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RESUMO

TEMPORIM NOVAES, MARCELLE. Caracterizacdo quimica e atividade anti-
helmintica in vitro do citral e dos 6leos essenciais Cymbopogon citratus e
Cymbopogon wynterianus sobre adultos de Fasciola hepatica. 2017. 50p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrérias
e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES,
2017.

O parasito Fasciola hepatica é um trematddeo que acomete o figado de
bovinos, ovinos, animais silvestres e humanos. E responsavel por grandes
perdas econdmicas em diversos paises. A resisténcia em F. hepatica,
principalmente ao triclabendazol, tem estimulado a busca de produtos
alternativos para a fasciolose. Diante disto, objetivou-se com este estudo
avaliar a atividade do 6leo essencial (OE) de Cymbopogon citratus (capim-
liméo) e de seus componentes majoritarios citral (neral + geranial) bem como
do OE de Cymbopogon wynterianus (citronela) nas concentracdes 0,025%,
0,05% e 0,1% (m v'') sobre parasitos adultos de F. hepatica. Os OEs foram
extraidos utilizando um aparelho do tipo Clevenger e o citral foi obtido
comercialmente e estes foram caracterizados por cromatografia gasosa (CG-
DIC e CG-EM). Foram utilizados oito adultos de F. hepatica para cada grupo
em placas de Petri individuais e estas foram analisadas apos trés, doze e
qguinze horas, sendo utilizado um exemplar de F. hepatica de cada grupo para a
andlise histologica. Para a analise dos dados, foi utilizado a tabela de
contingéncia para o teste do qui-quadrado. Apds 15h de analise, observou-se
qgue o OE de C. citratus e o citral inibiram a motilidade da F. hepatica em todas
as concentracdes testadas e o OE de C. wynterianus apenas nas
concentracdes de 0,05 e 0,1% (m v''). Nos OEs e no citral houve a perda de
espinhos e de uma das camadas do tegumento, com excecdo do citral na
concentracdo de 0,025% (m v') onde os espinhos e o0s tegumentos

continuaram presentes.

Palavras-chaves: Fasciolose. Produtos naturais. Trematoda.



ABSTRACT

TEMPORIM NOVAES, MARCELLE. Chemical characterization and in vitro
anthelmintic activity of citral and the essential oils Cymbopogon citratus
and Cymbopogon wynterianus on adults of Fasciola hepatica. 2017. 50p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES,
2017.

The parasite Fasciola hepatica is a trematode that affects the liver of cattle,
sheep, wild animals and humans. It is responsible for large economic losses in
several countries. Resistance in F. hepatica, mainly to triclabendazole, has
stimulated the search for alternative products. The aim of this work was to
evaluate the activity of the essential oil (EO) of Cymbopogon citratus (lemon
grass), citral (neral + geranial) and Cymbopogon wynterianus (citronella) at
0.025 %, 0.05% and 0.1% (m v™*) on adult parasites of F. hepatica. EOs were
extracted using a Clevenger type apparatus and citral was obtained
commercially. The EOs and citral were characterized by gas chromatography
(CG-DIC and CG-MS). Eight adults of F. hepatica were used for each group in
individual Petri dishes and these were analyzed after three, twelve and fifteen
hours. One sample of F. hepatica from each group was used for histological
analysis. For the analysis of the data, the contingency table was used for the
chi-square test. After 15 h of analysis, the EO of C. citratus and citral were
found to inhibit the motility of F. hepatica at all concentrations tested and the EO
of C. wynterianus inhibit the motility only at 0.05 and 0.1% (m v}). It was
observed that the treatments with EOs and citral promoted the loss of spines
and one of the layers of the integument, except for the citral at 0.025% (m v').

Keyword: Fasciolosis. Fluke. Natural products.
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1. INTRODUCAO

A fasciolose é uma doenca que acomete o figado e é responsavel por
causar grandes perdas econdmicas em bovinos e ovinos, estima-se que 250
milhées de ovinos e 350 milhdes de bovinos estdo em risco em todo 0 mundo
(BEESLEY et al., 2017). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude a
fasciolose é uma doenca negligenciada entre a populacdo humana na América
do Sul, Europa Ocidental e Ir& (WHO, 2007).

No Brasil, a distribuicAo acontece em todo o0 pais, sendo
tradicionalmente endémico no sul e mais recentemente no sudeste. No Espirito
Santo o primeiro caso da doenca foi registrado em 2005 pelo Instituto de
Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo (IDAF), e a prevaléncia de
figados em bovinos condenados por fasciolose entre 2010 a 2014 variaram
entre 8,27 e 10,33% de todos os estabelecimentos registrados no estado
(GUEDES et al., 2016).

As perdas devido a condenacdo de figados em matadouro-frigorifico,
diminuicdo no peso de carcacas e producdo leiteira, acarretam grandes
prejuizos. No Espirito Santo nos anos de 2006 a 2009 as perdas relacionadas
a presenca da fasciolose gerou um prejuizo de US$ 380 mil ddlares
(BERNARDO et al., 2011).

O controle da fasciolose é realizado basicamente com produtos
guimicos, sendo a principal substancia existente no mercado o triclabendazole
(TCBZ), farmaco do grupo dos benzimidazois que apresenta uma eficacia de
98% em larvas e adultos e se tornou de forma rapida a droga de escolha para
tratar infeccdes. A resisténcia em F. hepatica tem crescido muito nos ultimos
anos, principalmente ao triclabendazole, como relatado por Fairweather (2011),
Bowman (2010) e Keeley et al. (2016).

Estudos com novas vacinas tém sido realizados, porém os resultados
obtidos tornam a comercializagéo inviavel em fung¢édo do custo (HENKER et al.,
2017).Uma outra opcdo é o uso de moluscicidas no hospedeiro intermediario
da F. hepatica, mas esta alternativa é proibida por conta do desequilibrio que
pode trazer na natureza (WANG et al., 2006).
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Assim, a descoberta de novas substancias € necesséaria, principalmente
guando este for um produto de origem natural, como 0s 0leos essenciais, pois
podem reduzir gastos para o produtor, reduzir possiveis contaminagfes no
ambiente e auxiliar no controle sanitario (ARAUJO et al., 2002). Diante disto,
objetivou-se com este estudo avaliar a atividade sobre a motilidade da F.
hepatica in vitro dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-limao) e

seu componente majoritério citral, e Cymbopogon wynterianus (citronela).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Fasciolose e Seus Agentes

Os hospedeiros definitivos da F. hepatica s&o animais silvestres,
domésticos e ruminantes, sendo que a espécie humana também é considerada
como hospedeiro definitivo (ZAIDEN et al., 2008).

O hospedeiro intermediario da F. hepatica sdo os moluscos do género
Lymnaea, no Brasil trés espécies foram identificadas: Lymnaea columella, L.
viatrix e L. cubensis (PILE et al., 2001). O primeiro relato no Brasil sobre a
ocorréncia do molusco L. columella naturalmente infectado por estadios
intermediarios de F. hepatica de acordo com Silva et al.,, (1995), foi no
municipio de Itajuba em Minas Gerais, este molusco esta presente em agua de
pouca profundidade, preferindo ficar em margens de lagoas, pequenos acudes
e canais de agua limpa (D’ALMEIDA et al., 2014).

