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RESUMO

A estrongiloidiase € uma doenca negligenciada com prevaléncia subestimada ocasionada
principalmente pela espécie Strongyloides stercoralis, geralmente é assintomatica, mas
potencialmente fatal em individuos imunocomprometidos. Trata-se de uma infecgéo de dificil
diagndstico devido a eliminacdo de larvas discreta e irregular, e com alto impacto em saude
publica. Dentre os medicamentos disponiveis para o tratamento da estrongiloidiase, estdo o
albendazol e ivermectina, mas devido aos efeitos colaterais e o desenvolvimento da
resisténcia, tem-se buscado novas alternativas terapéuticas para o controle do género
Strongyloides sp. Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o potencial anti-helmintico
do extrato etandlico, fracdo acetato de etila, fracdo aquosa e Oleo essencial rico em alfa
bisabolol de Siparuna guianensis bem como do alfa bisabolol isolado no controle de S.
venezuelensis. Realizou-se Testes de Eclosdo de Ovos (TEO) e Testes de Motilidade Larval
(TML) inicialmente com o extrato etanolico, 6leo essencial e alfa bisabolol isolado nas
concentracdes de 0,2 a 1,0 mg/mL e, por fim, foram testadas as fracbes acetato de etila e
aquosa fracionadas do extrato etanolico nas concentragbes de 0,05 a 0,8 mg/mL. Foram
utilizados como controles positivos o albendazol no TEO e a ivermectina no TML e, como
controles, &gua filtrada e DMSO 1%. Foram utilizadas fezes frescas de gerbilos para
realizacdo do TEO e cultura de fezes em vermiculita para 0 TML. Foi incubado 50 pL dos
compostos testados com ovos ou larvas contendo aproximadamente 50 espécimes em tubos
eppendorfs para 0 TEO e TML. Os testes foram feitos em duplicata com réplica, e apds
incubacdo a 28°C por 48 horas realizou-se a contagem dos espécimes no TEO, e no TML, as
contagens foram realizadas em intervalos de 24, 48 e 72 horas. As contagens nos dois testes
foram realizadas em microscopia Optica. Todas as substancias testadas apresentaram atividade
ovicida equivalente ao controle positivo e, provocaram alteragdes na morfologia dos ovos.
Apenas as fracOes acetato de etila e aquosa apresentaram efeito concentracdo dependente nos
ensaios com ovos. No TML, ndo houve relagdo tempo dependente, apenas o extrato etandlico
e a fracdo aquosa de S. guianensis apresentou eficiéncia equivalente ao controle positivo.
Com excecdo do alfa bisabolol isolado, os demais compostos apresentaram efeito
concentracdo dependente no TML. A maior concentracdo do extrato etandlico provocou
alteragBes na cuticula das larvas analisadas. Os testes fitoquimicos do extrato etandlico
mostraram a presenca de compostos fenolicos, taninos e flavonoides. Infere-se a partir dos
resultados que existe sinergismo entre os constituintes quimicos dos diferentes compostos
analisados no TEO e TML e, que a presenca de taninos e flavonoides no extrato etandlico e
em suas fragdes influenciou na atividade ovicida e larvicida observada. Conclui-se que S.
guianensis apresentou in vitro potencialidade antiparasitaria principalmente do extrato
etandlico e suas fracdes nas diferentes formas de S. venezuelensis.

PALAVRAS-CHAVE: Siparuna guianensis; alfa bisabolol; estrongiloidiase; anti-
helmintico.



ABSTRACT

The strongyloidiasis is a neglected disease with prevalence underestimated, is caused mainly
by the Strongyloides stercoralis species, is usually asymptomatic but potentially fatal in
immunocompromised individuals. It is an infection difficult to diagnose due to low and
irregular elimination of larvae, and with a high impact on public health. Among the drugs
available for the treatment of strongyloidiasis are albendazole and ivermectin, but due to the
side effects and the development of resistance has sought new therapeutic alternatives for the
control of the genus Strongyloides sp are being studied. In this context, the objective of this
study was to evaluate the anthelmintic potential of the ethanolic extract, ethyl acetate fraction,
aqueous fraction, and essential oil rich in alpha bisabolol of S. guianensis as well as of the
alpha bisabolol isolated in the control of S. venezuelensis. We carried out the Eggs Hatching
Tests (EHT) and Larval Motility Tests (LMT) initially with ethanolic extract, essential oil and
alpha bisabolol isolated at concentrations of 0.2 to 1.0 mg/mL, and finally fractionated ethyl
acetate and aqueous fractions of ethanolic extract at concentrations of 0.05 to 0.8 mg/mL were
tested. We used as positive controls, albendazole in EHT and ivermectin in LMT and as
negative controls, filtered water and DMSO 1%. Fresh feces of gerbils were used to perform
the EHT and stool culture in vermiculite for LMT. Was incubated with 50uL of tested
compounds with eggs or larvae containing approximately 50 specimens in eppendorf tubesfor
TEO and TML. The tests were performed in duplicate with the reply, and after incubation at
28 °C for 48 hours was performed counting the specimens in the EHT, and LMT, counts were
performed at intervals of 24, 48 and 72 hours. The counts in the two tests were perfomed
under optical microscopy. All the substances tested showed positive ovicidal activity
equivalent to the positive control, and caused changes in the morphology of eggs. Only ethyl
acetate and aqueous fractions showed a concentration-dependent effect in egg assays. In the
TML, there was no time dependent relationship, only the ethanolic extract and the aqueous
fraction of S. guianensis presented efficiency equivalent to the positive control. With the
exception of alpha bisabolol alone, the other compounds had a concentration-dependent effect
on TML. The higher concentration of the ethanolic extract caused changes in the cuticle of the
analyzed larvae. The phytochemical tests of the ethanolic extract showed the presence of
phenolic compounds, tannins and flavonoids. It is suggested from the results that there is
synergism between the chemical constituents of the different compounds analyzed in the TEO
and TML, and the presence of tannins and flavonoids in the ethanolic extract and its fractions
influenced the observed ovicidal and larvicidal activity. It is concluded that S. guianensis
showed in vitro antiparasitic potential mainly of the ethanolic extract and its fractions in the
different forms of S. venezuelensis.

KEYWORDS: Siparuna guianensis; alpha bisabolol; strongyloidiasis; anthelmintic.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da estrongiloidiase

A estrongiloidiase é ocasionada pelo nematédeo do género Strongyloides,
principalmente pela espécie Strongyloides stercoralis, ¢ uma doenca negligenciada com
prevaléncia ainda subestimada (ADEDAYO; GRELL; BELLOT, 2002; LAU CHONG;
SAMALVIDES CUBA; TERASHIMA IWASHITA, 2005, ANAMNART et al., 2010;
BONNE-ANNEE; HESS; ABRAHAM, 2011). Considerado um nematédeo cosmopolita, 0 S.
stercoralis € frequentemente encontrado em regides com condi¢bes sanitarias precarias,
especialmente areas de climas tropicais, subtropicais e, em alguns casos, regides temperadas
(ADELL, MARQUEZ, 2007; MILLER et al., 2014; MAKKER et al., 2015; RUANO et al.,
2015).

O género Strongyloides pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo
Nematoda, classe Secernentea, ordem Rhabdiasoidea, familia Strongyloididae (MELO, 2011),
apresenta 52 espécies descritas, das quais, S. stercoralis e S. fuelleborni, apresentam atencao
especial na pratica clinica pelo fato de serem capazes de infectar o homem (COSTA-CRUZ,
2011). Porém, ha casos excepcionais de infeccdo causada pelo S. stercoralis em outros
animais, como, cachorros, gatos e macacos (COSTA-CRUZ, 2011; GONCALVES et al.,
2007). S. fuelleborni geralmente parasita macacos, no entanto, casos esporadicos de infeccao
na populacdo africana e sudoeste asiatico ja foram registrados (OLSEN et al., 2009; COSTA-
CRUZ, 2011),

A estrongiloidiase geralmente é assintomatica em individuos imunocompetentes, mas
pode ocorrer hiperinfeccdo e invasdo sistémica do parasito em seu estdgio de larva em
individuos com desnutricdo protéico-caldrica, neoplasias, transplante renal, lupus eritematoso
sistémico, diabetes mellitus, presenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), tuberculose ou que recebam tratamento com drogas
imunossupressoras, podendo levar a 6bito (SIDDIQUI; BERK, 2001; LAM et al., 2006;
VAIYAVATJAMAI et al., 2008; REPETTO et al., 2010; ABDELRAHMAN et al., 2012).

Os principais fatores associados com a progressdao mundial da estrongiloidiase sdo a
falta de saneamento bésico, utilizagdo de agua contaminada somada a ma higienizacao, bem
como o déficit de conhecimento de individuos em situagdes de risco, 0 que acaba aumentando
a probabilidade de exposicdo ao helminto bem como a dificuldade de diagnosticar a doenca
precocemente (PUTHIYAKUNNON et al., 2014).
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A infeccdo ocasionada por S. stercoralis é considerada uma das mais dificeis de ser
diagnosticada e com alto impacto na salde publica, uma vez que o helminto pode néo
ocasionar sintomatologia aos individuos, ao mesmo tempo em que é capaz de manter a
proliferacdo das formas adultas no intestino do hospedeiro por autoinfeccdo interna (PAULA
et al., 2000; COSTA-CRUZ et al., 2003; CONCHA; HARRINGTON JR; ROGERS, 2005;
BOLLELA etal., 2013).

No mercado farmacéutico existem medicamentos disponiveis para o tratamento da
estrongiloidiase, no entanto, com o intuito de reduzir o uso extensivo de farmacos
sintetizados, novos compostos como as plantas com atividades anti-helminticas estdo
despertando o interesse de pesquisadores por se tornarem uma nova alternativa terapéutica no
controle de nematodeos intestinais (AKHTAR et al., 2000; CAMURCA-VASCONCELOS et
al., 2005).

1.2. Caracteristicas morfoldgicas S. stercoralis

S. stercoralis apresenta seis formas evolutivas durante o seu ciclo de vida, sendo elas,
a fémea partenogenética, fémea e macho de vida livre, larva rabditoide, larva filarioide, e ovo,
como representado na Figura 1 (REY, 2008; COSTA-CRUZ, 2011).

As fémeas partenogenéticas sdo maiores do que as formas de vida livre, medem de 1,7
a 2,5 mm de comprimento por 0,03 a 0,04 mm de largura, apresentam o corpo cilindrico,
filiforme, boca com trés labios, esdfago longo no seu terco anterior do tipo filarioide,
extremidade anterior arredondada e posterior afilada, cuticula fina, transparente, com leves
estriacdes e ndo apresentam receptaculo seminal (COSTA-CRUZ, 2011).

As fémeas de vida livre sdo menores do que as fémeas partenogenéticas, e maiores
gue os machos de vida livre, apresentando de 0,8 a 1,2 mm de comprimento por 0,05 a 0,07
mm de largura, boca com trés labios, es6fago do tipo rabditoide, extremidade anterior
arredondada e posterior afilada, aspecto fusiforme, cuticulas finas, transparentes, com
estriacOes, e receptaculo seminal, enquanto que os machos medem 0,7 mm de comprimento
por 0,4 mm de largura, extremidade anterior arredondada e posterior recurvada ventralmente,
boca com trés labios, esdfago tipo rabditoide, e dois espiculos que auxiliam na cépula
(KOZUBSKY; ARCHELLLI, 2004; COSTA-CRUZ, 2011).

As larvas rabditoides (L1) medem geralmente de 0,25 a 0,3 mm de comprimento por
0,015 mm de largura, tém esdfago do tipo rabditoide, apresentam cuticula fina e hialina,

vestibulo bucal curto, primdérdio genital evidente no terco posterior do corpo e cauda
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pontiaguda, ja as larvas filaridides (L3), medem de 0,35 a 0,50 mm de comprimento por 0,01
a 0,03 mm de largura, s&o mais finas do que as L1, tém es6fago mais longo, do tipo filarioide,
e apresentam cauda com aspecto entalhado (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; COSTA-
CRUZ, 2011).

Os ovos sdo elipticos, com paredes finas e transparentes, variando de 0,07 mm de
comprimento por 0,04 mm de largura quando gerados pelas fémeas de vida livre, e 0,05 mm
de comprimento por 0,03 mm de largura quando oriundos das fémeas partenogenéticas, dos
ovos embrionados saem as L1 que sdo eliminadas pelas fezes, raramente estes ovos sdo
visualizados nas fezes, exceto em casos de diarreia grave (ADELL; MARQUEZ, 2006; REY,
2008; COSTA-CRUZ, 2011).

Ovo embrionado

S T

Cauda

@ entalhada
FEémea FEémea de Macho de  Larva Larva

partenogenética vida livre vida livre rabditdide filaridide (L3}

bo -boca; es - esofago; esp - espiculo; pg- primardio genital; vb - vestibulo

FIGURA 1 - Caracteristicas morfologicas das seis formas evolutivas de S. stercoralis. Fonte: Adaptado de
Costa-Cruz (2011).

1.3. Epidemiologia

A estrongiloidiase apresenta importancia mundial, estimando-se que 30 a 100 milhdes
de pessoas possam estar infectadas por S. stercoralis (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004;
CONCHA; HARRINGTON JR; ROGERS, 2005; COSTA-CRUZ, 2011).

