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RESUMO

Os nematoides parasitos representam um grande problema de saude publica e de
perdas econbmica no setor agropecuario. O estudo dos Oleos essenciais no
organismo modelo Caenorhabditis elegans permite identificar o potencial nematicida
desses fitoterapicos para o controle de parasitoses. Este trabalho teve como objetivo
avaliar as atividades anti-nematoides dos 6leos essenciais comerciais das plantas
Petroselinum crispum (salsa), Ruta graveolens (arruda) e Thymus vulgaris (tomilho-
branco) no modelo C. elegans. Os Oleos essenciais foram testados nas
concentracbes de 0,25%, 0,5%, 1%, 2%, 3% e 4%. Como controle negativo foi
utilizado o solvente DMSO 8%. Para o ensaio utilizando o nematoide adulto, avaliou-
se a porcentagem de nematoides que permaneceram vivos, a acdo na motilidade e
a presenca de ovos e larvas vivas nos periodos de tempo de Oh, 6h, 24h e 48h.
Levamisol a 25 mM foi utilizado neste teste como farmaco antiparasitario de
referéncia. Em seguida, foi realizado o ensaio de inibicdo da eclodibilidade larval
para avaliar o potencial ovicida/ovistatico de cada 6leo ap6s 24h. Todos os 6leos
essenciais apresentaram atividade nematicida significativa (p<0,05) no nematoide
adulto, sendo a atividade de P. crispum a mais pronunciada, apresentando efeito
significativo a partir da concentragcdo de 0,5% em todos os periodos avaliados,
correspondendo ao efeito com 1% ou 2% do 6leo de T. vulgaris, e com 2% do 6leo
de R. graveolens. Ainda, esta acdo ocorreu de forma semelhante ao grupo
Levamisol nas concentracfes mais elevadas. Os 0leos essenciais diminuiram a
motilidade dos nematoides e n&o permitiram a sobrevivéncia de larvas jovens,
ocorrendo a partir 2% com o 6leo de T. vulgaris, a partir de 2% ou 3% com o 6leo de
P. crispum e a partir de 3% com o 6Oleo de R. graveolens. O 6leo essencial com
atividade ovicida/ovistatica mais pronunciada em menor concentracdo foi o de T.
vulgaris a 2% (p<0,05). A andlise de caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais
identificou como compostos majoritarios a miristicina (52,5%), o apiol (18,6%) e o a-
pineno (10,4%) no 6leo de P. crispum, 2-undecanona (96%) no 6leo de R.
graveolens e p-cimeno (73,6%) e canfeno (13,8%) no 6leo de T. vulgaris. Conclui-se
gue os Oleos essenciais de P. crispum, R. graveolens e T. vulgaris apresentam
potencial para uso como anti-helminticos, podendo ser uma alternativa para auxiliar
no controle de doencgas causadas por nematoides.

Palavras-chave: salsa, tomilho, arruda, fitoterapicos, anti-helminticos.



ABSTRACT

The nematode parasites represent a major public health problem and several
economic loss in the agricultural sector. The study of essential oils in the model
organism Caenorhabditis elegans allows to identify the nematicidal potential of these
phytotherapics for control of parasites. The objective of this study was to evaluate the
anti-nematode activities of commercial essential oils of Petroselinum crispum
(parsley), Ruta graveolens (rue) and Thymus vulgaris (white thyme) in C. elegans
model. The essential oils were tested at concentrations of 0.25%, 0.5%, 1%, 2%, 3%
and 4%. The solvent DMSO 8% was used as negative control. The percentage of
nematodes that remained alive, motility and the presence of eggs and live larvae in
the time periods of Oh, 6h, 24h and 48h were evaluated for the test with adult
nematodes. The Levamisole 25 mM was used in this test as reference antiparasitic
drug. Then, the egg hatchability inhibition test was performed to evaluate the
ovicidal/ovistact potential of each oil after 24h. All essential oils showed significant
nematicidal activity in the adult nematode (p<0.05), with P. crispum activity being the
most pronounced, showing a significant effect beginning at 0.5% concentration in all
evaluated periods, corresponding to the effect with 1% or 2% of T. vulgaris oil, and
2% of R. graveolens oil. Similar effect occurred to the Levamisole group at the
highest concentrations. The essential oils decreased nematode motility and did not
allow the survival of young larvae, with 2% T. vulgaris oil, 2% or 3% of the oil of P.
crispum and 3% of R. graveolens oil. The essential oil with more ovicidal/ovistact
activity in lower concentration was T. vulgaris at 2% (p<0.05). The analysis of
chemical characterization of the essential oils identified myristicin (52.5%), apiole
(18.6%) and a-pinene (10.4%) in the oil of P. crispum, 2-undecanone (96%) in oil of
R. graveolens and p-cymene (73.6%) and camphene (13.8%) in oil of T. vulgaris.
This study concluded that the essential oils of P. crispum, R. graveolens and T.
vulgaris present higer potential for use as anthelmintics, and may be an alternative to
help in the control of diseases caused by nematode parasites.

Keywords: parsley, rue, thyme, phytotherapics, anthelmintics.
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1. INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sao principalmente caracterizadas pelo seu alto
potencial de morbidade e elevada prevaléncia em popula¢cées que sofrem com a
desigualdade social e a pobreza. Contribuem para a propagacao dessas doencas o
fraco atendimento as necessidades médicas dessas populacbes e a falta de
interesse do mercado farmacol6gico em buscar novos farmacos contra essas
doencas. Entre as doencas negligenciadas, as infeccbes causadas por parasitos
geo-helmintos (ascaridiase, tricuriase e ancilostomiase) sdo as mais prevalentes
globalmente, acometendo mais de um bilhdo de pessoas no mundo (VERCRUYSSE
et al., 2011; HOTEZ et al., 2016; REIS et al., 2016).

Além de seres humanos, as helmintiases também acometem os animais. As
infeccbes causadas por nematoides, como Haemonchus spp., em animais de
producdo sao responsaveis por grandes prejuizos econdmicos para o setor da
pecuaria, ja que podem causar reducdo na produtividade, baixa fertilidade, atraso no
crescimento e elevados gastos veterinarios (BIFFA; JOBRE; CHAKKA, 2006).

No setor agronbmico, nematoides fitoparasitos, como a Meloidogyne spp.,
sdo capazes de afetar o sistema radicular de plantas e reduzir a produtividade de
uma variedade de cultivos agricolas, além de poderem atuar como transmissores de
outros patdégenos em plantas (GOULART, 2008).

Os baixos investimentos na inovacao de farmacos antiparasitarios tém sido
vistos com grande preocupacdo. Numerosos relatos de casos de resisténcia de
helmintos aos farmacos habituais foram encontrados em animais de producdo,
indicando que este cenario pode ocorrer em parasitos de humanos (HOTEZ et al.,
2007; VERCRUYSSE et al, 2011; WOODGATE, 2018). Assim, por infectar
humanos, animais e plantas, € de grande importancia a busca por novas alternativas
terapéuticas para o controle de nematoides parasitos.

Em regibes com baixo desenvolvimento € comum que a populacdo recorra
ao uso de plantas medicinais para tratar diversas enfermidades devido ao reduzido
acesso aos farmacos comerciais (FLOR; BARBOSA, 2015). Atualmente, o crescente
interesse do mercado consumidor por alimentos organicos e pela fitomedicina

(VARADYOVA, 2018) tem incentivado pesquisadores a resgatarem 0s
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conhecimentos etnobotanicos praticados durante geragées como meio alternativo no
combate de helmintiases (SHALABY, 2013).

As plantas medicinais sdo uma fonte rica em compostos candidatos a
farmacos anti-helminticos (KUMARASINGHA et al., 2014). A planta Chenopodium
ambrosioides L. (familia: Amaranthaceae), popularmente conhecida como erva-de-
santa-maria, por exemplo, foi utilizada durante séculos como agente anti-helmintico.
A atividade dessa erva contra helmintos foi posteriormente atribuida principalmente
ao monoterpeno biciclico ascaridol, composto predominante no seu 6leo essencial
(BARREIRO, 2009).

Assim, com a necessidade da descoberta de novas terapias antiparasitarias
e conhecendo o potencial desses produtos naturais, este trabalho objetivou
caracterizar quimicamente e estudar as atividades anti-nematoides de trés Oleos
essenciais comerciais das plantas Petroselinum crispum, Ruta graveolens e Thymus
vulgaris utilizando o nematoide Caenorhabditis elegans como organismo modelo.
Esses produtos foram escolhidos entre 15 amostras de 6leos essenciais comerciais
de acordo com os dados mais promissores obtidos pela autora em pré-ensaios para

a atividade nematicida.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nematoides parasitos de importancia mundial

Entre os nematoides que infectam humanos, os mais frequentes na
populacdo mundial sdo causados pelos geo-helmintos Ascaris lumbricoides (820
milhdes), Trichuris trichiura (460 milhfes) e os ancilostomideos Necator americanus
e Acilostoma duodenale (440 milhdes), com maior prevaléncia em paises em
desenvolvimento (OPAS, 2018). Esses geo-helmintos infectam humanos via
ingestao de seus ovos (A. lumbricoides e T. trichiura) ou pela penetracéo ativa das
larvas através da pele ou mucosa (ancilostomideos) (JOURDAN et al.,2018).

No Brasil, estima-se que cerca de 29,9 milhdes de pessoas estéo infectadas
com A. lumbricoides, 19,2 milhées com T. trichiura e 4,7 milhdes com
ancilostomideos, se concentrando principalmente nas regides do norte e nordeste
(Figura 1) (SCHOLTE et al., 2013).

Figura 1. Estimativa da distribuicdo espacial da prevaléncia da infec¢éo por geo-
helmintos no Brasil.

Trichuris trichiura ancilostomideos

Ascaris lumbricoides

Prevaléncia predita (%) Prevaléncia predita (%)

<7 <5
BET-13 Ns5.13
13-22 13- 24
22-30 24-35
Bl > 30 B> 35 0500 1000

" de denadas geografi
Datum horizontal: WGS84

Fonte: Adaptado de SCHOLTE et al., 2013.

As geo-helmintiases causadas por esses nematoides parasitos estdo
associadas a morbidades leves e graves. Entre as principais consequéncias dessas
doencas estdo anemia, dor abdominal cronica, desnutricdo, prejuizos no
desenvolvimento fisico e cognitivo, obstrucéo de intestino e prolapso retal, podendo

causar a morte em casos mais graves. As manifestacdes clinicas dessas doencgas
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sdo geralmente proporcionais a carga parasitdria presente no individuo
(VERCRUYSSE et al., 2011; LO et al., 2017).

Como estratégia para combater as geo-helmintiases em larga escala, a
administracdo preventiva de farmacos é um recurso utilizado para o tratamento de
populacbes inteiras de regides endémicas, geralmente sem diagndstico prévio
individual. Essa estratégia se concentra principalmente nos grupos de maiores
riscos, como criancas em idade escolar (entre 5 e 15 anos) (WHO, 2016; LO et al.,
2017).

