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RESUMO

Doencas parasitarias causadas por nematoides gastrintestinais (NGI) sdo responsaveis por
grandes perdas na producdo animal. A patogenia dessas infeccées acaba acarretando em
prejuizos para os animais, podendo causar perda de peso, menor producao de leite, menor
indice de animais prenhes, entre outros. Comumente medicamentos antiparasitarios sao
utilizados no tratamento de rebanhos infectados, porém, o uso indiscriminado desses anti-
helminticos tem gerado problemas como a seleg¢ao de parasitos resistentes. Mediante a este
cenario, pesquisas com novas alternativas no controle parasitario ttm ganhado espaco. Esse
trabalho teve o objetivo de determinar, por meio do teste de inibicdo da migragao larvar (TIML),
o efeito do dleo essencial (OE) de Mentha villosa (OEMV), puro e sob nanoemulsao, M.
piperita (OEMP) e dos bioativos carvone e limoneno, contra larvas de Haemonchus spp. e
Trichostrongylus spp. O TIML também foi utilizado para testar o OEMV em nanoemulsao, o
OEMP, o carvone e o limoneno em combinagdo com o antiparasitario Nitroxinil. Os resultados
do TIML foram concentragdo-dependente. O OEMV coletado em 2017 demonstrou eficacia
de 70,59%, com uma concentracao letal de 50% (CL50) de 3,59 mg/ml. O OEMV de 2018,
obteve eficacia de 86,33% com CL50 de 3,04 mg/ml. O OEMP obteve eficacia de 95,54% com
CL50 de 4,23 mg/ml. Para o carvone a eficacia foi de até 88,20% com CL50 de 1,96 mg/ml.
O OEMV sob nanoemulsao apresentou eficacia de 83,12% com CL50 de 0,1010 mg/ml; em
torno de 30 vezes melhor que o OE puro. Os testes realizados em combinagao revelaram
sinergismo entre a CL50 do Nitroxinil, com a menor concentracdo do OEMP (1,1 mg/ml),
obtendo eficacia de 70,82%. Efeitos aditivos entre a CL50 do Nitroxinil com a menor
concentragao do carvone (1,1 mg/ml) obteve eficacia de 80,92%. Nas combinagdes do
Nitroxinil e do carvone com o limoneno, os efeitos foram antagénicos causados pelo limoneno.
A combinagao entre 0 OEMV em nanoemulsao com o Nitroxinil, resultou em efeito aditivo na
menor concentragdo do Nitroxinil (4,8 mg/ml), com eficacia de 76,93%. Esses resultados
sugerem que tanto os OE, quanto o carvone, apresentaram efeito contra Haemonchus spp. e
Trichostrongylus spp., € que houve efeito sinérgico e aditivo entre essas combinagdes. O
mesmo nao foi observado com as combinagcbes entre carvone e limoneno e Nitroxinil e
limoneno, que apresentaram efeito antagbnico causado pela adigao do limoneno. Estes dados
revelam a possibilidade farmacoldgica do uso de OE na pratica da Parasitologia Veterinaria,
inclusive no combate de populacbes resistentes aos anti-helminticos. Entretanto, mais
estudos devem ser realizados a fim de elucidar o mecanismo de acdo dos compostos sobre

as larvas, bem como os efeitos sinérgicos e antagdnicos das combinagdes entre os produtos.

Palavras-chave: Fitoterapia, Etnoveterinaria, Sinergismo, Nematodas, Ruminantes.



