of this reactive specie at the inviabilization of trophozoites should be evaluated.
Molecular docking experiment was also carried out, showing weak interaction with evaluated
proteins TvTrxR, TvPNP and TvMGL. MTT assay showed decrease of the Vero cells
viability, suggesting a cytotoxic activity. The present study offers new possibilities for the
search of potential no-nitroimidazole drugs candidate as an additional option for the treatment

of trichomoniasis.

Key Words: fitotherapy; natural products; sexually transmitted infection; trichomoniasis;

docking.
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HIGHLIGHTS

e Citral is an alternative to the treatment of trichomoniasis.
e Citral showed anti-Trichomonas vaginalis activity in less time of exposure than
metronidazole;

* Citral is able to reduce nitric oxide levels showing an antioxidant activity.
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1. INTRODUCTION

Trichomoniasis is the most common nonviral sexually transmitted infection (STI) in
the world. According World Health Organization (WHO) 276 millions new Trichomonas
vaginalis (TV) cases has estimated each year, and this infection exceed the number of cases of
Chlamydia, Gonorrheae and syphilis [1]. Highlighting the importance of this pathogen as a
public health problem, this parasite can increase the risk of acquiring and transmitting human
immunodeficiency virus (HIV) besides the risks of pregnancy complications [2,3].
Metronidazole (MTZ) is the first drug recognized for treatment of anaerobic protozoan like 7.
vaginalis, and their biological properties ranging from antiparasitic, antibacterial to anticancer
activities [4]. TV refratary cases and clinically resistance to MTZ was reported since to 1962
[5,6,7].

An update review of several studies that evaluate the efficacy of plants and their
derivatives against 7. vaginalis, showed potential activity and promissor results, been natural
products an alternative for the treatment of trichomoniasis [8]. Citral (3,7-dimethyl-2, 6-
octadienal) is a monoterpene, natural mixture of two isomeric compounds, alfa-citral
(geranial) and beta-citral (neral) [9]. Environmental conditions and geographic directly
influences to the composition of essential oil, however lemongrass is homogeneous and
independent of the origin, citral is always the main constituent of Cymbopogon species [10].

In view of the search for new agents from natural resources, the antiparasitic activity
of lemongrass essential oil and the resistance developed by some strains of TV, the present
study aimed to evaluate the anti-7. vaginalis (ATCC 30236 isolate) activity of citral, the
major compound of Cymbopogon species. In addition, antioxidant activity, cytotoxicity and

molecular docking were also determined.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Trichomonas vaginalis culture

T. vaginalis 30236 isolate (from American Type Culture Collection,ATCC),

susceptible to MTZ, was used in this study. Trophozoites were axenically cultured in vitro in

a trypticase-yeast extract-maltose (TYM) medium without agar (pH 6.0), supplemented with
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10% sterile heat-inactivated bovine serum, and 5 mg/mL streptomycin, incubated at 37°C

[11].
2.2 In vitro assay

Anti-T. vaginalis activity, ICso (half the maximum inhibitory concentration),
minimum inhibitory concentration (MIC) and kinetic growth assay were realized following
the methodology described by Sena-Lopes et al. [12]. Initially, for the anti- 7. vaginalis
assays, it was used cultures with viability equal or higher than 95%. The activity of citral were
screened in vitro against T. vaginalis in 96-well microtiter plates (Cral®). Citral was obtained

commercially from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). A volume of 150 pL of