Apesar dos esfor¢cos para o desenvolvimento de vacinas para auxiliar no
controle de geo-helmintiases em humanos, estas vacinas ainda ndo passaram da
fase de desenvolvimento para o mercado (HOTEZ et al., 2013; ZHAN et al., 2014).
Alguns obstaculos estdo presentes no desenvolvimento de vacinas para esses
parasitos, como 0 seus ciclos de vida muito complexos e necessidade de
entendimento mais preciso da interacao parasito-hospedeiro (QUADRI et al., 2017).

Na éarea veterinaria, destacam-se os nematoides do género Haemonchus
spp., que acometem principalmente bovinos, ovinos e caprinos (Haemonchus placei
e Haemonchus contortus), especialmente em regides tropicais e subtropicais. Esses
parasitos, depois de ingeridos no estagio de larva infectante, desenvolvem-se no
abomaso dos ruminantes, causando lesdes na mucosa, além de se alimentarem do
sangue do hospedeiro. A hemoncose pode gerar anemia progressiva com rapida
evolucdo, emagrecimento e causar a morte do animal quando ocorrem altas cargas
parasitarias, o que acarreta em enormes perdas no setor produtivo de carne e leite
(FAVERO et al, 2016). Ademais, uma ameaga ao combate desses parasitos é a
ocorréncia de casos de resisténcia aos farmacos anti-helminticos disponiveis (VAN-
DEN-BROM et al., 2015).

A realizac&o do controle de parasitoses em rebanhos frequentemente é feita
através do uso de anti-helminticos sintéticos (GITHIORI et al., 2004). Contudo, esta
estratégia é onerosa e pode deixar residuos nos alimentos de origem animal
(KINSELLA et al., 2010), causar contaminacdo ambiental (HORVAT et al., 2012) e
aumentar a pressao de selecédo de populacdes de nematoides resistentes aos anti-
helminticos (SOUTELLO; SENO; AMARANTE, 2007).

Na agricultura, os fitonematoides s&o responsaveis mundialmente pelo
prejuizo estimado em 157 milhdes de ddlares anuais. Os fitonematoides do género
Meloidogyne spp. acometem uma enorme variedade de culturas de importancia



20

econdmica, como tomate, algodao e café. Esses fitoparasitos sdo conhecidos como
nematoides das galhas e infectam o sistema radicular das plantas, onde se
alimentam e se reproduzem. Os sintomas externos sdo observados na forma de
protuberancias ou galhas de tamanhos variados na raiz. Como consequéncia ocorre
a perda da produtividade do cultivo agricola. Apesar do emprego de nematicidas
sintéticos serem a forma mais confiavel no controle dessas pragas, a sua toxicidade
em humanos e no meio ambiente vem fazendo com que cada vez mais 0 seu USso
seja descontinuado (ABAD et al., 2008).

2.2 Farmacos anti-helminticos

O controle de helmintiases é realizado principalmente com o emprego de
farmacos anti-helminticos. Esses farmacos geralmente agem de forma seletiva em
determinados alvos moleculares do parasito. Como consequéncia, 0s anti-
helminticos atuam incapacitando o helminto, principalmente, por paralisia muscular
ou interferindo na funcdo dos microtubulos, inviabilizando a sua permanéncia no
hospedeiro (VENTURINI et al., 2014).

As principais classes de anti-helminticos s&o os benzimidazois, os
imidazotiazdis e o0 grupo das lactonas macrociclicas. Essas classes diferenciam
entre si no mecanismo de acdo e nas formas de eliminacdo parasitaria (MARTIN,
1997; HOLDEN-DYE; WALKER, 2014). Devido ao metabolismo dos helmintos
variarem entre as espécies, um medicamento efetivo para combater um helminto

pode nao ser efetivo para outro (RANG et al., 2007).

2.2.1 Benzimidazois

O tiabendazol foi o primeiro anti-helmintico da classe dos benzimidazois a
ser descoberto em 1961 (BROWN et al., 1961). Devido ao alto indice terapéutico
desta molécula e toxicidade seletiva para helmintos, muitos compostos dessa
mesma classe foram sendo desenvolvidas com eficacias melhoradas ao longo do
tempo, incluindo o mebendazol e o albendazol (Figura 2). A estrutura quimica dos
benzimidazois é caracterizada por um anel benzénico condensado ao heterociclico
imidazol (BROWN et al., 1961, ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica do albendazol.

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2019a).

O mecanismo de acdo dos benzimidazois se baseia na interacdo com a
proteina B-tubulina, impedindo a sua dimerizacdo com a proteina a-tubulina. Dessa
forma, ocorre a inibicdo da formacdo dos microtubulos, impedindo processos
celulares vitais e causando a destruicdo da estrutura celular. Os benzimidazois sao,
em geral, muito eficientes no tratamento de nematoides gastrointestinais,
apresentando acao ovicida, larvicida e vermicida (LACEY, 1990; VENKATESAN,
1998; ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017).

2.2.2 Imidazotiazois

Os imidazotiaz6is comecaram a ser utilizados como anti-helminticos a partir
de 1965, com a implementacao do tetramisol (mistura racémica), e, posteriormente,
apenas do seu isdmero levogiro levamisol (Figura 3), considerado mais potente
(ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017). O levamisol tem atuagéo sobre adultos
e larvas de nematoides gastrointestinais e pulmonares. Apesar de ser capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica de mamiferos, poucos efeitos colaterais
foram observados para este farmaco (HOLDEN-DYE e WALKER, 2014).

Figura 3. Estrutura quimica do levamisol.
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (2019b).
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O levamisol, ao ser absorvido pela cuticula do helminto, atua como agonista
colinérgico dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) presentes nas
células musculares. Consequentemente, ocorre a abertura de canais ibnicos, a
entrada de sddio nas células e a despolarizacdo da membrana, seguido do bloqueio
dos canais abertos sensiveis a voltagem e sua dessensibilizacao. O resultado deste
processo € a hipercontracdo muscular e a paralisia espastica no helminto, auxiliando
na sua expulsdo do hospedeiro (HOLDEN-DYE; WALKER, 2014; ABONGWA,
MARTIN; ROBERTSON, 2017).

2.2.3 Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas foram introduzidas como farmacos de amplo
espectro contra nematoides e artrépodes na década de 1980. As lactonas
macrociclicas sdo compostos de alto peso molecular derivados de moléculas obtidas
no processo fermentativo de actinomicetos do género Streptomyces. Fazem parte
desta classe as avermectinas, como a ivermectina (Figura 4) e abamectina, e as
milbemicinas, como a moxidectina e a milbemicina (ABONGWA; MARTIN;
ROBERTSON, 2017).

Figura 4. Estrutura quimica da ivermectina.
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (2019c).

As lactonas macrociclicas podem penetrar no nematoide através da cuticula
ou por via oral. Essa classe de compostos atua como agonista seletivo irreversivel
de canais de cloro controlados por glutamato (GluCls) presentes nos neurbnios e

musculos faringeos, aumentando a permeabilidade de cloro. Como consequéncia
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ocorre a inibicdo da transmissao nervosa e da contracdo muscular, acarretando na
paralisia flacida e morte do nematoide (SARTOR; BICUDO, 1999; KABONGWA,
MARTIN; ROBERTSON, 2017).

Em maiores concentracbes, as avermectinas também atuam como
antagonistas nos receptores de canais i6nicos controlados por GABA e Gly
(ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017). Apesar dos mamiferos utilizarem o
GABA como neurotransmissor, as lactonas macrociclicas geralmente ndo causam
efeitos tOxicos nesses animais, ja que ndo sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefélica (AYRES; ALMEIDA, 1999).

2.3 Resisténcia Anti-helmintica

A resisténcia anti-helmintica pode ser definida como a perda da
sensibilidade do farmaco transmitido geneticamente em popula¢gbes de helmintos

que eram anteriormente sensiveis ao mesmo farmaco (Figura 5) (KOHLER, 2001).

Figura 5. Desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica em uma populacao de
helmintos.
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sensiveis

Fonte: Adaptado de TZELO; MATTHEWS, 2016.

O tratamento de helmintos que possuem alelos que conferem a resisténcia

ao farmaco empregado irAd conferir a esses parasitos uma vantagem de
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sobrevivéncia em relacdo aos ndo portadores desses alelos (GILLEARD; BEECH,
2007). Uma vez que a resisténcia € uma caracteristica herdavel, os sobreviventes
irdo transmitir seus alelos de resisténcia para os seus descendentes, aumentando a
frequéncia de helmintos resistentes na populacdo (SANGSTER, 1999).

A resisténcia a um determinado anti-helmintico pode ser acompanhada
também da resisténcia a outros anti-helminticos. Isto ocorre devido ao
compartilhamento de mecanismos de acdo e alvos semelhantes entre os farmacos
da mesma classe (resisténcia lateral) e até entre classes (resisténcia cruzada)
(SANGSTER, 1999).

A prevaléncia e a severidade da resisténcia anti-helmintica tém se
espalhado e a resisténcia a multiplos farmacos das trés principais classes
(benzimidazéis, imidazotiazodis e lactonas macrociclicas) esta presente globalmente,
principalmente em nematoides gastrointestinais de pequenos animais de producao
(ovinos e caprinos). Essas ocorréncias fizeram com que as preocupacdes de que
isso possa se estender aos parasitos que infectam humanos se tornassem
crescentes (GEERTS; GRYSEELS, 2000).

Entre os principais mecanismos de resisténcia estdo as mutagdes nos genes
que codificam os alvos (alteracdo ou delecdo de aminoacidos no produto proteico), a
diminuicdo da quantidade dos receptores e a reducdo da afinidade dos receptores
aos farmacos (ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017).

Para combater a resisténcia anti-helmintica h&a a necessidade de
identificacdo de novos alvos de farmacos e a introducdo de novas terapias anti-
helminticas com um mecanismo de acéo diferente dos ja existentes (KAMINSKY et
al., 2008). Além disso, outros meios sdo: a realizacdo da terapia combinada com
diferentes classes de drogas e a realizagdo de uma rotatividade de farmacos com
diferentes mecanismos de acao entre os periodos de aplicacdo dos anti-helminticos
(ABONGWA; MARTIN; ROBERTSON, 2017).

2.4 Caenorhabditis elegans — modelo experimental

Caenorhabditis elegans (Caeno = recente; rhabditis = bastdo; elegans =
elegante) € um nematoide de vida livre geralmente encontrado no solo de regides
com clima temperado, alimentando-se de bactérias e fungos presentes em material

vegetal em decomposicdo (BARRIERE; FELIX, 2014). O C. elegans possui 0 corpo
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alongado com cerca de 1 mm de comprimento quando adulto e é formado por um
conjunto completo de 6rgdos e um complexo sistema sensorial. Sua anatomia
consiste basicamente em boca, faringe, musculo, sistema neural, intestino, gbnadas,
anus e cuticula colagenosa (WATSON et al., 2006).

Naturalmente, os nematoides C. elegans podem ser hermafroditas
(protandricos) ou machos (Figura 6). Os hermafroditas sdo formados por 959 células
somaticas, as quais possuem cinco pares de cromossomos autossomos e um par de
cromossomos sexuais (5AA; XX). Os nematoides machos sédo formados por 1.031
células somaticas, as quais possuem apenas um cromossomo sexual além dos 5
pares de cromossomos autossomos (5AA; X0). Os machos, gerados a partir do raro
evento de ndo-disjuncdo meidtica do cromossomo X na formacdo de um dos
gametas, apresentam baixa frequéncia na populacdo (cerca de 0,1% a 0,2%).
Entretanto, a fecundacao cruzada é capaz de aumentar a frequéncia de machos em
cerca de 50% (BRENNER, 1974; ZARKOWER, 2006; CORSI; WIGHTMAN;
CHALFIE, 2015).

