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SANTOS, Acidalia Carine Vieira. Potencial anti-helmintico e avaliacio citotéxica in
vitro de saponinas e flavonoides 2017. 70 F. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal
nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

RESUMO

A identificacdo de novos compostos com potencial antiparasitario tem sido alvo de
intensas investigacdes. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito in vitro de
saponinas e flavonoides sobre nematoides gastrintestinais de caprinos e em cultivos de
células de linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero). Foram testados
saponinas (digitonina e escina) e suas respectivos aglicona (sapogeninas); sapogenina
acetilada (acetato de hecogenina) e os flavonoides (catequina, hesperedina, isocordoina,
mistura de isocordoina e cordoina, e dimero de chalcona). A atividade anti-helmintica
destes compostos foi avaliada através dos testes de inibi¢ao da eclosao de ovos (TEO) e
motilidade larvar (TML). A acdo citotoxica foi verificada empregando-se os ensaios de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difenitetrazélio (MTT) e iodeto de propidio
(IP). Significativo percentual de inibicdo na eclosdo de ovos (p<0.05), foi observado
apenas nos tratamentos com a escina (99%) e a digitonina (45%). As CEspe CEog da
escina foram respectivamente 0.67 € 0.79 mg/mL. No TML, os compostos que reduziram
significativamente a motilidade de larvas (p<0.05) foram a digitonina em 95% (CEso =
0.03 mg/mL e CEgo = 0.49 mg/mL) e o acetato de hecogenina em 75%. As agliconas da
digitonina e escina apresentaram baixa atividade ovicida (3 e 8%) e larvicida (2 e 2%),
respectivamente. Todos os flavonoides apresentaram baixo efeito ovicida (4 a 20%) e
larvicida (10 a 26%). Apenas a escina e a digitonina, que apresentaram eficicia anti-
helmintica igual ou acima de 95%, foram avaliados quanto a citotoxicidade; ambas
demonstraram baixa toxicidade no teste de IP, sendo observado alto percentual de células
integras de 94 e 96% respectivamente para a escina e digitonina, na maior concentragao
utilizada (0.03 mg/mL). No ensaio de MTT, estas saponinas foram citotéxicas,
evidenciando 8% de células vidveis para a escina, na maior concentracdo (0.045 mg/mL)
com Cls50=0.20 mg/mL, e 6% de células vidveis para digitonina na maior concentragcdo
(0.083 mg/mL) com Clso = 0.0074 mg/mL. Os resultados evidenciaram, que a escina e
digitonina t€m elevado efeito anti-helmintico in vitro sobre nematoides gastrintestinais
de caprinos, e que a presenca das cadeias de agucares ligada aos nicleos dessas saponinas,
aumentou esse efeito farmacologico.

Palavras chave: Sapogenina, anti-helmintico, aglicona, cadeia de acucares, toxicidade.



SANTOS, Acidalia Carine Vieira. In vitro evaluation of the anthelmintic potential of
saponins and flavonoids 2017. 70 F. Dissertation (Master’s degree of Animal Science
in Tropics) — School of Veterinary Medicine and Livestock, Federal University of Bahia,
Salvador, 2017.

ABSTRACT

The identification of new compounds with antiparasitic potential has been the target of
intense investigations.This study aimed to evaluate the in vitro effect of saponins and
flavonoids over gastrointestinal nematodes of goats and in cultured cells of the African
green monkey kidney cell line (Vero).The tested compounds were saponins (digitonin
and aescin) and their respective aglycone (sapogenin); the acetylated sapogenin
(hecogenin acetate) and the flavonoids (catechin, hesperidin, isocordoin, a mixture of
isocordoin and cordoin, Chalcone dimer). The anthelmintic activity of these compounds
was evaluated through the inhibition of egg hatch assay (EHA) and larval motility assay
(LMA). The cytotoxic action was verified through the employing of the 3-4,5-
dimethylthiazol-2-yl,2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) and propidium iodide (PI)
assay. Significant reduction in the egg-hatching inhibition percentual (p<0.05) was
observed only in the treatments with aescin (99%) and digitonin (45%). The ECso and
ECoy of aescin were 0.67 and 0.79 mg/mL, respectively. In the LMA test, the compounds
which significantly reduced the larval motility (p<0.05) were digitonin with 95% (ECso=
0.03 mg/mL and ECop = 0.49 mg/mL) and the hecogenin acetate with 75%. The
sapogenins from digitonin and aescin did present low ovicidal (3 and 8%) and larvicidal
(2 e 2%) activities, respectively. All the flavonoids showed a low ovicidal (4 to 20%)
and larvicidal (10 to 26%) effect. Only the aescin and digitonin showed anthelmintic
efficacy that was equal to or higher than 95% and, as such, were evaluated on their
cytotoxicity; both showed low toxicity in the PI test, where a high percentage of whole
cells 94% and 96%, for was observed aescin and digitonin, in the highest utilized
concentration (0.03 mg/mL), respectively. In the MTT assay, these saponins showed
cytotoxicity, with only 8% of the viable cells remaining after exposure to aescin in the
highest concentration (0.045 mg/mL), with ICs50=0.20 mg/mL; and 6% of the viable cells
remaining after exposure to digitonin in the highest concentration (0.083 mg/mL) with
IC50=0.0074 mg/mL.The results show that the aescin and digitonin have a pronounced in
vitro anthelmintic effect over gastrointestinal nematodes of goats, and that the presence
of sugar chains, bound to the core of these saponins, increased this pharmacological
effect.

Keywords: sapogenin, anthelmintic, aglycone, sugar chains, toxicity
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura tem se consolidado na regiao Nordeste do Brasil, com um efetivo
de 8,9 milhdes de cabegas, representando 92.7 % do rebanho caprino nacional. O Estado
da Bahia é considerado o maior detentor deste rebanho, com uma participacao de 27%
(IBGE, 2015). A expansdo desta atividade pecuéria €, no entanto, comprometida por
fatores relacionados ao manejo inadequado, propiciando a ocorréncia de doencas como
as nematodioses gastrintestinais (ALENCAR et al., 2010). Estas parasitoses causam
retardo do crescimento, reducdo da conversdo alimentar, diminui¢do da qualidade e
rendimento da carcaga, baixa producdo de leite e alteracdes reprodutivas do rebanho
(VILELA et al., 2012).

Dentre os principais nematddeos gastrointestinais que acometem pequenos
ruminantes no Nordeste brasileiro, destaca-se o Haemonchus contortus, caracterizado por
sua elevada prevaléncia associada ao hematofagismo, alta patogenicidade e capacidade
de proliferacio (ANGULO-CUBILLAN et al., 2010; COSTA et al., 2011).

O método de controle mais utilizado para estas nematodioses € o emprego de anti-
helminticos comerciais. Entretanto, este método tem sido limitado pelos elevados niveis
de resisténcia dos parasitos a estes produtos (SINGH et al., 2016), além de provocar
prejuizos ambientais e de saide publica (COOPER et al., 2011). A utilizagdo de extratos
e compostos isolados de plantas tem sido objeto de investigacao crescente no tratamento
antiparasitario (HOSTE e TORRES-ACOSTA, 2011).

As saponinas e os flavonoides, sdo metabdlitos secundérios de plantas, que tém
sido investigados quanto as suas propriedades farmacoldgicas; Estes compostos foram
identificados em diversas espécies vegetais, incluindo Ziziphus joazeiro (Juazeiro)
(GOMES et al., 2016), Agave sisalana (Sisal) (SANTOS et al., 2015), Bowdichia
virgilioides (Sucupira-preta) (LEITE et al., 2014) e Astronium graveolens (aroeirdo)
(HERNANDEZ et al., 2014). Atividade antiparasitdria atribuida a estes compostos foram
evidenciadas nestas espécies vegetais.

Estudos prévios realizados por Botura et al. (2013) e Gomes et al. (2016)
demonstraram que fracOes ricas em saponinas esteroidais e triterpénicas obtidas de
extratos da Agave sisalana e Ziziphus joazeiro apresentaram atividade ovicida e larvicida,

respectivamente. A presenca de flavondides em extratos de plantas também tem sido
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relacionado a atividade antiparasitaria. Santos et al. (2017) correlacionaram a atividade
anti-helmintica do extrato de acetato de etila de Digitaria insularis a presenca de flavonas
(tricina e diosmetina) neste extrato. E a atividade sobre as larvas do Aedes aegyptis,
fambém ja foram atribuidas a presencga de flavonoéides no extrato etandlico de Bowdichia
virgilioides (BEZERRA-SILVA et al., 2015).

Diferencas na atividade bioldgica entre saponinas (moléculas contendo glicona
ligada ao nucleo) e sapogeninas (nucleos de saponinas sem glicona) tém sido descritas
para atividade anti-inflamatdria, analgésica e antioxidante (YE et al., 2013). Segundo
Wang et al. (2007), o tipo de aglicona, o nimero e composicao das cadeias de agucar e
seu sitio de ligacdo nas saponinas podem estar relacionados as atividades bioldgicas
destes compostos.

A escassez de informagdes sobre a atividade anti-helmintica de saponinas e
flavonoides isolados de plantas, e diferencgas na efetividade em fun¢do da sua composicdo

estrutural das saponinas justificou a realizag¢do deste estudo.

2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliagao a atividade anti-helmintica in vitro de saponinas (escina e digitonina),
e seus respectivos aglicona (sapogeninas); sapogenina acetilada (acetato de hecogenina)
e flavonoides (catequina, hesperedina, isocordoina, mistura contendo isocordoina e
cordoina, e dimero de chalcona) sobre nematoides gastrintestinais de caprinos, bem como,

investigar a toxicidade em culturas de células Vero.