ABSTRACT

Parasitic diseases caused by gastrointestinal nematodes (GIN) are responsible for large
losses in animal production. The pathogenesis of these infections ends up leading to losses
for the animals, which can cause weight loss, lower milk production, lower rates of pregnant
animals, among others. Antiparasitic drugs are commonly used in the treatment of infected
herds; however, the indiscriminate use of these anthelmintics has led to problems such as the
selection of resistant parasites. Through this scenario, research with new alternatives in
parasitic control has gained space. The objective of this work was to determine the effect of
M. villosa essential oil (MVEO), pure and under nanoemulsion, M. piperita essential oil (MPEQ)
and bioactive agents, carvona and limonene using Larval Migration Inhibition Test (LMIT),
against larvae of Haemonchus spp. and Trichostrongylus spp. LMIT was also used to test
MVEO in nanoemulsion, MPEO, carvona and limonene in combination with the Nitroxinil
antiparasitic. The LMIT results were concentration-dependent. MVEO collected in 2017
demonstrated efficacy of 70.59%, with a lethal concentration of 50% (LC50) of 3.59 mg/ml.
The MVEO of 2018, achieved efficacy of 86.33% with LC50 of 3.04 mg/ml. The MPEO
achieved 95.54% efficacy with LC50 of 4.23 mg/ml. For carvona the efficacy was up to 88.20%
with LC50 of 1.96 mg/ml. The MVEO in nanoemulsion exhibited efficacy of 83.12% with LC50
of 0.1010 mg/ml, around 30 times better than pure EO. Tests performed in combination
showed synergism between the LC50 of Nitroxinil and the lowest MPEO concentration (1.1
mg/ml) with 70.82% efficacy. Additives effects between Nitroxinil LC50 with the lowest
concentration of carvona (1.1 mg/ml) with 80.92% efficacy. In the combinations of Nitroxinil
and carvona with limonene the effects were antagonistic caused by limonene on the products.
The combination of MVEO in nanoemulsion with Nitroxinil resulted in an additive effect on the
lowest concentration of Nitroxinil (4.8 mg/ml) with a 76.93% efficacy. These results suggest
that both EO and carvone had an effect against Haemonchus spp. and Trichostrongylus spp.,
and that there was a synergistic and additive effect between these combinations, except for
the combinations between carvone and limonene and Nitroxinil and limonene, which had an
antagonistic effect caused by the addition of limonene. These data reveal the pharmacological
possibility of the use of EO in the practice of Veterinary Parasitology, including in the control
of populations resistant to anthelmintics. Further studies should be performed to elucidate the
mechanism of action of the compounds on the larvae as well as the synergistic and

antagonistic effects of the combinations between the products.

Keywords: Phytotherapy, Ethnoveterinary, Synergism, Nematodes, Ruminants.
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1 INTRODUGAO

As infecgbes gastrintestinais por nematoides da ordem Strongylida, Familia
Trichostrongylidae sdo muito comuns em animais de produgdo como bovinos, ovinos
e caprinos, que sao de grande importancia social e econdmica, podendo gerar perdas
que influenciam a producao e consequentemente no desenvolvimento econémico do
produtor e do pais (CHARLIER et al.,, 2015). Essas perdas ocorrem devido as
infeccdes clinicas e subclinicas, que ocasionam em déficit no ganho de peso e
produtividade dos animais (KATIKI et al., 2019).

Para controlar essas infeccbes parasitarias € feita a administracdo de
medicamentos antiparasitarios, dos quais, os mais usuais sao benzimidazdis,
levamisole e lactonas macrociclicas (BASIER, LOVE, 2003). Segundo Molento (2009),
a sintese de medicamentos com capacidade antiparasitaria representa um grande
marco na industria de farmacos e esta fortemente presente quando se fala de saude
animal. Porém, o uso indiscriminado dessas drogas pode causar a selegcdo de
organismos resistentes para esses medicamentos. Além disso, se usados de forma
incorreta, podem causar grave contaminagdo ambiental (ATHANASIADOU et al.,
2008).

O desenvolvimento de novos anti-helminticos pode levar décadas, enquanto a
resisténcia pode aparecer mais rapidamente, muitas vezes dentro de poucos anos
ap6s a liberagcdo de um novo farmaco (KAPLAN, 2004). Devido a isso, faz-se
necessario preservar a eficacia dos antiparasitarios, o que pode ser feito através de
adogao de praticas de manejo, como o tratamento seletivo de animais, respeito a
doses recomendadas pela bula dos medicamentos, eliminacdo de tratamentos
desnecessarios e utilizagdo de pastoreio alternado (MOTA et al.,, 2003). Essas
praticas atrasam a seleg¢ao de organismos resistentes (ROEBER et al., 2017).