trophozoites solution was seeded at an initial density of 2.6 x 105 trophozoites/mL and
incubated with 50 pL of a solution containing TYM medium and citral at concentration of
100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM and 20 uM previously diluted in DMSO (0.6%) [13]. Three
controls were applied in each assay: a negative control containing only trophozoites, a 0.6%
DMSO control, and a positive control containing 100 pM of Metronidazole (MTZ) (Sigma-
Aldrich). The microtiter plates were incubated at 37°C with 5% CO, for 24 h. After that,
trophozoites motility and morphology was counted in a Neubauer chamber and analyzed by
light microscopy while viability was assessed through trypan blue dye exclusion (0.4%) at a
ratio of 1:1. Anti-7. vaginalis MIC, as well as controls, were inoculated in fresh TYM
medium and re-incubated at 37°C with 5% CO,. Trophozoites were counted in a Neubauer
chamber every 24 h during 96 h to confirm MIC and the viability was assessed by trypan blue
dye exclusion (0.4%) assay. A kinetic growth curve was established to obtain a more accurate
profile for citral activity against 7. vaginalis. Trophozoites viability was observed by light
microscopy after incubation at respective MIC. Growth analysis was performed at 1, 6, 12,
24, 48, 72, and 96 h by trypan blue dye exclusion (0.4%) assay. The tests were performed
independently three times in triplicate and results were expressed as the percentage of viable

trophozoites.
2.3 Citotoxicity

The cytotoxic effect of citral was assessed on Vero cells (1.8 x 10° cells/plate) by

MTT assay, according to methodology described by Mosmann [14] with minor modifications.
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Briefly, 100 pl of cells were seeded in 96-well polystyrene plates and 24h later were added of
different Citral concentrations (100uM, 80uM, 60uM, 40uM, 20uM). After 14 h of
incubation, an MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) solution (5mg/mL) was added in all
wells and the plates were incubated for 4 h until violet color development. The supernatant
was replaced by 200 pl of dimethyl sulfoxide (DMSO). The optical density was determined
by spectrophotometry (550 nm) and the results were expressed in percentage of viable cells

relative to cell control (untreated).

2.4 Molecular docking

Next we wanted to investigate the possible mechanism of action of citral using
molecular docking approach with three proteins required for 7. vaginalis survival. We used
the protein structure of thioredoxin reductase (TvTrx; PDB 2F51), purine nucleoside
phosphorylase (TvPNP; PDB 1Z36), and methionine gamma lyase (TvMGL; PDB 1ESF)
wich were retrieved from RSCB protein data bank (http://www.rcsb.org/). Prior to docking,
the protein structures were prepared by removing water molecules and other ligands using
CHIMERA 1.5.3 software [15]. A grid box size covering the residues in the active site of the
proteins was implemented. Citral was built and optimized in the software Avogadro 1.1.1
[16]. The lowest binding energy of citral with each protein was calculated using the default
parameters of Autodock Vina 1.1.2. [17] and the docking poses of the investigated compound

were visualized using Accelrys Discovery Studio 3.5.

2.5 Nitric oxide (NO,) levels

NOy is an unstable compound rapidly oxidized into nitrate and nitrite. The nitrate was
converted in to nitrite by nitrate reductase and measured using the colorimetric Griess
reaction in a microplate reader at a wavelength of 462 nm. An aliquot of the trophozoite (100
ul) was incubated with Griess (100 pl) at 37 °C during 65 min. The values were expressed as

nitrite (mmol/mg of trophozoites) [18].
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2.6 Statistical analysis

The results of in vitro tests are presented as percentages and were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by comparison with the Tukey post-test to
multiple comparisons between all treatments using Graph Pad Prism 7.04 software. The
significance level was P < 0.05. Tukey's post-test was conducted to identify significant
differences between negative control and the means of different treatments. The results of
NOy are expressed as the mean + standard error of the mean (S.E.M.). The results were
analyzed by One-way ANOVA following Newman-Keuls post hoc test. A value of p < 0.05
was considered to be significant. The statistical analysis was accomplished using GraphPad

Prism version 7.0 for Windows, Graph Pad Software (San Diego, CA, USA).

3. RESULTS

The analysis of anti-7. vaginalis activity of citral showed that at concentration of 80
uM, 60 uM and 40 uM doesn't reduced all viable trophozoites (99,1%, 94,1% and 74,7%,
respectively) but doesn’t showed statistical significant difference of standard drug (100 puM).
Eventhough, this major compound at 100 pM showed potential activity, was detected as MIC
at in vitro assay and was able to reduce 100% viability of trophozoites also without showing
statistical significant difference when compared to MTZ. The 1Cs value was determined at 40
uM, invibializing 44% of trophozoites, showing statistical difference when compared to
MTZ. No significant differences were observed at control group DMSO 0,6% among the
negative control (TYM medium and trophozoites) (Figure 1).