A distribuicdo global da estrongiloidiase acontece de forma heterogénea, podendo as
regibes serem classificadas de acordo com a prevaléncia apresentada, sendo a infeccéo
esporédica quando acomete até 1% da populacdo, endémica em 1 a 5% dos casos ou

hiperendémica quando a prevaléncia é superior a 5% (PIRES; DREYER, 1993).
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Em areas tropicais e subtropicais, a estrongiloidiase pode afetar de 10 a 40% da
populacdo chegando a 60% em regides que apresentam condicOes climaticas e sanitérias
favoraveis ao helminto, como demonstrado na Figura 2 (SCHAR et al., 2013a). Em paises do
Sul e Leste Europeu, Europa Central, ilhas do Caribe, Sudeste Asiatico, América Latina e
Africa Subsaariana, nota-se o aumento dessa prevaléncia (PUTHIYAKUNNON et al.,
2014).

A alta circulacdo de pessoas, especialmente imigrantes, refugiados ou viajantes
resultaram no aumento de casos observados nos paises desenvolvidos onde a doenga nao é
endémica (DOORN et al., 2007; MARCOS et al., 2011).

Estudo realizado por Schéar et al. (2013a) sobre a distribuicdo global da
estrongiloidiase entre os anos de 1989 a 2011, demonstraram que ha heterogenicidade
mundial da infeccdo com prevaléncia de 48,1% na Nigéria, seguida de 23,7% na Tailandia,
18,7% no Japdo, 15% na Australia, 6,6% na India e 2,7% nos Estados Unidos e, o Brasil
aparece com 13% dessa prevaléncia para o S. stercoralis, no entanto, segundo 0s autores esta
prevaléncia pode ter sido subestimada em funcdo da baixa sensibilidade das técnicas
utilizadas nos referidos estudos.

Paula e Costa-Cruz (2011) demonstraram que no Brasil, a prevaléncia foi de 5,5%
entre os anos de 1990 e 2009, caracterizando assim o pais como hiperendémico para a doenca.
Os estados brasileiros com maiores prevaléncias sdo: Minas Gerais, Amapa, Goias e
Rondénia (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Prevaléncia
Dados desconhecidos

[ ] <10%

[ 11-20%
B 21-30%
B 31-70%

FIGURA 2 - Distribuicdo mundial de Strongyloides stercoralis baseada em servigos de salde. Fonte
Adaptado de Schér et al. (2013a).
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1.4. Ciclo bioldgico S. stercoralis

O ciclo bioldgico de S. stercoralis € monoxénico, podendo ser direto (partenogenético)
ou indireto (vida livre), isto acontece devido a constituicdo genética da fémea partenogenética
presente no intestino do hospedeiro que € triploide (3n), origina trés tipos de ovos e
consequentemente trés tipos de larvas rabditoides, as triploides (3n), diploides (2n) e
haploides (1n), como visto na Figura 3 (COSTA-CRUZ, 2011).

No ciclo indireto, as larvas rabditoides 2n e 1n sdo eliminadas pelas fezes dos
hospedeiros, ao atingirem o solo sofrem quatro mudas transformando-se em fémeas e machos
de vida livre respectivamente que em condigdes favordveis de temperatura e umidade se
acasalam, gerando ovos 3n, que evoluem para larvas filarioides infectantes (L3) e, completam
o ciclo apds penetracdo na pele do homem (VADLAMUDI; CHI, KRISHINASWAMY,
2006; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; MAKKER et al., 2015).

O ciclo direto acontece ap0s as larvas rabditoides 3n evoluirem para L3 no solo ou na
pele da regido perianal do hospedeiro, estas completam o ciclo ap6s a penetracdo pela pele ou
mucosas dos individuos (COSTA-CRUZ, 2011; BONNE-ANNEE; HESS; ABRAHAM,
2011; GREAVES et al., 2013).

ApOGs a penetracdo pela pele ou mucosas, as larvas atingem a corrente sanguinea,
podendo migrar para cora¢do ou pulmdes e, quando chegam nestes dltimos, transformam-se
em L4, atravessam a arvore brbnquica, atingem a faringe podendo ser expectoradas ou
deglutidas, seguindo desta vez para o intestino delgado, onde se transformam em fémeas
partenogenéticas, as quais, alojam-se nas criptas de Lieberkihn e na por¢do superior do
jejuno, onde fazem a postura em média de 30 a 40 ovos por dia, 0s quais, atingem
rapidamente a maturidade para larvas rabditoides, estas migram para a luz intestinal e entdo
sdo eliminadas pelas fezes para iniciar novo ciclo (PIRES; DREYER, 1993; VIGG et al.,
2006; COSTA-CRUZ, 2011; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; GREAVES et al., 2013).

Habitos como caminhar descalgo, manter contato direto com solo durante a realizacéo
de alguma atividade, ou frequentar locais com condicdes precérias de saneamento basico

contribuem para o aumento da transmissdo de S. stercoralis (SCHAR, et al., 2013a).
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macho e fémea de vida
livrs

FIGURA 3 - Ciclo bioldgico do helminto S. stercoralis.
Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/strongyloides/biology.html

A transmissdo de S. stercoralis pode ocorrer a partir de trés formas distintas: a
heteroinfeccdo, autoinfeccdo interna e autoinfeccdo externa (CABRAL et al., 2015). A
penetracdo direta das formas L3 pela pele do hospedeiro, denominada de heteroinfeccéo, é a
principal forma de transmissdo, pode perdurar desde a infancia até a fase adulta dos
individuos sem manifestacbes de sintomas (CONCHA; HARRINGTON JR; ROGERS,
2005). Na autoinfeccdo interna, as larvas rabditoides presentes no intestino delgado se
transformam em L3 no intestino grosso e, em vez de seguirem para o limen e serem
eliminadas pelas fezes, penetram novamente na mucosa intestinal e, na autoinfeccéo externa,
as L3 penetram a pele perianal causando novamente a infeccdo (BENINCASA et al., 2007;
BRAZ et al., 2015).

1.5. Resposta imune

A resposta imune do hospedeiro ao S. stercoralis ndo é totalmente elucidada mas sabe-

se que envolve a resposta T dependente do tipo helper 2 (Th2) com producéo de interleucinas
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(IL), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, anticorpos 1IgG, IgA, IgE, bem como a acéo de
mastocitos, basofilos, eosinofilos e células B (PORTO et al., 2002; COSTA-CRUZ, 2011,
MARCOS et al., 2011; ROMERO-CABELLO et al., 2012).

Primariamente, ha recrutamento dos neutrofilos, macréfagos e, eosinofilos que agem
diretamente contra as larvas de S. stercoralis através da resposta imune inata (BONNE-
ANNEE; HESS; ABRAHAM, 2011; MAKKER et al., 2015). Os eosin6filos desempenham
um papel crucial para ativacdo da resposta imune adaptativa, aléem de fornecer citocinas
necessarias para producédo de IgM (MAKKER et al., 2015).

Especificamente na resposta imune adaptativa, destaca-se a agéo das citocinas IL-5
responsavel pela ativacdo dos eosindéfilos e inducéo da producgédo de IgA; a IL-4 por sua vez,
estimula a migracdo de eosinofilos para causarem a morte direcionada do parasito e, com o
auxilio da IL-13 estimula a producdo de IgE e IgG1l pelas células B; a IL-6 estimula
granuldcitos, células B bem como células T; e a IL-10 e 13 modulam negativamente a
ativagdo das células T helper 1 (Thl) (COSTA-CRUZ, 2011).

Os mecanismos T independentes sdo acionados, incluindo a acdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e IL-1 que contribuem para o aumento da secrecdo de muco ocasionado
pelas células caliciformes, a acdo das IL-12 e IL-18 que induzem a producgdo de interferon
gama (IFN-y) desencadeando ativagdo de células Thl, as quais, levam a inibi¢do ou
modulacdo da resposta Th2 (CONCHA; HARRINGTON JR; ROGERS, 2005; COSTA-
CRUZ, 2011).

O decréscimo da resposta protetora Th2, especialmente em individuos
imunocomprometidos pode provocar a exacerbacdo do ciclo de autoinfeccdo resultando
assim, manifestaces clinicas graves que podem culminar na morte destes (CONCHA,;
HARRINGTON JR; ROGERS, 2005).

1.6. Manifestacdes clinicas

A infeccdo no trato gastrointestinal causada pelo S. stercoralis em individuos
imunocompetentes tende a se desenvolver de forma cronica e assintomatica (COSTA-CRUZ
et al., 2003; SATOH et al., 2003; GONCALVES et al., 2007; CORRAL et al., 2015).
Geralmente, os sintomas séo leves e inespecificos como dor abdominal, vomitos, diarreia e,
eosinofilia, mas na forma disseminada podem ser graves e fatais (VIGG et al., 2006;
CATALAN et al., 2009; CABRAL et al., 2015; MAKKER et al., 2015).
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Os sintomas respiratorios como dispneia, tosse seca, sibilos e hemoptise podem ser
detectados (VIGG et al., 2006; GREAVES et al., 2013). Na fase aguda, pode haver reacgoes
cutaneas serpiginosas principalmente nos pés, conhecidas como “comichdes”, representadas
por prurido intenso e, na fase crénica, a migracao larval intradérmica pode afetar regides
perianais, regido das coxas ou abdémen desencadeando lesdes urticarifomes, migratorias,
conhecidas como sindrome da larva currens que pode perdurar por meses (ADELL,;
MARQUEZ, 2007; GREAVES et al., 2013; MAKKER et al., 2015).

As formas graves estdo diretamente associadas a presenca de outras condi¢bes que
causem alteragdes na resposta imune dos individuos gerando quadros de hiperinfeccdo ou
disseminacédo da doenca e, consequentemente pode resultar na morte do hospedeiro (PAULA
et al., 2000; ANAMNART et al., 2010; BOLLELA et al., 2013; CABRAL et al., 2015), como
por exemplo, individuos portadores do HIV ou virus linfotrépico de células T humana tipo 1
(HTLV-1), alcodlatras, transplantados, que facam uso de drogas imunossupressoras,
neoplésicas ou corticosteroides (PORTO et al., 2002; PUTHIYAKUNNON et al., 2014).

Na hiperinfec¢do, hd 0 aumento exacerbado da carga parasitaria que pode acometer o
trato gastrointestinal isoladamente ou migra para outros érgdos como os pulmdes, sendo entéo
detectada a insuficiéncia respiratoria, infiltrados pulmonares ou hemorragias alveolares
(PUTHIYAKUNNON et al., 2014). Na forma disseminada, as larvas migram para outros
6rgdos que nao fazem parte do seu ciclo habitual (PUTHIYAKUNNON et al., 2014). Tanto
larvas rabditoides quanto as filarioides podem migrar do intestino e invadir outros érgaos,
sendo detectadas em secrec¢des respiratorias ou outros fluidos organicos, o que tende a evoluir
para sepse e morte (ADELL; MARQUEZ, 2007; MARCOS et al., 2011; BOLLELA et al.,
2013).

1.7. Diagndstico

O diagnéstico da estrongiloidiase normalmente baseia-se na observacao de larvas nas
fezes, no entanto, na maioria das vezes é dificultado devido a baixa sensibilidade dos exames
parasitologicos quando se analisa somente uma amostra fecal podendo assim, apresentar
resultado falso negativos em 70% ou mais dos casos, devido a baixa carga parasitaria e
excrecdo larval irregular, a sensibilidade de diagnostico aumenta para 50%, com andlise de
trés amostras de fezes e é superior a 90%, se examinadas sete amostras de fezes (LIM et al.,
2004; LAU CHONG; SAMALVIDES CUBA; TERASHIMA IWASHITA, 2005; PAULA;
COSTA-CRUZ, 2011).



26

Os métodos de concentracdo como Baermann (1917) adaptado por Moraes (1948) e, o
de Rugai, Mattos e Brisola (1954), fundamentados no hidro e termotropismo das larvas sdo
realizados a partir da coleta de no minimo trés amostras de fezes em dias alternados
(KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; RIGO et al., 2008). A cultura em placa e agar
(ARAKAKI et al., 1988) e Harada-mori (1955) permitem a deteccdo de larvas vivas nas fezes
(SULTANA et al., 2013). O método de cultura em placa de agar baseia-se na visualizagdo de
rastros das larvas deixados na placa apés arrastarem bactérias sob o substrato, mas apesar de
ser mais sensivel do que os anteriores envolve maior custo (KOZUBSKY; ARCHELLLI,
2004).

Além dos métodos parasitologicos, as técnicas imunoldgicas e moleculares tém
auxiliado o diagnostico da estrongiloidiase (LEVENHAGEM; COSTA-CRUZ, 2014). Os
testes sorologicos sdo mais faceis de serem executados, a partir do sangue coletado e
processado dos individuos suspeitos se obtém as amostras de soros para deteccdo de
anticorpos 1gG, IgA, IgM ou IgE que reagem aos extratos ou fracBes proteicas antigénicas de
larvas infectantes e, apresentam como exemplos, a técnica de ensaio imunonzimatico
(ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e o immunoblotting (IB) (DOORN et al., 2007,
LEVENHAGEM; COSTA-CRUZ, 2014). A sensibilidade e especificidade das técnicas
dependem da preparacdo antigénica usada bem como a classe de anticorpos que é pesquisada
(OLSEN et al., 2009; VERWEL et al., 2009).