Assim, a ocorréncia da F. hepatica esta relacionada com a presenca do
hospedeiro intermediario que necessita de habitats adequados para a sua
sobrevivéncia, aléem de temperatura e humidade favoraveis, e a presenca do
hospedeiro definitivo que elimina os ovos para o ambiente (MENDES, 2006).

O trematédeo F. hepatica pertence ao reino animal, ao filo
Plathelminthes, a classe Trematoda, a sub-classe Digenea, familia Fasciolidae,
género Fasciola e a espécie F. hepatica (TORRES, 2011). E conhecido
popularmente por baratinha do figado (GOMES, 2014) é um parasito que pode
infectar diferentes espécies de animais, como 0s animais silvestres e 0s
domésticos, especialmente os ruminantes, e é responsavel por causar a
fasciolose que é uma zoonose (TRIVILIN et al., 2013).

Existem duas espécies de Fasciola spp., a Fasciola gigantica que é
comum na india (SINGH et al., 2009) e a F. hepatica que ocorre no Brasil
(QUEIROZ et al., 2002). A F. hepatica € hermafrodita, grande e achatado
dorso-ventralmente, tem ceco e genitalia ramificada, as ventosas sao a sua
estrutura de fixacdo (MARTINS et al., 2007). Quando jovem apresenta 1 a 2

mm de comprimento, tendo uma forma de lanceta. Quando alcanca a forma
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adulta apresenta um comprimento de 3,5 cm (Figura 1A), apresentando uma
forma foliacea, com coloracdo marrom-acinzentada, e com duas ventosas (uma
oral e uma ventral), e cone cefélico (FAIRWEATHER et al., 2012), a figura 1B

mostra a estrutura da F. hepatica.

ovario

glandulas vitelogenas

vaso deferente

Figura 1: A - Fotomacrografia de Fasciola hepatica. B — Estrutura da F.

hepatica. FONTE: Imagem A cedida por Isabella V. F. Martins; B — Disponivem em:
<<lacasamorett.com>>.

Quando adulto o parasito consegue depositar 3.000 ovos por dia que se
movem em dire¢ao ao intestino via bile sendo eliminado nas fezes antes de se
tornarem embrionados (ACHA; SZYFRES, 2003). Os ovos ndo embrionados
sao liberados no ambiente e o seu desenvolvimento ocorre na presenca de
ambientes umidos com a formac¢do de um miracidio (TESSELE et al., 2013).
Este miracidio penetra até o hospedeiro intermediario (caramujo do género
Lymnaea) dando origem a um esporocisto, cada esporocisto da origem a 5-8
rédias que dao origem as rédias filhas e cercérias, dessa forma, as cercarias
saem do caramujo em 4-7 semanas e se encistam nas laminas de vegetais,
logo abaixo do nivel da agua transformando-se em metacercarias prontas para
infectar o hospedeiro definitivo (TESSELE et al., 2013).

A infeccdo no hospedeiro definitivo ocorre pela ingestdo de
metacercarias infectantes presentes na vegetacao ou na agua que atravessam
a parede intestinal, movem-se em dire¢do a cavidade peritoneal e penetram no
parénquima hepatico (GOLDEN et al., 2010). O parasito apresenta nessa fase
0,3 mm de comprimento, continua a passar através do figado pelas proximas

seis ou sete semanas e invade os ductos biliares, onde ocorre seu
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amadurecimento e o aparecimento dos ovos no material fecal entre 56 e 90
dias apos a infeccéo inicial (ACHA; SZYFRES, 2003).

Os sintomas provocados pela infeccdo por F. hepatica sofrem variacéo
de um hospedeiro para o outro devido a carga parasitaria, a fase que o parasito
se encontra (aguda ou cronica), a localizacdo e a época do ano. A fase aguda
€ causadora de alta mortalidade, quando o animal apresenta-se nesta fase da
doenca, os parasitos jovens sdo encontrados no parénquima hepético e os
ovos ndo sdo detectados nas fezes, mas ja existem lesbes da infec¢do. O
animal apresenta fraqueza, com mucosas palidas, as vezes pode apresentar o
figado dilatado e palpavel juntamente com dor abdominal e ascite (MENDES,
2006).

Por outro lado, quando o animal apresenta a fase crénica da doenca, 0s
parasitos sdo encontrados nos ductos biliares, o animal apresenta hiperplasia
das paredes dos ductos biliares, calcificacdo das lesbes tissulares, além de
anemia, ascite, mucosas palidas e edema submandibular (MENDES, 2006).

Devido a todos estes sinais e sintomas que o animal apresenta, ocorrem
as grandes perdas econdmicas relacionadas a diminuicdo da producdo de
leite, reducdo do ganho de peso, baixas taxas de crescimento e
comprometimento da fertilidade, além da condenagdo de figado infectados
tendo um valor total estimado de 200 milhdes de dolares por ano (QUEIROZ, et
al., 2002.; GOLDEN, et al., 2010).

Nas Ameéricas, Pile et al., (2000), registraram 3.286 casos em humanos,
sendo a grande maioria achados acidentais que estavam distribuidos nos
Estados Unidos, México, Cuba, Costa Rica, Porto Rico, Venezuela, Peru,
Bolivia, Chile, Argentina, Uruguai e Brasil (com maiores niumeros nas regioes
Sul e Sudeste).

2.2 Epidemiologia da Fasciolose

Este trematoda esta presente na Bolivia, Peru, Equador, Ird, Egito e
também no Brasil principalmente em Goids, Mato Grosso do Sul, Bahia e
Espirito Santo (ARAUJO et al., 2007; JAROS et al., 2010; MARTINS et al.,
2012).



14

No Reino Unido a prevaléncia da fasciolose em gados leiteiros adultos
varia de 48% a 76% (SALIMI-BEJESTANI et al., 2005; MCCANN et al., 2010),
enguanto na Europa Ocidental nos paises como Bélgica, Alemanha e Espanha
foram relatadas prevaléncias de 37%, 50% e 61%, respectivamente (MEZO et
al., 2008; BENNEMA et al., 2009; KUERPICK et al., 2012). Esta prevaléncia
ocorre devido a presenca de verfes mais Umidos e invernos mais quentes
(HOWELL et al., 2015). Fatores existentes no Brasil como sua hidrografia,
topografia e as areas de pastagens alagadas contribuem para a manutencao
do molusco e a disseminacao da fasciolose durante todo o ano (SILVA et al.,
2008).

Além disso, nos ultimos anos a comercializacdo de animais entre o0s
proprietarios de gados tem cooperado para o aumento da distribuicdo da
fasciolose em regides que ndo apresentavam a doenca. Nos municipios de
Itajuba — MG 70% dos bovinos das fazendas visitadas estavam infectados,
além disso, foram também encontrados a presenca dos moluscos infectados
com a fase larval da F. hepatica (LIMA et al., 2009).

Ferramentas, como o Sistema de Informacao Geogréfica (SIG), tem sido
favoravel em decisdes estratégicas que visam diminuir o risco de ocorréncia de
fasciolose, além de fazer estimativas endémicas da doenca e ser Util em locais
onde ndo existem dados disponiveis (MARTINS et al., 2012).