The kinetic growth curve showed that after 1 hour time of exposure trophozoites
growth are affected by citral at 100 uM. Significant inactivation of trophozoites was observed
after 1 h of incubation (48%); after 6 h of storage time, trophozoites growth reduced to 50%
and after 12 h of treatment reached 100% of trophozoites inactivation, eventough, after the
same time was observed different activity with MTZ, 18% of trophozoites still was viable,
promoting all trophozoites inactivation only in 24 hours (Figure 2).

Despite the optimal antiprotozoan observed, under our experiment conditions, a
meaning decrease in proliferation of VERO cells was detected after 24 h drug treatment, in a
dose-time dependent, compared with control proliferation (100%). As was observed, the
number of viable cells to concentrations of 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM and 20 puM was
3,2%, 7,1%, 10,8%, 12,3% and 14,2%, respectively. In order to evaluate the antioxidant
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activity of citral, we analysed the NOx levels. After 24 h of treatment of citral it was observed
that decreased of NOx levels (F (12,26) = 2,99, P = 0,009) in the concentrations of 100 pM, 80
uM, 60 uM and 40 pM when compared of control. (Figure 3)

In addition, to explore the mechanism of action of citral against 7. vaginalis,
molecular docking experiment was carried out. From an overall determination of the
estimated binding free energy (AGuing), the best docking pose of citral with each protein was
selected. As depicted in Figure 4A, citral interacts with aminoacids near to the active site of
TvTrx with a binding free energy (AGuying) of -3.8 kcal/mol. Citral forms a hydrogen bond
with LYS59 and interacts via covalent interactions with PHE31 and CYS38. Van der Waals
interactions with other aminoacids help to stabilize the interaction between TvTrx and citral.
The binding mode of citral in the TVPNP active site (AGping 0of -5.1 kcal/mol) is depicted in
Figure 4B. The model suggests that citral interacts via hydrogen bonds with ANS161 and
ALA167. Covalent interactions (PHE159, VAL178, and ILE206) and van der Waals
interactions help to maintain the citral in the active site of TvPNP. Figure 4C shows the
interaction of citral with TVMGL (AGping of -5.0 kcal/mol). Citral forms a covalent hydrogen

bond with PRO290 and several covalent and van der Waals interactions with other residues.

4. DISCUSSION

We report for the first time, the inhibitory effects of these major compound against
this protozoa in concentrations higher than 40 pM, when compared to MTZ. The mechanism
responsible for the antiprotozoal activity detected in our study is still unexplained, probably
can be justify by the capacity of this compound of promote cell membrane damage, alternate
the integrity and permeability of the membrane, as was observed at antifungical assays [19].
EOs are lipophilic, wich contribute to the easy entrance to cell membrane, interacting with
polysaccharides, fatty acids and phospholipids, been the first mechanism of action, causing
the cell death due the loss of ions and cellular contents [20]. Furthermore, the modes of action
of EOs appear to be multi-target oriented, wich enhance their potential application in diseases
caused by multidrug-resistant pathogens [21].

The inhibitory effects of citral was observed in vitro against Trypanossoma cruzi,
reducing the epimastigote and trypomastigotes forms, acting at the process of differentiation
of protozoa [22,23]. The same antiprotozoan activity was detected against promastigotes,

axenic amastigotes and intracellular amastigote forms of Leishmania amazonensis, been the
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inhibition dose-dependent on the proliferation of this parasites, as was observed in our study.
Moreover, according with the data this compound is more selective against to the protozoan
than to macrophage cells, this way doesn’t showing toxic effects. Our data are in agreement
with those found in literature, pointing out to the anti-protozoan effects of citral, which may
be responsible to alterations in the morphology of parasite, caused by rupture of the plasma
membrane, interfering at the cell division process and promoting the disintegration of the
parasite [13].