Figura 6. Dimorfismo sexual em Caenorhabditis elegans.
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Fonte: adaptado de ZARKOWER, 2006.

Os C. elegans hermafroditas possuem dois ovotestis produtores de
espermatozoides ameboides haploides, 0s quais sdo armazenados na espermateca.
Quando estdo préoximos de atingirem a idade adulta, eles passam a desenvolver

apenas 0s od6citos. A reproducdo do hermafrodita frequentemente ocorre por
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autofertilizacdo com o esperma armazenado, sendo capaz de produzir até 300 ovos.
Quando ocorre a fecundacéo cruzada com os machos, a capacidade reprodutiva dos
hermafroditas pode chegar a cerca de 1.000 descendentes (CORSI; WIGHTMAN;
CHALFIE, 2015).

O ciclo de vida do C. elegans (Figura 7) dura aproximadamente 3,5 dias se
mantido a 20°C. Apdés a eclosédo do embrido, o nematoide passa por quatro estagios
larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar a fase adulta, podendo sobreviver por até 3
semanas (WATSON et al., 2006). No final de cada estagio ocorre um periodo de
inatividade (lethargus) durante a formacdo de uma nova cuticula até a muda da
cuticula antiga (RAIZEN et al., 2008).

Figura 7. Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans a 20 °C. Os hermafroditas liberam
0S 0V0S no meio e, apos a eclosao do embrido, passam por 4 estagios larvais até a
fase adulta.
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Legenda: Os nimeros em azul representam o tempo que o nematoide demora a passar para a
proxima fase. Os nimeros em cinza representam a medida do comprimento do nematoide em cada
fase. Fonte: adaptado de ALTUN; HALL, 2009.
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Quando ocorrem condicbes estressantes (pouca comida, mudanca de
temperatura ou alta densidade populacional), o C. elegans no estagio de
desenvolvimento L1 pode sinalizar um estagio de desenvolvimento alternativo,
assumindo uma forma de resisténcia, denominada dauer (permanente), capaz de
sobreviver durante meses em ambientes agressivos para o animal. No estagio
dauer, a cuticula envolve as aberturas bucal e anal, impedindo-o de se alimentar e
continuar o seu desenvolvimento. Quando as condicfes favoraveis ao nematoide
séo reestabelecidas, a larva dauer realiza a muda, volta a ser capaz de se alimentar
e continua o seu desenvolvimento como larva L4 até o estadgio adulto (ALTUN;
HALL, 2009; CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

Em 1963, o C. elegans comecou a ser estabelecido em laboratério por
Sydney Brenner para ser utilizado como um organismo modelo para estudar o
desenvolvimento do sistema nervoso dos animais (BRENNER, 1974). Suas
vantagens em laboratério sdo muitas: pequeno tamanho, grande capacidade
reprodutiva, transparéncia em todos 0s seus estagios de desenvolvimento, curto
ciclo de vida, facil manipulacdo, capacidade de autofertilizacdo, eutelia, pequeno
genoma, alto potencial para analises génicas e baixo custo de cultivo em
comparacao com outros organismos (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

O C. elegans tornou-se um dos animas de laborat6rio mais intensamente
estudado e muito bem caracterizado a nivel celular, gendmico, embriolégico e
neurobiolégico. Assim, este organismo vem sendo utilizado com relevancia nas
areas de biologia do desenvolvimento (SCHIERENBERG; WOOD, 1985), genética
(ZHONG; STERNBERG, 2006), envelhecimento celular (BEN-ZVI; MILLER,;
MORIMOTO, 2009), morte celular programada (LETTRE; HENGARTNER, 2006),
toxicologia (HUNT, 2016), farmacos anti-helminticos (SIMPKIN; COLES, 2007), além
de biologia espacial (JOHNSON; NELSON, 1991).

A existéncia de recursos online que compartilham dados biolégicos do C.
elegans, como informacgOes genéticas pelo WormBase (www.wormbase.org) ou
metodologias e revisdes pelo WormBook (www.wormbook.org) tém dado suporte
fundamental para o sucesso desse organismo modelo na pesquisa cientifica
(CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).



28

2.5 Triagem e identificacdo de alvos de nematicidas em Caenorhabditis

elegans

Um dos motivos apontados para a quantidade escassa de farmacos anti-
helminticos disponiveis € a dificuldade na identificacdo de compostos-lideres em
nematoides parasitos como alvos para novos farmacos. E pouco viavel avaliar um
grande numero de candidatos a farmacos nesses organismos com o rendimento
necessario. Isso se deve ao ciclo de vida complexo desses parasitos, muitas vezes
dependendo de um hospedeiro animal para a sua propagacdo em laboratério
(BURNS et al, 2015).

O uso de organismos modelos em substituicdo ao estudo direto de espécies
parasitarias tornou-se uma ferramenta poderosa e pode resolver questdes tanto
praticas quanto éticas desses estudos (BRITTON; MURRAY, 2006). O uso de testes
em laboratorio com C. elegans é simples, barato e rapido, e pode funcionar na
deteccdo de anti-helminticos de amplo espectro com alto rendimento (SALINAS;
RISI, 2018). Devido também ao seu genoma pequeno e bem conhecido, o C.
elegans tornou-se uma importante ferramenta nos estudos que buscam novos
compostos contra nematoides.

A maioria dos alvos dos anti-helminticos é ligada a neuromusculatura do
nematoide, sendo a abundéncia de neurotransmissores uma caracteristica
importante do C. elegans. Esse organismo possui muitos dos neurotransmissores
mais comuns, como ACh, GLU, GABA, DA e 5-HT e 0s seus respectivos receptores
(HOBERT, 2013). Varios desses neuropeptideos estdo relacionados a processos
vitais do nematdédeo como alimentacédo, locomocgédo e postura de ovos (HOLDEN-
DYE; WALKER, 2007). Estudos em C. elegans conseguiram validar canais de calcio
dependentes da acetilcolina, especificos de nematoide, como alvos de anti-
helminticos (WEVER; FARRINGTON; DENT, 2015).

Pesquisas demonstraram que a maioria dos farmacos anti-helminticos
disponiveis também possui acdo em C. elegans (HOLDEN-DYE; WALKER, 2007).
Além disso, esse organismo modelo foi fundamental para a compreensao do
mecanismo de agdo de varios desses medicamentos, como 0s benzimidazois e o
levamisol. A identificagdo dos alvos desses farmacos em C. elegans se deu através

de rastreios genéticos, verificando para quais mutantes gerados aleatoriamente foi
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observada a capacidade de resistir aos efeitos desses compostos. Posteriormente,
foi identificado o gene mutante que conferiu essa resisténcia (BURNS et al, 2015;
2016).

Apesar de se tratar de um organismo de vida livre, a utilidade do C. elegans
para a descoberta de anti-helminticos vem sendo demonstrada em pesquisas e
superado as suas desvantagens. Segundo Burns et al. (2015), as moléculas letais
para C. elegans foram 15 vezes mais propensas a matar as espécies de nematoides
parasitos Cooperia oncophora e H. contortus do que moléculas escolhidas
aleatoriamente. Além disso, 40% das moléculas letais para C. elegans também
foram letais para os mesmos parasitos. Dessa forma, a bioatividade em C. elegans
pode ser um preditivo de bioatividade em nematoides parasitos.

A triagem em C. elegans possui 0 potencial de identificar compostos com
alvos conservados nunca antes considerados em pesquisas baseadas em alvos
moleculares. Além disso, € possivel que moléculas letais possam ter mais de um
alvo molecular. Se isso ocorrer, seria um evento extremamente raro gerar mutantes
gue tenham todos os alvos mutados (BURNS et al, 2015). Isso pode ser um
indicativo de que a resisténcia a essas moléculas também possa ser muito dificil de
acontecer naturalmente em nematoides parasitos. Esta situacdo também pode
ocorrer na utilizacdo de um conjunto de compostos com diferentes mecanismos de

acao, como este trabalho sugere para os 6leos essenciais.

2.6 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais constituem-se de substancias lipofilicas, odoriferas e
volateis provenientes do metabolismo secundario das plantas, podendo ser
extraidos a partir de suas diversas partes, como flores, folhas, frutos, sementes,
caules e raizes. Os métodos de obtencdo empregados geralmente s&o
hidrodestilacao ou arraste a vapor (SIANI et al., 2000).

Embora, normalmente sejam utilizadas como flavorizantes, os oOleos
essenciais também possuem atividade antimicrobiana (MOUREY; CANILAC, 2002),
antiviral (BISHOP, 1995), antimicética (MARI et al., 2003), inseticida
(KARPOUHTSIS et al., 1998), antiparasitaria (ABIDI et al., 2018), entre outras.
Essas propriedades estdo diretamente relacionadas com funcdes necessarias a

sobrevivéncia vegetal que exercem papel fundamental na defesa contra patdgenos
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(SIANI et al., 2000). Devido aos seus atributos, os 6leos essenciais estdo cada vez
mais sendo utilizados na indastria farmacéutica, cosmética e alimenticia.

A composicado quimica dos 6leos essenciais podem ser terpenos, alcoois
simples, adeidos, cetonas, fendis, ésteres, peroxidos, Oxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas e cumarinas (SIMOES et al., 2007). Esta composicdo pode
sofrer interferéncias de varios fatores, como método de extracédo, época da colheita,
tipo de solo, condi¢cbes climaticas, além da possivel variacdo interespecifica
(BORSATO, 2006). Portanto, € necessario que a qualidade dos 6leos seja verificada
através de testes que determinem a sua pureza e composicdo. Uma delas é a
andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),
que pode realizar a identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo dos compostos
bioativos presentes no material analisado.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
permite a identificacdo e quantificacdo de picos individuais, através da indicagdo da
massa molecular e padréo de fragmentacdo dos compostos, além da comparacao
dos indices de retencdo da amostra com padrées descritos na literatura (ADAMS,
2007).

Na area da Parasitologia, o potencial farmacolégico dos 6leos essenciais
tem sido investigado para o tratamento de doencas causadas por helmintos
parasitos. Estudos recentes demonstraram a eficacia do 6leo essencial de Artemisia
campestris (familia: Asteraceae) em H. contortus em inibir os ovos e afetar a
motilidade do parasito in vitro e na reducdo da carga parasitaria do nematoide
Heligmosomoides polygyrus em camundongos (ABIDI, 2018). Ja o 6leo essencial de
Eucalyptus citriodora (familia: Myrtaceae) teve efeitos ovicidas e larvicidas e inibiu a
motilidade de H. contortus (DE ARAUJO-FILHO et al., 2018).