Nos ultimos anos, pesquisas com plantas e a exploracdo de seus potenciais
fitoterapicos tém aumentado, buscando uma alternativa que seja eficaz no controle
dos parasitos. Os materiais utilizados geralmente séo; dleos essenciais, extratos
hidroalcodlicos, extratos aquosos e hidrolatos, todos com componentes sintetizados
pelo metabolismo secundario da planta (MACEDO, et al., 2010). Além destes,
componentes isolados (ascaridol, carvacrol, carvone, timol, citronelal, limoneno, entre
outros), majoritarios ou ndo do 6leo essencial (OE) dos vegetais, também estdo sendo

utilizados como bioativos em pesquisas. Esses bioativos sdo, na grande maioria,
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pertencentes a classe dos terpenos, podendo ser a classe responsavel pela atividade
exterminadora de diversos organismos, como fungos e bactérias (PAVELA, 2015). Lei
et al. (2010), buscaram identificar o mecanismo de agdo de monoterpenos em
Caenorhabditis elegans e determinaram que esses compostos agem sobre receptores
de tiramina, inibindo a motilidade e o bombeamento da faringe do helminto, sendo
esse um dos possiveis mecanismos de acao contra os NGI de ruminantes.

Diante deste cenario, esta pesquisa se objetivou a contribuir para os estudos
de alternativas no controle parasitario de nematoides gastrintestinais de ruminantes
(NGI), avaliando o efeito anti-helmintico do OE de duas espécies de Mentha (M. villosa
e M. piperita), bem como dois de seus compostos bioativos, carvone e limoneno, no
Teste de Inibicdo da Migragéo Larvar (TIML) frente a larvas de terceiro estadio (L3)

de Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21  ENDOPARASITOSES GASTRINTESTINAIS EM OVINOS

Responsaveis por determinar importantes perdas econdmicas oriundas da
mortalidade ou baixas na produtividade dos animais, as infecgoes por NGI em
ruminantes tém sido um grave problema com repercussao mundial (AMARANTE,
2004). Segundo Amarante (2009), os ovinos podem ser parasitados simultaneamente
por varias espécies de NGI e os parasitos que apresentam maior ocorréncia em
infeccbes sado dos géneros Cooperia, Haemonchus, Trichostrongylus, Trichuris e
Oesophagostomum (LIMA et al., 1997; BORDIN et al., 2004).

O ciclo de vida desses nematoides tem um grande nivel de semelhanga entre
si e pode ser dividido em duas fases, sendo elas a pré-parasitaria e a parasitaria. A
postura dos ovos pela fémea ainda no sistema gastrintestinal do hospedeiro € o inicio
da fase pré-parasitaria. Esses ovos chegam ao meio ambiente externo juntamente
com as fezes do animal e, em condi¢des favoraveis, evoluem para ovo com larva (L1).
Os ovos eclodem liberando as larvas para o meio, que continuam o desenvolvimento,
entrando na fase de segundo estadio (L2) e seguidamente no terceiro estadio (L3),
correspondente a fase infectante, esse processo desde ovo até larva L3 dura
aproximadamente sete dias. A ingestao da larva de terceiro estadio (L3) pelo animal
inicia a fase parasitaria. Em aproximadamente trés semanas, no interior do animal, a
larva atinge a fase adulta. Esse ciclo € do tipo direto e ndo migratério e para que tudo
ocorra bem, a temperatura ideal para ecloséo de ovos e desenvolvimento das larvas
fica em torno de 27 °C (BOWMAN, et al., 2006)

Dentre os parasitos ja citados neste tépico, o Haemonchus contortus
certamente € o principal parasito causador de perdas entre ovinos. Uma vez
parasitados, os ovinos podem apresentar diversos sinais clinicos, como: diarreia,
perda de apetite, perda de peso e condi¢gado corporal, andar cambaleante, mucosas
palidas e, ocasionalmente, presenca de edema submandibular e ventral. Entretanto,
esses sinais clinicos podem apresentar diferentes intensidades, e em ultimos casos
pode ocasionar a morte do animal (ATHANASHIADOU; KYRIAZAKIS, 2004.
MOLENTO et al., 2011).
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2.2 IMPORTANCIA DE FARMACOS ANTIPARASITARIOS E ALTERNATIVAS DE

CONTROLE

O sucesso na producao de ovinos e demais ruminantes depende de cuidados
com o manejo sanitario, reprodutivo e nutricional dos animais. Um dos maiores
desafios no manejo sanitario estd no controle de doengas parasitarias, pois
geralmente a criacdo desses animais € acompanhada de infecgdes parasitarias de
dificil controle (RANGEL, 2003).