Em estudo realizado por Gomes (2014) no Rio Grande do Sul em
relacdo a procedéncia de bovinos que foram abatidos, os municipios que
tiveram uma maior prevaléncia de fasciolose no periodo de agosto 2012 a
Julho 2013 foram Torres (100%), Capivara do Sul (86%), Sentinela do Sul
(85%) e Trés Forquilhas (81%). As cidades de Santa Catarina (Joinvile,
Blumenau, Florianopolis, Itajai) e Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Canoas,
Santa Maria, Pelotas) sdo areas onde ha uma maior incidéncia de fasciolose
em gados, sendo também um potencial de risco para os humanos (ALEIXO et
al., 2015).

Bennema et al., (2014) coletaram informacées em 1032 municipios de
figados condenados por fasciolose pelo Servico de Inspecdo Federal
(MAPA/SIF), e foi observado que a maior prevaléncia foi nos estados do Sul,
com a presenca de focos da fasciolose ao longo do litoral do Parana e Santa

Catarina e no Rio Grande do Sul.
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Martins et al., (2012) verificaram que dos 23 municipios da regido sul do
Espirito Santo, a fasciolose foi diagnosticada em 18 (78%), sendo que a regido
de Jerdnimo Monteiro foi a que teve uma maior prevaléncia da fasciolose
(66,7%). Em um outro estudo feito nesta mesma regido em ovinos, caprinos e
bubalinos foi constatado que esta regido possui um grande foco de dispersao
da fasciolose (CARNEIRO et al., 2013).

No sul do Espirito Santo foi feito um levantamento sobre o ndmero de
animais acometidos por fasciolose em 2015, do total de 12.428 bovinos, 3.716
figados (30%) foram condenados por fasciolose. Os municipios com maiores
nameros de condenacfes foram Cachoeiro de Itapemirim (12,7%) e Castelo
(6,5%) (NOVAES et al. 2016).

2.3Diagnéstico da F. hepatica

O diagnéstico da fasciolose geralmente é realizado por meio da
deteccdo dos ovos nas fezes ou pelo exame post mortem (presenca do
parasito no figado e nos ductos biliares), mas exames coproparasitolégicos so
podem ser aplicados ap0s o periodo pré-paténcia e alguns animais infectados
podem n&o ser detectados pelo teste (SANCHEZ-ANDRADE et al., 2000).

Para evitar que animais infectados pela F. hepatica ndo sejam
detectados pelos testes coproparasitoldgicos, testes de ELISA para deteccao
de anticorpos tanto em soro quanto no leite foram criados com o objetivo de ter
um diagndstico precoce, mas devido ao fato de no Brasil ndo ter kits de ELISA
comerciais disponiveis, seu uso fica limitado devido ao custo (BERNARDO et
al., 2013).

Bernardo et al., (2012) comparando o kit comercial de ELISA para
deteccdo de coproantigenos e um exame coproparasitolégico de
sedimentacdo, concluiram que o kit ELISA foi o mais sensivel que o
coproparasitolégico, ainda que este ndo possa ser descartado devido sua
eficiéncia.

Girdo e Ueno (1985) desenvolveram a técnica da tamisacdo onde séo
utilizados quatro tamises para a contagem dos ovos de F. hepatica nas fezes

de ruminantes, os trés primeiros tamises permitem a passagem dos 0voSs
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enquanto o Uultimo retém os ovos e as fibras fecais finas facilitando a
visualizacdo dos ovos, esta técnica requer para cada amostra um tempo de 10
a 15 minutos e ndo requer uso de solucao quimica e vidraria.

A técnica de Dennis et al.,, (1954) requer uso de uma solucdo
detergente, € utilizada em estudos epidemioldgicos que envolvam a F. hepatica
e ha comprovacao da eficacia de anti-helminticos. Comparando a técnica de
quatro tamises com a de Dennis et al., (1954), Girdo e Ueno (1985) concluiram
que ndo houve diferencas significativas entre elas em relacdo ao numero de
amostras positivas de F. hepatica, porém a técnica de quatro tamises foi mais
pratica e rapida de executar.

Martins et al., (2008) testando a sensibilidade e a reprodutibilidade da
técnica de sedimentacdo proposta por Foreyt (2005) no diagndstico de F.
hepatica, observaram que dos 97 bovinos abatidos no abatedouro de Atilo
Vivacqua, sul do Espirito Santo, que estavam positivos ao exame
macroscopico (presenca do parasito no figado e nos ductos biliares no exame
post mortem), 58 apresentaram positivos para o exame de sedimentacéo fecal
(FOREYT, 2005) tendo uma sensibilidade de 59,8% e especificidade de 100%.

Martins et al.,, (2008) neste mesmo estudo analisaram 63 amostras
utiizando a técnica de 4 tamises, e dessas amostras, 27 foram positivas,
apesar desta técnica ser utilizada em muitos estudos que envolvam a F.
hepatica, a técnica de Foreyt (2005) foi a que demonstrou uma maior
sensibilidade.

Uma outra forma de diagnéstico de fasciolose € por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Perez et al., (2013) realizaram esta
técnica para diagnosticar a infeccéo por F. hepatica em ovelhas, e concluiram
que a PCR é mais sensivel para diagnosticar a infeccdo e também para
detectar a resisténcia a medicamentos em animais infectados, quando
comparado com técnicas de contagem de ovos fecais e teste de reducao de

copro-antigenos.
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2.4Controle da Fasciolose

Sdo recomendadas medidas estratégicas preventivas associadas aos
tratamentos dos individuos infectados em programas de controle. O ideal é
associar o controle dos hospedeiros intermediarios a melhorias das condi¢cbes
ambientais e 0 uso de antiparasitarios nos animais com fasciolose (AVELAR et
al., 2013).

Os usos de métodos, quimicos, fisicos e biol6gicos sdo 0s mais
utilizados para eliminar o hospedeiro intermediario, mas € importante ressaltar
gue estes produtos sejam de baixo custo, atoxico e que ndo deixem residuos
(CUNHA; MARQUES; MATTQOS, 2007).

O uso de produtos quimicos como moluscicidas para o controle dos
moluscos em paises como o Reino Unido ndo séo permitidos devido aos danos
que podem trazer para o ambiente. O uso de drenagem €& uma opcéo ideal,
porém é considerada uma alternativa cara (HOWELL, et al., 2015).

Utilizar o controle biolégico em hospedeiros intermediarios por meio de
predadores sobre limineidos, como patos, gansos, moluscos terrestre ou
aguaticos sao citados por Ximenes et al., (1995) como uma forma de controle
da fasciolose.

Existem alternativas que podem ser utilizadas para o controle da F.
hepatica, como a drenagem de pasto para reduzir a taxa de eclosdo dos ovos,
a sobrevivéncia das fases de vida livre do parasito e a populacdo dos
moluscos; estratégias de gestdo de pastagem para evitar o contato das
metacercérias e hospedeiros definitivos susceptiveis; e o uso de drogas anti-
helminticas (SARGINSON; SCOTT, 2011).

O triclabendazole (TCBZ) é um farmaco de escolha para o controle de
animais infectados por F. hepatica desde 1983, mas infelizmente casos de
resisténcia foram relatados por diversos autores (FAIRWEATHER, 2011,
BOWMAN, 2010) mostrando que € necessario que sejam elaborados estudos
para descobertas de novos compostos (MASSOUD, et al., 2012).

