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RESUMO

A estrongiloidiase € uma doenca de dificil controle, principalmente por possuir capacidade de
autoinfeccdo. No tratamento de pessoas infectadas, sdo utilizados benzimidazois ou
ivermectina, porém estes apresentam taxas de cura muito variaveis. Surge, por isso a
necessidade de novas fontes de tratamento, sendo o uso de plantas medicinais uma opgao viavel.
Neste estudo, a planta Salvia sagittata (Lamiaceae), um pequeno arbusto nativo da Cordilheira
dos Andes, foi avaliado in vitro e in vivo, quanto ao seu potencial anti-helmintico sobre
Strongyloides venezuelensis (Nematoda, Rhabditoidea). O 0Oleo essencial de S. sagittata foi
fracionado em trés Fracbes (F1, F2, F3). Mediante cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) foi feita a caracterizacdo do 6leo essencial e fragbes, sendo
o linalol o composto majoritario de S. sagittata e da F2 e o segundo composto majoritario da
F3. Para a parte in vitro, as trés fracGes e OE de S. sagittata foram avaliados frente fémeas
parasitas de S. venezuelensis nas concentragdes de 0,128 ul/ml, 0,064 ul/ml; 0,032 pl/ml, 0,016
pl/ml e 0,008 pl/ml, 0,004 pl/ml. Foram observadas por 7 dias com intervalos de 24h, apds a
incubacdo em estufa de CO2 a uma temperatura de 37 °C. Os resultados in vitro demostraram
bom potencial para o OE e para duas fracdes (F2 e F3), ao matar 100% de fémeas parasitas de
S. venezuelensis entre as 5 - 48 horas de incubagdo nas concentracfes de 0,128 pl/ml, 0,064
ul/ml; 0,032. E por isso que estes compostos foram selecionados para a realizagéo de testes in
vivo, além do composto principal da Salvia sagittata, linalol. Foram formados grupos de quatro
camundongos e tratados com uma unica concentracdo de 100 pl/animal de OE e F2, 150
mg/kg/animal de linalol, 200 pg/kg/animal de ivermectina e um grupo sem tratamento. A
avaliacdo da atividade antiparasitaria foi realizada pela contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) a partir do 5° ao 10° dia apds da infec¢cdo. No altimo dia foi feita a eutanasia e as fémeas
parasitas foram coletadas dos intestinos dos camundongos para serem contadas. Os resultados
in vivo mostraram que o OE e F2 provocaram uma maior producdo de ovos (OPG) e permitiram
a sobrevivéncia de uma grande quantidade de fémeas parasitas até o final de experimento (dia
10 p.i), sendo significativamente diferentes (p< 0,005) do grupo controle. O linalol, apresentou
valores semelhantes ao grupo controle tanto no nimero de OPG e de fémeas parasitas. A
ivermectina reduziu significativamente o nimero de ovos e consequentemente o nimero de
fémeas parasitas como esperado. Os resultados mostram que o 6leo essencial de S.sagittata

apresentou efeito anti-helmintico in vitro, porém ndo apresentou o mesmo efeito in vivo.

Palavras-chaves: Strongyloides venezuelensis, 6leos essenciais, Salvia sagittata, linalol.



ABSTRACT

Strongyloidiasis is a complex disease to control, mainly because it has the capacity for
autoinfection. In the treatment of infected people, benzimidazoles or ivermectin are used, but
these have very variable cure rates. Therefore, the need for new sources of treatment arises, and
the use of medicinal plants appears as a viable option. In this study, the plant Salvia sagittata
(Lamiaceae), a small shrub native to the Andes, was evaluated in vitro and in vivo for its
anthelmintic potential against Strongyloides venezuelensis (Nematoda, Rhabditoidea). The
essential oil (EO) of S. sagittata was fractionated into three fractions (F1, F2, F3). Gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) was used to characterize the EO and
fractions, we found that Linalool (L1) was the major compound for EO and F2, and the second
for F3. For the in vitro part, the three fractions and the EO were evaluated against female
parasites of S. venezuelensis at concentrations of 0.128 pl/ml, 0.064 ul/ml; 0.032 pl/ml, 0.016
pl/ml and 0.008 pl/ml, 0.004 pl/ml. They were observed for 7 days at 24h intervals, after
incubation in a CO2 oven at a temperature of 37 °C. The in vitro results showed good potential
for EO and for two fractions (F2 and F3), since they killed 100% of female parasites of S.
venezuelensis between 5 — 48 hours of incubation at concentrations of 0.128 ul/ml, 0.064 pl/ml;
0.032, so these compounds were selected for in vivo tests. For the in vivo part, LI also was
tested. In this stage, groups of four mice were formed and treated with a single concentration
of 100 pl/animal of OE and F2, 150 mg/kg/animal of linalool, 200 pg/kg/animal of ivermectin
and an untreated group. The evaluation of antiparasitic activity was performed by counting eggs
per gram of feces (EPG) from the 5th to 10th day after infection. The last day, euthanasia was
performed and the female parasites were collected from the mice intestines to be counted. The
in vivo results showed that OE and F2 produced higher EPG than F1 and LI and they allowed
a big number of female parasites until the end of the experiment, values were significatively
different to the control group (P<0.005). LI presented similar EPG and number of female
parasites to control group. Ivermectin reduced significantly the number of eggs and
consequently the number of female parasites as expected. The results showed that the EO of

S.sagittata presented an anthelmintic effect in vitro, contrary to what happened in vivo.

Keywords: Strongyloides venezuelensis, essential oils, Salvia sagittata, linalool.
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1 INTRODUCAO

A Estrongiloidiase, cujo principal agente etioldgico é Strongyloides stercoralis em
humanos, é uma helmintiase transmitida pelo solo, junto com os ancilostomideos (Necator
americanus e Ancylostoma duodenale), sendo a estrongiloidiase considerada a parasitose mais
negligenciada. Até agora ndo foi realizada nenhuma agdo no implemento de estratégias de
controle da infeccdo nas areas endémicas (BLANTON, 2007; KEISER; HABERLI, 2021;
OLSEN et al., 2009), apesar de ter alta prevaléncia, principalmente nos climas tropicais e
subtropicais (HALL et al., 1994). Algumas das provaveis razdes poderia ser a falta de dados
basicos sobre a endemicidade e epidemiologia (OLSEN et al., 2009), ou deficiéncias no
diagndstico de infecgbes causadas pelo parasita (MENDES et al., 2017; PUTHIYAKUNNON
etal., 2014).

S. stercoralis, € um problema de salude publica. Se estima que este parasita infecta
entre 30 a 100 milhdes de pessoas no mundo (SCHAR et al., 2013). Porém, esses dados tém
gerado muitos questionamentos devido aos poucos estudos no diagnostico que muitas vezes
ndo sdo adequados ao encontro das larvas do parasita, 0 que faz que os dados sejam
subestimados. No entanto, um grupo de pesquisadores que estimaram a prevaléncia mundial da
estrongiloidiase para 0 ano 2017, acharam que ha 613,9 milhdes de pessoas infectadas com o
parasita (Figura 1), nimero dez vezes maior em relagdo aos dados que conhecemos. O maior
nimero de pessoas infectadas vivem na regido do sul da Asia, sequida da regido de Pacifico
Ocidental , Africa e a regido Americana (BUONFRATE et al., 2020). Sendo comum em &reas
onde o saneamento béasico é deficiente, o que favorece a presenca de larvas infectantes no solo
(HALL et al., 1994).
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Prevalence (%)
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Figura 1. Prevaléncia estimada da estrongiloidiase. Tomado de Buonfrate et al.(2020).

O que diferencia Strongyloides stercoralis de outros parasitas helminticos é a
capacidade de autoinfeccdo. O parasita permanece dentro do hospedeiro por anos, enquanto
produz sintomas minimos ou nulos, porém em individuos imunossuprimidos (pessoas
infectadas com o virus linfotropico das células T1, alcoolicos, pessoas gque consomem
corticosteroides frequentemente, ou que foram transplantadas), 0 nimero de parasitas pode
aumentar e gerar a sindrome de hiperinfecdo que pode levar a uma infecdo disseminada, onde
0s parasitas vao atingir diferentes 6rgdos do corpo (pulmdes, figado, cérebro entre outros), o
que pode ser mortal (GANN; NEVA; GAM, 1994). A sepse sistémica & uma complicacdo
comum devido a translocacdo das bactérias entéricas do trato intestinal, junto com os parasitas

para outros locais do organismo (GREAVES et al., 2013).

Quando a infeccdo causada por Strongyloides stercoralis é aguda, a pessoa
apresenta sintomas gastrointestinais (diarreia, anorexia e dor abdominal) e pulmonares
(irritacdo traqueal, tosse e bronquite), quando € cronica, geralmente ndo apresenta sintomas,
mas em pessoas sintomaticas podem ocorrer problemas gastrointestinais cronicos ou
manifestacdes dermatoldgicas causadas pela migracéo das larvas (PUTHIYAKUNNON et al.,
2014).

Espécies que parasitam roedores, Strongyloides ratti e Strongyloides venezuelensis,
sdo consideradas como modelos experimentais mais adequados para o estudo da

estrongiloidiase humana (SATO; TOMA, 1990) e animal. Devido a semelhangas com o
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Strongyloides stercoralis, como no caso da rota migratoria, que é semelhante em ambas
espécies de parasitas (MARRA et al., 2011). Neste trabalho o Strongyloides venezuelensis seréa

utilizado como modelo experimental.

Para o tratamento da estrongiloidiase, usam-se diferentes anti-helminticos
disponiveis. Compostos das classes benzimidazoles (tiabendazol, mebendazol, cambendazol e
albendazol), imidotiazol (levamisol) e lactonas macrociclicas (ivermectina) (KEISER,;
HABERLLI, 2021; ZAHA et al., 2000) . No entanto, estes anti-helminticos tem gerado muitas
controvérsias, devido as taxas irregulares de cura (55 a 100%) e apresentam efeitos colaterais
como desorientacdo, fadiga, nauseas, anorexia, dor abdominal, constipacdo, tontura (GANN;
NEVA; GAM, 1994; MENDES et al., 2017; ZAHA et al., 2000), alta incidéncia de disfuncdes
hepéticas (ZAHA et al., 2000), e a maioria dos farmacos apenas atua contra formas adultas do
parasita (MCKELLAR; JACKSON, 2004; PUTHIYAKUNNON et al., 2014).

As plantas representam um recurso terapéutico alternativo. Achados arqueoldgicos
revelaram que o uso das plantas como medicina tradicional remonta ao periodo paleolitico
médio aproximadamente 60,000 anos (SOLECKI, 1975). Se estima que existem
aproximadamente 420,000 espécies de plantas na Terra das quais se conhece pouco. Elas sdo
utilizadas com fins alimentares, medicinais, entre outros. A OMS estima que 0os medicamentos
a base de plantas sdo usados na atencdo primaria de aproximadamente 35 a 40 milhdes de
pessoas no mundo (PAN et al., 2013).