2.2 Objetivos especificos

* Obtengdo das sapogeninas a partir da hidrélise das saponinas escina e digitonina

respectivamente, e avaliagdo do perfil quimico destes compostos.
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* Avaliar, in vitro, a atividade anti-helmintica de saponinas (escina e digitonina), e
suas respectivas agliconas; acetato de hecogenina (sapogenina acetilada) e
flavonoides (catequina, hesperedina, isocordoina, mistura de isocordoina e
cordoina, e dimero de chalcona) sobre nematoides gastrintestinais, em ensaios de

inibi¢do da eclosdo de ovos e motilidade larvar.

* Avaliacdo in vitro da toxicidade em cultivos de célula Vero das saponinas,

sapogeninas e/ou flavonoides que revelaram atividade anti-helmintica.

3 HIPOTESE

As saponinas (escina e digitonina), a sapogenina acetilada (acetato de hecogenina)
e os flavonoides (hesperedina, catequina, isocordoina, mistura de isocordoina e cordoina,
e dimero de chalcona) sdo eficazes no tratamento in vifro contra nematoides

gastrintestinais de caprinos.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Parasitoses gastrintestinais de caprinos

O rebanho caprino brasileiro concentra-se na regiao nordeste, com destaque para
o Estado da Bahia, detentor do maior nimero de animais (IBGE, 2015). Apesar da grande
importancia socio-econdmica da caprinocultura, as condi¢des sanitirias inadequadas
desta atividade agropecudria, estdo associadas a ocorréncia dos parasitos
gastrointestinais, responsaveis por significativos prejuizos econdmicos na criagdo de
pequenos ruminantes devido a reducdo da produtividade animal (HOSTE e TORRES-
ACOSTA, 2011; VILELA et al., 2012).
No Nordeste brasileiro as nematodioses gastrintestinais em caprinos, ocorre mais
frequentemente entre o final do periodo de chuvas e o inicio do periodo seco (COSTA et

al., 2011; RIET-CORREA et al., 2013). As infec¢des naturais por nematoides sdo mistas
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e geralmente causadas pelas espécies Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Strongylus papillosus e Oesophagostomum colubianum. Estes parasitos
s3o de maior importancia econdmica na producdo de pequenos ruminantes (COSTA et
al.,, 2011; VIEIRA et al., 2014), contudo, a alta frequéncia e patogenicidade faz do
Haemonchus contortus a espécie de maior relevancia nesta regido do Brasil (ANGULO-
CUBILLAN et al., 2010; COSTA et al., 2011).

O Haemonchus contortus tem ac¢do hematéfaga e a alta infeccdo cursa com
hipoproteinemia severa, expressa clinicamente por edema submandibular nos caprinos e
letargia (RIET-CORREA et al., 2006). Os grupos mais acometidos por H. contortus sao
0s animais jovens imuno incompetentes, adultos com imunidade comprometida por
outras enfermidades, ou aqueles individuos expostos a niveis elevados de infec¢do por
este parasito (ZAJAC, 2006).

Os nematoides da familia Tricostrongylidae apresentam ciclo bioldgico direto,
consistindo em uma fase de vida livre e outra parasitaria no hospedeiro. Inicialmente ha
a eliminacdo dos ovos nas fezes do hospedeiro, no ambiente, tornam-se embrionados,
eclodem e liberam as larvas no estagio L1, evoluindo para L2 e em seguida para o estagio
infectante (L3). Ocorre a migracdo da L3 do bolo fecal para pastagem, pela qual o
hospedeiro se infecta por ingestdo. Dentro do organismo do animal, a larva infectante
migra para o abomaso ou intestino, invade a mucosa e evolui para a fase L4 e depois a LS
(parasito adulto). Na forma adulta, ha a cépula e liberagdo dos ovos nas fezes do animal,
reiniciando o ciclo (TAYLOR et al., 2010). Geralmente todo o ciclo biolégico decorre
aproximadamente trés semanas, desde infeccdo do animal até a ovopostura (RIET-
CORREA et al., 2006).

No nordeste brasileiro, as helmintoses em pequenos ruminantes sao
intensificadas por fatores como: a capacidade do parasito de se estabelecer e multiplicar
em ambiente de clima tropical (VIGNAU et al., 2005; VIEIRA et al., 2014), fatores de
resisténcia genética dos hospedeiros aos parasitos (BRESSANI et al., 2014;
ZVINOROVA et al., 2016), tipo de resposta imunoldgica dos hospedeiros (NEVES et al.,
2014) e caracteristicas intrinsecas ao animal, como: raga, idade, sexo e higidez (BURKE
etal., 2009; BATISTA etal., 2014). Batista et al. (2014) avaliaram entre janeiro de 2009
e dezembro de 2011, em Teresina, a sensibilidade a parasitos gastrointestinais de matrizes

caprinas Anglo Nubiano em diferentes estagios fisioldgicos (lactantes e nao lactantes) e
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de idades (faixa média: 2.2 anos cabras novas, 4.4 anos intermediarias e 7.2 anos cabras
velhas), e observaram o estado imunoldgico das cabras em relacido a contagem de ovos
por grama de fezes (OPG). As cabras lactantes apresentaram maior contagem nas trés
faixas etarias, havendo uma relacdo direta entre a quantidade de ovos e a elevacdo da
idade. Neste mesmoestudo foi observado que nos periodos de maior umidade, o indice de
infec¢des pelos géneros Haemonchus e Trichostrongylus foi aumentado.

O controle dos parasitos gastrintestinais é realizado quase exclusivamente com
administracdo de anti-helminticos comerciais. O uso continuo e inadequado desses
produtos tem conduzido a resisténcia destes parasitos (VIEIRA, 2005; BICHUETTE et
al.,, 2015), reduzindo as alternativas quimicas eficazes no controle dos nematoides
(SALGADO e SANTOS, 2016), especialmente do H. contortus (COSTA et al., 2011). A
resisténcia aos compostos quimicos € desenvolvida por uma evolugdo patogeno-
hospedeiro, em que o parasito € exposto a doses e frequéncias de tratamento inadequado,
havendo a selecdo dos parasitos. Esta populacdo passa a se reproduzir, mantendo os
individuos mais resistentes, principalmente naqueles rebanhos em que estas doses nao sao
estabelecidas adequadamente (ZVINOROVA et al., 2016).

Salgado e Santos (2016) revisaram os estudos realizados no Brasil sobre
resisténcia dos nematoides a diferentes drogas (benzimidazol, imidazotiazol, lactona
macrociclica e nitrofenol) em caprinos e ovinos, € observaram alta resisténcia nas
principais regides de criagdo, com percentual de resisténcia de 91% em nematoides de
caprinos na regiao nordeste (Fig. 1). Segundo estes autores, os dados sobre resisténcia em
localidades do Estado da Bahia ainda sdo escassos. No entanto, o0 mapeamento da
resisténcia a compostos anti-helminticos (albendazol, ivermectina, levamisol,
moxidectina e closantes) realizada por Borges et al. (2015) no bioma da caatinga e da
mata atlantica baiana, demonstraram elevada resisténcia de Haemonchus sp. e
Trichostrongylus sp. em caprinos.

Além da ocorréncia de resisténcia, prejuizos ambientais e de saide publica
também sdo observados em decorréncia da presencga de residuos no meio ambiente e em
produtos de origem animal (carne e leite) (COOPER et al., 2011). Estudos em busca do
desenvolvimento de novas estratégias de controle desses parasitos, incluindo os

compostos isolados de plantas, tém sido intensivamente conduzidos.
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Figura 1 - Distribuicdo da resisténcia anti-helmintica em relagdo ao rebanho de pequenos

ruminantes no Brasil.
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(A) As setas indicam pesquisas sobre a resisténcia anti-helmintica determinada pelo teste de reducdo da
contagem de ovos nas fezes em pequenos ruminantes no Brasil, e porcentagem dos caprinos e ovinos
resistentes por regido. (B) Rebanhos de pequenos ruminantes no Brasil, por estado, em 2013. Fonte:
Elaborado pelo Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada - CEPEA (2014) com base em dados
publicados pelo IBGE (2013). *Total de cabras no Brasil: (8,779,213 cabecas) e de ovelhas: (17,290,519
cabecgas), do IBGE (2013). Fonte: SALGADO E SANTOS, 2016

4.2 Plantas com atividade anti-helmintica em pequenos ruminantes

No Brasil, os produtos originarios de plantas sdo frequentemente utilizados
empiricamente na terapéutica de animais e humanos, principalmente devido a
biodiversidade da flora brasileira. Diversas plantas vém sendo empregadas por produtores
rurais para o tratamento de enfermidades, incluindo as parasitoses (NUNES-PINHEIRO
et al., 2003; TORRES-ACOSTA e HOSTE, 2008; TORRES-ACOSTA et al., 2012). O
uso de plantas medicinais contra parasitos € antigo, e o interesse por métodos naturais de

controle tem aumentado e contribuido para os estudos sobre a reducdo dos efeitos
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adversos e resisténcia a compostos quimicos comerciais (ATHANASIADOU et al., 2007;
DOMINGUES et al., 2013).

