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RESUMO

VIEIRA, FERNANDA DE PAULA ROLDI. EFEITOS in vitro E CARACTERIZACAO
QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cinnamomum verum, Syzygium
aromaticum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris E SEUS COMPONENTES
MAJORITARIOS SOBRE Fasciola hepatica. 2017. 67p. Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias — CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.

O dificil controle da fasciolose tem impulsionado pesquisadores em todo o mundo a
buscarem alternativas a fim de impedir a disseminacdo desta enfermidade. Sendo
assim, objetivou-se com este estudo avaliar a acdo in vitro dos 6leos essenciais de
Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris e
dos componentes eugenol, carvacrol e timol sobre a motilidade e a superficie
tegumentar de Fasciola hepatica. Os trematddeos foram obtidos em matadouros-
frigorificos da regido sul do estado do Espirito Santo e, em laboratério, incubados em
solugbes contendo o0s compostos acima referidos nas concentracoes de
0,025% (m v1), 0,05% (m v1) e 0,1% (m v?1), tendo sua motilidade registrada nos
momentos 3 h, 12 h, 15 h e 24 h apds a incubacédo. A analise cromatografica dos 6leos
essenciais revelou o eugenol como composto majoritario de C. verum e S.
aromaticum, enquanto que O. vulgare e T. vulgaris apresentaram o carvacrol como
principal constituinte. As imagens obtidas com a microscopia eletronica de varredura
dos espécimes apOs 24 h de incubacdo revelaram a presenca de alteracdes
tegumentares significativas como a formacdo de bolhas, perda dos espinhos e
descamacdo extensiva com exposicdo de lamina basal. O maior numero de
alteracOes, sendo estas também mais severas, ocorreram na concentragédo de 0,1%
(m v1) em todos os tratamentos, porém nos 6leos essenciais de O. vulgare e T.
vulgaris e componentes carvacrol e timol, lesées severas ocorreram também em
menores concentracdes. Conclui-se que 0s 0leos essenciais e componentes
majoritarios apresentaram efeito dose-dependente in vitro sobre a motilidade e
superficie tegumentar de F. hepatica, sendo a dose de 0,1% (m v?!) a melhor
independente do tratamento. Dentre 0s compostos testados, os 6leos essenciais de
O. vulgare e T. vulgaris e os componentes carvacrol e timol apresentaram os melhores

resultados em menor concentragao e tempo.

Palavras-chave: Controle. Fasciolose. Produtos naturais.



ABSTRACT

VIEIRA, FERNANDA DE PAULA ROLDI. In vitro EFFECTS AND CHEMICAL
CHARACTERIZATION OF ESSENTIAL OILS FROM Cinnamomum verum,
Syzygium aromaticum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris AND ITS MAIN
COMPOUNDS AGAINST Fasciola hepatica. 2017. 67p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.

The harsch control of fascioliasis has pushing researchers around the world to seek
alternatives to prevent the spread of this disease. The objective of this study was to
evaluate the in vitro action of the essential oils of Cinnamomum verum, Syzygium
aromaticum, Origanum vulgare and Thymus vulgaris, and the eugenol, carvacrol and
thymol components on the motility and integument surface of Fasciola hepatica. The
trematodes were obtained in slaughterhouses of the southern region of the state of
Espirito Santo and incubated in solutions containing 0.025% (m v1), 0.05% (m v') and
0.1% (m v1), and their motility was recorded at 3 h, 12 h, 15 h and 24 h after incubation.
The chromatographic analysis of the essential oils revealed eugenol as the major
compound of C. verum and S. aromaticum, whereas O. vulgare and T. vulgaris
presented carvacrol as the main constituent. The images obtained by scanning
electron microscopy of the specimens after 24 h incubation revealed the presence of
significant tegumentary changes such as blebbing, spine loss and extensive
desquamation with basal lamina exposure. The highest number of alterations, which
were also more severe, occurred in the concentration of 0.1% (m v1) in all treatments,
but in the essential oils of O. vulgare and T. vulgaris and components carvacrol and
thymol, lesions also occurred at lower concentrations. It is concluded that the essential
oils and major components showed a dose-dependent effect in vitro on the motile and
integument surface of F. hepatica, the dose of 0.1% (m v!) being the best independent
of the treatment. Among the compounds tested, the essential oils of O. vulgare and T.
vulgaris and the components carvacrol and thymol showed the best results in lower

concentration and time.

Keywords: Control. Fasciolosis. Natural products.
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1. INTRODUCAO

A fasciolose € uma enfermidade de distribuicdo mundial que gera grandes
perdas econdmicas para a bovinocultura devido a um quadro sistémico que causa
emagrecimento, perda na producdo de leite, menor rendimento de carcaca e
condenacéo de figados durante o abate, além do risco de infeccdo humana, por se
tratar de uma zoonose (JACOBS et al., 2015).

Também chamada de distomatose hepatica, a fasciolose é provocada pelos
trematdédeos do género Fasciola sp., 0os quais parasitam os ductos biliares de
mamiferos, inclusive do ser humano. Esta doenca vem sendo relatada em ovinos
desde o século Xlll, na Europa (FROYD, 1969), e devido a exportacdo de animais
através dos continentes, acabou por se fazer presente praticamente em todo o mundo,
uma vez que os fatores ideais para o seu desenvolvimento sdo comuns a diversos
ecossistemas. Além das localidades consideradas endémicas para a doenca, a
ocorréncia de Fasciola hepatica ja fora relatada em quatro das cinco regides
brasileiras e representa um desafio para produtores rurais, médicos veterinarios e
para a saude publica (OLIVEIRA, 2007; BENNEMA et al., 2014).

As atuais tentativas de controle da doenca envolvem acfes que visam diminuir
a populacao de hospedeiros intermediarios e pelo uso de farmacos antiparasitarios.
Este controle, no entanto, tem sido extremamente dificultado devido a impossibilidade
no uso de moluscicidas e pela crescente resisténcia parasitaria encontrada entre as
populacdes de Fasciola spp., a qual €, em grande parte, resultante da ma utilizacéo
dos farmacos anti-helminticos (BOWMAN, 2014; LUQUE, 2014; KELLEY et al., 2016).
Diante do desafio de controlar efetivamente as doencas parasitarias nos rebanhos
bovinos e ovinos de todo o mundo, um grande nimero de pesquisadores tem voltado
seus esforcos para a busca de novas alternativas de controle parasitario.

Muitas dessas perspectivas atuais de estudo tém se voltado para o uso de
plantas medicinais, especialmente em nosso pais, que é riquissimo em biodiversidade
de vegetais com propriedades conhecidas e desconhecidas, as quais podem ser
testadas e avaliadas como alternativa aos medicamentos ja utilizados. Os 6leos
essenciais sdo compostos lipofilicos e aromaticos derivados de plantas, os quais
apresentam uma composi¢cao variada de substancias reconhecidamente bioativas.
Com base nesta informacado, diversos pesquisadores tém investigado os efeitos

destes compostos sobre microrganismos e organismos pluricelulares, encontrando
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resultados promissores destas substancias como antimicrobianos, repelentes de
insetos e antiparasitarios (BUCKLE, 2003).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo testar, in vitro, a acdo dos 6leos
essenciais de Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, Origanum vulgare,
Thymus vulgaris e os componentes majoritarios carvacrol, eugenol e timol sobre a

motilidade e superficie tegumentar de helmintos adultos da espécie Fasciola hepatica.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia, morfologia e biologia de Fasciola hepatica

A espécie Fasciola hepatica pertence ao reino Animalia, filo Platyhelminthes,
classe Trematoda, subclasse Digenea e familia Fasciolidae (BOWMAN, 2014).
Macroscopicamente, 0 parasito adulto mede aproximadamente trés centimetros de
comprimento por um centimetro de largura. Seu corpo € achatado no sentido
dorsoventral, de aspecto foliaceo e coloracdo pardo-acinzentada. Sua extremidade
anterior apresenta uma estrutura conica denominada cone cefalico, onde esté inserida
a ventosa oral (TAYLOR; COOP; WALL, 2016). Esta espécie apresenta duas
ventosas, oral e acetabular, respectivamente situadas na extremidade anterior (cone
cefalico) e regido anteroventral do corpo, cujas funcdes envolvem principalmente a
fixacdo e nutricdo do parasito (TRAVASSOS, 1950; TAYLOR; COOP; WALL, 2016).

Os trematddeos do género Fasciola spp. sdo revestidos por um tegumento
metabolicamente ativo (JACOBS et al., 2015) com capacidade absortiva e recoberto
por pequenos espinhos em toda a sua extensédo (TAYLOR; COOP; WALL, 2016;
TRAVASSOS, 1950). Segundo Fairweather, Threadgold e Hanna (1999), os espinhos
auxiliam na fixacdo do parasito no ducto biliar, promovendo protecao, facilitando a
locomocdo e atuando na nutricdo. Conforme esquematizado na figura 1,
imediatamente abaixo ao tegumento encontra-se a membrana basal e inferiormente
posicionada a esta, uma camada muscular subdividida em feixes circulares,
longitudinais e obliqguos (KUMAR et al., 2003).

O interior do parasito € preenchido por parénquima, o qual é constituido por
uma rede de tecido conjuntivo onde se encontram seus 6rgaos reprodutivos, sistema
digestivo e excretor (TRAVASSOS, 1950; LUQUE, 2014).

O aparelho digestivo é incompleto, composto por ventosa oral, boca, faringe,
esbfago e ceco. A excrecdo se da por meio de células-flama que promovem a difusédo
dos metabdlitos através de poros excretores (TRAVASSOS, 1950; LUQUE, 2014).
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Figura 1 — Desenho esquematico de um corte transversal de F. hepatica. a — espinhos;
b — cuticula; ¢ — camada muscular circular; d — camada muscular longitudinal; d —

camada muscular diagonal; f — células mesenquimais; g — mesénquima. Fonte: Adaptado
de JORDAN; VERMA, 2001.

Figura 2 — Exemplar de F. hepatica corado em carmim, aumento de 4X. OS — ventosa
oral; G — intestino; Gb — alca intestinal; Ph — faringe; (*) poro genital; SV — vesicula
seminal; A — ventosa acetabular; T — testiculos ramificados; V — foliculos vitelinicos;
Vd — ductos vitelinicos; Vr — reservatorio vitelinico; M — complexo de glandulas de
Mehli; O — ovério; Od — oviduto; Ot — 06tipo; U — Utero. Fonte: HANNA, 2015.
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Por serem hermafroditas, os helmintos pertencentes a esta espécie
apresentam aparelho reprodutor constituido por ovario, Utero, testiculos e glandulas
vitelinicas. Adicionalmente, possuem uma abertura genital situada na face ventral,
entre as ventosas oral e acetabular, onde esta inserido o érgao copulador denominado
cirro e por onde a ovoejecéo € realizada (TRAVASSOS, 1950; LUQUE, 2014). Os dois
testiculos sdo bastante ramificados e estdo posicionados na metade posterior do
corpo, enquanto na metade anterior os canais deferentes unem-se para formar a
vesicula seminal, a qual se encontra no interior da bolsa do cirro e se abre no poro
genital. O ovario encontra-se posicionado anteriormente aos testiculos, do lado
esquerdo do parasito. Os foliculos vitelinicos, por sua vez, distribuem-se ao longo das
zonas laterais e se fundem na extremidade posterior do helminto, formando o
reservatorio vitelinico. O Utero esta situado entre a ventosa acetabular e os testiculos
e possui alcas dispostas de forma enovelada onde estdo armazenados 0S 0vosS, 0S
quais sao liberados através de uma abertura ligada ao poro genital (HANNA, 2015).
Algumas das estruturas aqui descritas podem ser visualizadas na figura 2.

