-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by Repositério Institucional da Universidade Federal do Espirito Santo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

JESSICA NASCIMENTO MORAES MONTEIRO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-HELMINTICO DO
EXTRATO ETANOLICO E OLEO ESSENCIAL DE
Chenopodium ambrosioides L. NO CONTROLE DE
Ancylostoma spp. de CAES

ALEGRE-ES
2012


https://core.ac.uk/display/161370758?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

JESSICA NASCIMENTO MORAES MONTEIRO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-HELMINTICO DO
EXTRATO ETANOLICO E OLEO ESSENCIAL DE
Chenopodium ambrosioides L. NO CONTROLE DE
Ancylostoma spp. de CAES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Veterinarias do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Veterinérias, linha de pesquisa em Diagndéstico
e terapéutica das enfermidades clinico-
cirdrgicas.

Orientadora; Profa. Dra. Lenir Cardoso Pofrfirio.

ALEGRE-ES
2012



Dados Internacionais de Cataloga¢&o-na-publicagdo (CIP)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

M775a

Monteiro, Jessica Nascimento Moraes, 1986-

Avaliagdo do potencial anti-helmintico do extrato etandlico e dleo
essencial de Chenopodium ambrosioides L. no controle de Ancylostoma spp.
de cées / Jessica Nascimento Moraes Monteiro. — 2013.

58f. :il.

Orientadora; Lenir Cardoso Porfirio.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal
do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias.

1. Cao - Doencas. 2. Erva-de-santa-maria. 3. Plantas medicinais. 4.
Esséncias e 6leos essenciais. 5. Helmintos. |. Porfirio, Lenir Cardoso. II.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias Agrérias. Il
Titulo.

CDU: 619




JESSICA NASCIMENTO MORAES MONTEIRO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-HELMINTICO DO
EXTRATO ETANOLICO E OLEO ESSENCIAL DE
Chenopodium ambrosioides L. NO CONTROLE DE
Ancylostoma spp. de CAES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como requisito parcial para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Veterinarias, linha de pesquisa em Diagndstico e Terapéutica das

Enfermidades Clinico-cirurgicas.

Aprovada em: / /

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Lenir Cardoso Porfirio
Universidade Federal do Espirito Santo

Orientadora

Profa. Dra. Isabella Vilhena Freire Martins
Universidade Federal do Espirito Santo

Profa. Dra. Fulvia Maria dos Santos
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. Adilson Vidal Costa
Universidade Federal do Espirito Santo



Dedico este trabalho as pessoas que sempre estiveram ao
meu lado pelos caminhos da vida, me acompanhando,
apoiando e principalmente acreditando em mim: Meus pais
Jair Caetano Monteiro e Denise Nascimento Moraes Monteiro

e minha irma Erica Nascimento Moraes Monteiro.

Dedico também a pessoa que sempre foi exemplo de carater,
dignidade e principalmente bondade muito presente em minha
vida: Vové Edy Nascimento Moraes.

Ao meu namorado Ramon de Paiva Januério pelo incentivo,
companheirismo e paciéncia em periodos de auséncia para

completar mais esta jornada.

Vocés sdo muito especiais para mim.



Vi
AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pelo dom da vida, por estar sempre comigo e ter dado a

chance de concluir mais uma etapa da minha vida.

A minha orientadora Lenir Cardoso Porfirio por ter plantado a grande ideia,
acreditado na importancia deste trabalho, estimulado a realiza-lo e
acompanhado durante toda a trajetéria e ainda dedicou muito, muito mesmo,
do seu tempo me orientando. Sem vocé néo teria conseguido. Obrigada pelos
ensinamentos, atencdo, amizade e dedicacdo ao longo deste periodo, muito

obrigada.

A professora lIsabella Vilhena Freire Martins pela ajuda nas etapas mais
importantes do experimento, obrigada pelo seu precioso ensinamento, sempre

disposta a clarear minhas davidas.

A todos os professores do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias e a Universidade Federal do Espirito Santo agradeco pelo

conhecimento, e principalmente pela postura ética que me ensinaram.

Ao Laboratorio de Patologia Clinica Veterinario, VetLab-ES, pelo auxilio e
realizacdo das andlises hematoldgicas e bioquimicas. Muito obrigada a
Adrienne Brétas Lanis e Clarisse Maximo Arpini pela ajuda, que com certeza foi

indispensavel.

Agradeco aos amigos que me apoiaram e fizeram este periodo de mestrado
mais feliz Barbara Rauta de Avelar, Bianca Barcelos Martins, Daniel Cometti
Borlini, Edlayne Pimentel de Moraes, Gabriela Porfirio Passos e Livia Caliman

Ferreira.

E claro, espero que ndo tenha esquecido ninguém, mas se isso aconteceu
agradeco a todos aqueles que, direta ou indiretamente, me auxiliaram neste
trabalho, mas ndo posso deixar de agradecer aquele que sem eles, esse
trabalho nédo teria sentido, os caes, meu sincero respeito e reconhecimento

pela sua importancia para a Ciéncia.

Muito obrigada a todos



vii

Concedei-nos Senhor, serenidade necessaria, para aceitar as coisas que nao
podemos modificar, coragem para modificar aquelas que podemos e sabedoria
para distinguir umas das outras.