The potential inhibitory activity of citral observed against 7. vaginalis in our study,
was also detected against MDR Acinetobacter baumannii, been an alternative against
infections promoted by drug resistant MRSA and MSSA strains [24]. Studies have been
showed similar resistance mecanism between the only recognized drugs, metronidazole and
tinidazole, therefore, new alternatives non-nitroimidazole are necessary to promote the
therapeutic efficacy against this protozoa. The alternatives medicines through the utilization
of bioactive compounds from traditional medicinal plants, like citral, are a promising source
to the treatment of trichomoniasis [25,26].

Besides optimal activities reported against pathogens, studies highlighted anothers
biological properties of citral, like antioxidant, inhibiting the oxidative process of formation
of free radicals [27]. We also investigated the effects of citral at the production of NO by T.
vaginalis, observing the decrease in these levels, as was observed when the trophozoites were
treated with MTZ.

In our study was observed that citral has the ability to inhibit the production of
reactive oxygen species. In iron-deficient situations, 7. vaginalis use NO-dependent
regulatory network to the maintenance of hydrogenossome modulation, a mitochondrial
homolog, responsible for the production of energy, essential to cell proliferation and to the
survival of protozoa [28]. In view of this fact, the decrease of NO levels may have
contributed to the antiprotozoan activity find out, been NO essential to the viability of parasite
in deficiency of iron. The same behave was observed in melanoma cells, where the high
levels of NO and nitric oxide synthase guarantee the survival and proliferation of the cells
[29].

In addition, molecular docking with 7. vaginalis enzymes were performed to
investigate the possible molecular mechanism responsible for the anti-7. vaginalis activity of
this compound, revealing a weak interaction of citral with TvIrxR, TvPNP, and TvMGL.

TvTrxR is the isoenzyme responsible for the reduction of thioredoxin which protects the
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parasite against the oxidative stress. This important isoenzyme to the physiological functions
of TV is the target of nitroimidazole drugs, however, in our study the citral did not present a
significant interaction with TvTrxR, corroborating with Setzer et al. [30]. These authors have
proposed that TVPNP is an important protein for the study of new agents, concluding that
several polyphenolic compounds showed selective docking to this human homologous
isozyme, as well as to TvVMGL. Here we showed that citral has a weak interaction with the
active site of TVPNP and does not interact with the active site of TvMGL. Based on this
molecular docking approach, we suggest that the mechanism of action of citral should be
associated to other pathways that deserve further investigation.

This compound is regarded as safe by FDA and approved for humam consumption as
a food aditive and also flavouring [31] (FDA, 2018), even though, our MTT cell viability data
showed that citral suppressed the growth of Vero cells dose and time dependent manner.
Previous studies have also reported cytotoxic and genotoxic effects exhibited by citral at 5 pg
/ mL in hematopoietic human culture cells and leukocytes, showing a significant decrease in
cell viability [32]. Citral has gained attention and been widley studied their chemotherapeutic
effect against several cancer cell lines showing be a potent candidate [33,34,35]. In view of
the cytotoxic frequently reported to normal cells and the promising ability of this major
compound to inhibit the proliferation of cancer cells, studies suggesting the incorporation of
citral into nanostructured lipid carrier system, still mantaining apoptosis of this cell line
without inducing toxic effects [36,37].

Nevertheless, the nanocarrier is an alternative to the use of citral in lower
concentrations or even in association with MTZ, with high activity at the target and reduced
toxic effects. Owing to the traditional use of medicinal plants for a long time and the
promising results observed in our in vitro study, citral should be evaluate nanostructured

against 7. vaginalis, in order to establish as safe compound to therapeutic use.