Os moluscos da familia Lymnaeidae atuam como hospedeiros intermediarios
do trematddeo F. hepatica (MARTINS; PEREIRA; LIMA, 2007) e segundo Bennema
et al. (2014) as espécies relacionadas com a propagacao da doenca no Brasil sdo
Pseudosuccinea columella, Galba viatrix, Galba cubensis e Galba truncatula.

O ciclo bioldgico deste parasito é heteroxénico e se inicia quando 0s ovos
eliminados nas fezes do hospedeiro entram em contato com lagos e riachos, levando
aproximadamente duas semanas para desenvolverem os miracidios e estes, quando
eclodem dos ovos, migram e penetram ativamente nas partes moles do hospedeiro
intermediario. No interior do molusco infectado, em um periodo de tempo que leva
entre seis e sete semanas, 0s miracidios tornam-se esporocistos e em seguida rédias,
gue se transformam em cercérias. As cercarias que saem do molusco para a agua
fixam-se nas vegetacdes aquaticas, encistando como metacercarias, que sdo a forma
infectante para os mamiferos. Apos a ingestdo das metacercarias pelo hospedeiro
definitivo estas se desencistam no intestino delgado, migram através da parede
intestinal, cruzam o peritbnio e penetram na capsula hepatica, podendo permanecer
por até quatro meses em migragcdo pelo parénquima hepatico até se alojarem nos
ductos biliares, aonde vao se instalar e amadurecer, liberando ovos em seis a oito
semanas (MARTINS; PEREIRA; LIMA, 2007; BOWMAN, 2014; JACOBS et al., 2015)

e podendo cada individuo eliminar até 10 mil ovos diariamente (FORTES, 1997).
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O periodo pré-patente € de 10 a 12 semanas (MARTINS; PEREIRA; LIMA,
2007) e o ciclo evolutivo inteiro de F. hepatica dura entre 17 e 18 semanas, sendo um
dos mais longos dentre os parasitas de ruminantes (URQUHART, 1998; BOWMAN,
2014).

A patogenia desta enfermidade esta relacionada a migracdo do parasito pelo
parénquima hepatico, a qual provoca hemorragias e areas de necrose. Além disso, a
migracdo e permanéncia nos ductos biliares ocasiona extensas areas de eroséo e
necrose na mucosa ductal associada a reacdes inflamatorias que resultam em
colangite, fibrose e calcificacdo dos ductos biliares (URQUHART, 1998; JACOBS et
al., 2015).

A forma aguda da fasciolose acomete principalmente ovinos e esta associada
a uma ingestdo massiva de metacercérias, levando a um quadro severo de apatia,
fraqueza, hiporexia ou anorexia, mucosas palidas, edema conjuntival e dor a palpacéo
abdominal que muitas vezes culmina com a morte do animal (BOWMAN, 2014,
JACOBS et al., 2015; TAYLOR; COOP; WALL, 2016). A doenga crdnica, por sua vez,
esta associada a ingestao de quantidades menores de metacercarias e ocorre mais
comumente em bovinos, gerando emagrecimento, fraqueza progressiva, anemia,
edema subcutaneo, mucosas palidas, diarreia cronica em bovinos e queda na
producao leiteira (BOWMAN, 2014; JACOBS et al., 2015; TAYLOR; COOP; WALL,
2016).

Diante da suspeita de fasciolose o0 método diagnostico mais comumente
utilizado em animais é o coproparasitolégico, pelo qual € possivel detectar a presenca
dos ovos de Fasciola spp. (LUQUE, 2014). A literatura também cita métodos de
deteccdo de anticorpos séricos como ELISA e hemaglutinacdo (URQUHART, 1998;
RADOSTITS et al., 2002; LUQUE, 2014), sendo o método ELISA considerado o mais
eficaz, uma vez que consegue detectar a presenca do parasito de duas a seis
semanas apos a infeccdo (LUQUE, 2014), além de apresentar 100% de sensibilidade
(SIMOES et al., 2017). Com relacdo ao diagnéstico post mortem a presenca de
trematddeos, sendo esses jovens ou adultos, é suficiente para o fechamento do
diagnéstico (RADOSTITS et al., 2002).
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2.2 Epidemiologia e aspectos econdémicos da fasciolose

A fasciolose hepatica € considerada uma enfermidade cosmopolita
(RADOSTITS et al., 2002), uma vez que as condi¢gdes para o desenvolvimento de seu
ciclo bioldgico séo facilmente encontradas em regides de clima temperado ou tropical
(JACOBS et al., 2015), ou seja, mais de dois tercos do planeta.

Os fatores ideais para a sua ocorréncia envolvem a presenga do hospedeiro
intermediario, umidade adequada e temperatura acima de 15°C (URQUHART, 1998).
Por serem fatores comuns a diversos ecossistemas, isso facilita a disseminacao da
enfermidade, cuja presenca tem sido relatada nos continentes africano (MALONE et
al., 1998), europeu (CAMINADE et al., 2015), asiatico (JEYATHILAKAN et al., 2011),
americano (BOWMAN, 2014) e também na Oceania (ELLIOTT et al., 2015).

No Brasil a ocorréncia da fasciolose se concentra nas regides sul e sudeste.
Segundo dados de Bennema et al. (2014), a presenca de F. hepatica foi constatada
em 1032 municipios distribuidos em 11 estados, sendo estes o Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e Para. Os autores deste estudo observaram
que F. hepatica é mais densamente presente no Rio grande do Sul e em Santa
Catarina, seguidos de Sao Paulo e Parana. Além disso, uma maior prevaléncia (>20%)
pode ser vista no Rio Grande do Sul e ao longo da costa de Santa Catarina e Parana.

No Espirito Santo, de acordo com dados coletados por Freitas et al. (2014), a
regido sul do estado tem maior ocorréncia e prevaléncia de F. hepatica, embora o
norte do estado também seja favoravel a manutencdo da doenca. De maneira geral,
estima-se que aproximadamente 52,24% da &area do estado apresentem regides
consideradas favoraveis para o desenvolvimento e a sobrevivéncia de F. hepatica.

Dentre as doencas parasitarias que acometem os bovinos a fasciolose € uma
das que apresentam maior importancia econdmica, ocasionando grandes prejuizos a
pecuaria devido a condenacdo de figados nos matadouros, além da queda na
producdo leiteira, perda de peso dos animais, queda na fertilidade, atraso no
crescimento e, em alguns casos, até mortalidade (QUEIROZ et al., 2002).

Um estudo realizado por Vieira et al. (2011), que considerou os dados coletados
de um matadouro-frigorifico com Servico de Inspecédo Estadual (SIE) durante os anos
de 2008 a 2010 demonstrou que, no periodo analisado, a fasciolose hepatica foi a

principal causa de condenacgédo de figados, perfazendo um total de 62,15%.
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Tendo em vista que o figado € uma viscera nobre de alto valor comercial e
grandemente apreciada por seus consumidores, a infeccéo por F. hepatica representa
uma importante perda para os abatedouros, que deixam de lucrar com a
comercializacdo dos figados acometidos (VIEIRA et al.,, 2011). Além disso, as
carcacas bovinas sdo comercializadas de acordo com seu peso, portanto, animais
magros resultardo em menor valor comercial. A baixa produtividade leiteira resultara
em pouco ou nenhum retorno financeiro ao investimento dos produtores e a queda da
fertilidade resultara em menor taxa de prenhez, retardando os ganhos que o aumento
do rebanho traria para a propriedade.

Bernardo et al. (2011), em um estudo que utilizou dados provenientes de um
abatedouro no Sul do Espirito Santo nos anos de 2006 a 2009 estimou que 0 prejuizo
com a condenacao de figados acometidos por F. hepatica possa ter chegado aos 132
mil dolares, no entanto, quando séo consideradas as perdas como um todo e nao
apenas aquelas obtidas durante o abate, fica evidente que este valor € muito superior

e praticamente impossivel de ser estimado.

2.3 Controle da fasciolose

O controle convencional desta enfermidade se baseia no uso rotineiro de anti-
helminticos associado a medidas de controle ao hospedeiro intermediario. Os autores
concordam que o combate ao hospedeiro intermediario constitui uma importante
pratica de controle a fasciolose, no entanto, o uso de moluscicidas € controverso e
encontra grande resisténcia por parte de ecologistas devido ao importante papel
biol6gico desempenhado pelos moluscos. Algumas das alternativas de controle
utilizadas consistem na drenagem de campos alagadicos e na rotacdo de pastagens
(BECK, 1992; FORTES, 1997; URQUHART, 1998; BOWMAN, 2014; LUQUE, 2014),
entretanto, estas sdo medidas economicamente inviaveis, tornando-se impraticaveis
devido ao seu alto custo de execucdo (ALVES; MARTINS, 2013). Atualmente, as
pesquisas estao voltadas para o controle bioldégico dos caramujos transmissores por
meio de inimigos naturais do caramujo hospedeiro e das fases larvais do trematédeo
(BECK, 1992; ROBERTS; COPEMAN, 2006). A exemplo disso pode-se citar 0 estudo
desenvolvido por Tunholi et al. (2017), os quais obtiveram 66,66% de mortalidade

apos a exposi¢cdo de Pseudosuccinea columela a larvas do nematoide Heterorhabditis
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baujardi, verificando também a ocorréncia de castracdo parasitaria, que tem grande
relevancia para o controle do hospedeiro intermediario.

A vermifugacao periédica também constitui uma importante estratégia para o
controle da fasciolose e deve ser feita de maneira integrada as outras medidas,
embora o uso exclusivo da medicacdo anti-helmintica possa produzir resultados
satisfatorios em periodos de seca, onde as condicbes sdo adversas aos ovos e
caramujos (BOWMAN, 2014).

2.3.1 Tratamento quimico

Dentre os diversos farmacos disponiveis para o tratamento da fasciolose, os
benzimidazois como albendazol e triclabendazol sdo os de primeira escolha para o
tratamento desta parasitose (BARROS; STASI, 2012).

Segundo Fairweather (2005), o triclabendazol é o farmaco de primeira escolha
por apresentar acdo especifica sobre F. hepatica, além de atuar sobre os estagios
imaturos do trematdédeo. A dose comumente utilizada em ovinos € de 10 mg/Kg e em
bovinos, 12 mg/Kg (RADOSTITS et al., 2002). Embora seja considerado o principal
anti-helmintico para o controle da fasciolose, o Brasil ndo dispde deste produto em
seu mercado (SINDAN, 2017). Além disso, sdo crescentes os relatos de resisténcia
de F. hepatica ao triclabendazol, os quais foram descritos recentemente em paises
como Holanda (GAASENBEEK et al., 2001), Espanha (ALVAREZ-SANCHEZ et al.,
2006), Argentina (OLAECHEA et al., 2011), Reino Unido (GORDON et al., 2012), Peru
(ORTIZ et al., 2013), Australia (ELLIOTT et al., 2015), Irlanda (HANNA et al., 2015) e
também no Brasil, apés um surto de F. hepatica em criagdo de ovinos e caprinos no
Parana (OLIVEIRA et al., 2008).

O albendazol € um anti-helmintico de amplo espectro que também atua sobre
trematddeos, porém, em dose maior do que a comumente utilizada para nematoides
e cestoides (RADOSTITS et al., 2002). Segundo Radostits et al. (2002) e Bowman
(2014), a dose recomendada é de 7,5 mg/Kg em ovinos e 10 mg/Kg em bovinos,
contudo, ja existem relatos da ineficacia do albendazol na reducdo da contagem de
ovos por grama de fezes de ovinos (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2006) e bovinos
(LEAO et al., 2012). Além disso, este principio ativo ndo possui acdo sobre fases
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imaturas do parasito, demonstrando valores de eficacia satisfatérios somente em F.
hepatica com mais de 12 semanas (FAIRWEATHER; BORAY, 1999).