Reihold Niebuhr



viii

RESUMO

A fitoterapia é frequentemente utilizada no controle das parasitoses de
diversas espécies animais. Objetivou-se avaliar as larvas infectantes (L3) de
Ancylostoma spp. imersas em extrato etanolico e 0leo essencial de
Chenopodium ambrosioides L. no teste in vitro. Utilizou-se agua destilada
(controle negativo) e albendazole e associacdo comercial de praziquantel,
pamoato de pirantel e febantel (controles positivos). O extrato etandlico de C.
ambrosioides L. nas concentracdes 0,5%, 1,0%, 2,0%, 3,0%, 4,0%, 5,0%,
6,0%, 8,0%, 10,0%, 12,0% e 20% apresentaram insuficiente atividade para o
efeito larvicida. O 6leo essencial na concentracdo de 150uL.mL™ foi eficaz
contra Ls. A formulacdo de biscoito manipulado com a concentracdo de
37,5uL.g™ do 6leo essencial C. ambrosioides L reduziu o nimero de ovos por
grama de fezes dos céaes. Vinte e seis cades adultos foram dividos em trés
grupos para o teste in vivo: F1 (biscoito sem principio ativo), F2 (biscoito com
principio ativo de C. ambrosioides L.), F3 (biscoito com principio ativo
alopético). No hemograma, houve diferenga significativa no F1 para os valores
de hemacias, hematdcrito e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e albumina na bioquimica sérica. O F2 apresentou diferenca no CHCM
e na bioquimica a proteina sérica e globulina. O F3, os valores para linfécitos e
mondcitos no hemograma e a albumina e globulina foram diferentes entre o M1
e M2. No exame parasitolégico o F1 manteve-se parasitado, enquanto o F2
reduziu de forma significativa a infeccdo e o F3 apresentou resultado negativo
no M2. Conclui-se que a formulacéo de biscoito manipulado com 6leo essencial
C. ambrosioides L reduziu a infeccdo de Ancylostoma spp. em caes
naturalmente parasitados.

Palavras-chave: erva-de-santa-maria, planta medicinal, 6leo essencial.

helmintos.



ABSTRACT

Phytotherapy is often used for parasitic diseases controlling in several
animal species. This study aimed to evaluate the infective larvae (L3) of
Ancylostoma spp. immersed in ethanol extract and Chenopodium ambrosioides
L. essential oil in the in vitro test. It was used distilled water (negative control)
and albendazole and commercial association of praziquantel, pyrantel pamoate
and febantel (positive controls). The ethanol extract of C. ambrosioides L. at
concentration of 0.5%, 1.0%, 2.0%, 3.0%, 4.0%, 5.0%, 6.0%, 8.0%, 10.0%, 12.0
% and 20% had insufficient activity to the larvicidal effect. The essential oil at
concentration of 150uL.mL™" was effective against Ls. The formulation of a
biscuit manipulated with a concentration of 37,5 pL.g™* of the C. ambrosioides L
essential oil reduced the number of eggs per gram of the dogs’ feces. Twenty-
six adult dogs were divided into three groups for in vivo testing: F1 (biscuit
without active ingredient), F2 (biscuit with C. ambrosioides L. active principle),
F3 (biscuit with allopathic active ingredient). At the CBC, there were significant
differences in F1 for values of red blood cells, hematocrit and mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) and albumin in serum biochemistry. The F2
showed difference in MCHC and in biochemical the serum protein and globulin.
The F3, lymphocytes and monocytes values in the blood count and albumin and
globulin were different between M1 and M2. At the parasitological exam F1
remained parasitized, while the F2 reduced significantly the infection and F3
showed negative result in M2. It is concluded that the formulation of a biscuit
manipulated with C. ambrosioides L essential oil reduced the Ancylostoma spp.
infection in naturally infected dogs.

Keywords: herb-of-santa-maria, medicinal plants, essential oil, Helminths.
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1 INTRODUCAO

A nocao pelos povos primitivos das propriedades terapéuticas de plantas
foram passadas de geracdo em geragao. Muitas passaram a fazer parte das
farmacopéias a partir do século XIX, quando iniciaram as pesquisar de novos
medicamentos por meio da etnofarmacologia caracterizada pelo uso tradicional
por populagdes e a coincidéncia de usos entre diferentes populacdes (PINTO,
AMOROZO e FURLAN, 2006).

Porém, a continuidade do uso de plantas medicinais, pelo uso tradicional
foi ameacada pela interferéncia de fatores externos a dinamica social dos
grupos como a maior exposi¢cdo das comunidades a sociedade envolvente e,
as pressdes econdmicas e culturais; maior facilidade de acesso aos servicos
da medicina alopatica; deslocamento das pessoas de seus ambientes naturais
para regides urbanas, o que leva a perda do carater utilitrio do conhecimento

popular acumulado hé varias geracdes (AMOROZO, 2002).

A primeira citacdo sobre plantas medicinais com atividade anti-
helmintica foi identificada no papiro de Ebers, que descrevia o uso da infusédo
da casca de rom4, Punica granatum (Punicaceae), para o tratamento de Heltu,
helmintose comum no antigo Egito (SPINOSA et al., 2002). Hoje, a principal
forma de controle dos parasitos do trato digestivo € baseada em tratamento
com antiparasitario sintético (MORENO et al., 2010).