Ha muito tempo, pesquisas vém constatando que infecgbes por nematoides
gastrintestinais prejudicam o desempenho dos rebanhos, gerando perdas graves de
producdo. Em 1991, Suarez e Bedotti constataram déficit no ganho de peso de
animais infectados. Stromberg et al. (1997) verificaram diferencas na taxa de prenhes,
sendo que as fémeas parasitadas possuiam déficit nesse indice. Esses resultados
indicam a importancia do controle parasitario nos sistemas de produgao animal.

No ano de 1999, Gross, Ryan e Ploeger fizeram um levantamento de dados
entre estudos que envolvia infecgbes por nematoides gastrintestinais, e concluiram
que de 87 trabalhos analisados, 70 deles afirmavam aumento na producgao de leite
por bovinos apds administragdo de medicamentos antiparasitarios. Em 2001, Elsener
e colaboradores, relataram maior ganho de peso de bezerros que eram tratados com
antiparasitarios em relacdo a bezerros n&o tratados. Stromberg et al. (2012),
observaram que bovinos contaminados por Cooperia punctata possuiam um consumo
maior de matéria seca, resultando em perda de peso quando comparado a bovinos
nao parasitados.

O tratamento dessas infecgbes helminticas pode ser realizado com a
administracdo de medicamentos antiparasitarios, dos quais os mais usados
pertencem as classes dos benzimidazéis (KOHLER, 2001) e das lactonas
macrociclicas (MELLO et al., 2006). Molento (2005), afirma que esses medicamentos
sdo mais usados devido a facilidade de sua aquisicao, bem como a boa relagao custo-
beneficio que eles apresentam.

Dentre as alternativas para o controle dos parasitos gastrintestinais de
ruminantes ja citadas em diversos estudos, ha pesquisas com a utilizagao de fungos
nematofagos (BUSKE et al., 2012; YANG et al., 2013; MOLENTO, 2017), racas de
animais resistentes aos parasitos (BRICARELLO et al., 2007), vacinas (BASSETTO
et al., 2011; PIEDRAFITA et al., 2012) e finalmente o uso de plantas com potencial
anti-helmintico (NOGUEIRA et al., 2012; AHMED et al., 2012; KATIKI et al., 2011).
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2.3 RESISTENCIA PARASITARIA

Como conceito, a resisténcia parasitaria € a capacidade de parasitos
sobreviverem na presenga de um composto quimico que deveria extermina-lo
(PRICHARD et al., 1980).

Nas ultimas décadas, o frequente uso de anti-helminticos pertencentes aos
grupos dos benzimidazdis, imidazotiazdis (levamisole) e das lactonas macrociclicas
(avermectinas e milbemicas) vem ocasionando a selegéo e propagagao de parasitos
resistentes (FORTES; MOLENTO, 2013). A primeira descricdo de resisténcia
parasitaria na literatura foi feita por Drudge et al. (1964 ) que verificou resisténcia contra
Tiabendazole nos anos 60. Dai em diante, e em diferentes regides do mundo, tem-se
observado o crescimento do numero de relatos de parasitos resistentes aos trés
principais grupos de drogas administradas em ruminantes; os benzimidazais,
levamisol e lactonas macrociclicas (FORTES; MOLENTO, 2011; BATISTA, 2017).

Molento et al. (2011), afirmou que o desenvolvimento da resisténcia acontece
devido a forte presséo de selegdo das drogas em populagcdes de parasitos. Essa
resisténcia pode ser dividida em trés tipos; resisténcia lateral, resisténcia cruzada e
resisténcia multipla. Segundo Almeida et al. (2013), quando a resisténcia acontece
contra os principios ativos de um mesmo grupo quimico € chamada de resisténcia
lateral. Quando a resisténcia se da para diferentes grupos quimicos, cruzada
(ANZIANI et al., 2004), e quando se da a trés ou mais grupos, multipla (SOUZA et al.,
2008).