O clorsulon também possui acao fasciolicida e pode ser administrado na dose
de 2 mg/Kg juntamente com ivermectina para combater trematddeos adultos e
imaturos (RADOSTITS et al., 2002; BOWMAN, 2014). A eficacia do clorsulon como
fasciolicida vem sendo testada em diversos estudos, porém seus resultados tém sido
divergentes. Enquanto Ledo et al. (2012) obtiveram 100% de eficacia no controle da
fasciolose com clorsulon na dose de 2mg/Kg, Malone, Ramsey e Loyacano (1984)
obtiveram somente 62,5% de eficacia com mesma dose. Os estudos de Richards et
al. (1990) e Ibarra-Velarde et al. (2001) demonstraram melhor acdo deste farmaco
como adulticida do que contra parasitos imaturos.

O grupo das salicilanilidas possui boa acédo trematodicida, porém apresenta
algumas restricGes uma vez que sua administracéo resulta em eliminacdo de residuos
destes farmacos no leite, impedindo o seu uso no tratamento de gado leiteiro (IEZZI
et al., 2014; JACOBS et al. 2015). O closantel € utilizado em ovinos na dose de 10
mg/Kg, podendo eliminar boa parte dos trematédeos com mais de quatro semanas e
retardar, por até 12 semanas, a eliminacdo de ovos nas fezes dos animais
contaminados (RADOSTITS et al., 2002). O estudo de Maes et al. (1990) demonstrou
gue o closantel possui acao limitada contra estagios imaturos, mas que em termos
epidemioldgicos, sua poténcia pode ser comparada a do triclabendazol.

Ainda dentro do grupo de salicilanilidas, o nitroxinil € um farmaco de
administracdo subcutanea com boa eficiéncia contra trematdédeos adultos, porém, a
sua dose deve ser aumentada em 50% para que seja possivel controlar a doenc¢a na
fase adulta. A dose terapéutica comumente utilizada é de 10 mg/Kg (URQUHART,
1998; RADOSTITS et al., 2002). J& a oxiclozanida é de uso exclusivo em bovinos e
atua somente sobre trematdédeos adultos (RADOSTITS et al., 2002). Os estudos tém
demonstrado que a melhor eficacia de nitroxinil ocorre somente em helmintos com
mais de dez semanas e oxiclozanida somente apds as doze semanas, reiterando a
afirmacdo de que estes farmacos possuam pouca acao sobre fases jovens de F.
hepatica (FAIRWEATHER; BORAY, 1999).

Além disso, diversos estudos comprovam que mesmo o0s farmacos
considerados mais eficazes contra Fasciola spp. ja apresentam eficacia reduzida

diante de algumas cepas deste helminto (BOWMAN, 2014), trazendo com isto a
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necessidade de buscar novas alternativas de combate e controle desta enfermidade
(JEYATHILAKAN et al., 2011).

2.4 Alternativas no controle da fasciolose

Shalaby (2013) sugere que os esquemas de controle modernos ndo devam
contar com 0 uso exclusivo de anti-helminticos, mas empregar outras receitas mais
complexas e sustentaveis, incluindo racas resistentes aos parasitas, nutricdo, manejo
de pastagens, o controle biolégico com inimigos naturais disponiveis no meio
ambiente, tais como os fungos nematodfagos, vacinas antiparasitarias e plantas
medicinais com atividade anti-helmintica. Todos estes, no entanto, carecem de
maiores estudos para serem implementados com seguranca e eficacia (ALVES;
MARTINS, 2013; LUQUE, 2014).

As tendéncias atuais de estudo tém dado grande importancia as pesquisas com
substancias derivadas de produtos naturais (SHALABY, 2013), como extratos e 6leos
essenciais provenientes de plantas, pois estas oferecem uma alternativa viavel
economicamente e ecologicamente segura ao controle da doenca (MORAIS, 2009).

Vale ressaltar, no entanto, que embora existam diversas possibilidades para o
controle da fasciolose em bovinos, nenhuma delas tem alta eficacia isoladamente,
sendo necessario estabelecer um programa de controle integrado a fim de se
combater a disseminacdo da doenca de maneira eficaz (ALVES; MARTINS, 2013).

2.4.1 Oleos essenciais

O metabolismo primario das plantas produz elementos essenciais para 0 seu
crescimento, desenvolvimento e manutencao, sendo constituido por carboidratos,
proteinas, lipidios e acidos nucléicos. O metabolismo secundario, por sua vez, é
responsavel pelas relacdes entre o individuo e o ambiente, promovendo papel
essencial para sua adaptacéo e sobrevivéncia (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os Oleos essenciais sdo exemplos de substancias provenientes deste
metabolismo secundario e podem ser definidos como sendo resultantes de uma

mistura complexa de substancias volateis, lipofilicas, liquidas e odoriferas. Sua
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constituicdo quimica variada pode apresentar hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, éteres, ésteres, oxidos, peroxidos,
furanos, 4cidos orgéanicos, lactonas, cumarinas e até enxofre, os quais se dispéem em
diferentes concentracdes, porém quase sempre com predominancia de um composto,
denominado componente majoritario (SIMOES; SPITZER, 2001).

As plantas acumulam estes elementos em regibes anatdbmicas especificas
como flores, folhas, cascas (caule), raizes ou frutos e as angiospermas dicotileddneas
sdo o0 grupo com maior presenca de 6leos essenciais, principalmente as familias
Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae
e Rutaceae (SIMOES; SPITZER, 2001; TISSERAND; YOUNG, 2013). Algumas das
plantas conhecidas por um alto teor de 6leos essenciais séo, por exemplo, o0 orégano
(Origanum spp.), o coentro (Coriandrum sativum), o eucalipto (Eucalyptus spp.), a
artemisia (Artemisia spp.), a canfora (Cinnamomum camphora), a hortela-pimenta
(Mentha piperita), entre outras (HRCKOVA; VELEBNY, 2012).

Dentre os diversos métodos de extracdo pelos quais os 6leos essenciais podem
ser obtidos o0 método de destilagdo por arraste a vapor € o mais empregado
atualmente e consiste em atravessar vapor pelo material vegetal (TISSERAND;
YOUNG, 2013), o que leva os componentes volateis da planta a serem vaporizados e
consequentemente condensados, produzindo uma mistura imiscivel de uma fase
oleosa e uma fase aquosa (SILVEIRA et al., 2012).

A composi¢ao quimica dos 6leos volateis depende de fatores como a época da
colheita, do solo e das condicBes climaticas em que se deu o plantio (SIMOES;
SPITZER, 2001; MASTRO et al., 2017), além da possivel variacdo entre exemplares
de uma mesma espécie (MANCINI et al.,, 2015). Sendo assim, para assegurar a
qualidade dos 6leos obtidos, é possivel submeté-los a testes a fim de determinar sua
pureza e composicdo. Dentre estes, a analise cromatografica tem sido amplamente
utilizada por permitir a obtencéo de varias informagcdes em um curto espaco de tempo,
apresentando baixo custo de operacdo e podendo ser realizada com infima
quantidade de amostra (SIMOES; SPITZER, 2001), além de permitir a identificacao,
caracterizagcdo e quantificacdo dos compostos bioativos presentes no material
analisado (SASIDHARAN et al., 2011).

Os Oleos aromaticos tém sido utilizados ha milhares de anos como incensos,
perfumes e cosméticos e também em aplicacdes médicas e culinarias. Por um longo

periodo da histéria as plantas medicinais representaram o principal método
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terapéutico das enfermidades, porém, com o advento da revolucdo cientifica dos
altimos séculos, a qual permitiu a identificacdo e caracterizacdo de compostos bem
como a possibilidade de sintese e isolamento de substancias, a industria farmacéutica
moderna passou a priorizar o desenvolvimento de farmacos sintéticos. Isto acarretou
em um abandono gradativo da medicina tradicional, até que em meados do século XX
0s Oleos essenciais vinham sendo empregados quase que exclusivamente em
perfumes, cosméticos e produtos alimenticios (LAWLESS, 2013).

Recentemente, com a propagacdo dos ideais de sustentabilidade e
preservacdo ambiental, observa-se uma onda crescente de valorizacdo dos
compostos nhaturais nos diversos setores da sociedade, inclusive no setor médico e
farmacéutico (PEREIRA; PINHEIRO, 2013). Aliado a isto, a crescente resisténcia aos
farmacos anti-helminticos existentes (FURTADO; BELLO; RABELO, 2016) tem levado
a uma busca por novos compostos bioativos, impulsionando os pesquisadores a
resgatarem os conhecimentos etnobotanicos perpetuados por geracdes (SHALABY,

2013) como alternativa no controle parasitario.

2.4.1.1 Uso de 6leos essenciais no controle anti-helmintico

Estudos tém demonstrado que os Oleos essenciais ou alguns dos seus
constituintes sdo eficazes contra uma grande variedade de organismos, incluindo
bactérias, fungos, virus, protozoarios e metazoarios (HRCKOVA; VELEBNY, 2012).
No contexto médico-veterinario, diversas plantas tém sido pesquisadas quanto aos
seus efeitos anti-helminticos (SHALABY, 2013).

Macedo et al. (2009) avaliaram a atividade ovicida e larvicida in vitro do 6leo
essencial de Eucalyptus globulus (Eucalipto-comum) sobre larvas e ovos do helminto
nematdédeo Haemonchus contortus e obtiveram um percentual médio de eficacia
superior a 98% na concentracdo de 21,75 mg/ml para ovos e na concentracao de 43,5
mg/ml para as larvas, o que é considerado altamente eficaz pela Associa¢cdo Mundial
para o Avanco da Parasitologia Veterinaria (WAAVP) (WOOD et al., 1995).

Nakhare e Garg (1991), ao testarem a atividade do éleo essencial de Artemisia
pallens (Davana) sobre nematoides e cestoides, obtiveram resultados superiores de

mortalidade quando comparados aos do principio ativo Piperazina, farmaco



27

amplamente comercializado e aplicado na terapéutica das infeccfes por nematoides
gastrintestinais.

De maneira semelhante, os estudos envolvendo os efeitos in vitro de Oleos
essenciais sobre Fasciola spp. tem ganhado forca e destague no meio cientifico. O
estudo de Singh et al. (2009) obteve resultados promissores ao avaliar a atividade de
Allium sativum (Alho) e Piper longum (Pimenta-longa) sobre a atividade muscular de
Fasciola gigantica, bem como Jeyathilakan et al. (2010), que testaram a atividade de
anti-helmintica dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus (Citronela) e Azadirachta
indica (Neem) sobre F. gigantica e concluiram que o 6leo de C. nardus apresentou
efeito trematodicida semelhante ao do farmaco oxiclozanida, afetando tegumento,
ceco e Utero dos parasitos. Massoud et al. (2012), tal como os autores supracitados,
investigaram a acao do 6leo volatil de Commiphora myrrha (Mirra) sobre a superficie
tegumentar de F. gigantica, observando um efeito anti-helmintico dose-dependente
sobre os parasitos.

Diante dos resultados obtidos nos estudos prévios, € possivel crer que a
medicina tradicional ofere¢ca um futuro promissor para o controle de helmintos que tem
demonstrado resisténcia a farmacos sintéticos, inclusive F. hepatica (SHALABY,
2013).

2.4.1.1.1 Cinnamomum verum

Popularmente conhecida como canela, Cinnamomum verum (=Cinnamomum
zeylanicum) € uma arvore perene pertencente a familia Lauraceae, nativa do Sri
Lanka e cultivada em diversos paises tropicais, dentre eles, o Brasil (SMIDERLE;
SOUZA, 2016).

Desde a antiguidade C. verum vem sendo empregada como especiaria e planta
medicinal. Atualmente, seu O6leo essencial tem sido amplamente utilizado pelas
industrias  farmacéuticas, alimenticias e na producdo de cosméticos
(KRISHNAMOORTHY; REMA, 2003).

