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RESUMO

Objetivos: Avaliar a atividade anti-7richomonas vaginalis do extrato de folhas de videira (Vitis labrusca) provenientes de cultivo convencional
¢ orgénico.

Métodos: Extratos de folhas secas de videira, organico e convencional, foram elaborados com extrator Sohxlet. A composi¢ao fenoélica total
dos extratos foi avaliada por Folin-Cicoalteau e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A atividade antiparasitaria dos extratos foi realizada
em cultura de 7. vaginalis. Os testes foram realizados em trés concentragdes finais: 5, 10 e 20 mg/mL. Os trofozoitos foram contados em
hemocitometro e sua densidade foi ajustada em meio de cultura Trypticase-Yeast Extract-Maltose (TYM), de forma a se obter a concentragao
final de 1x10° trofozoitos/mL. Apos incubagdo com os extratos por 24 horas a 37°C, foi feita a contagem dos trofozoitos com motilidade em
hemocitometro. Os controles do veiculo foram realizados, adicionando-se dgua em substituicdo aos extratos.

Resultados: O extrato de folhas convencionais ¢ rico em catequina e os organicos, em resveratrol. Os extratos de V. labrusca nao apresentaram
atividade anti-7 vaginalis nas concentra¢des de 5 e 10 mg/mL. Entretanto na concentragdo de 20 mg/L, o extrato de folhas secas convencionais
reduziu em 100% e o extrato organico em 48% a sobrevivéncia dos trofozoitos. Os polifenois catequina, quercetina e rutina estavam em
maior concentragdo no extrato com maior eficacia, os quais podem ser os responsaveis pela agdo anti-7. vaginalis do extrato convencional.
Conclusdes: O extrato de folha de videira pode ser uma alternativa no combate a 7. vaginalis. Estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios
para comprovar eficicia e seguranga desta intervengao.

DESCRITORES: Trichomonas vaginalis; AGENTES ANTITRICOMONAS; TRICOMONIASE; INFECGCAO; POLIFENOL; Vitis labrusca.

ABSTRACT

Aims: To evaluate the anti-Trichomonas vaginalis activity of the extract of organic and conventional leaves of Vitis labrusca.

Methods: Organic and conventional grapevine leaf extracts were prepared with extractor Sohxlet. The total phenolic extracts were evaluated
by Folin-Cicoalteau and High-Performance Liquid Chromatography. The antiparasitic activity of the extracts was performed on growth of
T vaginalis. Tests were conducted at three final concentrations of 5, 10 and 20 mg/mL. The trophozoites were counted by hemocytometer
and their density was adjusted in Trypticase-Yeast Extract-Maltose (TYM) growth environment in order to obtain a final concentration of
1x10° trophozoites/ml. After incubated with the extracts for 24 hours at 37°C, the count of motile trophozoites was taken by hemocytometer.
The vehicle controls were performed by substituting the extract by water.

Results: The conventional leaf extract is rich in catechin and the organic in resveratrol. The extracts of V. labrusca showed no anti-7. vaginalis
activity at concentrations of 5 and 10 mg/mL. However in the concentration of 20 mg/L conventional grapevine leaf extracts reduced by 100%
and the organic extract by 48% the survival of trophozoites. Catechin polyphenols, quercetin and rutin were in higher concentration in the
extract with greater efficacy, which may be the responsible for the anti-7. vaginalis action of the conventional extract.

Conclusions: The vine leaf extract may be an alternative to combat 7. vaginalis. Pre-clinical and clinical studies are needed to confirm efficacy
and safety of this intervention.
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INTRODUCAO

Trichomonas vaginalis ¢ um protozoario flagelado
causador da tricomoniase, uma doenga sexualmente
transmissivel, que ataca o sistema urogenital humano.
Este parasita pode causar prostatites e uretrites em
homens; e vaginites ou cervicites em mulheres.! Em
quadros graves, a tricomoniase pode levar a resultados
adversos na gravidez, nascimentos prematuros,?
infertilidade® e a predisposi¢do ao cancer de colo
uterino,** sendo também um cofator agravante no
contagio e transmissao do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV).*® A doenga tem ocorréncia mundial,
com cerca 170 milhdes de casos. A prevaléncia na
regido das Américas ¢ de 0,6% em homens e 5,6% em
mulheres.’