Atualmente, estudos como o de Golden et al. (2010), estdo em
andamento para a criagdo de vacinas que estejam disponiveis para 0s
produtores controlarem a infeccdo causada por este trematoda, mas o

desenvolvimento de uma vacina requer anos de estudos.
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Diante disso, existe a necessidade de descobrir novos compostos, como
extratos de plantas e Oleos essenciais para o controle da fasciolose. As
chances de serem encontrados compostos com atividade em F. hepatica séo
grandes principalmente em produtos do metabolismo secundario (alcal6ides,

saponinas, taninos, flavondides e terpenos) de plantas (Mercado et al., 2015).

2.5Novas Perspectivas para o Controle da Fasciolose

Produtos naturais como as plantas medicinais tem se tornado uma nova
alternativa para diversas terapéuticas (SANTOS et al., 2015). Nos ultimos dez
anos o numero de testes utilizando extratos de plantas em diferentes linhas de
pesquisa aumentou devido a toxicidade e casos de resisténcia que o0s
medicamentos podem trazer (ABDEL-GHAFFAR et al. 2011; SINGH et al.,
2009). Assim, testes in vitro para avaliarem a atividade de extratos de plantas
contra o parasito adulto e ovos de F. hepatica vém sendo desenvolvidos.

Em um estudo feito por Pereira et al. (2016) onde foi avaliado a atividade
anti-helmintica de Momordica charantia (meldo de sao caetano) contra ovos de
F. hepatica, foram utilizados o extrato bruto liofilizado das folhas do meldo de
sdo caetano e suas sub-frac¢des, obtidos a partir de particdo liquido-liquido
com solventes organicos. No teste os ovos foram incubados em concentracdes
acima de 12,5 mg/mL afetando assim o desenvolvimento embrionario e
apresentando a inibicdo da formacao miracidios mostrando uma eficacia de até
90%.

Moazeni et al., (2016) utilizaram o extrato metandlico de sementes de
Peganum harmala (harmal) nas concentracdes de 1 e 3 mg/mL em ovos de F.
hepatica e observaram a sua atividade letal sobre os ovos.

Um outro extrato metandlico que também foi testado in vitro foi o
Zingiber officinale (gengibre) que na concentragéo de 1 mg/mL com 24, 48 e 72
h de tratamento apresentou efeito de 46,08; 51,53 e 69,09%, respectivamente.
Na concentracdo de 5 mg/mL apresentou atividade de 98,84% depois de 24h, e
na concentracdo de 5 mg/mL e 10 mg/mL com 48 e 24 h de tratamento
apresentou atividade letal sobre os ovos de 100% (MOAZENI;
KHADEMOLHOSEINI, 2016).  Marques (2017) utilizando extratos de plantas
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sobre ovos de F. hepatica, observaram que o0s extratos Harpagophytum
procumbens (garra-do-diabo) 0,25%, Psidium guajava L. (goiabeira) 0,25 e
0,5%, Stryphnodendron adstringens (barbatimao) 0,1; 0,25 e 0,5% e Eugenia
uniflora L. (pitanga) 0,1% néo permitiram a eclosdo dos miracidios.

Guedes (2017) em um estudo utilizando os extratos a 0,5% das cascas
do Stryphnodendron adstringens (barbatimao), das folhas de Psidium guajava
L. (goiaba), das folhas do Guapira gracilifiora (joAo mole), das folhas da
Guapira noxia (guapira do cerrado), das folhas do Momordica charantia (meléo
de sédo caetano) e das raizes da Harpagohytum procumbens (garra do diabo)
sobre a F. hepatica adulta, depois de 12 h apresentaram atividade fasciolicida.

Singh et al. (2009) utilizando os 6leos essenciais Alho sativum (alho) e
Piper longum (pimenta indiana), observaram que o alho na concentragéo de 1 e
3 mg/mL reduziu a atividade muscular da F. gigantica enquanto a pimenta
indiana causou paralisia flacida na concentracao de 3 mg/mL.

Jeyathilakan et al. (2010) avaliaram a atividade dos 6leos essenciais de
Cymbopogan nardus (citronela) e Azadirachta indica (neem) em F. gigantica
adulta na concentracdo de 1%, e o estudo demonstrou que a citronela

apresentou atividade anti-helmintica.

2.60leos Essenciais

Os 0leos essenciais sao volateis e sdo adquiridos de partes de plantas
por meio de processos fisicos, como destilacdo por arraste a vapor de agua,
destilacdo a pressao ou outro método adequado (BRASIL, 2007).

Os oOleos essenciais sao misturas complexas de diversas classes, tais
como, éteres, fendis, cetonas, aldeidos, ésteres, o6xidos, lactonas, acidos
organicos, furanos, cumarinas, peréxidos e enxofres. Estes 6leos apresentam
diferentes concentracdes, geralmente € encontrado um componente de maior
concentracdo que € chamado de majoritario, e os de menores concentracdes
chamados de tracos (SIMOES; SPITZER, 2003).

Dependendo da familia que as plantas pertencem estas armazenam 0s
Oleos essenciais em oOrgaos anatdomicos especificos e quando este o6rgdo

representa um substrato renovavel, como uma folha, flor, fruto ou semente é
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possivel extrair o 6leo sem extinguir a planta, mas quando é necessario utilizar
toda planta para a extracdo do Oleo, existe uma alternativa que € o cultivo
racionalizado e estabilizado que garante a reprodutibilidade do perfil quimico do
produto (SIANI et al., 2000).

Os Oleos essenciais apresentam, entre outras, propriedades
antibacteriana (FRANZIOS et al., 1997), antioxidante (BAKKALI et al., 2008),
antiviral (NERIO et al., 2010), anti-inflamatéria (LARA JUNIOR et al., 2012) e
anti-helmintica (OLIVEIRA et al., 2013). Em funcdo destas propriedades, os
Oleos essenciais tém sido utilizados na elaboracdo de cosméticos,
medicamentos (diurético, sedativo e expectorante), produtos de limpeza e
inseticidas (FORNARI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

2.6.1. Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus, também conhecida como erva-cidreira ou capim-
liméo, pertence ao género Cymbopogon. Trata-se de uma planta perene que
pode atingir 2 metros de altura, possui folhas asperas e cortantes com 60 a 100
cm de comprimento e 0,5 a 1,5 cm de largura. E muito utilizada em cosméticos
devido seu odor de limdo e possui em sua constituicdo quimica, entre outros
compostos, o citral que ocorre como uma mistura de dois aldeidos
estereoisbmeros (geranial e neral) (Figura 2) (OWAMAH; ALFA; DAHUNSI,
2014).

Geranial

Figura 2 — Formula estrutural dos estereoisémeros geranial e neral.
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Em um estudo feito Koremblum et al., (2013), os autores relataram que o
citral, componente majoritario do 6leo essencial capim-limao, foi o responsavel
por causar a morte de uma bactéria redutora de sulfato em meio liquido com a
concentracdo minima inibitéria de 0,17 mg mL™, constatando seu potencial
biocida.

Boukhatem et al., (2014) analisaram a atividade in vivo do 6leo essencial
do capim-limao 10 mg mL™ como anti-inflamatério tépico e oral e in vitro como
antifingico, utilizando a fase liquida e de vapor, os resultados mostraram que
este 6leo podera ser utilizado como um medicamento que pode vir a ser
desenvolvido no futuro.

Gbenou et al.,, (2013) observaram que este mesmo 6leo também
apresentou atividade anti-inflamatéria em ratos Wistar, apresentando um efeito
preventivo em 3.000 mg kg™ de peso animal.