5. CONCLUSIONS

Based on these experimental data, it can be concluded that for the first time was
reported the ability of citral to inhibit the proliferation of 7. vaginalis trophozoites. Citral
possess a promising properties to the treatment of this STI, been a good candidate for further
studies nanostructured in a drugcarrier system, in order to develop a new anti-trichomonal

drug nonitroimidazole without cytotoxicity.
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Figure 1 - Antiparasitic activity of citral (3,7-dimethyl-2, 6-octadienal) against Trichomonas vaginalis (ATCC
30236) after 24 hours of exposure (20 uM/mL, 40 uM/mL, 60 pM/mL, 80 pM/mL and 100 uM/mL). The *
indicate statiscal differences compared the groups by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc tests
(p<0.05)

Kinect growth curve of Citral (3,7-Dimethyl-2,6-octadienal)

120

100 4 Qe *
g 80 1 N
e
~
= - . —#— Negative control

~

& 60 4
£ ~ B Metronidazole 100uM/ml
é' . DMSO 0.6%
z 40 \
= . -® 100 uM/ml
- \

20 7 .\

\
0 .- - - —--—--—-0
0 1 3 12 24 a8 72 9b

Time of death (hs)

Figure 2 - Time of death of Trichomonas vaginalis ATCC 30236 isolate after exposure to citral (MIC 100
uM/mL) at time 1h, 6h, 12h, 24h, 48, 72h and 96h.



Nitrite (umol of 10° trophozoites)

CN DMSO MTZ 20 40 60 80 100
Groups (nM/ml)

Figure 3 - Nitric oxide levels obtained from nitrite levels measured by Griess assay.
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Consideragoes finais

. Os oleos essenciais e nanoemulsées de Cymbopogon flexuosus (capim-
limdo) e Ocimum basilicum (manjericao) exibiram atividade anti-Trichomonas
vaginalis (isolado clinico);

. O dleo essencial de capim-limao nanoestruturado apresentou atividade em
menor concentragdo e em menor intervalo de tempo;

. Os 6leos essenciais e as nanoemulsdes também apresentaram a capacidade
de diminuir a peroxidacgao lipidica;

. O citral, composto maijoritario do capim-limao, apresentou atividade frente a
ATCC (30236) de Trichomonas vaginalis, inviabilizado 100% dos trofozoitos em
menor intervalo de tempo se comparado ao metronidazol;

. O citral apresentou capacidade de reduzir os niveis de 6xido nitrico quando
comparado ao controle.

Levando-se em consideragdo os resultados obtidos neste trabalho, pode-se
concluir que deve se explorar o potencial dos produtos naturais como uma opgéao

adicional para o tratamento de diferentes doencas, como a tricomoniase.
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Investigadores responsaveis: Mirian Pinheiro Bruni/ Carolina C. dos Santos/Juliana
Fenalti
OBJETIVO DA PESQUISA

Nossos objetivos sdo avaliar a presenca da tricomoniase nas mulheres HIV
soropositivas e soronegativas e a capacidade inibitoria in vitro (quer dizer testada em
laboratério) de compostos naturais contra o agente causador da tricomoniase em
pacientes atendidas no Ambulatorio de Ginecologia da FAMED - UFPel. Esta
infeccdo € considerada uma doenga sexualmente transmissivel — DST (que é
transmitida através da relacdo sexual) e o causador € o protozoario Trichomonas
vaginalis. Esta doenga provoca sintomas como corrimento intenso, mau cheiro e
coceira na vagina, além de facilitar a infeccao por outras bactérias, fungos e virus.

