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Resumo

DE MELLO, Alexia Brauner. Atividade antiparasitaria de Oleos essenciais de
Pelargonium graveolens, Citrus aurantium e Cuminum cyminum em Fasciola
hepatica. Orientadora: Nara Amélia Farias. 2022. 74 f. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas), Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) € um parasito que acomete o figado e ductos biliares
de diversas espécies, comumente diagnosticada em ruminantes. A fasciolose consiste
entre uma das mais importantes doencas parasitarias na saude animal, causando grandes
perdas econdmicas no Brasil e no mundo. Os relatos de resisténcia do trematodeo diante
aos farmacos utilizados, enfatizam a necessidade pela busca de produtos alternativos para
tratamento desta enfermidade. Diante disto, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade in vitro ovicida e adulticida dos 0Oleos essenciais (OEs) de Citrus aurantium,
Pelargonium graveoles e Cuminum cyminum em Fasciola hepatica. Para a realizag&o do
experimento, os trematddeos adultos foram coletados diretamente do figado de bovinos
positivos no exame post mortem. No teste ovicida, os ovos foram obtidos através da
imersao de adultos em solucao salina e posteriormente foram incubados juntamente com
0s Oleos testados e os grupos controles: albendazole, nitroxinil, controle dgua destilada e
Tween® 80. As concentracdes dos Oleos essenciais para teste em ovos variaram entre 4,5
e 0,03125 mg/ml. Para o teste adulticida, as formas adultas de F. hepatica, foram incubadas
com o meio RPMI e éleos essenciais sob diferentes concentracdes, variando entre 0,0675
e 0,031125 mg/mL e entdo observadas durante 24h pés-tratamento, bem como os grupos
controle: albendazole, nitroxinil, meio RPMI e Tween® 80. Posteriormente 0s espécimes
adultos foram fixados por imersdo em solugéo de formalina a 10% tamponada durante 24
horas para serem processadas para histologia. Nos resultados foi observado a eficacia de
100% dos 6leos essenciais sobre ovos do trematdédeo, em todas as concentracdes testadas
no teste de eclosédo. Para adultos, os OEs de P. graveolens e C. cyminum mostraram
eficacia total (100%) em menor tempo, se comparado ao 6leo de C. aurantium. Nas anélises
histolégicas observou-se diferentes alteracdes nas camadas do tegumento de adultos
tratados com OEs, como a modificacao e destruicdo dos espinhos. Pelos resultados obtidos
neste estudo, os 6leos essenciais de P. graveolens, C. aurantium e C. cyminum apresentam
um potencial fasciolicida.

Palavras-chave: Fitoterapia. Parasitoses. Ruminantes. Trematodeos. Histologia.



Abstract

DE MELLO, Alexia Brauner. Antiparasitic activity of essential oils from Cuminum
cyminum, Citrus aurantium and Pelargonium graveolens on Fasciola hepatica.
Advisor: Nara Amélia Farias. 2022. 74 f. Dissertation (Masters in Biological Sciences) -
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) is a parasite that affects the liver and bile ducts of
several species, commonly diagnosed in ruminants. Fasciolosis is one of the most important
parasitic diseases in animal health, causing great economic losses in Brazil and worldwide.
The reports of trematode resistance to the drugs used emphasize the need to search for
alternative products for the treatment of this disease. Therefore, the present study aimed to
evaluate the in vitro ovicidal and adulticidal activity of essential oils (EOs) from Citrus
aurantium, Pelargonium graveoles and Cuminum cyminum in Fasciola hepatica. To carry
out the experiment, adult trematodes were collected directly from the liver of positive bovines
in the post-mortem examination. In the ovicidal test, eggs were obtained by immersing adults
in saline solution and subsequently incubated together with the tested oils and the control
groups: albendazole, nitroxinil, distilled water control and Tween® 80. The concentrations
of essential oils for testing in eggs ranged from 4.5 to 0.03125 mg/ml. For the adulticidal
test, the adult forms of F. hepatica were incubated with RPMI medium and essential oils
under different concentrations, ranging from 0.0675 to 0.031125 mg/mL and then observed
for 24h post-treatment, as well as the control groups: albendazole, nitroxinil, RPMI medium
and Tween® 80. Subsequently, the adult specimens were fixed by immersion in a 10%
buffered formalin solution for 24 hours to be processed for histology. The results showed
the effectiveness of 100% of the essential oils on trematode eggs, at all concentrations
tested in the hatching test. For adults, the EOs from P. graveolens and C. cyminum showed
total efficacy (100%) in a shorter time compared to C. aurantium oil. In the histological
analysis, different alterations were observed in the integument layers of adults treated with
OEs, such as the modification and destruction of the spines. Based on the results obtained
in this study, the essential oils of P. graveolens, C. aurantium and C. cyminum have a
fasciocidal potential.

Keywords: Phytotheraphy. Parasitosis. Ruminants. Trematode. Histology.
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Histopathology Fasciola hepatica. (I) Negative Control — Tegument
syncytium presenting a homogeneous appearance and internalized
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Negative Control — Syncytium of the tegument presenting a
homogeneous aspect with internalized spines (arrow) and
externalized spines (arrowhead). Integument (T). Basal lamina
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graveolens 0.03375 mg/mL — Marked vacuolization in the tegumental
syncytium with extensive clear areas, often forming vacuoles around
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and testis remains (*). HE. 200 X. (VI) P. graveolens 0.0675 mg/mL
— Spines increased in size (arrow) and covered by a bubble
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Figura 4

fluid in the basal lamina (arrowhead) and muscular layer (arrow).
Discrete vacuolization in the tegumental syncytium. From the cecum
and testis, only the basal lamina cell support (*) remained. HE. 200
X. (V1) Albendazole — Basal lamina very evident due to marked
accumulation of fluid (arrowhead). Muscle fibers with the appearance
of dissolved by the accumulation of fluid in the muscle layer (arrow).
HE. 200 X. (IX) Nitroxinil — Vacuolization in the inner layer of the
tegumental syncytium immediately above the basal lamina (arrow).
Superficial and deep muscular layer with a large number of vesicles
(arrowhead). HE. 200 X. (X) Nitroxinil — Vacuolation around the

spines (arrow). Vacuolation in the muscular layer (arrowhead). HE.

Histopatologia Fasciola hepatica. (I) Controle Negativo — Sincicio do
tegumento apresentando aspecto homogéneo e espinhos
externalizados (cabeca de seta). Sincicio do tegumento
apresentando aspecto homogéneo com poucos espinhos
internalizados (seta). 200 X. (1) Nitroxinil — Vacuolizacdo na camada
interna do sincicio tegumental imediatamente acima da lamina basal
e ao redor dos espinhos (seta). Camada muscular superficial e
profunda apresentando vesiculas (cabeca de seta. HE. 200 X. (lll)
C. cyminum 0,031125 mg/mL — Marcada vacuolizacdo proximo a
lamina basal do sincicio tegumental formando grandes vesiculas
(cabeca da seta). Espinhos internalizados aparentemente normais
rodeados por microvesiculas (seta). Células do ceco e testis
desapareceram restando apenas a lamina basal (*). HE. 200X. (V)
C. cyminum 0,06225 mg/mL — Espinho internalizado (cabeca da
seta) rodeado por microvesiculas. Grande vesicula se estendendo
desde a lamina basal até proximo a membrana externa do sincicio
tegumental (seta). HE. 200X.........ooiiiiiiiiii e
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1. Introducéo

O trematoda Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), é um parasito do figado e
ductos biliares de diferentes espécies de animais, sendo mais comum em bovinos,
ovinos, equinos, coelhos, roedores e ocasionalmente no ser humano (QUEIROZ et al.
2002; TRIVILIN et al. 2013; GUIMARAES, 2016). De acordo com a Organizac&o
Mundial de Saude a fasciolose faz parte da lista de doencas tropicais negligenciadas
em humanos (OMS, 2010).

O parasito € conhecido principalmente pelo seu impacto na produtividade de
ruminantes (MAS-COMA et al. 2018). Estima-se que 250 milhdes de ovinos e 350
milhdes de bovinos estdo em ameaca em todo o mundo (BEESLEY et al. 2017). Sua
grande importancia veterinaria ocorre principalmente por causar perdas econémicas
consideraveis, devido ao quadro sistémico que acaba por levar a quedas na producéo
leiteira, menor rendimento de carcaca e também a condenacao de figados durante o
abate (MAS-COMA et al. 1999; JACOBS et al. 2015). A fasciolose provoca grandes
perdas econ6micas na pecudria, além de impactar severamente na saude publica
(PILE, et. al. 2001; MEHMOOD et al. 2017).

No Brasil, principalmente nas Regifes Sul e Sudeste, verifica-se a alta
prevaléncia dessa parasitose nos rebanhos bovinos e ovinos, devido as condicdes
climaticas que favorecem a reproducdo do hospedeiro intermediario e,
consequentemente, a manutengdo do trematddeo nessas regides (MATTOS et al.
1997; OLIVEIRA et. al. 2007). A prevaléncia da fasciolose bovina no Brasil pode
alcancar até 91%, com destaque para os estados de Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. Ainda, no Rio Grande do Sul pode levar a uma reducéo de até 6% no peso
de carcaca, representando valor significativo nas perdas econdmicas (MOLENTO;
PRITSCH, 2018).
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O controle da fasciolose € realizado com a utilizacdo de medicamentos anti-
helminticos (GIL et al. 2014; NOVA et al. 2014; KELLEY et al. 2016). No entanto, o
uso intensivo destes farmacos em ruminantes resultou no desenvolvimento de
resisténcia do parasito. Diversos episodios de ineficacia terapéutica sao relatados
frente a F. hepatica em todo o mundo (BOWMAN, 2010; FAIRWEATHER, 2011;
KEELEY et al. 2016). Visto isso, a prospecc¢ao por compostos naturais em substituicao
aos tratamentos sintéticos, justificam a busca da fitoterapia como alternativa para
controle de diversas helmintoses (ALMEIDA et al. 2012).

Diante desta problemética, o presente estudo teve como objetivo investigar a
atividade in vitro de 6leos essenciais de Pelargonium graveolens (Geranio), Citrus
aurantium (Laranja-Azeda) e Cuminum cyminum (Cominho) em ovos e adultos de
Fasciola hepatica, através do nivel de desenvolvimento dos ovos e da analise da
morfologia, bem como a motilidade e alterac6es tegumentares dos helmintos adultos

do trematddeo, em busca de um medicamento especifico e seguro.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos gerais

Avaliar a eficacia in vitro e alteracfes tegumentares ocasionadas pelos 6leos
essenciais de Citrus aurantium (Laranja-Azeda), Pelargonium graveolens (Geranio) e

Cuminum cyminum (Cominho) em ovos e adultos de Fasciola hepatica.

1.1.2 Objetivos especificos

« Avaliar a atividade dos 0leos essenciais contra 0s ovos através da inibicdo do
seu desenvolvimento;
o Avaliar a atividade dos 0leos essenciais em adultos, por meio da sua motilidade

apos diferentes tempos de exposi¢ao;
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Andlisar as alteracdes no tegumento dos espécimes adultos tratados com os
Oleos essenciais, mediante analise histologia;
Avaliar e comparar a eficacia dos 6leos testados com os farmacos fasciolicidas;

Determinar a citotoxidade dos compostos utilizados, em cultivo celular.