Plantas adaptadas ao clima e solo das regides brasileiras sao investigadas quanto
as suas propriedades farmacoldgicas (ROQUE et al., 2010; OLIVEIRA e MENINI
NETO, 2012). Algumas espécies como Ananas comosus (abacaxi), Allium sativum(alho),
Chenopodium ambrosioides (mastruz), Cymbopogom citratus (Capim cidreira),
Mangifera indica (Manga), Musa spp. (Banana) e Oryza latifolia(capim arroz), foram
amplamente estudadas através de testes in vitro e/ou in vivo, apresentando eficicia no
controle de nematoides gastrintestinais. ( NERY et al., 2009; FONSECA et al., 2014 ).

Ao avaliar a atividade anti-helmintica in vitro, do extrato aquoso e etandlico da
Artemisia campestre sobre H. contortus, Akkari et al. (2014) obteveram 100% de inibicao
do ovo na concentragdo de 2 mg/mL, em ambos os extratos. O extrato etandlico foi mais
eficaz por apresentar menor concentragdo efetiva de 50% (CEsp = 0.82 mg/mL) em
relacdo ao extrato aquoso (CEso = 1.00 mg / mL). Os autores também avaliaram a eficécia
dos extratos no parasita adulto nos periodos de 8 e 24 horas, e observaram que na maior
concentracao testada (2mg/mL), houve inibi¢dao de 91.3 e 100% (extrato etandlico) e de
3.22 e 70.96% (extrato aquoso), respectivamente. O estudo do perfil quimico destes
extratos revelou a presenca de compostos fenodlicos, principalmente flavonoides.

Segundo Torres et al. (2014), as plantas possuem vasta quantidade de compostos
bioativos que devem ser explorados e testados como uma alternativa para o controle de
parasitos. Desta forma, os produtos oriundos de plantas constituem uma importante fonte
de matéria prima de compostos quimicos para obten¢do de drogas potencialmente mais
ativas e mais seguras (RATES, 2001). Com isso, estudos sobre atividades bioldgicas
realizados acerca dos metabolitos presentes em plantas e seu isolamento, tornaram-se

mais expressivos.

4.3 Metabolitos secundarios de plantas

Atividades farmacoldgicas de plantas podem ser atribuidas de um ou mais
compostos quimicos produzidos pelo metabolismo secundario do vegetal. As plantas
apresentam em sua constituicdo uma variedade de metabdlitos secundarios, como

flavonoides, alcaloides, cumarinas, lignoides, triterpenos, saponinas, polifendis e taninos
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(SANTOS, 2010), que podem estar relacionados com diferentes efeitos biologicos,
incluindo anti-helmintico.

Dentre estes constituintes quimicos, as saponinas e os flavonoides sao importantes
metabolitos secundarios encontrados em diversas espécies vegetais, incluindo Astronium
graveolens (Aroeirdo) (BONIFACIO et al., 2015), Agave sisalana (Sisal) (SANTOS et
al., 2015) e Bowdichia virgilioides (Sucupira-preta) (LEITE et al., 2014). Atividades
antiparasitaria atribuidas a estes compostos foram identificadas nas duas ultimas espécies
vegetais supracitadas, principalmente ac¢des ovicida e larvicida sobre nematoides
gastrintestinal de caprinos para o Sisal e, sobre as larvas do Aedes aegypti para Sucupira-
preta (SILVA et al., 2007; BOTURA et al., 2013; BEZERRA-SILVA et al., 2015).
Investigagcdes sobre a correlacdo entre estas atividades farmacolédgicas e os componentes
quimicos isolados dessas classes de metabdlitos secundarios sdo de fundamental

importancia para o desenvolvimento de novos farmacos.

4.3.1 Saponinas

As saponinas sdo moléculas compostas por uma porcao hidrofilica (acticar) e outra
hidrofébica (aglicona), ligadas por interacdes glicosidicas, Fig. 2-A. Quando removido
os actcares, sdo denominadas de sapogenina e esta separacdo ocorre através da hidrolise
acida ou basica (SCHENKEL et al.,, 2010; SIDANA et al., 2016), Fig. 2-B. A
complexidade estrutural da saponina surge da variabilidade da estrutura da aglicona, da
natureza das cadeias laterais e da posi¢ao de fixa¢do da glicona-aglicona (DAS et al.,
2012).

A classificac@o das saponinas pode ser feita de acordo com o nicleo fundamental
da aglicona, denominados de saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas
(SCHENKEL et al., 2010). As saponinas esteroidais possuem 27 carbonos em seu
esqueleto com cinco ou seis anéis aromdticos, classificados como: furostano e
espirostano, respectivamente. Enquanto que os triterpendides apresentam 30 carbonos e

sua estrutura € pentaciclica (SPARG et al., 2004; VINCKEN et al., 2007), Fig. 2-A.
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Figura 2 — Esquema de classificac@o estrutural das saponinas, (A) quanto a aglicona e
(B) auséncia da cadeia de acucar
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Outra classificacdo desse grupo de compostos quimicos, refere-se ao nimero de
cadeias de agucar ligada a aglicona (SCHENKEL et al., 2010). As saponinas apresentam
um ndmero varidvel de monossacarideos ligados entre si, em cadeia linear ou ramificada.
Os principais monossacarideos encontrados sao D-glicose, D-galactose, L-ramnose, L-
arabinose, D-xilose, D-frutose e os acidos glicurdnico e galacturOnico. As ligacdes
interglicosidicas podem ocorrer na forma o ou B e os monossacarideos podem estar na
forma de piranose ou furanose (SCHENKEL et al., 2010). Quando a aglicona esta ligada
a um glicosideo ¢ denominado de saponinas monodesmosidica, enquanto que os
compostos formados por duas cadeias de agucares, bidesmosidicas (AGRAWAL et al.,

1995).
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A distribuicdo e ocorréncia das saponinas esteroidais e triterpénicas sao diferentes
no reino vegetal. As saponinas esteroidais sdo encontradas em plantas monocotiledoneas,
principalmente nas familias Liliacea, Dioscoreacea, Solanaceae e Agavaceae; as
saponinas triterpénicas sao distribuidas predominantemente em dicotileddoneas, incluindo
as familias Sapidaceae, Hippocastanaceae, Polygalaceae, Caryophyllaceae, Primulaceae
e Araliaceae (SCHENKEL et al., 2010).

Atividades biologicas de plantas das familias Dioscoreaceae, Asparagaceae,
Amaryllidaceae, Solanaceae, Liliaceae e Agavaceae, incluindo acdes inseticida
(SANTIAGO et al., 2005; BAGAVAN et al., 2008), moluscicida (GARCES e LOPEZ,
1996), antibacteriana (DOUGHARI e SUNDAY, 2008), antifingica (BONIFACIO etal.,
2015), antiviral (FRANCIS et al.,, 2002; CHEN et al, 2015), anti-carcinogénica e
citotoxica (RAO e SUNG, 2009), e anti-helmintica (DOLIGALSKA et al., 2011;
BOTURA et al., 2013) tem sido atribuidas aos compostos saponinicos.

Gomes et al. (2016) avaliaram a atividade anti-helmintica in vitro da fracdo de
saponinas de Ziziphus joazeiro sobre nematoides de caprinos e observaram elevada
inibicdo na eclosdo de ovos. Esta atividade foi atribuida a presenca de dois compostos
saponinicos triterpénicos: Joazeirosideo B e Lotosideo A. Resultados de estudo realizado
por Botura et al. (2013) utilizando a fracdo saponinica de Agave sisalana (Sisal),
revelaram eficdcia larvicida (L.3) de 64% sobre helmintos de caprinos, sendo este efeito
antihelmintica, relacionada a presenca de saponinas esteroidais contendo o ntcleo
hecogenina.

As saponinas triterpénicas e esteroidais podem ter atividade em diferentes estagios
dos nematoides, como observado nos estudos de Botura et al. (2013) e Gomes et al.
(2016). No entanto, o mecanismo de acdo das saponinas ainda ndo € claramente
elucidado. Sugere-se que a atividade bioldgica destes compostos seja atribuida as
caracteristicas anfifilica, que pode desestabilizar a estrutura da membrana, tornando-a
mais permeavel, ou causando a sua lise (VINCKEN et al., 2007; SCHENKEL et al., 2010;
BOTTGER et al., 2012).

A atividade das saponinas pode variar sobre as diferentes fases de
desenvolvimento dos nematoides, por estes apresentarem morfologias complexas e
distintas, e pela presenca de proteinas e lipidios, além das glicoproteinas (P-gp) na

membrana destes organismos (DOLIGALSKA et al., 2011; KOTZER, 2012).
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A estrutura da membrana dos ovos de H. contortus € composta por trés camadas:
uma membrana interna formada por lipidios e proteinas, uma camada média quitinosa, e
uma camada externa vitelinica (MANSFIELD et al., 1992). Estas estruturas de
membranas protegem os fluidos enziméaticos responsiveis por iniciar o processo de
desenvolvimento do ovo, no entanto altera¢des na estrutura de membrana comprometem
a acdo dessas enzimas podendo reduzir a taxa de eclosdo (ROGERS e BROOKS, 1977;
MANSFIELD et al., 1992).

A estrutura da membrana das larvas de nematoides € composta de quatro camadas:
uma camada de glicano, rica em mucina; uma camada rica em lipidios; a cuticula
composta de colageno e a epiderme celular ou hipoderme. Estas camadas tém a func¢ao
de proteger os nematoides da desidratag@o, controlar a taxa de transporte de d4gua e soluto,
e proteger contra o sistema imune do hospedeiro (KOTZER, 2012). A acdo das saponinas
sobre L3 pode alterar a estrutura da cuticula através da absorc¢do dessas substancias pela
membrana, alterando o turgor, causando o rompimento e extravasamento do conteido
interno dos nematoides (HO et al., 1990; DOLIGALSKA et al., 2011).