Os testes ELISA e IFI sdo considerados testes rapidos e, mais sensiveis do que
métodos de concentracdo e cultura, porém, na técnica ELISA é relatada maior sensibilidade e
menor especificidade o que pode acarretar em resultados de reatividade cruzada em areas
endémicas para outras helmintiases quando comparada a técnica de IFI, que por sua vez,
mostra maior especificidade (RIGO et al., 2008; BISOFFI et al., 2013; LEVENHAGEM,
COSTA-CRUZ, 2014). O immunoblotting apresenta alta sensibilidade e especificidade, mas
por requerer maior prazo para liberacdo dos resultados ndo € realizado na rotina dos
laboratdrios sendo indicado como teste confirmatério (RIGO et al., 2008).

Uma das dificuldades descritas para a realizacdo dos testes imunoldgicos é a obtencédo
de larvas infectantes de S. stercoralis, por isso, estudos demonstraram o uso das espécies S.
ratti e, S. venezuelensis como fontes de antigenos para realizacdo destes (COSTA-CRUZ et
al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; CORRAL et al., 2015).

A reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma técnica molecular que permite a
deteccdo do DNA do S. stercoralis em amostras fecais (SULTANA et al., 2013),
apresentando resultados promissores com especificidade de até 100% para o helminto quando
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comparada a outros métodos diagnosticos como o Baermann (VERWELJ et al., 2009). Na
pratica clinica o uso da técnica de PCR acaba sendo limitado por depender de equipamentos

caros, inviaveis diante dos poucos recursos normalmente existentes (SCHAR et al., 2013b).

1.8. Tratamento

Normalmente, para o tratamento da estrongiloidiase sdo prescritos farmacos como o
albendazol, tiabendazol, mebendazol ou ivermectina (VADLAMUDI; CHI;
KRISHNASWAMY, 2006).

O tiabendazol, pertencente a classe de benzimidazois é indicado na dose de
25mg/kg/12h durante dois ou trés dias, porém devido seus efeitos adversos, tais como
nauseas, prurido, cefaleia e sonoléncia tem sido substituido pelo albendazol na dosagem de
400mg/kg/12h durante trés dias (ADELL; MARQUEZ, 2007). O albendazol, por sua vez,
apesar de provocar menos efeitos adversos possui menor atividade nematicida (SATOU et al.,
2001).

Os benzimidazdis de maneira geral resultam em danos irreversiveis nas células
gastrointestinais do parasita, uma vez que se ligam de maneira seletiva a B-tubulina inibem
sua polimerizacdo nos microtibulos e a captacdo de glicose levando a morte e expulsdo do
mesmo do hospedeiro (CARRANZA-RODRIGUEZ et al., 2010). O tiabendazol atua sobre
fémeas partenogenéticas inibindo as vias metabdlicas do parasito e o albendazol age sobre as
diferentes formas larvais do género diminuindo a producéo de ATP essencial para sobrevida e
reproducdo do mesmo através da inibicdo da captacdo de glicose que associa-se a deplecédo de
glicogénio no organismo (BONA; BASSO, 2008). Ambas as drogas requerem maltiplas doses
para atingir eficicia terapéutica e acarretam em diversos efeitos colaterais aos individuos
(ADENUSI; OKE; ADENUSI, 2003).

A ivermectina, droga inicialmente de uso na medicina veterinaria é bastante efetiva e
segura no controle da estrongiloidiase em humanos, possui atividade antilarvéria e atua
imobilizando o parasito por meio da paralisia de sua musculatura, uma vez que ocasiona
aumento da permeabilidade da membrana celular e criacdo de canais neuromusculares de
cloro (AMATO NETO et al., 1997; TRACY; WEBSTER JR, 2005; CARRANZA-
RODRIGUEZ et al., 2010). Estudos demonstraram que a ivermectina ¢ usada como
tratamento de escolha na estrongiloidiase, visto que essa medicagdo leva a erradicacdo das
larvas do parasito, apresenta melhor tolerabilidade e eficacia quando comparada aos
benzimidazois (ADELL; MARQUEZ, 2007; BISOFFI et al., 2011). E recomendada em dose
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Unica de 200 pg/Kg por 1 ou 2 dias, por via oral (LUNA et al., 2007; COSTA-CRUZ, 2011).
Embora a ivermectina cause efeitos adversos em menor frequéncia, o sistema nervoso central
se torna o alvo primario destes (TRACY; WEBSTER JR, 2005; LUNA et al., 2007).

Amato Neto et al. (1997), demonstraram que ratos infectados experimentalmente com
S. venezuelensis e tratados com ivermectina por via oral, apresentaram redugdo significativa
nas formas larvarias e adultas. Em estudo realizado por Adenusi, Oke e Adenusi (2003),
individuos diagnosticados com estrongiloidiase sem complicacbes receberam tratamentos
com ivermectina em dose Unica e tiabendazol em trés dias, foi demonstrado que os pacientes
tratados com ivermectina apresentaram reducédo significativa da infeccdo e efeitos colaterais
menos acentuados quando comparados aos tratados com tiabendazol, evidenciando vantagens
do uso da ivermectina em relacdo ao outro farmaco.

Souza, Teixeira e Soares (2014) demonstraram que paciente com HTLV-1 e quadro de
hiperinfeccdo apresentou resisténcia ao albendazol ap6s administracdo de dois esquemas
terapéuticos consecutivos, sendo entdo este substituido pela ivermectina em dose Unica, a qual
foi responsavel pela erradicacéo total do parasito constatada em um ano de acompanhamento.

Pacientes com a forma disseminada da estrongiloidiase frequentemente apresentam
lesdo na mucosa intestinal e, consequentemente, ha uma reducdo na absorcdo dos anti-
helminticos (LUNA et al., 2007), diminuindo a biodisponibilidade das drogas administradas
por via oral e, consequentemente, levando ao fracasso terapéutico (MANRIQUE-
RODRIGUEZ et al., 2016).

Salluh et al. (2005) demonstraram o caso de paciente imunodeprimido que
desenvolveu a forma disseminada da estrongiloidiase, quando tratado com formulacéo
veterinaria da ivermectina por via subcutanea associada a administracdo via sonda nasoenteral
apresentou uma melhora no quadro clinico sem observacdo de reacdes adversas. Moura et al.
(2012) demonstraram falha da administracdo da ivermectina associada ao albendazol,
administrados por sonda nasogastrica em paciente imunodeprimido que estava em suporte de
ventilagdo mecanica sendo observado que ap0s substituidos pela ivermectina administrada via
subcutanea houve melhora do quadro do paciente e alta apds 10 dias.

Donadello et al. (2013) também evidenciaram o tratamento da forma disseminada da
estrongiloidiase em paciente que fazia uso de terapia imunossupressora com quadro de
gastroparesia que recebeu administracdo da ivermectina subcutanea e, doze dias apés a terapia
houve eliminacéo total das larvas, no entanto, um més apds, o paciente acabou evoluindo para
Obito por choque séptico. Apesar da formulacdo de ivermectina veterinaria ter demonstrado

boas perspectivas no tratamento de humanos quando aplicada por via parenteral em quadros
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graves da doenga, ressalta-se a necessidade de se realizar mais estudos clinicos que
confirmem os resultados preliminares com o objetivo de obter a liberagdo do uso de anti-
helminticos por vias alternativas uma vez que os esquemas tradicionais sdo insuficientes nas
formas graves da doenca (LUNA et al., 2007; DONADELLO et al., 2013).

Ainda, estudos demonstraram que S. stercoralis apresenta resisténcia aos farmacos
sintéticos disponiveis atualmente para o tratamento da estrongiloidiase, neste contexto,
ressalta-se a necessidade de se buscar novas alternativas terapéuticas (GROVE, 1996;
MARTIN DEL BARCO et al., 2009). O desenvolvimento da resisténcia aos farmacos esta
associado com o uso indiscriminado destes, fazendo com que um estirpe de parasitos
desenvolva a capacidade de tolerar doses consideradas letais (GEERTS; GRYSEELS, 2001).

Por se tratarem de medicamentos utilizados no controle de diversos helmintos,
amplamente utilizados na medicina veterinaria, o albendazol e a ivermectina tem sido alvos
de estudos como o de Souza et al. (2008) que avaliaram a resisténcia anti-helmintica de
bovinos de 39 propriedades rurais do estado de Santa Catarina tratados com ivermectina,
fosfato de levamisol e, sulfoxido de albendazol demonstrando resisténcia dos helmintos a
ivermectina em 82,1% das propriedades analisadas. Outro estudo, realizado com animais da
Europa também tratados com ivermectina demonstrou resisténcia do rebanho ao uso do
medicamento quando comparada ao albendazol e, os autores sugeriram que a resisténcia
apresentada pelos animais possa estar envolvida com o uso indiscriminado do farmaco na
veterinaria (DEMELER et al., 2009).

A busca por novas moléculas e compostos capazes de combater ou controlar parasitos
e outros agentes causadores de doencas levou a criacdo de diversos medicamentos cada vez
mais potentes para uso na medicina humana e veterinaria, no entanto, a aplicabilidade de
muitos destes tornou-se comprometida devido aos custos altos, efeitos adversos e aquisicao da
resisténcia pelos patdgenos aos agentes terapéuticos (CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2005), fazendo-se necessaria a promocao de novas pesquisas que visem o desenvolvimento de
medicamentos de baixo custo, menor toxicidade e, maior eficacia para o tratamento da

estrongiloidiase.
1.9. Modelos experimentais para estudo da estrongiloidiase
As espécies de S. venezuelensis e S. ratti comuns em roedores, bem como S. cebus,

parasita de macacos sdo utilizados como modelos experimentais para estudos da

estrongiloidiase permitindo aos pesquisadores a elucidacdo de mecanismos moleculares
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envolvidos na doenga bem como a exploracdo da interacdo parasito-hospedeiro, além de
possibilitar a ampliacdo ou criagdo de técnicas de diagnosticas, testes farmacoldgicos para
potencializacdo das opg¢des de tratamento, entre outros (CONWAY et al., 1994; MACHADO
etal., 2001; COSTA-CRUZ, 2011).

O S. venezuelensis pode seguir dois ciclos distintos, o parasitario (homogénico) ou o
de vida livre (heterogbnico), de acordo com a Figura 4 (BAEK; ISLAM; KIM, 1998). Em
roedores desencadeia o ciclo pulmonar de forma semelhante ao provocado pelo S. stercoralis
nos humanos (BRAGA et al.,, 2011). As larvas L3 penetram na pele dos hospedeiros
(roedores), sofrem mudas durante o trajeto no organismo, evoluem para fémeas adultas no
intestino delgado, onde postam ovos por partenogénese e, posteriormente estes sao eliminados
junto as fezes no meio ambiente podendo seguir o ciclo homogénico, no qual, os ovos
evoluem para L3, ou o ciclo heterogdnico com evolucdo para fémeas e machos de vida livre,
sendo este Gltimo menos frequente no desenvolvimento da espécie S. venezuelensis, diferente
do que acontece com o S. ratti (HINO et al., 2014).

Quando comparado ao ciclo bioldgico do S. ratti, 0 S. venezuelensis apresenta maior
similaridade ao de S. stercoralis mas tem duas particularidades apds penetracdo das larvas
pela pele do animal, sendo a primeira, a rota das larvas que no caso do S. venezuelensis
migram por musculos e tecidos subcutaneos até atingirem os pulmdes, seguirem pela traqueia,
esdfago, estdbmago e depois chegarem a mucosa do intestino delgado, e a segunda,
corresponde a eliminacao do helminto que ocorre entre 12 a 14 dias ap6s a infecgdo, ainda na
fase aguda, ndo desencadeando a fase cronica (SATO; TOMA 1990; TAKAMURE, 1995).
Além disso, o S. venezuelensis permite a visualizagdo de mais formas larvais no intestino
delgado bem como maior eliminacdo de ovos pelas fezes dos hospedeiros do que a espécie S.
ratti (SATO; TOMA, 1990).
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FIGURA 4 - Ciclo bioldgico S. venezuelensis. Fonte: Adaptado de Hino et al. (2014).

A espécie S. venezuelensis apresenta um ciclo bioldgico de facil manutencdo, o que
permite que seja mantido em pequenos biotérios sendo capaz também de eliminar grande
namero de larvas filarioides em um curto periodo, o que contribui para o tornar modelo de
preferéncia de pesquisadores, somado a isso, por se tratar de uma espécie especifica de
roedores, 0 mesmo diminui o risco de contaminagdo dos seus manuseadores (RIGO et al.,
2008).

Uma das alternativas de aplicacdo desta espécie é para o fornecimento de extratos
alcalinos de larvas filarioides usados como antigenos heterélogos para realizacdo de ensaios
que contribuem para o diagnoéstico da estrongiloidiase (MACHADO et al., 2003). No caso de
pesquisas envolvendo alternativas terapéuticas para a doenca principalmente de produtos
naturais, o S. venezuelensis foi escolhido como modelo experimental no trabalho de Bastos
(2011) que testou in vitro compostos naturais sobre as fémeas partenogenéticas da espécie.
Em outro estudo, larvas de terceiro estagio de S. venezuelensis e S. ratti foram usadas para

avaliacdo in vitro do potencial nematicida de alcaloides isoquinolinicos da planta Macleaya
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cordata (SATOU et al., 2002). Ressalva-se, que sdo escassos 0s estudos sobre 0 uso destes
modelos experimentais em testes in vitro ou in vivo com produtos naturais para o tratamento

da estrongiloidiase.

1.10. Validagéo de plantas medicinais com atividades biologicas

A cultura de utilizacdo de plantas medicinais € milenar, considerada uma das mais
antigas formas de pratica medicinal foi por muito tempo agregada somente a populagéo
indigena mas ganhou a atengdo de outras populacgdes, principalmente residentes de paises em
desenvolvimento que ndo contam com servigos de saude eficientes e acabam por utilizar tais
plantas para solucionar seus agravos de saude (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005;
AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO,2007; RODRIGUES; AMARAL, 2012). Em geral,
estas plantas sdo usadas em forma de chas caseiros, extratos brutos ou fracionados, bem como
através de preparacGes farmacoldgicas conhecidas como fitoterapicos (RATES, 2001).