2. Revisao de Literatura

2.1 Taxonomia e morfologia de Fasciola hepatica

O trematddeo Fasciola hepatica, classificado por Linnaeus em 1758, &
causador de zoonose (BOWMAN, 2006; BOWMAN, 2014). Pertence ao Reino
Animalia, Filo Platyhelmintes, Sub-Classe Digenea, Classe Trematoda, Familia
Fasciolidae e Sub-Familia Fasciolinae (YAMAGUTI, 1961).

O trematdédeo adulto possui formato folidceo, achatado dorso-ventralmente,
medindo de 2,5 a 3,5 centimetros (cm) de comprimento, 1 cm de largura e cerca de 3
milimetros (mm) de espessura (TAYLOR et al. 2017). Possui duas ventosas
musculares para auxiliar na fixacdo ao hospedeiro, sendo uma ventosa oral anterior e
uma ventosa ventral localizada na base do cone cafalico (BARUCH, 2005). Seu
esbfago € desenvolvido e dividido em cecos ramificados estendendo-se para a parte
posterior (CARRADA-BRAVO; ESCAMILLA, 2005). Sua superficie corpérea serve
para absorcdo e apresenta-se coberta por espinhos, que auxiliam na fixagdo nos
ductos de seu hospedeiro definitivo, promovendo protecao e facilitando a locomocéo
do trematédeo (GUIMARAES, 2016). Os 6rgdos ficam localizados no parénquima,
apresentando cecos intestinais ramificados, testiculos e ovarios multiramificados
(TAYLOR et al. 2017). Os testiculos sdo dendriticos e cobrem dois tercos da porgao
posterior. O ovario € pequeno e dendritico, situado anteriormente ao testiculo anterior,
enquanto o Utero € curto e localizado anteriormente ao ovario. O poro genital esta
localizado anterior a ventosa ventral. Vitellaria sdo dendriticas e espalhadas em

ambos os campos laterais do corpo (BELDING, 1965).
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Os ovos séo constituidos por um ovulo fertilizado, contendo células vitelinicas
e rodeado por um envoltério protéico (BOWMAN, 2006; HUSSEIN et al. 2010). Medem
cerca de 130-180 micrometros (um) de comprimento por 60-100 um de largura
(OJEDA-ROBERTOS, 2021). Possuem forma eliptica, cor amarelada, casca fina e sao
operculados (BOWMAN, 2006).

2.2 Ciclo bioldgico

O ciclo biolégico é do tipo heteroxeno e possui formas livres, sendo assim,
dependente das condi¢des ecoldgicas para o seu desenvolvimento (JACOBS et al.
2015). Para Dalton (2021) o ciclo de vida de F. hepatica consiste em cinco fases
basicas (Figura 1): 1° a passagem dos ovos do hospedeiro para o ambiente externo
e seu posterior desenvolvimento; 2° a eclosao de miracidios e sua busca e penetracdo
no hospedeiro intermediario (HI), geralmente molusco do género Lymnaea; 3°
desenvolvimento e multiplicacdo dos parasitas no interior do HI; 4° emergéncia das
cercérias dos HI e seu encistamento e 5° ingestdo de metacercarias infectantes pelos

hospedeiros finais e desenvolvimento para vermes adultos (DALTON, 2021)
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Figura 1 — Ciclo biolégico Fasciola hepatica.
Fonte: DALTON, 2021 (Desenhado por FivePrime Desing).
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Explorando mais sobre o ciclo, 0 mesmo comeca quando o hospedeiro
definitivo excreta ovos ndo embrionados nas fezes. Desde que estejam em ambiente
Uumido, estes ovos passam por um desenvolvimento embrionario, dando origem a um
miracidio, processo que dura cerca de duas semanas (TAYLOR et al. 2018). Logo,
esse miracidio saira do ovo, com a ajuda do opérculo e, com auxilio de seus cilios,
buscara o HI (CARRADA-BRAVO, 2007).

O miracidio na agua penetra no molusco do género Lymnaea atravées de suas
partes moles, perdendo seus cilios e se desenvolvendo em um esporocisto
(GUIMARAES, 2016).

Cada esporocisto da origem de cinco a oito rédias que dao origem as rédias
filhas e cercarias. Dessa forma, as cercarias saem do caramujo e se encistam nas
laminas de vegetais, logo abaixo do nivel da &gua e transformam-se em
metacercarias, forma infectante para o hospedeiro definitivo (TESSELE et al. 2013).
Desde a infeccdo de um molusco com um miracidio até o desenvolvimento das
metacercarias transcorre em torno de 6 a 7 semanas (TAYLOR et al. 2017)

Ap6s a ingestdo das metacercarias pelo hospedeiro definitivo estas
desencistam no intestino delgado, migram através da parede intestinal, cruzam o
peritdnio e penetram na capsula hepatica, podendo permanecer por até quatro meses
em migracao pelo paréngquima hepatico até alojarem-se nos ductos biliares, onde véo
se instalar e amadurecer, excretando ovos em 6 a 8 semanas, iniciando novamente o
ciclo (BOWMAN, 2014). Os adultos maduros no figado realizam a excrecao de 20.000
a 50.000 ovos por dia (JACOBS et al. 2015).

O periodo pré-patente é de 10 a 12 semanas, ja 0 periodo minimo para
completar o ciclo fica em volta de 17 a 18 semanas (BOWMAN, 2014). Por fim, um
dos grandes sucessos em completar o seu ciclo biolégico mencionado por Dalton
(2021) se da pela multiplicacdo que ocorre no HI. Segundo dados de um estudo
realizado por Hodgkinson e colaboradores (2018) um caramujo infectado com um
anico miracidio pode gerar em torno de 500-800 metacercarias, caracteristica

importante para sua patogenicidade.
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2.3 Historico e distribuicdo da fasciolose no Brasil

A fasciolose tem a distribuicdo geografica mais ampla entre as doencas
helminticas, e estad presente em todos os continentes, com excecao da Antartida
(MAS-COMA et al. 2019). Essa parasitose foi diagnosticada pela primeira vez no Brasil
em 1918, em ruminantes do Estado do Rio Grande do Sul (GUIMARAES, 2016).

Segundo Molento e Pritsch (2018), a prevaléncia de F. hepatica em rebanhos
no Brasil é considerada média. No entanto, a doenca € considerada endémica,
principalmente nos estados do Sul e Sudeste, onde se tem mais de 65 milhdes de
cabecas, representando uma séria ameaca econdémica.

O numero de figados descartados, condenados e a reducdo de peso de
carcacas de animais, resultam em uma perda econbmica brasileira de
aproximadamente 210 milhdes de délares ao ano. O estado do Rio Grande do Sul
apresenta destaque com maior perda economica, com aproximadamente 147 milhdes
de ddlares ao ano (MOLENTO; PRITSCH, 2018).

No Brasil, a notificacdo da fasciolose ndo é obrigatoria, apenas 48 casos de
infeccdo humana foram relatados em artigos cientificos entre os anos de 1950 e 2016
(PRITSCH et al. 2018). O primeiro registro de fasciolose humana no Brasil foi em 1958
no Estado do Mato Grosso (GUIMARAES, 2016). Novos relatos veem surgindo, como
recentemente publicado por Pritsch e colaboradores (2019), apresentando o primeiro
relato clinico de fasciolose humana no estado de Santa Catarina, Brasil.

A espécie F. hepatica possui distribuicdo cosmopolita, sendo encontrada
principalmente em zonas temperadas e imperiosamente em &reas Umidas ou
alagadicas (OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009; GUIMARAES, 2016). Os principais
estados brasileiros que apresentam casos descritos de fasciolose sdo Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sado Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Goias
(OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009; MOLENTO; PRITSCH, 2018).
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2.4 Patologia e sinais clinicos

Segundo Sargison (2008) a patologia e consequentemente a relevancia
econdmica da fasciolose € determinada pelo estagio de infeccdo e pelo numero de
trematddeos presentes no hospedeiro final. A fasciolose pode se apresentar de duas
principais formas, a forma aguda e cronica (ECHEVARRIA, 2004).

A forma aguda é a menos comum e ocorre com ingestdo de um grande numero
de metacercérias (acima 2.000). Manifesta-se cerca de seis semanas apoés a infeccéo
(URQUHART et al. 1996). A manifestacdo ocorre devido as migracdes realizadas por
um grande numero de formas infectantes pelo parénquima hepatico, causando areas
de intensa hemorragia (BOWMAN, 2014).

A forma aguda raramente ocasiona morte em bovinos, no entanto para ovinos
os indicies de mortalidade sdo altos e a evolucdo ocorre em dias (ECHEVARRIA,
2004; CONCEICAOQ, 2001; OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009).

A forma subaguda ndo € mencionada em toda literatura. Quando descrita, é
caracterizada por ocorrer apés a ingestdo de 500 a 1.500 metacercéarias durante um
periodo mais longo de tempo (SARGISON, 2008). Esta forma da doenca ocorre entre
seis e dez semanas apoés a ingestdo (URQUHART et al. 1996).

Semelhante ao que ocorre na forma aguda, na forma subaguda, as formas
jovens do parasito seguem em migracdo para o figado, enquanto parte destas atinge
os ductos biliares causando fibrose. As hemorragias ocorrem como na fase aguda,
porém, em menor proporcéo. Sao sinais clinicos a inapeténcia, dor abdominal, rapida
perda de peso, anemia, ascite e depressao, podendo evoluir para morte subita
(SARGISON, 2008).

Por fim, a forma crénica da doenca é causada pela ingestdo moderada de
metacercérias (200-500), sendo a forma mais comum da fasciolose e ocorre cerca de
cinco meses apds a infeccgdo. O perido cronico € importante em relagdo ao
dignastico, pois o trematdodeo em seu estado maduro, elimina os ovos atraves da bile,
gue podem ser contabilizados, permitindo o diagndéstico coprolégico para individuos
que apresentam condicdo cronica da doenca (ESCALONA, 2012).

A doenca cronica esta relacionada ao comportamento alimentar dos vermes

em seu estagio adulto, nos canais biliares do hospedeiro. Os sinais clinicos incluem
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menor ganho de peso, reducdo da producdo de leite, anemia, emaciacdo, edema
submandibular e inchaco abdominal (SARGISON, 2008). Visto isso, a intensidade dos
sintomas e o0s sinais clinicos sdo condicionados pela magnitude da carga parasitaria,
sendo que, individuos que ingerem poucas metacercarias provavelmente
permanecerao assintomaticos (GIRAO; UENO, 1985).

Os animais parasitados por F. hepatica no geral apresentam retardo no seu
desenvolvimento, perda de peso e baixa na producao, gerando perdas econdmicas
consideraveis, principalmente em ovinos e bovinos (MAS-COMA et al. 1999;
ECHEVARRIA, 2004; TOSTES et al. 2004).

O ser humano ao ingerir vegetais contaminados por grande quantidade de
metacercéarias, podem desenvolver hepatite hemorragica e necrose, sendo um
hospedeiro ocasional (OLAECHEA, 2004).

2.5 Diagnostico

O método mais comum de diagndstico € por meio da contagem de ovos nas
fezes, por meio de testes de sedimentacdo. O diagnéstico € geralmente realizado
durante a fase crénica, porém, a deteccdo precoce permitiria um tratamento eficaz e
oportuno (MUNOZ-ZAMBRANO et al. 2020).

Na fase aguda da doenca é possivel a deteccdo através de exames
laboratoriais que medem o nivel enzimatico da glutamato de-hidrogenase e glutamato
oxalacetato aminotransferase (ECHEVARRIA, 2004). Os testes soroldgicos oferecem
mais seguranca, no entanto os resultados podem cruzar com outras doencas,
causando falsos positivos, todavia, os mais indicados sao os de intradermorreacao,
imunofluorescéncia e ELISA (GUIMARAES, 2016).