Dentre seus principais constituintes, destacam-se o cinamaldeido, principal
componente encontrado no oOleo essencial da casca, e o eugenol, composto

majoritario do 6leo essencial obtido das folhas (SINGH et al., 2007).
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Estudos in vitro e in vivo de diferentes partes do mundo sugerem gue a canela
possua efeitos anti-inflamatérios, antimicrobianos, antioxidantes, antitumorais,
cardiovasculares, colesterolizantes e imunomoduladores (GRUENWALD; FREDER,;
ARMBRUESTER, 2010), no entanto, em medicina veterindria, a maior parte dos
estudos concentra-se nas propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas desta
planta, sendo raros os estudos investigando os efeitos anti-helminticos da mesma
(WILLIAMS et al., 2015).

2.4.1.1.2 Syzygium aromaticum

Conhecida vulgarmente como craveiro da india, Syzygium aromaticum
(=Eugenia caryophyllus) € uma valiosa especiaria que durante séculos vem sendo
utilizada como conservante de alimentos e para fins medicinais. E nativa da Indonésia,
mas atualmente é cultivada em diversas partes do mundo, incluindo o Brasil
(CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014).

A arvore pertencente a familia Myrtaceae tem caracteristica perene e mede
entre 8-10 m de altura. Seu produto comercial, o cravo ou cravo-da-india, consiste no
botdo floral desidratado (LORENZI; MATOS, 2002), o qual tem ampla aplicacéo
culinaria, cosmética e medicinal, sobretudo por constituir uma rica fonte de compostos
fendlicos como eugenol (figura 3) e acetato de eugenol, (CORTES-ROJAS; SOUZA;
OLIVEIRA, 2014) e sesquiterpenos como humuleno e cariofileno (FERREIRA, 2016).

Figura 3 — Férmula estrutural do composto eugenol. Fonte: PUBCHEM, 2017.
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Em medicina veterinaria, o 0leo essencial de S. aromaticum tem demonstrado
potencial antibacteriano, antiviral (MEENAKSHI et al., 2010) antifangico (JEUNG;
CHOI, 2007) e acaricida (FICHI et al., 2007; ELLSE; WALL, 2014).

Dhanraj e Veerakumari (2014) obtiveram aproximadamente 86% de inibi¢c&o in
vitro da motilidade de Cotylophoron cotylophorum, um trematédeo de ruminantes, ao
utilizarem diferentes concentracfes de extratos de S. aromaticum obtidos através de
solventes distintos. De maneira semelhante Kumar e Singh (2014) demonstraram que
0 extrato etandlico de S. aromaticum, juntamente com outras duas plantas,
demonstraram potencial anti-helmintico contra Fasciola gigantica. Contudo, poucos
séo os estudos envolvendo a atividade anti-helmintica do dleo essencial de cravo,

sobretudo em F. hepatica, sobre o qual ndo se encontrou literatura relacionada.

2.4.1.1.3 Origanum vulgare

Pertencente a familia Lamiaceae, a especiaria comumente conhecida por
orégano € uma planta subarbustiva e perene que apresenta entre 30-60 cm de altura.
Suas origens se deram na regido mediterranea, porém hoje se encontra difundida em
diversos locais do mundo (BASER; ARSLAN, 2016), sendo cultivada também no Brasil
(CORREA et al., 2009).

Além de grandemente apreciado na culinaria, estudos diversos demonstram o
uso medicinal de Origanum vulgare, especialmente de seu 6leo essencial (BASER,;
ARSLAN, 2016), o qual apresenta diversos compostos bioativos, dentre os quais
destacam-se o carvacrol (figura 4), o timol, o y-terpineno e 0 p-cimeno
(SIVROPOULOWU et al., 1996).

Figura 4 — Férmula estrutural do composto carvacrol. Fonte: PUBCHEM, 2017.
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As propriedades antifungicas e antibacterianas do orégano vém sendo
amplamente exploradas, inclusive em medicina veterinaria (RUSENOVA,
PARVANOV, 2009). Sua atividade anti-helmintica, no entanto, persiste pouco
investigada. No estudo de Pensel et al. (2014) o 6leo essencial de Origanum vulgare
mostrou potencial anti-helmintico contra Echinococcus granulosus, porém, nenhum

estudo relacionado a fasciolose fora encontrado na literatura.

2.4.1.1.4 Thymus vulgaris

Vulgarmente conhecido por tomilho ou timo (AL-YAHYAI; LUPTON, 2016),
Thymus vulgaris é uma especiaria amplamente utilizada na culinaria e na medicina
tradicional (BASCH et al., 2004), conhecida por conter agentes antimicrobianos e
diferentes substancias ativas como timol (figura 5), carvacrol, p-cimeno e terpineno
(NABAVI et al., 2015).

Figura 5 — Férmula estrutural do composto timol. Fonte: PUBCHEM, 2017.

Originaria do mediterraneo (PANDA, 2006) e cultivada em diversas partes do
mundo (OZCAN; CHALCHAT, 2004), inclusive o Brasil (JAKIEMIU et al., 2010), esta
planta consiste em um subarbusto perene de folhas pequenas e aromaticas
pertencente a familia Lamiaceae (PANDA, 2006), cujo 6Oleo essencial tem sido
utilizado na industria cosmética, farmacéutica e alimenticia (LAWRENCE; TUCKER,
2002).

Em parasitologia veterinaria, a atividade anti-helmintica do 0leo essencial de
Thymus vulgaris foi descrita sobre Echinococcus granulosus no estudo de Pensel et
al. (2014). Além disso, Ibarra-Moreno, Ibarra-Velarde e Avila-Acevedo (2012)
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obtiveram atividade fasciolicida acima de 97% com o extrato hexandlico de tomilho na
concentracdo de 500 mg/L, no entanto ndo foram encontradas aplicacdes terapéuticas

do 6leo essencial sobre F. hepatica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos 6leos essenciais e componentes majoritarios

Os produtos utilizados neste experimento foram obtidos comercialmente. O
Oleo essencial das folhas de Cinnamomum verum foi adquirido da Destilaria Bauru
LTDA, enquanto os 6leos essenciais do botdo de Syzygium aromaticum e das folhas
Origanum vulgare e Thymus vulgaris foram obtidos da empresa Quinari®, e conforme
descricéo dos fabricantes, os 6leos essenciais foram extraidos por meio de destilacao
por arraste a vapor. Os componentes majoritarios carvacrol, eugenol, e timol
apresentando grau de pureza >98% foram obtidos das empresas Sigma-Aldrich®,

Vetec Quimica Fina LTDA e Neon Comercial, respectivamente.

3.2 Caracterizagcdo quimica dos compostos volateis

A identificacdo dos componentes volateis das amostras foi conduzida por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas modelo QP-PLUS-2010
(SHIMADZU®). A coluna cromatogréfica utilizada foi do tipo capilar de silica fundida
com a fase estacionaria Rtx-5MS, com 30 m de comprimento e 0,025 mm de diametro
interno, utilizando hélio como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de 220°C e
do detector 300°C. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C, sendo programada
para ter acréscimos de 3°C a cada minuto até atingir a temperatura maxima de 240°C
(PINHEIRO et al., 2015).

A identificacdo dos componentes das amostras analisadas foi realizada pela
comparacao de seus espectros de massas com os dados de referéncia a partir da
base de dados do equipamento NIST/EPA/NIH 08 Mass Spectral Library e pelos
indices de Kovats (ADAMS, 2007). Para a determinacédo dos indices de Kovats, foi
injetada no cromatografo uma mistura de alcanos lineares (Co a C26) € 0s calculos

foram realizados utilizando-se a equacéo a seguir (LUBECK; SUTTON,1983),

logt'zxX — logt'xZ

IK =100Z + 100
logt'r(Z + 1) — logt'gZ
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Em que: X, é o composto de interesse; Z, € 0 niumero de atomos de carbono
do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente anterior ao tempo de
retengéo de X; t'rX, € o tempo de retengéo ajustado de X; t'rZ, é o tempo de retencéo
ajustado de Z; trZ+1, € 0 tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo
de retencdo imediatamente posterior ao tempo de retencéo de X.

Para a quantificacdo dos componentes, os 0leos essenciais foram analisados
em cromatografo a gas equipado com detector por ionizacdo de chama. A coluna
cromatografica utilizada foi do tipo capilar com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro interno, utilizando nitrogénio como carreador do
gas e o programa de temperatura foi 0 mesmo reportado previamente pela analise em
CG-MS. As temperaturas do injetor e do detector foram de 240°C e 250°C,
respectivamente (PINHEIRO et al., 2015).

3.3 Obtencao das amostras de F. hepatica

Os exemplares foram obtidos em matadouros-frigorificos do sul do estado do
Espirito Santo, sendo coletados diretamente dos ductos biliares de animais recém-
abatidos cuja presenca dos parasitos fora detectada a inspecéo. Durante a coleta, 0s
helmintos vivos foram inseridos em frasco de vidro contendo aliquotas do sangue que
acompanha o tecido hepatico a fim de preservar a viabilidade dos mesmos. A escolha
do meio resultou de testes prévios com transporte em meio de cultura Roswell Parck
Memorial Institute (RPMI) Medium 1640 (Gibco® by life technologies™), em que a
utilizacdo do sangue do préprio animal demonstrou maior tempo de manutencgéo e

melhor relacéo custo-beneficio.

3.4 Teste in vitro de inibicdo de motilidade

ApOs a coleta, as amostras foram encaminhadas para o laboratorio de
producédo farmacéutica do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude (CCENS)
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), onde foram lavados em solugéo

fisiologica para remocao de residuos e transferidos para placas de Petri contendo o
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meio de cultura RPMI 1640 até o momento do teste in vitro (JEYATHILAKAN et al.,
2010), o qual ocorrera no mesmo dia da coleta.

Os Oleos essenciais e componentes majoritarios foram testados nas
concentracdes 0,025% (m v1), 0,05% (m v?) e 0,1% (m v). Como controle positivo
utilizou-se sulféxido de albendazol a 0,5% (v v!) (Agebendazol® 15% (v v?),
Suspensédo Injetavel Agener Unido), e como controle negativo a associacdo dos
solventes Dimetilsulféxido (DMSO) 0,25% (v v'!) (Dinamica Quimica Contemporanea
LTDA) e Tween 80 0,25% (v v'!) (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA). O meio
de cultura escolhido para preparacéo das solu¢cdes e manutencao dos parasitos foi o
RPMI 1640 medium (Gibco® by life technologies™), como proposto por Jeyathilakan
et al. (2010).

Para a execucdo dos testes foram selecionados os parasitos com maior
viabilidade. Os exemplares foram distribuidos individualmente em placas de Petri de
vidro de tamanho 80x15mm onde foram adicionados 10 ml da solucéo-teste, volume
este que foi o suficiente para cobrir por completo cada amostra (figura 6). Cada grupo
experimental continha trés exemplares, em triplicata, totalizando nove parasitos por

unidade experimental.

Figura 6 — Exemplar de F. hepatica imerso em solugéo de RPMI. Fonte: produgéo do autor
(2017).

O estudo in vitro se baseou, com adaptacdes, no teste de Jeyathilakan et al.
(2010), que observaram a motilidade de F. gigantica nos intervalos de 3 h, 12 h e 15
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h apds a incubacédo. Para este estudo, convencionou-se a observacdo da motilidade
nos momentos 3 h, 12 h, 15 h e 24 h apds a imersao nos respectivos tratamentos.
Sendo assim, nos momentos de avaliacdo, cada espécime recebeu estimulo
mecanico delicado com auxilio de uma pinga anatémica de ponta fina para a promoc¢ao
de resposta motora, a qual fora registrada com o valor 0 (zero) representando
auséncia e 1 (um) caracterizando a presenca de movimentos no momento da

avaliacéo.

3.5 Conservacao dos espécimes

Ao término do experimento quatro espécimes de cada grupo experimental
foram lavados em solucao fisiolégica e fixados em solucdo de formaldeido a 10% (v
v1) para analise em microscépio eletrénico de varredura (MEV).