PROCEDIMENTOS

A pesquisa consta de coleta de secrecdo vaginal durante seu exame de
rotina, pelo profissional habilitado da ginecologia, ndo sendo necessarias coletas
extras. Coletaremos duas amostras de sua secregdo vaginal: uma através de uma
espatula e outra através de um swab (cotonete). Com essas amostras, faremos
alguns exames no microscopio, imediatamente apds a coleta e posteriormente
utilizaremos outra técnica com maior capacidade de detecgdo desta infecgdo: a
cultura. Realizaremos essa técnica no Laboratério de Parasitologia da UFPel, e o
resultado do exame se positivo, sera comunicado a equipe médica do ambulatorio
de ginecologia, para que seja realizado o tratamento. Apds realizado o diagnostico e
fornecido a equipe médica, as amostras positivas para o agente causador da
infecgdo serdo armazenadas, para serem isoladas e cultivadas para que possamos
realizar dois estudos em laboratério: o primeiro sobre a capacidade de produtos
naturais em combater o crescimento do agente responsavel pela infeccdo (T.
vaginalis) utilizando O6leos essenciais livres e nanoestruturados (goticulas de
tamanho nanométrico capaz de atingir de forma mais eficiente o alvo de agédo e
promover menores efeitos colaterais do que os causados pelo tratamento
convencional) de Capim-limdo (Cymbopogon citratus), Eucalipto (Eucalyptus),
Tomilho (Thymus vulgaris) e Manjericdo (Ocimum basilicum); o segundo estudo,
identificara a nivel de espécie através de técnicas de genética qual a cepa esta
causando a infeccdo e se apresenta maior ou menor potencial patogénico. A
amostra colhida ndo sera enviada para outros laboratérios e ndo sera usada para
propoésitos comerciais, sendo descartada no final do estudo. Qualquer outro uso
destas amostras n&o sera realizado sem nova aprovagéao pelo 6rgao responsavel, ou
seja, o Comité de Etica da UFPel. Vocé também deve autorizar a andlise de seu
prontuario médico. Nenhuma outra pesquisa sera realizada sem que vocé seja
contatada e dé seu consentimento por escrito. Todos os resultados, dados pessoais
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e demais informacgdes serdo rigorosamente mantidos em sigilo e as participantes
mantidas em anonimato. Cabe informar, que a coleta desse material, € um
procedimento necessario para avaliar seus 6rgaos ginecologicos, entretanto, apesar
nao afetar a sua saude, vocé podera sentir algum desconforto durante ou apds o
exame, como dor em baixo ventre e/ou coélica abdominal passageira. Para tentar
diminuir estes problemas o estudo contara apenas de profissionais treinados e
habilitados para execugao deste exame. Este tipo de procedimento n&o costuma
acarretar nenhum tipo de dano, mas, caso isso ocorra, o projeto se compromete de
fornecer assisténcia médica integral gratuita bem como fica garantido o seu direito a
indenizagdo devido a possiveis danos decorrentes da sua participacdo nesta
pesquisa.

BENEFICIOS

E uma doenca que pode ser tratada e curada com o uso do medicamento
Metronidazol oral (comprimido) ou vaginal (creme), mas para iSsO precisamos
investigar melhor a presenca desta parasitose, evitando futuras resisténcias ao
medicamento usado e também para que possamos estudar novas alternativas de
terapia para esta infeccdo. Sua participagdo sera muito importante para avangos
cientificos, trazendo beneficios para a sociedade, uma vez que nao sdo conhecidos
esses dados em nossa regiao.

ALTERNATIVAS PARA A PARTICIPACAO

Sua participacado nesse estudo € voluntaria. Caso vocé ndo queira participar,
continuara a receber o melhor tratamento nesse servigco. Vocé é livre para retirar o
seu consentimento a qualquer hora. Caso vocé se recuse a participar isso nao
afetara seu tratamento atual ou futuro, de qualquer forma.

CUSTOS E COMPENSAGOES

Vocé nao pagara nada para participar desse estudo. Vocé ndo sera pago por
estar no estudo. Caso vocé apresente esta infeccédo, e néo foi tratada no momento
da consulta, devido a auséncia de sintomas, vocé sera informada para receber seu
tratamento, extensivo ao seu parceiro. Se 0 comparecimento ao servico nao for
caracterizado como consulta médica de rotina o gasto com transporte sera
ressarcido.