O ensaio ELISA é considerado o mais eficaz, sendo capaz de detectar parasitos
de duas a seis semanas apoés a infeccdo (LUQUE, 2014). O uso das técnicas
imunoldgicas para complementar o diagndstico clinico da fasciolose se justifica pela
baixa sensibilidade dos exames coproparasitoscopicos. Além disso 0s ovos so sao

observados a partir da nona semana. O ELISA, € um dos testes mais utilizados
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atualmente, com alta sensibilidade e apenas 30% de falsos positivos (ESCALANTE et
al. 2011).

Por fim, o diagnéstico clinico € dificil, no entanto, quando acomentidos, os
animais podem apresentar sinais com enfraquecimento, anorexia, anemia e perda de
peso, e, por ndo serem exclusivos desta enfermidade, necessitam de exames para
comprovacéo da doenca (GIRAO; UENO, 1985).

2.6 Tratamento

Os principais anti-helminticos utilizados no tratamento da fasciolose sé&o
pertencentes aos grupos dos benzimidazoéis, macrolactonas, imidazotiazoles e
salicilanilideos (BORGES, 2003). O grupo dos compostos anti-helminticos mais
administrados séo os benzimidazois que possuem amplo espectro (FAIRWEATHER,
2011).

Os benzimidazéis, atuam inibindo a polimerizagao da B-tubulina helmintica,
interferindo assim em funcdes dependentes de microtubulos, como na formacao de
fuso durante a mitose e na captura de glicose (LACEY, 1988; RANG et al. 2016). O
farmaco albendazole (AL) € muito utilizado e conhecido popularmente, no entanto,
possui acdo insatisfatéria sobre fases imaturas do trematédeo, ndo sendo o mais
adequado para tratamento (ALVAREZ et al. 2009).

Pertencente ao grupo dos benzimidazéis e considerado o medicamento padrao
para combate da fasciolose por combater todas fases do trematddeo recomenda-se o
triclabendazole (ALVAREZ et al. 2009). Sendo este, o principio ativo o mais utilizado
em animais infectados, principalmente por agir em todos estagios de desenvolvimento
do trematodeo (FAIRWEATHER, 2011).

Como elucidado no estudo de Hanna et al. (2015) no qual os espécimes de F.
hepatica sensiveis ao triclabendazole (TCBZ) exibiam lesbes celulares, relacionadas
a falhas no fuso durante a divisao celular, apoiando a afirmagéo de que o TCBZ e os
derivados do benzimidazoéis atuam na inibicdo da formacao de microtubulos.

Além do AL e do TCBZ, o farmaco nitroxinil (NIT) também € considerado uma
interessante terapéutica contra fasciolose, todavia casos de intoxicagao em rebanhos

com 0 uso deste composto sdo descritos na literatura (CEBALLOS et al. 2017). Seu
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mecanismo de acdo esta relacionado a nivel de tegumento da F. hepatica, levando o
trematdédeo a morte (MCKINSTRY et al. 2003).

A busca por tratamentos eficazes e especificos para combate a fasciolose vem
sendo cada vez mais necessarios. A fitoterapia foi essencial até meados do século
XIX, desde entéo, foi perdendo espaco e substituida por uso de substancias quimicas
e em parte sintéticas. No entanto, com o avanco da fitoterapia, este segmento vem se
tornando um assunto de grande importancia e ganhando cada vez mais espago na
prospeccao por novas substancias ativas (ALMEIDA et al. 2006). Como elucidado nos
estudos de Jeyathilakan et al. (2010) e Da Silva et al. (2020), os quais utilizaram da
fitoterapia para combate da fasciolose, derivados fitoterapicos apresentam-se como

novas formas de combate a esta importante enfermidade negligenciada.

2.7 Resisténcia

Resisténcia anti-helmintica pode ser definida quando individuos de
determinada populacdo sobrevivem a doses que para outras populacbes
(susceptiveis) sdo consideradas letais (COSTA et al. 2011). Echevarria et al. (1996)
considera que resisténcia anti-helmintica € um evento evolutivo, no qual os individuos
sobrevivem aos tratamentos, reproduzem-se e transmitem esses genes resistentes a
préxima geracao.

As atuais medidas de tratamento de diversas parasitoses utilizam anti-
helminticos, os quais tem apresentado relatos de resisténcia devido a sua ma
utilizacéo, gerando resisténcia parasitaria (CHAGAS, 2004). Os primeiros relatos de
resisténcia de F. hepatica a medicamentos no ambiente e em laboratério foram
relatados no final da década de 80. Em 1990 j4 eram encontradas cepas resistentes
a salicilanilidas (rafoxanida, closantel) em fazendas australianas (BORAY; DE BONO,
1990). O primeiro relato de resisténcia ao TCBZ foi publicado em 1995, e tratava-se
de um isolado de campo de F. hepatica em ovinos na Australia (OVEREND; BOWEN,
1995). Em 1998 na Holanda eram identificados, em rebanhos bovinos e ovinos,
parasitos altamente resistentes ao TCBZ (MOLL et al. 2000).

Na Bolivia foi relatada a resisténcia de F. hepatica ao farmaco albendazole em

rebanhos ovinos (WILLY; RENE, 2009). Posteriormente, nos estudos de Martinez-
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Valladares et al. (2014) na Espanha, foi encontrado um rebanho resistente ao
albendazole. Contudo, segundo Boray et al. (1983), o Albedazole atua apenas nos
espécimes maduros, diferindo do Triclabendazole (MCKELLAR; SCOTT, 1990).

Visto isso, o0 uso do albendazole ocorre em menor escala quando comparado
com o Triclabendazole, no entrando € ainda muito utilizado pelos produtores. Os
relatos de resisténcia ao Albedazole em F. hepatica cresceram e ganharam destaque
nos ultimos anos, preocupando ainda mais o setor econdmico (SANABRIA et al. 2013;
NOVOBILSKY et al. 2016).

Além dos farmacos citados, o nitroxinil, & também utilizado como alternativa no
tratamento contra F. hepatica, sendo observados relatos de populacbes do
trematodeo resistentes a esse principio ativo (NOVA et al. 2014).

Estudos baseados em um método de prevencdo por meio do tratamento
simultaneo com duas drogas de diferentes classes anti-helminticas, que indicam que
a resisténcia pode ser retardada. Entretanto, essa estratégia deve ser usada quando
o medicamento for introduzido pela primeira vez, antes que ocorra qualquer selecao
para resisténcia e assim ndo ocorrera resisténcia por mais de vinte anos, sendo
limitada aos farmacos uma vez ja inseridos (SHALABY et al. 2020).

Existem meios descritos para lidar com a resisténcia aos farmacos utilizados
contra a fasciolose, sendo eles a busca por fasciolicidas alternativos e
desenvolvimento de novos medicamentos, além do sinergismo entre compostos ja
existes. Neste contexto, os testes com produtos fitoterdpicos oferecem uma nova
alternativa promissora para na busca de novas ferramentas de controle deste helminto
(FAIRWEATHER, 2005)

2.8 Controle

S&o recomendadas medidas de controle associadas com o tratamento
realizado diretamente em rebanhos. Uma das estratégias recomendadas € o controle
do hospedeiro intermediario. Existem diversos métodos de controle do HI, sendo estes
quimicos, fisicos e biologicos (CUNHA et al. 2007). No entanto, o uso de produtos
quimicos para o controle dos moluscos néo € recomendado e em diversos paises nédo

€ permitido devido aos danos e residuos que impactam a saude do meio ambiente
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(FOREYT, 2005). Visto isso, buscam-se sempre produtos que sejam atéxicos e que
nao deixem residuos na fauna e flora (CUNHA et al. 2007).

Uma outra forma de controle dos moluscos, € a drenagem de terrenos
alagadicos, considerada a forma ideal e eficiente para a reducéo dos hospedeiros
intermediarios em areas contaminadas, manejo nem sempre possivel devido a
extensdo das areas contaminadas e alto custo deste processo (HOWELL et al. 2015).

Existe também o controle biolégico de hospedeiros intermediarios por meio de
predadores, como outros moluscos (terrestre ou aquaticos), patos, marrecos e peixes
entre outros, no entanto é a forma menos usual pelos produtores (XIMENES et al.
1995).

2.9 Oleos essenciais

Principios ativos vegetais existem em grande quantidade com propriedades
consideraveis no controle de diversas parasitoses, dentre eles, os 0leos essenciais,
obtidos a partir de metabdlitos secundarios das plantas (QI et al. 2015). Segundo EI-
Asbahani et al. (2015) os 6leos essenciais (OEs) sdo produtos naturais extraidos por
hidrodestilacdo de materiais vegetais, sendo substancias lipofilicas, liquidas e
volateis, extraidas a vapor ou por solventes de diversas regiées morfo-anatdmicas das
plantas, como atraveés das flores, cascas, sementes, frutos e folhas (CALSAMIGLIA et
al. 2007).

Os OEs também s&o utilizados na industria de alimentos, cosméticos e
farmacos (DA CUNHA et al. 2013a). Devido ao aumento da utilizacdo destes e de
seus compostos bioativos na agricultura, salde humana e animal, a demanda por
esses produtos cresceu exponencialmente nos ultimos anos (DA CUNHA et al. 2013b;
DA CUNHA et al. 2015).

Os OEs sado compostos com efeitos anti-parasitarios promissores, muito
aplicados na medicina veterinaria (ROCHFORT et al. 2008). Entretanto, sdo escassos
trabalhos explorando a acéo de 6leos essenciais contra F. hepatica. O estudo de Silva
et al. (2020) demostrou o potencial do OEs de Helianthus annus (girassol) e Cuminum
cyminum (cominho), dos quais, o 6leo de cominho apresentou eficacia ovicida frente

a F. hepatica.
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Para outras espécies, como Fasciola gigantica, da mesma forma se conhece
pouco sobre a acdo de OEs. No estudo de Jeyathilakan e colaboradores (2010) foram
avaliados os 0leos essenciais de Cymbopogon nardus (citronela) e Azadirachta indica
(nim), dos quais, 6leo essencial (OE) de citronela apresentou potencial atividade anti-
helmintica.

O uso de 6leos essenciais relacionados a F. hepatica é mais conhecido quanto
aos seus efeitos moluscicida, contra moluscos da familia Lymnaeidae. Como no
estudo de Sousa et al. (2017), que mostrou o efeito biomoluscicidas dos OEs de
Anethum graveolens (endro), Cuminum cyminum (cominho), Foeniculum vulgare var.
vulgare (erva-doce amarga) e Petroselinum crispum (salsa) frente a Radix peregra,
um caracol, Hl suscetivel de F. hepatica. Além dos OEs testados neste estudo, o 6leo
essencial das folhas de Eugenia uniflora (cerejeira brasileira) em Lymnaea columella
e Biomphalaria tenagophila, dos quais o primeiro é hospedeiro intermediario da F.
hepatica (PINHEIRO et al. 2017)

2.9.1 Oleo essencial de Pelargonium graveolens

Pelargonium graveolens (PEG), conhecido como geranio ou malva-cheirosa é
uma espécie aromética, pertencente a familia Geraniaceae. Possui forma de vida
arbustiva, sendo uma planta de origem nativa e ndo endémica, nativa da Africa do Sul
(HAMIDPOUR et al. 2017; REFLORA, 2020a).