Estudo realizado no Paquistdo documentou o uso de plantas medicinais por uma
comunidade indigena, registrando 106 espécies, das quais a comunidade geralmente extraiu as
folhas e frutos para as aplicacGes terapéuticas e, pelo menos 44 das espécies identificadas
foram usadas para desordens gastrointestinais, preparadas a partir da mistura com outros
compostos como agua, leite, 6leo de mostarda, suco, chd ou manteiga e, administradas por via
oral em 77% dos casos (AKHTAR et al., 2013).

Biswas et al. (2011) entrevistaram habitantes de dois vilarejos de Bangladesh,
identificaram 51 espécies de plantas na comunidade, destas, as folhas foram as principais
partes utilizadas (43%), preparadas em forma de sucos ou cozidas e, administradas por via
oral, ou transformadas em pos e pastas para aplicac@es topicas.

Na Calabria, sul da Italia, Passalacqua, Garrera e Fine (2007) entrevistaram mais de
100 residentes da regido a fim de identificar as principais espécies de plantas usadas na
medicina popular e, encontraram 104 espécies com diversas finalidades terapéuticas, como
por exemplo, anti-inflamatorias, antibioticas, anti-reumaticas, vermifugas, para dores de
cabeca e queimaduras, usadas geralmente em formas de infusdo, decoccdo e, em alguns casos
associadas a rituais espirituais.

No Brasil, as plantas intituladas medicinais séo utilizadas na maioria das vezes em
forma de preparacdes comercializadas de maneira aleatoria, seja em mercados tradicionais ou
feiras livres e, as informacOes terapéuticas sobre as mesmas sdo dissipadas por usuarios ou

comerciantes mesmo sem confirmacdes cientificas, o que pode decorrer em problemas de
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salde publica, visto a possibilidade de toxicidade das mesmas quando utilizadas de forma
incorreta (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

Apesar das plantas serem utilizadas no controle das doencas humanas ou animais,
durante séculos reportadas para diversos fins terapéuticos, 0os conhecimentos sobre a
utilizacdo sdo empiricos fazendo-se necessarios estudos cientificos para validacdo e uso
correto de suas propriedades (AKHTAR et al.,, 2000; BASTOS, 2011). Estudos para
comprovacao das atividades biologicas das plantas medicinais sdo importantes uma vez que ja
se sabe que cerca de 25 a 30% dos medicamentos disponiveis no mercado sdo derivados de
produtos naturais que sdo usados de forma direta ou indiretamente (RAMOS et al., 2008;
RODRIGUES; AMARAL, 2012).

O Brasil, através do Ministério da Saude tem formulado diretrizes e linhas de acdo
para a aplicacdo de plantas medicinais e fitoterapicas no Sistema Unico de Satde (SUS),
objetivando a ampliacdo de acesso da populacdo as mesmas, mas desde que antes sejam
realizadas pesquisas que comprovem a eficacia, qualidade e seguranca do uso destas
(RODRIGUES; AMARAL, 2012).

Para a validagdo das atividades terapéuticas das plantas, segundo Camurca-
Vasconcelos et al. (2005) faz-se necessario seguir algumas etapas como: selecdo da planta,
realizada através de levantamentos bibliograficos ou atravées de entrevistas nas comunidades,
considerando o nome, fins terapéuticos, modos de preparacdo e administracdo bem como a
frequéncia de utilizacdo; bem como a realizacdo de experimentos laboratoriais que
compreendem os testes in vitro e in vivo.

Os testes in vitro sdo considerados como a etapa de triagem experimental, os quais
permitem a selecdo de plantas com melhor efeito terapéutico para entdo prosseguir a fase de
testes in vivo em que sdo aplicadas doses do produto avaliado em animais infectados
experimentalmente comparando-se com um grupo ndo tratado a eficacia ou toxicidade do
mesmo (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).

A atividade antiparasitaria desempenhada por plantas medicinais corresponde a um
dos campos de interesse dos pesquisadores que visa a avaliagdo do potencial de acdo de
extratos ativos das mesmas tanto na saude humana quanto animal e, considerando isso,
algumas espécies como a Mentha piperita (horteld-pimenta), Piper tuberculatum (pimenta
longa), Hura crepitans (assacu ou agagu), Lippia sidoides (alecrim-pimenta) e Carapa
guianensis (andiroba) foram avaliadas in vitro no controle do nematédeo Haemonchus

contortus e in vivo em camundongos infectados com S. venezuelensis, demonstraram que das
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cinco plantas avaliadas, o hortel&-pimenta, a pimenta longa e alecrim-pimenta apresentaram
bons resultados nos testes in vitro enquanto que in vivo apenas o alecrim-pimenta se destacou
(CARVALHO et al., 2012).

Vasconcelos (2006) testou o desempenho do 0Oleo essencial de L. sidoides (alecrim-
pimenta) e Croton zehntneri (canela-brava) in vitro sobre ovos e larvas de H. contortus e in
vivo sobre nematddeos intestinais de camundongos (Syphacia obvelata e Aspiculuris
tetraptera), demonstrou melhor atividade anti-helmintica do L. sidoides quando comparado ao
outro composto testado.

Macedo (2008) testou in vitro e in vivo, os 6leos de Eucalyptus citriodora (eucalipto
citriodora), Eucalyptus globulus (eucalipto comum) e Eucalyptus staigeriana (eucalipto
staigeriana) em ovos e larvas de H. contortus. Eguale et al. (2007) também usou 0 nematodeo
H contortus para avaliar a acdo do extrato de Coriandrum sativum (coentro), constataram que
apesar do extrato apresentar atividade anti-helmintica, esta ndo foi suficientemente eficaz.

Bastos (2011) buscou novas alternativas para o controle da estrongiloidiase, ao avaliar
in vitro os extratos de 25 arvores frutiferas contra fémeas de S. venezuelensis evidenciou que
todos os extratos testados e suas fraces apresentaram maior atividade anti-helmintica quando
comparados aos farmacos convencionais utilizados no tratamento da estrongiloidiase,
destacando os extratos de Spondias lutea (caja) e Pouteria caimito (abiu) que atingiram 100%
de atividade em todas as concentragdes testadas. Moraes (2017) demonstrou pela primeira vez
in vitro o potencial anti-helmintico da espécie Carica papaya sob ovos e larvas de S.
venezuelensis. Grande parte das pesquisas que envolvem a busca por plantas anti-helminticas
é direcionada para o controle de nemat6deos de importancia veterinaria, neste sentido,
considerando o impacto da estrongiloidiase no &mbito da salde publica, a realizacdo de mais
testes in vitro e in vivo com modelos experimentais como o S. venezuelensis é pertinente para

a criacao de novas alternativas terapéuticas.

1.11. Siparuna guianensis

Siparuna Aublet corresponde a um género de plantas da familia Siparunaceae, possui
como uma de suas espécies, a Siparuna guianensis (SG), um tipo de arbusto que apresenta
cascas cinzas e lisas e, pode atingir de cinco a nove metros de altura, como ilustrado na Figura
5-A (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010). E composta por folhas simples
e lisas, flores unissexuadas dispostas em inflorescéncias hermafroditas de cor amarelo-

esverdeada e, os frutos sdo arredondados de coloracdo verde quando jovens e de cor vinho
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quando maduros com sementes em seu interior rdseo-avermelhadas (Figura 5-B, C, D)
(MONTANARI, 2010). A planta é uma angiosperma, tipica do cerrado brasileiro, conhecida
popularmente por diversos nomes como “capit” ou “negramina”, o que varia de acordo com
a regido ou pais onde é encontrada (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIiZ; COELHO, 2010;
MONTANARI, 2010; ANDRADE et al., 2015).

FIGURA 5 - A - Arbusto de SG; B, C e D — folhas, flores e frutos maduros de SG. Fonte: Adaptado de
Valentini, Rodriguez-Ortiz, Coelho (2010); Silva, Valentini e Barros (2015).

E bastante usada na medicina popular em outros paises, suas folhas sdo aplicadas em
reumatismos, dores de cabeca ou para desordens estomacais, ja no Brasil, suas folhas e flores
sdo usadas por suas propriedades aromatizantes, estimulantes, anti-inflamatorias, diuréticas,
contra desconfortos gastricos, gripes, resfriados, reumatismo, além de serem consideradas
carminativas (ALVINO; SILVA; RAYOL, 2005; VALENTINI et al., 2009; VALENTINI,;
RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010; AGUIAR, et al., 2015).

indios Yanomani do Brasil, tradicionalmente fazem uso do aroma de suas folhas
maceradas para alivio de congestionamentos nasais, resfriados, nuseas, dentre outras doencas
(MILLIKEN; ALBERT, 1996). Souza e Felfili (2006) realizaram entrevistas com moradores
do municipio de Alto Paraiso de Goias para investigacdo de plantas medicinais utilizadas na
comunidade e, dentre as espécies listadas esta S. guianensis usada para tratamentos de dores
de coluna, reumatismos e artrites.

Negri, Santi e Tabach (2012) avaliaram o extrato hidroetandlico de SG da regido
Amazonica, usada por populares como ansiolitica, demonstraram a presenca de um tipo de
flavonoide, propuseram que devido grande parte dos flavonoides exibirem atividades
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antioxidantes, sedativas e ansioliticas, a planta pode ser considerada como alternativa
farmacoldgica no tratamento da ansiedade.

Por outro lado, Aguiar et al. (2015), analisaram os constituintes quimicos do 6leo das
folhas, caule e frutos de SG e testaram in vivo a atividade larvicida, ovicida, adulticida e
efeitos repelentes contra o Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, além da toxicidade celular
da planta, constataram que o O6leo da planta foi tdxico em todos os estagios de
desenvolvimento de ambos 0s insetos e, propuseram a planta atividade inseticida.

Andrade et al. (2015) avaliaram atividades antibacterianas, antifingicas e tripanocidas
de 6leo de Cinnamodendron dinisii (pimenteira) e SG, ambos os éleos apresentaram baixos
efeitos inibitorios de bactérias, melhores efeitos sobre os fungos, sendo estes mais sensiveis a
SG e, na atividade tripanocida, ambos apresentaram ICso menos efetivo quando comparado ao
medicamento de escolha para o tratamento da doenca de chagas.

A aplicacdo bioldgica de SG foi estudada por pesquisadores que através de
experimentos comprovaram potenciais terapéuticos desta planta, no entanto, mais estudos sao
necessarios principalmente no dmbito da atividade anti-helmintica, uma vez que ja houve

eficiéncia demonstrada com outros tipos de parasitos.

1.12. Alfa bisabolol

O alfa bisabolol (a-bisabolol) é um alcool sesquiterpeno insaturado comumente usado
em industrias de cosméticos e farmacéuticas extraido do 6leo essencial de diferentes espécies
de plantas como Matricaria recutita (camomila) e, Vanillosmopsis erythropappa Schultz
(Candeia) (DARRA et al., 2008; DIAS, 2009; ROCHA et al., 2011; SOUZA, 2014). Também
foi descrito como constituinte predominante do 6leo essencial de folhas de SG no estado de
Minas Gerais-MG (DINIZ, 2014).

E usado na industria cosmética como produto natural modificado quimicamente, sendo
descrito previamente a modificacdo de sua molécula para a criagdo de novas estruturas que
propiciam diversas aplicacdes bioldgicas para o alcool (NOVAES, 2013). A ampla aplicacédo
na area cosmética é decorrente de suas propriedades anti-irritantes, anti-inflamatorias e anti-
microbianas ja relatadas (DARRA et al., 2008). Ainda de acordo com os autores, atividades
anti-tumorais e fungicidas também foram atribuidas as plantas medicinais que apresentam
sesquiterpenos como constituintes quimicos.

Diniz (2014) verificou atividade carrapaticida do a-bisabolol em ensaios com

Rhipicephalus microplus, conhecido como “carrapato do boi”, constatou eficiéncia nas
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amostras testadas com maior concentracdo deste constituinte. Nogueira (2000) saponificou o
6leo de candeia, deu origem a fracdo de a-bisabolol e, entdo avaliou a fracdo quanto a
capacidade de protecdo ulcerogénica, demonstrou aumento da producdo de muco protetor
aderido a parede gastrica dos modelos experimentais tratados, sugerindo efeito gastroprotetor
do a-bisabolol.

Cavalieri et al. (2011) testou in vivo o potencial pré-apoptdtico do a-bisabolol em
células primarias de leucemia aguda, evidenciaram que independente das concentracdes
utilizadas, o mesmo apresentou-se como forte agente pro-apoptotico, sugerindo o mesmo
como um composto promissor no tratamento de leucemias agudas.

Outras atividades recentemente investigadas sobre a a¢do do a-bisabolol relaciona-se a
sua atividade leishmanicida, destacando pesquisa realizada por Rottini et al. (2015) que
avaliaram a atividade do alfa bisabolol contra promastigotas e o0 estdgio amastigota
intracelular de Leishmania amazonensis, demonstraram inibicdo de 50% de ambas as formas
ocasionada pela acdo do composto bem como a capacidade do mesmo em atravessar a
membrana celular e destruir as formas amastigotas intracelulares. Morales-Yuste e
colaboradores (2010) também provaram a partir de ensaios in vitro a inibicdo de 100% das
formas prosmatigotas do L. infantum a partir da fracdo de a-bisabolol, sugerindo, que o
mesmo pode ser uma nova alternativa terapéutica no tratamento da leishmaniose ocasionada
por L. infantum.