As plantas sdo conhecidas por terem um papel importante no controle e tratamento
de doencas, isso é devido ao grande nimero de compostos bioldgicos ativos que exercem bons
efeitos terapéuticos e que permitiram a descoberta de muitos medicamentos importantes
(MARIDAS; BRITO, 2008). Aproximadamente 50% da origem de todos os farmacos da
terapéutica moderna derivam de produtos vegetais (PAN et al., 2013). As plantas foram e

continuam sendo a base para o descobrimento de novos farmacos (SCHMIDT et al., 2008).

Atualmente ha um grande interesse nos produtos derivados de plantas. Acredita-se
gue muitos deles apresentam menores efeitos adversos ou toxicos, comparados com 0s produtos
sintéticos, além das vantagens ao meio ambiente, por serem biodegradaveis (KALEMBA,
KUNICKA, 2003). Nesse contexto, o uso de derivados de plantas, como o0s 6leos essenciais
poderia significar uma alternativa eficaz no tratamento da estrongiloidiase. E por isso que com
este estudo se pretendeu encontrar na Salvia sagittata uma planta com potencial anti-

Strongyloides.



17

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos anti-helminticos in
vitro e in vivo do 6leo essencial de Salvia sagittata, fragces e seu 0 composto majoritario, linalol

contra Strongyloides venezuelensis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parasita

O género Strongyloides, pertence a ordem de Rhabiditoidea. Compreende
aproximadamente 50 espécies de parasitas gastrointestinais (SPEARE; GROVE, 1989) que

infectam mamiferos, aves, répteis e anfibios (VINEY, 2015).

Existem duas espécies que parasitam o homem: Strongyloides stercoralis e
Strongyloides fuelleborni (SCHAD, 1989). O S. stercoralis é a espécie de maior prevaléncia
nos humanos (SPEARE; GROVE, 1989), porém também foram encontradas infec¢bes de S.

stercoralis em cées, e varias espécies de macacos (GENTA; GROVE, 1989).

Existem outras espécies que podem acometer animais de producéo, dentro delas S.
papillosus, S. ransomi, S. westeri que infectam ruminantes, porcos e cavalos respectivamente;
com maior frequéncia em animais jovens. A literatura tem poucos relatos referente a estes
parasitas. Pode ser devido a que essas infecches sdo geralmente de baixa importancia,
provavelmente pelo uso extensivo de anti-helminticos nas fazendas (THAMSBORG et al.,
2017) .Ha alguns relatos antigos que falam que o S. papillosus esta relacionado com mortes
subitas em bezerros (TAIRA; URA, 1991), mas cujos mecanismos que levam a morte subita,
ainda nao foram elucidados (THAMSBORG et al., 2017).

2.2 Modelo experimental

Para melhor entendimento da estrongiloidiase humana e animal, se utilizam modelos
experimentais que infectam roedores. S. venezuelensis € um dos modelos mais utilizados para
estudar a infecdo com Strongyloides (SATO; TOMA, 1990).

Strongyloides venezuelensis € um nematoide parasita de roedores que tem sido utilizado
como modelo para estudar as relagdes parasita-hospedeiro em infec¢fes humanas e/ou animais,
aspectos moleculares durante a infeccdo, eficacia de novas terapias e muitos eventos

imunologicos relacionados a estrongiloidiase (PAULA et al., 2013).

S. venezuelensis, diferente do S.stercoralis elimina ovos nas fezes e S stercoralis elimina
larvas (BRELOER; ABRAHAM, 2017), porém a rota de migracdo das larvas infeciosas de S.
venezuelensis no roedor é semelhante a observada durante a migragdo de S. stercoralis em
humanos. As larvas infectantes migram aos pulmdes antes de se instalar na mucosa intestinal
(GONGCALVES et al., 2012, MARRA et al., 2011).
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2.3 Ciclo de vida de Strongyloides spp

O ciclo de vida de Strongyloides spp. (Figura 2) é complexo, podendo ocorrer tanto
no solo (ciclo de vida livre) como em hospedeiros vertebrados (ciclo parasitario).

No ciclo de vida livre, as larvas rabditoides sdo excretadas nas fezes, podendo
desenvolver o ciclo indireto ou direto. No ciclo indireto as larvas excretadas nas fezes se
desenvolverdo em adultos, machos e fémeas de vida livre, terdo reproducdo sexuada
(GREAVES et al., 2013; VINEY, 2015 e a fémea produzir ovos fertilizados. As larvas véao
eclodir em larvas rabditoides, que se tornardo em larvas filarioides infectantes (L3). No ciclo
direto as larvas rabditoides eliminadas nas fezes se desenvolverdo no solo diretamente para
larvas filarioides (L3). As larvas L3 penetrardo a pele do hospedeiro, e dardo inicio a fase
parasitaria (BARROS; MONTES, 2014; GREAVES et al., 2013; VINEY, 2015).

No ciclo parasitario, as larvas L3 que penetraram a pele do hospedeiro serdo
transportadas por via sanguinea até os pulmdes, atingem a traqueia e logo serdo deglutidas. No
intestino delgado ocorrerdo duas mudas para se tornarem fémeas adultas, elas se reproduzirdo
por partenogénese e daréo origem as larvas rabditoides, que podem ser excretadas nas fezes ou
tornarem-se larvas filarioides infectantes e autoinfetar o hospedeiro (Strongiloides stercoralis),
mediante a penetracdo pela mucosa intestinal ou pela cavidade perianal (BARROS; MONTES,
2014; GREAVES et al., 2013; VINEY, 2015).
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Ciclo de vida livre Ciclo parasitario

As larvas filaridides atingem os pulmées
0 através da circulagdo. Migram ao intestino

o Larvas filariodes penetram
delgado onde se tornarao em parasitas adultas

a pele integra, iniciando

@\ a infecgdo

e Larvas rabditoides se
desenvolvem em

larvas filarioides
e Fémea adulta

no intestino

Larvas rabditoides
eclodem dos ovos.

o Ovos sédo
produzidos

pelas fémeas
Ovos sdo depositados na mucosa

intestinal, eclodem as larvas e migram

Larvas rabditoides sao 3
para o lumem.

eliminadas nas fezes

e Desenvolvimento em

vermes adultos de vida livre ’ﬁ’ Fase infetante

4 Fase de diagnostico

Figura 2- Ciclo biol6gico de Strongyloides Spp. Adaptado de CDC

2.4 Patologia

As manifestaces clinicas podem ser agudas, as que estdo relacionadas com a rota
de migracgdo das larvas dos pulmdes até o intestino delgado. Os individuos infectados podem
apresentar irritacdo no local de penetragdo das larvas infectantes. Uma semana depois da
infeccdo os individuos podem ter sintomas respiratorios (tosse seca, irritagdo traqueal) ou
sintomas gastrointestinais como diarreias, constipacéo, dores abdominais (NUTMAN, 2017)
que comegam 2 semanas depois da infeccdo, e com larvas detectaveis nas fezes depois de 3 a 4
semanas (KEISER; NUTMAN, 2004)
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Quando a infec¢do € cronica, geralmente ndo apresentam sintomas (GENTA;
GROVE, 1989), porém em casos sintométicos, podem apresentar manifestacGes
gastrointestinais, como diarreia, constipacdo, vomitos intermitentes. Também sdo comuns
manifestacdes dermatoldgicas, coceira no anus, urticaria cronica e erupgdes cutaneas, estrias
lineares de coceira na parte inferior do tronco, coxas e nadegas ( larva currens ) (KEISER;
NUTMAN, 2004)

Sindrome de hiperinfeccdo/infeccdes disseminadas

O aumento excessivo da migracdo larvaria pelo organismo, gera a sindrome de
hiperinfeccdo que pode desencadear uma infecgdo disseminada. A migragdo pode ser nédo
disseminada, quando se limita aos érgdos normalmente envolvidos no ciclo pulmonar (trato
gastrointestinal, peritdnio e pulmdes) ou pode ser infeccdo disseminada, em que as larvas
migram para outros 6rgdos do corpo como a pele, ganglios linfaticos mesentéricos, vesicula
biliar, figado, diafragma, coracdo, pancreas, musculo esquelético, rins, ovarios, e cérebro
(NUTMAN, 2017).

As pessoas com hiperinfeccdo apresentam sintomas gastrointestinais e pulmonares
de maneira exacerbada. H4 um grande numero de larvas nas fezes e/ou escarro (NUTMAN,
2017). A estrongiloidiase disseminada causa hemorragia ao romper os capilares, provoca
respostas inflamatérias e bactérias entéricas sao transportadas junto com as larvas provenientes
do intestino para outros 6rgédos. O resultado da estrongiloidiase disseminada se manifesta com
diarreias intensas, sepses, hemorragia pulmonar, broncopneumonia e com menor frequéncia,
meningites, abscessos cerebrais, hepatites, esplenites e purpura (GENTA, 1992). As
consequéncias da hiperinfeccdo podem ser fatais (~70% de mortalidade) (GHOSH; GHOSH,
2007).

Algumas das condices associadas com a hiperinfeccdo e disseminacdo, sdo a
administracdo de corticosteroides, infeccao pelo virus HTLV-1 (virus linfotrépico de células T
humanas tipo 1), transplante de 6rgdos e alcoolismo (GREAVES et al., 2013; KEISER,;
NUTMAN, 2004; NUTMAN, 2017). O fator de risco mais forte parece ser a administracdo de
corticosteroides (NUTMAN, 2017). Um exemplo de hiperinfeccdo disseminada é o caso
exposto por IGRA-SIEGMAN et al., (1981) em que uma pessoa hiperinfectada por
Strongyloides stercoralis que recebia esteroides suprarrenais apresentou serias complicagoes,

sepses bacteriana e meningite. Existem casos de hiperinfeccdo em pessoas tratadas com
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corticosteroides, incluindo por periodos curtos de tempo entre 6 a 17 dias (GHOSH; GHOSH,
2007).

Genta (1992), sugere que os corticosteroides podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento de estrongiloidiase disseminada. H& um efeito direto no
parasita acelerando o processo de muda das larvas rabditoides para larvas filarioides e como

consequéncia o aceleramento da autoinfeccao.

2.5 Tratamento

Para o tratamento da estrongiloidiase, se usa diferentes anti-helminticos disponiveis
no mercado, como compostos das classes benzimidazois e a ivermectina (KEISER; HABERLLI,
2021; ZAHA et al., 2000). Os benzimidazois (albeldazol e tiabendazol) ligam-se a tubulina do
nematoide, inibindo assim a formacao de microttbulos, isso acaba desestabilizando o equilibrio
tubulina-microtdbulos, dificultando o transporte de granulos de secre¢do ou enzimas secretoras
no citoplasma da célula do parasita com a consequente lise celular (MCKELLAR; JACKSON,
2004).A ivermectina atua sobre os canais iénicos de cloreto, ativados por glutamato, que se
limita aos nematoides, reduz o movimento corporal do parasita e morte (G. GEARY;
MORENO, 2012; MCKELLAR; JACKSON, 2004).