A fim de atestar a confiabilidade do controle negativo como parametro de
comparacao para as alteracoes verificadas em MEV e verificar se houve interferéncia
dos solventes utilizados sobre a morfologia tegumentar dos helmintos testados
realizou-se a MEV de um espécime que nao recebeu nenhum tipo de tratamento
sendo a imersédo direta deste, ainda vivo, em formaldeido a 10% (v v'!), denominado
“CO0".

3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Esta etapa do experimento foi executada no Laboratorio de Ultraestrutura
Celular Carlos Alberto Reddins (LUCCAR), localizado no Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS-UFES).

As amostras fixadas em formaldeido a 10% (v v'') foram seccionadas no seu
terco anterior e lavadas em tampdao cacodilato de sédio a 0,1 mol L (pH 7,2-7,4) por
trés vezes durante 30 minutos cada. Em seguida, as amostras foram imersas em
solucédo contendo tetréxido de 6smio 1%, cacodilato 0,1 mol L e ferrocianeto de
potassio 1,25%, sendo posteriormente acondicionadas em ambiente escuro durante

60 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram lavadas em
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cacodilato de sédio a 0,1 mol L durante 30 minutos e com agua destilada em duas
lavagens de 30 minutos cada.

Apés a lavagem das amostras, estas foram desidratadas progressivamente em
banhos de etanol a temperatura ambiente nas concentracées de 30% (v v1), 50% (v
v1), 70% (v vi), 90% (v v1) e 100% (v v1), sendo cada lavagem executada durante
30 minutos e a concentracao de 100% repetidas trés vezes.

Apbs a desidratacao os espécimes foram submetidos a secagem com diéxido
de carbono (CO2) no ponto critico, fixados nos stubs com fita adesiva dupla face e
metalizados com ouro.

Para a etapa de secagem com CO:2 no ponto critico utilizou-se o aparelho
Autosamdri®-815, series A, com porta-amostras de quatro e doze cavidades
cilindricas. Ap0s a secagem, as amostras foram fixadas individualmente em stubs
metalicos e submetidas a etapa de metalizacdo. Para tal, foi utilizado o metalizador
Denton Vacuum® Desk V, o qual vaporizou particulas de ouro sobre as amostras e
estas, por fim, puderam ser visualizadas em microscopio eletrénico de varredura para
obtencéo das imagens.

As imagens foram obtidas a partir de microscopio eletrénico de varredura
(MEV) JEOL® modelo JSM-6610LV configurado para emitir um feixe de elétrons a
20kV. As regibes eleitas para a visualizacado foram face ventral do cone cefalico na
magnificacdo de 70X, ventosa oral na magnificacédo de 200X e tegumento da regiao
anterior ventral nas magnificacdes de 100X e 600X.

As alteracBes observadas foram classificadas com base nos achados descritos
por Keiser e Morson (2008) e Chang e Flores (2016), os quais se encontram
resumidos na tabela 1. Nesta tabela foram acrescentadas as alteracbes denominadas
“rt” e “rq” sendo estas correspondentes, respectivamente, a retracdo ou reducdo no
tamanho dos espinhos em comparacdo com o controle negativo, e a reducdao na
guantidade de espinhos visiveis, haja vista que tais alterac6es foram percebidas neste
estudo e considerou-se importante notificar sua presenca juntamente as demais

alteracodes.
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TABELA 1 — Alteracdes encontradas a partir das imagens obtidas em MEV.

Alteracéao Sigla Descricao
Aumento de : x i
volume av  Edema, turgidez ou aumento de volume de uma regido ou 6rgéo.
Bolhas bo  Protuberancias esféricas e volumosas em formato de bolha.
N Auséncia de espinhos ou presenca de cavidades aonde antes havia
Cavitacdo ca .
espinhos.
Descamacao de  Descamacéao ou descolamento da superficie.
Aspecto irregular, semelhante ao de enrugamento, em uma superficie que
Enrugamento en :
antes encontrava-se lisa.
Sulco su  Formacé&o de um sulco ou fissura na superficie.
Reducéo rq Reducédo na quantidade de espinhos visiveis em comparacéo ao controle
(quantidade) negativo.
Reducéo " Retracao ou redugdo no tamanho visivel dos espinhos em comparacao ao
(tamanho) controle negativo.
Ruptura ru Quebra ou ruptura de uma regido ou érgéo.

Fonte: Adaptado de Keiser e Morson (2008) e Chang e Flores (2016).

3.7 Andlise estatistica

Para proceder com a analise estatistica utilizou-se o programa R na versao
3.3.2 (R, 2016). Os resultados do teste in vitro para inibicdo de motilidade foram
comparados por meio de calculo estatistico utilizando delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com parcelas subdivididas, sendo o fator 1 os produtos com suas
respectivas concentracées e o fator 2 o tempo correspondente ao momento da
andlise. Realizou-se andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, sendo estas consideradas significativas se p<0,05.

Para determinacdo da eficacia dos produtos testados utilizou-se a férmula:
eficacia (%) = (média do grupo controle — média do grupo tratado / média do grupo
controle) x 100, a qual resulta no percentual de efichcia do grupo tratado em

comparagao com o grupo controle, tal como definem Wood et al. (1995).
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4.1 Composicdo quimica dos Oleos essenciais
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Foram identificados um total de 37 compostos nas espécies estudadas, dentre

0S quais somente um, presente nos Oleos de C. verum e T. vulgaris, permaneceu

desconhecido (Tabela 2).

TABELA 2 — Constituintes quimicos dos o6leos essenciais de C. verum (CAN), S.
aromaticum (CRA), O. vulgare (ORE) e T. vulgaris (TOM), em porcentagem, e seus

respectivos indices de Kovats calculado (IKcarc.) e tabelado (IKtab.).

indice de Kovats

Oleos essenciais (%)

Constituintes IKcate. IK+ap. CAN CRA ORE TOM
Acetato de bornila 1283 1285 - - - 1,73
Acetato de cinamila 1442 1440 1,94 - - -
Acetileugenol 1525 1524 3,59 - - -
1,8-cineol 1028 1035 - - - 2,07
o-copaeno 1371 1376 0,58 - - -
o-felandreno 999 1005 0,79 - - 1,37
a-humuleno 1448 1454 0,53 1,89 - -
o-pineno 940 939 0,74 - 1,52 4,53
a-terpineol 1186 1189 0,26 - - 0,77
o-terpinoleno 1085 1088 - - - 1,15
o-tujeno 926 931 - - 0,62 -
-careno 1012 1011 - - 0,91 -
B-felandreno 1026 1031 0,58 - - -
B-mirceno 990 991 - - 1,45 1,81
B-pineno 977 980 0,21 - 0,35 0,60
Benzoato de benzila 1760 1762 3,48 - - —
Borneol 1163 1165 - - - 2,88
Canfeno 953 953 0,23 - 0,35 3,16
Canfora 1141 1143 - - - 0,61
Carvacrol 1300 1298 - - 67,67 23,93
Cinamaldeido 1267 1266 1,05 - - -
3-2-careno 1005 1001 - - - 0,36
5-3-careno 1012 1011 - - - 0,42
Eter metil timol 1241 1235 - - 0,21 -
Eugenol 1361 1356 77,95 87,66 - -
y-terpineno 1058 1062 - - 7,45 0,71
Isoborneol 1153 1156 - - 1,58
Limoneno 1026 1031 - - - 3,01
Linalol 1097 1098 2,30 - 2,42 4,68
Longifoleno 1397 1402 - - - 0,33
o-cimeno 1022 1022 0,74 - 11,60 22,57
Oxido de cariofileno 1577 1581 0,58 0,46 0,25 -
Safrol 1283 1285 1,02 - - -
Timol 1291 1290 - - 3,91 20,23
Trans-cariofileno 1413 1418 3,16 9,99 1,30 -
Terpin-4-ol 1173 1177 - - - 1,28
Nao identificado 2732 — 0,27 — — 0,23
Total (%) 100 100 100 100

Legenda: CAN — O6leo essencial de Cinnamomum verum; CRA — 06leo essencial de Syzygium
aromaticum; ORE - 6leo essencial de Origanum vulgare; TOM — 6leo essencial de Thymus vulgaris.
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A analise do o6leo essencial das folhas de C. verum revelou alto teor do
composto eugenol (77,95%), sendo este considerado o componente majoritario. Os
valores obtidos neste estudo corroboram com Schmidt et al. (2006), Singh et al. (2007)
e Lietal. (2016), que também obtiveram o eugenol como componente majoritario apos
a andlise dos 6leos essenciais extraidos das folhas de C. verum provenientes do Sri
Lanka (74,9%), da india (87,3%) e da China (89,98 — 93,69%), respectivamente.

O 6leo essencial de S. aromaticum também apresentou eugenol como
componente majoritario, representando 87,66% de sua composi¢cdo. De maneira
semelhante, os estudos de Razafimamonjison et al. (2014), Fayemiwo et al. (2014) e
Tahir et al. (2015) obtiveram eugenol como composto majoritario apds analise
cromatografica dos 6leos volateis de S. aromaticum provenientes da Indonésia e de
Madagascar (77,50% e 79,87%), Nigéria (80,5%) e Paquistao (18,7%).

Em O. vulgare o componente identificado em maior percentual foi o carvacrol,
representando 67,67% do Oleo essencial analisado. Este resultado condiz com os
achados de Teixeira et al. (2013), Govindarajan et al. (2016) e Szczepanik et al.
(2017), os quais obtiveram o carvacrol como composto majoritario dos Oleos
essenciais desta mesma espécie, cultivada em Portugal (14,5%), india (38,30%) e
Polbnia (84,4%), respectivamente.

Dentre os compostos identificados no o6leo essencial de T. vulgaris, 0s
componentes carvacrol, o-cimeno e timol apresentaram-se em maior quantidade e
com valores proximos (23,93%, 22,57% e 20,23%, respectivamente). No entanto,
considera-se o carvacrol como componente majoritario do 6leo testado, uma vez que
se apresentou em maior percentual frente aos outros compostos. Os teores
encontrados nesta analise divergem dos resultados obtidos por autores como Al-
Shuneigat et al. (2014), Nikoli¢ et al. (2014) e Nemati et al. (2017), os quais obtiveram
o timol como componente majoritario de T. vulgaris cultivado na Jordania (37,05%),
Sérvia (49,10%) e no Ird (40,03%). O carvacrol demonstrou-se como segundo
componente mais presente nas analises de Nikoli¢ et al. (2014) e Nemati et al. (2017),
resultando em 14% e 18,31%, enquanto que no estudo de Al-Shuneigat et al. (2014)
resultou em apenas 8,45% da composicao deste 6leo essencial.

Os autores concordam que a possivel explicacdo para a variabilidade quimica
verificada entre os Oleos essenciais de uma mesma espécie vegetal esteja nas

diferentes localizagbes geograficas, condicbes climaticas e tipos de solo onde se



40

deram os cultivos das plantas (RAZAFIMAMONJISON et al., 2014; MANCINI et al.,
2015; AKONO et al., 2016; MASTRO et al., 2017).

Além da influéncia climética, geogréfica e pedoldgica, outras possibilidades
podem explicar as diversidades encontradas. Li et al. (2016) verificaram que a
guantidade de eugenol presente nos 0leos essenciais de C. verum foi maior em folhas
coletadas com um e dois anos de idade do que em folhas coletadas aos quatro anos
de idade, indicando que o teor deste componente decresceu conforme a idade da
planta foi avancando. De maneira semelhante, o estado de maturag&o dos botdes foi
um fator influenciador na quantidade de eugenol presente nos 6leos essenciais de S.
aromaticum. Segundo Kasai, Shirao e Ikegami-Kawai (2016) verificou-se maior teor
de eugenol em botdes cuja maturacdo se encontrava em estagio mais avancado do
gue em botbes ainda imaturos. Os mesmos autores observaram que as composi¢coes
dos Oleos volateis também variaram entre os botdes secos quando comparados aos
botbes frescos.