2.6.1 Petroselinum crispum

A espécie Petroselinum crispum Mill. (familia: Apiaceae), popularmente
conhecida como salsa ou salsinha no Brasil, € uma erva aroméatica e tem sua origem
atribuida aos paises da regido ocidental do mediterraneo. No entanto, a
popularizacéo do cultivo da P. crispum para outros paises ocorreu a partir do século
XVI, chegando ao Brasil durante o periodo da colonizacdo (CHARLES, 2012). A
utilizacdo da P. crispum fez parte de varias crencas e celebracbes ao logo da
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histéria, além de ser utilizada na culinaria e medicina. Atualmente, essa planta € um
dos condimentos mais utilizados na culinaria no mundo todo (HEREDIA et al., 2003).

P. crispum é uma planta herbacea anual (climas tropicais e subtropicais) ou
bianual (climas temperados) que chega a medir entre 0,3 e 1 m. As folhas dessa
planta sdo pinadas e dispostas alternadamente, possuindo a cor verde-escura. A
inflorescéncia € do tipo umbela com pequenas flores amarela-esverdeadas
hermafroditas. O fruto € um esquizocarpo e as sementes sdo ovoides. Apds a
maturacdo das sementes, a planta normalmente morre (AGYARE, et al. 2017). Sua
melhor produtividade ocorre em solo areno-argiloso com pH entre 5,8 e 6,8, ricos em
matéria organica (HEREDIA et al., 2003).

Além do seu uso culinario e em produtos alimenticios, o P. crispum possui
propriedades diuréticas, estimula a menstruacdo e previne doencas
cardiovasculares (CAMPOS; BALBI; ALVES, 2009).

As sementes de P. crispum produzem uma grande quantidade de o6leo
essencial. Sua composi¢cao quimica é principalmente uma mistura de monoterpenos
e fenilpropanoides. Entre as propriedades do 6leo de P. crispum, estdo descritas as
atividades antimicrobianas, antioxidantes, imunossupressoras, inseticidas e laxativas
(FARZAEI et al., 2013; AGYARE, et al. 2017; INTIRACH et al., 2019).

2.6.2 Ruta graveolens

A espécie Ruta graveolens L. (familia: Rutaceae), conhecida popularmente
como arruda, € um subarbusto perene originario da Europa Meridional. Devido ao
seu valor cultural e medicinal, o cultivo de R. graveolens atualmente é realizado em
véarias regides do mundo, como América do Norte, Central e do Sul, China, india,
Oriente Médio e Africa do Sul (ASGARPANAH; KHOSHKAM, 2012).

R. graveolens possui cheiro forte e um sabor amargo atribuido ao 6leo da
planta. O seu tamanho varia entre 0,5 e 1 m de altura. As folhas sao alternadas,
pecioladas, carnudas e glaucas (verde-azuladas). As pequenas flores sé&o
pentameras ou tetrameras de coloracdo amarela e os seus frutos sao foliculos com
sementes pretas (PETIT-PALY et al., 1989).

A composicao do oOleo essencial de R graveolens apresenta acidos alifaticos,
alcoois e cetonas (IVANOVA et al., 2004). Entre as propriedades do 6leo de R

graveolens, tém-se as atividades anti-inflamatoria, espasmolitica, anti-histaminica,



32

vermifuga, eupépticas e analgésicas (AL-SAID et al., 1990; ASGARPANAH;
KHOSHKAM, 2012).

2.6.3 Thymus vulgaris

A espécie Thymus vulgaris L. (familia: Lamiaceae), popularmente conhecida
como tomilho, € um subarbusto perene aromatico nativo do sul da Europa, da
Espanha a Italia. T. vulgaris é uma planta medicinal com expressivo uso na industria
alimenticia e farmacéutica. Na medicina popular, esta planta é utilizada para tratar
varias doencas inflamatérias, como reumatismo, inchaco muscular, dores e picadas
de inseto (HOSSEINZADEH et al., 2015).

T. vulgaris é geralmente cultivada em climas temperados e subtropicais. O
bom desenvolvimento desta planta ocorre em regides aridas em solo arenoso com
grande exposicdo aos raios solares (CASTRO; CHEMALE, 1995). Seu tamanho
pode atingir entre 10 e 30 cm de altura. As folhas sdo pequenas, opostas e oblongo-
lanceoladas, com coloracdo verde-acinzentada. Suas flores possuem coloracao
branca ou violeta clara e um calice glandular piloso (STAHL-BISKUP;
VENSKUTONIS, 2012).

O Oleo essencial de T. vulgaris € composto principalmente de monoterpenos.
O timol geralmente é o composto majoritario, também havendo a presenca do seu
isémero carvacrol, além do precursor dessa molécula, o p-cimeno. As propriedades
desse Oleo incluem atividades anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas,
antifngicas, anti-helminticas, inseticidas e antiespasmédicas (STAHL-BISKUP;
VENSKUTONIS, 2012; HOSSEINZADEH et al., 2015; FERREIRA et al., 2016).

As propriedades demostradas de T. vulgaris apontam o potencial dessa
planta no desenvolvimento de diversos produtos, como farmacos e suplementos
alimentares. O fato dessa planta ser utilizada na alimentacdo sugere boa tolerancia
toxicol6gica em mamiferos (FERREIRA et al., 2016).

Neste contexto, estudos que objetivam a prospeccdo de novas terapias
utilizando produtos naturais sdo de grande relevancia para a medicina popular e
para as populacbes menos favorecidas economicamente. Por isso, neste estudo
foram selecionados trés 6leos essenciais de plantas conhecidas e difundidas na
populacdo brasileira para avaliar o potencial desses produtos como anti-helminticos.
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3.OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar quimicamente e avaliar as
atividades anti-nematoides dos Oleos essenciais comerciais de Petroselinum
crispum, Ruta graveolens e Thymus vulgaris no organismo modelo Caenorhabditis

elegans.

3.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos deste projeto foram:

1) Determinar os principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

2) Avaliar a acdo nematicida dos 0Oleos essenciais sobre os C. elegans
adultos por microscopia Optica.

3) Avaliar a interferéncia dos O6leos essenciais no ciclo de vida do
nematoide, verificando a presenca de ovos e larvas juvenis vivas.

4) Avaliar alteracdes na motilidade dos nematoides adultos tratados com
0s Oleos essenciais.

5) Avaliar a acdo ovicida/ovistatica dos 0leos essenciais através do ensaio

de inibicdo da eclodibilidade larval.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais comerciais (Laszlo Aromaterapia Ltda — Belo Horizonte,
MG) de Petroselinum crispum, Ruta graveolens e Thymus vulgaris (Tabela 1) foram
cedidos para este trabalho pela Prof.2 Dr.2 Fernanda Lourencédo Brighenti do
Laboratdrio de Pesquisa Bioquimica e Microbioldgica da Faculdade de Odontologia

de Araraquara - UNESP, Araraquara, e mantidos em freezer a - 20 °C.

Tabela 1. Informacdes gerais dos Oleos essenciais.

Familia _Nor’n_e Nome Pals_ de Lote Parte Extracao
cientifico popular cultivo
Apiaceae Petroselinum  ggisq Franca 001730 semente destilacéo a
crispum vapor
Rutaceae Ruta arruda  Espanha 001696  erva  destilagéo a
graveolens vapor

Lamiaceae ~ Thymus  tomilho-  Hyngria 001861  erva  destilagéoa
vulgaris branco vapor

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada por
cromatografia gasosa (GC 2010 Plus) acoplada a espectrometria de massa
sequencial (MS TQ8040), com coluna capilar Rtx-5MS (Restek), fase estacionaria
composta por 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 um de
espessura do filme) e hélio como gas de arraste (1 mL/min). As caracteristicas
operacionais foram as seguintes: injetor a 220 °C; a temperatura da coluna
inicialmente a 40 °C foi mantida por 1 min, posteriormente foi aguecida a uma taxa
de 8 °C/min até 280 °C, permanecendo nesta temperatura por 1 min. A temperatura
de transferéncia da interface foi de 280 °C e a da fonte de ions de 300 °C. A injecao
realizada foi do tipo split (30:1) e o volume de amostra introduzido foi de 1 L.

O analisador de massas quadrupolar foi operado com varredura na faixa de

50 a 500 u. A identificacdo dos compostos volateis foi realizada por comparacao
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com os dados espectrais da biblioteca (NIST 11.0), e, também, pela comparacéo
dos indices de retencdo com a literatura (ADAMS, 2007).
Os indices de retencdo (IR) das substancias foram obtidos pela analise de

uma mistura padréao de hidrocarbonetos (C7 a C40) aplicando-se a equacdo abaixo:

TR(i) — TR(n)

IR = 100n + 100 ,
X R+ 1) —TR(m)

sendo IR o tempo de retencdo, i 0 analito, n o niumero de carbonos do

alcano adjacente menos retido, n+1 o nimero do alcano adjacente mais retido.

4.3 Linhagem de Caenorhabditis elegans

Foi utilizada neste trabalho a linhagem do tipo selvagem de C. elegans
(Bristol N2). Esta linhagem foi gentilmente cedida pela Prof.2 Dr.2 Ana Marisa Fusco-
Almeida do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UNESP - Araraquara.

4.4 Cultivo de Caenorhabditis elegans

Os C. elegans foram mantidos no Laboratério de Microbiologia e
Parasitologia da UFSCar, coordenado pelo Prof. Dr. Clovis Wesley Oliveira de
Souza. Os nematoides foram cultivados monoxenicamente (Figura 8) a 20 °C em
placas de Petri contendo o meio so6lido NGM (Nematode Growth Medium) (Tabela 2)
semeado com bactéria. A cultura foi mantida a partir de repiques para um novo meio

a cada sete dias.
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Figura 8. Esquema do cultivo de Caenorhabditis elegans.

Escherichia coli
em caldo LB

i //A\ Meio NGM

\\ ‘ Gramado

/‘ de bactéria
\—/ C. elegans
Crescimento:

18h a 37 °C Temperatura: 20 °C

N

Fonte: Autor.

Tabela 2. Composi¢cdo do meio NGM.

Componente Quantidade
Agar bacteriologico 17 g/L
NacCl 3g/L
Peptona bacteriolégica 2,5g/L
CacCl, 1 mM
MgSO, 1mM
Colesterol 5 mg/L
Tampao fosfato 25 mM
Agua destilada q.s.p.

Fonte: BRENNER, 1974.

Para ser obtido o meio NGM, foram preparadas separadamente as solucfes
de CaCl, (1 M), MgSO4 (1 M), colesterol (5 mg/mL em etanol) e tampéo fosfato
(108,3 mg/mL KH,PO4 e 35,6 mg/mL K;HPO,4) com pH 6. Com excec¢éo da solucao
de colesterol, todas as solugfes utilizadas foram esterilizadas por calor imido sob
pressdo em autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Em ambiente estéril, estas
solugdes foram adicionadas a solucdo contendo agar, NaCl e peptona bacterioldgica

de forma a ser obtido o meio NGM com a composicao descrita na Tabela 2.

4.5 Linhagem de Escherichia coli

Como fonte de alimento bacteriano para os nematoides C. elegans foi

utilizada a linhagem de bactéria Escherichia coli OP50. A E. coli OP50 € auxotrofica
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para uracila e apresenta crescimento limitado em meio NGM, de forma a né&o
obscurecer os nematoides (BRENNER, 1974).

