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1. INTRODUCAO

Fasciola hepatica € um trematddeo causador da fasciolose, zoonose
negligenciada e de distribuicdo mundial (MAS-COMA et al., 2018). Este helminto
parasita o figado e ductos biliares de ruminantes, equinos, roedores e outros
animais, acometendo principalmente bovinos. Estima-se que mais de 300 milhdes
de bovinos estejam expostos ao parasita (MOLENTO; PRITSCH, 2018), causando
grandes perdas econbmicas, afetando a pecuaria, como também a saude publica
(MEHMOOD et al. 2017). O ser humano é um hospedeiro acidental (DA MOTTA et
al., 2023). As perdas econdbmicas estdo associadas com a perda dos figados
durante abate, bem como pela condig&o sistémica que resulta em quadro de perda
de peso, diminuicdo da producao de leite, baixa fertilidade e menor rendimento de
carne e &, além das altas taxas de mortalidade (FANKE et al., 2017). O controle da
fasciolose é realizado com uso de anti-helminticos dos grupos dos benzimidazdéis,
macrolactonas, imidazotiazois e salicilanilidas (BORGES, 2003). Dentre os mais
utilizados estao o albendazol (AL), triclabendazol e o nitroxinil (NIT), no entanto, a
resisténcia anti-helmintica é relatada frente ao uso destes antiparasitarios em
varios paises (NOVA et al., 2014; ROMERO et al., 2019). Os compostos vegetais
e seus principios ativos apresentam grande potencial no controle de diversos
parasitos, aumentando assim o interesse e a busca por novas alternativas de
controle (ROCHA et al. 2019). Neste contexto, o objetivo do deste estudo foi avaliar
a eficacia in vitro do 6leo essencial (OE) de Pelargonium graveolens (geranio) em
ovos e adultos de F. hepatica, bem como alteracfes histopatoldgicas no tegumento.

2. METODOLOGIA

Os espécimes de F. hepatica foram coletados e recuperados a partir de
figados infectados, detectados no exame post mortem em frigorificos localizados
no municipio de Pelotas, RS (Brasil). Os parasitos foram coletados diretamente das
vias biliares com auxilio de bisturi e pin¢ca. Previamente os adultos foram
recuperados e mantidos em meio de cultura RPMI Medium 1640 (Gibco®)
(JEYATHILAKAN et al. 2010). Posteriormente, foi realizado o teste in vitro do OE
frente os ovos recuperados e nos espécimes adultos, os quais foram selecionados
de acordo com sua integridade. O teste ovicida foi realizado com base nas
metodologias descritas por Arafa et al. (2015) e Fairweather (2012). Para este, 0s
ovos foram alocados em placas de seis pog¢os, juntamente com os controles ou OE
de acordo com sua concentragéo. As placas foram acondicionadas a 28 °C e 80%
de umidade em camaras climéaticas por 14 dias, até a contagem dos ovos eclodidos.
Foram realizadas oito concentracdes, para expressar os resultados em mg/mL foi
utilizada a densidade do OE (0,9 g/dm), ao final obtivemos concentragdes variando
entre 4,5-0,03 mg/mL. Para o teste adulticida, os espécimes foram observados a
cada 3 horas por 24 horas e apds o experimento, foram analisadas as alteracdes
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ocasionadas pelo OE e respectivos controles. O OE para adultos foi testado em
duas concentragdes (0,06 e 0,03 mg/mL). Como controle foi utilizado meio RPMI
(negativo), NIT e AL (positivos), assim como para ovos. Apoés incubacdo com o OE,
0s espécimes foram analisados nos tempos de acordo com sua motilidade, sendo
considerados auséncia movimento (morto) e com movimento (vivo) (KIUCHI et al.
1987). Por fim, foram realizados cortes transversais, embebidas em parafina,
coradas com hematoxilina-eosina (HE) e observadas em microscépio optico com
aumento de 200 x para analise das alteracdes histolégicas em tegumento.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O OE de P. graveolens (PEG) frente sua atividade ovicida apresentou 100%
de eficacia nas concentracdes testadas, com alteracdo no desenvolvimento, ou
seja, ndo embrionados, sem a formacao de miracidios. Na atividade adulticida, os
espécimes do grupo controle (RPMI) na analise microscépica, apresentaram boa
motilidade, movimentando todas as partes do corpo até o tempo final (24h). Frente
a histopatologia, apresentaram o sincicio do tegumento homogéneo, com espinhos
integros e em grande maioria exteriorizados (Fig. 1. | e Il), sem qualquer sinal de
lesdo ou caracteristica atipica.

Diversos estudos mostram o potencial fitoterapido do OE de P. graveolens,
como o estudo de Hamidpour et al., (2017), onde mostraram o perfil terapéutico
promissor de PEG para o desenvolvimento de agentes antibacterianos,
antifingicos e antioxidantes para fins fitoterapicos. Quanto a atividade ovicida e
adulticida do composto para F. hepatica, ndo existem estudos que avaliem o efeito
in vitro, dificultando a comparacao dos resultados obtidos.