Pertencente a classe Magnoliopsida, Ordem Geraniales e Familia
Geraniaceae, seu 6leo é amplamente utilizado como substituto floral, sendo, portanto,
um dos materiais naturais mais interessantes para a industria (GOMES et al. 2006).

Segundo Asgarpanah (2015 apud EL-LETHY, 2011) P. graveolens possui
diversos constituintes quimicos, dentre eles, susbtancias volateis, terpendides,
flavondides, cumarinas e taninos foram isolados da espécie. Os OEs dessa espécie
apresentam quantidade consideravel de monoterpenos. Al-Snafi (2016) quantificou
em sua revisdo que o OE de PEG foi caracterizado pela presenca de 79,61% de
monoterpenos e cerca de 2,66% de sesquiterpenos, além de outros compostos como

aromaticos e alifaticos.
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Ha estudos que comprovam a eficacia anti-fingica, anti-protozoéaria e anti-
bacteriana do OE de P. graveolens. Como nos estudos de Patias et al. (2016), que
comprovaram a eficicia anti-fangica do Oleo contra Candida sp., Calzada e
colaboradores (2001) demostraram a atividade anti-protozoaria da espécie contra
Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Sadiki et al. (2019) testaram a eficacia do
o0leo de P. graveolens contra bactérias resistentes aos antibiéticos, dentre elas
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Streptocoque
spp., e Staphylococcus aureus.

Sao poucos estudos que mostram eficacia anti-helmintica de P. graveolens,
como o estudo de Leela et al. (1992) o qual demonstrou a atividade anti-helmintica de
Meloidogyne incognita (nematoide das galhas) com o uso do OE. Outras especies do
mesmo género também foram descritas na literatura, como no estudo de Kozan, Akkol
e Suntar (2016), onde P. endlicherianum apresentou atividade anti-helmintica
significativa em trés fases do ciclo de vida de Haemonchus contortus. Visto isso, este

composto deve e merece ser mais estudado e observado frente a helmintos.

2.9.2 Oleo essencial de Citrus aurantium

A espécie Citrus aurantium, conhecida popularmente como laranja-amarga,
possui forma de vida em arvore e vive em substrato terricola. Ndo € endémica no
Brasil e possui origem asiatica (LORENZI et al. 2006; REFLORA, 2020b).

Citrus aurantium, pertencente a classe Magnoliopsida, ordem Sapindales e
familia Rutaceae, apresentou potencial cicatrizante, antibacteriano e antioxidante
(NUNES, 2009). Os principais constituintes biologicos ativos dos Citrus sdo
flavondides, como a hesperidina, naringina, alcaldides e sinefrina (PELLATI et al.
2002). O OE apresenta quantidade consideravel de monoterpenos, chegando a 90%
a fracdo constituinte de monoterpenos (GNIEWOSZ, et al. 2017). A utilizacdo de
subprodutos da industria de Citrus € altamente desejavel, devido ao seu valor
comercial como também potencial farmacéutico (VIANA et al. 2016).

Dentre os diversos possiveis efeitos, seu papel fisiologico e farmacoldgico se
destaca. Efeitos anti-cancerigenos, anti-diabéticos e pesticida ja foram mencionados
por Lee et al. (2015), Jia et al. 2015, Sanei-Dahkordi et al. (2016), respectivamente.
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Taur et al. (2009) apresentaram Citrus aurantium com potencial anti-helmintico
em testes realizados com Pheretima posthuma (annelida), organismo muito utilizado
em estudos devido sua semelhan¢a com helmintos. Kowaltschuk et al. (2011) também
encontrou resultados satisfatérios no controle de Meloidogyne javanica (nematoide
fitopatogénico) utilizando extratos de plantas, incluindo o C. aurantium, o qual mostrou
novamente um resultado satisfatorio, visto isso, 0 OE de C. aurantium apresentou
potencial prévio em estudos e assim, devido as suas caracteristicas deve ser mais
estudado frente outras abordagens (MAKSOUD et al. 2021).

2.9.3 Oleo essencial de Cuminum cyminum

Cuminum cyminum (CYM), popularmente chamado de cominho, pertencente a
familia Apiaceae, apresenta-se com forma de vida em erva e vive em substrato
terricola. Ndo é endémica do Brasil e sua origem é do Mediterraneo Oriental e Egito
(REFLORA, 2020c). O popular cominho, percence a classe Magnoliopsida, ordem
Apiales e familia Apiaceae (ITIS, 2021).

Em diversos estudos frente a caracterizacdo quimica do Cuminum cyminum
continham: alcaléides, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e outros
componentes em menor quantidade (AL-SNAFI, 2016). Além disso, o OE é formado
por um elevado niamero de monoterpenos e derivados sesquiterpenos (LI; JIANG,
2004). Essa espécie € muito visada industria terapéutica visto que, seu OE é
considerado uma fonte rica de componentes com potencial antibacteriano, antifingico
e antioxidante, podendo ser usado na industria terapéutica (GACHKAR, 2007;
MITHUN et al. 2010; JOHRI, 2011).

As sementes de cominho sdo amplamente utilizadas na culinaria para saborizar
alimentos e também como tempero. Componentes do cominho possuem potentes
antioxidantes, anticancer, antibacterianos e larvicida, além de outros diversos outros
usos gerais (SINGH et al. 2017).

O estudo de Mithun e colaboradores (2010) relatou uma moderada atividade
antifangica e Shivakumar et al. (2010) constatou atividade anti-inflamatoria. Aléem de
suas capacidades antidiabéticas, anticarcinogénicas, antimutagénica e
gastrointestinais (JOHRI, 2011).
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Além disso, o OE de C. cyminum ja € também conhecido por sua acao anti-
helmintica. Como no estudo de DE CASTRO et al. (2021) que mostrou a eficacia do
OE de cominho contra Haemonchus contortus, a qual foi de 98,62% para inibicdo da
eclosdo, 69,12% para inibicdo do desenvolvimento e 23,45% para inibicdo da
migracéao larval, sendo um composto promissor para o helminto.

Visto todas suas caracteristicas descritas na literatura, o 6leo de CYM ainda
deve ser mais estudado, pois a acédo deste em ovos de F. hepatica como supracitado
e sua acdo em adultos é de extrema relevancia para a veterinaria e saude publica (DA
SILVA et al, 2020).



3. Manuscrito

Manuscrito I. AlteragBes microscopicas em Fasciola hepatica tratadas com os 6leos

essenciais de Pelargonium graveolens e Citrus aurantium.

Manuscrito sera submetido ao periodico Parasitology.
O manuscrito é apresentado conforme as regras de formatacao da revista para a

gual sera submetido.
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Abstract:

Fasciolosis is one of the most important parasitic diseases in animal health, affecting mainly
ruminants, causing economic and productivity losses. This study aimed to evaluate the in vitro
ovicidal and adulticidal activity of essential oils (EOs) from Pelargonium graveolens
(geranium) and Citrus aurantium (sour orange) on Fasciola hepatica. To carry out the
experiment, adult specimens were collected directly from the liver of post mortem positive
cattle. For the ovicidal tests, the adults were immersed in saline to release and obtain the eggs.
Subsequently, the eggs were incubated with geranium EOs at concentrations from 4.5 to
0.03375 and sour orange at concentrations from 4.25 to 0.031875, along with four controls:
albendazole (10mg/kg), nitroxinil (6.8mg/kg), water (negative control) and Tween® 80. The
viable eggs were counted on the 14th day post-incubation. Adult forms of F. hepatica were
incubated (x28°C) containing the EOs and observed at Oh, 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h, 21h and
24h post-treatment, as well as the control groups. Later the specimens were fixed for
histological analysis. Geranium and sour orange EOs in trematode eggs at the concentrations
tested were 100% effective in inactivating hatching (p<0.05) when compared to the negative
control. In the adulticidal test, the essential oil (EO) of P. graveolens at both concentrations
tested (0.0675 and 0.03375 mg/mL), within 15 hours, promoted the death of flukes. For C.
aurantium EO, 18 hours was enough to inactivate all specimens, up to a concentration of
0.06375 mg/ml. In the histological analysis, it was possible to observe the accumulation of
liquid in the tegument in the specimens incubated in C. aurantium EO (spongy aspect) as well
as in P. graveolens a marked vacuolization in the tegument and spines, preventing
externalization. The results of the present study the use of EOs as new compounds with
anthelmintic potential against F. hepatica, since the drugs commonly used to control this
disease show resistance reports worldwide.

Keywords: Phytotherapy, Ruminants, Trematode, Histological.
Introduction

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) is a trematode belonging to the Fasciolidae family
(YAMAGUTI, 1961; BOWMAN, 2006), considered a species that causes zoonosis and has a
worldwide distribution (Ashrafi et al. 2015; Kelley et al. 2016; Mas-Coma et al. 2018).

It is estimated that more than 300 million cattle are exposed to the parasite (Molento;
Pritsch, et al. 2018), causing great economic losses, affecting livestock and also public health
(Mehmood et al. 2017). The main economic loss occurs due to condemnation of livers during
slaughter, as well as due to the systemic condition which causes weight loss, decreased milk
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production, low fertility and lower meat and wool yield, in addition to high rates of morbidity
and mortality (Mohammed et al. 2015; Fanke et al. 2017; Fang et al. 2022).

Popularly known as “liver cockroach” (Oliveira, Sposito Filha, 2009), this trematode
affects the liver and bile ducts of sheep, cattle, buffalo, goats, swine and other animals, such as
wild animals. Humans are accidental hosts (Aleixo et al. 2015; Monteiro, 2017). F. hepatica is
found mainly in temperate zones, its distribution occurs mainly in humid or swampy areas
(Mas-Coma et al. 2005; Mas-Coma et al. 2014; Martins et al. 2014). Its life cycle requires a
definitive host, usually a herbivore that acts as a reservoir of the disease, and an intermediate
host, the most common being the mollusc of the Lymnaeidae family (Calretas et al., 2003; Fox
etal. 2011).

The control of this disease can be carried out through the use of anthelmintics, proper
management, musculicides and biological competitors (Monteiro, 2017). The main
anthelmintics used for management and control in the definitive host in the treatment of this
parasitosis are from the groups of benzimidazoles, macrolactones, imidazothiazoles and
salicylanilides (Borges, 2003). Among the commonly used drugs are albendazole (AL),
triclabendazole and nitroxinil (NIT) (Nova et al. 2014; ROMERO et al.; 2019; Babjék et al.
2021).

However, the misadministration and indiscriminate use of these drugs originate
populations of resistant parasites all over the world. Anthelmintic resistance in F. hepatica is
reported in several countries, such as Bolivia, Spain, Chile and Brazil (Willy; René 2009,
Martinez-Valladares et al. 2014; Romero et al. 2019; Nova et al. 2014).

In view of this theme, there is a vast amount of active plant ingredients with potential in
the control of various parasites, thus increasing the interest and the search for new control
alternatives using this aspect (Rocha et al. 2019). In this context, the aim of the present study
was to evaluate the in vitro efficacy of essential oils of Pelargonium graveolens (geranium) and
Citrus aurantium (sour orange) in eggs and adults of Fasciola hepatica, as well as the
histopathological changes caused by the tested compounds and the commonly used drugs.

Material and Methods

Collections of Fasciola hepatica

The collection of F. hepatica specimens was performed from infected livers in post
mortem examination provided by a slaughterhouse located in the municipality of Pelotas, Rio
Grande do Sul (Brazil). The parasites were collected directly from the bile ducts with the aid of
a scalpel and tweezers. Eggs were recovered using the natural egg retrieval technique described
by Ueno and Gongalves (1998). The adults were recovered and the technique of Jeyathilakan
et al. (2010).