4.6 Isolamento e cultivo de Escherichia coli

A E. coli OP50 foi previamente isolada em meio seletivo dgar MacConkey
5,1% (p/v) das placas cedidas de C. elegans. Uma colbnia isolada da bactéria foi
repicada para 5 mL de caldo LB (Lysogeny Broth) (Tabela 3) e incubadas durante
18h a 37 °C, sendo posteriormente mantidas refrigeradas a 4 °C. O caldo LB foi

esterilizado por calor imido sob pressdo em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Tabela 3. Composi¢éo do caldo LB.

Componente Quantidade
Triptona 10 g/L
NacCl 59g/L
Extrato de levedura 59g/L
Agua destilada q.s.p.

Fonte: STIERNAGLE, 2006.

4.7 Obtencado dos ovos e sincronizacao das populacdes de nematoides

As placas de NGM contendo nematoides gravidicos, obtidas depois de
quatro dias apdés o repique, foram submetidas a metodologia adaptada de lise
alcalina de Solis e Petrascheck (2011). Por meio deste procedimento foram obtidos
0S 0VOos e a sincronizacgdo da idade dos nematoides.

Os nematoides e os ovos foram coletados das placas com a solucéo estéril
do tampéo M9 (Tabela 4) e transferidos para tubos cénicos de 15 mL. Em seguida, o
conteudo dos tubos foi centrifugado (Centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo
Fisher Scientific, EUA) a 2.500 rpm por 2 minutos e o sobrenadante descartado.
Para a lavagem do pellet e remocgédo das bactérias, os seguintes procedimentos
foram realizados mais duas vezes: adicdo de 5 mL de tamp&o M9, centrifugagéo e

descarte de sobrenadante.
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Tabela 4. Composicéo das solu¢cdes tampdo M9 e lise alcalina.

Solucéo Componente Quantidade
MgS0,.7H,0 0,25 g/L
NaCl 59/L
Tampé&o M9 Na;HPO, 6 g/L
KH,PO, 3 gL
Agua destilada q.s.p.
NaClO 0,85 % (v/v)
Lise alcalina NaOH 0,27 M
Agua destilada g.s.p.

Fonte: Adaptado de SOLIS; PETRASCHECK, 2011.

Com o intuito de obter somente os ovos do nematoide, o pellet de cada tubo
foi incubado com 5 mL da solucédo de lise alcalina (Tabela 4) durante 3 minutos para
matar os nematoides e abrir os adultos gravidicos para a liberacdo de mais ovos.
Em seguida, o conteddo dos tubos foi novamente centrifugado (2.500 rpm por 2
minutos) e o sobrenadante descartado para a remocéo da solucdo de lise alcalina. O
pellet contendo os ovos de cada tubo foi lavado realizando trés vezes os
procedimentos de adicdo de 5 mL de tamp&o M9, centrifugacdo e descarte de
sobrenadante.

O pellet contendo os ovos de cada tubo foi ressuspenso no pequeno volume
de tampdo M9 que restou no tubo e foram destinados para o ensaio de atividades
dos 6leos essenciais no nematoide adulto (item 4.8.2) ou para o teste de inibicdo da
eclodibilidade larval (item 4.8.3) (Figura 9).

Para a obtencado de populacbes com idades sincronizadas para o ensaio do
item 4.8.2. Os ovos foram transferidos para uma extremidade sem alimento da placa
de cultura NGM semeada na regido oposta com E. coli OP50. Em seguida, as placas
foram incubadas a 20 °C. ApOs a eclosdo das larvas L1, estas migraram para a
regido contendo a fonte de alimento bacteriana, separando-se dos restos dos
nematoides mortos. Desta forma, apds trés dias do procedimento de lise alcalina,

foram obtidos nematoides sincronizados na idade adulta (Figura 9).



Figura 9. Esquema da obtencdo dos ovos e nematoides adultos sincronizados.
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Fonte: Autor.

4.8 Ensaios biologicos com Caenorhabditis elegans

4.8.1 Preparo das solugfes de tratamento com 6leos essenciais
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Cada oOleo essencial foi diluido em um microtubo na proporcdo 1:3 em

DMSO. Em seguida, foi adicionado o tamp&o M9 de forma que a solucédo passou a

ter a concentracao de tratamento de 4% (v/v) do 6leo essencial e 8% de DMSO. Em

seguida, por diluicdo seriada foram obtidas as demais concentracbes de 3%, 2%,

1%, 0,5% e 0,25% (Figura 10). As solucdes de tratamento foram preparadas lo

antes de sua utilizacéo.

Figura 10. Esquema da diluicdo dos 6leos essenciais.
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Solugiio de 4%  Solugdo de 3% Solugio de 2% Solugdo de 1%  Solugdo de 0,5%  Solugio de 0,25%
do dleo essencial do dleo essencial  do dleo essencial  do dleo essencial  do dleo essencial  do dleo essencial

Fonte: Autor.
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4.8.2 Ensaio de atividades dos 6leos essenciais no nematoide adulto

Os nematoides adultos, obtidos no item 4.7, foram coletados para um tubo
cbnico de 15 mL por meio de lavagem com tampdo M9 da regido das placas de
cultura onde eles ficaram separados dos restos dos nematoides mortos no processo
de sincronizagcdo. A concentracdo de nematoides na solugdo foi quantificada e
ajustada de forma a conter cerca de 30 nematoides em uma gota de 10 pL.

As placas de tratamento de 24 pocos foram previamente preparadas com
0,5 mL de NGM por poco (HARTMAN; HERMAN, 1982). Em cada pocgo, foram
adicionados 10 pL da solugéo contendo os nematoides e as placas foram incubadas
a 20 °C por um periodo de adaptacdo de 24h. Apos este periodo, a superficie dos
pocos foi recoberta com 40 pL das solucdes de tratamento contendo os 6leos
essenciais. O solvente dos 6leos, DMSO a 8% em tampado M9, foi utilizado como
controle negativo. Como droga antiparasitaria de referéncia, foi utilizado o composto
nematicida levamisol a 25 mM (Sigma Aldrich, Lote: BCBR4973). Foram realizados
trés ensaios independentes com triplicatas para cada tratamento (n=9).

A contagem dos nematoides vivos foi realizada em microscopio Optico
invertido 50x (Carl Zeiss, Alemanha) em intervalos de tempo fixos de tratamento de
Oh, 6h, 24h e 48h. Os nematoides vivos foram identificados pela presenca de
movimentacao corporal e conformacdo do corpo. Os nematoides com auséncia de
movimentacao corporal, geralmente caracterizados com o corpo reto ou curvo, foram
considerados mortos. Também foi observado se os compostos tem acdo na
motilidade dos nematoides adultos, que foram classificadas como normal, diminuida
ou paralisada, e se houve a presenca de ovos e larvas juvenis vivas nos po¢os apos

os tratamentos (Figura 11).
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Figura 11. Visualizagdo do C. elegans por microscopia Optica.

ovosS

adulto

larva

Caenorhabditis Microscopio 6ptico
elegans
B C

Legenda: (A): Esquema da avaliacdo do ensaio de atividades dos tratamentos no nematoide
adulto e a presenca de ovos e larvas (40x); (B): Conformacao do corpo do nematoide adulto
com motilidade normal (100x); (C): Conformacédo do corpo de nematoides adultos mortos
(100x). Fonte: Autor.

4.8.3 Ensaio de inibic&o da eclodibilidade larval

Os ovos, obtidos no item 4.7, foram quantificados em estereomicroscopio e a
quantidade foi ajustada de forma a conter 50 ovos em 20 puL. Em uma placa de 24
pocos contendo 0,5 mL NGM por poco, foram colocados cerca 50 ovos em cada
poco e adicionados 40 pL das solucdes de tratamento com os 6leos essenciais (item
4.8.1) e de DMSO 8% em tampao M9 como controle negativo. Devido a auséncia de
atividade ovicida do levamisol, este composto nao foi utilizado com droga
antiparasitaria de referéncia neste ensaio. Em seguida, as placas foram incubadas a
20 °C durante 24h. Apds este periodo, 0 numero de larvas que eclodiram dos ovos
foi quantificado (Figura 12). Foram realizados trés ensaios independentes com

triplicatas para cada tratamento (n=9).



42

Figura 12. Visualizacdo do ensaio de inibicdo da eclodibilidade larval por
microscopia optica.

Legenda: (A): Larvas juvenis que eclodiram dos ovos em até 24h de tratamento (100x); (B):
Ovos em que as larvas ndo eclodiram apos 24h de tratamento (100x). Fonte: Autor.

4.8.4 Anédlise dos dados

Os dados de porcentagem de nematoides vivos e porcentagem de larvas
eclodidas foram analisados estatisticamente com o auxilio do programa GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA) e
representados graficamente como média * desvio padrdo. O nivel de significancia foi
estabelecido em 5%. Os dados de porcentagem de nematoides vivos apresentaram
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk; p=0,0589) e foram avaliados através da
Andlise de Variancia (ANOVA) a dois fatores (tempo e tratamento) seguido de post
hoc de Bonferroni.

A avaliagdo comparativa dos dados de porcentagem de nematoides vivos
entre os tratamentos com os 6leos essenciais em cada periodo de tempo e também
para avaliar os dados de porcentagem de larvas eclodidas (teste de Shapiro-Wilk;
p=0,08) foi realizada através Analise de Variancia (ANOVA) a um fator seguido de
post hoc de Tukey.

Para verificar a correlacdo dose-resposta (porcentagem de nematoides vivos
decorrente da concentracdo dos 0leos essenciais) e tempo-resposta (porcentagem
de nematoides vivos decorrente do tempo de tratamento) foi utilizado o teste de
correlacdo de Pearson a 5% de significancia.

Os dados de motilidade dos nematoides e presenca de larvas vivas e ovos

foram analisados descritivamente.
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5.RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais
5.1.1 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Petroselinum crispum

Um total de 7 compostos foi apontado na caracterizagdo quimica do 6leo
essencial de P. crispum, sendo miristicina (52,5%), apiol (18,6%) e a-pineno (10,4%)
0S compostos majoritarios. Apenas um composto ndo pbéde ser identificado (Figura

13 e Tabela 5).

Figura 13. Espectros obtidos do 6leo essencial de P. crispum analisados por

CG/EM.
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Legenda: os numeros apresentados nos picos representam cada composto
apontado na Tabela 5. Fonte: Autor.

Tabela 5. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de P. crispum por analise

CG/EM.

Pico Componentes TR IRobs IRtab v '?r:]eéad ir:liaté\;)a)t
1 a-Pineno* 6.687 936 932 10,400 + 0,090
2  B-Pineno 7.553 981 974 6,380 + 0,179
3 NI 8.594 1034 - 1,970 + 0,025
4 Miristicina* 17.333 1535 1517 52,500 + 0,317
5 Elemicina 17.776 1565 1555 2,830 + 0,132
6  Aliltetrametoxibenzeno 18.398 1607 1595 7,300 + 0,062
7 Apiol* 19.683 1697 1677 18,600 + 0,134

Legenda: NI = ndo identificado; TR = tempo de retencédo (min); IRy, = indice de retencédo observado;

IR@y = indice de retencao tabelado (ADAMS, 2007); dp

majoritarios. Fonte: Autor.

desvio padrdo; * = componentes
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5.1.2 Caracterizacdo quimica do Oleo essencial de Ruta graveolens
Um total de 10 compostos foi apontado na caracterizacdo quimica do 6leo
essencial de R. graveolens, sendo 2-undecanona (96%) o composto majoritario.