O aparecimento de microrganismos resistentes aos diversos medicamentos disponiveis
no mercado bem como efeitos adversos ocasionados por estes fez com que pesquisadores
retomassem o interesse ao desenvolvimento de farmacos a partir de fontes vegetais (BISWAS
et al., 2011). De acordo com Souza (2014) o o-bisabolol € um composto bioativo apresenta
diversas propriedades bioldgicas, porém ainda é pouco explorado, neste sentido, a realizacdo
de estudos com o mesmo para a investigacdo das propriedades terapéuticas em doencas
parasitarias, como por exemplo, a estrongiloidiase € relevante diante do cenéario da salde
publica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Auvaliar in vitro o potencial anti-helmintico do extrato etanolico, fracfes acetato de
etila, fracdo aquosa e Gleo essencial de SG, bem como o a-bisabolol isolado no

controle de S. venezuelensis.

2.2. Objetivos Especificos

o Verificar por testes in vitro o potencial ovicida e larvicida do extrato etandlico, de
suas fracdes, do oOleo essencial de SG e a-bisabolol isolado contra espécimes de S.
venezuelensis;

e Identificar as concentracdes do extrato etandlico, fraces e Oleo essencial de SG
bem como do a-bisabolol isolado com melhores potenciais nematicidas em relagdo aos
controles positivos;

e Verificar alteracdes produzidas pelo extrato etandlico, fragdes e 6leo essencial de
SG e pelo a-bisabolol isolado na parede do ovo e na cuticula da larva por microscopia
Optica;

e Identificar constituintes quimicos do extrato etandlico e fraces de SG por meio de
triagem fitoquimica e analise de cromatografia em camada delgada que podem estar

envolvidos na atividade anti-helmintica.
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3. METODOLOGIA

3.1. Local de realizagéo dos experimentos

Os compostos derivados da planta SG utilizados nos experimentos foram gentilmente
cedidos pelos colaboradores do curso de Quimica, professora Dra. Liliane Nebo e professor
Dr. Claudinei Silva. O extrato etandlico, fracdo acetato de etila, fragdo aquosa e o 6leo
essencial de SG foram processados por alunos do curso de Quimica nos laboratorios de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal de Goias (UFG), Regional Jatai-GO.
O isolamento do a-bisabolol foi realizado pelo professor Claudinei na Universidade Federal
de Vigosa (UFV), Minas Gerais-MG. Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de

Parasitologia — Bloco de Biomedicina/Enfermagem da UFG, Regional Jatai-GO.

3.2. Producéo e processamento do extrato etandlico e fracoes de SG

Foram selecionadas para coleta, folhas de meia idade e sem indicios de patogenos da
planta SG coletadas na cidade de Jatai-GO. O material coletado foi herborizado conforme
procedimentos usuais para cada grupo taxondmico. As identificacdes foram feitas com o
auxilio da literatura especifica, e as exsicatas foram registradas e incorporadas aos acervos do
Herbério Jataiense (HJ) da UFG, Regional Jatai. As folhas foram lavadas com agua destilada
e levadas a estufa a aproximadamente 45°C por trés dias. Posteriormente, as folhas secas
foram trituradas e divididas em duas partes para extraces, sendo cada submetida a um
processo de extracdo via ultrassom com etanol. No total, foram realizadas cinco extracoes,
com tempo médio de quinze minutos para a primeira e 20 minutos para as demais extracoes.
Logo, a mistura foi filtrada a vacuo e, evaporada no rotaevaporador a 55°C. O extrato foi
transferido para a capela em recipientes de vidro para completa evaporacgéo do solvente.

O extrato etantlico de SG foi particionado da extracdo liquido-liquido para formacao
das fracGes acetato de etila e aquosa. Em funil de separacdo, o material foi suspenso em agua
e etanol na proporgdo 3:1, em seguida, foi acrescentado inicialmente o solvente hexano. Apos
a separacdo das fases (organica e aquosa), a fracdo hexanica foi reservada e a solugédo
etanol/agua foi entdo particionada novamente com o solvente acetato de etila. Por fim,
separou-se a fracdo acetato de etila da fragdo aquosa e, estas foram colocadas em capela para

evaporagéo do solvente.



40

O extrato etandlico bem como as fragbes foram colocadas separadamente em
recipientes rotulados e armazenados em freezer (-20°C) até momento do uso.

3.3. Producéo e processamento do 6leo essencial de SG

Para a producdo do 6leo essencial, folhas de SG coletadas em Sdo Miguel do Anta,
estado de Minas Gerais-MG foram trituradas e submetidas a quatro horas de hidrodestilacdo
em aparelho tipo Clevenger. O 6leo obtido foi recolhido juntamente com o hidrolato e
extraido com diclorometano (3x10 mL) em funil de separagdo. As fases orgéanicas foram
secadas com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido sob baixa presséo & 40 °C, em
evaporador rotativo. A massa do Oleo essencial foi medida em balanca analitica e os
rendimentos expressos em relacdo a massa seca e em natura do material vegetal. A matéria
seca foi determinada pela secagem de trés aliquotas de aproximadamente 10g de cada
amostra, em estufa a 103 £ 2 °C até massa constante (ASAE, 2000). Ao final, o 6leo essencial
foi acondicionado em recipientes de vidro, e mantidos em freezer (-20 °C) até 0 momento da

realizacéo dos ensaios.

3.4. Isolamento do a-bisabolol

Para isolar o a-bisabolol utilizou-se o 6leo essencial das folhas de SG coletadas em
Sdo Miguel do Anta, estado de Minas Gerais-MG. O isolamento se deu a partir de uma coluna
cromatografica (36cmx18mm) empacotada com silica gel, segundo metodologia de Diniz
(2014). Foram pesados 0,2g de 6leo essencial de SG e aplicados no topo da coluna. A eluicdo
ocorreu em gradiente de hexano/éter etilico com as seguintes proporc¢des: 10:0, 10:0, 9:1, 8:2,
7:3,6:4,5:5.

As fracOes obtidas foram avaliadas por cromatografia de camada delgada tendo como
eluente hexano/éter etilico na propor¢do de 7:3 e o &cido fosfomolibdico como revelador. A
identificacdo do o-bisabolol foi realizada por meio da cromatografia a gas acoplada ao
espectrOmetro de massas em compara¢do com um padréo de a-bisabolol cedido, previamente
caracterizado pelo Laboratdrio de Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA) da UFV. O o-

bisabolol isolado por fim foi armazenado em freezer (-20 °C) até 0 momento dos ensaios.
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3.5. Diluigdes dos compostos

A partir de uma solucdo estoque de extrato etandlico de SG na concentragdo de 20
mg/mL solubilizada em Dimetilsulfoxido (DMSO) 1% preparou-se as solucbes que foram
testadas nas concentragdes de 1,0 mg/mL; 0,8 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,4 mg/mL e 0,2 mg/mL,
todas solubilizadas em tampéo fosfato salino (PBS).

O 0leo essencial de SG e o a-bisabolol isolado foram solubilizados em DMSO 3%
formando uma concentracdo de 7,0 mg/mL (solucdo estoque). A partir da solucdo estoque
foram feitas as diluigdes finais nas concentracgdes de 1,0 mg/mL; 0,8 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,4
mg/mL e 0,2 mg/mL solubilizadas em PBS.

As fracOes acetato de etila e aquosa foram solubilizadas em DMSO 1% numa
concentracdo de 20 mg/mL, da qual fez-se as concentracdes de 0,8 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,2
mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,05 mg/mL. Todas as solugdes foram armazenadas em tubos de ensaio
de vidro devidamente tampados, identificados e, acondicionados em refrigeracdo até o

momento dos testes.

3.6. Controles

Para avaliar o Teste de Ecloséo de Ovos (TEO) foi utilizado como controle positivo o
Albendazol na concentracdo de 0,025 mg/mL conforme Carvalho et al. (2012), e para o
controle positivo do Teste de Motilidade Larval (TML) foi utilizada a Ivermectina na
concentracdo de 316 ppm segundo Rebollo et al. (2003).

Como controles negativo, utilizou-se agua filtrada e DMSO 1%. Optou-se por utilizar
0 DMSO 1% em todos os testes uma vez que ap6s as diluicbes finais das solucdes

participantes em PBS, a concentracdo de DMSO néo excedeu 1%.

3.7. Parasitos

A linhagem de S. venezuelensis usada foi isolada de gerbilos (Meriones unguiculatus)
na Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), mantida no municipio de Barra do Gargas-
MT. Parte das fezes obtidas dos gerbilos infectados foi utilizada para realizar o TEO e, a outra
utilizada para realizacdo do TML foi submetida & cultura em vermiculita por 72h em
incubadora B.O.D. & 28 °C para obtenc&o das larvas filarioides (L3) (REZENDE, 2011).
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3.8. Teste de eclosdo de ovos

Para avaliar a atividade anti-helmintica dos diferentes compostos de SG realizou-se o
TEO segundo Coles et al. (1992) com algumas modificacdes. As fezes foram homogeneizadas
em &gua filtrada e, ap6s foram coadas utilizando-se peneira de 50 pum. Posteriormente,
realizou-se a padronizacdo da quantidade de ovos que obedeceu a quantidade de 50 ovos para
50 pL da solucdo testada. Foram adicionadas aliquotas de 50 pL da suspensdo de ovos em
microtubos tipo eppendorf juntamente com 50 pL de extrato etanolico, fracdo acetato de etila,
fracdo aquosa, 6leo essencial de SG e alfa bisabolol separadamente. A suspensdo de ovos foi
incubada a 28°C em B.O.D. e, analisadas ap6s 48 horas em microscépio Optico (aumento de

10 e 40 X) para contagem dos ovos e larvas de primeiro estadio.

3.9. Teste de motilidade larval

A avaliacdo da motilidade larval foi realizada de acordo com Cordeiro et al. (2010)
com algumas modificacGes. As larvas L3 foram resgatadas a partir do método de Rugai,
Matos e Brisola (1954) ap6s decorridas 72 horas de incubagdo em B.O.D. a 28 °C em cultura
de vermiculita. Posteriormente, fez-se a padronizacdo da quantidade de larvas com
aproximadamente 50 larvas para 50 pL da solucdo testada. Em microtubos tipo eppendorf
com 50 pL de suspensdo de larvas adicionou-se 50 pL das solucdes do extrato etandlico,
fracdo acetato de etila, fracdo aquosa, 6leo essencial de SG e alfa bisabolol isolado
separadamente.

Logo, foram incubadas a 28°C em B.O.D. e, analisadas nos periodos de 24, 48 e 72
horas ap6s o inicio do teste em microscépio Optico para a contagem das larvas moveis e
imoveis. As larvas que se apresentaram imdveis foram observadas de 3 a 5 segundos para

classificagdo da imobilidade total.

3.10. Triagem fitoquimica do extrato etandlico e fracGes de SG

Apos realizacdo de todos os experimentos foi realizada a pesquisa de metabdlitos
secundarios do extrato etanolico das folhas de SG e de suas fragdes, uma vez que ndo havia
descri¢do prévia dos componentes quimicos da planta localizada no municipio de Jatai-GO.

O oleo essencial das folhas de SG coletadas em Sdo Miguel do Anta por sua vez nao passou
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por testes de identificacdo de constituintes quimicos, visto que, é conhecido que o mesmo €
rico em a-bisabolol.

Foram realizadas reacOes de caracterizacdo fitoquimica qualitativa e analise por
cromatografia em camada delgada (CCD) segundo Barbosa (2004) com o extrato etandlico e
fragbes aquosa e acetato de etila de SG. Os testes foram baseados na pesquisa de grupos
quimicos como: taninos, compostos fenolicos e, classe de flavonoides.

Para a identificacdo de taninos e compostos fenolicos, uma parte do extrato etandlico e
das fracOes de SG foram dissolvidas em agua destilada e, ap6s uma ou duas gotas de solucéo
alcodlica de cloreto férrico (FeCls) a 1% foi adicionada. Neste teste usou-se uma solugdo
padrdo para comparagdo com a solucéo teste, sendo indicativo de reacdo positiva a mudanga
na coloracdo ou formacédo de precipitado. No teste de identificacdo de classe de flavonoides,
uma parte do extrato etanolico e fracGes foram dissolvidas em 20 mL de &gua destilada e
transferidas para tubos de ensaios com aproximadamente 3 mL da solucdo em cada tubo. Em
um dos tubos realizou-se o teste de pH3 (acido) enquanto que para os demais fez-se testes de
pH 8,5 e 11 (alcalinos), os quais indicaram reacdo positiva atraves da variacdo da cor.

A analise por CCD foi feita a partir de placas de silica gel, onde aplicou-se préximo a
base com auxilio de tubos capilares, gotas do extrato etanolico e fragdes, em seguida, as
placas foram colocadas em contato com uma mistura de solventes com diferentes graus de
polaridade (hexano, acetato de etila, acetona e metanol). Posteriormente, foram expostas a luz

UV (254 nm a 360 nm) e a vanilina &cida para avalia¢do qualitativa da reacéo.