O OE de PEG nas duas concentragfes testadas (0,06 e 0,03 mg/mL), no
periodo de 15h promoveu a morte dos helmintos. A World Association for the
Advanced of Veterinary Parasitology recomenda que o antiparasitario deve ter
atividade superior a 90%, em nosso estudo foi observado eficacia de 100%,
demonstrando grande potencial fasciolicida (WOOD et al. 1995).

Os OEs destacam-se por serem provenientes do metabolismo secundério das
plantas e por serem caracterizados majoritariamente por derivados terpendides,
sendo 0s monoterpenos 0s principais compostos responsaveis pelas atividades
bioldgicas desses OEs (SAPRA et al., 2008). Os monoterpenos se destacam por
suas caracteristicas fitoterapicas, apresentando efeitos antifingicos, antioxidantes
e anti-helminticos (GOMES et al., 2020).

O principal composto do 6leo testado, o citronelol, consiste em um
monoterpeno oxigenado, € encontrado naturalmente nos 6leos essenciais de
muitas plantas aromaticas. No entanto, seu mecanismo de acdo € inexplorado
(HIERRO et al. 2004). O uso do OE de P. graveolens em adultos de fasciola causou
a dissolucao do revestimento epitelial dos ceco e testiculos, restando apenas a
lamina basal (Fig 1. lll e IV) sugerindo que o mecanismo de acao esta relacionado
ao epitélio do trematodeo. Hierro et al. (2004) relatam o efeito do citronelol e do
geraniol, principais compostos presentes em PEG, relacionando-o a lise da parede
intestinal e projecao de diferentes estruturas histolégicas voltadas para longe do
parasito, produzindo protuberéancias cuticulares em Anisakis simplex, nematéide
parasito de peixes, efeitos cutaneos semelhantes aos causados em F. hepatica.

Além disso, adultos de F. hepatica tratados com PEG apresentaram
vacuolizacdo do sincicio tegumental, formando vacuolos ao redor dos espinhos,
gue estavam aumentados e intensamente internalizados. A presenca de bolhas nos
espinhos possivelmente impediu sua exteriorizacdo, fator importante para sua
patologia, pois seu tegumento é coberto por espinhos, que auxiliam na fixacdo do
helminto nas vias biliares. Impedir a externalizacdo destes, impede a fixacdo no
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hospedeiro e consequentemente a sobrevivéncia deste helminto (MCCONVILLE et
al., 2006, VIDAL et al., 2019).

Os controles positivos utilizando os medicamentos AL e NIT inativaram todas
as amostras em 18 horas e 6 horas, respectivamente. Quanto a analise histologica
0 grupo tratado com AL apresentou acumulo de liquido na regido da lamina basal
e camada muscular, caracteristica distinta dos outros grupos, e vacuolizacdo
discreta no sincicio tegumental (Fig. 1. V e VI). Do ceco e testiculos restou apenas
a lamina basal. Os espinhos estavam praticamente intactos e internalizados. Os
animais tratados com NIT apresentaram vacuolizacdo na camada interna do
sincicio tegumentar imediatamente acima da lamina basal e ao redor dos espinhos
e também na musculatura superficial e profunda (Fig. 1. VII e VIII).

A resisténcia de isolados deste trematoda ao AL, evidencia a necessidade de
novos farmacos para o tratamento desta enfermidade. Em nosso estudo, o AL levou
um maior para inativar os espécimes quando comparado ao 6leo (SANABRIA et al.
2013). O controle adulticida com NIT inativou os trematddeos em 6h, esse resultado
pode ser atribuido ao composto causar alteracfes na superficie tegumentar do
trematddeo, como visto nos estudos de Mckinstry et al., (2003), que demonstraram
alteracdes e/ou rupturas do tegumento, causando sua morte. Campello et al. (2020)
relataram que ovelhas morreram dentro de 24h apos a administracéo do NIT, visto
gue este medicamento é téxico quando utilizado em doses elevadas e em
condi¢cdes ambientais adversas, como altas temperaturas (BRITO et al., 2021).
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Figura 1. Histopatologia Fasciola hepatica. Controle negativo (I e Il) HE. 200 X. P.
graveolens 0,03 mg/mL (llI) HE. 200 X. P. graveolens 0,06 mg/mL (IV) HE. 200 X.
Albendazol (V e VI) HE. 200 X. Nitroxinil (VIl e VIII) HE. 200 X.
4. CONCLUSOES

O 6leo essencial de Pelargonium graveolens foi efetivo nos testes in vitro
para Fasciola hepatica, eficaz em ovos e adultos. A escassez e especificidade de
principios ativos para o tratamento da fasciolose, além da resisténcia parasitaria,
torna essencial a busca por novas alternativas de tratamento desta importante
enfermidade parasitaria que acomete animais de producao.
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