CONFIDENCIALIDADE

Este estudo envolve informagdes confidenciais, ou seja, ninguém além dos
pesquisadores tera acesso ao seu nome e informacdes particulares. Essas
informacgdes serdo mantidas estritamente confidenciais. O seu nome néo sera dado
para ninguém além dos profissionais do Ambulatério de Ginecologia da UFPel. Cada
participante tera um numero codificado que a representara em qualquer analise de
dados, sem mencido de seu nome ou informagdes que permitam identifica-la, como
endereco e telefone. Este codigo sera também utilizado no caso do envio de suas
informacgdes e/ou do material coletado para outro local que ndo o Laboratério de
Parasitologia da UFPel. Qualquer publicagdo cientifica dos resultados néao
identificara vocé. As amostras consideradas positivas que utilizaremos no estudo
serao identificadas com uma etiqueta com codigo (cédigo referente ao numero da
amostra), especifico para cada participante, mas sem nenhuma mengédo ao seu
nome ou outras informagdes pessoais que possam permitir sua identificagdo ou que
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as amostras sejam ligadas a sua pessoa. Em resumo, os dados individuais de cada
participante, resultados de exames e testes, bem como do prontuario serédo
totalmente confidenciais, acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos na
pesquisa. Desta forma, com a total confidencialidade dos achados do estudo, as
participantes estdo protegidas de qualquer tipo de discriminag&o ou preconceito.

PERGUNTAS OU PROBLEMAS

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, contatar a
pesquisadora Mirian Pinheiro Bruni, Carolina Santos ou Juliana Fenalti no
Laboratério de Parasitologia — UFPel (53-3275-7398). Também ¢é possivel contatar o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/lUFPel que avalia
protocolos de pesquisa envolvendo seres humanos, e aprovou este
estudo: Enderego: Rua Prof Araujo, 473 sala 201 - Pelotas/RS - Telefone:
3284.4900 ramal 312 - Contato: cep.famed@gmail.com Horario de funcionamento:
8:00 - 12:00h. Ressaltamos que este estudo somente podera ser suspenso apos
anuéncia do Comité de Etica acima mencionado, o qual aprovou este estudo, a
menos que o0 encerramento se dé por razdes de seguranga. Neste caso, o estudo
podera ser descontinuado sem prévia avaliacdo do CEP.

CONSENTIMENTO

Agora gostariamos de lhe convidar para fazer parte do estudo. Uma vez que
vocé leu (ou Ihe foi explicado) e entendeu o propésito desse estudo, os
procedimentos que serdo realizados, os riscos e beneficios, e vocé
VOLUNTARIAMENTE concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu
nome abaixo. E importante lembrar que a entrevistadora deve |lhe entregar uma
cépia deste documento!

* Numero de identificagcdo da paciente para este estudo:

* Nome da paciente:
Favor confirmar os itens abaixo:

() A paciente foi informada sobre o estudo acima.

() A paciente teve a oportunidade de considerar a informacgao, fazer perguntas e

estas serem respondidas satisfatoriamente.

() A paciente compreendeu a finalidade do estudo.

( ) A paciente compreendeu que toda a informagao coletada no estudo sera

realizada na confianca e que, se for apresentada ou publicada, todos seus dados

pessoais serao removidos.

() A paciente confirma que estara participando neste estudo de acordo com seu

livre arbitrio e compreende que pode se retirar dele a qualquer hora e por

qualquer razao, sem ter seus cuidados médicos ou direitos legais afetados.

() 1 copia para o paciente e 1 copia para o investigador.

( ) As paginas anteriores deste Termo de Compromisso Livre e Esclarecido

devem estar rubricadas.

Eu concordo em participar no estudo acima
Nome da paciente
Assinatura
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Data / /

Nome do investigador que toma o consentimento

Assinatura
Data / /

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a
natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposigao para
perguntas e as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha
explicacao e aceitou, sem imposicdes, assinar este consentimento.

ASSINATURA DO INVESTIGADOR:
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cultura é o padrao-ouro para o diagnéstico porque

é simples de interpretar e requer somente 300 a 500 tricomonas/ml de indculo para iniciar o crescimento.
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Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Determinar a prevaléncia de Trichomonas vaginalis em mulheres atendidas no Ambulatério de Ginecologia
da FAMED- UFPEL na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, e sua relagao com a infecgao pelo virus HIV.