Com a necessidade de reduzir o uso dos anti-helminticos sintéticos
iniciou diferentes pesquisas, nesta area, como o controle biolégico com fungos
nematéfagos (LARSEN, 2000); producdo de vacinas contra helmintos
(VERCRUYSSE et al.,, 2007) e uso de metabdlitos secundéarios das plantas
ricas em tanino (OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, a planta Chenopodium
ambrosioides L. neste inicio de século, ainda usada nas Américas como
remedio popular contra infec¢cdes por verme intestinal na forma de infuséo, e
com o Oleo essencial (MACDONALD et al., 2004).

No presente estudo objetivou-se avaliar o potencial anti-helmintico do
extrato etandlico e 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides L. no controle

de Ancylostoma spp. de cées
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FITOFARMACOS E FITOTERAPICOS

O papiro de Ebers € um documento datado de 1550 a.C. e faz mencao a
vérias substancias quimicas utilizadas como remédio pela antiga civilizacao
egipcia, como 0s metais pesados (chumbo e cobre), venenos de animais e
extratos de plantas (genciana, 6leo de ricino) (SPINOSA et al., 2002).

Desde os primordios, o homem vem se relacionando com as plantas,
dependendo delas para a sobrevivéncia, manipulando-as para suas
necessidades (MEDEIROS et al., 2004). A busca por alivio e cura de doencas
pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenham sido uma das primeiras formas
de utilizacéo dos produtos naturais (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Nas farmacopéias existentes no século XIX, os recursos terapéuticos
eram constituidos predominantemente por plantas e extratos vegetais. Como
na Farmacopéia Geral para o Reino e Dominios de Portugal, de 1794,
constavam 30 produtos de origem mineral, 11 produtos de origem animal e
cerca de 400 espécies vegetais (SCHENKEL, GOSMANN e PETROVICK,
2003). No século XX a fitoterapia é descontinuada em virtude do aparecimento
de medicamentos sintéticos, apds o inicio do isolamento de principios ativos da
cada planta (MAURY, 2002).

Deve-se considerar que a oferta de fitoterapicos registrados, com
espectro de acdo adequado e com indicacbes terapéuticas definidas, conta
com a seguranca de medicamento padronizado e com eficdcia garantida
(KLEIN et al., 2009), pois em diversos paises desenvolvidos, mais pessoas
estdo usando praticas tradicionais e complementares combinadas para aliviar
dores cronicas e/ou melhorar a qualidade de vida (SAVO et al., 2011),
entretanto o estimulo ao uso de fitofarmacos ndo visa a substituicdo de
medicamentos registrados e ja& comercializados, mas sim aumentar a opcao
terapéutica (KLEIN et al., 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), agéncia especializada em
saude, estabelece politicas publicas que determinam pesquisas, geracao,

difusdo e utilizacdo de medicamentos fitoterdpicos e plantas medicinais, no
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intuito de que os paises utilizem recursos naturais disponiveis em seus préprios

territérios para promover a atencdo primaria a saude (ANVISA, 2010).

2.2 METABOLISMO DAS PLANTAS MEDICINAIS

As plantas, de forma semelhante aos micro-organismos, produzem
diversas substancias quimicas derivadas do metabolismo secundario, entre
elas os flavonoides, alcaloides, taninos, antraquinonas, Oleos essenciais,
saponinas, cumarinas, dentre outras. H& trés principais precursores de
metabdlitos secundarios: o acido chigquimico como precursor de compostos
aromaticos; 0 acetato como precursor de acidos graxos, polifendis,
prostaglandinas, isopreno, etc; e 0s aminoacidos como precursores de
alcaloides (CASTRO et al, 2004). Estas substancias sdo as fontes de
componentes quimicos responsaveis por amplas atividades terapéuticas
(MACEDO et al., 2010).

Muitos desses compostos ou grupos deles sdo chamados de principios
ativos e podem provocar reacdes nos organismos, que dependendo da dose
utilizada podem ser toxicas. Os componentes quimicos farmacologicos da
maioria das espécies de plantas sdo bem conhecidos, no entanto, estudos
fitoquimico e farmacoldgico ainda sdo necesséarios (CAPASSO et al., 1982),
pois desta forma muitas drogas importantes foram descobertas, como a
aspirina, codeina, pilocarpina, quinina e outras (GERTSCH, VIVEROS-
PAREDES eTAYLOR, 2011), as quais foram estudadas sob os pontos de vista
quimico, farmacol6gico e toxicoldgico para que sejam utilizadas na terapéutica
com seguranca (GADANO et al., 2006).

2.3 Chenopodium ambrosioides L.
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2.3.1 Classificacao cientifica

Reino: Plantae Sub-familias:

Filo: Magnoliophyta Amaranthoideae
Classe: Magnoliopsida Chenopodioideae
Ordem: Caryophyllales Gomphrenoideae
Familia: Amaranthaceae Salicornioideae
Género: Chenopodium Salsoloideae
Espécie: ambrosioides

Quadro 1: Classificagdo do Chenopodium ambrosioides L.