Numa revisdo, onde se coleta informacfes de diferentes trabalhos para tentar
comparar a eficacia da ivermectina frente ao albendazol e tiabendazol em pessoas com
estrongiloidiase crénica, mostra-se que: a taxa de cura pela ivermectina é maior que o
albendazol, porém ambos apresentam efeitos adversos leves e ao comparar a ivermectina com
o tiabendazol, ambos tém uma taxa de cura equivalente, porém os efeitos adversos sdo maiores
nas pessoas tratadas com tiabendazol. Portanto, se conclui que a ivermectina tem melhor taxa
de cura e melhor tolerabilidade (HENRIQUEZ-CAMACHO et al., 2016).

Pessoas com infecgdo cronica por S. stercoralis, foram tratadas com albendazol
com doses de 400 mg/kg, duas vezes ao dia, durante 7 dias. Outro grupo de pessoas foi tratado
com uma dose Unica e outro grupo com dose em dobro de ivermectina (200 pg/kg). Os
individuos tratados com albendazol apresentaram uma taxa de cura de 63,3%, diferente dos
individuos tratados com ivermectina, cuja taxa de cura foi de 96,8% para os da dose Unica e
93,1% para os da dose em dobro (SUPUTTAMONGKOL et al., 2011).

GANN; NEVA; GAM, (1994) compararam a eficacia do tratamento da
ivermectina (200 pg/kg) frente ao tiabendazol (50 mg/kg/dia) em individuos com infecgdo

crénica. Ambos tiveram eficacia equivalente na taxa de cura, porém quase 95 % dos individuos
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tratados com tiabendazol mostraram efeitos adversos (tonturas, nauseas e desorientacdo) frente

a 18 % com ivermectina.

BISOFFI etal., (2011), também, fizeram um ensaio clinico aleatério, para comparar
a eficacia e avaliar a seguranca e tolerabilidade de farmacos utilizados para tratar a
estrongiloidiase. A ivermectina foi usada em dose Unica (200 pg/kg) e o tiabendazol em duas
doses diarias de 25mg/kg administradas durante 2 dias. Ndo encontraram diferenca significativa
na eficacia entre os tratamentos, porém foram relatados efeitos adversos, embora leves, em 20

a 73% das pessoas tratadas com ivermectina e tiabendazol respectivamente.

Estes anti-helminticos tem gerado muita controvérsia, devido as taxas de cura
irregulares (entre 55% e 100%) e apresentam efeitos colaterais adversos na populagdo (GANN;
NEVA; GAM, 1994; MENDES et al., 2017; ZAHA et al., 2000) e a maioria dos farmacos
apenas atua contra formas adultas do parasita (MCKELLAR; JACKSON, 2004,
PUTHIYAKUNNON et al., 2014).

O numero de trabalhos publicados sobre novos compostos contra Strongyloides spp
é limitado (MENDES et al., 2017) e a procura de novas alternativas de tratamento é cada vez
mais relevante. Neste contexto, as plantas medicinais e seus derivados podem significar novos

alvos terapéuticos.

2.6 Plantas medicinais

As plantas sdo utilizadas como medicamentos atraves da historia, foram adaptadas
as necessidades pessoais imediatas: sdo acessiveis e muitas vezes econdmicas (BRUNETON,
2012).

As plantas medicinais sdo fonte importante para melhorar a saude. Elas vém sendo
utilizadas desde ha muito tempo na medicina tradicional e contribuiram ao longo do tempo no
descobrimento de principios ativos que hoje sdo farmacos utilizados na terapéutica moderna.
Uma conquista importante e que permitiu 0 come¢co da era dominada pela industria
farmacéutica, foi o descobrimento do primeiro farmaco sintético (1897), a aspirina (&cido
acetilsalicilico), sintetizada a partir de acido salicilico, um ingrediente ativo dos remédios

herbais analgésicos, como € a casca da arvore de salgueiro (SCHMIDT et al., 2008).

As plantas sdo cada vez mais apreciadas na pesquisa farmacéutica, como um
recurso importante para novos medicamentos, e com um corpo cada vez maior de literatura

médica que respalda a eficacia clinica dos tratamentos a base de ervas (BRUNETON, 2012)



24

As plantas contém metabdlitos primérios e secundarios. Os metabdlitos primarios
(enzimas, proteinas, lipidios, carboidratos e clorofila) participam na nutricdo e processos
metabolicos da planta. Os metabdlitos secundarios, influenciam nas interacdes da planta com
seu entorno. No meio natural os metabdlitos secundarios desempenham funcGes de defesa
contra herbivoros (insetos, vertebrados), defesa contra patégenos de plantas e sdo compostos
que atuam para atrair polinizadores e dispersores de sementes. Os metabdlitos secundarios sdo
conhecidos por terem diversas propriedades medicinais. (BAKKALI etal., 2008; BRUNETON,
2012).

2.7 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sao um grupo de metabdlitos secundarios das plantas
aromaticas. Sdo uma mistura complexa de terpenos/terpenoides, constituintes aromaticos e
alifaticos. Os 6leos essenciais podem conter entre 20 — 60 compostos, com dois ou trés
constituintes principais, que representam entre 30 e 60 % do total do 6leo essencial (BAKKALI
et al., 2008).

Para serem isolados das plantas se utilizam diversos métodos, os mais usados sao
0s métodos de destilacdo, geralmente a hidrodestilacéo e destilacdo a vapor. A hidrodestilacdo
consiste em colocar o material vegetal em agua seguido de aquecimento até que alcancem o
ponto de ebulicdo. Os compostos volateis sdo arrastados pelo vapor, condensados e coletados
como 6leos essenciais (AZIZ et al., 2018). Os 6leos essenciais sdo compostos liquidos, oleosos,
insolGveis em &gua, normalmente incolores, volateis, e de aromas fortes (BRUNETON, 2012).

A composicao de um Oleo essencial pode variar de maneira drastica dentro de uma
mesma espécie, isso significa que de uma espécie vegetal se pode obter éleos essenciais com
diferentes composi¢des quimicas, farmacoldgicas e toxicolégicas (BRUNETON, 2012). Sao
muitos os fatores que intervém na variagcdo da composicao do 6leo, estes podem depender do
orgao da planta (folhas, flores, sementes, raizes) utilizado para a extracdo, as condicdes
ambientais ou geogréaficas onde cresce a planta, o tempo de coleta ou 0 método de extracdo do
0leo essencial (AZIZ et al., 2018).

As atividades biologicas dos Oleos essenciais geralmente sdo atribuidas aos
compostos majoritarios, mas tem casos onde 0s compostos minoritarios sdo 0s responsaveis
pela acdo bioativa ou contribuem com efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos. (KATIKI et
al., 2017).
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Os 0leos essenciais possuem propriedades favoraveis para 0s humanos e animais
(CHAVEZ-SOTO et al., 2021). S#o utilizados na indUstria farmacéutica, agronémica,
alimentar, sanitaria, cosmética e de perfumaria (BAKKALI et al., 2008).Dentre as propriedades
farmacéuticas os  Oleos  essenciais  apresentam  potencial ~ contra  bactérias
(ARNALSCHNEBELEN et al.,, 2004), fungos (KALEMBA; KUNICKA, 2003),virus
(SCHNITZLER, 2019) e parasitas (OLOUNLADE et al., 2012; QI et al., 2015). No campo
veterinario, melhoram a conversao alimentar, o sabor das racGes, estimulam as enzimas
digestivas e melhoram a fermentag&o ruminal (CHAVEZ-SOTO et al., 2021).

Os Gleos essenciais tém mostrado potencial contra nematdides como Haemonchus
contortus. O 06leo essencial de Croton zehntneri e Lippia sidoides apresentaram uma potente
atividade nematicida, inibiram em torno de 98% da ecloséo de larvas (1,25 mg. ml -1) e 90%
do desenvolvimento larvario (10 mg.ml*) de Haemonchus contortus (CAMURCA-
VASCONCELOS et al.,, 2007). A atividade de Oleos essenciais contra Strongyloides spp,
embora escassa, também tem sido reportada. Testes in vitro relataram a efetividade do 6leo
essencial de Siparuna guianensis (0,2-1,0 mg/ml) ao inibir a ecloséo de larvas e a motilidade
de larvas L3 de Strongyloides venezuelensis (CARVALHO et al., 2020). Os Oleos de
Zanthoxylum zanthoxyloides e Newbouldia laevis inibiram a eclosao de larvas de Strongyloides
ratti com ICso de 19,5 e 18,2 pg/ml respectivamente. Também inibiram a migragéo de larvas
com ICsp semelhantes (IC50 = 46 e 51 pg/ml para Z. zanthoxyloidese N. laevis
respectivamente) (OLOUNLADE et al., 2012).

2.8 Salvia

Salvia pertence a familia das laminaceas (anteriormente labiatae), compreendendo
220 géneros e 4000 espécies (WU et al., 2012). Distribuidas principalmente no mediterraneo,
alguns pequenos grupos estio distribuidos em regides da Australia, sudoeste da Asia e América
do Sul, em forma de plantas anuais e perenes (KOKKINI; KAROUSOU; HANLIDOU, 2003).

Salvia, cujo nome provém do latim salvare que significa “salvar/curar”, € 0 maior
género da familia das laminaceas. Compreende aproximadamente 900 espécies conhecidas
mundialmente, muitas destas espécies sdo utilizadas com fins culindrios e algumas séo
utilizadas com fins medicinais (ALTINDAL; ALTINDAL, 2016). Como exemplos medicinais,
temos a salvicine um derivado farmacologicamente ativo da Salvia prionitis hance, que
apresenta potente atividade anticancerigena ao inibir a angiogéneses (ARAUJO et al., 2011;

ZHANG et al., 2013). A raiz seca de Salvia miltiorrhiza (Danshen em chinés) é uma das plantas
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medicinas tradicionais mais populares nos paises asiaticos e tem sido usada amplamente para o
tratamento de doengas cardiovasculares, hepatites, insuficiéncia renal, doengas inflamatorias
como edemas, artrite, entre outras. Mais de 700 companhias farmacéuticas produzem
preparacdes de Danshen na China (WU et al., 2012). Danshen também esta sendo utilizada
para o tratamento de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares em diferentes partes do
mundo (CHEN; CHEN, 2018; GAO et al., 2012; WU et al., 2012).

As plantas de Salvia spp. contém uma grande variedade de metabdlitos secundarios.
Sete tipos de compostos estdo presentes na Salvia spp.: sesquiterpenoides, diterpenoides,
sesterterpenoides, triterpenoides, esteroides, polifendis e outros. No caso dos 6leos essenciais
se encontram principalmente monoterpenos e sequiterpenos (WU et al., 2012).