Diversas saponinas sdo utilizadas como componentes para a¢do de drogas e/ou
como adjuvantes na formulacdo de farmacos com grande importancia medicinal; dentre
elas, sdo incluidas as saponinas escina, digitonina, glicirrizina, gisenosideo Ro e
gipsogenina (SCHENKEL et al., 2010) e as sapogeninas hecogenina, sisalasaponina D,
agamenoside J (CERQUEIRA et al., 2012; SIDANA et al.,, 2016), tigogenina, e
diosgeninas (SIDANA et al., 2016).

A escina (aescina) ¢ um metabdlito secundario extraido da Aesculus
hippocastanum (Castanha-da-india), caracterizado estruturalmente por uma mistura de
saponinas triterpénicas derivadas da aglicona protoescigenina (SIRTORI, 2001).
Atribuem-se a escina diversas atividades bioldgicas, destacando-se acao anti-inflamatéria
(MATSUDA et al, 1997; SIRTORI, 2001), reducdo de edema e aumenta o tonus venoso
(SIRTORI, 2001), hepatoprotetor (KUCCUKKURT et al., 2010; JIANG et al, 2011),
tripanocida, in vitro, sobre Trypanosoma evansi (BALDISSERA et al., 2014), e acdo
leishimanicida, in vitro, sobre os macréfagos infectados por Leishmania infantum (VEN
etal., 2011).

Outra saponina de destaque € a digitonina, identificada na semente das plantas do

género Digitalis, mas comumente encontrada na espécie Digitalis purpiirea (Dedaleira)
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(KAWASAKI e NISHIOKA 1964; KEMERTELIZE e SULAKVELIDZE, 1992).
Consiste em uma saponina esteroidal monodesmosidica composta por um penta-
sacarideo (Fig. 3) (KIMBERLY, 1912; KORCHOWIEC et al., 2015). Por atuar na
membrana das células, a digitonina pode apresentar agdes adjuvante e sinérgica,
favorecendo o aumento da permeabilidade e passagem de diferentes drogas
(HERRMANN e WINK, 2011; EID et al., 2012). Estudos mostraram efeito sinérgico da
digitonina com quimioterapicos, aumentando a citotoxicidade em células cancerigenas
(EID et al., 2012); e com alcaloides, aumentando a agdo tripanocida sobre Trypanosoma

brucei brucei (KRSTIN et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura quimica da digitonina
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Fonte: EID et al., 2013

As sapogeninas também sdo moléculas com atividades bioldgicas comprovadas.
A hecogenina (C27H4004) é um exemplo de sapogenina esteroidal (Fig. 4) com funcdes
terapéuticas distintas e frequentemente encontradas em diversas espécies de plantas,
principalmente na A. sisalana, A. cantalae e A. Aurea (QUINTANS et al., 2016; SIDANA
et al., 2016). Este composto é precursor de drogas esteroidais, como corticosteroides,
hormoénios sexuais esteroidais e diuréticos, amplamente utilizadas pela indudstria

farmacéutica (SCHENKEL et al., 2010; CERQUEIRA et al, 2012; BOTURA et al, 2013).
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Sdo também atribuidas a hecogenina, atividade gastroprotetora (CERQUEIRA et al.,
2012) e genotoxicidade (CRUZ et al., 2016).

Figura 4- Estrutura quimica da hecogenina

Fonte: GHOGHARI e RAJANI, 2006

As saponinas reagem facilmente com anidrido acético em meio acido (acetdlise)
fornecendo a respectiva aglicona acetilada. Neste contesto podemos citar que a saponina
da A. sisalana (Sisal) também pode se apresentar na forma acetilada como o acetato de
hecogenina (Fig. 5) (PIMENTEL et al., 2008). Este composto acetilado, apresenta
atividades bioldgicas como anti-hiperalgesia (QUINTANS et al., 2016), anticancer
(GASPAROTTO et al., 2014) e antinociceptiva (GAMA et al., 2013).

Figura 5 — Estrutura quimica do acetato de hecogenina

A

Fonte: GAMA et al, 2013
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4.3.1.1 Aspectos de toxicidade

Os principais aspectos de toxicidade das saponinas triterpénicas e esteroidais tém
sido relacionados a atividade citotoxica e a hemolitica destes compostos (PODOLAK, et
al., 2010; BOTTGER et al., 2012). A acdo citotoxica € atribuida a estrutura quimica das
saponinas, caracteristica anfifilica, e da membrana alvo (WANG et al., 2007; BOTTGER
et al., 2012), anteriormente citada.

Em um levantamento realizado por Sirtori (2001), os resultados de diferentes
trabalhos evidenciaram que tratamentos in vivo com a saponina triterpénica escina,
resultou em excelentes respostas clinicas sobre insuficiéncia cronica venosa (ICV),
reducgdo de edema e acdo anti-inflamatdria nos mais diferentes modelos experimentais em
animais, embora tenha mostrado alta citotoxicidade, in vitro, sobre células de cancro
renal humano (786-O e Caki-1), cujo mecanismo de acdo descrito € por via intrinseca-
mitocondrial (YUAN et al., 2017).

A saponina esteroidal digitonina tem a¢do tanto na membrana, quanto na via
mitocondrial, como observado por Swiss et al. (2013), ao demonstrarem através de
ensaios de integridade de membrana (ToxGlo™) e de viabilidade celular, pela
determinacdo dos niveis de ATP, sobre linhagem celular de leucemia mieldide
imortalizada humana (K562) em meio contendo glicose, a Clso de 2.04 e 2.96 uM,
respectivamente.

A citotoxicidade das sapogeninas pode também variar em fun¢do da sua estrutura
quimica e da célula alvo. Resultados da avaliacao de 17 sapogeninas esteroidais isoladas
do extrato etandlico de Cynanchum wilfordii, demonstraram variacio de 2.49 a > 50 uM
na Clso, entre os diferentes compostos, bem como, variacdo nas células alvo, com Clso
entre 2.49 a >50 uM, para HL-60; 2.89 a >50 uM para MCF-7; e 11.11 a >50 uM, para
K-562 (HUANG et al., 2015). A hecogenina ndo se mostrou citotoxica nas concentracoes
de 10 e 50 uM sobre células HepG?2 (linhagem de células de hepatoma humano), através
do teste de MTT, embora Cruz et al., (2016), tenham observado leve inviabilidade (30%)

em concentra¢do mais altas (100 uM).
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4.3.2 Flavonoides

Os flavonoides sdao compostos fendlicos que apresentam formas estruturais
diversas, ja havendo sido identificados, cerca de 5000 compostos diferentes
(KERBOEUEF et al., 2008). A estrutura quimica basica dos flavonoides é constituida por
15 atomos de carbonos em seu nicleo, que consiste em dois anéis benzeno (A e B) ligados
através de um anel pirano heterociclico (C), como ilustrado na figura 6 (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2010; KUMAR e PANDEY, 2013). Sao compostos responsaveis pelo
controle hormonal de vegetais, inibi¢ao de enzimas, protecao contra raios ultravioleta e
visiveis, prote¢ao contra insetos, fungos, virus e bactérias, além de influenciar na atragao
dos animais para a polinizacdo (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

As principais classes dos flavonoides segundo as caracteristicas quimicas e
biossintéticas sao: flavonas, flavonois, flavonoides heterosideos, antocianos, chalconas,
auronas, di-hidroflavondides, isoflavondides, flavanas, neoflavondides e biflavonodides
(SUZART et al., 2007, ZUANAZZI;, MONTANHA, 2010). Diferenciam-se
estruturalmente, pelo grau de polimerizagdo, nivel de oxidagdo, grau de hidroxilacéo,
presenca de acucar e na substituicdo do anel C. Os compostos individuais dentro de cada
classe diferem na substituicdo dos anéis A e B (KERBOEUF et al., 2008; KUMAR e
PANDEY, 2013).

Figura 6 - Estrutura quimica bésica dos flavonoides

Fonte: KUMAR e PANDEY (2013)

Os di-hidroflavondides sao representados pelas flavanonas (ou di-hidroflavonas),
di-hidroflavonéis (ou flavanondis ou 3-hidroxi-flavanona) e di-hidrochalconas

(ZUANAZZI e MONTANHA, 2010). Estes compostos sd@o produtos intermediarios da
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biossintese dos flavonoides, sendo hesperidina, quercetina, catequina, epicatequina,
prunina, lecotina e kaempferol os mais comumente identificados (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2010; KUMAR e PANDEY, 2013). Mondal et al. (2015) demonstraram
atividade ovicida e larvicida do extrato etandlico de Alternanthera sessilis sobre H.
contortus. Neste estudo, foi identificado a presenca de 4cido eladico, rutina e dois di-
hidroflavonoéides (catequinas e quecetina). Taninos concentrados e o grupamento Flavan-
3-ol (estrutura pertencente aos compostos catequina e epicatequina) (KUMAR e
PANDEY, 2013), também apresentaram atividade anti-helmintica, in vitro, sobre a L1 e
L3 de Ostertagia ostertagi e Cooperia oncophora (DESRUES et al., 2016).