3.11. Avaliacdo da eficacia dos compostos

Todos os testes foram realizados em duplicata com réplica. A eficacia do extrato
etandlico, fragdes e dleo essencial de SG alem do a-bisabolol isolado foi avaliada a partir da
férmula preconizada pela World Association for the Advanced in Veterinary Parasitology —
W.A.AV.P. (1995), que calculou a taxa de inibi¢&o da ecloséo dos ovos (IEO), como visto a
sequir:

Nimero de ovos

IEO (%) = x100

Numero de ovos + Numero de Larvas

As solucdes também foram avaliadas quanto a eficiéncia apresentada na inibicdo da

motilidade larval (IML) em relagdo ao controle negativo de agua utilizando calculo de
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porcentagem pela formula de Schneider-Orelli (1947), adaptada de Al-Hofaai et al. (2013),

como:

% de mortalidade no tratado—% de mortalidade no controle negativo %100

IML (%)=

100 — % de mortalidade no controle negativo

3.12. Andlise estatistica

O programa GrafPad Prism, versdo 5.0 foi usado para analise dos dados. A eficiéncia
dos compostos nos testes de inibicdo da eclosdo dos ovos e inibicdo da motilidade larval foi
avaliada por regressdo nédo linear ap6s transformacdo em base logaritmica dos dados para
estimativa da concentracdo de inibicdo de 50% dos ovos e larvas (IC50). A analise da
eficiéncia do TEO e TML entre as concentracOes testadas e 0s controles positivos e negativos
foi realizada pelo teste exato de Fisher. A comparacdo do padrdo de contagem de larvas
moveis e imdveis entre os tempos de andlise e entre as diferentes concentragdes testadas foi
realizada através da andlise de variancia dos dados pelo One-way ANOVA e comparados pelo
teste de Kruskal-Wallis. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do potencial ovicida e de inibicdo da eclosdo dos ovos de S. venezuelensis

do extrato etandlico de SG, 6leo essencial de SG e a-bisabolol isolado

A acdo ovicida e de inibicdo dos trés compostos analisados, extrato etanolico de SG,
6leo essencial de SG e o-bisabolol isolado esta representada na Tabela 1. Foi observada
diferenca estatistica significante entre as diferentes concentragdes do extrato etanolico de SG
em relacdo ao controle negativo de agua (p<0,05) e nas concentragdes de 1,0; 0,8 e 0,6
mg/mL em relacdo ao controle de DMSO 1% (p<0,05).

TABELA 1 — Percentagem da taxa de inibicdo da ecloséo de ovos de S. venezuelensis + erro padrdo das médias
das diferentes concentrages testadas do extrato etandlico de SG, 6leo essencial de SG e a-bisabolol isolado apds

incubacdo por 48 horas a 28°C.

Extrato etandlico de SG (mg/mL)

Taxa de inibi¢do da ecloséo

dos ovos (%)

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
Oleo essencial de SG (mg/mL)
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
a-bisabolol isolado (mg/mL)
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
Agua
Albendazol 0,025 mg/mL
DMSO 1%

93,54 £0,0242¢
89,57 +0,32%°¢
87,44 +1,88°%°
84,91+0,65%
84,43 +2,70%

90,06 + 0,06 #°
84,69 +2,67°
81,95+393%
80,96 + 0,96
80,04 + 1,88

90,56 + 1,44 3¢
87,64 +0,27%
87,43+0,22%
83,25+0,08°%
83,25+1,76%
62,76 £ 1,94
94,42 +0,10
69,41 +1,17

Letras nas linhas apontam significancia estatistica (p<0,05) dos testes em relacdo aos

controles de agua ?; albendazol ® e DMSO 1% °©.

Ao avaliar a agdo do O6leo essencial de SG verificou-se diferenga estatistica
significante em relacdo aos controles negativos utilizados (dgua e DMSO 1%) somente na
comparacdo com a concentracdo de 1,0 mg/mL (p<0,05). Da mesma forma, a maior
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concentracdo testada do a-bisabolol isolado mostrou-se diferente estatisticamente (p<0,05)
em relagdo aos dois controles negativos.

O controle positivo de albendazol 0,025 mg/mL exibiu 94,42% de efetividade no
TEO. Né&o foi observada diferenca estatistica significativa nas diferentes concentracdes
testadas dos trés compostos em relacdo ao albendazol. Néo foi observada diferenca estatistica
significante entre a comparacdo dos controles negativos de dgua e DMSO 1% (p>0,05),
porém, tanto a 4gua quanto o DMSO 1% apresentaram diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao controle positivo de albendazol 0,025 mg/mL (p<0,05).

Os testes de inibicdo da eclosdo dos ovos de S. venezuelensis realizados com diferentes
concentragfes do extrato etandlico de SG ndo demonstraram eficicia do tipo concentracdo
dependente, visto que, a menor concentracdo ndo apresentou diferenca estatistica significante
da maior concentracdo testada (p> 0,05), constatacdo essa também evidenciada nos testes com
0 6leo de SG (p>0,05) e 0 a-bisabolol isolado (p>0,05) respectivamente.

O ICso para os diferentes compostos testados foi calculado e, indicou para a inibi¢do
de 50% da eclosdo dos ovos de S. venezuelensis a concentracdo de 4,90 mg/mL de extrato
etanolico de SG, de 1,56 mg/mL de 6leo essencial de SG e 1,21 mg/mL de a-bisabolol
isolado.

4.2. Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de S. venezuelensis tratados com diferentes

concentracdes do extrato etanolico de SG, 6leo essencial de SG e a-bisabolol isolado

O desenvolvimento e formacgdo de larvas no interior dos ovos foi avaliado nas
diferentes amostras incubadas. Verificou-se que 0s trés compostos, extrato etandlico de SG,
o0leo essencial de SG e a-bisabolol isolado, independentemente das concentragdes testadas
ocasionaram alteracdes morfoldgicas nos ovos de S. venezuelensis assim como o controle
positivo de albendazol 0,025 mg/mL. Foram encontrados poucos ovos larvados ap6s o
tratamento com o extrato etandlico, 6leo essencial, a-bisabolol isolado e controle positivo de
albendazol 0,025 mg/mL quando comparados aos controles (&gua e DMSO 1%).

Em relacdo ao trés compostos analisados, observou-se que 0s ovos tratados com o
extrato etandlico de SG adquiriram aspecto oval quando comparados aos controles negativos,
com aumento da espessura da parede e, em seu interior, as larvas perderam totalmente suas
caracteristicas morfoldgicas (Figura 6-A). Os ovos tratados com 6leo essencial de SG e a-
bisabolol isolado apresentaram externamente formato esférico ou oval, espesamento da casca,

enrugamento da membrana e, internamente houve degradagéo das larvas L1 (Figura 6-B,C).
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Nos trés compostos, as larvas L1 originadas a partir da elcosdo dos ovos apresentaram
enrugamento das cuticulas, mas nenhuma outra alteracdo foi constatada.

Os respectivos controles de agua e DMSO 1% utilizados para a realizacdo do TEO nao
interferiram na integridade dos ovos mantendo suas caracteristicas morfoldgicas preservadas
(Figura 6-D, E). Observou-se também maior nimero de ovos larvados nos controles (agua e
DMSO 1%), sem comprometimento as larvas no interior destes. Diferentemente, o controle
positivo de albendazol 0,025 mg/mL provocou alteracdes nos aspectos morfologicos dos ovos
e na formacdo das larvas L1 visto que durante as analises por microscopia Optica, 0S 0v0s
apresentaram enrugamento da parede, perda da forma eliptica e consequente redugdo do
tamanho e, as larvas no interior estavam totalmente fragmentadas, como demontrado na

Figura 6-F.

FIGURA 6 — Aspectos morfoldgicos dos ovos de S. venezuelensis observados durante o TEO utilizando
1,0 mg/mL dos compostos: extrato etanélico de SG (A); 6leo essencial de SG (B); e a-bisabolol isolado
(C) em relagédo aos controles de agua (D) e DMSO 1% (E) e, o controle positivo de albendazol 0,025
mg/mL (F).

4.3. Acdo larvicida e de inibicdo da motilidade larval do extrato etandlico de SG, 6leo

essencial de SG e a-bisabolol isolado contra S. venezuelensis

O extrato etandlico e o 6leo essencial de SG bem como o a-bisabolol isolado foram
testados in vitro com larvas L3 de S. venezuelensis e analisados em diferentes tempos, sendo
24, 48 e 72h. Os trés compostos analisados ndo demonstraram relacdo tempo dependente,
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sendo assim, os resultados foram representativos apenas da analise de 24h. Dentre o0s
compostos analisados, apenas o bruto etandlico de SG foi capaz de inibir até 100% da
motilidade larval na primeira avaliacdo de 24 horas, conforme Figura 7. O ICsg para o extrato
de SG foi correspondente a concentracdo 0,08 mg/mL, enquanto que para o 6leo essencial foi

de 8,71 mg/mL e a-bisabolol isolado 1,51 mg/mL.
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FIGURA 7 — Curva de dose resposta representada pela taxa de inibi¢cdo da motilidade larval + erro padréo da
média das diferentes concentracfes testadas do extrato etandlico de SG, éleo essencial de SG e a-bisabolol
isolado com as larvas de S. venezuelensis apds 24 horas de incubag&o.

Os controles de agua e DMSO 1% apresentaram inibicdo da motilidade larval em
3,76% e 3,68%, respectivamente (Figura 8). O controle positivo representado pela
Ivermectina 316 ppm, foi responsével por inibir 100% da motilidade larval. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a atividade desempenhada pelo controle positivo em comparacao
aos controles negativos, diferenca essa ndo encontrada quando as amostras incubadas com
agua foram comparadas com as incubadas com o DMSO 1% (p >0,05).

Ao avaliar o potencial de inibicdo da motilidade larval apresentada pelo extrato
etandlico de SG, observou-se diferenca significativa quando comparado aos controles de agua
e DMSO 1% (p<0,05). Quanto ao controle positivo de lIvermectina, houve diferenca
estatistica significativa somente em relacdo a menor concentracdo testada (0,2 mg/mL) do
extrato etanolico de SG.

Ao comparar todas as concentracdes testadas, verificou-se que houve diferenca
estatistica significante (p<0,05) entre a concentragdo de 0,2 mg/mL em relacdo as maiores
(0,8 mg/mL e 1,0 mg/mL) configurando efeito concentracdo dependente do extrato etanolico
de SG.
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FIGURA 8 — Taxa de inibicdo da motilidade das larvas de S. venezuelensis apresentada pelas
concentragdes testadas de extrato etandlico de SG em comparagdo aos controles (agua e DMSO 1%) e
controle positivo de Ivermectina (Iver.) 316 ppm.

Diferentemente do extrato etandlico de SG, o 6leo essencial de SG alcangou em sua
concentragdo maxima (1,0 mg/mL) apenas 40,90% de inibi¢do da motilidade larval. Todas as
concentragOes testadas apresentaram diferenga estatistica significante (p<0,05) quando
comparadas ao controle positivo de lvermectina 316 ppm, ndo superando a atividade
apresentada por este, conforme Figura 9.

As diferentes concentracdes testadas do 6leo essencial de SG foram superiores aos
controles negativos com diferenga estatisticamente significante (p<0,05). Verificou-se
diferencga estatistica significante ao comparar as concentracoes de 0,2 e 0,4 mg/mL em relacdo
a concentracdo de 1,0 mg/mL (p<0,05) configurando efeito concentracdo dependente do 6leo
essencial de SG.
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FIGURA 9 — Taxa de inibicdo da motilidade das larvas de S. venezuelensis apresentada pelas
concentragdes testadas de 6leo de SG em comparagdo aos controles (&gua e DMSO 1%) e controle
positivo de lvermectina 316 ppm.

O a-bisabolol isolado a partir do 6leo essencial de SG apresentou atividade inferior
aos demais compostos, como demonstrado na Figura 10. Nos testes realizados, apenas as
concentragdes de 1,0 mg/mL e 0,8 mg/mL apresentaram efeito superior aos controles de agua
e DMSO 1% com diferenca estatistica significante (p<0,05). Ao serem comparadas com 0
controle positivo, todas as concentracdes do a-bisabolol demonstraram efeito inferior ao da
ivermectina (p<0,05). As concentracdes testadas do a-bisabolol isolado ndo apresentaram

efeito concentracdo dependente quando comparadas entre si.
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FIGURA 10 — Taxa de inibicdo da motilidade das larvas de S. venezuelensis apresentada pelas
concentragdes testadas de a-bisabolol em comparagéo aos controles (&gua e DMSO 1%) e controle positivo
de Ivermectina 316 ppm.

Quanto ao percentual da eficiéncia de inibicdo dos trés compostos, verificou-se que o
extrato etandlico de SG foi o0 Unico que apresentou em sua menor concentracéo eficiéncia de
88,45% (z 2,21), chegando a 100% na concentracdo de 0,8 mg/mL. Por outro lado, o 6leo
essencial em sua maior concentracdo atingiu 38,59% (+ 0,67) de eficacia, enquanto que 0 a-
bisabolol apresentou atividade bem inferior na concentragdo de 1,0 mg/mL quando

comparado aos outros compostos, conforme demonstrado na Tabela 2.
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TABELA 2 — Percentual da eficiéncia de inibicdo da motilidade das larvas de S. venezuelensis representada por
média das diferentes concentrages analisadas de extrato etandlico de SG, 6leo essencial de SG e a-bisabolol
isolado * erro padrdo da média ap0s incubacéo por 24 horas a 28°C.