Acquisition of oils and reagents

The essential oil of Pelargonium graveolens (Lot STD1012) was purchased from Seiva
Brazilis Ativos Naturais Ltda, Sdo Paulo, Brazil and the oil of Citrus aurantium was provided
by the Nanotechnology Laboratory of the Universidade Franciscana (UFN).



31

Gas Chromatography

The chromatography performed for P. graveolens oil (PEG) was according to the
technique described by Giongo et al. (2015). The chromatographic analysis performed for C.
aurantium oil (CAM) was as described in Lopes et al. (2018).

Test of ovicidal and adulticidal activity of essential oils against Fasciola hepatica

The oil solutions were based on the methodology described by Freire et al. (2014), with
adaptations. Each solution was individually prepared in a standard solution with sterile distilled
water, Tween® 80 1% and the EOs. In sterile tubes, 1000 pL of each oil, 400 pL of 1% Tween®
80 and sterile distilled water were added to complete the final volume of 20 mL. Tween® 80
was used to promote the solubilization of essential oils in water, without interfering with the
biological activity of these products. The tubes were individually shaken in a Kasvi Basic 2800
RPM Vortex Shaker for a period of 5 min.

Eight concentrations were performed with each oil to be tested. To express the results in
mg/mL, the densities of each oil (PEG= 0.9 g/cm; CAM= 0.85 g/cm) and the equation (density
= mass/volume) were used. For the PEG oil at the end we obtained concentrations ranging
between 4.5-0.03375 mg/mL and for CAM oil ranging between 4.25-0.031875 mg/mL.

Test of ovicidal activity of oils against Fasciola hepatica

The tests were performed based on the methodologies described by Fairweather et al.
2012, Robles-Pérez et al. (2014) e Arafa et al. (2015). After collection, the trematodes were
immediately stored in glass vials containing saline solution heated to 30°C for the release of
eggs. These were separated from the adults with the aid of a sieve (200 um) and transferred to
a sedimentation cup. Subsequently, the solution containing the eggs was washed three times
with sterile distilled water to obtain a clear solution. This solution was then filtered according
to Ueno's four-sieve technique (Girdo; Ueno, 1985). Finally, the eggs were stored in labeled
glass containers, containing sterile distilled water and kept refrigerated until the egg hatching
test was prepared (Ueno; Gongalves, 1998).

To carry out the tests, the eggs (n= 500 eggs) were deposited in six-well plates, together
with the controls or EO according to their concentration. The plates were packed in aluminum
foil, so that the eggs did not come into contact with light environment and subsequently
incubated at £28°C and 80% humidity in different climate chambers for 14 days, until the
hatched eggs are counted. The test was performed in triplicate for each concentration of EO
tested and controls performed. As a positive control, AL and NIT were used, both at a
concentration equivalent to the therapeutic dose (AL= 10 mg/kg; NIT= 6.8 mg/kg), obtained
respectively, by VeT.Pharma® (Audiéncia de Farmécia RS — Brazil) and Dovenix® Supra
(Boehringer Ingelheim), negative control (NC) containing water and eggs, and the control of
Tween® 80 1% (T), being the solvent diluting the oils.

The counting of non-embryinated, embryonated and hatched eggs was performed after 14
days of incubation, using an inverted microscope (Olympus - CKX 41). Egg development was
analyzed,  which  were  quantified according to  development  patterns.
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Storage and procedure for testing Fasciola hepatica in adults

Adults of F. hepatica were collected from the livers and transported in vials containing
blood and organ fragments, seeking to bring the specimens as close as possible to their natural
environment. To evaluate the in vitro activity of essential oils in adults, the methodology of
Jeyathilakan et al. (2010). The specimens were selected according to their integrity and washed
with distilled water.

To carry out the tests, the trematodes were placed in petri dishes (n=3) with 10 mL of
RPMI Medium 1640 culture medium (Gibco® by life technologies™) and 10 mL of the oil to
be tested under different concentrations. The groups used as controls were: AL, NIT, T and NC.
Readings were performed at Oh, 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h, 21h and 24h after immersion in the
treatments. Between the intervals, the specimens were kept in an acclimatized chamber (BOD,
brand Eletrolab, model EL101/0) at 27°C.

The results of each treatment were expressed according to the methodology used by
Kiuchi et al. (1987), with modifications, being characterized as: without movement (dead) and
with movement (alive), for each observation time.

After the test, the F. hepatica specimens were fixed by immersion in a 10% buffered
formalin solution for 24 hours. Subsequently they were cross-cut and routinely processed,
embedded in paraffin, cut into 3-4 pum sections, stained with hematoxylin-eosin (HE) and
examined under a microscope at 200x increase.

Cytotoxicity Assay

The MTT assay was based on the reduction of the tetrazolium salt, 3-(4,5-dimethylthiazol-z-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma-Aldrich, catalog number: M5655) by actively
growing cells and was performed based on the method described by Plumb (2004). Briefly, 100
uL of Madin-Darby-Bovine-Kidney (MDBK) cells were seeded in 96-well microplates at a
concentration of 10° cells/mL and incubated for 24 hours. Concentrations of essential oils
ranging from 4.5 mg/Ml to 0.031875 mg/mL were performed. After incubation, 50 pl of MTT
solution (1 mg/mL was added to each well and incubated for an additional 4 hours. The medium
was then removed and the blue formazan crystals were solubilized with 150 pL of
dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, catalog number: D5879). MTT converted to
formazan by metabolically viable cells and its absorbance was measured using an ELISA reader
at 590 nm. The control group received only Minimum Essential Media. The percentage of cell
viability was calculated using the following formula:

% viable cells = (absample — @bSwnite)\ (@DScontror — @bSwhite) X 100

Statistical Analysis

To determine the efficacy of the tested oils, the formula was used: efficacy (%) =
[(average % of the negative control group - % average of the treated group) / % average of the
negative control group] x 100, which results in the percentage of efficacy of the treated group
compared to the control group, as defined by Wood et al. (1995). Statistically significant oils
with >90% efficacy were considered effective. Statistical analysis for eggs and adults was
performed by one-way analysis of variance (ANOVA) using a probability value of p<0.05,
followed by Tukey's Test (GraphPad PRISM® 8 Software).
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Results

Gas Chromatography

For PEG oil as major compounds we obtained citronellol (31.37%), geraniol (10.34%)
and citronellyl formate (6.51%). The EO of CAM showed a predominance of limonene
(93.89%), linalool (2.60%) and B-pinene (1.71%).

Evaluation of essential oils in Fasciola hepatica eggs

The results obtained in the in vitro test in the concentrations carried out of the essential
oils of P. graveolens and C. aurantium against the eggs can be seen in Table 1 and 2,
respectively. All concentrations of the EOs tested made the eggs unviable, that is, without the
formation of miracidia in their interior, not allowing the development of the trematode and,
consequently, keeping them non-embryonated. All concentrations in the tested oils were
significant (p <0.05) when compared to the negative control.

In addition, the results for the different concentrations of EO used did not obtain a
significant difference when compared, thus showing that the different concentrations were used
did not presented a significant difference between them. Therefore, the highest concentration
was equally effective when compared to the lowest used.

In the negative control, 96% of embryonated and/or hatched eggs were observed. The
drug AL obtained an average of 90% of embryonated and/or hatched eggs, the NIT control
presented an average of 16% of embryonated and/or hatched eggs. Finally, in the Tween®
control, 93% of embryonated and/or hatched eggs.

Table 1. The percentage of eggs hatched after the incubation of the essential oil of Pelargonium graveolens from
F. hepatica eggs and the percentage of ovicidal action at the different concentrations tested. All tested groups had
significant differences (p < 0.05) in relation to the control group.

Dose (mg/mL) 4.5 2.25 1.125 0.5625 0.27 0.135 0.0675 0.03375

% Hatched 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
% Ovicidal 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0)  100(0) 100(0)
Action

Table 2. The percentage of eggs hatched after the incubation of Citrus aurantium essential oil from F. hepatica
eggs and the percentage of ovicidal action at the different concentrations tested. All tested groups had significant
differences (p < 0.05) in relation to the control group.

Dose (mg/mL) 425 2125 10625 0.53125 0.255 0.1275 0.06375 0.031875

% Hatched 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
% Ovicidal 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0)  100(0) 100(0)
Action

Evaluation of essential oils in adults of Fasciola hepatica

Adults of Fasciola hepatica were analyzed for a total of 24 hours for their motility in each
treatment. For a better observation and understanding of the data referring to the analysis times,
two graphs were generated relating survival and analysis times (Figure 2). The specimens (n=9)
of the negative control, containing only RPMI medium, showed good motility, moving all parts
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of the body until the final time (24h). Positive controls using the drugs Albendazole and
Nitroxinil inactivated all specimens within 18 hours and 6 hours, respectively (Figure 2).

The essential oil of P. graveolens at both concentrations tested (0.0675 and 0.03375
mg/mL) (Figure 2), within 15 hours, promoted the death of flukes, which did not show
movement, showing efficacy in both doses tested in the aforementioned time. For C. aurantium
EO, 18 hours was enough to inactivate all specimens, at a concentration of 0.06375 mg/ml
(Figure 2). In addition, the Tween® 80 control, at the end of the test (24h) showed viable
specimens (n=9) with good motility, showing that the compound used to dilute the oils did not

alter the survival of F. hepatica adults.
Pelargonium graveolens Citrus aurantium

0 T 4 T T T u T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Time (hours) Time (hours)

Figure 2. (1) Graph of adulticidal survival measured over time on Pelargonium graveolens essential oil treatment
compared to controls. Y axis percentage of survival and X axis time in hours. Lozenge icon: P. graveolens 0.0675
mg/ml; Filled square icon: P. graveolens 0.03375 mg/ml; Hollow square icon: negative control; triangle icon:
albendazole; Circle icon: nitroxinil. (I1) Graph of adulticidal survival measured over time on Citrus aurantium
essential oil treatment compared to controls. Y axis percentage of survival and X axis time in hours. Hexagon icon:
C. aurantium 0.06375 mg/ml; asterisk icon: C. aurantium 0.031875 mg/ml; Hollow square icon: negative control;
triangle icon: Albendazole; Circle icon: nitroxinil.