Outra classe de flavondides de importancia farmacoldgica tem sido referida, as
chalconas apresentam-se com nucleo principal, 1,3-diarilpropano, modificado pela
presenca da ligacao olefinica, um grupamento cetona e/ou de um grupamento hidroxila.
A isomerizacdo desses compostos pode ocorrer através da hidrdlise ou pelo processo de
isolamento. A importincia desta classe de constituintes quimicos nos vegetais € destacada
pela sua acdo de atrair insetos e/ou passaros as plantas, conduzindo a polinizacdo e
perpetuacao das espécies vegetais no ecossistema (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

As atividades bioldgicas das chalconas sdo relacionadas a agdo bactericida
(NOWAKOWSKA, 2007; KHAN et al., 2013), anti-inflamatério (NOWAKOWSKA,
2007), antiparasitaria (CASTRO et al., 2015), leishmanicida (BORGES—ARGAEZ etal.,
2009), terapia cardiovascular (MAHAPATRA e BHARTI, 2016), anticancer
(MAHAPATRA et al., 2015) e antinemat6ide sobre Caenorhabditis elegans (ATTAR et
al.,, 2011), além de potencializar a acdo de outros firmacos como benzimidazol. A
conjugacao do benzimidazoli com uma chalcona (benzimidazole-chalcona), resultou na
obtencdo de 26 compostos hibridos com atividade sobre H. contortus e os resultados
obtidos da atividade larvicida (Lc100) variaram entre 0.002 e 0.0092 pug / ml; neste
estudo, os quatro compostos (6a, 6g, 6w e 6y) que apresentaram melhor atividade, tiveram
a substitui¢do do anel benzimidazole nas posi¢des 5 e / ou 6 (OUATTARA et al., 2011).

A busca de compostos bioativos na classe dos flavondides deve-se ao fato que
estes constituintes quimicos apresentam de forma geral, reduzida toxicidade e baixo
potencial residual no organismo vivo e no ambiente (KERBOEUF et al., 2008). Leite et
al. (2014) relataram a presenca de compostos flavondides no extrato etanolico e fracdao

hexanica das cascas e do cerne de Bowdichia virgilioides (Sucupira - preta), com
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atividade antibacteriana. Eficicia antinociceptiva, anti-inflamatéria (THOMAZZI et al,
2010), fungicida (SOUZA et al., 2016), antimicrobiana, antiviral (ORHAN et al., 2010),
antiparasitaria (AYERS et al., 2008; LAKSHMI et al., 2010), e larvicida contra Aedes
aegypti (BEZERRA-SILVA et al, 2015) também ja foram relatadas para flavonoéides.

A atividade anti-helmintica em caprinos da fracao flavonoidica do extrato acetato
de etila de A. sisalana foi observada por Botura et al., (2013). Neste estudo, foram obtidos
altos percentuais de inibi¢do na eclos@o de ovos que variaram de 18.6 a 100% nas
concentracdes de 0.02 a 0.32 mg/mL. Apesar de diferentes extratos de plantas contendo
flavonoides apresentarem atividade antiparasitiria comprovadas, as evidéncias cientificas
que confirmem a eficacia desses compostos isolados contra helmintos ainda sao escassas

(KERBOEUEF et al., 2008).

4.3.2.1 Aspectos de toxicidade

A utilizacdo de flavondides na dieta tem sido associada a reducdo do risco de
cancer. Alta atividade citotoxica sobre células cancerigenas humanas de linhagem A549
e MCF-7 foi observada 24 horas apds o tratamento com o extrato de Potellila reptans
com Clsp de 89 e 130 ug/mL, e baixa a moderada atividade foi evidenciada apds o
tratamento com o extrato aquoso de P. speciosa, com Clso de 705 e 710 pg/mL,
respectivamente, quando comparando com o controle positivo doxorubicina (Clso de 22.4
e 7.8 ug/mL) (UYSAL et al., 2017).

Os flavonoides sao considerados como compostos de baixo potencial citotdxico,
embora também possam apresentar efeitos de maior ou de menor toxicidade de acordo
com a estrutura quimica e com sua biotransformacdo nos diferentes sistemas organicos.
Visto que, alguns desses compostos podem sofrer hidrolise, liberando seu ntcleo
(glicona), influenciando a sua biodisponibilidade, e consequentemente, pode aumentar
e/ou diminuir sua toxicidade (KERBOEUF et al., 2008).

Resultados de pesquisas in vitro com culturas de células, revelaram que os
flavono6ides podem produzir oxigénio reativos (ROS), que atuam como "pré-oxidantes”
na presenca de metais redox-ativos, como cobre ou ferro e oxigénio. Estes metabolitos

(ROS) podem danificar o DNA, lipidios e outras moléculas biolégicas. No entanto, nos
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estudos in vivo, os ides produto da interacdo redox-reativos sdo catalisados em reacoes
com radicais livres, perdendo o efeito citotoxico (KERBOEUF et al., 2008).

Actis-Goretta et al. (2008) ao avaliarem o efeito citotoxico de trés mondmeros
(catequina; epicatequina e epigalatocatequina), trés galato monomeros (catequina galato;
epicatequina galato e epigalatocatequina galato) e dois dimeros de flavonoides;
confirmaram que a estrutura quimica destes compostos pode influenciar sobre sua
atividade bioldgica. Estes autores observaram que o dimero galato flavanol teve maior
efeito citoxicos em multiplas linhagens celulares de cancer humano (14 linhagens
testadas), que os mondmeros.

Estudos sobre os flavanoide indicam que o efeito citotoxico também pode
modificar com o tipo de célula alvo. Esta afirmativa foi observada por Ramos et al.
(2011), ao avaliarem a agao citotoxica de trés catequinas (epicatequina, epicatequina-
galato e procianidina) em duas linhagens de células cancerigenas de c6lon humanas,
Caco-2 e SW480, demonstrando diferentes potenciais anticarcinogenicos de acordo com
a linhagem de célula. Neste estudo, o tratamento de ambas linhagens celulares com
epicatequina nao apresentou efeito citotoxico. No entanto, o tratamento com
epicatequina-galato induziu a apoptose na linhagem de célula SW480, porém foi ineficaz
contra células da linhagem Caco-2; diferentemente do que ocorreu com as celulas SW480
expostas a procianidina, que aumentou os niveis das enzimas fosfo-AKT e fosof-ERK,

causando proliferacao celular.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencdo das saponinas e sapogeninas

A saponina digitonina, a sapogenina acetilada, acetato de hecogenina, foram

obtidos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich ® (USA). A escina foi adquirido

comercialmente da farmacia de manipulagdo A Formula ® (Bahia - Brasil) (Fig. 7).



Figura 7 - Obtencao das saponinas
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A escina e digitonina foram submetidas hidrdlise acida para obtengdo das suas

respectivas aglicona (Fig. 8). A hidrdlise da escina foi realizada de acordo com Braz Filho

et al. (1986). Foram utilizados 300 mg dessa saponina, para a obten¢do de 231.2 mg do

produto de hidrolise. A hidrolise da digitonina foi realizada segundo a metodologia

descrita por Ahmad et al. (1985) modificada. Essa saponina (140 mg) foi hidrolisada em

meio acido (122.0 ml de acido cloridrico (20%) em 194.0 ml de uma solucdo de metanol-

cloroférmio (170.0: 24.0 ml)) sob refluxo (100°C) durante 5 horas. Apds esse periodo, o

metanol foi evaporado sob pressdo reduzida. A mistura da solugdo acida e a digitonina

obtida foi diluida em 4gua (72.7 ml) e extraida cinco vezes com cloroférmio. A fase

cloroférmica foi coletada e evaporada, obtendo-se 47.0 mg de digitogenina.

Figura 8 — Obtencao dos produtos de hidrolise 4cida da escina e digitonina
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A reacdo de hidrolise, das reacoes citadas acima, foi confirmada através da analise
por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando acetato de etila como fase movel
e solugdo 10% de acido sulfirico como revelador.

A caracterizacdo quimica dessas sapogeninas foram realizadas por RMN 'H
utilizando espectrometro Bruker, modelo AC-400, operando a 400MHz, utlilizando-se as
seguintes solventes deuterados: metanol-d4 (Escina) e cloroférmio-d (Digitonina).
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrao de referéncia interna. O deslocamento

quimico (0) foi obtido em partes por milhdo (ppm).
5.2 Obtencao dos flavonoides

Os flavonoides catequina e hesperidina, foram obtidos comercialmente da
empresa Sigma-Aldrich ®. Os flavonoides isocordoina e mistura de isocordoina e
cordoina foram obtidos das raizes da planta Bowdichia virgilioides (Anexo 1), enquanto
o dimero de chalcona foi extraido das folhas e caules da Astronium graveolens (Anexo 2)
(Fig. 9). A selecdo destas plantas foi realizada em funcdo do amplo conteddo de
compostos fendlico, incluindo flavondides relacionados as atividades farmacoldgicas ja
comprovadas, e a sua ampla distribuicao no nordeste Brasileiro.

A extragdo, isolamento e identificagdo dos compostos flavondides obtidos das
espécies B. virgilioides e da A. graveolens foi realizado por Cardoso (2015) e Silva
(2016), respectivamente, no Laboratério de Quimica Organica da Universidade Federal

da Bahia, e cedidos pelo Prof. Dr. Jorge Mauricio David.

Figura 9- Fluxograma de obtecdo dos flavonoides.
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5.3 Avaliacao anti-helmintica in vitro

Foram utilizadas amostras de fezes obtidas de dois caprinos adultos, fémeas,
infectados naturalmente com nematoides gastrintestinais, oriundo da Fazenda Escola de
Entre Rios da Universidade Federal da Bahia e mantido no Hospital da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (HOSPMEVZ). Os
caprinos foram mantidos a pasto, alimentado com feno, racdo, forragem fresca (quando
estabulados), e dgua ad libitum. Todos os procedimentos realizados com estes animais
foram previamente submetidos e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais
da EMEVZ-UFBA (Protocolo n° 37/2016), Anexo 3.