Tzortzakis e Economakis (2007) avaliaram a atividade antifungica
(Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus
stolonifer e Aspergillus niger) do éleo essencial C. citratus dissolvido em 5% de
Tween 20, e observaram que na concentracdo de 0,25% (mg mL™) houve a
inibicdo de 70% dos esporos, e a 0,05% (mg mL™) 500 ppm a esporulacdo
fungica foi inibida por completo.

Kurita et al., (1981) observaram que o citral tem a capacidade de atuar
como agente fungicida devido a capacidade que ele tem de formar um
complexo de transferéncia de carga como um doador de elétrons de células
fungicas, resultando na morte do fungo.

Ahmad e Vilojean (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro
deste mesmo 6leo com ions prata diluidos para darem a concentracao final de
8.000 ppm usando DMSO 1% e &agua destilada estéril como diluentes, e
observaram que quando estes utilizados em conjunto ofereceram uma nova

chance de produzir novas combinagdes contra microrganismos infecciosos.
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2.6.2. Cymbopogon wynterianus

Cymbopogon wynterianus, popularmente conhecida por citronela, foi
introduzida no Brasil em 1946 encontrando boas condi¢cdes para o0 seu
desenvolvimento. Pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e tem
como principal caracteristica a de repelir insetos, 80% do seu 6leo é composto
por monoterpenos e uma pequena parte por sesquiterpenos. Os principais
terpendides encontrados no seu 6leo sao citronelal, citronelol e geraniol, sendo
que o citronelal (Figura 3) é o responsavel pelo seu aroma caracteristico de
lim&o (BENETI et al., 2011; VELOSO et al., 2015).

Geralmente o componente do Oleo essencial pertence a uma classe de
substancias quimicas conhecida por terpeno, quando apresentam oxigénio (O)
em sua estrutura. Esse termo terpendides é utlizado para designar as
substancias de origem biossintética que deriva de unidades de isopreno de
férmula quimica (CsHs)n (CAREY, 2011; SOLOMONS, 2013).

H,C CHs

Figura 3 — Formula estrutural citronelal.

Em estudos realizados por Rodrigues et al., (2013) utilizando o dleo
essencial de citronela, foi observada a atividade moderada contra as larvas de
Artemia salina (espécie de crustaceo) e também atividade moluscicida.

Outros autores também relataram atividade cardiovascular (MENEZES,
et al., 2010), anti-inflamatéria (LEITE et al., 2010) e analgésica (GUIMARAES
et al., 2013) ao utilizar este oleo.

O dleo essencial de C. wynterianus mostrou-se que ao ser utilizado na
concentracédo de 12,5% (mg mL™?) e 25% (mg mL™) causou a mortalidade de
100% das larvas e teledgenas de Riphicephalus (Boophilus) microplus

(SANTOS et al., 2015). Uma outra atividade deste Oleo essencial foi
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observada por Oliveira et al., (2011) contra a levedura Candida albicans em
gue nas concentracfes de 625 pg mL™ inibiu o crescimento de todas as cepas
que foram testadas e 1250 ug mL™ mostrou atividade fungicida.

Pereira et al. (2011) testando o 6leo essencial de C. wynterianus Jowitt
nas concentracdes 156; 312; 625 e 2500 pg mL™ no fungo Trichophyton
mentagrophytes que causa dermatofitose, foram observados que este 6leo em
todas concentracfes testadas afetou a viabilidade fungica, a germinacdo dos
esporos além de inibir o desenvolvimento micelial, mostrando que este 6leo
pode ser usado como um produto antifangico.

No estudo feito por Marques et al., (2013) utilizando o éleo essencial de
C. wynterianus nas concentraces de 5, 10, 15 e 20% (mg mL™) sobre
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) foi visto que a
mortalidade apo6s 24 h de aplicacé@o variou de 45 a 74% em fungéo das doses

crescentes dos 6leos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos Oleos Essenciais e do Citral

As exsicatas das plantas Cymbopogon citratus (n. 21.629) e
Cymbopogon wynterianus (n 21.537) encontram-se depositadas no herbario da
Universidade Federal do Espirito Santo- (VIES) - Subcuradoria Campus de
Alegre. As partes aéreas destas plantas foram coletadas a partir do primeiro
corte de plantas jovens com, aproximadamente, 1 m de altura. A coleta foi
realizada no periodo matutino em casa de vegetacdo localizada no municipio
de Alegre — ES (20° 44’ 49” de latitude S, 41° 27’ 58” de longitude W e altitude
de 127 m).

Os oOleos essenciais de C. citratus (capim limdo) e C. wynterianus
(citronela) foram obtidos a partir de 300g do material vegetal fresco. As folhas
foram transferidas para um baldo de destilagdo com 2 L de agua que foi
acoplado a um aparelho do tipo Clevenger. A destilacdo por arraste de vapor

continuou por 3 h apés a ebulicdo da agua (PINHEIRO et al., 2013). Os 6leos
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essenciais foram acondicionados em frascos ambar e mantidos no congelador
até serem utilizados. O citral foi obtido comercialmente da empresa Sigma®
Aldrich.

3.2 Caracterizagdo Quimica dos Compostos Volateis

Os componentes volateis dos 6leos essenciais e do citral foram analisados
utilizando um cromatografo gasoso com detector de massa acoplado (CG-MS)
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 da coluna foi inicialmente 60 °C, sendo programado para ter um
aumento de 3 °C por minuto, até alcancar a temperatura maxima de 240 °C de
acordo com a metodologia de Pinheiro et al., (2013).

Para a identificacdo dos compostos foi realizada comparagbes dos
espectros de massas com o0s existentes na biblioteca NIST/EPA/NIHO8 Mass
Espectral Library, com a literatura e pelo indice de Kovat’'s (ADAMS, 2007).

A quantificacdo dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais e do
citral foi realizada em cromatografia de fase gasosa em equipamento
SHIMADZU GC-2010 Plus, com detector de ionizagdo de chama (CG-DIC). Foi
utiizado o gas de arraste nitrogénio e coluna capilar Rtx-5MS, 30 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro interno. A temperatura do injetor foi de
240 °C e do detector 250 °C, sendo a programacéo da temperatura semelhante
a utilizada no CG-MS. Uma quantidade de 10 mg da amostra foi diluida em
diclorometano (1 mL), sendo injetado 1 uL da mistura (PINHEIRO et al., 2013).

3.3 Coleta das Amostras para o Modelo Experimental
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As amostras dos parasitos adultos de F. hepatica foram obtidas
de figados de bovinos recém-abatidos em matadouro-frigorifico localizado em
Cachoeiro de Itapemirim, Espirito Santo. As amostras foram encaminhadas
para o laboratério de Farmacognosia e Fitoquimica situado no Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo. O
projeto foi aprovado pelo comité de ética do uso de animais (CEUA-UFES) em

julho de 2016 com o numero de protocolo 13/2016.

3.3 Processamento e Analise das Amostras

Apds as amostras serem encaminhadas ao laboratério, os parasitos
foram analisados e selecionados os exemplares integros. Apés a selecdo estes
foram lavados com agua e colocados no meio Roswell Parck Memorial Institute
(RPMI) Medium 1640 da Gibco® by life technologies™ conforme Fairweather
(2005).