Para a espécie O. vulgare, Nurzynska-Wierdak et al. (2009) afirmam que o
estagio de desenvolvimento em que se deu a colheita pode afetar a composicéo
guimica dos Oleos volateis presentes na planta. Além disso, autores como Martino et
al. (2009), Mastro et al. (2017) e Szczepanik et al. (2017) relatam a existéncia de
guimiotipos distintos dentro da espécie O. vulgare, o que levaria determinadas plantas
a produzirem maiores teores de carvacrol e timol, enquanto outras resultariam em
maior prevaléncia de timol e a-terpineol, havendo também um terceiro quimiotipo com
predominéancia de linalol e acetato de linalina, o que justificaria as grandes variacbes
encontradas nas composicdes dos 6leos essenciais desta mesma espécie. De modo
semelhante, Mancini et al. (2015) sugerem a existéncia de quimiotipos de T. vulgaris
com tendéncia a maior producao de timol e carvacrol, chamadas quimiotipos fendlicos,
enquanto os quimiotipos ndo-fendlicos teriam maior tendéncia a producédo de
compostos como o geraniol, a-terpineol e linalol, por exemplo, o que poderia explicar

a variabilidade verificada nos valores obtidos neste estudo em relacdo aos demais.
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4.2 Atividade in vitro dos 0leos essenciais e componentes majoritarios sobre a

motilidade de F. hepatica

Nesta etapa avaliou-se a atividade de cada Oleo essencial e composto
majoritario, em cada concentracdo testada, ao longo do tempo, em relacdo aos
controles negativo e positivo. Os resultados obtidos com o ensaio biologico estédo

descritos na tabela 3.

TABELA 3 — Andlise dos 6leos essenciais de Cinnamomum verum (CAN), Syzygium
aromaticum (CRA), Origanum vulgare (ORE) e Thymus vulgaris (TOM) e dos
compostos carvacrol (CAR), eugenol (EUG) e timol (TIM) nas concentracdes de
0,025% (m v?); 0,05% (m v?) e 0,1% (m v?!) sobre a inibicdo da motilidade de F.
hepatica em relacdo aos controles positivo (CP) e negativo (CN).

3h 12 h 15h 24 h

Tratamento 0,025 0,058 0,1* | 0,025 0,05 0,1# | 0,025* 0,05® 0,1 | 0,025 0,05% 0,12
CAN 0* 0* 0* 0* 0* o* 0* 0* o 1* 0* o
CRA 0* o* 9* 0* 0* 9* 0* 1* 9 9* 6* 9%
EUG 0* o* 9* 0* 0* 9* 0* o* o* 2* 5* o*
ORE 9* 9* 9* 4* 9* 9* 8* 9* 9 9* 9% 9*
TOM 6* 9* 9* 6* 9* 9* 8* 9* o9 9* 9* o*
CAR 6* 9* 9* 6* 9* 9* o9 9* o9 9* 9* o*
TIM 8* 8* 9* 9* 9* 9* o 9* o 9* 9% 9%

CP 1,6° 1,6° 1,6°| 1,4° 1,4°  14P 2,40 2,4° 24| 3.8° 3,8P 3,8°

CN 0,4¢ 0,4¢ 04° 0,4¢ 0,4¢ 04° 0,4¢ 0,4¢ 04°¢ | 04° 0,4¢ 0,4¢

(*) Nimero de exemplares que apresentaram auséncia de motilidade no momento analisado; (%)
concentragcdo em % (m v71); (°) média de exemplares iméveis nos controles positivos; (°) média de
exemplares imoveis nos controles negativos.

Conforme se observa na tabela 3, no decorrer dos testes in vitro os controles

negativos mantiveram sua motilidade e viabilidade, sendo registrada a média de 0,4

exemplares imoOveis como resultado obtido entre todos os controles negativos dentro

dos tempos de observagéo.

As trés horas de avaliagdo somente os tratamentos ORE, TOM, CAR e TIM

apresentaram parasitos imoveis na concentragdo 0,025%. Esta tendéncia se manteve
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na concentracdo de 0,05%, porém de maneira mais pronunciada, pois foi maior o
namero de trematdédeos imoOveis neste tratamento e concentracdo. Dos parasitos
incubados em 0,1%, somente o tratamento CAN ndo apresentou parasitos iméveis
neste momento de avaliag&o.

As 12 horas de avaliagdo a concentracdo 0,025% apresentou exemplares
imoveis somente nos tratamentos ORE, TOM, CAR e TIM. Semelhantemente, todos
0s exemplares submetidos aos tratamentos ORE, TOM, CAR e TIM demonstraram
auséncia de motilidade na concentracao de 0,05%, enquanto que na concentragao de
0,1% todos os trematdédeos apresentaram auséncia de motilidade, em todos os
tratamentos.

As 15 horas de avaliagdo somente ORE, TOM, CAR e TIM apresentaram
parasitos imoveis nas concentracdes de 0,025% e 0,05%, enquanto que na
concentracdo de 0,1% nenhum exemplar apresentou motilidade.

As 24 horas de avaliacdo os tratamentos CRA, ORE, TOM, CAR e TIM
apesentaram todos os parasitos iméveis na concentracdo de 0,025%, enquanto que
em 0,05%, somente ORE, TOM, CAR e TIM exibiram este comportamento. Tal como
nas demais observacodes, todos os parasitos de todos os tratamentos apresentaram-
se imodveis na concentracdo de 0,1%.

Em relacdo ao controle positivo, verificou-se que a melhor atividade se deu as
24 horas de observacéao, no entanto, esta se demonstrou inferior aos tratamentos
ORE, TOM, CAR e TIM em todas as concentragcdes testadas e tempos de observacao.

A andlise estatistica demonstrou haver diferenca entre os tratamentos e 0s
controles positivo e negativo (p<0,05). O coeficiente de variacao resultou em 10,9%,
que segundo Ferreira (1991) é classificado como baixo e significa 6tima precisdo nos
resultados. Os resultados obtidos com o teste Tukey estdo demonstrados no
APENDICE A.

Conforme observado na tabela 3, os melhores resultados no tratamento CAN
foram obtidos somente na concentracdo de 0,1%, com a atividade iniciando apenas a
partir de 12 horas de incubacéo. O tratamento CRA, tal como EUG, demonstraram
atividade satisfatéria somente na concentracdo de 0,1%, no entanto, sua atividade foi
observada a partir das 3 horas. Acredita-se que a similaridade de resultados obtidos
com os tratamentos CAN, CRA e EUG possa ser explicada pelo fato de os o6leos

essenciais de C. verum e S. aromaticum apresentarem o eugenol como componente
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majoritario, permitindo afirmar que acao verificada nestes tratamentos tenha sofrido
influéncia deste composto.

Os tratamentos ORE, TOM e CAR resultaram em maxima atividade a partir da
concentracéo de 0,05% ainda no primeiro momento de observacéo (3 h), revelando
atividade precoce sobre os helmintos. Nestes tratamentos, a concentracdo de 0,1%
manteve o padrao observado em 0,05%.

Em relacdo a ORE notou-se que, na menor concentracéo, alguns exemplares
que nao demonstraram motilidade na hora trés tornaram a apresentar motilidade nas
horas doze e quinze, levando a crer que o parasito F. hepatica reduza a sua motilidade
a fim de prolongar sua sobrevivéncia, tal como é relatado por Fairweather, Holmes e
Threadgold (1984). Também €& valido destacar que no tratamento TOM a
concentragéo de 0,025% demonstrou agéo crescente ao longo do tempo.

Assim como verificado nos 6leos essenciais de CAN e CRA, a similaridade nos
resultados de ORE, TOM e CAR corrobora com a hip6tese de que os componentes
majoritarios tenham sido os principais responsaveis pela acdo dos 6leos essenciais
sobre a motilidade de F. hepatica, visto que o carvacrol se revelou como composto
majoritario dos 6leos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris.

O tratamento TIM resultou nos melhores resultados quando em comparacao
com os demais tratamentos, demonstrando atividade satisfatoria na menor
concentracdo testada e ainda na primeira observacdo e resultando em maxima
atividade nas demais observagoes.

A tabela 4 reline os resultados obtidos no calculo de eficacia, o qual levou em
consideracdo a atividade de cada produto e concentracdo testados em relacdo ao

controle negativo.
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TABELA 4 — Eficacia, em porcentagem, dos tratamentos com 0leos essenciais e seus
majoritarios, sobre F. hepatica, nas diferentes concentracdes e tempos de exposicao.
3h 12h 15h 24h

Tratamento 0,025* 0,05* 0,1* 0,025* 0,05* 0,1* 0,025* 0,05 0,1* 0,025* 0,05+ 0,1*

CAN 0 0 0 0 0 100 0 0 100 11,11 0 100
CRA 0 0 100 0 0 100 0 11,11 100 100 11,11 100
EUG 0 0 100 0 0 100 0 0 100 22,22 0 100
ORE 100 100 100 44,44 100 100 88,89 100 100 100 100 100

TOM 66,67 100 100 66,67 100 100 88,89 100 100 100 100 100

CAR 66,67 100 100 66,67 100 100 100 100 100 100 100 100
TIM 88,89 88,89 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
CP 17,78 17,78 17,78 1556 15,56 15,56 26,67 26,67 26,67 48,89 48,89 48,89

(*)= concentragdo expressa em % (m v1); CAN — 6leo essencial de Cinnamomum verum; CAR —
carvacrol; CRA — 6leo essencial de Syzygium aromaticum; EUG — eugenol; ORE — 6leo essencial de
Origanum vulgare; TIM — timol; TOM — éleo essencial de Thymus vulgaris; CP — controle positivo.

De maneira geral, os valores obtidos com o calculo de eficacia (tabela 4)
corroboram com o resultado do teste in vitro (tabela 3). De acordo com Wood et al.
(1995), no guia para avaliacdo da eficacia de anti-helminticos em ruminantes da
Associagdo Mundial para o Avangco da Parasitologia Veterinaria (WAAVP), um
farmaco antiparasitario € considerado efetivo quando apresenta eficacia superior a
90%, sendo considerado altamente efetivo quando atinge valor superior a 98%. Sendo
assim, pode-se afirmar que ORE e TOM destacaram-se com a maior atividade dentre
Oleos essenciais testados, enquanto que dentre os componentes majoritarios TIM e
CAR resultaram nos melhores valores de eficacia, sendo TIM o tratamento com melhor
eficacia em menor tempo (3 h) e concentracéo (0,025%).

Os resultados demonstrados nas tabelas 3 e 4 também permitem afirmar que
o controle positivo com sulfoxido de albendazol a 0,5% demonstrou-se
insuficientemente ativo segundo o que determinam Wood et al. (1995), tendo em vista
gue sua atividade foi inferior a 80%. Relatos de autores em diversas partes do mundo,
como Argentina, Espanha, Suécia e Reino Unido (CANEVARI et al., 2014;
NOVOBILSKY et al., 2016) tem demonstrado a resisténcia de F. hepatica ao
albendazol, permitindo sugerir, mediante os achados deste estudo, uma possivel

resisténcia anti-helmintica de F. hepatica a este principio ativo.
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A analise conjunta do ensaio in vitro, da analise estatistica e do calculo de
eficacia permitem afirmar que os compostos testados tiveram acdo sobre a motilidade
de F. hepatica, com esta atividade ocorrendo de maneira diretamente proporcional &
dose utilizada e ao tempo de exposicéo.

Diante de tais resultados, a caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais
testados permite confirmar que a acao do 6leo essencial de O. vulgare ocorreu pela
presenca de seu composto majoritario carvacrol, e que a presenca substancial de
carvacrol e timol no 6leo essencial de T. vulgaris possivelmente esteja relacionada a
sua acéo sobre a motilidade de F. hepatica.