Séo diversas as propriedades bioativas relatadas com respeito da Salvia. Este
género demostrou ter atividade antibacteriana, antioxidante, anticancerigena, antiviral (WU et
al., 2012) e antiparasitaria. Dentro das propriedades antiparasitarias, relata-se a Salvia
sahendica que apresentou atividade bioldgica contra Plasmodium falciparum (C150 0,8 — 8,8
um ) e ao Trypanosoma brucei (0,8 - 32,3 uM) (EBRAHIMI et al., 2013). Extrato de Salvia
fruticosa matou in vitro, 100% de vermes adultos de Schistosoma haematobium entre as 12 e
24 horas de incubagdo em concentragdes de 500, 250 e 125 pg/ml (FADLADDIN, 2021).

2.8.1 Salvia sagittata

A Salvia sagittata é uma planta herbacea perene, de 1-1,60 m de altura que é
endémica na cordilheira dos andes no Peru e Equador, entre os 2800 e 3000 metros de altitude.
Seu habitat sdo encostas de baixa inclinacdo, formacdes arbustivas de baixo crescimento,
margens de riachos. A Salvia sagittata € conhecida popularmente como “Salvia Azul”, devido
a cor azul brilhante de suas flores. As folhas tém forma de seta e sdo de cor verde amarelado,
tem inflorescéncias pegajosas na parte apical da planta. Segundo relatos etnoboténicos, as
folhas de Salvia sagittata sdo utilizadas em infusGes para curar diferentes afe¢cbes como
espasmos, diarreias, gripe, flatuléncias, dor de estomago, dores articulares entre outras (DE-
LA-CRUZ; VILCAPOMA; ZEVALLOS, 2007; GONZALES DE LA CRUZ et al., 2014;
LOJA HERRERA, 2002; TUBON et al., 2019). Na pesquisa cientifica, a Salvia sagittata

(extrato etandlico) mostrou ter efeito anti-inflamatorio in vitro (TUBON et al., 2019).

A motivacao para a realizacdo deste trabalho baseia-se no interesse em encontrar
novas alternativas terapéuticas contra parasitas. As plantas sdo uma alternativa promissora.

Salvia sagittata representa uma planta com possivel potencial antiparasitario. Os relatos
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etnobotanicos sdo um importante suporte que abre caminho para a busca das possiveis
propriedades benéficas desta planta. Apesar da literatura cientifica ndo apresentar estudos da
Salvia sagittata contra helmintos, ha indicios que pode apresentar um potencial eficaz, levando
em consideracdo testes preliminares a este estudo, em que o 6leo essencial de Salvia sagittata
foi avaliado in vitro contra os vermes adultos do Schistosoma mansoni. O dleo essencial de
Salvia sagittata matou 100% dos vermes em 24 horas de exposi¢cdo do parasita ao 6leo em
concentragdes de 100 - 200 pg/ml. Levando em conta esses resultados, presumiu-se que a acdo
anti-helmintica poderia ocorrer também contra Strongyloides spp, nematédeo causador da

doenca tropical mais negligenciada, que, além de humanos, infecta animais.

2.9 Justificativa

A estrongiloidiase é a doenca parasitaria tropical mais negligenciada, representando
um problema de saude publica, particularmente nas populagdes mais carentes (OLSEN et al.,
2009).

Os farmacos sintéticos utilizados atualmente tém uma resposta irregular e podem
apresentar efeitos colaterais adversos na populacdo. A necessidade de uma nova alternativa no
controle e tratamento da estrongiloidiase é relevante. Os compostos derivados de plantas vém
recebendo cada vez mais atencdo devido aos relatos de terem potencial anti-helmintico,
podendo ser eficazes para tratamento desta parasitose que difere de outras por se multiplicar

dentro do hospedeiro humano ou animal.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o efeito anti-helmintico do 6leo essencial de Salvia sagittata (Lamiaceae)
contra Strongyloides venezuelensis (Nematoda, Rhabditoidea), modelo laboratorial de S.

stercoralis.

Objetivos especificos
e Obtencdo de 6leo essencial de Salvia sagittata.
e Fracionamento quimico do 6leo essencial para testar a atividade in vitro e in vivo do
6leo e fragdes frente a Strongyloides venezuelensis.
e Auvaliar in vivo 0s compostos que apresentem a melhor atividade in vitro.
e Identificar os compostos presentes nas fracdes obtidas a partir do 6leo essencial de
Salvia sagittata. Identificar o composto majoritario do 6leo e testd-lo puro frente a

Strongyloides venezuelensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

A planta utilizada neste estudo foi coletada no més de janeiro de 2020, na colina
chamada “La Botica” em Cachicadan (Santiago de Chuco) - La Libertad - Peru (Figura 3).

Nestes locais cresce como planta endémica entre os 2 800 a 3 000 metros de altitude.

As partes aéreas da planta (folhas) de Salvia sagittata (Figura 4) foram coletadas e
depois identificadas no Herbéario Trujixense (HUT), no qual uma exsicata encontra-se
depositada sobre o nimero de 57844 no laboratério nimero 140051 da Universidad Nacional

de Trujillo-Peru.

Quito

Ecuador
Guayaquils

Santiago de Chuco - Cachicada'n Colina “La Botica

Altitude: 2884 m
X Superficie:266,5 km?

Figura 3-Localizacdo do material vegetal, Salvia sagittata no Peru
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Figura 4. Material vegetal, Salvia sagittata

4.2 Extracdo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada a partir das folhas frescas de Salvia
sagittata. Foi utilizada a técnica de hidrodestilacdo, mediante o uso do equipamento clevenger
simax (6000 ml) por 4 horas. O 6leo obtido foi armazenado em frascos ambar para evitar
degradac@es quimicas por acdo da luz, calor e do ar e mantido a temperatura de -18°C até o uso.
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Figura 5. Extracdo do 6leo essencial mediante hidrodestilacdo

4.3 Fracionamento em coluna cromatogréafica do tipo seca

Para o fracionamento do 6leo essencial foi sequindo a metodologia de GALVAO
et al., (2012). Para preparar a coluna seca, utilizou-se como suporte, membrana de acetato de
celulose de 40 cm de comprimento e 1,8 cm de diametro, previamente lavada com hexano.

O empacotamento foi feito utilizando 70 g de silica gel 60 (0,063-0,200 mm),
depois foi adicionado 5,01 g de OE na parte superior da coluna e eluido com CH2CL (fase
movel), selecionado apds a analise por cromatografia de camada delgada. A coluna foi cortada
em trés fracOes de 14 cm (F1), 13 cm (F2) e 14 cm (F3).

Com a finalidade de extrair os compostos da silica, as fragdes obtidas foram
filtradas a vacuo em filtro de placa porosa e lavadas com diclorometano.
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Figura 6. Fracionamento do 6leo essencial mediante coluna cromatogréfica tipo seca (A), dessorcéo de
cada frac¢éo (B)
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4.4 Cromatografia de camada delgada (CCD)

O oleo essencial bruto e as fragdes obtidas em coluna seca foram analisadas por
CCD, usando-se cromatoplacas de silica gel 60 F2s54 (20 x 20 cm) e diclorometano como eluente

(fase movel).

As amostras foram solubilizadas em acetato de etila e, com auxilio de uma
microseringa foram aplicadas na placa de silica gel. Em seguida a placa de CCD foi colocada

em uma cuba de vidro contendo diclorometano para eluicdo dos compostos.

A deteccdo dos compostos foi feita por irradiacdo com lampada ultravioleta de 254
nm e 366nm. Em seguida a placa foi borrifada com solucéo de anisaldeido para revelacdo dos
terpenos segundo o método de WAGNER; BLADT (1995)

Apos analise das fracdes por CCD, as mesmas foram analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas.

4.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A andlise das amostras foi realizada em um cromatografo a gas Agilent, modelo
HP-6890 equipado com um detetor seletivo de massas Agilent modelo HP-5975 utilizando uma
coluna capilar HP-5MS (30m x 0.25mm x 0.25 um) nas seguintes condi¢des: Temperatura do
injetor = 220 °C, coluna =60°C, taxa de aquecimento de 3°C -min-1 até 240°C e detetor =
250°C. Heélio foi utilizado como gas de arrastre numa vazao de ImL-min-1. Detetor seletivo de

massas operando a 70 eV, m/z = 30 a 500 u.m.a. (unidade de massa atdbmica)

As amostras foram solubilizadas em acetato de etila e a identificacdo foi realizada
através do célculo dos indices de retencdo dos analitos, utilizando-se a co-inje¢do de uma
mistura de padr&es de hidrocarbonetos (C8 a C24), comparagdo com a biblioteca eletrénica do
equipamento (NIST-11) e com dados da literatura (ADAMS, 2007).

Os procedimentos de fracionamento do 6leo essencial e analises cromatogréaficas
foram realizadas na Divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da UNICAMP (CPQBA), localizado em Paulinia

(SP) com a supervisao do Dr. Adilson Sartoratto.
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4.6 Modelo bioldgico

Strongyloides venezuelensis foi 0 modelo experimental usado nos testes. Foram
utilizadas apenas as fémeas parasitas de S. venezuelensis, linhagem isolada de roedor silvestre,
Bolomys lasiurus em 1986 e mantida em Rattus norvegicus, linhagem Wistar, no biotério do

Departamento de Biologia Animal — area Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP

4.7 Considerac0es éticas no uso de animais

Os procedimentos com animais cumpriram com as normativas de experimentacdo
animal. A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas
aprovou os procedimentos que se utilizaram neste estudo (protocolo 5869-1/2022 e protocolo
5961-1/2022)

4.8 Teste in vitro.

4.8.1 Infecdo do modelo animal

Larvas filarioides (L3) foram obtidas por meio de coprocultura das fezes dos ratos
infectados com S. venezuelensis. As fezes coletadas foram maceradas e homogeneizadas
utilizando agua declorada e carvédo animal granulado e mantidas em estufa por 48 horas a 27°
C. As larvas foram concentradas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (RUGAI; MATTOS;
BRISOLA, 1954) e utilizadas para infectar ratos Wistar machos, por meio de injecdo

subcutanea na regido abdominal, contendo aproximadamente 1500 larvas filarioides (L3).

4.8.2 Coleta de fémeas parasitas

A eutanasia dos ratos foi feita 15 dias apds a infec¢do por injecdo de xilazina e
guetamina. Apos a eutanasia uma porcao de aproximadamente 15 cm de intestino foi excisado
e aberto longitudinalmente, lavado com solucdo salina, colocado em placa de Petri e mantido
em estufa a 37°C por um periodo de uma hora (BASTOS et al., 2017, BERNA et al., 2022)

As fémeas partenogenéticas parasitas foram coletadas, lavadas em solucéo salina e

transferidas a placa de cultura de 24 pocos (3-4 fémeas/pogo)

4.8.3 Preparo das concentracgdes e placa de cultura

O oOleo essencial bruto e fragbes foram solubilizados com dimetilsulféxido
(DMSO0). As concentragdes para o 6leo bruto (OE), fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), e fracdo 3 (F3),
foram de 0,004 pl/ml; 0,008 pl/ml; 0,016 pl/ml; 0,032 pl/ml; 0,64 pl/ml; 0,128 ul/ml e para a
ivermectina foram usadas as concentragdes de 0,38 pg/ml; 0,75 pg/ml; 1,5 pg/ml; 3 pg/ml; 5
pg/ml; 10 pg/ml; 20 pg/ml; 30pg/mil.
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Foram colocadas aproximadamente 3 a 4 fémeas parasitas por pogo, com
RPMl/antibiotico (500ul de penicilina-estreptomicina /50 ml de RPMI) mais o composto a ser

testado solubilizado em DMSO. Cada composto foi testado em triplicata.