Os sintomas dependem da carga parasitaria in-
fectante, da imunidade do hospedeiro e da sexualidade.
Em mulheres, quando ndo sdo assintomaticas, podem
ocorrer inflamagao e irritagdo da mucosa genital, com
presenca de corrimento.!® Ja a maior parte dos homens
tem doenca assintomatica, mas quando ha grande
infecc¢do, pode haver casos de corrimentos, dificuldade
para urinar, prurido e ulceragdo peniana.'

O diagnoéstico laboratorial da tricomoniase ¢
geralmente realizado por exame microscopico a fresco
da secrecdo do trato genital. A agéncia FDA (Food and
Drug Administration, Estados Unidos) recomenda o
uso de dois principais medicamentos para o tratamento
de tricomoniase em humanos: Metronidazol e
Tinidazol."> Entretanto, estudos laboratoriais vém
relatando que estes dois medicamentos, em longo
prazo e em doses elevadas, podem provocar reacoes
adversas importantes, além de causar resisténcia a esta
terapia convencional.!3-s

Por estas razdes, a procura por tratamentos eficazes
e de baixo custo e baixa toxidade para a saude dos
infectados vem crescendo'®'®. Neste contexto, as
plantas se tornam importantes aliados no tratamento,
na medida em que suas substancias naturais sao fontes
de moléculas com potenciais medicinais e compostos
bioativos.'*?!

Estudos vém demonstrando que derivados da
videira, principalmente das espécies Vitis vinifera
e Vitis labrusca, como fruto, semente e folhas, pos-
suem propriedades importantes para o ser humano,
como no tratamento de gastroenterites, hepatites,
hipertensdo arterial e arteriosclerose.?”3? Além disso,
foi demonstrado efeito antibactericida de um extrato
aquoso de V. vinifera L. contra Escherichia coli,
Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus e
Vibrio alginolyticus.>* Porém até o momento existem
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poucos dados na literatura cientifica que atri-
buam outros usos ao extrato de folhas de videiras V.
labrusca.

A V. labrusca é uma espécie de videira originaria
do Sul dos Estados Unidos, que atualmente ¢é cultivada
no estado do Rio Grande do Sul numa area planta-
da correspondente a 8.979 hectares, representando
aproximadamente 45% de toda a uva produzida no
Brasil, sendo seu principal destino a produgao de vinho
tinto e suco de uva.* Neste contexto, o presente estudo
tem como objetivo avaliar a atividade anti-7 vaginalis
do extrato de folhas de V. labrusca provenientes de
cultivo convencional e organico.

METODOS

Obtencao e preparacao do extrato

As folhas de V. labrusca, da variedade Bordd, de
produgdo convencional (utilizacdo de agrotdxicos
durante o cultivo) e organica (ndo utiliza agrotdxico
em seu cultivo), foram coletadas no final da floragéo,
antes da frutificacdo. A planta foi identificada pelo
Herbario do Centro Universitario Metodista do IPA
(Porto Alegre, RS, Brasil). As videiras receberam a
certificagdo organica ECOVIDA e as folhas foram
secas a sombra e picadas a fim de uma obtencdo de
um po para a extragcao?2.

Para obtencao do extrato, as folhas foram colocadas
com etanol a 70% em um circuito fechado a 70°C
durante 20 horas em extrator Soxhlet. O solvente
foi evaporado em banho-maria por cinco horas e os
residuos foram diluidos em agua (0,1 g/mL) antes de
cada teste.??> As solugdes de trabalho foram preparadas
a partir do produto obtido da extragdo adicionado de
agua na concentracdo de 100 mg/mL como solucdo
mae, sendo diluida até a concentracdo desejada para
os tratamentos. Foram preparados dois extratos:
extrato de folhas de videira organica seca (FOS) e
extrato de folhas de videira convencional seca (FCS).
Os extratos utilizados possuem a seguinte caracte-
rizacdo: Polifenois totais (FOS: 20,2+1,80 mg acido
galico/mL e FCS: 19,0+0,05 mg acido galico/mL);
Flavonoides (FOS: 7,94+0,4 pg rutina/mL e FCS:
8,95+0,5); Catequina (FOS: 3,64+0,01 mg/g extrato
bruto e FCS: 4,304+0,03); Resveratrol (FOS: 0,714«
0,01 mg/g e FCS: 0,062+0,003 mg/g); Quercetina
(FOS: 5,86+0,15 mg/g e FCS: 6,74+0,08); Rutina
(FOS: 44,90+0,22 mg/g e FCS: 55,75+0,10 mg/g);
Canferol (FOS: 1,37+0,10 mg/g ¢ FCS: 1,43+0,15)
e Naringina (FOS: Nao identificado e FCS: 0,77+
0,012 mg/g).
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Cultura dos parasitos