Os relatos disponiveis na literatura sobre a utilizacdo dos 6leos essenciais de
O. vulgare e T. vulgaris como anti-helminticos ainda sdo escassos, e embora 0s
estudos com os 6leos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris e 0s componentes
majoritarios timol e carvacrol sugiram que tais substancias possuam potencial anti-
helmintico contra nematoides e cestoides, ndo foram encontrados registros da sua

acado sobre parasitos da espécie F. hepatica.

4.3 Andlise em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

Os controles positivo, negativo e néo tratado demonstraram morfologias
tegumentares semelhantes, como € possivel observar nas imagens 7A, 7B e 7C. A
estrutura e a quantidade de espinhos foram preservadas e o revestimento tegumentar
permaneceu integro ao longo de toda a superficie analisada, indicando que estes
tratamentos ndo tiveram acao sobre o tegumento dos helmintos durante o periodo de
exposicdo aos compostos. Em relagcdo ao controle negativo, as imagens condizem
com as descricfes de Saowakon et al. (2009) apés a incubacéo de espécimes de F.
gigantica em meio de cultura contendo DMSO na concentragdo de 0,1% (v v?1),
observando que tanto o tegumento quanto os espinhos permaneceram intactos apos
0 periodo de exposi¢do (figura 7 — Bi1, B2, B3). De maneira semelhante o espécime
exposto ao sulféxido de albendazol a 0,5% (v v!) ndo apresentou alteracdes
tegumentares (figura 7 — Ci, C2, Cs3), divergindo do que Buchanan et al. (2003)
descreveram apos 24 horas de incubacgéo de F. hepatica em sulfoxido de albendazol
a 10 mg/ml, verificando a presenca de alteracbes como a formacdo de bolhas,
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enrugamento e reducdo no tamanho dos espinhos. A ndo ocorréncia de alteracdes

tegumentares sugere uma possivel resisténcia do espécime ao farmaco utilizado.

Az AshY / & B:f C i C:E =0
Figura 7 — Exemplar de F. hepatica néo tratado (A1, Az, As); Exemplar de F. hepatica apds 24 horas de
incubacdo em controle negativo (Bi, B2, Bs); Exemplar de F. hepatica exposto ao sulfoxido de
albendazol a 0,5% (v v1) durante 24 horas (C1, C2, C3). As estruturas assinaladas referem-se a ventosa
oral (VO), poro genital (PG), ventosa acetabular (VA) e ao tegumento recoberto por espinhos (seta).

Diferentemente do que se verificou nos controles, os tratamentos apresentaram
alteracdes tegumentares significativas. Em CAN 0,025% ocorreu ligeiro enrugamento
(en) da superficie tegumentar em algumas regides, e nas regides com maior
pregueamento os espinhos se apresentaram em menor tamanho (rt) quando em
comparacao ao controle (figura 8 — A1, A2, A3). Em CAN 0,05% este enrugamento (en)
foi mais pronunciado, resultando também na formacé&o de sulcos (su) e retracdo dos
espinhos (rt) (figura 8 — B1, B2, Bs). No espécime submetido ao tratamento CAN 0,1%
houve completo desaparecimento dos espinhos, resultando em um aspecto
descamado. Ocorreu intenso enrugamento (en) da superficie tegumentar, bem como
a presenca de cavidades (ca) onde antes havia espinhos, além da formacao de sulcos
(su) (figura 8 — C1, C2, C3). Meaney et al. (2003) obtiveram resultados visualmente
semelhantes ap6s 72 horas do tratamento in vivo de F. hepatica com clorsulon, e
descreveram estes achados como representando uma grave destruicdo do tegumento
com exposicao da lamina basal. Sendo assim, a andlise do tratamento CAN resultou
em alteracbes tegumentares importantes, cuja severidade foi diretamente
proporcional a dose aplicada, com destaque para a concentracédo de 0,1%, onde o0s
danos demonstraram-se mais intensos.

Conforme demonstrado na figura 8 (D1, D2, D3), em CRA 0,025% houve intensa
descamacgao, com formagédo de sulcos (su) e demasiado enrugamento (en) da
superficie tegumentar, que em maior magnificacdo revelou também a presenca de

bolhas (bo). O espécime analisado em CRA 0,05% n&o apresentou graves alteragdes
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em seu tegumento, a ndo ser por alguns focos de descamacao (de) e também a
reducdo no tamanho aparente dos espinhos (rt), cujas bordas apresentavam-se
irregulares (figura 8 — E1, E2, E3). O exemplar analisado em CRA 0,1% (figura 8 — Fu,

F3), por sua vez, apresentou cavitagbes (ca) e sulcos (su), além de intenso
enrugamento (en) da superficie, sugerindo a destruicdo do tegumento com exposi¢cao
da lamina basal (Meaney at al. 2003). A analise do tratamento CRA revelou maior

severidade nas concentra¢des 0,025% e 0,1%.
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Figura 8 — Exemplares de F hepatlca expostos aos tratamentos CAN 0, 025% (m v1) (A1, Az, As); CAN
0,05% (m v?) (B, B2, B3); CAN 0,1% (m v1) (C1, Cz, Cs3); CRA 0,025% (m v!) (D1, D2, Ds); CRA 0,05%
(m vY) (E1, E2, E3); CRA 0,1% (m v?) (F1, F2, F3); EUG 0,025% (m v1) (G1, G2, Gz); EUG 0,05% (m v1)
(H1, Hz, Hs); e EUG 0,1% (m v1) (l1, I2, I3) durante 24 horas. Nas imagens acima é possivel visualizar
aumento de volume (av), cavitacbes (ca), descamacao (de), enrugamento (en), reducdo no tamanho
dos espinhos (rt), sulcos (su), e uma pequena bolha (bo), além da notdria auséncia de tegumento
registradaem C, Fe I.
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A analise do exemplar submetido ao tratamento com EUG 0,025%, revelou
alguma descamacédo (de) do tegumento ao redor das ventosas oral e acetabular,
entretanto o tamanho e a quantidade de espinhos n&o diferiram significativamente do
controle negativo (figura 8 — G1, G2, Gs). Em EUG 0,05% verificou-se enrugamento
(en) com reducdo de espinhos (rt) em algumas regides (figura 8 — Hi, Hz, H3). O
espécime submetido ao tratamento com EUG 0,1% demonstrou intensa formacao de
cavidades (ca) nos locais onde antes havia espinhos, indicando destruicdo ou
descamacéao do tegumento nesta regido, tal como descrevem Saowakon et al. (2009)
e Stitt e Fairweather (1993) ap0s a exposicao in vitro de F. hepatica ao triclabendazol.
Além disso, houve intensa formacdo de sulcos (su) e aparente turgidez (av) das
ventosas oral e acetabular com relagcdo ao controle negativo (figura 8 — 11, I2, 13). Os
resultados obtidos com as imagens do tratamento EUG revelaram dano tegumentar
pronunciado no tratamento de maior concentracdo, indicando relacdo da dose com as
alteracdes verificadas. De maneira geral, os efeitos causados por este tratamento se
assemelharam aos efeitos dos 6leos essenciais que possuem EUG como componente
majoritario (CAN e CRA).

O tratamento ORE 0,025% resultou em pronunciada irregularidade superficial
(su), além de apresentar espinhos em menor tamanho (rt) e quantidade (rq) em
comparacao com o controle negativo figura (9 — A1, A2, Az). O espécime submetido ao
tratamento ORE 0,05%, por sua vez, apresentou intensa formacao de fissuras (ru) e
sulcos (su), cavidades (ca) e enrugamento (en), indicativos de destruicdo do
tegumento e remocédo dos espinhos com exposicao da lamina basal (Meaney at al.
2003) (figura 9 — B1, B2, B3). Em ORE 0,1% as alteracbes demonstraram-se ainda
mais severas, culminando em completa remocao dos espinhos (ca) e do tegumento
na regido visualizada. A lamina basal exposta apresentava fissuras (su) que
resultaram na ruptura (ru) do tecido em alguns pontos (figura 9 — C1, C2, C3). Achados
semelhantes foram encontrados nos estudos de Meaney at al. (2003) apos 72 h do
tratamento in vivo com clorsulon, e McKinstry et al. (2003) apds 48 h do tratamento in
vivo com nitroxinil. Sendo assim, € valido afirmar que o tratamento ORE resultou em
alteracbes importantes no tegumento, sobretudo nas concentragbes 0,05% e 0,1%,
sugerindo que a superficie tegumentar tenha sido danificada em relagéo diretamente
proporcional a dose utilizada e de maneira semelhante aos achados de estudos

realizados com farmacos ja existentes e com atividade fasciolicida comprovada.
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O exemplar submetido ao tratamento com TOM 0,025% demonstrou visivel
reducdo no tamanho dos espinhos (rt) em relacdo ao controle negativo, além de sulcos
(su) e fissuras que resultaram na ruptura (ru) do tegumento na regido assinalada
(figura 9 — D1, D2, D3). TOM 0,05%, por sua vez, culminou em acentuada descamacgao
(de) tegumentar revelando extensa remocéo de espinhos (ca) e formacéo de sulcos
(su), além da formacéo de bolhas (bo) na regiédo ventral do cone cefalico, em torno do
poro genital, caracterizadas por formacoes esféricas surgindo a partir da superficie
tegumentar (figura 9 — Ea, E2, E3). O fragmento analisado em TOM 0,1% apresentou
descamacdo severa que resultou em exposicdo da lamina basal, a qual se
apresentava intensamente desorganizada (en). Houve formacédo de sulcos (su) em
toda a superficie, de onde os espinhos foram removidos, formando cavitagfes (ca).
Em algumas regides os sulcos profundos ocasionaram a ruptura (ru) tecidual (figura 9
— F1, F2, F3). Os achados condizem com as descricdes de Meaney at al. (2003) e
McKinstry et al. (2003), que encontraram alteracdes semelhantes apds o tratamento
in vivo com clorsulon e nitroxinil. Os resultados obtidos com a analise dos espécimes
tratados com TOM permitem sugerir que, assim como no tratamento ORE, as lesdes
se manifestaram de maneira dose-dependente, com maior severidade nos
tratamentos de 0,05% e 0,1%.