A placa foi incubada em estufa a 37°C com COz a 5% (Thermo electron corporation
- Revco) e as observagdes foram feitas em microscépio optico invertido (Leica DMIL) durante

7 dias com intervalos de 24 horas.

4.9 Testes in vivo

Os compostos com a melhor atividade in vitro foram testados in vivo (OE, F2).
Além disso foi testado o composto majoritario do éleo essencial de S. sagittata, linalol (LI).

Este composto foi comprado de Sigma Aldrich.

4.9.1 Camundongos

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos machos isogénicos
Mus musculus da linhagem BALB/cAnUnib, com 31 dias de idade e peso aproximado de 20
gramas. Os animais foram provenientes do Centro Multidisciplinar para a Investigacdo
Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos no biotério da area de Parasitologia do
departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia UNICAMP.

4.9.2 Infecdo dos camundongos
As larvas filarioides foram obtidas por meio de cultura de fezes, seguindo o

procedimento descrito no item 4.8.1.

Os camundongos foram infectados por injecdo subcutanea na regido dorsal, com

aproximadamente 2000 larvas filarioides (L3) de Strongyloides venezuelensis.

4.9.3 Tratamento de camundongos

Apos 3° dia pds-infecgdo (p.i), iniciou-se a avaliacdo das fezes dos camundongos,
com a finalidade de contar os ovos de Strongyloides venezuelensis. A ovipostura comegou a
partir do 5° dia p.i. Nesse mesmo dia foram feitos os tratamentos dos camundongos. Os animais
foram tratados com a administracdo oral em dose Unica de 100 pl/animal de OE e F2, 150 mg/kg
de linalol, 200ug/kg de ivermectina e um grupo de animais ndo foi tratado. Cada grupo foi

formado por 4 camundongos.
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Figura 7- Desenho experimental do tratamento in vivo pds - infeccdo em dose Unica com 0s compostos
F2, OE, 100ul/animal, linalol com 150 mg/kg? e a ivermectina com 200ug/ Kg* (Created with
BioRender.com)

4.9.4 Quantificacdo de ovos

As fezes dos camundongos, foram coletadas antes do tratamento (dia 5 p.i) e depois
diariamente durante 5 dias ap6s o tratamento. As fezes de cada grupo foram pesadas,
homogeneizadas e contadas pela técnica modificada de Cornell-McMaster (GORDON,;
WHITLOCK, 1939). A contagem de ovos nas fezes foi feita pelo conjunto de fezes dos
camundongos de cada grupo tratado, foram feitas duas contagens por grupo e depois foi

calculada a média.

4.9.5 Quantificacdo de fémeas

No 10°dia foram realizadas as eutanasias dos camundongos mediante deslocamento
cervical. O intestino delgado de cada animal foi retirado, excisado e colocado em uma placa de
Petri contendo solugdo salina 0,15M. As placas foram colocadas na estufa a 37°C e

posteriormente as fémeas parasitas foram contadas em placas de Petri em lupa estereoscopica



37

binocular. A contagem de fémeas foi feita de maneira individual por camundongo e depois foi
calculada a média.
4.10 Analise estatistica

As diferencas entre os grupos foram feitas por analise de variancia (two-way

ANOVA, comparacdo multipla de TUKEY) com auxilio do software GraphPad Prism 8.



38

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise por Cromatografia de camada delgada (CCD).

A Figura 8, mostra as analises feitas para o 6leo essencial bruto de Salvia sagittata
e suas fracGes mediante CCD. Com esta técnica os compostos com diferentes propriedades se
separam uns dos outros aproveitando as interacdes com o absorvente (fase estacionaria) e a fase
movel. A fase movel transporta os solutos através da fase estacionaria. As moléculas se movem
através da placa, e se separam dependendo da polaridade, os solutos mais polares se movem
mais lentamente e permanecem perto da origem e 0s solutos menos polares se movem mais
rapido e percorrem maiores distancias na placa (SANTIAGO; STROBEL, 2013)

Observa-se que a F1 apresenta compostos de média e baixa polaridade, F2
apresenta compostos de alta e média polaridade e a F3 tem compostos de alta polaridade.

Figura 8- CCD do OE de Salvia sagittata e das fragdes 1,2,3. Fase modvel: diclorometano (CH2CL>),
Fase estacionaria: silica (SiO2). Revelador: Luz UV 254 e 366 nm e Solucdo de anisaldeido.
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5.2 ldentificacdo de analitos mediante cromatografia gasosa acoplada a detector de
massas (CG/EM)

Os compostos identificados no dleo essencial e fraces de Salvia sagittata séo
apresentados na Tabela 1. As figuras 9 e 10 mostram os cromatogramas obtidos mediante a
anélise de CG/EM.

Foram identificados compostos da classe dos terpenos, principalmente
monoterpenos, distribuidos em todas as fracbes. De um total de 52 compostos, 32 foram
identificados, representando 72,07% do total do 6leo essencial de Salvia sagittata. Dos
compostos identificados, 22 foram identificados na F1, 15 compostos foram identificados na

F2 e 9 compostos na F3.

O composto majoritario observado no cromatograma do 6leo essencial foi o linalol
(11,40%), ele também foi majoritério na fracdo 2 (33,96%) e o segundo mais abundante depois
do alfa-terpineol (29,68%) na fracdo 3 com 23,4%. Os compostos majoritarios da F1 foram o
trans-cariofileno (12,34%) e beta-pineno (11,47%).

Uma quantidade significativa de compostos ndo foi identificada nas bases de dados
pesquisadas (biblioteca de NIST11 e no livro de Adams,2007), estes representam uma
porcentagem de 27,94 % no OE; 26,66 % da F1; 38,51% da F2; 12,5% da F3.

Tabela 1-Compostos detectados no 6leo essencial e fragdes da Salvia Sagittata.

IR COMPOSTO OE (%) F1(%) F2(%) F3(%)
932 alfa-pineno 0,47 1,04 - -
946 canfeno 0,50 1,2 - -
971 sabineno 0,61 0,91 - -
975 beta-pineno 8,65* 11,47* 0,63 1,41
989 beta-mirceno 1,40 2,14 - -
994 3-octanol 0,45 - - 1,09

1015 alfa-terpineno 0,30 0,5 - -
1023 para-cimeno 2,30 3,98 - -
1027 limoneno 2,45 4,16 - -
1029 L-cineol 0,51 . 0,48 i

(eucaliptol)
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1035
1045
1056
1102
1164
1171
1176
1190
1194
1218
1227
1255
1335

1347

1363
1383
1389
1416
1445
1449
1458
1477
1493
1501
1518
1522
1529
1553
1563
1574
1578
1588

cis-beta-ocimeno
trans-beta-ocimeno
gama-terpineno
Linalol
endo-borneol
cis-pinocanfona
4-terpinol
alfa-terpineol
mirtenol
beta-ciclocitral
nerol (geraniol)
acetato de linalila
delta-elemeno
alfa-acetato de
terpenila
M = 154
M =204
beta-elemeno
trans-cariofileno
M=220
alfa-humuleno
M =218
germacreno D
biciclogermacreno
M =204
M =204
M =220
M =220
M =218
trans-nerolidol
espatulenol
oxido de cariofileno
M =222

0,97
1,39
1,04
11,40*
0,99
0,43
3,61
2,09
0,66
0,54
5,50
0,66

0,97

0,91
1,90
0,72
7,34
2,17
9,17*
1,63
8,48*
0,99
0,68
1,32
1,92
2,06
1,66
2,18

1,76
2,89
1,79

2,63
0,92
6,53
1,33

1,56

1,55
3,1
1,41
12,34*
2
8,74
1,7
9,88*
1,49
0,84
1,31
3,63

0,76

33,96*
1,29
0,94
0,96
1,29
2,96
0,79
0,76
3,58

0,72

1,36

4,57

1,17

5,63
1,17
1,92
5,53
6,06
1,36

3,34
4,35
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1602 M =234 3,68 5,23 4,12 -
1625 M =234 2,23 - 6,52* 5,49
1635 M =220 - - 1,19 1,36
1639 M =220 - - 0,6 -
1648 M =222 - - - 0,73
1686 M =216 0,42 0,77 1,37 1,93
1715 M =220 - - - 1,62
1739 M =234 0,81 - 2,98 -
1754 M =220 0,96 - 3,32 1,37
1880 M =216 0,89 - 3,15 -

indice de retencdo (IR). Porcentagem da érea total integrada para o cromatograma de 6leo essencial
(OE), fragdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3). Massa molar (M) de compostos ndo identificados (20
compostos): M:154(1), M:204 (3), M:220 (7), M:218(2), M:222 (2), M:234(3), M:216(2).

* Compostos majoritarios que representam entre 30% - 50% do total de compostos do 6leo essencial de
Salvia sagittata e fraces
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Figura 9. Cromatogramas gasosos obtidos do 6leo essencial (OE) e fracdo 1 (F1) de Salvia sagittata.
Compostos majoritarios: OE, Linalol - F1, Trans-cariofileno.
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Figura 10. Cromatogramas gasosos obtidos da Fracédo 2 (F2) e fragdo 3 (F3) do 6leo essencial
de Salvia sagittata. Compostos majoritarios: F2, Linalol - F3, a-terpinol
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O composto majoritario do 6leo essencial de Salvia sagittata neste estudo foi o
linalol, ele também foi majoritario na F2 e 0 2° mais abundante na F3. O linalol (C10H180) é
um monoterpenoide, presente nos Oleos essenciais de muitas plantas aromaticas
(GONCALVES; MANSINHOS; ROMANO, 2020). E o principal composto de diferentes
plantas como: Croton cajucara (ROSA et al., 2003), Piper aduncum (VILLAMIZAR et al.,
2017) , Cinnamomum camphora (YANG et al., 2014), Coriandrum sativum (HELAL et al.,
2020), Ocimum basilicum (SOUSA et al., 2021).