Histopathological Analysis

The specimens of the NC group (RPMI) presented the syncytium of the integument with
a homogeneous appearance and with the presence of spines, in great majority externalized
(Figure 3. I and II), without any sign of lesion or abnormal characteristic of the Fasciola
hepatica species. Adults who were administered C. aurantium EO had fluid accumulation in
the tegumental syncytium region (Figure 3. I11), with the formation of vacuoles. The spines in
most of the samples were enlarged and internalized (Figure 3. 1V). The epithelial lining cells of
the cecum and testis were dissolved, leaving only the supporting basal lamina (Figure 3. 1V).
The group that received EO from P. graveolens showed a marked vacuolization in the
tegumental syncytium, with extensive clear areas, often forming vacuoles around the spines
(Figure 3. V) that were generally internalized. In addition, the spines were usually covered with
blisters and increased in size (Figure 3. V). The epithelial lining of the cecum and testis was
dissolved, leaving only the basal lamina (Figure 3. VI). The group treated with the AL drug
showed a marked accumulation of fluid in the region of the basal lamina and muscular layer, a
distinct characteristic of the other tested compounds, and discrete vacuolization in the
tegumental syncytium (Figure 3. VIl and V111). From the cecum and testis, only the basal lamina
cell support remained. The spines, in turn, were largely intact in terms of shape and internalized.
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Finally, the animals treated with the NIT drug showed vacuolization in the inner layer of the
tegument syncytium immediately above the basal lamina and around the internalized and
externalized spines. They also presented vacuolization in the superficial and deep regions of

Figure 3. Histopathology Fasciola hepatica. (I) Negative Control — Tegument syncytium presenting a
homogeneous appearance and internalized spines (arrow) and externalized spines (arrowhead). HE. 200 X. (1)
Negative Control — Syncytium of the tegument presenting a homogeneous aspect with internalized spines (arrow)
and externalized spines (arrowhead). Integument (T). Basal lamina (white arrow). Muscle layer (M). HE. 200 X.
(1) C. aurantium 0.031875 mg/mL — Accumulation of fluid in the tegumental syncytium region, forming vacuoles
(arrowhead). Enlarged internalized spines (arrow). HE. 200 X. (IV) C. aurantium 0.06375 mg/mL — Marked
accumulation of fluid in the tegumental syncytium giving this region a spongy appearance. Note the formation of
a large vesicle (arrow). The epithelial lining cells of the cecum and testis are dissolved, leaving only the supporting
basal lamina (*). HE. 200 X. (V) P. graveolens 0.03375 mg/mL — Marked vacuolization in the tegumental
syncytium with extensive clear areas, often forming vacuoles around the spines (arrowhead). Only the basal lamina
supporting the cecum and testis remains (*). HE. 200 X. (V) P. graveolens 0.0675 mg/mL — Spines increased in
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size (arrow) and covered by a bubble (arrowhead). HE. 200 X (VII) Albendazole — Marked accumulation of fluid
in the basal lamina (arrowhead) and muscular layer (arrow). Discrete vacuolization in the teqgumental syncytium.
From the cecum and testis, only the basal lamina cell support (*) remained. HE. 200 X. (VIII) Albendazole — Basal
lamina very evident due to marked accumulation of fluid (arrowhead). Muscle fibers with the appearance of
dissolved by the accumulation of fluid in the muscle layer (arrow). HE. 200 X. (IX) Nitroxinil — Vacuolization in
the inner layer of the tegumental syncytium immediately above the basal lamina (arrow). Superficial and deep
muscular layer with a large number of vesicles (arrowhead). HE. 200 X. (X) Nitroxinil — Vacuolation around the
spines (arrow). Vacuolation in the muscular layer (arrowhead). HE. 200 X.

Action of cell viability

A high rate of cell viability was observed for Citrus aurantium at a concentration of 0.255
mg/mL. The lowest viability was 4.22% for the EO of P. graveolens at a concentration of 4.5
mg/mL, as seen in Table 3.

Table 3. Percentage of viability of MDBK cells (Madin-Darby-Bovine-Kidney) against different concentrations
of EOs of PEG and CAM.

PEG (mg/mL) % CAM (mg/mL) %
4.5 4,22 4.25 4.33
2.25 4,22 2.125 10.14
1.125 5.95 1.0625 12.40
0.5625 5.57 0.53125 83.73
0.27 5.95 0.255 93.90
0.135 16.91 0.1275 95.19
0.0675 18.39 0.06375 96.49
0.03375 23.31 0.031875 96.7
Discussion

Parasitic resistance to drugs commonly used in the treatment of fasciolosis has been
reported by several studies over time (Coles; Stafford, 2001; Alvarez-Sanchez et al. 2016). The
control of most parasites is based on the use of commercial anthelmintics, whose indiscriminate
use leads to the inefficacy of the drugs, thus predisposing to parasite resistance, in addition to
exorbitant drug costs (Alvarez-Sanchez et al. 2016). In this study, the EOs obtained an efficacy
above 95%, showing a great fasciocidal potential. It is recommended by the World Association
for the Advanced of Veterinary Parasitology that the antiparasitic activity should be greater
than 90% (WOOD et al. 1995).

Essential oils gain evidence for being products of secondary metabolism and for being
characterized mostly by terpenoid derivatives in their composition, with monoterpenes and
sesquiterpenes being the main compounds responsible for the biological activities of these EO
(Sapra et al. 2008; Martinez-Velasquez et al. 2012). Monoterpenes stand out for their
phytotherapeutic characteristics, such as antifungal, antibacterial, antioxidant and antiparasitic
effects (Almeida, 2015). P. graveolens and C. aurantium oils are derived from monoterpenes
and in this study showed fasciocidal activity. The composition of the EOs interferes in their
mechanism of action, and the activity of the major compounds, which is mostly complex and



37

depends mainly on the isolated compounds, chemical composition and the amount of the main
isolated compounds, we will approach from this principle

The EO of Pelargonium graveolens showed high ovicidal and adulticidal activity in the
present study. Hamidpour and collaborators (2017) showed a promising therapeutic profile of
P. graveolens for the development of antibacterial, antifungal and antioxidant agents for herbal
purposes. Regarding the ovicidal and adulticidal activity of the compound for F. hepatica, there
are no studies that evaluate the in vitro effect, which makes it difficult to compare the results
obtained in the present study. Although in the cell viability test in MDBK cells, the PEG EO
showed low levels of viability, it cannot be disregarded, since it can still be used in
nanostructured systems that reduce the toxicity of compounds in organic systems (Oliveira et
al. 2004) or in environmental management. Recommendation that has been growing more and
more to reduce herd infection, that is, seeking to eliminate HI (Oliveira; Spdésito-Filha, 2009).
Studies have demonstrated the efficacy of P. graveolens extract in aquatic molluscs, thus
suggesting a possible action of EO on the HI of F. hepatica (EI-Tantawy et al. 2013).

The major compound in P. graveolens oil, citronellol, an oxygenated monoterpene, is
found naturally in the essential oils of many aromatic plants. However, its mechanism of action
is unexplored (Hierro et al. 2004). The use of P. graveolens EO in adults caused the dissolution
of the epithelial lining of the cecum and testis, leaving only the basal lamina, suggesting that
the mechanism of action is related to the trematode epithelium. According to Hierro et al.
(2004) the effect of citronellol and geraniol, major compounds present in P. graveolens, is the
lysis of the intestinal wall and projection of different histological structures facing away from
the parasite, producing cuticular protuberances in Anisakis simplex, a fish parasitic nematode,
cutaneous effects similar to those caused in F. hepatica.

In addition, adults of F. hepatica treated with PEG showed intense vacuolization of the
tegumental syncytium, often forming vacuoles around the spines, which were enlarged and
intensely internalized, the presence of bubbles on the spines possibly prevented its
externalization, an important factor for its pathology, since its integument is covered by spines,
which help to fix the helminth in the bile ducts. Preventing the externalization of these,
consequently prevents the fixation in the host (McConville et al. 2006; Vidal et al. 2019).

The ovicidal and adulticidal activity achieved through the Citrus aurantium EO was
effective, keeping the analyzed eggs not embryonated and the adults inert at a given time. The
antibacterial, antioxidant and antifungal phytotherapeutic potential of this EO is already known
by several researchers, as in the studies by Bendaha et al. (2016), Li et al. (2019) and Moosavy
et al. (2017). The anthelmintic effects of this specific species have not yet been elucidated and
against the species F. hepatica no study was detected. There are only studies with other Citrus
species, such as C. sinensis for other parasites, such as the helminth Haemonchus contortus
(Gainza et al. 2015).

However, there are already reports of the anthelmintic activity of several oils with the
major compound limonene (Gainza, 2015; Macedo, 2010). Han et al (2021) suggests the
mechanism of limonene through the destruction of the integrity and permeability of the cell
wall and membrane, which can lead to cell death in bacteria. In this study, it is suggested that
limonene has acted in the same way, with the alteration of cell membranes, however, more
studies must be carried out to prove this fact.
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The histological analysis performed in adults of F. hepatica treated with C. aurantium
showed an accumulation of fluid in the tegumental syncytium region, causing the formation of
vacuoles, in addition, the epithelial lining cells of the cecum and testis were dissolved, leaving
only the supporting basal lamina, thus suggesting a possible mechanism of action through
alteration of the integumental surface, similar to the studies by De Moraes et al. (2013), who
found alterations in the integument of Schistosoma mansoni, treated with limonene. In addition,
according to the authors, a reduction in motility and death was observed in all trematodes treated
with limonene, which coincides with data from the present study.

In addition, adults who received C. aurantium had spines located in the anterior region
largely enlarged and internalized, thus preventing the helminth from attaching to the bile ducts
of its host (Vidal et al. 2019).

Several classes of anthelmintics, including albendazole, nitroxinil and others of broad
spectrum, present several resistance reports in the literature (Cezar et al. 2010; Melo et al.
2021). In view of this, the need for products from natural resources, which are non-toxic,
effective and low cost is clear and the present study presents promising data against the
trematode in question. In this study, adulticidal treatment with AL showed a low efficacy when
compared to the EOs tested in this study, since they made adults unfeasible in a lower
concentration and/or time interval. In addition, the use of albendazole presented an ovicidal
activity of 90%, considered moderate by the World Association for the Advanced of Veterinary
Parasitology (Wood et al. 1995).

According to Fairweather and Boray (1999) and Alvarez et al. (2009) this compound has
an unsatisfactory action on immature stages of the trematode, but it continues to be used by the
vast majority of producers. In addition, this compound can be toxic if used in large amounts,
and due to its poor administration, several reports of resistance have emerged, as in the studies
by Novobilsky et al. (2016) and Ceballos et al. (2019), which proved inefficacy and resistance
in the hatching test of eggs from herds naturally infected by F. hepatica.

Sanabria et al. (2013) identified an isolate of F. hepatica resistant to AL, in which the
efficacy of treatment with the anthelmintic was determined by comparing the values of adult
trematodes in treated and untreated animals, through which efficacy values of only 29% for this
active ingredient, being an alert for the need for new forms of treatment for this zoonosis.