(STEVENS, 2012)

2.3.2 Descricao botanica

C. ambrosioides L., erva-de-santa-maria ou mastruz € descrita como planta
herbacea anual ou perene, de forte aroma, normalmente ereta, com cerca de 1 m de
altura, reproduzida por semente. A producédo de sementes € muito intensa, podendo
chegar a dezenas de milhares por planta (BLANCKAERT et al., 2012). E uma planta
aromatica, utilizada como condimento e manipulada desde tempos pré-hispanicos
(SANTOS et al., 2012). No Brasil é extensa a sua distribuicdo, com ocorréncia em

todo o territério, sendo considerada erva daninha (MATOS, 2000).

Chenopodium ambrosioides L. pertence a familia Amaranthaceae (Quadro 1),
que possui distribuicdo cosmopolita, exceto pelas regides mais frias do Hemisfério
Norte. Esta familia inclui cerca de 170 géneros e 2000 espécies, e no Brasil ocorrem

20 géneros nativos e aproximadamente 100 espécies (DOS SANTOS et al., 2010).

2.3.3 Composicao quimica

Na abordagem fitoquimica da C. ambrosioides L. ocorre a presenca de
flavondides, saponinas e oOleo essencial (JORGE, FERRO e KOSCHTSCHAK,
1986). O oleo essencial de C. ambrosioides L. ou erva-de-santa-maria (ESM)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Reino_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plantae
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amaranthoideae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Chenopodioideae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ordem_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caryophyllales
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gomphrenoideae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amaranthaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Salicornioideae
http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Salsoloideae

18

apresenta composicao variavel em qualidade e quantidade, o que depende da
localizacdo geogréfica da planta (GILLIJ, GLEISER e ZYGADLO, 2008).

Na composicdo do o6leo foram identificadas o a-terpineno em Ruanda
(MUHAYIMANA, CHALCHATA e GARRY, 1998) com 64%; na india (GUPTA et al.,
2002) com 56%; na Nigéria, por Onocha, Oloyede e Afolabi (1999). O ascaridol foi
identificado por Muhayimana, Chalchata e Garry et al. (1998) com 7% e por Gupta
et al. (2002). O p-cimeno obtido por Gupta et al. (2002) com 19%; por Onocha,
Oloyede e Afolabi (1999) com 15,5% e em Cuba por Pino et al. (2003) com 4,3% e
acetato de terpenila foi identificado por Onocha, Oloyede e Afolabi (1999) em 15,7%
e por Pino et al. (2003) com 73,9%.

No Brasil, em Vicosa, MG, as 13 substancias quimicas encontradas foram a-
Terpineno (0,9%), p-Cimeno (2,0%), Benzil alcool (0,3), p-Crezol (0,3%), p-Menta-
1,3,8-triene (0,2%), p-Cimen-8-ol (0,6%), a-Terpineol (0,5%), Z-Ascaridol (61,4%),
Piperitone (0,9%), Carvacrol (3,9%), (E)-Ascaridol (18,6%), (E)-Piperitol acetato
(0,5%), (2)-Carvyl acetato (0,2%) (JARDIM et al., 2010).

Na andlise da composicdo quimica do O6leo volétii das folhas de C.
ambrosioides, coletadas no municipio de Alegre-ES, e realizada pelo Professor
Doutor Adilson Vidal Costa, resultou na identificacdo de cinco compostos totalizando
98,81% da sua composigdo, piperitone (0,7%), a-terpineno (1,24%), p-cymeno
(4,83%), (E)-ascaridol (5,04%), (Z)-ascaridol (87%), sendo o ultimo o principal

componente presente na mistura (VIEIRA et al., 2011).

2.3.4 Mecanismo de acéao e toxicidade do C. ambrosioides L.

No inicio do século 19, a C. ambrosioides L. foi destilada a vapor para
produzir o 6leo essencial, conhecido como "6leo de Baltimore". Este Oleo foi
amplamente utilizado como vermifugo. No entanto, a producdo em escala comercial
declinou devido ao surgimento de medicamentos modernos, e principalmente pela
toxicidade (MONZOTE et al., 2009).

O dleo essencial da C. ambrosioides L. constitui protecdo da planta contra

predadores e infestantes, atrativos para sua polinizacdo e repelente contra
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herbivoros (PEREIRA et al.,, 2010). Os componentes ativos extraidos do Oleo
essencial de C. ambrosioides L. como o ascaridol, carvacrol e 6xido cariofileno
inibiram o crescimento de macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c. Este estudo também demonstrou que 0 mecanismo de acéo
citotdxica do 6leo e de seus componentes esta relacionado com a inibicdo da fungéo
respiratéria desempenhada pelas mitocondrias dentro das células (MONZOTE et al.,
2009). Para Rattan (2010) o mecanismo de acao da C. ambrosioides L. ocorre como
uma teia em que os caminhos e as moléculas interagem em uma forma flexivel e

dindmica nesse fitocomplexo.