O espécime analisado no tratamento CAR 0,025% apresentou intensa
formacao de sulcos (su) e extensa remocao de espinhos (ca), conferindo o aspecto
descamado a toda a superficie analisada. A exposi¢cdo da membrana basal resultou
no aspecto desorganizado da superficie, caracterizado por enrugamento (en) (figura
9 — G1, G2, G3). A concentracdo CAR 0,05% demonstrou as mesmas alteracoes,
porém de maneira mais pronunciada (figura 9 — Hi, Hz, H3s). O espécime submetido
CAR 0,1% revelou dano extremo em sua superficie, com total perda dos espinhos (ca)
e da conformacado tegumentar (en). Houve intensa formacao de sulcos (su), muitos
culminando com a ruptura tecidual (ru) (figura 9 — 1, I2, I13). McKinstry et al. (2003)
descreveram esta alteragdo como uma remog¢ao completa da membrana apical com
posterior exposi¢cao do sincicio tegumentar e, a partir de tais observacoes, acredita-
se que assim como em ORE e TOM, a severidade das alteragdes encontradas se deu
de forma dose-dependente. Além disso, os achados se assemelharam grandemente
nestes trés tratamentos, indicando uma possivel relacéo da presenca do componente
CAR atuando como principal agente de dano ao tegumento de F. hepatica, visto que

este é o composto majoritario tanto de ORE quanto de TOM.
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Figura 9 — Exemplares de F. hepatica expostos aos tratamentos ORE 0,025% (m v1) (A1, A2, As); ORE
0,05% (m v1) (B, Bz, Bs); ORE 0,1% (m v1) (C1, Cz2, Cs); TOM 0,025% (m v'1) (D1, D2, D3s); TOM 0,05%
(m vY) (Es, Ez, E3); TOM 0,1% (m v1) (F1, F2, F3); CAR 0,025% (m v?) (G1, G2, G3); CAR 0,05% (m v?)
(H1, Hz, H3); CAR 0,1% (m v?) (I3, 2, 13); TIM 0,025% (m v1) (J1, Jz2, J3); TIM 0,05% (m v1) (Kz, K2, K3);
e TIM 0,1% (m v1) (L1, L2, L3) durante 24 horas. Nas imagens acima é possivel visualizar cavitagdes
(ca), descamacao (de), enrugamento (en), redu¢do no tamanho (rt) e quantidade (rq) aparente dos
espinhos, sulcos (su), rupturas (ru) bolhas (bo), além da extensiva auséncia de tegumento registrada
emB,C,E F G,H,leld.
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O tratamento TIM 0,025% resultou em dano severo ao tegumento do espécime
analisado, promovendo enrugamento (en), remocao de espinhos (ca), formacéo de
sulcos (su), fissuras (su) e rupturas teciduais (ru) (figura 9 — Ja, J2, J3). O descolamento
extensivo do tegumento resultou na exposicdo do sincicio tegumentar. Em TIM 0,05%
o fragmento analisado revelou perda substancial da conformacé&o tegumentar, a qual
apresentava aspecto plano ao invés de espinhoso, ondulado ou perfurado. Algumas
regibes apresentavam cavidades (ca) em locais previamente ocupados por espinhos.
Neste espécime foi possivel verificar grande formacdo de sulcos culminando com
intensa ruptura tecidual. O tegumento apresentava diversas regides de descolamento
(de) tegumentar e, onde este ainda ndo havia se desprendido, notou-se intensa
formacao de bolhas (bo) (figura 9 — K1, K2, Ks). O tratamento com TIM 0,1% se
assemelhou grandemente ao anteriormente descrito, demonstrando intensa
descamacédo e formacdo de bolhas, alternando entre regides totalmente planas,
regides com auséncia de espinhos (ca) e locais com a presenca de espinhos com
tamanho reduzido (rt) (figura 9 — L1, L2, L3). Nas regidbes com maior formacao de
bolhas, os sulcos formados condizem com turgidez tegumentar, semelhantemente ao
gue foi encontrado por Meaney et al. (2003). Diferentemente de ORE, TOM e CAR, a
severidade das lesGes encontradas nos tratamentos com TIM ndo seguiram padréao
dose-dependente, no entanto, todas as concentragcfes testadas resultaram em severo
dano a superficie tegumentar de F. hepatica, lesbes estas que se assemelham as
descritas por McKinstry et al. (2003), Meaney et al. (2003), Buchanan et al. (2003) e
Halferty et al. (2009) ao observarem os efeitos in vitro e in vivo de nitroxinil, clorsulon,
albendazol e triclabendazol sobre F. hepatica.

Apbs a anadlise das imagens obtidas com o MEV foi composta uma tabela a fim
de quantificar as lesdes encontradas, na qual estdo contidas todas as alteracdes
observadas nas imagens bem como sua respectiva presenca nos produtos e

concentracdes testados (tabela 5).
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TABELA 5 — AlteracGes observadas nos espécimes de F. hepatica analisados apos
24 horas de exposicdo aos tratamentos com 6leos essenciais e componentes
majoritarios nas concentracées de 0,025% (m v1), 0,05% (m v1) e 0,1% (m v?Y).

Alteragao
Tratamento Concentracéo av  bo ca de en su rq rt ru
0,025* + +
CAN 0,05* + + +
0,1* + + + +
0,025* + + + + +
CRA 0,05* +
0,1* + + + +
0,025* +
EUG 0,05* + +
0,1* + + + +
0,025* + + +
ORE 0,05* + + + +
0,1* + + + + +
0,025* + + +
TOM 0,05* + + + +
0,1* + + + + +
0,025* + + + + +
CAR 0,05* + |+ |+ | 4+
0,1* + + + + +
0,025* + + + + +
TIM 0,05* + + + + +
0,1* + + + + + +

(*) — concentracGes expressas em % (m v1). (+) — alteracdo presente; CAN — 6leo essencial de
Cinnamomum verum; CRA — 6leo essencial de Syzygium aromaticum; EUG — eugenol; ORE — éleo
essencial de Origanum vulgare; TOM — Oleo essencial de Thymus vulgaris; CAR — carvacrol; TIM —
timol; av — aumento de volume; bo — bolhas; ca — cavitagédo; de — descamacao; en — enrugamento; su
— sulco; rq — redugdo na quantidade visivel de espinhos; rt — redu¢éo no tamanho visivel dos espinhos;
ru — ruptura.

Dentre as alteracdes verificadas, algumas se destacaram pela severidade que
representam, cuja presenca pode ser considerada um indicativo de lesdo tegumentar.
A formacdo de bolhas, verificada com maior intensidade nos espécimes
submetidos aos tratamentos TOM e TIM, € um importante indicativo de lesdo no

tegumento. Barros et al. (2003) afirmam que em células danificadas a presenca de
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bolhas correlaciona-se com morte celular iminente, embora sua funcéo biologica ainda
nao tenha sido completamente elucidada. Esta afirmacédo é corroborada por Charras
(2008), Fackler e Grosse (2008) e Wickman et al. (2013), os quais afirmam que
processos de apoptose e necrose estao intimamente ligados a formacgéo de bolhas na
superficie celular.

Autores como Saowakon et al. (2009) e Stitt e Fairweather (1993) observaram
a formacdo de bolhas nos tegumentos de exemplares de F. hepatica submetidos a
incubacéo in vitro com triclabendazol. Semelhantemente, Meaney et al. (2003)
observaram a ocorréncia deste fenbmeno na superficie tegumentar de espécimes de
F. hepatica recuperados de ratos tratados com uma dose oral de clorsulon, enquanto
Mckinstry et al. (2003) obtiveram os mesmos resultados, porém apos o tratamento
com nitroxinil. Conforme Buchanan et al. (2003) o fendmeno de formacao de bolhas
foi observado em estudos com outros helmintos e acredita-se que seja uma tentativa
do parasito de substituir a membrana da superficie danificada pela acdo de um
farmaco.

Uma vez que os espinhos auxiliam a fixacdo do parasito ao ducto biliar, além
de promoverem uma importante funcdo protetora, locomotora e de nutricdo
(FAIRWEATHER; THREADGOLD; HANNA, 1999), a reducdo ou perda destas
estruturas poderia culminar com a morte do parasito. Diversos autores verificaram a
perda de espinhos em F. hepatica tratados in vitro e in vivo com anti-helminticos
fasciolicidas como triclabendazol, (SAOWAKON et al., 2009; TONER et al., 2010),
nitroxinil (MCKINSTRY et al., 2003) e clorsulon (MEANEY et al., 2003), reforcando a
premissa de que os compostos testados tiveram acdo semelhante a dos farmacos
citados.

Segundo McKinstry et al. (2003) e Toner et al. (2010), a presenca de espagos
vazios onde antes se localizavam os espinhos, descritas neste trabalho como
cavitacdes, indicam a destruicdo ou o descolamento do sincicio tegumental,
resultando na remocao conjunta dos espinhos e, por vezes, exposicdo da lamina
basal. Este descolamento ou descamacédo, relatado por diversos autores ao
observarem os efeitos in vitro e in vivo de anti-helminticos, também caracteriza uma
importante alteragcéo, cuja presencga poderia causar morte ao parasito. Neste estudo
as alteracdes classificadas como enrugamento, aliadas a auséncia do tegumento,
correspondem ao que 0s autores caracterizam como exposi¢cdo da membrana basal

e indicam a completa destruicdo do tegumento na regido lesionada.
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Sendo assim, os achados da literatura sugerem que os tratamentos onde houve
maior presenca das lesdes bolhas (bo), cavitacbes (ca), descamacdo (de) e
enrugamento (en) tenham provocado as lesGes tegumentares mais severas dentre as
demais. A tabela 5 demonstra que o maior nimero de lesdes, sendo estas também
mais severas, ocorreu ha concentracdo de 0,1%. No entanto, quando avaliados o0s
tratamentos separadamente, é possivel concluir que os tratamentos ORE, TOM, CAR
e TIM resultaram em alteragdes severas também em menores concentracoes,
permitindo afirmar que estes compostos tiveram maior agéo sobre o tegumento dos
parasitos em comparacao com 0s controles e demais tratamentos e também sugerir
gue 0s compostos majoritarios tenham sido os principais responsaveis por causar as
lesbes observadas.

Além disso, semelhanca entre os achados de MEV obtidos neste estudo e os
achados de outros autores apds submeterem exemplares de Fasciola spp. ao
tratamento in vitro com anti-helminticos fasciolicidas permite cogitar uma possivel
atividade anti-helmintica dos compostos testados sobre F. hepatica.

Apesar dos excelentes resultados obtidos com o teste in vitro, cabe ressaltar
gue sao necessarios novos estudos a fim de comprovar o potencial anti-helmintico
destes produtos, bem como a sua acéo e possivel utilizacao no controle da fasciolose

hepatica.
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5. CONCLUSOES

Com base nos achados deste estudo, conclui-se que os 6leos essenciais e
componentes majoritarios apresentaram efeito dose-dependente sobre a motilidade
de F. hepatica, sendo que os Oleos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris e os
componentes carvacrol e timol apresentaram melhores efeitos em menor tempo e
concentracdo, sendo a concentracdo de 0,1% (m v?!) considerada a melhor
independente do tratamento. A MEV demonstrou que o maior nimero de lesdes,
sendo estas também mais severas, ocorreu na concentracdo de 0,1% (m v't) em todos
0s tratamentos, no entanto os 6leos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris, assim como
0s componentes carvacrol e timol produziram danos severos em concentragdes
menores, indicando maior acéo sobre a superficie tegumentar de F. hepatica quando
em comparagcdo com os demais tratamentos.

Quando analisados em conjunto, os achados permitem afirmar que os
componentes majoritarios tenham sido os principais responsaveis pela acdo dos 6leos
essenciais testados.
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APENDICE A - Médias de auséncia de motilidade de F. hepatica em diferentes
concentracbes e tempo de exposicdo, obtidas a partir do teste Tukey para o
desdobramento de cada produto e concentracdo dentro de cada nivel de tempo.

3h 12h 15h 24 h
Tratamento  0,025* 0,05* 0,1* 0,025 0,05 0,2* 0,025* 0,05* 0,1* 0,025* 0,05* 0,1*

CN 10c 10c 10c 1,0c 10c 10c 10b 10b 10b 10cd 10cd 10cd
CP 15bc 15bc 15bc 12c 12c 12c 12b 12b 1,2b 1,3 bc 1,3bc 1,3bc
CAN 10c 10c 10c 1,0c 10c 20a 10b 10b 20a 1llcd 1,0d 20a
CAR 1,7 ab 20a 20a 1,7ab 20a 20a 20a 20a 20a 20a 20a 20a
CRA 10c 10c 20a 1,0c 10c 20a 10b 11b 20a 20a 1,7ab 2,0a
EUG 10c 10c 20a 10c 10c 20a 10b 1,0b 20a 1,2bcd 20a 20a
ORE 20a 20a 20a 15bc 20a 20a 19a 20a 20a 20a 20a 20a
TIM 19a 19a 20a 20a 20a 20a 20a 20a 20a 20a 20a 2,0a
TOM 1,7ab 20a 20a 17ab 20a 20a 19a 20a 20a 20a 20a 20a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05). (*)
concentracao expressa em % (m v1); CN — controle negativo; CP — controle positivo; CAN — éleo
essencial de Cinnamomum verum; CAR — carvacrol; CRA — 6leo essencial de Syzygium aromaticum;
EUG - eugenol; ORE - 6leo essencial de Origanum Vulgare; TIM — timol; TOM — 6leo essencial de
Thymus vulgaris.