Objetivos Secundarios:

- Analisar a frequéncia de infecgao por Trichomonas vaginalis em mulheres HIV positivas e negativas;

- Relacionar o diagnéstico da infecgao com os niveis de linfocitos T CD4 das pacientes HIV positivas;

- Comparar a sensibilidade e especificidade de diferentes técnicas de diagnostico utilizados na detec¢ao do
parasito;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Cabe informar, que a coleta desse material durante a consulta ginecoldgica, &€ um procedimento necessario
para avaliar seus 6rgaos ginecologicos, entretanto, apesar nao afetar a sua satde, vocé podera sentir algum
desconforto durante ou ap6s o exame, como dor em baixo ventre e/ou célica abdominal passageira. Para
tentar diminuir estes problemas o estudo contara apenas de profissionais treinados e habilitados para
execucao deste exame. Este tipo de procedimento nao costuma acarretar nenhum tipo de dano, mas, caso
isso ocorra, o projeto se compromete de fornecer assisténcia médica integral gratuita e indenizagao
proporcional.

Beneficios:

E uma doenga que pode ser tratada e curada com o uso do medicamento Metronidazol oral (comprimido) ou
vaginal (creme), mas para isso precisamos investigar melhor a presenca desta parasitose, evitando futuras
resisténcias ao medicamento usado e também para que possamos comparar esses dois grupos de
pacientes. A participacao das pacientes nesse estudo sera muito importante para avangos cientificos,
trazendo

beneficios para a sociedade, uma vez que nao sao conhecidos esses dados em nossa regiao.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma emenda de um projeto ja aprovado pelo CEP/FAMED. Os pesquisadores receberam uma
doagao de 6leos essenciais na apresentacao de nanoparticulas para que sejam
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Plataforma

asil

realizados estudos de sensibilidade frente a novas opgdes de tratamento para o trichomonas vaginalis. Por

isso foi elaborado outro TCLE e o adendo para autorizagao de coletas.

A amostra é formada por todas as pacientes que estiverem presentes no ambulatério de Ginecologia, pelo

motivo de terem marcado consulta anteriormente no ambulatério da FAMED, a partir do periodo de
setembro de 2014, até que se atinja uma populagcao de 500 mulheres, sendo 200 HIV positivas e 300

negativas.

As entrevistas serao feitas pelo pesquisador, e ocorrerao por ocasiao da coleta de amostras para o exame

laboratorial. As pacientes infectadas por T. vaginalis serao tratadas pela equipe médica, e todas as
pacientes que participarem do estudo receberao informagao, através de material educativo, sobre a

tricomoniase e sua relacao com a AIDS, assim como explicagcdes relativas a enfermidade diagnosticada.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

OK

Recomendacoes:
OK

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

OK

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_857536| 17/09/2018 Aceito
do Projeto E2.pdf 12:21:36
Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado_2016_sem_marcaco| 17/09/2018 |Mirian Pinheiro Bruni | Aceito
Brochura es.docx 12:12:03
| Investigador
Recurso Anexado adendo_nanoparticulas_tricho.docx 17/09/2018 |Mirian Pinheiro Bruni | Aceito
pelo Pesquisador 11:56:42
TCLE / Termosde |TCLE_2018.docx 17/09/2018 |Mirian Pinheiro Bruni | Aceito
Assentimento / 11:48:00
Justificativa de
Auséncia
Outros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 20/04/2016 |Patricia Abrantes Aceito

CEP_873180.pdf 19:48:53 | Duval
Folha de Rosto folha de rosto mirian0001.pdf 18/09/2014 Aceito
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Folha de Rosto folha de rosto mirian0001.pdf 20:22:21 Aceito

Folha de Rosto folha de rosto digtalizada.pdf 03/09/2014 Aceito
13:08:30

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacido da CONEP:

Nao

PELOTAS, 30 de Setembro de 2018

Assinado por:
Patricia Abrantes Duval
(Coordenador(a))

Endereco: Av Duque de Caxias 250

Bairro: Fragata CEP: 96.030-001

UF: RS Municipio: PELOTAS

Telefone: (53)3284-4960 Fax: (53)3221-3554 E-mail: cep.famed @ gmail.com

Pagina 04 de 04