A toxicidade da C. ambrosioides na maioria das vezes esta relacionada ao
0leo essencial, cuja concentracdo na planta € variavel com a regido onde a mesma
se encontra (SINGH et al., 2008) e alguns casos tém ocorrido em seres humanos e
ratos, especialmente quando utilizado em grandes quantidades, com manifestacao
dos seus efeitos nos rins, figado e intestino (PEREIRA et al., 2010). Para Gadano et
al. (2006) ha gastroenterites com hiperemia difusa, seguidas de alteragbes no
sistema nervoso central, com cefaleia, rubor facial, visdo turva, vertigem,
incoordenacao, parestesia e por isso, sugerem 0 uso de extratos desta planta, visto

que, o 6leo essencial possui potencial toxico e em overdoses pode levar a morte.

A toxicidade do ascaridol, principal constituinte do 6Oleo essencial de C.
ambrosioides foi confirmada por MacDonald et al. (2004) ao observarem os efeitos
deste constituinte e da infusdo das folhas da planta isenta de ascaridol sobre a
musculatura lisa gastrintestinal de ratos; constataram que a reducédo da contracao
muscular foi observada apenas na presenca do ascaridol. Sugeriram que a utilizacao
da infusdo isenta de ascaridol como anti-helmintico seja mais segura para
mamiferos.

A dose que provoca efeitos adversos é muito proxima da dose eficaz,
portanto, cuidado extremo ao ser utilizado em tratamento de animais com o 6leo,
pois ndo ha cura para as sobredoses em caprinos (0,2mL/kg™), ovinos (0,1mL.kg™),
gatos (0,2mL.kg™?), cdes (0,2mL.kg™) e coelhos (0,5mL.kg™). Quando se utilizava o
6leo de C. ambrosioides era por meio de capsulas de gel e acompanhados com 6leo
de ricino ou 6leo de linhaca. As doses recomendadas para cées: 0,03-0,1mL.kg™
seguido de 30mL de 6leo de ricino, jejum por 24h antes do tratamento, cavalos: 16-

18mL e 1 litro de 6leo de linhaca 36h antes do tratamento; suinos: 0,5-1mL.11,5kg™,
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com 60mL de 6leo de ricino; gatos: 0,03-0,05mL.kg™, mais 30mL de 6leo de ricino;
frangos: 0,3mL de 6leo essencial em 3mL de 6leo de ricino (CORNELL, 2009).

O tratamento oral de caprinos com 0,2 e 0,4mL.Kg™* de peso vivo do
Oleo essencial de C. ambrosioides contendo 87% de ascaridol ndo foi efetivo na
reducd@o de ovos e do numero de nematoides adultos. No entanto, pode ser utilizado
com alimento para controlar o nimero de larvas infectantes nas pastagens (KETZIS
et al., 2002).

Monzote et al. (2007) demonstraram que o tratamento intraperitoneal de
camundongos com 6leo na dose de 30mg.Kg™ de peso vivo causou a morte de dois
animais dentre os 12 tratados, apds a vigésima quinta aplicacdo consecutiva, esta
toxicidade foi reduzida quando os camundongos foram submetidos ao tratamento

oral com o 6leo.

O tratamento oral prolongado (quinze dias) de camundongos com 0 extrato
hidroalcéolico das folhas de C. ambrosioides nas doses de 5,50 e 500mg.Kg™
resultou em alteraces comportamentais com erecdo da cauda e piloerecdo, além
de alteracBes hepatotoxicas (reducdo na concentracdo de albumina e triglicerideos)
e nefrotdxicas (aumento nos niveis de uréia e no peso dos rins) observadas nos
grupos tratados com doses elevadas (10 e 100 vezes maior do que a dose
terapéutica de 5mg.kg™). Com 5mg.kg™ tem efeito imunoestimulante, com aumento
significativo do numero de células hematopoéticas, quando comparado com o grupo
controle (PEREIRA et al., 2010).

Aumento de aberragbes cromossémicas, diminuicdo dos indicies mitéticos e
de replicacdo conduzindo a morte celular foram observadas em cultura de linfcitos
humanos tratadas com o extrato aquoso de ESM, sugerindo o potencial
carcinogénico desta planta. Efeitos genotoxicos e citotéxicos também foram
relatados para outra espécie aromatica desse mesmo género, 0 extrato aquoso de
Chenopodium multifidum induziu aumento no percentual de cromossomos
aberrantes e na morte celular em cultura de linfécitos humanos, embora, nenhum
efeito sobre estas células tenha sido observado para o extrato aquoso da espécie
nao aromatica, Chenopodium album, sugerindo que o 6leo essencial da planta pode

esta envolvido com estes efeitos toxicos (GADANO et al., 2006)
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2.3.5 Aplicacbes do Chenopodium ambrosioides L.

A administracdo oral e intraperitoneal do Oleo essencial de ESM em
camundongos infectados com Leishmania amazonensis, impediu o desenvolvimento
de lesbBes cutaneas e reduziu o numero de parasitos nessas lesGes, quando
comparado com o grupo tratado com anfotericina B. Resultados de estudos in vitro
também demonstraram que o 6leo essencial dessa planta potencializa o efeito
leishmanicida da pentamidina quando utilizados simultaneamente contra as formas

promastigotas de L. amazonensis (MONZOTE et al., 2007).

A atividade leishmanicida do extrato hidroalcodlico de C. ambrosioides foi
demonstrada in vitro sobre formas promastigotas de L. amazonensis, inibindo 63,6%
do crescimento das formas promastigotas na concentracdo de 0,5mg.mL*
(BEZERRA et al., 2006).