Extrato etanoélico de SG (mg/mL) Eficiéncia (%)
1,0 100,00 £ 0,00
0,8 100,00 £ 0,00
0,6 98,89 + 0,02
0,4 94,54 + 0,58
0,2 88,45+ 2,21
Oleo essencial de SG (mg/mL)
1,0 38,59 + 0,67
0,8 23,01 £ 0,64
0,6 21,30 £ 2,41
0,4 16,44 £ 0,83
0,2 1593+1,11
a-bisabolol isolado (mg/mL)
1,0 18,53 £ 0,39
0,8 16,43 £ 0,22
0,6 11,14 £1,52
0,4 8,85+141
0,2 6,39 £ 3,17
Agua 0,00 + 0,50
Ivermectina 316 ppm 100 + 0,00
DMSO 1% 0,00 £ 0,59

4.4. Efeito do extrato etandlico de SG na morfologia das larvas de S. venezuelensis

Ao avaliar as alteracdes morfoldgicas ocasionadas nas larvas de S. venezuelensis pela
exposicao aos diferentes tratamentos evidenciou-se que o extrato etandlico de SG foi o0 Unico
gue promoveu alteracdes na morfologia das mesmas. Constatou-se que a maior concentracdo
(1,0 mg/mL) do extrato etan6lico ocasionou efeitos progressivos no decorrer de 72 horas de
incubacdo e, mais agressivos do que os efeitos do controle positivo de ivermectina, como
demonstrado na Figura 11.

Na analise de 24 horas, 100% das larvas expostas as concentracdes mais altas do
extrato etandlico de SG ja estavam mortas, mas mantinham preservacdo do formato, cuticula
integra e internamente era possivel visualizar seus orgdos, embora nao tenha sido possivel
identificar o grau de acometimento dos mesmos (Figura 11-A).

Em 48 horas apds a incubag&o, as larvas mortas iniciaram processo de estreitamento e

fragmentacéo interna que se estendeu ao longo do terco médio inferior das mesmas (Figura
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11-B). Posteriormente, em 72 horas, notou-se que internamente ja ndo havia nenhum 6rgéo
preservado, com degradacdo interna total e acometimento externo da cuticula (Figura 11-C).
Quanto ao controle positivo de ivermectina foi possivel constatar alteraces externas
como o enrugamento da cuticula (Figura 11-D, E, F), mas a vizualizacdo por microscopia
Optica ndo permitiu inferir se houve degradacdo da mesma, como observado no extrato
etandlico. Por outro lado, os tratamentos com os controles agua e DMSO 1%, em todos 0s
tempos analisados (24, 48 e 72 horas) ndo causaram alteracdes morfoldgicas nas larvas de S.

venezuelensis.

FIGURA 11 — Analise por microscopia Optica de larvas de S. venezuelensis tratadas com concentracéo de
1,0 mg/mL de extrato etanolico de SG em diferentes tempos, sendo 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas
(C), comparadas com o controle positivo de ivermectina 316 ppm.

Considerando o objetivo de buscar componentes especificos envolvidos na atividade
anti-helmintica do extrato etanolico de SG realizou-se fracionamento liquido-liquido deste
que originou a fracdo acetato de etila e fragdo aquosa, as quais foram testadas para o TEO e
TML.
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4.5. Avaliacdo do potencial ovicida, de inibicdo da ecloséo e desenvolvimento dos ovos de
S. venezuelensis tratados com fragdes acetato de etila e aquosa de SG em relacéo ao

extrato etandlico de SG

A andlise do potencial ovicida e de inibicdo da eclosdo dos ovos testados com a fracdo
de acetato de etila e fracdo aquosa esta representada na Tabela 3. Tanto a fracdo acetato de
etila quanto a fracdo aquosa de SG apresentaram diferenca estatistica significante em relagédo
aos controles de &gua e DMSO 1% respectivamente na concentracdo de 0,8 mg/mL (p<0,05).

O controle positivo de albendazol 0,025 mg/mL exibiu efetividade de 94,33% na
inibicdo da eclosdo dos ovos demonstraram equivaléncia as maiores concentragdes (0,8 e 0,4
mg/mL) de ambas fracGes analisadas e, mostraram-se diferente estatisticamente das demais

concentracgdes (p<0,05).

TABELA 3 — Percentagem da taxa de inibicdo da eclosdo de ovos de S. venezuelensis + erro padrdo das
médias das diferentes concentracdes testadas da fragdo de acetato de etila e fragdo aquosa de SG oriundas do
fracionamento liquido-liquido do extrato etandlico de SG ap6s incubagéo por 48 horas a 28°C.

Fracao acetato de etila (mg/mL) Taxa inibicéo da ecloséo
dos ovos (%)
0,8 91,52 £2,002¢
0,4 85,99 + 3,64 2
0,2 78,31+ 553"
0,1 74,68 + 5,53 "
0,05 71,21 +7,58°"
Fracgdo aquosa (mg/mL)
0,8 91,06 £ 2,27 3¢
0,4 88,83 +1,46%
0,2 73,49 +0,09°
0,1 70,92 + 3,59 °
0,05 70,77 £ 6,06 °
Agua 62,44 221
Albendazol 0,025 mg/mL 94,33+ 1,40
DMSO 1% 72,60 £ 2,40

Letras nas linhas apontam significAncia estatistica (p<0,05) dos testes em relacdo aos
controles de agua %, albendazol ® e DMSO 1% °©.

A fracdo acetato de etila apresentou efeito concentracdo dependente ap0s comparacao
entre as concentracdes de 0,05 e 0,1 mg/mL em relacdo a 0,8 mg/mL. Ao comparar as

concentragdes testadas da fragcdo aquosa observou-se diferenga estatistica significante (p<
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0,05) entre 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL em relacdo as maiores (0,4 e 0,8 mg/mL) configurando
efeito concentracéo dependente.

Realizou-se o célculo de I1Cso que indicou a concentracdo de 0,44 mg/mL da fragdo
acetato de etila e 0,57 mg/mL da fragdo aquosa para a inibicdo da eclosdo de ovos de S.
venezuelensis.

A comparacédo do padrdo de contagem de ovos e larvas apresentou diferenga estatistica
significante nos testes em concentracdes equivalentes do extrato etandlico de SG em relag.do
a fracdo acetato de etila (p<0,05), 0 que ndo ocorreu na comparacdo com a fragdo aquosa
(p>0,05).

Os ovos de S. venezuelensis tratados com as diferentes concentragcOes da fragdo acetato
de etila e fracdo aquosa foram avaliados quanto seu desenvolvimento e formacéo de larvas
L1, como apresentado na Figura 12. Verificou-se que de forma semelhante ao observado nos
ovos tratados com o extrato etandlico de SG, as fragdes oriundas deste composto também
provocaram alteracdes morfolégicas nos ovos apds incubacdo por 48h. Foi observado o
enrugamento da membrana externa dos ovos e deterioragdo do conteddo interno que
consequentemente interferiu na fase de blastomeracdo e formacdo de larvas L1 (Figura 12-
A.B).

FIGURA 12 — Aspectos morfoldgicos dos ovos de S. venezuelensis observados durante o TEO. (A) fragdo
acetato de etila (0,8 mg/mL); (B) fragdo aquosa (0,8 mg/mL).
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4.6. Acéo larvicida e de inibicdo da motilidade larval da fracédo acetato etila e fragdo

aquosa em relacdo ao extrato etandlico de SG

Nos ensaios utilizando larvas L3 de S. venezuelensis observou-se que as fragdes
acetato de etila e fragdo aquosa de SG ndo demonstraram relacdo tempo dependéncia, uma
vez que ndo houve diferenca estatistica significante entre as analises de 24, 48 e 72h.

A fracdo acetato de etila apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) em
relacdo a ambos os controles negativos com inibicdo da motilidade larval superior, como
demonstrado na Figura 13. Todas as concentracdes testadas mostraram efeito inferior ao
controle positivo (p<0,05), sendo observado 83,49% de inibicdo da motilidade larval na maior
concentracdo da fracdo acetato de etila de SG. Houve efeito concentracdo dependente desta

fracdo quando fez-se a comparacdo entre 0,8 mg/mL e as demais (p<0,05).
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FIGURA 13 — Taxa de inibicdo da motilidade de larvas de S. venezuelensis apresentada pelas concentracdes
testadas da fracdo acetato etila em comparacdo aos controles (dgua e DMSO 1%) e o controle positivo de
Ivermectina 316 ppm.

A fracdo aquosa por sua vez apresentou 99,47% de inibicdo da motilidade larval na
concentracdo de 0,8 mg/mL apds analise de 24h, com equivaléncia ao observado no controle
positivo, conforme Figura 14. Os controles (agua e DMSO 1%) inibiram 7,04 e 7,27% da
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motilidade larval respectivamente, ambos demonstraram diferenca estatistica significante em
relacdo a todas concentracdes da fracdo aquosa de S. guianensis (p<0,05) e ao controle
positivo de ivermectina 316 ppm. Ao comparar as concentracOes testadas verificou-se que a
concentracdo de 0,8 mg/mL apresentou diferenca estatistica significante em relagdo as demais

(p<0,05) com efeito concentracdo dependente.
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FIGURA 14 — Taxa de inibicdo da motilidade de larvas de S. venezuelensis apresentada pelas concentracdes
testadas da fracdo aquosa em comparacdo aos controles (dgua e DMSO 1%) e o controle positivo de
Ivermectina 316 ppm.

O ICso calculado para as duas fragBes indicou a concentragdo de 0,078 mg/mL de
fracdo acetato etila e 0,084 mg/mL da fragdo aquosa para inibiccdo de 50% da motilidade
larval. Em relagcdo a analise da eficiéncia das fracOes testadas com as larvas L3 de S.
venezuelensis, observou-se que apesar da maior concentracdo da fracdo acetato de etila ter
atingido 82,23% (+1,13) de eficiéncia, esta ndo foi equivalente ao controle positivo, conforme
Tabela 4. Apenas a maior concentragdo da fragdo aquosa (0,8 mg/mL) resultou em 99,43
(£0,53) de eficacia de forma semelhante ao observado com ivermectina 316 ppm que atingiu
100% (x0,00) de inibicdo da motilidade larval.
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TABELA 4 — Percentual da eficiéncia de inibicdo da motilidade das larvas de S. venezuelensis representada
por média das diferentes concentragfes analisadas da fracdo acetato de etila e fragcdo aquosa + erro padrao da
média ands incubacdo por 24 horas a 28°C.

Fracdo acetato de etila (mg/mL)  Eficiéncia na inibicdo da
motilidade larval (%)

0,8 82,23 +1,13

0,4 44,33 + 5,08
0,2 36,02 + 14,69

0,1 23,81 £5,26

0,05 20,63 + 4,47

Fracdo aquosa (mg/mL)

0,8 99,43 £ 0,53

0,4 35,07 £ 5,60
0,2 29,06 £ 10,39

0,1 25,41 +1,15

0,05 13,56 £ 0,35

Agua 7,04+214
Ivermectina 316 ppm 100 + 0,00
DMSO 1% 7,27 2,01

Nos testes de motilidade larval, houve diferenca estatistica significante entre as
concentracdes equivalentes da fracdo aquosa em relacéo ao extrato etanolico de SG (p<0,05),

enquanto que na fracdo acetato de etila ndo houve diferencga (p>0,05).

4.7.Triagem fitoquimica do extrato etanodlico, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa de
SG

A partir dos testes qualitativos de triagem fitoquimica realizados com extrato
etanolico, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa de SG identificou-se a presenca de taninos e
compostos fenolicos nas trés amostras, uma vez que apos adicdo de FeCls houve variacdo da

cor para verde escura, conforme Figura 15.
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FIGURA 15 — Resultados dos testes de taninos e compostos fendlicos: (A) amostra com padréo do extrato
etandlico de SG a esquerda e solugdo teste apds adi¢do de FeCls & direita; (B) solucdo teste da fracdo acetato
de etila ap6s adicdo de FeCls; (C) solucéo teste da fragdo aquosa apés adicdo de FeCls,

Ao realizar os testes de pH para identificagdo de flavonoides nas trés diferentes
amostras constatou-se variacdo da coloracdo para laranja e amarelo no teste de pH 11, o que
indicou a presenca de classe de flavonoides como: flavonas, flavonois e xantonas, como
mostrado na Figura 16. Com excecdo da fracdo acetato de etila, nas demais foram

identificados também a classe de flavononois. Nos testes com pH 3 e 8,5 ndo houveram

FIGURA 16 — Resultados dos testes para identificacdo de flavonoides: (A) padréo do extrato etanolico de
SG a esquerda e solucdo teste apds alcalinizacdo a direita; (B) padréo da fracdo acetato de etila & esquerda e
solucdo teste ap6s alcalinizacdo a direita; (C) padrdo da fracdo aquosa a esquerda e solucdo teste apés
alcalinizacdo a direita.

variacoes de cor.

Em relagdo a cromatografia em camada delgada realizada, foi observado que o extrato
etandlico de SG é constituido por metabolitos secundérios polares de grau variado, enquanto

que suas fracdes apresentaram polaridades mais altas.



60

5. DISCUSSAO

A estrongiloidiase ¢ uma doenca cuja prevaléncia ainda permanece subestimada com
indices de morbidade e mortalidade ainda pouco conhecidos, denotando grande importancia
na salde publica (BISOFFI et al., 2013). A eficacia limitada dos medicamentos de primeira
escolha em casos graves acabam aumentando a probabilidade de morte ocasionada pela
doenca (LUNA et al., 2007), processo que torna a busca por novos compostos de origem
vegetal importante no sentido da producdo de novos farmacos fitoterapicos eficientes no
controle dessa parasitose.