Apenas um composto ndo pode ser identificado (Figura 14 e Tabela 6).

Figura 14. Espectros obtidos do 6leo essencial de R. graveolens analisados por

CG/EM.
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Legenda: os numeros apresentados nos picos representam cada composto
apontado na Tabela 6. Fonte: Autor.

Tabela 6. Caracterizacao quimica do 6leo essencial de R. graveolens por anélise

CG/EM.

Pico Componentes TR IRobs IRtap v '?r:w%?j ir;aliaté\;a;
1 NI 6.384 921 - 0,200 £ 0,017
2  a-Pineno 6.689 937 932 0,396 + 0,048
3  Canfeno 6.987 952 946 0,184 + 0,120
4  D-Limoneno 8.578 1033 1024 0,354 + 0,045
5  Eucaliptol 8.649 1037 1026 0,462 + 0,072
6 2-Nonanona 9.840 1097 1087 0,455 + 0,257
7  B-Pinona 10.904 1154 1135 0,398 + 0,090
8 2-Decanona 11.704 1196 1190 0,399 £ 0,055
9  2-Undecanona* 13.486 1296 1293 96,000 £ 0,265
10 B-Cariofileno 15.777 1435 1423 1,140 + 0,141

Legenda: NI = nao identificado; TR = tempo de retencdo (min); IR,,s = indice de retencdo observado;
IRp = indice de retencéo tabelado (ADAMS, 2007); dp =desvio padréo; * = componentes majoritarios.
Fonte: Autor.
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5.1.3 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Thymus vulgaris
Um total de 13 compostos foi apontado na caracterizacdo do 6leo essencial
de T. vulgaris, sendo p-cimeno (73,6%) e canfeno (13,8%) 0s compostos

majoritarios. Um total de 3 composto ndo foram identificados (Figura 15 e Tabela 7).

Figura 15. Espectros obtidos do 6leo essencial de T. vulgaris analisados por

CG/EM.
7
3
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5 7 9 11 13 15 17 19
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Legenda: os numeros apresentados nos picos representam cada composto
apontado na Tabela 7. Fonte: Autor.

Tabela 7. Caracterizacao quimica do 6leo essencial de T. vulgaris por analise

CG/EM.
5 -
Pico Composto TR IRobs IRtan % ?r\r:eéz ifliag\g
1 NI 6.377 922 - 0,198 + 0,024
2 a-Pineno 6.689 937 932 4,850 £ 0,074
3  Canfeno* 6.987 952 946 13,800 + 0,320
4  B-Mirceno 7.788 993 988 1,790 + 0,004
5  Terpinoleno 8.327 1020 1086 0,348 £ 0,030
6 NI 8.430 1025 - 0,120 + 0,023
7  p-Cimeno* 8.484 1028 1020 73,600 + 0,291
8 NI 8.644 1036 - 0,234 £ 0,015
9 o-Cimeno 8.775 1043 1022 0,194 + 0,017
10 ao-Terpineol 11.738 1198 1186 1,140 + 0,151
11  Timol 13.503 1297 1289 2,520 + 0,320
12  Carvacrol 13.688 1308 1298 0,832 + 0,065
13 B-Cariofileno 15.777 1435 1423 0,410 £ 0,086

Legenda: NI = ndo identificado; TR = tempo de retencédo (min); IRy, = indice de retencédo observado;
IRy = indice de retencdo tabelado (ADAMS, 2007); dp =desvio padrdo; * = Componentes
majoritarios. Fonte: Autor.
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Um total de 21 compostos cobrindo entre 76,9% e 90% da composicao total
dos Oleos essenciais foi identificado por CG/EM, havendo uma variabilidade de
constituintes entre as espécies. O composto comum identificado na caracterizagcéo
dos trés oOleos essenciais foi 0 a-pineno. Os compostos canfeno e B-cariofileno foram
identificados na caracterizacdo dos 0Oleos essenciais de R. graveolens e T. vulgaris.
Os dados obtidos mostraram que o 0leo essencial de P. crispum € constituido por
monoterpenos e, principalmente, por fenilpropanoides. A constituicdo do Oleo
essencial de R. graveolens identificada foi de monoterpenos, sesquiterpenos e,
principalmente, cetonas. Por fim, os constituintes identificados do éleo essencial de

T. vulgaris obtidos foi de sesquiterpenos e, principalmente, monoterpenos.

5.2 Ensaio de atividades anti-nematoides no nematoide adulto

5.2.1 Oleo essencial de Petroselinum crispum

O oleo essencial de P. crispum (salsa) foi capaz de reduzir estatisticamente
a quantidade de nematoides adultos vivos (p<0,05) a partir da concentracao de 0,5%
em comparag¢do com o grupo Controle nos periodos de tempo de 6h, 24h e 48h
(Figura 16), sendo letal para cerca de 50% dos nematoides nas primeiras 6h e cerca
de 75% em 48h no tratamento com 0,5% do 6leo essencial.

O tratamento realizado com 1% do 6leo essencial de P. crispum apresentou
resultados estatisticamente semelhantes aos do grupo Levamisol nos periodos de
tempo de 6h, 24h e 48h (p>0,05). JA as concentracdes de 2%, 3% e 4%
apresentaram maior atividade nematicida que o grupo Levamisol no periodo de
tempo de 6h e se mantiveram estatisticamente semelhantes ao grupo Levamisol
comparando os periodos de 24h e 48h (Figura 16).

O ¢leo essencial de P. crispum em cada concentracdo de 0,5%, 1%, 2% e
4% e o grupo Levamisol reduziram significativamente a porcentagem de nematoides
vivos entre os periodos de tempo de 6h para 48h (p<0,05). O grupo Levamisol ndo
apresentou reducao significativa na porcentagem de nematoides vivos no periodo de
tempo de 24h para 48h (p>0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem de nematoides vivos (média £ dp) (n=9) apds tratamento
com o Oleo essencial de P. crispum em diferentes concentracdes nos periodos de
tempo Oh, 6h, 24h e 48h.
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Legenda: Letras minusculas distintas (a, b, ¢, d) demonstram diferencas estatisticas entre os grupos
de tratamentos considerando o0 mesmo periodo de tempo. Letras mailsculas distintas (A, B, C)
demonstram diferencas estatisticas entre os periodos de tempo considerando o mesmo grupo de
tratamento (ANOVA a dois fatores, seguido de teste post hoc de Bonferroni, p<0,05). * = Ndo houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos no tempo Oh, p>0,05. Fonte: Autor.

N&o foram observados para o 6leo essencial de P. crispum correlagéo dose-
resposta (p=0,0587) e tempo-resposta (p=0,2013) estatisticamente significativos.

Os dados de motilidade (Tabela 8) indicam que o 6leo essencial de P.
crispum foi capaz de diminuir a motilidade dos nematoides adultos sobreviventes na
concentracdo de 2% em 48h e nas concentracfes superiores nos periodos de tempo
6h, 24h e 48h. Somente o grupo Levamisol foi capaz de causar a paralisia dos
nematoides adultos sobreviventes em todos os periodos analisados.

Em todos os tratamentos foi observada a presenca de ovos. Foi observada a
auséncia de larvas vivas no periodo de tempo de 6h somente para a concentracao

de 4% do Oleo essencial. Nos periodos de tempo de 24h e 48h ndo houve a
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presenca de larvas vivas nas concentracfes de 2%, 3% e 4% do Oleo essencial
(Tabela 8).

Tabela 8. Dados de motilidade, presenca de ovos e larvas vivas ap0s tratamento
com o 6leo essencial de P. crispum.

6h 24h 48h

Larvas Motilidade Larvas Motilidade Larvas Motilidade
Tratamento Ovos . Ovos . Ovos .

vivas (adultos) vivas (adultos) vivas  (adultos)
c 0,25% + + Normal + + Normal + + Normal
§ 0,5% + + Normal + + Normal + + Normal
5 1% + + Normal + + Normal + + Normal
e 2% + + Normal + - Normal + - Diminuida
2 3% + + Diminuida ~ + - Diminuida ~ + - Diminuida
(]
O 4% + - Diminuida + - Diminuida + - Diminuida
Controle + + Normal + + Normal + + Normal
Levamisol + + Paralisados + + Paralisados + + Paralisados

Legenda: + = presenca; - = auséncia. Fonte: Autor.

5.2.2 Oleo essencial de Ruta graveolens

O d6leo essencial de R. graveolens (arruda) reduziu estatisticamente a
quantidade de nematoides adultos vivos em relagdo ao grupo Controle nas
concentracfes de 2%, 3% e 4 % nos periodos de tempo de 6h, 24h e 48h (p<0,05)
(Figura 17). A concentracdo de 2% do 6leo essencial foi letal para cerca de 40% dos
nematoides nas primeiras 6h e cerca de 50% em 48h.

O oleo essencial de R. graveolens nas concentracdes de 0,25%, 0,5% e 1%
e o0 grupo Controle apresentaram porcentagens de nematoides vivos
estatisticamente semelhantes ao longo de todos os periodos de tempo (p>0,05)
(Figura 17).

Somente a concentracdo maxima de 4% do 6leo essencial de R. graveolens
em todos os periodos de tempo apresentou uma reducdo de nematoides vivos
estatisticamente semelhante ao grupo Levamisol (p>0,05) (Figura 17).

O oleo essencial de R. graveolens na concentracdo de 3% e 0 grupo
Levamisol reduziram significativamente a porcentagem de nematoides vivos entre 0s

periodos de tempo de 6h para 48h (p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de nematoides vivos (média + dp) (n=9) apods tratamento
com o Oleo essencial de R. graveolens em diferentes concentracdes nos periodos
de tempo Oh, 6h, 24h e 48h.
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Legenda: Letras minuUsculas distintas (a, b, ¢, d) demonstram diferencas estatisticas entre os
grupos de tratamentos considerando o mesmo periodo de tempo. Letras mailsculas distintas (A, B,
C) demonstram diferencas estatisticas entre os periodos de tempo considerando 0 mesmo grupo
de tratamento (ANOVA a dois fatores, seguido de teste post hoc de Bonferroni, p<0,05). * = Nao
houve diferencas estatisticas entre os tratamentos no tempo Oh, p>0,05. Fonte: Autor.

Foi obtida uma significativa correlacéo dose-resposta (p<0,0018) classificada
como muito forte (-0,96<r’<-0,98) para as diferentes concentracbes do Oleo
essencial de R. graveolens em relacdo ao numero de nematoides vivos dentro de
cada tempo avaliado (6h, 24h e 48h).

Para os diferentes tempos de tratamento com o 6leo essencial de R.
graveolens, foi observada uma significativa (p=0,0142) correlacdo tempo-resposta
classificada como muito forte (r°=-0,99) apenas no tratamento com 0,5% do 6leo
essencial.