O odleo essencial nas concentracbes de 0,3% e 0,1% inibiu em 100% o
crescimento dos fungos Aspergillus flavus, A. glaucos, A. ochraceous, A. niger,
Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, Fusarium oxysporum, F. semitectum. A
andalise cromatografica revelou a presenca do ascaridol no 6leo (80%), sugere que
este constituinte corresponde ao principal componente antifingico da planta
(JARDIM et al., 2008).

Atividade antifungica in vitro e in vivo do 6leo essencial sobre fungos
dermatdfitos, causadores de micoses no homem e animais também foi demonstrada
por Prasad et al. (2009) ao utilizarem as concentracdes de 700 e 350 ppm do 6leo
em meio &gar para inibir in vitro o crescimento dos fungos Microsporum gypseum e
Trichophyton rubrum, respectivamente. No teste in vivo o 6leo também se mostrou
eficaz no tratamento tépico em porquinhos-da-india acometidos por micose apos 21

dias de tratamento.

Acao repelente sobre ninfas do carrapato Amblyomma cajennense foi
evidenciada com o extrato etandlico dessa planta, que repeliu 100% das ninfas na
maior concentracdo de 2200mg.(cm?)™ durante o periodo de uma hora. Maior
protecdo poderia ser obtida em concentra¢cées mais altas, mas com menor tempo de
repeléncia (SOARES et al., 2010).
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Para o extrato hexénico de C. ambrosioides foi observada atividade
moluscicida na espécie Bulinus truncatus. O estudo fitoquimico revelou a presenca
de flavondides, terpendides e saponinas aos quais foram atribuidos esta atividade
(HMAMOUCHI, LAHLOU e AGOUMI, 2000).

2.4 CLASSIFICACAO, BIOLOGIA E PATOLOGIA DO Ancylostoma spp

Os vermes adultos de Ancylostoma spp. vivem fixados a mucosa do intestino
delgado (ID). Todas as trés espécies de ancilostomideos caninos séo pertencentes
ao género de Ancylostoma conhecidos por provocarem infeccdo endémica,
principalmente nas regies tropicais e sub-tropicais da Asia e da Austrélia, sendo
Ancylostoma ceylanicum e Ancylostoma caninum as espécies mais difundidas e
predominante de ancilostomiase (TAWEETHAVONSAWAT et al., 2010).

Classe: Secernentasida

Ordem: Strongylorida

Superfamilia: Ancylostomatidae

Género: Ancylostoma

Especies: A. caninum e A. braziliense

Hospedeiros
A.caninum: caes, gatos e raposas

A. braziliense: caes e gatos

Quadro 2. Classificagdo do Ancylostoma spp. em caes (Matos Jr. 2008).

No ciclo biolégico, os ovos séo postos na luz do ID e eliminados para 0 meio
exterior com as fezes. As fémeas ovipdem diariamente milhares de ovos nao
embrionados. A. caninum fémeas pde em média 16.000 e Ancylostoma braziliense
4.000 ovos diariamente. No meio exterior, em condicbes adequadas, evolui para
larva de primeiro estadio em 24 a 48 horas, no interior do ovo. Esta larva eclode (L)
e evolui no meio externo para larva de terceiro estadio L3 (infectante). Caes e gatos
se infectam pelas vias, oral, mais frequente, percutanea, transplacentaria e
lactogénica (DATU et al., 2008).
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Quando as larvas infectantes s&o ingeridas, penetram na parede intestinal,
sofrem uma muda, retornam a luz intestinal e atingem a fase adulta. Quando a
infeccdo é pela via percutanea, as larvas infectantes passam pelos capilares
subcutaneos de forma ativa, alcancam os pulmdes, onde sofrem muda para o quarto
estadio e por expectoracdo e degluticdo chegam ao ID, onde se tornam adultas. Em
cées, a partir dos seis meses de idade sensibilizados por infeccbes anteriores, as
larvas infectante que penetram na pele ou mucosa ndo chegam ao intestino e ficam
em laténcia na musculatura. No periparto das cadelas, estas larvas, pela acéo
provavel dos esterdides sexuais ou de substancias protéicas do tipo albumindide e
peso molecular elevado, podem se reativar, mobilizando-se para atravessar a

barreira placentaria e a glandula mamaria (MATOS Jr., 2008).

Normalmente, os parasitas ndo utilizam a mucosa intestinal como alimento.
Porém, quando os animais desenvolvem alguma resisténcia, os habitos do parasita

se modificam e, no lugar de sangue, utilizam a mucosa (KALKOFEN, 1987).

As larvas, ao penetrarem ativamente pela pele, podem provocar irritacao
local. Alteracdes pulmonares podem ser observadas por meio do exame clinico e
exames radioldgicos, pela migracdo das larvas. Entretanto, a principal patogenia dos
ancilostomideos nos cdes e gatos ocorre pela espoliagio sanguinea. Ulceras na
mucosa intestinal sdo associadas a fixacdo das formas adultas pela peca bucal. Um
adulto de A. caninum pode sugar até 0,8mL de sangue ao dia e, em média, a perda
de sangue decorrente de hemorragia da mucosa intestinal e ingestdo de sangue
pelo parasita € de 0,1 a 0,2mL (WOJNAROWICZ e SMITH, 2007).