Foram utilizados os 6leos essenciais Cymbopogon citratus (capim-lim&o)
e seu componente majoritario citral, e Cymbopogon wynterianus (citronela),
todos a 0,025% (m v'?), 0,05% (mv™) e 0,1% (m v'*). Como controle positivo
foi utilizado o sulféxido de albendazol a 0,5% (v.v*') da marca Agebendazol®
15% (v.v'!) Suspensdo Injetavel Agener Unido, e como controle negativo a
associacdo dos solventes DMSO 0,25% (m v*') e Tween® 80 0,25% (m v'Y).

Os parasitos foram colocados individualmente em placa de Petri onde
foram adicionados 10 mL da solucéo a ser testada, este volume foi o suficiente
para cobrir por completo cada amostra. Foram realizados 8 repeticdes por
grupo (6leo a ser testado ou componente majoritario, controle positivo e
controle negativo) que foram analisadas a cada 3, 12 e 15 horas seguindo os
critérios estabelecidos por Jeyathilakan et al., (2010). e por Kiuchi et al. (1987).
TABELA 1 - Critérios de avaliacdo da motilidade da Fasciola hepatica adulta.

Critério Pontos avaliados (n)
MO Sem motilidade
M1 Uma parte do corpo com movimento
M2 Duas partes do corpo com movimento

M3 Todas as partes do corpo com movimento
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Os exemplares apds cada hora analisada recebiam estimulo utilizando
uma espatula de metal com o objetivo de serem observados a motilidade. Os
exemplares eram mantidos a uma temperatura de aproximadamente 28°C.

Os dados foram submetidos a avaliagdo do indice de motilidade (férmula
1), e motilidade relativa (férmula 2) onde a resposta foi dada em porcentagem
permitindo avaliar a motilidade relativa de cada 6leo (KIUCHI et al., 1987), além
disso os dados foram analisados utilizando a tabela de contingéncia para o

teste do qui-quadrado no programa R na verséo 3. 4. 0 (2017).
T - __ YnNp ~
Indice de Motilidade (IM) = SN, (Equagdo 1)

Em que:

Y:nN,, : Nimero de elementos da amostra analisada;

Y. N,, : Quantidade de exemplares que apresentaram o ponto avaliado.

IM amostra

Motilidade Relativa (MR) = x 100 (Equagéo 2)

IM controle

3.3 Andlise histoldgica

Apés a ultima hora de analise (15 horas), metade dos exemplares
analisados foram individualmente transferidos para microtubos (2 mL) e fixados
com formol a 10% (v.v''). E a outra metade para microtubos com Bouin® Sigma
Aldrich (USA) onde ficaram em contato durante 24 horas com esta solucao
fixadora e depois foram transferidos para o formalina a 10% (v.v''), para serem
submetidos a analise histoldgica.

As amostras foram encaminhadas para o laboratorio de Patologia Animal
do Hospital Veterinario da UFES onde foram submetidas a um corte transversal

conforme a Figura 4.
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Figura 4 — Exemplar de Fasciola hepatica com cortes transversais,

demonstrando as partes que foram seccionadas no espécime. FONTE: Imagem

cedida por Isabella V. F. Martins.

Apds as partes serem seccionadas, estas foram processadas da
seguinte forma: alcool 70 °GL por 15 minutos, alcool absoluto por 1 h,
novamente no alcool absoluto por 1 h e no xilol por 15 minutos, parafina e xilol
a 60 °C por 15 minutos e inclusdo em parafina.

Posteriormente, foram realizados cortes de 3 pm em um
micrétomo e submetidos a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) conforme
Luna, 1968. As laminas foram montadas com balsamo, e foram observadas e
fotografadas em microscépio éptico da marca Honyu modelo N-204 na objetiva
de 100x para observar possiveis alteragcdes morfoldgicas, tais como, presenca
de espinhos e perda de uma das camadas do tegumento.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais e do Citral

A caracterizacdo quimica dos compostos volateis presentes nos 0leos
essenciais de C. citratus (capim limé&o), C. wynterianus (citronela) e do citral se

encontram na tabela 2..
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TABELA 2 — Constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais de C.
citratus, C. wynterianus e no citral.

Area (%)
Compostos CL Citro. Citral IK cal IK tab
Mirceno 12,53 0 0 990 991

(2)-Ocimeno 0,32 0 0 1039 1040
Linalol 0,69 0,56 0 1097 1098

NI 0,24 - - 1145 0

NI 1,02 - - 1164 0
Neo-verbenol 1,42 0 0 1181 1182
Citronelol 0,28 13,69 0 1230 1228
Neral 32,65 0,77 38,65 1239 1240
Geraniol 2,38 18,57 0 1257 1255
Geranial 47,44 1,1 61,35 1269 1270
Undecan-2-ona 0,46 0 0 1291 1290

NI 0,32 - - 1491 0

NI 0,24 - - 2733 0
Limoneno 0 1,87 0 1026 1031
Isopulegol 0 0,58 0 1143 1146
Citronelal 0 29,12 0 1156 1153
Neral 0 0,77 38,65 1239 1240
Geraniol 0 18,57 0 1257 1255
Geranial 0 11 61,35 1269 1270
Acetato de citronela 0 3,09 0 1352 1354
Eugenol 0 0,38 0 1355 1356
Acetato de geranila 0 4,14 0 1382 1383
B-elemeno 0 0,58 0 1387 1391
D-germacreno 0 1,46 0 1476 1480
Valenceno 0 0,1 0 1489 1491
A-muuroleno 0 0,23 0 1495 1499
Germacreno-A 0 0,8 0 1498 1503
y-cadineno 0 0,16 0 1508 1513
o-cadineno 0 1,37 0 1519 1524
Elemol 0 4,71 0 1546 1549
Germacren-4-ol 0 4,31 0 1570 1574
10-epi-y-eudesmol 0 0,97 0 1626 1619
o-cadinol 0 2,65 0 1638 1645
Hinesol 0 0,62 0 1642 1638
B-Eudesmol 0 0,61 0 1645 1649
a-Cadinol 0 4,63 0 1652 1653
Bunesol 0 2,35 0 1665 1666
(E, E)-Farnesol 0 0,41 0 1717 1722
(E, Z2)-Farnesol 0 0,11 0 1738 1742

Legenda: CL (Capim liméo); Citro (Citronela); IK (Indice de Kovats); Cal (Calculado); Tab
(Tabelado); NI (N&o Identificado).
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A Tabela 3 compara os componentes majoritarios encontrados neste

estudo com o de outros autores.

TABELA 3 — Comparacéo da caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais C.
citratus (citronela) e C. wynterianus (capim-lim&o) com outros estudos.

) _ _ Oleo essencial C.
Oleo essencial C. citratus

wynterianus
Citronelal Geraniol Geranial Neral

Neste estudo 29,12% 18,57% 47,44% 32,65%
Lorenzo et al., (2000) 36,1% 19,9% - -
Simic et al., (2008) 27% 22,78% - -
Deletra et al., (2015) 34,7% 22,5% - -

Guimarées et al., (2008) - - 37,42% 31,89%

Sonker et al., (2014) - - 52,9% 39,38%

Analisando o 6leo essencial de capim-limdo foram identificados nove
compostos, sendo os majoritarios o geranial (47,44%) e o neral (32,65%). A
quantidade presente de citral no 6leo essencial de capim lim&o corrobora com
o valor encontrado por Paranagama (1991) no Sri Lankan com um teor maior
que 70%, e também com Guimaraes et al. (2008) que encontraram 31,89% de
neral e 37,42% de geranial no C. citratus do municipio de ljaci-MG. Enquanto
Sonker et al. (2014) encontraram uma quantidade maior de geranial (52,9%) e
neral (39,38%) neste mesmo Oleo, porém do norte-leste de Uttar Pradesh.
Estes estudos mostram que o componente majoritario do capim-liméo é o citral.
Na caracterizacdo quimica do citral, ele apresentou 61,35% de geranial e
38,65% de neral.