Os dados de motilidade (Tabela 9) indicam que o Oleo essencial de R.

graveolens foi capaz de diminuir a motilidade dos nematoides adultos sobreviventes
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nas concentracdes de 3% e 4% nos periodos de 6h, 24h e 48h. Somente o
Levamisol foi capaz de causar a paralisia dos nematoides adultos sobreviventes em
todos os periodos analisados (6h, 24h e 48h).

Em todos os tratamentos foi observada a presenca de ovos. Foi observada a
auséncia de larvas vivas no periodo de tempo de 6h, 24h e 48h também nas

concentracdes de 3% e 4% do Oleo essencial de R. graveolens (Tabela 9).

Tabela 9. Dados de motilidade, presenca de ovos e larvas vivas ap0s tratameto com
0 Oleo essencial de R. graveolens.

6h 24h 48h

Traamento_ovos Lt WeLES ouos L WOMSS ouos L Hellisce

0,25% + + Normal + + Normal + + Normal
.o 09% + + Normal + + Normal + + Normal
%E 1% + + Normal + + Normal + + Normal
E% 2% + + Normal + + Normal + + Normal
O 5 3% + - Diminuida + - Diminuida + - Diminuida

4% + - Diminuida + - Diminuida + - Diminuida
Controle + + Normal + + Normal + + Normal
Levamisol + + Paralisados + + Paralisados + + Paralisados

Legenda: + = presenca; - = auséncia. Fonte: Autor.

5.2.3 Oleo essencial de Thymus vulgaris

De acordo com o gréfico abaixo (Figura 18), o 6leo essencial de T. vulgaris
(tomilho-branco) reduziu estatisticamente a quantidade de nematoides adultos vivos
em relacdo ao grupo Controle nas concentracdes de 2%, 3% e 4 % nos periodos de
tempo de 6h, 24h e 48h (p<0,05). A concentracao de 2% foi letal para cerca de 60%
dos nematoides nas primeiras 6h e cerca de 80% em 48h. Somente as
concentracdes de 3% e 4%, no periodo de tempo de 6h, apresentaram uma reducéo
de nematoides vivos significativamente superior ao grupo Levamisol.

O dleo essencial nas concentracdes de 0,25% e 0,5% e o grupo Controle
apresentaram porcentagens de nematoides vivos estatisticamente semelhantes ao
longo de todos os periodos de tempo (p>0,05). O mesmo ocorreu com o 6leo nas

concentracdes de 2%, 3% e 4%, porém nos periodos de 6h, 24h e 48h (Figura 18).
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O Oleo essencial de T. vulgaris na concentracdo de 1% e 2% e 0 grupo
Levamisol reduziram significativamente a porcentagem de nematoides vivos entre 0s

periodos de tempo de 6h para 48h (p<0,05) (Figura 18).

Figura 18. Porcentagem de nematoides vivos (média + dp) (n=9) apds tratamento
com o 6leo essencial de T. vulgaris em diferentes concentracdes nos periodos de
tempo Oh, 6h, 24h e 48h.
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Legenda: Letras minusculas distintas (a, b, ¢, d) demonstram diferencas estatisticas entre os grupos
de tratamentos considerando o mesmo periodo de tempo. Letras mailsculas distintas (A, B, C)
demonstram diferencas estatisticas entre os periodos de tempo considerando o mesmo grupo de
tratamento (ANOVA a dois fatores, seguido de teste post hoc de Bonferroni, p<0,05). * = N&do houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos no tempo 0h, p>0,05. Fonte: Autor.

Foi obtida uma significativa correlagdo dose-resposta (p<0,0115) classificada
como muito forte (-0,91<r’<-0,96) para as diferentes concentracbes do Oleo
essencial de T. vulgaris em relacdo ao numero de nematoides vivos dentro de cada
tempo avaliado (6h, 24h e 48h). Para os diferentes tempos de tratamento com o 6leo

essencial de T. vulgaris, foi observada uma significativa (p<0,0127) correlacéo
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tempo-resposta classificada como muito forte (r=0,99) apenas nos tratamentos com
0,25% e 0,5% do 6leo essencial.

Os dados de motilidade (Tabela 10) indicam que o Oleo essencial de T.
vulgaris foi capaz de diminuir a motilidade dos nematoides adultos sobreviventes nas
concentracbes de 2%, 3% e 4% nos periodos de 6h, 24h e 48h. Somente o
Levamisol foi capaz de causar a paralisia dos nematoides adultos sobreviventes em
todos os periodos analisados.

Em todos os tratamentos foi observada a presenca de ovos. Foi observada a
auséncia de larvas vivas no periodo de tempo de 6h, 24h e 48h nas concentracdes
3% e 4% (Tabela 10).

Tabela 10. Dados de motilidade, presenca de ovos e larvas vivas tratados com o
Oleo essencial de T. vulgaris.

6h 24h 48h
Taamentoovos L MOUIRGS ouos LS HOUSGS 0,05 Las etiince
o 0,25% + + Normal + + Normal + + Normal
a 0,5% + + Normal + + Normal + + Normal
§ 1% + + Normal + + Normal + + Normal
': 2% + + Diminuida + + Diminuida + + Diminuida
2 3% + - Diminuida + - Diminuida + - Diminuida
8 4% + - Diminuida + - Diminuida + - Diminuida
Controle + + Normal + + Normal + + Normal
Levamisol + + Paralisados + + Paralisados + + Paralisados

Legenda: + = presenca; - = auséncia. Fonte: Autor.

5.2.4 Andlise comparativa do efeito nematicida dos 6leos essenciais por

periodo de tempo

A Figura 19 apresenta a comparacao dos dados dos trés 6leos essenciais nos
periodos de tempo de 6h, 24h e 48h. Nos trés periodos de tempo, os trés 6leos
essenciais apresentaram desempenho estatisticamente semelhantes entre si nas
concentracdes de 0,25% e 4%.

Os oOleos essenciais de P. crispum e T. vulgaris apresentaram maior efeito
nematicida que a R. graveolens na concentracdo de 2% nos trés periodos de tempo.
O mesmo resultado foi observado na concentracdo de 3% nos periodos de tempo de
6h e 24h (Figura 19).
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O ¢6leo essencial de P. crispum apresentou maior atividade nematicida em
comparacao aos outros 6leos nos trés periodos de tempo na concentracao de 0,5%.
Ja nos periodos de tempo de 6h e 24h, apresentou maior atividade nematicida na
concentracdo de 1% e, no periodo tempo de 48h, na concentracdo de 3%. A menor
concentracdo do Oleo essencial de P. crispum capaz de reduzir significativamente ao
longo de todos os periodos de tempo a porcentagem de nematoides vivos foi a de
0,5% (Figura 19).

O Oleo essencial de R. graveolens sO conseguiu apresentar atividade
nematicida equivalente ou maior a do 6leo de P. crispum na concentracdo de 0,5%,
a partir da concentracao de 2% em todos os periodos de tempo. Enquanto que o
Oleo de T. vulgaris teve efeito equivalente ou superior ao P. crispum (0,5%) a partir
de 2% nos periodos de 6h e 24h e 1% com 48h de tratamento (Figura 19).
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Figura 19. Porcentagem de nematoides vivos (média + dp) (n=9) apds tratamento com os
Oleos essenciais de P. crispum, R. graveolens e T. vulgaris em diferentes concentracdes nos
periodos de tempo 6h, 24h e 48h.
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Legenda: Letras distintas (a, b, c, d, e, f, g, h, i, j) demonstram diferencas estatisticas entre os 6leos essenciais
(ANOVA a um fator, seguido de teste post hoc de Tukey, p<0,05). (A): Periodo de tempo de 6h; (B): periodo de
tempo de 24h; (C): periodo de tempo de 48h. Fonte: Autor.
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5.3 Ensaio de inibicdo da eclodibilidade larvar

Os resultados desse ensaio para inibicdo da eclodibilidade larvar (Figura 20)
demonstram que os trés Oleos essenciais em todas as concentracdes foram capazes
de atuar sobre os ovos de C. elegans, impedindo a eclos&o das larvas no periodo de
24h.

Os Oleos essenciais de P. crispum e R. graveolens apresentaram
desempenho estatisticamente semelhante (p>0,05) em todas as concentracfes
testadas. O 6leo essencial de T. vulgaris também apresentou 0 mesmo desempenho
em relacdo aos outros dois Oleos, exceto nas concentracbes de 1% e 2%. As
concentracdes de 1% e 2% do Oleo de T. vulgaris foram capazes de reduzir uma
maior quantidade de larvas eclodidas em comparacdo com 0s outros dois 0leos

nessas mesmas concentracoes (p<0,05) (Figura 20).

Figura 20. Porcentagem de larvas eclodidas apés tratamento dos ovos de C. elegans
com o Gleo essencial de P. crispum, R. graveolens e T. vulgaris em diferentes
concentragdes por 24h (n=9).
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Legenda: Letras distintas (a, b, ¢, d, €) demonstram diferencas estatisticas entre os tratamentos
(ANOVA a um fator, seguido de teste post hoc de Tukey, p<0,05). Fonte: Autor.
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6. DISCUSSAO

Os poucos estudos e 0s escassos investimentos no desenvolvimento de
novas terapias anti-helminticas tém sido questdes preocupantes para o controle de
helmintiases ha décadas (CSERMELY et al., 2013; MACKENZIE; GEARY, 2013).
Este trabalho mostrou que os 6leos essenciais oriundos das plantas Petroselinum
crispum (salsa), Ruta graveolens (arruda) e Thymus vulgaris (tomilho-branco)
apresentam potencial anti-nematoide, podendo ser considerados promissores para a
elaboracdo de novas terapias eficazes contra espécies parasitas de nematoides.

Optou-se por utilizar o modelo Caenorhabditis elegans em substituicdo ao
estudo direto de nematoides parasitos com ciclo de vida complexo, j& que o0 mesmo
€ intensamente estudado e caracterizado a nivel gendmico, e possui diversas
vantagens, como capacidade de alto rendimento e facilidade de cultivo em
laboratorio, além de funcionar bem no rastreio de anti-helminticos de amplo espectro
(SALINAS; RISI, 2018).

Neste estudo, foram utilizados concentragcbes mais altas do 6leo essencial,
assim como do levamisol, uma vez que estes foram aplicados sobre os nematoides
em meio sélido, difundindo-se por toda a superficie do agar. Esta metodologia foi
utilizada devido a facilidade de avaliacdo do fendtipo do nematoide (motilidade e
vivo/morto), visualizacdo dos ovos e contagem do numero de sobreviventes, em
comparacao com a metodologia que utiliza meio liquido. Além disso, o 6leo de P.
crispum néo foi capaz de ser totalmente diluido em nenhum solvente testado (tween
20, tween 80, propilenoglicol, DMSO), sendo o DMSO o0 que apresentou melhores
resultados sem apresentar efeitos toxicos nas concentracfes utilizadas nesta
metodologia.