O aparecimento bem como a proliferagdo de NGI resistentes é praticamente
inevitavel devido a presenca de parasitos que possuem um ou mais genes que
conferem essa resisténcia, e com a pressédo das drogas sobre essas populagoes,
organismos sao selecionados mais rapidamente (MOLENTO, 2005). Quando somente
um gene confere resisténcia a um grupo quimico, chama-se “monogénica”, a qual
ocorre em um periodo curto de tempo, como exemplo disso temos os benzimidazéis,
necessitando apenas da mutacdo nas estruturas da beta-tubulina para que o
fendmeno ocorra. Quando é necessario mais de um gene para controlar a resisténcia,
a qual é denominada de “poligénica”, o processo ocorre de forma mais lenta, como no
caso das lactonas macrociclicas, onde ocorrem mutacbes nos canais de cloro,
clicoproteina-P e B-tubulina (XU et al., 1998; PRICHARD, 2001).
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A resisténcia parasitaria se estabelece quando ha o aumento de parasitos que
sobrevivem na presencga de determinada droga, enquanto o numero de parasitos que
nao resistiiam a essa mesma droga acaba sendo reduzido. As populagdes de
parasitos possuem individuos homozigotos susceptiveis (SS), homozigotos
resistentes (RR) e heterozigotos (SR). Em uma propriedade onde nao se constatou
resisténcia, a quantidade de SS ¢é alta, SR € menor e RR representa uma pequena
parcela. OS RR sdo os organismos responsaveis por iniciar novas populagdes
resistentes. A partir do momento que uma droga € empregada em um tratamento anti-
helmintico, todos os SS e grande parte dos SR serao eliminados, permanecendo
apenas os RR. Se houver um medicamento eficaz contra SR, a eficiéncia contra SS
aumentara, pois, esses organismos serao totalmente susceptiveis, restando assim
apenas os RR que dardo inicio a novas populagdes de parasitos resistentes. Uma
eficacia contra apenas SS, culmina na sobrevivéncia dos individuos SR, retardando
assim o processo de resisténcia (PRICHARD, 1990).

Existem outros fatores que também influenciam na maior ou menor
disseminagao da resisténcia. Segundo Molento (2005), o tratamento de rebanhos com
reduzidos intervalos de tempo, utilizagdo frequente de produtos de acdo prolongada
durante o ano e a aquisicdo de animais ja contaminados com parasitos resistentes,

sao fatores importantes para a seleg¢ao e disseminagao da resisténcia parasitaria.

2.4 USO DE OLEOS ESSENCIAIS E COMPOSTOS BIOATIVOS NO CONTROLE
DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES

2.4.1 Oleos Essenciais (OE)

OE sao sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas e possuem a
funcdo de protecdo contra possiveis agentes patogénicos, além de proporcionar
protecdo contra os herbivoros e atrair polinizadores (BAKKALI et al., 2008;
CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008). Os OE sao misturas complexas, formadas
por compostos bioativos que apresentam substancias volateis, lipofilicas, comumente
odoriferas e liquidas (SIMOES; SPITZER, 2004). Os OE s&o formados por cerca de
20-60 componentes em diferentes concentragdes, entretanto apenas dois ou trés

componentes principais podem se apresentar em elevadas concentra¢des (20-70%),



26

enquanto os outros apresentam concentragdes vestigiais. Comumente, os
componentes que sao maijoritarios apresentam as propriedades biolégicas do OE
(PAVELA, 2015).