A literatura mostra que o linalol é composto majoritario de algumas espécies de
Salvia como a Salvia sclarea (38,6%-42,3%) (KUZMA et al., 2009) ou Salvia sharifii
(20,74%) (AGHAEE et al., 2022). Em contraste, nossos resultados diferem dos resultados
obtidos em uma cromatografia anterior de Salvia sagittata feita para o projeto N° 075-2018-
Fondecyt — BM-IADT-UM-Peru, onde o 6leo essencial de Salvia sagittata apresentou o
biciclogermacreno (12,16%) como o principal composto e o linalol apareceu apenas em uma
porcentagem de 4,90% (dados ainda ndo publicados). Para ambas analises, a planta foi coletada
no mesmo local, foram utilizadas as mesmas condicdes de extracdo, 0 mesmo 6rgéo vegetativo
(folhas frescas), mas a época de coleta da planta foi diferente. Ou seja, a composi¢do quimica
dos Oleos essenciais pode variar drasticamente mesmo na mesma espécie vegetal.
(BRUNETON, 2012) dependendo, como neste caso, a época em que as plantas foram coletadas.
Tendo em conta essas variagcoes, além da mistura complexa de compostos em um Gleo essencial,
torna-se importante realizar o fracionamento para se aproximar do metabolito ou metabdlitos

que intervém na atividade biolégica de um determinado éleo essencial.

H.C OH
: CH,

l{ ;(. (_‘}'l;

Figura 11.Estrutura molecular do Linalol
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5.3 Testes in vitro

5.3.1 Atividade antiparasitaria de OE de S. sagittata e fracdes in vitro.
Foram testadas seis concentragdes de OE e fracGes nas concentrac6es de 0,004
pl/ml; 0,008 pl/ml; 0,016 pl/ml; 0,032 pl/ml; 0,64 pl/ml; 0,128 ul/ml com um tempo de

incubacdo maximo de sete dias.

Os resultados obtidos demonstraram as mortalidades acumuladas das fémeas
parasitas ao longo do tempo (desde as 5h até 7 dias) nas diferentes concentracfes de 6leo
essencial de Salvia sagittata e fracOes, tal como se observa na Figura 12

As Figuras 12a e 12b mostram que as fémeas parasitas expostas as
concentragdes menores de 0,004 pl/ml e 0,008 pl/ml tiveram uma mortalidade menor de
20% durante todo o experimento. Portanto, estas concentragdes apresentam atividade anti-

helmintica muito baixa.

Na Figura 12c (0,016ul/ml) as analises mostram que as fémeas parasitas
expostas a F2 apresentaram uma taxa de mortalidade 78%, bem superior as demais fracdes

e OE bruto, que atingiram taxas de mortalidade menor de 17%.

Na concentracdo de 0,032 pl/ml, somente a F2 e F3 tiveram a¢do na mortalidade
das fémeas parasitas durante as cinco primeiras horas com 55% e 29% respectivamente. A
F2 e OE mataram 100% das fémeas em até 48 horas. A F3 matou apenas 29% das fémeas

até o ultimo dia de observacéo e a F1 matou menos de 11%. (Figura 12d).

A Figura 12e mostra que na concentragdo de 0,064 pl/ml a mortalidade das
fémeas ndo foi significativa dentro das primeiras cinco horas. Porém, a F2 teve uma
mortalidade das fémeas acumulada significativa de 100% em 24 horas. Dentro do mesmo
periodo, a F3 e o OE apresentaram mortalidades das fémeas similares e maiores a 50%. Aos
dois dias, F3 e OE mataram a totalidade das fémeas parasitas.

Finalmente, a Figura 12f mostra que nas cinco primeiras horas de incubagéo, a
F2 e F3 mostraram potente atividade anti-helmintica com 100% de mortalidade na
concentracédo de 0,128 pl/ml. O OE matou 100% dos parasitas até as 24 horas na mesma
concentracdo. Note-se que F2, F3 e OE mataram a totalidade das fémeas parasitas durante
as 24 horas de observacédo. Portanto, esta concentracdo apresentou a melhor atividade anti-

helmintica.
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Das seis concentracdes testadas, as maiores concentragdes (>0,016 pl/ml)
mataram o maior nimero de parasitas entre 5h a 48h nas fragdes F2, F3 e OE, no entanto
estas amostras em baixas concentraces mataram menor ndmero de parasitas ou nao
mataram nenhum até o sétimo dia. A fracdo F2 foi a Unica que provocou mortalidade em
todas as concentragdes testadas e a fragdo F1 foi a que matou apenas 4,16 % de fémeas em
todas as concentragdes, durante os 7 dias, portanto néo foi selecionada para os testes in vivo.

A atividade anti-helmintica observada nas fracdes F2, F3 e OE pode ser devido
a acdo exercida pelo linalol, metabolito majoritario em F2 e OE e que também aparece de

forma abundante em F3, no entanto ausente em F1.
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Figura 12- Graficos da mortalidade acumulada ao longo do tempo em concentrac6es de 0,004 ul/ml
(A); 0,008 pl/ml (B); 0,016 pl/ml (C); 0,032 ul/ml (D); 0,64 pl/ml (E); 0,128 pl/ml (F) para 6leo
essencial de Salvia sagittata em bruto (OE) e Fracdes F1, F2, F3.

Os oOleos essenciais e as plantas em geral tém mostrado eficdcia contra diversos
microrganismos. Porém, ha poucos estudos sobre a atividade anti-helmintica in vitro contra
Strongyloides spp. (MENDES et al., 2017). Dos trabalhos encontrados, a maioria foi realizado
com as formas larvéarias do parasita, como o trabalho de CARVALHO et al., (2020) em que
avaliaram a atividade anti-helmintica in vitro do extrato e 6leo essencial de Siparuna guianensis
contra ovos e larvas de Strongyloides venezuelensis. O trabalho de OLOUNLADE et al., (2012)
também avaliou a atividade anti-helmintica dos Oleos essenciais de Zanthoxylum
zanthoxyloides e Newbouldia laevis contra a eclosdo de larvas e migracdo de larvas de
Strongyloides ratti. Todos as amostras exibiram atividade larvicida e ovicida in vitro, mas seria

fundamental saber se exercem a mesma efetividade contra fémeas parasitas.

Neste trabalho observou-se uma boa atividade anti-helmintica in vitro frente as fémeas
parasitas de Strongyloides venezuelensis com duas fracoes (F1 e F2) e o 6leo essencial de Salvia
sagittata. A mortalidade atingiu até 100% de parasitas em um periodo de 5 a 48 horas, nas
concentracdes de 0,032 pl/ml; 0,064 pl/ml e 0,128 ul/ml. Nossos resultados, apresentaram
semelhancas com os resultados obtidos por (BERNA et al., 2022), em que relataram

mortalidades de até 100% de fémeas de Strongyloides venezuelensis utilizando extratos de

Spondias mombin em concentrac@es de 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0.4 mg/ml.

A atividade anti-strongyloides in vitro neste estudo ocorreu com as amostras que tinham
linalol como composto principal. Portanto, presumimos que o linalol teria uma grande
influéncia na acdo biol6gica da Salvia sagittata. Ndo ha evidéncias na literatura do uso de Salvia
ou linalol para o tratamento da estrongiloidiase, mas ha evidéncias de que o linalol por si s e
misturado com outros componentes tem propriedades benéficas para a saide (DUTRA et al.,

2016). Estudos in vitro relatam a efetividade do linalol frente a Plasmodium falciparum
(RODRIGUES GOULART et al., 2004) Leishmania amazonensis (ROSA et al., 2003),

Leishmania infantum chagasi (DUTRA et al., 2016) Trypanosoma brucei (HOET et al., 2006)
e Trypanosoma cruzi (VILLAMIZAR et al., 2017).

O linalol, também mostrou ter atividade moluscicida (LCso = 0,25 mg/L)

frente Oncomelania hupensis (hospedeiro intermediario de Schistosoma japonicum) e atividade



49

larvicida (LCso = 0,07 mg/L) frente a cercarias de S. japonicium. Nos caramujos gerou
consideravel dano no hepatopancreas e branquias, e nas cercarias gerou danos no tegumento
(YANG et al., 2014).

A atividade nematicida do linalol também foi relatada, frente aos nematdides de ovinos
Haemonchus contortus (HELAL et al., 2020; SOUSA et al., 2021)., Trichostrongylus axei,
Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus colubriformis e Trichostrongylus vitrinus
(HELAL et al., 2020) e contra filarias ao inibir a GST (Glutathione-S-transferase) de Brugia
malayi (AZEEZ et al., 2012).

Os fortes indicios de que o linalol poderia possuir atividade anti-strongyloides segundo
nossos testes in vitro e segundo a literatura antes relatada, nos levou a testa-lo como composto

puro in vivo junto com os outros compostos com atividade in vitro.

5.3.2 Atividade antiparasitaria da ivermectina in vitro

A Figura 13 mostra a mortalidade das fémeas parasitas, ao longo do tempo, para o
controle farmacol6gico, ivermectina. Foram avaliadas diferentes concentra¢des, durante 7 dias.
Os resultados mostram que as concentragcdes maiores de 30 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml e 5
pg/ml tiveram a mortalidade total dos vermes entre 0s 6 e 7 dias, enquanto as concentracfes de
3 e 1,5 pg/ml conseguiram matar entre 80 e 85 % dos vermes durante todo o experimento. A
concentracdo de 0,75 pg/ml ndo atingiu 50% de mortalidade das fémeas até o sétimo dia e a
concentracédo de 0,38 pg/ml, ndo matou nenhum parasita.
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Figura 13- Mortalidade de fémeas de Strongyloides venezuelensis em diferentes concentragdes de
ivermectina.

Os agentes anti-helminticos comercialmente disponiveis apresentam controvérsias.
As taxas de cura sdo irregulares e os efeitos adversos geram desconforto na populacdo. A
ivermectina é o farmaco de escolha para o tratamento de Strongyloides stercoralis (NUTMAN,
2017).

Neste trabalho a ivermectina ndo apresentou uma boa atividade in vitro comparada
com os compostos do 6leo essencial e fracdes, mesmo quando as concentra¢Ges foram maiores.
A mortalidade total dos parasitas aconteceu so entre 0 6 e 7 dias de incubacao em concentragdes
de 5-30 pg/ml. Ao comparar as concentragdes utilizadas em nosso trabalho com as
concentragdes de ivermectina utilizadas em outros trabalhos estes ndo concordam: No trabalho
de RIYONG et al., (2020), a ivermectina apresentou um LCgg = 0,072 pug/ml contra larvas L3
de Strongyloides stercoralis em 24 horas, e em nosso caso a concentracdo de 0,38 pug/ml (foi
a menor utilizada), ndo provocou mortalidade até sete dias de incubacéo. No caso dos trabalhos
de BASTOS et al., (2017) e BERNA et al., (2022) que utilizaram concentraces maiores (50
pg/ml-100 pg/ml - 200 pg/ml) ndo atingiram mortalidade in vitro até 72 h de incubag&o. Porém,

no atual estudo, nesse periodo de tempo, a concentracdo de 30 ug/ml de ivermectina matou em
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torno de 50% de fémeas parasitas e as demais concentragcOes atingiram mortalidades menores
de 20% ou ndo apresentaram mortalidade. As divergéncias dos resultados no primeiro caso
poderiam estar relacionadas com as diferencas de espécies de parasitas e 0 estagio parasitario.
Ou seja, os autores testaram frente a larvas de Strongyloides stercoralis e neste estudo frente a
parasitas adultos de Strongyloides venezuelensis. No segundo caso as divergencias talvez
estejam relacionadas com o diluente utilizado, nos trabalhos descritos as amostras foram
solubilizadas em solugdo de PBS e neste estudo foi utilizado DMSO (dimetilsulfoxido). Pode

ter acontecido que o DMSO utilizado neste trabalho solubilizou melhor as amostras.