O o6leo essencial com atividade mais pronunciada contra o estagio adulto de
C. elegans e capaz de inibir a presenca de larvas juvenis vivas foi o de P. crispum.
Ja a atividade ovicida/ovistatica e de diminuicdo da motilidade de adultos foi mais
expressiva no 0leo essencial de T. vulgaris. Os efeitos anti-nematoides obtidos para
os trés Oleos essenciais frente ao C. elegans podem estar relacionados ao fato dos
Oleos serem constituidos por misturas complexas de substancia capazes de atuarem
em conjunto produzindo efeitos aditivos, sinérgicos ou antagonicos (CHOUHAN,
2017). Segundo OKA (2001), outra possibilidade € que, devido a hidrofobicidade dos
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seus constituintes, os 0leos essenciais podem ser capazes de romper a membrana
celular do nematoide e alterar a sua permeabilidade (OKA, 2001)

Segundo Charles (2012), os principais constituintes do Oleo essencial de
sementes de P. crispum s&o os fenilpropanoides miristicina, apiol e
aliltetrametoxibenzeno e o monoterpeno a-pineno, sendo a miristicina e o apiol
geralmente os compostos majoritarios. Essas informacdes corroboram com os dados
de CG/EM obtidos neste trabalho. Sendo assim, ambos compostos podem ter um
importante papel no efeito nematicida do O6leo essencial, uma vez que essas
substancias isoladas ja apresentaram atividade contra o fitonematdide M. incognita
(CABONI, 2014).

De acordo com Sousa et al (2012), tanto o 6leo essencial de P. crispum
guanto os constituintes miristicina e apiol foram capazes de reduzir a eclodibilidade
em ovos do inseto Pseudaletia unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae). Além disso, a
miristicina e o apiol j& foram descritos como sinergistas de inseticidas naturais e
sintéticos (LICHTENSTEIN; CASIDA, 1963; LICHTENSTEIN et al., 1974;
BERENBAUM; NEAL, 1985). Trabalhos realizados por Oka et al. (2000)
demonstraram que h& uma forte associacdo entre a atividade nematicida e
inseticida, como ocorre com as avermectinas, além de sugerirem que o0s
componentes dos 6leos essenciais podem estar envolvidos na interrupcdo do
sistema nervoso do nematoide.

Estudos in silico, realizados por Babu et. al (2012), indicaram que a potencial
atividade nematicida da miristicina poderia estar relacionada com a inibicdo da
glutationa-S-transferase (GST), enzima multifuncional envolvida na desintoxicagéo
de compostos enddgenos reativos e xenobidticos. Além disso, a miristicina é capaz
de interferir com oxidases de funcdo mista e levar a suscetibilidade a outros
metabdlitos secundarios, elevando a sua toxicidade (BERENBAUM; NEAL, 1985).
Por outro lado, em um estudo realizado por Lopez et al. (2015), a miristicina n&o foi
capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase, mecanismo de acéo de outras drogas
anti-helminticas.

A expressiva presenca do composto 2-undecanona (96%) no Oleo essencial
de R. graveolens sugere que este composto esta ligado as suas atividades anti-
nematoides. Diversos pesquisadores ja relataram o efeito nematicida de R.
graveolens. Dias et al. (2000) demostraram efeitos nematostatico em M. incognita

apos tratamento in vitro com 2% do extrato aquoso desta planta. Além disso, o 6leo
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essencial de R. graveolens também apresentou efeito nematicida contra o
nematoide parasito de pinheiro Bursaphelenchus xylophilus sem efeito fitotdxico
consideravel (FARIA et. al, 2015).

Ja Cheng et al. (2017) estudou compostos organicos volateis produzidos
pela bactéria Paenibacillus polymyxa contra o fitonematédeo M. incognita.
Curiosamente, alguns dos compostos identificados produzidos por esta bactéria sao
encontrados no 6leo essencial de R. graveolens, como o 2-undecanona, 2-decanona
e 2-nonanona. Estes compostos testados individualmente tiveram acdo nematicida,
além de que 2-undecanona e 2-decanona também apresentaram atividade
fumegante (CHENG et al., 2017). Dessa forma, estes compostos presentes no 6leo
essencial podem estar contribuindo significativamente para a sua atividade contra o
nematoide C. elegans.

O segundo maior constituinte do 6leo de R. graveolens foi o sesquiterpeno
biciclico B-cariofileno (1,14%). Entre as propriedades do [B-cariofileno estdo as
atividades anti-oxidantes, anti-inflamatdrias, anti-cancerigenas e anestésicas locais.
O B-cariofileno (50 uM) ja foi identificado como promotor do aumento de vida util no
organismo C. elegans, além de ser capaz de reduzir os niveis de radicais livres
intracelulares e modular de forma eficaz o comportamento alimentar, o
bombeamento faringeo e o tamanho corporal. Neste mesmo estudo, foi identificada
a modulacdo de genes ligados a estresse oxidativo e a longevidade pelo (-
cariofileno (PANT et al., 2014). No entanto, apesar deste composto estar presente
em propor¢cées muito menores que o 2-undecanona, € possivel que a interacdo do
B-cariofileno com os demais constituintes do 6éleo essencial de R. graveolens possa
ser do tipo antagbnica, ou seja, este composto pode estar protegendo 0 nematoide
de maiores efeitos causados por outros constituintes do 6leo, o que poderia explicar
0 seu menor desempenho comparado com 0s demais 0leos essenciais em algumas
concentracoes.

Os maiores constituintes do Oleo essencial de T. vulgaris foram o0s
monoterpenos p-cimeno (73,6%) e canfeno (13,8%). A molécula p-cimeno ja foi
identificada como nematicida em M. incognita (BAI; LIU; LIU, 2011). De acordo com
Andrés et al. (2012), tanto o 6leo essencial de P. crispum quanto dois de seus
constituintes encontrados no presente trabalho como minoritarios, timol (2,52%) e
carvacrol (0,832%), sdo capazes de matar as larvas juvenis e suprimir fortemente a

eclosdo em ovos de Meloidogyne javanica. Ja, Abdel-rahman et al. (2013), apos
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analises do efeito nematicida de 34 compostos em C. elegans, demonstraram que o
carvacrol e o timol apresentaram os maiores efeitos nematicidas (3 pg/mL e 8 pg/ml
respectivamente). Além disso, segundo Lei et al. (2010), os compostos carvacrol e
timol também tem acdo nematicida em C. elegans e no parasito de porco Ascaris
suum, sendo este efeito causado pela interacdo destes compostos com receptores
de tiramina (TyrR e SER-2), o qual pode ativar uma cascata de sinalizacdo nas
células do nematoide e causar a sua morte (LEI et al., 2010). Além disso, outro
possivel efeito do carvacrol é pela interacdo com receptores nicotinicos de
acetilcolina em Ascaris suum, importante para contracdo e locomocdo do nematoide
(TRAILOVIC, 2015).

Os mecanismos envolvidos na atividade nematicida sdo conhecidos apenas
para poucos grupos de plantas. A atividade nematicida e ovicida/ovostatica em C.
elegans relatada neste trabalho provavelmente reflete a contribuicAo de maneiras
distintas dos diferentes constituintes dos 6leos essenciais (majoritarios e
minoritarios), de forma que as interacdes entre eles podem resultar em efeitos em
multiplos locais de acdo. Neste sentido, pode ser mais informativo estudar o efeito
do 6leo essencial do que apenas alguns de seus componentes, pois as interacdes
sinérgicas podem ser mais expressivas (BAKKALI et al., 2008). Também é
importante estudar a seguranca desses 0leos essenciais para o uso em mamiferos,
como ensaios de citotoxicidade e toxicidade em animal, e plantas, como 0s ensaios
de fitotoxicidade que avaliam a taxa de germinacdo e os dados de caracterizacao
morfométrica.

Existe uma forte resisténcia da comunidade cientifica no que se refere a
utilizacdo de O6leos essenciais comerciais como objetos de pesquisa. As opinides
contrarias geralmente se devem aos muitos fatores néo controlados e, muitas vezes,
desconhecidos pelos pesquisadores, os quais podem interferir na qualidade do 6leo
essencial (época de colheita, fatores climaticos, tipo de solo etc.). No entanto, ha
empresas especializadas onde os Oleos essenciais podem ser prontamente
adquiridos com confiabilidade, visto que essas empresas verificam periodicamente a
qualidade dos seus produtos.

Por fim, os Oleos essenciais de plantas sdo fontes naturais de compostos
terapéuticos para a prevencdo de nematoides parasitos para uso agricola,
veterinario e humano. Devido aos frequentes relatos de resisténcia de nematoides

parasitos frente a uma variedade de medicamentos antiparasitarios, buscar
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alternativas naturais que possam ser implementadas na alimentagdo ou na
potencializacdo da acdo de drogas anti-helminticas pode ser uma estratégia para
combater os mecanismos de resisténcia dos parasitos (LEIl, 2010; SANGSTER,
2018). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar 0os mecanismos
moleculares relacionados a esses efeitos, sendo que o nematoide C. elegans ja é
um organismo modelo reconhecido para a triagem de agentes nematicidas e estudo

dos seus alvos moleculares (BURNS, 2015).
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que os 6leos essenciais de P.
crispum, R. graveolens e T. vulgaris apresentam atividades anti-nematoides em C.
elegans e, portanto, sdo promissores para o tratamento alternativo de helmintiases.
O d6leo com atividade mais pronunciada contra o nematoide adulto e na inibicdo da
presenca de larvas juvenis foi o 6leo essencial de P. crispum. No entanto, o 6leo
essencial de T. vulgaris apresentou melhor atividade ovicida/ovistatica e de
diminuicdo na motilidade do nematoide. A composi¢cdo quimica majoritaria dos 6leos
de P. crispum, R. graveolens e T. vulgaris foram de fenilpropanoides, cetonas e
monoterpenos respectivamente.
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8. PERSPECTIVAS

Para melhorar a compreensdo dos efeitos dos Oleos essenciais de P.
crispum, R. graveolens e T. vulgaris sera necessaria a realizacdo de estudos
complementares.

Uma perspectiva para melhor avaliar os efeitos dos 0leos essenciais, seria
trabalhar com os 6leos nanoencapsulados, a fim de se obter um sistema de
liberacdo desses fitoterapicos ao longo do tempo de tratamento e reduzir o efeito da
volatilizacdo dos seus componentes, além de melhorar a sua solubilidade. Com isso,
podera ser encontrado um melhor desempenho com uma menor dose.

Para avaliar o efeito do uso combinado dos Oleos essenciais pode ser
utilizada uma metodologia de modelagem de misturas para o planejamento
experimental. Assim, podera ser avaliado se ha a ocorréncia de efeitos sinérgicos,
aditivos ou antagobnicos entre os 0Oleos.

Também seria interessante verificar se houve danos causados a cuticula do
nematoide C. elegans ou dos seus ovos apés o tratamento com os 6leos essenciais,
através de Microscopia Eletrénica de Varredura.

Além disso, a realizacdo da avaliacdo da citotoxicidade dos 6leos essenciais
em células de mamifero seguido de testes toxicolégicos in vivo seria importante para
verificar a seguranca e possiveis riscos a saude desses 6leos essenciais.

Por fim, como meio de investigar os mecanismos moleculares associados
aos efeitos anti-nematoides dos 6leos essenciais em C. elegans, seria informativo a
realizacdo de uma andlise de expressdo génica diferencial, a fim de se obter
informacgbes de quais vias e fungBes biologicas podem estar sendo alteradas e

precisam ser investigadas.
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