A recuperacgio dos ovos das fezes foi realizada como descrito por Hubert e Kerbeoeuf
(1992), utilizando 10 g de fezes homogeneizadas com dgua destilada e filtradas em tamis de
1 mm, 100, 75, 55 e 25 mm. Os ovos retidos no dltimo tamis, foram coletados com agua
destilada e realizada centrifuga¢do por um periodo de cinco minutos. O sobrenadante foi
desprezado e adicionada solucdo de cloreto de sddio saturada, seguindo-se de nova
centrifugacio pelo mesmo periodo. O sobrenadante foi filtrado no tamis de 25 um e lavado
com 4gua destilada para a coleta dos ovos.

As suspensdes de larvas infectantes foram obtidas a partir de coproculturas
cultivadas em estufa B.O.D a 27°C, no periodo de 7 dias (UENO E GONCALVES, 1998).
As culturas de fezes indicaram a presenca de 80% de infec¢ao por Haemonchus spp., 15%
Oesophagostomum spp. € 5% Trichostrongylus spp. Estudos anteriores demonstraram
resisténcia desses nematddeos a ivermectina, tiabendazol e levamisol, no estado da Bahia
(BORGES et al., 2015).

A determinag¢do das concentracdes das saponinas e flavonoides, ha serem
utilizadas, foi realizada de acordo com os resultados obtidos de estudos pilotos, iniciados
com a maior concentragao de Img/mL para os testes de inibi¢ao da eclosao de ovos (TEO)
e motilidade larvar (TML). Os compostos que apresentaram eficacia de inibicdo igual ou
superior a 95%, foram testados em diferentes concentragdes: escina (0.5; 0.6; 0.7; 0.84;
1.0 mg/mL - TEO) e digitonina (0.003; 0.015; 0.06; 0.25; 1.0 mg/mL - TML). Foram
preparados dois controles negativos: dgua destilada e Tween 80 (1%). Como controle
positivo utilizou o tiabendazol (0.025mg/mL) para TEO, e levamisol (0.25 mg/mL) para
TML.
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5.3.1 Ensaio de eclosdo de ovos

O ensaio de inibicao da eclosao de ovos foi realizado de acordo com a metodologia
preconizada por Coles et al. (1992). Para tanto, o volume da suspensdo de ovos foi
ajustado para uma concentracdo média de 100 ovos/100 pL e colocados em microplacas
de 96 pocos (100 ovos/100uL/pogo), com adicao de 7% de meio nutritivo (Escherichia
coli liofilizada - ATCC 9637 Sigma - 70%; extrato fermentativo — 28%; Anfotericina B
— 2%) para favorecer a eclosdo. A preparacao do meio nutritivo foi realizada conforme
protocolo descrito por Chagas et al. (2011).

Nestas placas, foram adicionadas as substincias teste (100 uL) em diferentes
concentracdes. Os cultivos foram incubados em estufa B.O.D. a 27° C e Umidade Relativa
(UR) 80% durante 48 horas. Apds esse periodo, acrescentou-se lugol para interromper a
reacdo. Realizou-se entdo a contagem de larvas eclodidas (L.1) e ovos em cada poco. O
percentual de inibicdo da eclosdo de ovos foi determinado por meio da relagdo: nimero

de ovos/ (nimero de ovos + numero de L1) x 100.

5.3.2 Ensaio de motilidade larvar

Para a ensaio da motilidade larvar, utilizou-se uma suspensao de larvas infectantes
(L3) seguindo a metodologia descrita por Ferreira et al. (2013). A suspensdo (50
larvas/100 pL) foi distribuida em microplacas de 24 pogos e adicionadas 100 pL dos
compostos em diferentes concentracdes. As placas foram incubadas a 27°C em B.O.D.,
durante 24h e contadas as larvas moveis e imoveis. O movimento das larvas foi
estimulado antes da contagem por meio da agitacdo das placas e exposicao a uma fonte

de luz. Esses resultados foram expressos com o percentual de larvas mdveis.

5.4 Avaliacdo de citotoxica

A avaliagdo citotoxica foi realizada através dos ensaios de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difenitetraz6lio (MTT) e iodeto de propidio (PI), utilizando as
duas saponinas (escina e a digitonina) que apresentaram eficacia anti-helmintica igual ou

acima de 95%.
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5.4.1 Cultivos de células Vero

Foram utilizadas células da linhagem Vero (ATCC CCLS81), provenientes de rim
de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops) mantidas em meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) suplementado com 10% de soro fetal equino e antibidticos (100
UI/mL penicilina G, 100 mg/mL estreptomicina) a 37°C em incubadora de COz. As
células foram cultivadas em frascos de cultivo com 25 cm? contendo 5 mL de meio, que
foi substituido trés vezes por semana. A escolha dessa linhagem celular foi realizada em
funcdo da sua ampla utilizagdo como modelo de triagem para testes de citotoxicidade de
compostos isolados de plantas, serem facilmente disponiveis e por terem sido utilizadas
na avalia¢do de outros compostos associados a estudos anti-helminticos de ruminantes

(NCHU et al., 2011; ADAMU et al., 2013).

5.4.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il) - 2,5-difenitetraz6lio (MTT) segundo Hansen et al. (1989). E um método colorimétrico
baseado no principio da conversdo do MTT (coloragdo amarela) em cristais de formazan
de cor violacea através da atividade de uma enzima mitocondrial (succinato
desidrogenases) de células vivas.

As células foram distribuidas em microplacas de 96 poco, obedecendo a
concentracio de 3.5 x10* células/poco. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37 °C e
5% de CO2, foi removido o meio do cultivo, e as células foram submetidas ao tratamento
dos compostos (100 ul) nas concentracdes de 0.011; 0.016; 0.023; 0.032; 0.045 mg/mL
para escina e de 0.001; 0.003; 0.0092; 0.027; 0.083 mg/mL para digitonina, estabelecidas
a partir de um teste piloto. Apds 24 horas o meio de cultura contendo o tratamento foi
removido e adicionado aos pocos 100 pL de solucdo de MTT em meio RPMI (1 mg/mL).
Ap6s duas horas de incubagdo em estufa a 37 °C e 5% de CO2, foram acrescentados 100
pL/poco de um tampao de lise, contendo 20% de SDS (duodecil sulfato de s6dio) e 50%
de DMF (dimetilformamida) (pH=4.7), mantendo-se as placas a 37 °C por 12 horas
consecutivas. A absorbancia Optica foi medida utilizando leitor de placas de comprimento

de onda de 405-600 nm. Os resultados foram apresentados como o percentual de
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viabilidade celular (média e desvio padrdo) em relagdo ao controle, considerado como

100%.

5.4.3 Ensaio de integridade da membrana celular

A integridade de membrana foi avaliada pelo teste de iodeto de propidio (PI)
segundo CHEN et al. (2015), adaptado. Este ¢ um método fluorimetrico, baseado no
principio da impermeabilidade da membrana celular ao IP. A presenca de rompimento da
membrana celular, em células mortas ou em apoptose tardia, permite a passagem deste
composto intercalador do DNA (IP) para o interior das células, que passam a emitir
fluorescéncia vermelha sob microscopia de fluorescéncia (RIEGER et al., 2011;
VERMES et al.~, 2000).

As células foram distribuidas em microplacas de 24 pogos, obedecendo a
concentracio de 3.5 x10* células/pogo. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C e
5% de CO2, e remoc¢do do meio do cultivo, as células foram submetidas ao tratamento
com as saponinas escina e digitoninas por 24h. Foram estabelecidas trés
concentracdesobtidas a partir da Clso do teste de MTT, com intervalo numérico fixo e
semelhante ao utilizado no teste MTT. Foram utilizadas 0.013; 0.02 e 0.03 mg/mL para
a escina e 0.003; 0.010 e 0.03 mg/mL para a digitonina. Como controle negativo utilizou
meio de cultivo e como controle positivo Peroxido de Hidrogénio a 3%.

Apbs a exposicdo das células as saponinas, o meio de cultura contendo o
tratamento foi removido e adicionado 500 pL/poco de IP na concentracdo de Spg/mL,
diluida em RPMI sem Soro fetal bovino. Ap6s uma hora de incubac¢ido em estufa a 37°C
e 5% de CO2, a solucdo de IP foi desprezada e os pocos lavados 3 vezes com PBS-glicose
(0.6%). A placa foi vedada com para-filme e levada para visualizacdo em microscépio de
fluorescéncia invertido, capitado no comprimento de onda de 536 nm e emite a 617 nm.

Foi realizado um experimento com trés replicatas. Foram selecionados nove
campos aleatorios em cada replicata para imagens de cores brilhantes e coloracio IP. O
nimero total de células e o nimero de células IP-positivas foram contados em cada
campo. Os dados foram apresentados como porcentagens de células [P-negativas (células

vidveis) para realizacdo da andlise estatistica.
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5.5 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando software GraphPadPrism® (versao 5.0
para Windows). A diferenca entre grupos foi avaliada por anélise de variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey, considerando o nivel de significancia > 5 % para a rejeicao da
hipotese nula.As determinacdes das CEso, CEo (ensaios parasitolégicos) e Clso (teste de
viabilidade celular), foram realizadas através da analise de regressao nao-linear. Para os
ensaios foram realizados cinco experimentos independentes com minimo ode trés
replicatas, exceto para o teste de integridade celular, que foi realizado um experimento

em triplicata.