5.4 Testes in vivo

5.4.1 Atividade anti-helmintica in vivo de OE de S. sagittata, fraces e composto
majoritario.

As amostras que apresentaram melhor atividade in vitro foram testados in vivo (OE

e F2), alem disso, foi testado o composto majoritario do 6leo essencial de S. sagittata, linalol.

Apesar da F3 ter apresentado bons resultados in vitro, ndo foi selecionado para testes in vivo,

devido a menor atividade anti-helmintica em relacdo as demais amostras elencadas.

Nos grupos tratados com OE e F2, os animais apresentaram leve reacdo ao
tratamento. No dia seguinte do tratamento nesses dois grupos, 0s animais apresentavam pelos
ericados, com menor atividade fisica que o normal, mas se alimentavam normalmente. Um
camundongo do grupo tratado com F2 apareceu prostrado, sendo o animal eutanasiado.
Descobriu-se gue o0 estbmago e o0s intestinos estavam cheios de gas e o tamanho e peso do bago
foi bem menor que o normal. Presume-se que as alteracbes no comportamento dos animais
estejam relacionadas a alta carga parasitéaria apresentada nesses grupos, e com relacao aos gases
observados no estomago e intestino do animal eutanasiado, ndo foram encontrados estudos que

relacionem essa caracteristica a infeccdo com Strongyloides.

Nos grupos tratados com linalol e ivermectina, os animais toleraram bem o
tratamento, o comportamento dos animais foi normal, assim como o grupo controle. Porém, no
dia 9 apos a infec¢do, um camundongo do grupo tratado com linalol foi encontrado morto, na
necropsia tudo parecia normal em relagdo aos 6rgdos (estomago, bago, figado, intestinos), mas

tinha uma alta carga parasitaria.

5.4.2 Efeito anti-helmintico na reducdo de ovos de Strongyloides venezuelensis
Os ovos de Strongyloides venezuelensis foram detectados pela primeira vez no dia
5 p.i. Estes resultados corroboram com os obtidos por SATO & TOMA (1990). O tratamento
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foi feito no dia que a infegdo foi confirmada, ou seja, o dia 5 p.i. Posteriormente se fez a
avaliacdo diaria mediante a contagem de ovos até o dia 10 p.i.

A Figura 14 mostra graficos que apresentam as médias aritméticas das contagens
de ovos por grama de fezes a partir do dia 5 p.i até o dia 10 p.i. As linhas horizontais superiores
em cada gréfico, representam as diferencas estatisticas entre os grupos. Na Figura 15 se mostra

a evolugdo em numero de ovos por grama de fezes ao longo do tempo.

O experimento no dia 5 mostrou diferencas estatisticas em relacdo a OPG entre 0s
grupos. O grupo que foi tratado com OE, F2 e ivermectina foram estatisticamente diferentes

em relagdo ao linalol e estatisticamente equivalentes ao grupo controle.

No dia 6 p.i (dia 1 apds do tratamento) o ndmero de ovos aumentou
exorbitantemente, nos grupos tratados com OE e F2. Nos outros grupos, exceto a ivermectina,
também foi observado um aumento no nimero de ovos, porém menor. Neste dia as diferencas
foram estatisticamente significativas entre todos os grupos. O observado no 6° dia foi
semelhante aos dados obtidos por SATO & TOMA (1990), em que a produgdo maxima de ovos

aconteceu no dia 6° pdés-infecao.

No dia 7 p.i aconteceu uma rapida diminuicdo em ndmero de ovos para todos 0s
tratamentos. Nos préximos dias (8 a 10), o nimero de ovos continuo decrescendo, exceto no
linalol que flutuou entre o dia 5 ao dia 8 e depois no dia 9 ele mostrou uma queda que se manteve
até o dia 10.

Ao final do experimento, no dia 10 p.i, 0 OE e F2, apresentaram uma elevada OPG,

estes foram estatisticamente equivalentes entre eles e diferentes do resto dos compostos.

No caso do linalol, ivermectina e grupo controle apresentaram quantidade de ovos
numericamente diferentes (Tabela 2), mas estatisticamente estas quantidades foram

equivalentes entre si.
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Figura 14. Namero médio de ovos por grama de fezes de camundongos infectados com Strongyloides
venezuelensis e tratados com F2 e OE de Salvia sagittata (100ul/animal), Linalol (150mg/kg™),
ivermectina (200ug/ kg). OE (6leo essencial), F2 (fracdo 2), IMV (ivermectina), CTRL (controle), dpi
(dias pos-infecgdo). Linhas horizontais superiores representam diferencas estatisticas.
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Figura 15. Nimero médio de ovos por grama de fezes de camundongos infectados com Strongyloides
venezuelensis e tratados com F2 e OE de Salvia sagittata (100ul/animal), Linalol (150mg/kg?),
ivermectina (200ug/ kgt). OE (6leo essencial), F2 (fragdo 2), IMV (ivermectina), CTRL (controle), p.i
(p6s infeccao)

5.4.3 Efeito anti-helmintico na reducéo de fémeas parasitas de Strongyloides venezuelensis
A Figura 16 mostra a média de fémeas adultas parasitas recuperadas do intestino de
camundongos no dia 10 p.i nos diferentes grupos de tratamento. As linhas horizontais na parte

superior das barras representam as diferencas entre 0s grupos.

OE e F2 tiveram uma média de 600 fémeas parasitas recuperadas do intestino dos
camundongos, estes resultados foram estatisticamente diferentes com respeito ao linalol e grupo
controle cuja média esteve em torno das 300 fémeas parasitas e significativamente diferentes

da ivermectina que apresentou uma média de apenas de 3 fémeas parasitas.

A fecundidade das fémeas parasitas, foi calculada entre as medias das raz0es de
OPG no dia 10 p.i e 0 nimero de fémeas parasitas. Como observa-se na Tabela 2, a fecundidade
das fémeas para os compostos de OE e F2 esteve em torno de 100 ovos/fémea. No caso do
linalol apresentou uma média 58 ovos/ fémea, a ivermectina 50 ovos/fémea e o grupo controle
apresentou apenas 15. Comparando os resultados com o grupo controle, todos 0s compostos
apresentaram maior postura de ovos. A baixa oviposi¢do do grupo controle (Tabela 2), poderia

ser devido a resposta imune do hospedeiro que torna as fémeas menos fecundas. Como
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explicam VINEY; KIKUCHI, (2017), as fémeas parasitas S. venezuelensis escavam tuneis
através da mucosa do hospedeiro, com a ajuda da secre¢do oral de enzimas e moléculas do
parasita. As imunoglobulinas do hospedeiro ligam-se a essas moléculas, que possuem
caracteristicas imunogénicas, bloqueando a boca e a regido perioral da fémea, evitando que o

parasita consiga se alimentar, e como resultado as fémeas se encolhem e tornam-se menos

férteis.
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Figura 16. Numero médio de fémeas adultas de Strongyloides venezuelensis recuperados do intestino
delgado de camundongos tratados com F2 e OE de Salvia sagittata (100ul/animal), Linalol (150mg/kg
1), ivermectina (200ug/ kgt). OE (dleo essencial), F2 (fracdo 2), IMV (ivermectina), CTRL (controle).
Linhas horizontais superiores demonstram diferencas estatisticas entre os grupos.



56

Tabela 2. Fecundidade calculada entre a razdo da média de ( X ) OPG (ovos por grama de fezes, 10°

dia p.i) e média ( X ) fémeas parasitas.

COMPOSTO X OPG X FEMEAS F
OE 59550 A 616 A 97
F2 65750 A 636 A 103
LINALOL 17550 B 303 B 58
IVM 150 B 3 C 50
CTRL 4100 B 273 B 15

OPG= Ovos por grama de fezes, F= fecundidade, X = média, A e B letras distintas significam diferencias
significativas.

Os resultados observados mostram que as amostras testadas ndo foram eficazes in
vivo contra Strongyloides venezuelensis, comparado com a ivermectina. Longe de reduzir ou
manter a carga parasitaria, OE e F2 estimularam a producdo de ovos e permitiram que um
grande numero de fémeas parasitas sobreviesse até o dia 10. O linalol ndo apresentou reducéo
significativa no nimero de ovos e no numero de fémeas parasitas com relagdo ao grupo

controle.

O oleo essencial e a F2 sdo misturas de varios metabolitos, podendo ter ocorrido
interacdo negativa entre os compostos, ou seja, um efeito antagonico. Os mecanismos
responsaveis pelo antagonismo entre compostos ndo sdo bem conhecidos, sendo necessarias
mais pesquisas a respeito (KATIKI et al., 2017). Estudos que contemplem o uso de diferentes
misturas de metabolitos a fim de avaliar os efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbnicos entre

compostos, S&0 necessarios.

Ao comparar os resultados das amostras estudadas com o grupo controle, observa-
se uma clara estimulagdo da parasitose por parte das mesmas. Muitos metabdlitos do 6leo
essencial ndo foram identificados, mesmo sendo abundantes. E possivel que algum composto
ou mistura de compostos tenha exercido ac¢do estimulante na producdo de ovos e manutengéo
da parasitose, tal como acontece com os fitoecdisteroides (esteroides vegetais relacionados em

estrutura ao hormdnio esteroide invertebrado 20-hidroxiecdisona). Os fitoecdisteroides sdo
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constituintes de algumas plantas, um exemplo € a Ajuaga turkestanica, uma planta da familia
das laminaceas, que é conhecida por ter uma grande quantidade de ecdiesteroides (GUIBOUT
et al., 2015). Um trabalho feito por DZITKO et al., (2015) demostrou que os fitoecdisteroides
promoveram a proliferacdo de Toxoplasma gondi, e inibiram a secrecéo de citocinas protetoras
essenciais (IFN-y, IL-2 e IL-10) em células imunitérias murinas envolvidas na morte deste
parasita. Os ecditeroides também intervém na aceleracdo do processo de muda de larvas de
Strongyloides stercoralis (GENTA, 1992). Porém, neste caso, essa teoria perde consisténcia ao
analisar a estrutura quimica dos fitoecdisteroides que sdo compostos que possuem entre 27 e 30
atomos de carbono, e segundo AZIZ et al., (2018) moléculas pesadas a partir de 20 carbonos
(diterpenos) sdo dificeis de se extrair em 6leos essenciais com a técnica de hidrodestilacéo, que

foi a técnica utilizada neste estudo.