Na analise do Oleo essencial citronela os componentes majoritarios
foram citronelal (29,12%) e geraniol (18,57%), no estudo realizado por Lorenzo
et al., (2000) neste mesmo 0leo, porém oriundo do Rio Grande do Sul foram

encontrados 36,1% de citronelal e 19,9% de geraniol.
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Enquanto Simic et al. (2008) observaram que os compostos majoritarios
do 6leo de capim citronela, obtido em Belgrado, foram citronelal (27%) e trans-
geraniol (22,78%), e Deletre et al. (2015) observaram que os majoritarios do
Oleo essencial desta planta obtida em Nactis (Franca) foram também citronelal
(34,7%) e o geraniol (22,5%). Vale salientar que a variacdo tanto na
composicado quimica quanto nos teores dos compostos presentes nos 6leos
essenciais de plantas da mesma espécie pode ocorrer em funcdo da
diversidade genética, idade, luminosidade, temperatura, época e também
horéario da coleta (ORTIZ; MARRERO; NAVARRO, 2002; MORAIS, 2009).

4.2 Atividade dos Oleos Essenciais e do Citral sobre a Motilidade da F.
hepatica

Nessa etapa do trabalho foi avaliada a atividade de cada 6leo essencial,
e do componente majoritario citral sobre a motilidade de F. hepatica. A tabela 4
mostra que a partir de 12 h, o capim-liméo e o citral a 0,025 % (m v'}), tiveram
os 8 exemplares sem motilidade, enquanto a citronela permaneceu com
apenas 4 exemplares sem motilidade. Este mesmo resultado continuou apos
15h de analise nesta mesma concentracdo, o que mostra uma melhor acédo do

capim-imdo e do citral quando comparado com a citronela.
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TABELA 4 — Analise do 6leo essencial capim-limdo e seu majoritario citral e do 6leo essencial citronela nas concentracées de
0,025% (m v''); 0,05% (m v'') e 0,1% (m v'') sobre a motilidade da F. hepatica.

Capim-liméao Citral Citronela Controle (-)
Tempo Critérios 0,025 0,052 0,12 0,025 0,052 0,12 0,0252 0,052 0,12
MO 0* T* 8* 0* 7* 8* 1* 1* 3* 0*
3h M1 1* 1* 0* 0* 1* 0* 1* 1* 4* 1*
M2 T* 0* 0* 8* 0* 0* 2* 0* 0* 2*
M3 0* 0* 0* 0* 0* 0* 4* 6* 1* 5*
MO 8* 8* 8* 8* 8* 8* 4* 6* 8* 0*
12 h M1 0* 0* 0* 0* 0* 0* 4* 3* 0* 2*
M2 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 4*
M3 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 2*
MO 8* 8* 8* 8* 8* 8* 4* 8* 8* 0*
15h M1 0* 0* 0* 0* 0* 0* 4* 0* 0* 3*
M2 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 4*
M3 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 1*

concentracdlo em % (m Vv'). *Quantidade de exemplares enquadrada no critério analisado.
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A tabela 4, demonstra que a partir das 3 horas na concentracdo de
0,05% (m v'), 7 exemplares ficaram sem motilidade para o capim-liméo e o
citral, enquanto na citronela apenas 1 exemplar permaneceu sem motilidade e
apenas uma parte do corpo com movimento e 6 exemplares ficaram com toda
a parte do corpo com movimento. A partir de 12 horas todas as amostras
ficaram sem motilidade no capim-limao e citral, e na citronela 5. A partir de 15
horas todos ficaram sem motilidade, com excegao do grupo controle.
Novamente o capim-limao juntamente com o citral tiveram sua ac¢éo sobre a F.
hepatica apds as 3 h quando comparado com a citronela.

Os dados apresentados na Tabela 4 na concentracéo de 0,1% (m v') na
primeira hora todos os exemplares ficaram sem motilidade no capim-liméao e
citral, enquanto na citronela 3 apresentaram sem motilidade, a partir das 12 e
15 horas todos os exemplares ficaram sem motilidade nos 6leos e no citral,
sendo que no controle nenhum ficou sem motilidade.

Na andlise estatistica foi observado que o valor de P foi menor que 5%
mostrando que houve diferenca estatistica nas 3, 12 e 15 horas entre o capim-
limdo e seu majoritério citral, citronela e o controle negativo, além disso o
Coeficiente de Contingéncia Ajustado (CCA) mostrou-se acima de 0,7 o que
mostra uma alta associacdo dos dados analisados de acordo com Barbetta
(2001).

A Tabela 5 apresenta o porcentual da motilidade relativa que os
exemplares mostraram a cada hora na concentracdo testada com base nas
equagles 1 e 2 citadas na metodologia, conforme proposta por Kiuchi et al.,
(1987). Analisando esta tabela, observa-se que na concentragcéo de 0,025% (m
v') apés as 12 h ndo houve motilidade dos exemplares no 6leo essencial
capim-lim&do, o mesmo se repetiu para as concentracdes de 0,05% (m v’) e
0,1% (m v''), este mesmo resultado se repetiu com o citral.

Para a andlise do Oleo essencial de citronela a auséncia da motilidade
foi observada apenas nas concentracdes de 0,05 e 0,1% (m v') nas 15 h de
analise. Um fato importante a ser considerado, € que na citronela a 0,025% (m
v'') ap6s as 12 h, 25% das amostras apresentaram motilidade e ap6s as 15 h a
motilidade aumentou, acredita-se que a F. hepatica poupe sua motilidade em
determinado tempo, talvez para garantir a sua sobrevivéncia por um tempo

maior.
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TABELA 5 - Andlise da motilidade (%) da F. hepatica em cada hora analisada
em relagdo a concentracao.

Concentragéo
Oleo essencial  Tempo (h) 0,025% (m v™') 0,05%(m v 0,1%(m v?)
3 75% 4,80% 0%
Capim-limao 12 0% 0% 0%
15 0% 0% 0%
3 80% 5% 0%
Citral 12 0% 0% 0%
15 0% 0% 0%
3 85% 95% 35%
Citronela 12 25% 18,75% 0%
15 28,50% 0% 0%

Pela andlise da motilidade observa-se que o 6leo que mais se destacou
foi o capim-limao juntamente com o0 seu majoritario citral, observa-se que os
valores da motilidade destes ficaram proximos, o que confirma que a acdo do
capim-liméo sobre a motilidade da F. hepatica foi devido a presenca do citral.