The control performed with Nitroxinil for eggs showed moderate efficacy against F.
hepatica eggs, corroborating studies performed (Rapic et al. 1988; Martinez-Valladares et al.
2010). Although effective, the NIT has disadvantages, such as: high cost, need for applications
in large quantities (when it comes to herds), in addition, cases of intoxication are already
observed (Campello et al. 2017). Adulticidal control with NIT inactivated the trematodes in 6
hours, this result can be attributed to the compound causing alterations in the integumentary
surface of the trematode, as seen in the studies by McKinstry et al. (2003), who demonstrated
alterations and/or ruptures of the tegument, causing its death. Campello et al. (2017) reported
that sheep died within 24 hours of NIT administration. At necropsy, intestinal congestion,
organs with bleeding points, heavy lungs with whitish or dark red areas, edema and kidneys
with darkened areas were observed. This drug is toxic when used at higher doses and adverse
environmental conditions (high temperatures) (Junior et al., 2021).
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Conclusion

Our results demonstrated the efficacy of the essential oils, P. graveolens and C. aurantium
in the in vitro treatment for F. hepatica, being observed its efficacy in all concentrations tested
in eggs and inactivation of adults between 15 and 18 hours. EOs are promising in the production
of new compounds with anthelmintic activity against parasites, which may reduce the parasite
load. New in vivo studies must be carried out in order to verify a better treatment, avoiding
exacerbated expenses and losses in animal production.
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COMUNICACAO CURTA

Resumo

Fasciola hepatica infecta rumintantes causando grandes perdas econémicas. A influéncia
negativa do parasitismo estd crescendo devido ao desenvolvimento de resisténcia anti-
helmintica a drogas comerciais. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade do 6leo
essencial de cominho (Cuminum cyminum L.) contra ovos e adultos de Fasciola hepatica. Os
ovos foram incubados nas concentra¢Ges de 0,031125, 0,06225, 0,1245, 0,249, 0,51875,
1,0375, 2,0075 e 4,15 mg/mL e utilizados trés controles: nitroxinil (6,8mg/kg), dgua destilada
(controle negativo) e Tween® 80. A contagem dos ovos viaveis foi realizada apds o 14° dia
pos-incubacdo. No teste adulticida, os trematodas foram incubados (x28°C) contendo o 6leo
essencial e o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e entdo observadas durante 24
horas (3 em 3 horas) pos-tratamento, juntamente como os grupos controle: nitroxinil, RPMI
(controle negativo) e Tween® 80. Os 06leos frente aos adultos foram testados nas duas menores
concentracdes eficazes no teste ovicida. Posteriomente ao teste os espécimes adultos foram
processados e fixados em parafina para andlise histoldgica. Foi observada e eficacia do 6leo de
cominho referente a inibicdo ovicida e adulticida frente o trematddeo F. hepatica, resultados
significativos (p <0,05) quando comparados com o controle negativo. Frente a analise
histoldgica o 6leo essencial de C. cyminum desmontrou marcadas areas com vacuolizacdo. Os
espinhos ndo apresentaram alteracdes estruturais, no entanto encontravam-se envoltos por
microvesiculas. Visto isso, 0s resultados permitiram observar que éleo de cominho se mostrou

como potencial composto para controle da fasciolose, importante enfermidade negligenciada.

Palavras-Chave: Anti-helmintico. Oleo essencial. Cuminum cyminum.
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1. Introducgéo

A fasciolose € a doenca hepatica de maior importancia na medicina veterinaria (Dalton,
2021). Suas perdas giram em torno de 3 bilhdes de ddlares anualmente (Cwiklinski, et al. 2016).
O verme do figado, Fasciola hepatica € comum em bovinos, ovinos, suinos, roedores e
ocasionalmente o ser humano (Jacobs et al. 2015). Seu ciclo depende de condi¢des ambientais
e climaticas favoraveis, bem como a presenca do hospedeiro intermediario (HI), molusco do
género Lymnaea, fator importante em sua patogenicidade, e a presenca de um mamifero, sendo
0 hospedeiro definitivo (HD) (Jacobs et al. 2015).

A patologia e relevancia econdmica da fasciolose € basicamente determinada pelo
estagio de infeccdo e pelo numero de trematddeos infectantes ingeridos, apresentando-se na
forma aguda, sub-aguda ou crénica (Urquhart et al., 1996). Na fase aguda ou sub-aguda da
doenca, as formas infectantes causam lesdes, devido a migracdo na parede intestinal e figado,
provocando hemorragias, necrose e, geralmente, nessa fase o0 HD se mostra fraco, podendo ir a
obito (Jacobs et al. 2015). Quando os parasitos alcancam a maturidade, penetram nos ductos
biliares e iniciam suas migracgdes através do epitélio, alimentando-se de sangue e gerando areas
inflamatorias (Oliveira; Sposito Filha, 2009).

Na forma aguda os sinais clinicos mais comuns sdo dores abdominais, anemia, apatia,
anorexia e edema da conjuntiva (Escalona, 2012). A forma sub-aguda é acompanhada de ascite,
edema submandibular, répida perda de peso e anemia. A forma mais comum, a crénica
caracteriza-se comumente como inchago abdominal, emaciacdo, anemia, reducéo da producao
de leite ou I3, casos de evolugéo para morte s&o mais habituais em ovinos (Sargison, 2008).

Para um controle significativo da doenca, sdo necessarios fasciolicidas de facil
aplicacdo, eficazes contra formas adultas e imaturas e que ndo deixem residuos na carne e leite
(ECHEVARRIA, 2004). No entanto os atuais farmacos existentes contam com diversos
episodios de resisténcia, destacando a necessidade de novas formas de controle para essa
zoonose emergente (Fairweather, 2011; Villegas et al. 2012).

A aplicacdo de compostos bioativos esta sendo amplamente estudada para o combate de
agentes patégenos, como por exemplo, os 6leos essenciais. O 6leo essencial (OE) de Cuminum
cyminum (cominho) é abundantemente conhecido por sua capacidade inseticida,
antimicrobiana, antidiabética, anticancer, antioxidante, anti-inflamatoria e analgésica (Al-
Snafi, 2016). Além de efeitos anti-helminticos (Da Silva et al. 2020; De Castro et al. 2021).
Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia in vitro do OE de C.

cyminum em ovos e adultos de Fasciola hepatica.
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2. Material e Métodos

2.1 Coletas e recuperacéao de ovos e adultos de Fasciola hepatica

A coleta e recuperacao dos espécimes de F. hepatica foram realizadas a partir de figados
infectados, detectados no exame post mortem e cedidos por frigorifico localizado no municipio
de Pelotas, Rio Grande do Sul (Brasil).

2.2 Aquisicao de 6leos e cromatografia gasosa

O oleo essencial de Cuminum cyminum (CYM) foi disponibilizado pelo Laboratorio de
Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) do da Universidade Federal de Pelotas.

Para a identificacdo dos metabdlitos presentes no OE C. cyminum (CYM) foram
submetidos a analise cromatografica no equipamento GC/MS, marca Shimadzu QP2010,
equipado com um divisor split/splitless, com coluna capilar Rtx-5MS Restek (30 mx 0.25 mmx
0.25 um) sob as seguintes condi¢gdes cromatograficas: Transportador de gas de hélio obtido por
fragmentos de impacto de elétrons até uma taxa de 70 eV de 1.2 mL/min, fluxo dividido de
1:50 e o volume da amostra injetada de 1pL. Temperatura programada do forno: a temperatura
inicial era de 40°C com uma rampa de aquecimento de 5°C/min a 280° C por 10 minutos,
totalizando 58 minutos de corrida, com temperatura de injetor e de interface de 280° C. Os
compostos foram analisados usando biblioteca NIST08 GC.

2.3 Ensaio de atividade ovicida dos 6leos contra Fasciola hepatica

Os testes foram realizados com base nas metodologias descritas por Fairweather et al.
2012, Robles-Pérez et al. (2014) e Arafa et al. (2015). Posterior a coleta, os trematddeos foram
imediatamente armazenados em frascos de vidro contendo solucgéo salina aquecida a 30°C para
a liberacdo de ovos. Estes foram separados dos adultos com o auxilio de uma tamise (200 pum)
e transferidos para um calice de sedimentacdo. A solucdo contendo os ovos foi lavada trés vezes
com agua destilada e entdo filtrou-se essa solucdo de acordo com a técnica dos quatro tamises
de Ueno (Girdo; Ueno, 1985). Por fim, os ovos foram armazenados em frascos contendo agua
destilada e refrigerados até a preparacdo do ensaio de eclosdo (Ueno; Gongalves, 1998).

Para uma padronizacéo, foi utilizado o calculo da quantidade de ovos por mL, utilizando
média aritmética. Calculou-se a média de trés amostras para a determinacao da quantidade de
ovos (n= 500 ovos) em cada pogo da placa. Durante a realizacdo do teste, os ovos foram
depositados em placas de seis po¢os, juntamente com os controles e o 6leo essencial conforme

sua concentracdo. Por fim, as placas foram embaladas em papel aluminio, para que 0s ovos ndo
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entrassem em contato com a luz ambiente e incubadas a +28°C e umidade 80% em camara
climatica por 14 dias, até a realizacdo da contagem dos ovos eclodidos. O teste foi realizado em
triplicata para cada concentracédo de 0leo testado e dos controles realizados.

Para o teste foram utilizados como controle positivo, o farmaco nitroxinil (NIT) na dose
equivalente a dose terapéutica (6,8 mg/kg), obtido pela Dovenix® Supra (Boehringer
Ingelheim), controle negativo (CN) contendo &gua e ovos e o controle do Tween® 80 (T) 1%.
Para os OE de C. cyminum foram testadas as concentrac6es 0,031125, 0,06225, 0,1245, 0,249,
0,51875, 1,0375, 2,0075 e 4,15 mg/mL.

A contagem dos ovos ndo embrionados, embrionados e eclodidos foi realizada apés 14
dias de incubacdo, utilizando-se o microscépio invertido (Olympus - CKX 41). Foi analisado o
desenvolvimento dos ovos, os quais foram quantificados de acordo com os padrdes de

desenvolvimento como ndo embrionados, embrionados ou eclodidos.

2.4 Ensaio de atividade adulticida dos dleos contra F. hepética

Os adultos de F. hepatica foram coletados dos figados e mantidos em frascos contendo
sangue fresco, buscando deixar os espécimes em temperatura e umidade adequeada para sua
sobrevivéncia. Os exemplares foram selecionados e lavados com agua destilada. Os trematodas
foram alocados em placas de petri (n=3) com 10 mL de meio de cultura RPMI Medium 1640
(Gibco® by life technologies™) e 10 mL do 6leo a ser testado sob diferentes concentragdes
(Jeyathilakan et al. 2010). Os grupos utilizados como controle foram: NIT, T e CN. As leituras
foram realizadas em Oh, 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h, 21h e 24h p6s-incubacao.

Os espécimes, a cada tempo de observacdo, foram analisados de acordo com a
metodologia utilizada por Kiuchi et al. (1987), com modifica¢6es, sendo definidos como com
auséncia movimento (morto) e apresentando movimento (vivo).

Por fim, os exemplares foram fixados por imersdo em solucdo formalina 10% durante
24 horas. Posteriormente foram realizados cortes transversais (sec¢des 3-4 um), embebidas em
parafina, coradas com hematoxilina-eosina (HE) e observadas em microscépio 6ptico.

2.5 Ensaio de Citotoxidade

Para avaliagéo da viabilidade celular in vitro apds exposicao dos dleos, foram utilizadas
celulas da linhagem MDBK (Madin-Darby-Bovine-Kidney). A avaliagdo quantitativa da
viabilidade celular foi realizada através do método MTT utilizando o corante MTT, brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Mosmann, 1983). As células MBDK foram

cultivadas em microplacas por 24 h em cdmara de CO?a 37°C até a confluéncia. Em seguida,
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foram feitas as diluicdes em série das diferentes solugdes do 6leo no MEM. A viabilidade
celular foi avaliada apds a exposi¢do das celulas nas diferentes concentrac@es do 6leo por 48h.
Apos esse periodo, o sobrenadante (solugdo MEM + 6leo) foi aspirado e S0uL/ pogo de MTT
(1 mg/mL) foi adicionado em cada poco das placas de cultura de células de 96 orificios e
mantido em cdmara de CO? por 4 h. O MTT foi eliminado e 50 ug / pogo de alcool etilico foi
adicionado, retornando as placas a cdmara de CO? por mais dez minutos para posterior aula. A
absorcdo em 540nm foi determinada espectrofotométrica, de acordo com o protocolo
(ISO/EN10993-5, 2009).

2.6 Anélise estatistica

Para determinacdo da eficacia do dleo testado utilizou-se a formula: eficacia (%) = [(%
média do grupo controle negativo — % média do grupo tratado) / % média do grupo controle
negativo] x 100. O resultado obtido equivale ao percentual de eficacia do grupo tratado em
comparagdo com o grupo controle (Wood et al. 1995).