Alguns 0leos essenciais tém a capacidade de inibir a fagocitose por neutrofilos
(PEREZ-ROSES et al., 2015). O o6leo essencial de Ocimum basilicum “manjericio”
(lamiaceae), inibiu significativamente a capacidade fagocitaria em dilui¢ces de 1:8000, 1:2000
e 1:1000, também reduziu o metabolismo do sistema oxidativo (COURREGES; BENENCIA,
2002). Esses mecanismos seriam 0s responsaveis pela atividade anti-inflamatéria que muitos
6leos essenciais possuem (COURREGES; BENENCIA, 2002; PEREZ-ROSES et al., 2015).
Acredita-se que o 6leo de Ocimum basilicum inibe o aumento da permeabilidade
vascular/capilar e a migracdo de leucocitos apds estimulo inflamatério (COURREGES;
BENENCIA, 2002; SINGH; D.K., 1999). Encontrou-se que o0 6leo de Ocimum basilicum (tem
linalol entre seus principais compostos) possui atividade anti-inflamatoria significativa contra
carragenina e varios outros edemas de pata induzidos por mediadores, em ratos. Esse 6leo,
também inibiu o edema de pata induzido por acido araquiddénico e leucotrienos. Com base
nesses relatos, SINGH, (1999) acredita que O. basilicum pode ser um agente anti-inflamatorio
atil que bloqueia as vias da ciclooxigenase e da lipoxigenase do metabolismo do &cido
araquidodnico. Essas propriedades também sdo atribuidas a algumas espécies de Salvia
(BONESI et al., 2017). oleo essencial de Salvia officinalis foi capaz de inibir entre 53 -78% a
atividade da 5-lipoxigenase (MIGUEL et al., 2011). A 5-lipoxigenase é responsavel pela
formagéo de leucotrienos. Os leucotrienos desempenham um papel importante no controle da
carga parasitaria em camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis. A inibicdo da
sintese de leucotrienos B resulta em altas cargas de parasitas adultos e um alto nimero de ovos
por grama de fezes (MACHADO et al., 2005).
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O linalol pode ser um composto importante nestas reagOes. Estudos tém
demonstrado que o linalol reduz o nimero de eosinofilos e macréfagos, inibe a producédo de
citocinas Th2 e IgE no soro de camundongos (KIM et al., 2019; MILLER; PRITTS, 2013). No
entanto, outros compostos presentes nos 6leos essenciais também podem estar envolvidos,
como o caso do 1,8 cineol, que tem mostrado ser capaz de suprimir o metabolismo do &cido
araquidénico e a producédo de citocinas em mondcitos humanos (MIGUEL et al., 2011). Isso
poderia explicar porque neste estudo observa-se a maior quantidade de ovos e de fémeas
parasitas nas amostras misturadas em comparacdo com linalol puro que apresenta resultados de

estimulagdo menor.

5.4.4 Eficacia da ivermectina sobre 0 nimero de ovos e fémeas parasitas de Strongyloides
venezuelensis

A atividade da ivermectina in vitro parece ndo ser efetiva em comparagdo com 0s

resultados in vivo. Provavelmente o parasita requer a interagdo com o hospedeiro para exercer

a acéo terapéutica.

Diferente do que aconteceu com 0s testes in vitro, a ivermectina in vivo obteve uma
eficiéncia de 98,5% na reducdo de fémeas parasitas, e teve 0 menor OPG . A reducéo de ovos
foi estatisticamente significativa com respeito & outras amostras. Estes resultados eram
esperados devido a ivermectina ser o farmaco com a maior eficacia conhecida frente a
Strongyloides. A ivermectina é um dos farmacos antiparasitarios mais importantes na medicina
veterinaria e humana. A ivermectina atua sobre os canais i6nicos de cloreto ativados por
glutamato, o que provoca paralisia e morte do parasita (LAING; GILLAN; DEVANEY, 2017).
Pessoas infectadas com Strongyloides stercoralis e tratadas com ivermectina tem mostrado
taxas de cura entre 55 e 100% (MENDES et al., 2017).

A ivermectina € considerada o farmaco mais eficaz para tratar as infe¢bes por
Strongyloides, por apresentar menor efeito adverso e melhor taxa de cura com respeito aos
benzimidazois - tiabendazol e albendazol (HENRIQUEZ-CAMACHO et al., 2016;
SUPUTTAMONGKOL et al., 2011). Porém, seu uso é restrito em alguns paises Além disso
n&do existe um consenso respeito dos intervalos e doses administradas (MENDES et al., 2017).0
uso da ivermectina em doses altas pode ser prejudicial para o hospedeiro vertebrado (LAING;
GILLAN; DEVANEY, 2017). A administracdo de 3 doses consecutivas de ivermectina

(200ug/kg por dia) erradicou a totalidade de Strongyloides venezuelensis em ratos, porém
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prejudicou a funcdo e morfologia gastrointestinal dos animais (MENDONCA et al., 2019). A
ivermectina também esta relacionada com doencas hepaticas (VEIT et al., 2006).

Fontes naturais, como as plantas, representam uma grande oportunidade para a
descoberta de novas moléculas, que podem se tornar terapias eficazes contra doencas
negligenciadas que causam tantos danos as pessoas, especialmente em paises endémicos como
0 caso do Brasil. S&o necessarios mais estudos para entender melhor o modo de acdo de 6leos
essenciais e seus principais compostos frente a diferentes parasitas e em diferentes estagios. As
pessoas infectadas com o parasita Strongyloides deveriam ter muita precau¢do no uso de
produtos terapéuticos, mesmo sendo derivados de plantas, devido a que estes poderiam

estimular a parasitose, gerando hiperinfeccéo, disseminagédo e consequentemente a morte.
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6 CONCLUSOES

e O oleo essencial foi dividido em trés fracbes mediante a cromatografia em coluna do
tipo seca e a caracterizagcdo quimica de cada fracdo foi feita por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os compostos identificados foram da
classe dos terpenos, onde os principais para cada fracdo foram: F1= trans-cariofileno
(12,34%) e beta-pineno (11,47%), F2= linalol (33,93%), F3= alfa-terpineol (29,68%) e
linalol (23,4%).

e A F1 ndo apresentou atividade anti-strongyloides in vitro e foi excluida dos testes in
Vivo

e Asamostras que tiveram o linalol como composto principal (OE, F2, F3), apresentaram
a melhor atividade in vitro contra as fémeas de Strongyloides venezuelensis nas
concentracdes de 0,032, 0,064 e 0,128 pl/ml durante 5 e 48 horas de exposi¢do. No
entanto, essas amostras, ndo exibiram atividade anti-strongyloides in vivo.

e Os camundongos tratados com OE e F2 apresentaram uma significativa produgdo em
namero de ovos por grama de fezes (OPG) e uma significativa recuperacdo de fémeas
parasitas em relagcdo ao grupo controle.

e O linalol puro in vivo ndo apresentou resultados promissores, teve uma evolugédo um
tanto semelhante ao grupo controle.

e A ivermectina atuou eficientemente in vivo, matando 98,5% das fémeas parasitas de
Strongyloides venezuelensis. In vitro, a ivermectina matou 100% de fémeas parasitas

apenas entre os 6 e 7 dias nas concentracdes de 5-30 pg/ml.
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Anexo A: Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais para testes in vitro

LI CEHE

CERTIFICADD
Certificamos que a proposta intitulsda Atividade anti-belmintica do Hleo essencial de
Sabei . (Lo e i T |
Bhabditoideal. regetrada com o n® $869-1/M021, =ob a responsabilidade de Prof, Dr
Silmara Margues Allegretti ¢ Tercila MWoemi Ouitones Moron, que ervolve a producio,

manuiengio ou utilizacio de animais pertencentes ao filks Chardoto, subfilo Verfedwata (exceto

a homem) para fins de pesguisa cientifica (ou ensing), encontra-se de acordos com os
preceitos oa LEN N® 11.794, DE & DE QGUTUBRO DE 2008, gue estabelece procedimentos
para o wso oentifico de anamas, do BECRETO N® 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Snimal
(COMCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUAANICAMP, em reunido de 160902021

Fimalidade:

[ § Ensimo [ X ) Pesquiza Cientifica

Vigéncia do projeto:

0111,/ 2021 a 0,008,203

Vigéncia da autorizagio para manipulado
animal:

1609027 a 0 /082023

Espécie / linhagem/ ragac

Rato heterogénico / HanUnib:WHWistar)

Mo. de amimais:

|

Idade/Peso:

21,00 Daxs ¢ 70,00 Gramas

Sexoc

3 Machos

Espécie / linhagem/ ragac

Rato heterogénico  HanUnib:WHWistar)

Mo. de animais:

3

Idade/Peso:

21,00 Daxs ¢ 70,00 Gramas

Sexoc

3 Machos

Espécie / linhagem; mgac

Rato heterogénico ¢ HanUmib: WHIWistar)

Mo. de animais:

3

Idade/Peso:

21,00 Daxs ¢ 70,00 Gramas

Sexo:

3 Machos

Espécie | linhagem; ragac

Hato heberogénico / HanUnib:WHWistar)

Mo. de amimais:

3

Idade/Pezo:

21,00 Daxs / 7000 Gramas

Sexo:

3 Machos

Espécie /' linhagem; ragac

Camundonga heterogénico
HanUnibci H{Wistar)

Mo. de animais:

3
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idade/Peso: 21,00 Dixs ¢ 70.00 Gramas

Sexo: 3 Machos

Espécie /' linhagem ragac Rato heteroginic  HanUnib:WHIWistar)

Ho. de animais 3

Idade/Peso: 21.00 Daas / 7000 Gramas

Sexo: 3 Machos

Origem: Biotério CEMIBUMICAMP - Camipus
Campinas

Biptério onde serdo mantidos os animais: | Bioténos da Parasitologia, DBA,
B UNICARMP

i aprovacko pela CEUA/UMICAMP ndo dispensa autorizacso a jurnta ac
IBAMA SISBIO ou ClBio = & restrita 3 protocolos desemvolvidos em bioténos e
laboratarios da Universidade Estadual de Campinas.

Campiras, 27 de cutubro de 2021

Prof. Or. Wagner José Favaro Rrmangeds dos Santos

Presidents Secretaria Executiva
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Cornficamo due a propoala Bilulids Stivideds seli-balmingics do Sleo asdancial de Salvia saoittata
(Lo i ie® S brorigylaidi v il bema tods, Rhabditosdeal, regnirida com o e®
SO61-1R0ET ek & rerpesabibd e do Prof, D, SSenaca Macqui Slgoeiti @ Tersla Moami Oty

Blewrodh, Cpo afret bl & preoud i, et lifsad Can WIliZaga0 o o e e Oetiss a0 e Charsia i, sulefils

P b [eelets o heaim] pats T b et Ceartilica (o Ef i), andonie-se de soorda o o8
prediios i LEI KT 11794, DE & DE DUTUBRD DE 2. quée emabadiase pood S e (uie o ukd
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Anexo B: Declaracao de direitos autorais

DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria. ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem. que constam da minha Dissertagio de Mestrado, intitulada “AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DO OLEO ESSENCIAL DE Salvia
sagittata  (Lamiaceae) SOBRE  Strongyloides  venezuelensis  (Nematoda,
Rhabditoidea)”. ndo infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral

de qualquer editora.

Campinas 27 de outubro de 2022
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