Foram usados isolados de 7. vaginalis 30236
(American Type Culture Collection) sensiveis a
metronidazol, cultivados em meio especifico (TYM
médio), pH 6,0, suplementado com 10% (v/v) de
soro humano inativado e incubado a 37°C (+0,5)*.
Os organismos na fase logaritmica de crescimento e
mostrando mais de 95% com motilidade e morfologia
normais, foram colhidos, centrifugados, lavados trés
vezes com tampao PBS e ressuspendidos em meio
TYM para os testes de citotoxicidade. Os resultados
foram obtidos a partir de, pelo menos, trés experimentos
independentes, em triplicata.

Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos de V. labrusca
foi determinada in vitro para 7. vaginalis. Os testes
foram realizados em trés concentragoes finais 5, 10 e
20 mg/mL. Os trofozoitos foram contados em hemoci-
tometro e sua densidade foi ajustada, em meio TYM,
de forma a se obter a concentracdo final de 1x10°
trofozoitos/mL em cada microtubo com a adigdo
de 400 pL. Os trofozoitos foram incubados com os
extratos por 24 horas a 37°C. Apds esse periodo foi
feita a contagem dos trofozoitos com motilidade
em hemocitdometro. Os controles foram realizados
com a adigdo de meio TYM no lugar dos extratos
para se obter o valor no qual ndo ha nenhum efeito
anti-7. vaginalis, ou seja, 100% de trofozoitos com
motilidade. Além disso, controles do veiculo foram
realizados, adicionando-se agua no lugar dos extratos,
para fim de verificar possivel interferéncia do solvente
na atividade citotéxica.

Analise estatistica

Foi avaliada a normalidade das varaveis pelo teste
de Kolmogorov-Smirnoff. Os dados foram identificados
como paramétricos e submetidos a analise de variancia
(One-Way ANOVA). Relagdes entre as variaveis foram
avaliadas pela correlacdo de Pearson. Os testes foram
considerados estatisticamente significativos quando
p<0.05. Foi utilizado Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versdo 17.0 para todas as analises
estatisticas.

RESULTADOS

Através da analise de compostos fenolicos pode-
se observar que ndo houve diferenca estatistica no
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conteudo fenolico total dos extratos. Entretanto, foram
observadas diferengas significativas no contetido de
flavonoides, onde o FCS apresentou maior conteudo
de flavonoides e somente este extrato apresentou
naringinina na sua composi¢do. Quanto ao conteudo
de resveratrol, o extrato organico apresentou-se
mais rico (0,714+0,01 mg/g) quando comparado ao
extrato convencional (0,062+0,003 mg/g). Além disso,
podem-se observar correlagcdes negativas entre o
conteudo de polifenois isolados e a sobrevivéncia dos
parasitos. Entre estas correlagdes estdo com catequina
(r=-0,994), quercetina (r=-0,924) e rutina (r=-0,999),
e todas estas correlacdes foram estatisticamente
significativas (p<0,05).

Os resultados dos testes anti-T. vaginalis com o
extrato da Vitis labrusca em concentragdo de 5 mg/ml
e 10mg/ml ndo demonstraram agdo antiparasitaria
contra 7. vaginalis, restando, 100% de trofozoitos
com motilidade em todas as culturas. Entretanto, na
concentragdo de 20 mg/mL, observou-se importante
acdo anti-7. vaginalis. Apenas o extrato FCS
apresentou acao citotdxica, com supressao de 100%
nos trofozoitos (Figura 1).

L

Sobreviventes
Trichomonas vaginalis

g
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a4

FOS: Extrato de folha seca de videira organico (sem agrot6xico em seu cultivo).
FCS: Extrato de folha seca de videira convencional (utilizagdo de agrotéxicos durante
o cultivo).