6 RESULTADOS

6.1 Obtencao das sapogeninas

As saponinas escina e digitonina foram submetidas a hidrolise 4cida e, ao final do
processo, obteve-se um rendimento das sapogeninas de 77.06% e 33.57%,
respectivamente (p/p).

Os espectros do RMN H! dos produtos da hidrélise apresentaram intensos sinais
na regido de campo alto (0.8-3.0ppm) que sao devido aos prétons metilicos e metilénicos
do nucleo das agliconas das saponinas. Os sinais presentes na regido de 3-5 ppm
correspondem aos prétons H3 (6 3.19 ppm) e H12 (6 5.33 ppm) (Figura 6) e H3 (5 3.49
ppm), H15 (6 4.33 ppm), H16 (6 4.11 ppm) e H26 (& 3.49/3.37 ppm (Figura 7) nas
agliconas da escina e da digitonina, respectivamente. Os deslocamentos quimicos dos
solventes estdo destacados nos espectros. A estrutura molecular da saponina digitonina e

sua respectiva sapogenina esta representada na Figura 8.
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Figura 10 - Espectro de RMN 'H (8 em ppm) dos produtos da hidrélise da escina. A
regido ampliada (1) € referente a regido de 3-5ppm.
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Figura 12- Estruturas quimica da digitonina (A) e da digitogenina (B).

HO,

Clicosiden

6.2 Avaliagdo anti-helmintica in vitro

6.2.1 Atividade da inibi¢do de eclosido ovos

As saponinas escina e digitonina inibiram significativamente (p<0.05) a eclosio
de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos em relagdo ao controle negativo,
embora apenas a escina ter se mostrado eficaz com percentual de inibi¢do de eclosdo em
99%, CEso e CEoo de 0.67 e 0.79 mg/mL, respectivamente. O tratamento com as duas
maiores concentragdes desta saponina (1.0 e 0.84 mg/mL) nao diferiu (p > 0.05) do
controle positivo tiabendazol (0.025 mg/mL) (Fig. 13). As sapogeninas na forma de
acetato de hecogenina, agliconas da escina; e digitogenina (aglicona da digitonina) ndo

interferiram neste estadio do parasito, inibindo em média 6%, 8% e 3%, respectivamente.
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Figura 13 - Percentual de inibi¢ao da eclosdo de ovos (média + desvio padrio) de nemat6deos
gastrintestinais tratados com saponinas e sapogeninas
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Dentre os flavonoides avaliados, apenas o dimero de chalcona e a mistura de
cordoina e isocordoina promoveram reducdo significativa da taxa de eclosdo de ovos em
comparacdo com o controle negativo (p<0.05), embora com baixos percentuais de

inibicdo, correspondentes a 4, 6, 9, 12, 20%, respectivamente, para hesperedina,
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catequina, isocordoina, mistura de flavonoide (cordoina + isocordoina) e dimero de

chalcona (Fig. 14).

Figura 14 - Percentual de inibi¢do da eclosdo de ovos (média + desvio padrdo) de nematddeos
gastrintestinais tratados com flavonoides
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6.2.2 Atividade da motilidade larvar

A digitonina e o acetato de hecogenina, na concentracio de 1 mg/mL,
apresentaram atividade inibitéria significativa sobre a motilidade de larvas L3 (p<0.05),
com percentuais de larvas modveis de apenas 5 e 25%, respectivamente. A digitonina
apresentou efeito larvicida de forma concentragdo-dependente, com valores da CEso de
0.03mg/mLe CEopde 0.49 mg/mL. Todas as concentragdes testadas da digitonina foram
estatisticamente diferentes do controle negativo (p<0.05), mas somente o grupo tratado
com a maior concentracdo (1 mg/mL) foi igual ao controle positivo (levamisol 0.25
mg/mL). O tratamento com saponina esina e as sapogeninas digitogenina e agliconas da
escina, nao resultou em alteracdo na motilidade de larvas infectantes, cujo percentual de

larvas moveis foi de 86, 98 e 98%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15 - Percentual de larvas méveis (média  desvio padrdo) de nematddeos gastrintestinais
no terceiro estadio apds o tratamento com saponinas e sapogeninas.
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Os flavonoides demonstraram percentuais de larvas moveis (1mg/mL) de 74%
(dimero de chalcona), 81% (catequina), 85% (hesperidina e isorcordoina) e 90% (mistura
cordoina e isocordoina), embora tenham diferido do controle negativo, com excecdo do

dltimo tratamento (Fig. 16).
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Figura 16 - Percentual de larvas méveis (média = desvio padrdo) de nematoides gastrintestinais
no terceiro estadio apds o tratamento com flavonoides.
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6.3 Avaliagdo de citotoxica

6.3.1 Viabilidade celular

As saponinas escina e digitonina reduziram a viabilidade celular (MTT) de forma
concentracdo-dependente (p<0.05). A Clso da escina (0.02 mg/mL ou 18 uM) foi
aproximadamente 3 vezes maior que a digitonina, (0.0074 mg/mL ou 5.7 uM). Os
percentuais de viabilidade celular, entre a maior € menor concentragdo testada, variaram

de 8 a97% para a escina e 6 a 97% para digitonina (Fig. 17).
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Figura 17 - Percentual de viabilidade de células Vero (médiatdesvio padrdo), pelo teste MTT,
apds tratamento escina e digitonina
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* Diferenga significativa em comparag¢do com controle negativo (p< 0.05)

6.3.2 Integridade de membrana celular

Através do teste de iodeto de propideo (IP), observou-se que, o tratamento de
células Vero com ambas as saponinas (escina ou digitonina) resultou em altos percentuais
de viabilidade celular em todas as concenrtragdes testadas, e ndo diferiu do grupo controle
negativo. Os percentuais de viabilidade celular variaram entre 96 a 99% para digitonina
e de 94 a 97% para a escina (Fig. 18); alteracdes na morfologia, células esfericas, e
reducdo da confluéncia no tapete celular foi, no entanto, observado ao comparar os

controles (Fig 19) a ambos os tratamentos (Fig. 20 e 21).
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Figura 18 - Percentual de viabilidade de células Vero (média + desvio padrdo), pelo teste IP, apds
tratamento escina e digitonina
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Figura 19 - Cultivo de célula Vero apds 24h de exposi¢do aos controles, positivo (RPMI) e
negativo (Peroxido de Hidrogénio a 3%), teste de IP (Objetivas de 10x).
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Figura 20 - Cultivo de célula Vero apds 24h de exposicdo a escina em diferentes concentragoes,

teste de IP (Objetivas de 10x).

(Seta vermelha) Perda da confluéncia celular; (Circulo vermelho) Celulas Vero com morfologia

esférica.
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Figura 21 - Cultivo de célula Vero ap6s 24h de exposi¢do a digitonina em diferentes
concentracdes, teste de IP (Objetivas de 10x).
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(Seta vermelha) Perda da confluéncia celular; (Circulo vermelho) Celulas Vero com morfologia

esférica.
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O método de hidrdlise acida foi eficiente para obter as agliconas da escina e

digitonina. Os dados RMN 'H de produtos hidrolisados estavam de acordo com a

informacdo descrita na literatura para escina e digitonina agliconas (MUHR et al., 1996;

GLENSK et al., 2011; FARAG et al., 2015). As moléculas de saponinas glicosiladas

presentes apresentam sinais amplos na regido intermedidria-média deste espectro (se¢ao

que fica aproximadamente entre 3-5 ppm) (VLIEGENTHART et al., 1983; PRESS et al.,

2000). Estes sinais ndo foram observados neste estudo, o que confirma a hidrélise da

escina e digitonina (Figura 6 e 7). Estudos anteriores relataram que o complexo de

7

sapogeninas de escina € composto de protoescigenina (composto principal: 50%),

escigenina e barrintogendis C e D (Fig.22) (GRYNKIEWICZ et al., 2015).

Figura 22 - Estruturas quimica da escina e sapogeninas

A
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*Com posto obtido em maior propercido na hidrilise da escina

(A) Estrutura quimica da escina; (B e C) Estrutura quimica das agliconas obtidas pela hidrolise; (D)

Nomenclaturas das saponinas de acordo com a estrutura quimica.

Os testes farmacoldgicos dos compostos

saponinicos, neste estudo,

evidenciaram atividade anti-helmintica in vitro das saponinas escina e digitonina; e

sapogenina acetilada, acetato de hecogenina, contra helmintos gastrintestinais de
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caprinos. Dentre estes compostos, apenas a escina e digitonina apresentaram eficacia
acima de 90%, percentual exigido pela portaria n° 48, de 12 de maio de 1997, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para que um farmaco anti-
helmintico seja considerado efetivo (BRASIL, 1997).

A saponina triterpénica escina exibiu elevada atividade ovicida (CEgo= 0.79
mg/mL), porém ndo atuou sobre o estadio de larva infectante (L3). Estes resultados
corroboram com os estudos realizados por Gomes et al 2016, os quais observaram que a
fracdo de saponinas triterp€nicas obtidas do extrato aquoso de Z. joazeiro, inibiu a eclosao
de ovos (CE9=1.79 mg/mL) desses parasitos. Entretanto, atividades anti-helminticas, in
vivo, também foi reportada por Liu et al. (2010), & presenca da escina no extrato
metanodlico de Aesculus chinensis, sobre larvas adultas de Dactylogyrus intermedius em
peixes dourados.