OE s&o compostos por dois grupos de substancias de origem biossintética
diferente. O principal grupo é formado pelos terpenos e terpenoides e sua biossintese
se da a partir do acido mevaldnico e 3-fosfoglicerato. Os terpenos sao hidrocarbonetos
compostos por unidades de isopreno (C5) e podem ser classificados de acordo com
a jungao de unidades de isopropeno, sendo 0s principais grupos 0s monoterpenos.
Os monoterpenos podem representar 90% da constituicdo dos OE, e como exemplo
temos o ascaridol, carvacrol, carvone, timol, citronelal, limoneno, entre outros. Como
segundo grupo, temos os aromaticos e alifaticos, que sao produzidos a partir do acido
chiguimico ou mevalémico (PAVELA, 2015; PERES, 2004). Por sua vez, esses
compostos sdo encontrados em menor quantidade nos OE, como o eugenol e anetol
(BAKKALI et al., 2008).

Diversos fatores influenciam no rendimento e composigdo quimica do OE,
como clima, temperatura, disponibilidade hidrica, composicdo do solo, nutrientes,
radiacao ultravioleta, poluicdo atmosférica, altitude a que a planta esta inserida, além
de ataques de patdgenos, idade da planta, 6rgdo utilizado para extracdo, tipo de
extragao e até mesmo o horario de coleta da planta.

A extracao do OE pode ocorrer através de érgaos como folhas, caules, raizes,
bem como de brotos, flores, frutos e sementes (PANDEY et. al, 2014; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014), através de técnicas de destilagdo a vapor, hidrodestilacao,
prensagem a frio e por solventes (BAKKALI et al., 2008; MACEDO et al., 2011; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Como o método de extragdo pode influenciar diretamente sobre
a composicao do OE, indica-se a extracao a vapor e a hidrodestilacdo para extracdes
de OE ricos em terpenos e fenilpropanoides (BAKKALI et al., 2008).

Pesquisas mostram diversas atividades farmacolégicas dos OE na medicina
veterinaria, podendo ter agao antibacteriana (MULLEN et al., 2014; ROSSI et al.,
2015), antifungica (CLEFF et al., 2012; MUGNAINI et al., 2012), coccidicida
(JITVIRIYANON et al., 2016), carrapaticida (CHAGAS et al., 2016; PEIXOTO et al.,
2015) e anti-helmintica (FERREIRA et al., 2016; MACEDO et al., 2011; RIBEIRO et
al., 2015).

A acdo toxica dos OE contra helmintos vem sendo atribuida aos seus

compostos majoritarios ou, até mesmo, a uma relagdo sinérgica ou aditiva dos
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compostos (KATIKI et al., 2017). A interacdo de sinergismo, adicdo ou antagonismo
dos biocompostos isolados dos OE que demonstraram alguma eficacia anti-helmintica
tem sido proposta para o descobrimento de novas alternativas no controle de
parasitoses (MIRESMAILLI et al., 2014; KATIKI et al., 2017).

Acredita-se que os compostos bioativos presentes nos OE possam interagir
com receptores presentes em diferentes estagios de vida do NGI (MARIE-
MAGDELEINE et al., 2009). Possivelmente, a agdo desses compostos sobre
diferentes receptores dos NGI pode atrasar o surgimento de populacdes resistentes a
esses mesmos compostos e ajudar a controlar populagdes que ja sdo multirresistentes

a medicamentos anti-helminticos sintéticos (OKA et al., 2000).

2.4.2 Efeito Anti-helmintico de Oleos Essenciais

Para que a atividade anti-helmintica dos OE seja validada, diversos estudos
devem ser realizados. Estudos que vao desde as prospecgdes do saber popular até
testes de eficacia utilizando o animal alvo (CAMURCA-VASCONCELOQOS et al., 2005).

A maioria dos estudos com o objetivo de avaliar a atividade anti-helmintica de
OE tem como base inicial os testes in vitro. Os testes in vitro, devido a praticidade,
sdo realizados a partir de ovos e larvas de NGI, sendo que até o atual momento nao
foi desenvolvida nenhuma técnica in vitro que permita o desenvolvimento de NGI do
estagio de ovo a adulto, como observado para o nematoide de vida livre C. elegans
(MARIE-MAGDELEINE et al., 2014). Primeiramente, os testes in vitro foram
desenvolvidos para avaliar resisténcia parasitaria em populacbes de NGI e,
posteriormente, foram adaptados para determinar a ativi