Figura 1. Sobrevivéncia de Trichomonas vaginalis apés tratamento
realizado na presenca e/ou auséncia dos extratos de videira Vitis
labrusca provenientes de cultivo convencional e organico, em
concentragao de 20 mg/mL

DISCUSSAO

Existem na literatura estudos que mostram os
efeitos benéficos do extrato de folha de videira
V. labrusca, como cardioprotetor, nefroprotetor e
hepatoprotetor,?*? mas ndo existem estudos até o
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momento que verifiquem a sua agdo como agente
anti-Trichomonas. No entanto, um estudo verificou
a atividade anti-leishmania do extrato etanolico de
folhas de V. vinifera, observaram que este extrato teve
potencial agdo contra promastigotas de Leishmania
infantum, observando alteracdes globais das células
com destruicao citoplasmatica e nuclear.3

E importante ressaltar que na literatura cientifica
existem estudos com outros tipos de extratos ricos
em polifenodis, verificando a acdo antiparasitaria
em 7. vaginalis, podendo assim ser pertinente a sua
comparagdo com o extrato utilizado neste estudo.
Ha estudos, como o de Fernandes et al. em 2005%
demonstrando que a Artemisia ludoviciana extraida em
meio de acetona e hexano tem atividade antiparasitaria
contra Entamoeba histolitica e Giardia lamblia. Ainda
em testes com G. lamblia, Gadelha et al. conseguiram
a inativac¢ao ou mortalidade de 93% dos parasitas com
diferentes concentragdes de extratos de Hovenia dulcis
(Cajueiro-japonés).?!

No estudo de Omisore et al.'® foram testados dois
tipos de extratos de Dorstenia, que mostraram forte
acdo antiparasitaria, na qual a atividade dos compo-
nentes ativos isolados do extrato tiveram agdo anti-
oxidante e anti-Trichomonas na concentracdo de
0.121-31.25 pg/ml para Trichomonas gallinarum. Ou-
tro estudo apresentou uma atividade anti-7richomonas
resultante da concentragdo de compostos carbazois
encontrados no extrato da planta Murraya koenigii.
Além disso, este demonstrou também efeito hepato-
protetor; mas, mesmo em dose moderada pode-se
observar efeitos toxicos a outros 6rgaos, por isso sua
administra¢do deve ser cautelosa.’’

Como observado no presente estudo, houve cor-
relacdes negativas entre a sobrevivéncia dos para-
sitos e o conteudo de alguns polifenois presentes nos
extratos. Através destes dados, € possivel considerar
a existéncia de uma atividade anti-7. vaginalis para
alguns polifendis existentes nos extratos, como,
exemplo, flavonoides e catequinas, que sdo conheci-
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dos principalmente por serem potentes antioxidantes,
quelantes de metais e inibidores da lipoperoxidacdo.®
Estas informa¢des remetem ao trabalho de Mukai
et al.,* que demonstraram um potencial efeito anti-
helmintico dos polifendis encontrados no cha verde.
Esta atividade foi atribuida a elevada concentragdo de
taninos (catequina, epicatequina e as procianidinas) no
extrato de Camelia sinensis (cha verde).*

Além disso, um estudo que avaliou a toxicidade
dos extratos de Eucalyptus camaldulensis e Myrtus
communis a T. vaginalis mostrou que ambos os extratos
foram eficazes na morte do trofozoitos apds 24 horas
de incubagdo em concentragcdes maiores ou iguais a
20mg/mL, como também demonstrado no presente
estudo.* E importante avaliar a dose de cada tipo de
extrato; um estudo que utilizou extrato de Arbutus
unedo verificou que uma dose de apenas 125 pg/mL
ja foi suficiente para inibir 75% dos trofozoitos de
T vaginalis.*!

A utilizagdo potencial de extratos no tratamento da
tricomoniase pode ser relevante, ja que existem alguns
variacoes de 7. vaginalis que podem ser resistentes ao
tratamento convencional com metronidazol.* Dessa
forma, um estudo que avaliou a atividade antiparasitaria
do extrato de Hypericum polyanthemum frente a
T’ vaginalis resistentes verificou que houve reducéo da
motilidade do parasita com os extratos testados, porém
ndo de forma relevante.*> Os extratos de Commiphora
molmol e Punica granatum também foram capazes
de inviabilizar cepas de T. vaginalis resistentes a
metronidazol.* Esses estudos apontam que a utilizacao
de extratos vegetais pode ser uma alternativa quando
existir resisténcia ao metronidazol.*!-#

Em conclusdo, extrato de folha de videira con-
vencional de V. labrusca demonstrou ter acdo anti-
parasitaria para trofozoitos de 7. vaginalis. Por ser um
estudo preliminar e in vitro, sdo necessarios novos
estudos experimentais e clinicos para verificar a
especificidade da agdo desses extratos e as concentragdes
adequadas para combater a tricomoniase.
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