O quadro é mais severo em caes jovens e caracteriza-se por diarréia
sanguinolenta a partir de multiplas laceracdes no intestino e anemia. Os animais
parasitados emagrecem, ficam anoréticos e podem ficar desidratados, deprimidos e
menos ativos. Em alguns casos, os caes podem morrer. O controle se baseia em
alguns fatores como localizar e eliminar as fontes de infecgdo com tratamento dos
animais infectados, higiene ambiental, manejo dos animais a fim de evitarem areas
onde as larvas possam sobreviver e certificar-se que 0s cdes e gatos sejam
alimentados somente com racéo, evitando assim a infec¢cdo pela esfoliacdo dos
hospedeiros paraténicos que mantém a larva de terceiro estadio, infectante, nos
tecidos. No solo umido e aquecido as larvas infectantes podem sobreviver até 15
semanas (MILLAN e BLASCO-COSTA, 2001).
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Parasitas intestinais estdo entre as doengas infecciosas mais comuns nos
animais de companhia. Os parasitos que infectam cées tém o potencial para infectar
os seres humanos. Portanto, controle destas infec¢des beneficia a saude do céo e

reduz o risco de infec¢des zoonadticas (WANG et al., 2010).

2.5 TRATAMENTOS UTILIZADOS EM ANCILOSTOMIASE DE CAES

Muitos produtos estao disponiveis para tratar e prevenir endoparasitoses em
cées (WANG et al., 2010). Estas infec¢cOes por parasitas sdo normalmente tratados
com medicamentos anti-helminticos (ABUBUCHER et al., 2007), como o febantel
pertence ao grupo dos pro-benzimidazois e atua impedindo a absorcdo de glicose,
causando inanicdo do parasita. Apds absorcdo intestinal este composto é
biotransformado no figado em metabdlitos ativos, principalmente em fembendazol. O
longo periodo de meia vida e a lenta metabolizacdo em substancias inativas permite

maior eficacia dos componentes deste grupo (VIRBAC, 2011).

O anti-helmintico pamoato de pirantel € um agonista colinérgico e utilizado
para controlar os nematéides importantes em pequenos animais, equinos, suinos e
em humanos. E relativamente barato e tem um excelente perfil de seguranca.
Pertence ao grupo das pirimidinas, que atua causando paralisia espastica dos
nematddeos. Este composto € bem absorvido no trato intestinal e sua concentracao
maxima ocorre entre 4 e 6 horas apds administracdo. A importante caracteristica do
pirantel € sua baixa solubilidade em agua, o que |lhe permite alcancar os tricurideos
gue se localizam na porcéo final do intestino grosso (KOPP et al., 2008).

O principio ativo praziquantel é conhecido por ser muito eficaz e atua sobre o
potencial de membrana das células musculares, possivelmente alterando o fluxo de
ions calcio, que resulta na vacuolizacdo e desintegracdo do tegumento do helminto.
Apds a administracéo oral, 80% do medicamento € absorvido pelo trato digestivo em
24 horas, distribuindo-se amplamente e atingindo as diversas localizacbes dos
cestoides no hospedeiro (KIM et al., 2011).

Medicamentos a base de ivermectina demonstraram ser mais que uma
"droga maravilha" na saude humana, melhorando a nutricdo, salude geral e bem-

estar de bilhdes de pessoas em todo o mundo desde que foi usado pela primeira vez
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para tratar da Oncocercose em humanos, em 1988. Possui alta afinidade por canais
de cloro controlados por glutamato, especifico dos nematdéides, fato que parece
estar relacionado com a paralisia e morte do parasita. Utilizada segundo as doses
recomendadas, a ivermectina apresenta ampla margem de seguranca para 0S
mamiferos, pois em funcdo de seu alto peso molecular, ndo atravessa a barreira
hematoenceféalica desses animais (CRUMP e OMURA, 2011).

Para Ribeiro (2003) o controle biologico € descrito quando se utiliza agentes
antagonistas naturais na tentativa de reduzir uma populacdo de pragas causadoras
de perdas na producdo de plantas e animais. Os fungos nematofagos apresentam
melhores resultados para este controle alternativo de nematodides parasitas do trato
gastrointestinal de animais em comparacdo com bactérias, virus e protozoarios.

Frassy et al. (2010) avaliaram in vitro a agdo ovicida do fungo nemato6fago
Pochonia chlamydosporia sobre ovos de Toxocara canis em diferentes intervalos de
tempo e sugerem a empregabilidade deste fungo como uma alternativa de controle
biolégico dos ovos embrionados de Toxocara canis, pois causa a sua destruicao.

Maciel, Aratjo e Cecon (2006) avaliaram a capacidade predatoria de trés
isolados das espécies de fungos predadores de nematdides Arthrobotrys robusta
(131), Duddingtonia flagrans (CG768) e Manacrosporium thamasium (NF34A) no
controle in vitro de larvas infectantes de Ancylostoma spp. de cédes e observaram
gue podem ser utilizados para controlar no ambiente as fases pré-parasitarias de

Ancylostoma spp. de caes.