A busca de medicamentos antiparasitarios mais eficazes ndo é uma das prioridades do
mercado farmacéutico, uma vez que, estas doencas parasitarias sao prevalentes em paises
pobres onde a populacdo ndo tem recursos financeiros suficientes para pagarem precos
elevados em medicamentos (WINK, 2012). Por isso, as plantas medicinais por se tratarem de
produtos menos onerosos e de facil aquisicdo pela populagdo podem ser estratégias
alternativas mais efetivas para o controle das doencas parasitarias a partir do desenvolvimento
de novos agentes terapeuticos (AKHTAR et al., 2000; RATES, 2001).

Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez a atividade anti-helmintica in vitro da
planta SG contra diferentes formas de S. venezuelensis. Utilizou-se nos testes, o extrato
etandlico e fracBes, o 6leo essencial bem como o a-bisabolol isolado, constituinte majoritario
do éleo essencial conforme descrito previamente (MONTANARI, 2010).

Constatou-se a partir dos testes que o extrato etandlico foi capaz de inibir a ecloséo de
ovos bem como a motilidade de larvas da espécie. Esses achados sdo condizentes com outros
pesquisadores que também avaliaram a atividade de plantas sobre S. venezuelensis, como
Medeiros (2014) que testou o extrato etandlico e fracdes de S. lutea sob as fémeas adultas e,
Moraes (2017) que usou o latex de C. papaya e papaina purificada contra larvas L3 com
resultados promissores. Existem poucos estudos direcionados a atividade anti-helmintica in
vitro das plantas contra o género Strongyloides sp., grande parte destes estdo relacionados
com a avaliacdo em outros nematddeos, como Haemonchus contortus (ADEMOLA; ELOFF,
2010; MACEDO et al., 2012; CALA et al., 2014).

Foi demonstrado, a partir de diferentes testes, a eficiéncia dos compostos da planta SG
em baixas concentragdes quando comparados a estudos prévios com H. contortus e outras
plantas, como Spigelia anthelmia Linn. testada em concentra¢des de 3,1 a 50 mg/mL (ASSIS
et al., 2003), E. globulus testado com concentracdes de 2,71 a 21,75mg/mL na eclosdo dos
ovos e 2,71 a 43,5 mg/mL no desenvolvimento larval (MACEDO et al. 2009), além de



61

Lantana camara, Alpinia zerumbet, Tagetes minuta e Coriandrum sativum avaliadas em
concentragbes de 0,15 a 10 mg/mL no TEO e, 0,62 a 20 mg/mL no teste de
desembainhamento artificial larval (MACEDO et al., 2012).

Nas diferentes testagens, a agua filtrada e DMSO 1% utilizados como controles
demonstraram inibicdo de uma parcela dos ovos, no entanto, a percentagem de inibigéo
ocasionada por estes foi estatisticamente inferior aos compostos testados. Nos testes com
larvas, os controles (&gua e DMSO 1%) mantiveram as larvas viaveis durante 72 horas de
incubacdo. A inibicdo dos ovos verificada nos controles negativos foram justificadas pelo
estudo de Baek; Islam; Matsuda (1998) que demonstraram que em temperatura ambiente o
isolamento dos ovos de S. venezuelensis em solucdo salina compromete a viabilidade dos
mesmos quando comparado a conservacdo em fezes devido a exposicdo a diferentes
umidades, temperatura ou presenca de produtos quimicos. Os mesmos autores mencionaram
que, no caso do isolamento de larvas em agua ou em solucédo salina, a viabilidade é mantida
por até 12 dias, pois a presenca de substancias organicas ou microrganismos no meio de
isolamento servem como nutrientes para as larvas. Desta forma, entende-se que os controles
negativos ndo interferiram na fidedignidade dos resultados apresentados.

Vasconcelos (2006), relata que os ovos de nematddeos quando sdo liberados pelas
fezes passam por um processo de embrionamento rapido, sendo possivel acompanhar o
desenvolvimento e eclosdo em microscopio 48 horas apos a coleta, por isso, o tempo de
interrupcdo da incubacdo do teste de inibicdo da eclosdo dos ovos respeitou o processo de
formacdo e desenvolvimento das larvas de primeiro estaddio e, consequentemente foi
condizente com a observacdo do nimero maior de ovos larvados nos controles de agua e
DMSO 1%.

Os diferentes derivados de SG apresentaram atividades eficientes no retardo da
eclosdo dos ovos de forma similar ao controle positivo de albendazol. Os testes mostraram
que o extrato etandlico de SG ocasionou alteracGes morfolégicas nos ovos com degradacao
interna total das larvas, as quais adquiriram aspecto de uma massa condensada, sugerindo que
0 composto atinge a larva dentro do ovo, caracteristica essa também observada nas avaliaces
do 6leo essencial e a-bisabolol isolado. Krychak-Furtado et al. (2011) afirmam que a
eficiéncia ideal de um anti-helmintico em testes de ecloséo de ovos deve basear na capacidade
do mesmo em impedir o prosseguimento da fase de blastomeracdo e formacao das larvas,
alterando assim o desenvolvimento normal dos ovos impedindo a ecloséo e liberacdo das
larvas de primeiro estadio, sendo assim, infere-se que os diferentes compostos interferiram na

fase de blastomeracdo dos ovos analisados por microscopia oOptica neste estudo. Tais
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evidéncias supdem que os compostos apresentem acdo semelhante ao albendazol avaliado por
Sant’anna, Vommaro e Souza (2013) em ovos de Caenorhabditis elegans, o qual impediu a
formacgdo e desenvolvimento das larvas presentes nos ovos a partir de danos estruturais e
degeneracédo de mitocondrias.

Em relacdo a comparagdo nos testes de inibicdo da motilidade larval, o extrato
etandlico de SG em baixas concentracfes apresentou efeito superior ao 6leo essencial e a-
bisabolol isolado sendo capaz de ocasionar alteragdes na morfologia das larvas de S.
venezuelensis quando analisada a maior concentracdo testada, assim como a ivermectina.
Considerando que os mecanismos envolvidos na atividade de anti-helminticos nas formas
adultas estdo relacionados com a promocédo de paralisia muscular e/ou o déficit na oferta de
nutrientes por falta de armazenamento de energia que leva a morte apds exposicao em 24 h
(SIREESHA et al., 2013), os achados neste trabalho sugerem que o efeito apresentado pelo
extrato etanodlico na andlise de 24 h reforca a potencialidade anti-helmintica deste composto.

Segundo critérios preconizados pelo W.A.AV.P (1995) um anti-helmintico ¢
considerado eficaz quando apresenta atividade de amplo espectro sobre formas larvais ou
adultas ou atua sob uma area ainda ndo afetada por anti-helminticos convencionais e, assim,
sua eficécia é classificada como: moderada (80 — 89%), efetiva (90 — 98%) e altamente efetiva
(> 98%). Desta forma, concentracdes superiores a 1,0 mg/mL do extrato etanolico de SG
devem ser usadas no TEO para manter potencial ovicida efetivo, enquanto que, para TML
concentracgdes inferiores a 0,6 mg/mL podem ser suficientes para manter efeito equivalente ao
apresentado pelo controle positivo.

Os efeitos bioldgicos desempenhados pelas plantas sdo atribuidos a presenca dos
metabdlitos secundarios (MACEDO, 2012). Considerando que o o-bisabolol é o contituinte
quimico majoritario do Oleo essencial de SG, sugere-se que ele seja o responsavel pela
atividade ovicida encontrada no 6leo essencial, visto que testado isoladamente apresentou
atividade equivalente, no entanto, quando testado contra as larvas, apresentou acao inferior,
sugerindo que algum outro componente quimico presente no Oleo essencial atue em
sinergismo com o0 a-bisabolol. Diferengas nas estruturas dos ovos e das larvas podem ter
interferido na atividade apresentada pelo 6leo essencial e a-bisabolol isolado atribuindo aos
dois apenas atividade ovicida. De acordo com Vieira, Lima e Bessa (2006), o género
Strongyloides sp. origina ovos com unica camada delgada que forma a casca, enquanto que, as
larvas possuem cuticula dupla, assim sendo, supde-se que as larvas sdo mais resistentes do
que ovos. Possivelmente, sejam necessarias concentragdes mais elevadas de 6leo essencial e

a-bisabolol isolado para a inibicdo da motilidade larval.
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Para melhor delineamento da acéo anti-helmintica de um produto natural € necessario
realizar fracionamentos que visam o isolamento de agentes mais especificos, fundamental
para o desenvolvimento de medicamentos (KAMARAJ; RAHUMAN, 2011; OLOUNLADE
et al., 2012). Desta forma, considerando os resultados apresentados pelo extrato etandlico de
SG, foi realizado nesse trabalho o fracionamento liquido-liquido deste que originou fracoes
acetato de etila e aquosa, as quais também foram testadas com ovos e larvas L3 de S.
venezuelensis em concentragdes inferiores com o intuito de refinar o potencial anti-helmintico
prévio do extrato etanolico.

Ambas as fragdes demonstraram potencial ovicida com efeito na fase de
blastomeracdo, porém, a fracdo aquosa se destacou da fracdo acetato de etila com
equivaléncia ao controle positivo nos testes de inibicdo da motilidade larval. Na comparacéo
entre as concentracdes equivalentes das fracbes com o extrato etandlico, houve diferenca
estatistica no padrdo de contagem no TEO com a fracdo acetato de etila e, no TML houve
diferenca com a fragdo aquosa, inferirindo-se que dois ou mais constituintes quimicos
presentes no extrato etandlico atuem em sinergismo e, apds fracionamento, estes foram
isolados propiciando a atividade observada nas fragcdes. Esse resultado € condizente com
estudo de Rates (2001), que afirmou que os efeitos bioldgicos dos extratos de plantas podem
ser decorrentes do sinergismo entre 0s componentes quimicos.

Considerando a importancia da identificagdo dos metabdlitos secundarios, realizou-se
a triagem fitoquimica tanto no extrato etanélico quanto nas fracdes de SG e, foi identificado
compostos fendlicos, taninos e flavonoides. Os resultados corroboram com estudos prévios
que também identificaram flavonoides em diferentes extratos das folhas de SG de outras
regides brasileiras, como por exemplo, a quercetina em plantas do Ceara (LEITAO; EL-ADJI;
MELO, 2005), e a Vicenin-2 nas plantas de Manaus (NEGRI; SANTI; TABACH, 2012).
Costa (2017) avaliou também o extrato etandlico e fracdes acetato de etila e aquosa dos
galhos de SG do municipio de Jatai, identificou compostos fendlicos, taninos em ambos os
derivados da planta e, flavonoides na fracdo acetato de etila. Dentro do grupo de compostos
fenolicos identificados no trabalho estdo inclusos os flavonoides e taninos (COSTA et al.,
2008; SOUZA; MELLO; LOPES, 2012). Ressalta-se que a composi¢éo quimica das partes de
SG como folhas, caule e frutos pode variar de acordo com o local de coleta e estagdo do ano
(VALENTINI; RODRIGUEZ; COELHO, 2010) sendo possivel encontrar diversidade entre
0s contituintes quimicos assim como identificado na planta pesquisada.

A atividade ovicida e larvicida desempenhada pelas concentragOes testadas do extrato

etanolico e fragdes de SG possivelmente esteja relacionada com a acdo de pelo menos um
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grupo quimico identificado no trabalho, como os taninos e flavonoides. Estudos anteriores
relacionaram a presenca de taninos condensados e de diferentes tipos de flavonoides em
plantas com efeito sob ovos ou larvas de outros nematodeos (BARRAU et al., 2005; KOZAN;
ANUL; TATLI, 2013; FEMEX et al., 2016). O mecanismo de ac¢do envolvido na atividade
anti-helmintica dos flavonoides esta relacionado com a capacidade de alterarem processos
metabdlicos ou a atividade enzimatica dos parasitos (KERBOEUF; RIOU; GUEGNARD,
2008). A acdo dos taninos por sua vez depende do local onde se liga ao parasito ocasionando
geralmente alteracbes em estruturas, como: cuticula externa, aparelho digestivo ou
reprodutivo (HOSTE et al., 2006). Neste sentido, ressalva-se a necessidade do isolamento
destes constiuintes quimicos a fim de otimizar a atividade bioldgica observada no estudo.
Apesar das evidéncias desta pesquisa demonstrarem a potencialidade antiparasitaria de
SG in vitro, principalmente do extrato etanolico e suas fracfes nas diferentes formas de S.
venezuelensis, novos estudos para isolamento dos componentes dos grupos quimicos
identificados bem como testes de toxicidade e ensaios in vivo sdo necessarios, visto que 0s
compostos naturais apresentam-se como alternativa terapeutica no ambito da satde publica

para o controle da estrongiloidiase e outras parasitoses.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que os diferentes compostos derivados da planta S. guianensis
apresentaram potencial ovicida e larvicida, tendo em vista as alteracbes morfoldgicas
ocasionadas nos ovos bem como nas larvas L3 de S. venezuelensis analisadas. Os efeitos
observados apresentaram equivaléncia aos controles positivos, farmacos ja utilizados no
tratamento da estrongiloidiase, 0 que aponta a S. guianensis como uma nova alternativa
terapéutica.

A identificagdo dos compostos fendlicos, taninos e flavonoides no extrato etanolico e
fragcbes corrobora com achados prévios e, demonstra a necessidade do isolamento dos
principios ativos bem como a realizacdo testes in vivo, uma vez que a mesma podera
contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos para 0 controle da

estrongiloidiase.
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