Estudos disponiveis na literatura sobre a utilizagdo de testes com o 6leo
essencial C. citratus (capim-limao) ainda sdo escassos, porém, no estudo feito
por Sunita et al. (2014) avaliando a variacdo sazonal da toxicidade do citral
(Sigma) sobre esporocisto, rédia e a larva cercéria de F. gigantica, foi visto que
fatores como, alta temperatura, pH, diéxido de carbono livre e baixo oxigénio
dissolvido, foram importantes para alterar a toxicidade do citral nos meses de
2011-2012, foi visto que quando a temperatura da agua foi maior, como no
verao, a toxicidade do citral aumentou, e no inverno diminuiu, mostrando que o
citral em altas temperaturas foi mais soluvel causando uma mortalidade maior
das larvas cercarias. Assim, foi observado que fatores abidticos alteram a
toxicidade in vitro e in vivo do citral.

Existem alguns estudos feitos com o Oleo essencial capim-limao sobre
protozoarios como a Leishmania spp. (MACHADO et al., 2012), Trypanossoma
brucei e Plasmodium falciparum (KPOVIESSI et al. 2014), além de
Haemonchus contortus in vitro e in vivo (MACEDO et al., 2015).

Com o Oleo essencial de citronela, foram encontrados apenas testes
envolvendo Rhipicephalus microplus (MELLO et al., 2014), Dermacentor
reticulatus (STEFANIDESOVA et al., 2017), e o estudo de Rodrigues et al.
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(2013) sobre atividade moluscicida (Biomphalaria glabrata) e larvicida (Artemia

salina).

4.3 Avaliacao histolégica

A andlise histologica foi realizada ap6s as 15 h de andlise, a Tabela 6
mostra a comparacédo dos resultados da histologia obtidos apds este tempo de
analise comparando com a motilidade obtida também neste mesmo tempo.

TABELA 6 — Comparacdo da motilidade da F. hepatica apdés as 15 h com a
andlise histoldgica.

Capim-liméo Citral Citronela C-

T C 0025 005° 01° 0025° 005° o012 0025 005 01

MO 8* 8* 8* 8* 8* 8* 4* 8* 8 0O

15h M1 0* o* 0* 0* 0* o* 4* o* o* 3*
M2 0* o* o* o* o* 0* 0* 0* 0* 4*

M3 0* o* 0* 0* 0* 0* 0* 0* o* 1*

AC El

AH ACT ACT ACT TE ACT ACT El ACT "5 |\/||T
T = tempo; AH = Analise histolégica. C- = Controle negativo. *Quantidade de

exemplares enquadradas no critério utilizado. ® = concentragcdo em % (m v™'). ACT =
Auséncia de uma das camadas do tegumento. TE = Tegumento com espinhos. El =
Espinhos internalizados. EIMTI = Espinhos integros, multifocais e em moderada
guantidade, tegumento integro.

Interpretando a Tabela 6 e comparando com as laminas obtidas, observa-se que na
analise da lamina do controle negativo na por¢cado A (Figura 5 A), B e C os espinhos
apresentaram-se integros, multifocais e em moderada quantidade e com preservacao
do tegumento. No controle positivo na parte A (Figura 5 B) e B o0s espinhos
apresentaram-se multifocais em moderada quantidade e internalizados, e na porgéo C
0s espinhos apresentaram-se multifocais e discretos. Observa-se que no controle

positivo, o tegumento estava presente, de acordo com o estudo in vivo de Tonner et al.
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(2011) o tegumento comeca a sofrer alteracdes utilizando o triclabendazole (TCBZ)
entre 48 e 72 horas.

Um aspecto importante a ser considerado é que, o 6leo essencial de capim-liméo
em todas concentracées (Figura 5 - C, D e E), citral 0,05% (m v™*) (Figura 6 — D) e 0,1%
(m v') (Figura 6 — E), e o 6leo essencial de citronela nas concentra¢des 0,05% (m v™)
(Figura 7 - D) e 0,1% (m v*') (Figura 7 — E) apresentaram auséncia de uma das
camadas do tegumento apds as 15 h de andlise, mostrando assim que este tegumento
foi perdido antes de 48 h, no estudo feito por Toner et al. (2011) foi relatado que o
TCBZ comeca a fazer acao sobre o tegumento entre 48 e 72 h 0 que nos sugere que
este Oleos citados e o citral apresentaram agdo superior ao TCBZ, apesar de ser um
teste in vitro.

Figura 5 — Andlise histoldgica de adultos de Fasciola hepatica no aumento de

— r X X Vst Wl F T TR =
\ « s . 3

Capim-im&o 0,1% (mv-1) | g

40X mantidas in vitro por 15h com o controle (-) (A), controle positivo (B), 6leo
essencial de capim-limdo nas concentracdes de 0,025; 0,05 e 0,1 % (m v''). A
figura A mostra o tegumento com espinhos integros (setas). A figura B mostra o
tegumento com espinhos internalizados (setas). Nas figuras C, D e E mostra o
tegumento com auséncia de espinhos (setas).
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Figura 6 - Analise histoldgica de adultos de Fasciola hepatica no aumento de
40X mantidas in vitro por 15h com o controle (-) (A), controle positivo (B),
componente majoritario citral nas concentracdes de 0,025; 0,05 e 0,1 % (m v'Y).
A figura A mostra o tegumento com espinhos integros (setas). A figura B
mostra o tegumento com espinhos internalizados (setas). A figura C mostra o
tegumento com espinhos (setas), e a D e E mostra o tegumento com auséncia
de espinhos (setas).



Citronela 0,025% (m!

Figura 7 - Andlise histolégica no aumento de 40X de adultos de Fasciola
hepatica mantidas in vitro por 15h com o controle (-) (A), controle positivo (B),
6leo essencial de citronela nas concentracées de 0,025; 0,05 e 0,1 % (m v''). A
figura A mostra o tegumento com espinhos integros (setas). A figura B mostra o
tegumento com auséncia de espinhos (setas). A figura C mostra o tegumento
com espinhos (setas), e a D e E mostra o tegumento com auséncia de
espinhos (setas).

Além disso, estes 0Oleos e o citral também apresentaram diferencas
(espinho e tegumento) em relagdo ao controle negativo, comprovando mais
uma vez sua acao. Outro ponto importante € que o citral e o 6leo essencial de
citronela na concentracdo de 0,025% (m v') apresentaram espinhos

internalizados (Figura 7 — C) semelhante ao observado no controle positivo
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(Figura 7B).

Com base nos achados histolégicos observados, a perda do tegumento
e dos espinhos foram os aspectos que mais se destacaram nas acdes dos
agentes testados. O corpo da F. hepatica é recoberto por espinhos
direcionados no sentido posterior que tem a funcédo de auxiliar na manutencao
da posicdo do trematddeo, e possivelmente na sua nutricdo ao causar a lesdo
no epitélio e esta relacionado ainda a patogenicidade do parasito (BOWMAN,
2003; OLIVEIRA, 2008).

5. CONCLUSAO

O dleo essencial de capim-limao e seu majoritario (citral) interferiram na
motilidade da F. hepatica, em todas as concentracdes testadas, e mantiveram
este resultado desde o tempo inicial até o final da analise.

Enquanto o 6leo essencial de citronela a 0,1% (m v™) inibiu apenas a
motilidade da F. hepatica apés 12 h de andlise, o Oleo essencial de capim-
liméo e o citral nas concentracbes mais altas promoveram ainda a perda de
uma das partes do tegumento.

Embora o 6leo essencial de capim-limdo e seu constituinte majoritario
(citral) tenham apresentado melhor eficiéncia no controle de F. hepatica, novos
estudos devem ser realizados para comprovar a acgéo in vivo destes produtos

naturais.
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