A saponina digitonina e a sapogenina acetilada, acetato de hecogenina, esteroidais
foram mais ativas sobre larvas L3, com inibicdo da motilidade de 95% e 75%,
respectivamente quando testadas na maior concentracdo utilizada (1 mg/mL). Os
resultados corroboram com estudos realizados por Botura et al. (2013), que demonstraram
eficacia larvicida in vitro da fracdo de saponinas esteroidais da A. sisalana contendo
hecogenina, embora este efeito tenha sido menor (64%), mesmo sedo utilizado uma
concentracdo mais alta (2.5 mg/mL). A diferenca entre os resultados pode estar
relacionada ao grau de pureza dos isolados, além da interferéncia de outros compostos
existentes na fra¢do saponinica do sisal.

O percentual larvicida da digitonina foi 20% maior que o observado no tratamento
com o acetato de hecogenina, ambos utilizados na mesma concentracdo (Img/mL).
Apesar destes compostos terem nticleos (aglicona) semelhantes, a redu¢do da eficicia da
sapogenina pode ser atribuido a auséncia das cadeias laterais de acticar na estrutura do
acetato de hecogenina. A comparacdo do efeito anti-helmintico da digitonina e escina
com as suas respectivas agliconas também demonstram uma sensivel reducdo da eficicia
com a remogao da por¢ao de agucares.

Diferencas nas atividades farmacolédgicas, como anti-inflamatéria (YE et al.,
2013), antibidtica (AVATO et al., 2006), antiftingica (Yang et al., 2006) e hemolitica
(LIU et al., 2013; PODOLAK, et al., 2010), ji4 foram relatadas entre saponinas e

sapogeninas. Yang et al., (2006), ao avaliarem atividade fungicida de 22 saponinas e seis
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sapogeninas esteroidais, constataram que a presenc¢a de agucares aumentava a efetividade
destes compostos. Estes autores atribuem a eficicia das saponinas a sua estrutura formada
pela porcdo aglicona, e ao nimero e composi¢ao das unidades de monossacarideos das
cadeias de acucar. Atividades bioldgicas de saponinas t€ém sido associadas a sua
caracteristica anfipética, que facilita a formacdo de complexos entre a por¢ado lipofilica
(aglicona) e hidrofilica (aguicar), com os componentes de membrana celular (esteroides,
proteinas, colesterol, glicoproteina-P e fosfolipidios) levando a formacdo de poros e
consequentemente aumento da permeabilidade das membranas (BOTTGER et al., 2012;
DOLIGALSKA et al., 2011; FUCHS et al., 2009). O mecanismo de acdo nematicida das
saponinas pode estar associado com sua capacidade de atuar sobre estes componentes
celulares presentes nos envoltérios de diferentes estadios de nematoides (DOLIGALSKA
et al., 2011).

Baixa toxicidade da escina e digitonina foi evidenciada no teste de IP, na maior
concentracdo utilizada de 0.03 mg/mL (24.4 e 26.5 puM, respectivamente), sendo
observado alto percentual de viabilidade celular de 94 e 97%, respectivamente para ambas
as saponinas; alteracao na morfologia celular, formas esféricas, e redu¢ao da confluéncia
no tapete celular, no entanto, foi observado em ambos os tratamentos. A reducao aparente
da célula, aumento de volume e a forma esférica pode ser indicio de morte celular por
apoptose (PARIS et al., 2011). Estes achados provavelmente podem decorrer do aumento
na permeabilidade da membrana, causado por estas saponinas podendo nao ocorrer o
rompimento da mesma (PLATONOVA et al., 2015; KOLTSOLVA etal., 2011). Segundo
Puttonen et al., (2008), a alta viabilidade celular observada devem ser confrontadas com
outros ensaios, como o MTT. O IP atua como intercalador de DNA, marcando o DNA da
célula morta com rompimento de membrana (RIEGER et all, 2011; VERMES et al.,
2000) e ndo avalia reacdes enzimaticas que também possam indicar mecanismos de morte
celular (PUTTONEN et al., 2008).

No teste do MTT, foi observado que ambos 0s tratamentos com as saponinas
escina e digitonina promoveram citotoxicidade. A escina apresentou, Clso de 0.02 mg/mL
(18uM), concentracgao inferior ao encontrado por Yuan et al., (2017), ao testar este mesmo
composto em células de cancro renal humano, linhagens 786-O (Clsp = 40.6 uM) e Caki-
1 (ClIso = 35.0 uM). Estes autores concluiram que a escina causa disfun¢do do potencial

de membrana da mitocondria, que produz espécies de oxigénio reativo (ROS) e
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consequentemente induz a apoptose por via mitocondrial, promovendo citoxicidade.
Embora se trate de diferentes tipos e linhagens de células, os resultados encontrados em
nosso estudo revelaram maior evidéncia de toxicidade para ambas as saponinas (escina e
digitonina) apenas no ensaio de MTT, ao contrério dos resultados encontrados no ensaio
de IP, onde foram encontrados altos percentuais de células vidveis, sugerindo um possivel
mecanismo de agdo toxica envolvendo a via mitocondrial, de forma semelhante ao
observado no estudo destes autores.

A digitonina se mostrou mais toxica que a escina, apresentando Clso igual a 0.0074
mg/mL (5.7 uM), valor também observado por Gulden et al., 2015, ao avaliarem, no
ensaio de MTT em células da linhagem Balb/c 3T3, a relacdo entre efeito citotoxico e a
interferéncia na biodisponibilidade desta saponina apds ligagdo da mesma com a
membrana das células, obtendo efetividade em concentracdes que variaram entre 5 a 21
uM. O tratamento de células da linhagem A549 (carcinoma pulmonar humana) com
concentracdo semelhante da digitonina (5.0 uM) resultou na elevacdo da pressdo osmaética
intracelular, aumentando volume celular e consequente alteragdes enzimaticas e morte,
sem no entanto causar o rompimento de membrana (PLATONOVA et al., 2015).

Diferencas de mecanismo de toxicidade entre os diversos grupos de saponinas t€ém
demonstrado diferentes graus de toxicidade, conforme o tipo de célula utilizada. Isto pode
estar associado as propriedades de seletividade e especificidade desses componentes de
acordo com as moléculas ou células alvo, uma vez que estas particularidades
possivelmente estio relacionadas as diferencas quimicas e estruturais existentes entre as
saponinas (WANG et al.,, 2007). Resultados de pesquisa realizada por Khanna e
Kannabiran (2009) utilizando saponinas triterpénicas isoladas de Gymnema sylvestre e
Eclipta prostrata, na concentragdo de 0.05 mg/mL demonstrou acdo sobre células
tumorais, mas nao em células Vero.

Embora a concentracdo citotoxica (Clso) da escina e da digitonina, tenha sido
menor que a concentracdo efetiva (CEso) para a atividade ovicida e larvicida,
respectivamente, resalta-se que, apenas os ensaios in vitro nao sao suficientes para avaliar
seu potencial terapéutico e toxicologico, havendo a necessidade de estudos in vivo
(THAKUR et al., 2011). Efeitos adversos podem ser observados em todo medicamento,
natural ou sintética, dependendo da concentracdo, dose e organismo alvo (JAESCHKE,

2012).
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Os flavonoides apresentaram baixa atividade anti-helmintica sobre ovos e larvas
de nematoides. Resultados semelhantes foram relatados por Desrues et al. (2016), os
quais demonstraram que a catequina nao foi ativa contra larvas L de Ostertagiaostertagi
e Cooperiaoncophora de bovinos. Entretanto, a atividade anti-helmintica in vitro da
fracdo flavonoidica do extrato acetato de etila de A. sisalana foi observada por Botura et
al., (2013) ao obter altos percentuais de inibi¢do na eclosdo de ovos que variaram de 18,6
a 100% nas concentragdes de 0.02 a 0.32 mg/mL. A a¢do anti-parasitaria sobre apenas
ovos de H. contortus também foi atribuida a flavondis (treicin e diosmetin) presentes no
extrato de acetato da Digitalia insularis (SANTOS et al., 2017). Diferencas quimicas e
estruturais entre estes compostos, também podem interferir nas atividades bioldgicas dos
flavonoides (KERBOEUF et al., 2008; KUMAR e PANDEY, 2013). Apesar da variedade
de investigagdes sobre a atividade anti-helmintica de extratos de plantas contendo
flavonoides, as informacdes sobre a acdo desses compostos isolados ainda sdo escassas

(KERBOEUEF et al., 2008).

8 CONCLUSAO

A escina e digitonina evidenciaram elevada atividade anti-helmintica in vitro
sobre nematoides gastrintestinais de caprinos, e a presenc¢a da glicona ligada aos ntcleos
dessas saponinas, aumentou esse efeito farmacoldgico, demonstrando a importancia da
cadeia de agucar ligada ao nicleo nesta atividade. No entanto, os flavonoides analisados
tiverem reduzido efeito anti-helmintico. A baixa toxicidade, in vitro, das saponinas com
acdo anti-helmintica foi observada no ensaio de IP, embora tenha apresentado
citoxicidade no teste de MTT, os dados sugerem a necessidade de complementagdes em

outros tipos de células e testes in vivo.
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Anexo 1- Bowdichian Virgilioides

ANEXO

Fonte: LATOX, 2017
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Anexo 2 - Astronium graveolens (Aroeira)

Fonte: LORENZI, 2014
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