As anélises estatisticas frente aos ovos e aos adultos foi realizada por analise
unidirecional variancia (ANOVA) usando um valor de probabilidade de p <0,05, seguido pelo
Teste de Tukey (GraphPad PRISM® 8 Software).

3. Resultados

3.1 Cromatografia gasosa
O 6leo essencial de Cuminum cyminum obteve como compostos majoritarios o
cumaldeido, 2-caren 10-al e 1-fenil-1 butanol. Os demais constituintes podem ser observados

na Tabela 4.

Tabela 4. Cromatografia do Oleo essencial de C. cyminum.

Constituintes Cuminum cyminum
Cumaldeido 26,80%
2-caren 10-al 22,17%
1-fenil-1 butanol 19,47%
Gamma-Terpinen 15,24%
Beta-pinene 10,75%

Cymene 5,56%
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3.2 Avaliacdo dos dleos essenciais em ovos de Fasciola hepatica

Os resultados obtidos no teste in vitro nas concentragdes realizadas frente aos ovos
podem ser observados na Tabela 5. Todas as concentracgdes testadas do 6leo essencial tornaram
0s ovos inviaveis, sem a formacdo de miracidios em seu interior, ndo permitindo o
desenvolvimento do trematddeo e consequentemente, mantendo-os ndo embrionados. Todas as
concentragfes nos 6leos foram significativas (p <0,05) quando comparadas com o controle
negativo. Os controles realizados referentes ao controle negativo, Tween® 80 e nitroxnil podem

ser observados na Tabela 6.

Tabela 5. A porcentagem de ovos eclodidos ap6s a incubacéo do 6leo essencial de Cuminum cyminum de ovos de
Fasciola hepatica e a porcentagem da agéo ovicida nas diferentes concentragdes testadas. Todos 0s grupos testados
tiveram diferencas significativas (p <0,05) em relacéo ao grupo controle.

Dose (mg/mL) 4,15 2,075 11,0875 0,51875 0,249 0,1245 0,06225 0,031125

% Eclodidos 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

% Acdo Ovicida 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0) 100(0)  100(0)

Tabela 6. A porcentagem de ovos eclodidos ap6s a incubagéo do controle negativo, controle positivo (Nitroxinil)
e Tween® 80 de ovos de Fasciola hepatica. O controle positivo testado apresentou diferenga significativa (p<0,05)
em relacdo ao grupo controle.

Dose (mg/mL) Controle Negativo ~ Nitroxinil Tween® 80
% Ovos Eclodidos (SD) 95,92(1,67) 16,01(0,44) 93,48(3,23)
% Acdo Ovicida (SD) - 83,87(0,58) -

3.3 Avaliacdo dos 6leos essenciais em adultos de Fasciola hepatica

Os adultos de F. hepatica foram analisados por um total de 24 horas quanto sua
motilidade em cada tratamento. Os exemplares (n=9) do controle negativo (RPMI) moviam
todas partes do corpo até o tempo final (24h), apresentavam étima motilidade. O controle de
Tween® 80, ao final do teste (24h) apresentou os exemplares (n=9) viaveis e com boa
motilidade, mostrando que o composto utilizado para diluicdo dos 6leos ndo alterou a
sobrevivéncia dos espécimes. O controle positivo contendo nitroxinil inativou todos os
exemplares (n=9) com 6 horas de testagem. O 6leo de C. cyminum no tempo de 15 horas, inativou
todos os exemplares na maior concentragdo testada, 0,06225 mg/mL. J& a menor concentracao,

0,031125%, permaneceu com espécime vivo até o final do experimento.
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Frente a avaliacdo histoldgica os espécimes do controle negativo apresentaram o sincicio
do tegumento com aspecto homogéneo e com a presenca de espinhos em grande maioria
externalizados (Fig. 4 — 1), sem nenhum sinal de lesdo ou anormalidades. Os espécimes tratados
com o farmaco Nitroxinil apresentaram vacuolizacdo na camada interna do sincicio do tegumento
(seta) e ao redor dos espinhos, que se encontravam em grande maioria internalizados ou destruidos.
Vacuolizagdo também presente na regido superficial e profunda da musculatura (cabeca da seta)
(Fig. 4 —11).

Por fim, o grupo tratado com OE de C. cyminum apresentou marcada vacuoliza¢do proximo
da lamina basal do sincicio tegumental, formando grandes vesiculas (cabeca da seta). Ao redor dos
espinhos havia grande quantidade de microvesiculas (seta) (Fig. 4— I11). Os espinhos, ndo estavam
alterados, mas aparentemente ndo se externalizavam, provavelmente devido ao marcado acumulo
de liquidos ao seu redor (seta e cabeca da seta) (Fig. 4 — IV). As células do ceco e testis

desapareceram restando apenas a lamina basal (Fig. 4 — 111).

Figura 4. Histopatologia Fasciola hepatica. (1) Controle Negativo — Sincicio do tegumento apresentando aspecto
homogéneo e espinhos externalizados (cabeca de seta). Sincicio do tegumento apresentando aspecto homogéneo
com poucos espinhos internalizados (seta). 200 X. (1) Nitroxinil — Vacuoliza¢do na camada interna do sincicio
tegumental imediatamente acima da lamina basal e ao redor dos espinhos (seta). Camada muscular superficial e
profunda apresentando vesiculas (cabeca de seta. HE. 200 X. (lll) C. cyminum 0,031125 mg/mL — Marcada
vacuolizagdo préximo a lamina basal do sincicio tegumental formando grandes vesiculas (cabega da seta).

Espinhos internalizados aparentemente normais rodeados por microvesiculas (seta). Células do ceco e testis
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desapareceram restando apenas a lamina basal (*). HE. 200X. (IV) C. cyminum 0,06225 mg/mL — Espinho
internalizado (cabeca da seta) rodeado por microvesiculas. Grande vesicula se estendendo desde a lamina basal
até proximo a membrana externa do sincicio tegumental (seta). HE. 200X.

3.5 Viabilidade celular

A viabilidade das células MDBK (Madin-Darby-Bovine-Kidney) foi realizada frente as
diferentes concentracfes testadas e extrapoladas do oOleo essencial de Cuminum cyminum,
variando de 4,15-0,031125 mg/mL. Foram expressas em porcentagem (%): 4,15 (58%), 2,07
(59%), 1,0375 (60%), 0,51875%), 0,249 (60%), 0,1241 (66%), 0,06225 (85%) e 0,031125
(93%).

4. Discussao

O 6leo de cominho foi muito estudado ao longo do tempo por suas incriveis
caracteristicas fitoterapicas. Seus efeitos sdo diversos, como agdo inseticida, antifingica,
anticancerigena e antibacteriana (Benelli et al. 2018; Vieira et al. 2019; Nirmala et al. 2020).
Kumar et al. (2012) mostraram o potencial anti-helmintico do composto contra Pheritima
posthuma (annelida), organismo muito utilizado devido sua anatomia e fisiologia serem
semelhantes com a dos helmintos intestinais, abrindo portas para novas pesquisas com esse
composto. Estudos com o OE de cominho em F. hepatica sdo escassos, principalmente com
atividade adulticida. Da Silva e colaboradores (2020), os quais, em concentracdes semelhantes
as aqui testadas obtiveram resultados satisfatorios na inibicao das fases imaturas do trematddeo.

A atividade mosluquicida do 6leo de cominho foi relatada por Sousa et al. (2014) que
observaram resultados promissores em Radix (syn. Lymnaea), molusco de agua doce europeu,
identificado como HI suscetivel a F. hepatica. Os métodos atuais de controle do hospedeiro
intermediério em grande maioria sdo proibidos devido a poluicdo a fauna e flora (Torgerson;
Claxton 1999), sendo assim a busca de compostos que o combatam também é um vies de estudo
de extrema importancia e possivel frente as caracteristicas do OE de cominho.

Para o OE de C. cyminum o composto majoritario foi o cumaldeido (26,8%), dados
semelhantes com os achados por Wongkattiya et al. 2019 e Vieira et al. (2019) que encontraram
27,10% e 32,66% de cumaldeido, respectivamente. Suas incriveis capacidades fitoterapicas
podem estar relacionadas ao seu composto majoritario, como descrito por Goel e colaboradores
(2020), que no nematdédeo Haemonchus contortus induziu dano fisico mediado por estresse

oxidativo seguido de morte. Através de observacOes feitas em nosso estudo, 0s espécimes
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expostos ao cominho da mesma forma sofreram dano fisico, apresentando areas do tegumento
danificadas e irregulares, sugerindo que a morte ocorreu atraves de sucessivas danificacdes no
tegumento. Partindo para outro vies, através da andlise histoldgica, ao redor dos espinhos havia
grande quantidade de microvesiculas, dificultando sua externalizacdo e impedindo assim que o
trematddeo se fixe ao seu hospedeiro, essa caracteristica impossibilita o seguimento de seu ciclo
bioldgico (Ribeiro et al. 2017).

A fasciolose ainda hoje ndo conta com um anti-helmintico especifico para seu
tratamento. Sendo assim, utiliza-se para combate principalmente farmacos do grupo
benzimidazdis, macrolactonas, imidazotiazoles e das salicilanilideos (Borges, 2003). A
resisténcia parasitaria é descrita a partir da década de 90 (Boray; De Bono, 1990) e em diversos
paises como Espanha, Brasil, Bolivia, Argentina, Peru e Australia (Alvarez-Sanchez et al. 2006;
Oliveira et al. 2008; Mamani; Condori, 2009; Olaechea et al. 2011; Chavez et al. 2012;
Brockwell et al. 2014). Sendo assim, compostos derivados de produtos naturais mostram-se
promissores para tratamento da fasciolose, em substituicdo ou possivel associoacdo aos
farmacos ja existentes, visto que, a combinacdo de substancias pode ser favoravel conectando
diferentes produtos com mencanismos de acdo distintos e assim evitando a resisténcia

parasitaria (Lanusse et al. 2018).

5. Conclusdo

O uso do 6leo de C. cyminum foi eficaz no tratamento in vitro sobre o trematodeo F.
hepatica, sendo observado sua eficdcia em todas as concentracfes testadas em ovos e na
inativag&o dos adultos em 15 horas na maior dose testada. Com a sequéncia dos estudos in vivo,
o presente OE pode vir a ser utilizados no controle da fasciolose, zoonose negligenciada de

importancia mundial.
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5. Consideragdes finais

Na avaliacdo da eficacia dos 6leos essenciais sobre os ovos de F. hepatica
todas as concentragbes avaliadas mostraram-se eficazes na inativacdo da ecloséao
dos miracidios em todos 6leos testados.

Todos os 6leos essenciais testados no experimento para ovos foram mais
eficazes do que o farmaco albendazole, o qual possui o principio ativo de amplo
espectro utilizado para combate do trematodeo.

No estudo realizado com adultos, os 6leos essencias de P. graveolens e C.
cyminum mostram uma maior eficacia. Os 6leos de Pelargonium graveolens e C.
cyminum a partir de 15 horas demonstraram eficacia em distintas concentracées,
enquanto, o 6leo de C. aurantium sé se mostrou eficaz na maior concentragéo testada,
em 18 horas.

O estudo apresenta 0 uso de 6leos essenciais como novos compostos com
potencial anti-helmintico, visto que os medicamentos comumente utilizados para
controle desta doenca apresentam relatos de resisténcia em todo o mundo. Ainda sé&o
necessarios estudos para comprovacdo da eficdcia em testes in viv com esses

compostos, bem como seu sinergismo com os farmacos ja utilizados.
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