CAPITULO 1

Avaliacdo do potencial anti-helmintico do extrato etandlico e 6leo essencial de

Chenopodium ambrosioides L. no controle de Ancylostoma spp. de caes

Artigo a ser submetido a publicacdo no periddico Ciéncia Rural
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3 Cap. 1 - Avaliacao do potencial anti-helmintico do extrato etandlico e éleo
essencial de Chenopodium ambrosioides L. no controle de Ancylostoma spp.

de cdes?

Evaluation of anthelmintic potential of Chenopodium ambrosioides L. essential oil
and ethanol extract on control of canine Ancylostoma spp.

Jessica Nascimento Moraes Monteiro?, Anderson Barros Archanjo?, Adilson Vidal
Costa?, Gabriela Porfirio-Passos?, Carlos Cesar Jordem Almanca?®, Isabella Vilhena
Freire Martins?, Lenir Cardoso Porfirio?

3.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar as larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. imersas em
extrato etandlico e éleo essencial de Chenopodium ambrosioides L. no teste in vitro.
Utilizou-se agua destilada (controle negativo) e albendazole e associacdo comercial
de praziguantel, pamoato de pirantel e febantel (controles positivos). O extrato
etandlico de C. ambrosioides L. nas concentra¢des 0,5%, 1,0%, 2,0%, 3,0%, 4,0%,
5,0%, 6,0%, 8,0%, 10,0%, 12,0% e 20% apresentaram insuficiente atividade para o
efeito larvicida. O 6leo essencial na concentracdo de 150pL.mL™ foi eficaz contra Ls.
A formulacdo de biscoito manipulado com a concentracédo de 37,5uL.g” do 6leo
essencial C. ambrosioides L reduziu o niumero de ovos por grama de fezes dos
cdes. O teste in vivo, com 26 cdes adultos, higidos, sem distincdo de raca e sexo
foram divididos em trés grupos: F1 (biscoito sem principio ativo), F2 (biscoito com
principio ativo de C. ambrosioides L.), F3 (biscoito com principio ativo alopatico). No
hemograma, houve diferenca significativa no F1 para os valores de hemacias,
hematdcrito e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e albumina

na bioquimica sérica. O F2 apresentou diferenca nho CHCM e ma bioquimica a

! Parte da dissertagio de mestrado em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) do primeiro autor.

?Departamento de Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre-ES, Brasil. Rua: Alto
Universitario, s/n. Centro, Alegre-ES. CEP: 29500-00 Caixa Postal 16. E-mail para contato: lenir.porfirio@ufes.br; lenircp@yahoo.com.br.
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proteina sérica e globulina. O F3, os valores para linfécitos e mondcitos no
hemograma e a albumina e globulina foram diferentes entre o M1 e M2. No exame
parasitologico o F1 manteve-se parasitado, enquanto o F2 reduziu de forma
significativa a infeccédo e o F3 apresentou resultado negativo no M2. Conclui-se que
a formulacéo de biscoito manipulado com 6leo essencial C. ambrosioides L reduziu
a infeccdo de Ancylostoma spp. em caes naturalmente parasitados.

Palavras-chave: erva-de-santa-maria, planta medicinal, 6leo essencial. helmintos.

3.2 ABSTRACT

This study aimed to assess the infective larvae (L3) of Ancylostoma spp. immersed in
ethanol extract and Chenopodium ambrosioides L. essential oil with in vitro test. It
was used distilled water (negative control) and albendazole and commercial
association of praziquantel, pyrantel pamoate and febantel (positive controls). The
ethanol extract of C. ambrosioides L. at a concentration of 0.5%, 1.0%, 2.0%, 3.0%,
4.0%, 5.0%, 6.0%, 8.0%, 10.0%, 12.0 % and 20% had insufficient activity for
larvicidal effect. The essential oil at a concentration of 150uL.mL-1 was effective
against L3. The formulation of a biscuit manipulated with a concentration of 37.5
pL.g-1 of the C. ambrosioides L essential oil reduced the number of eggs per gram of
dogs’ feces. The in vivo test with 26 adult dogs, healthy, without distinction of race
and sex were divided into three groups: F1 (biscuit without active ingredient), F2
(biscuit with C. ambrosioides L. active ingredient), F3 (biscuit with allopathic active
ingredient). The CBC showed significant differences in F1 for values of red blood
cells, hematocrit and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and
albumin in serum biochemistry. The F2 showed difference in MCHC and in the

biochemical serum protein and globulin. In the F3, values for lymphocytes and
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monocytes in the blood cell count and the albumin and globulin were different
between M1 and M2. At the parasitological exam F1 remained parasitized, while the
F2 reduced significantly infection and F3 showed negative result in M2. It is
concluded that the formulation of a biscuit manipulated with C. ambrosioides L
essential oil reduced the infection of Ancylostoma spp. in naturally infected dogs.

Keywords: herb-of-santa-maria, medicinal plants, essential oil, helminths.

3.3 INTRODUCAO

A fitoterapia é utilizada no controle das enteroparasitoses de diversas espécies
animais e SILVA (2012) reporta a eficacia de Chenopodium ambrosioides L. sobre
endoparasitos de pequenos ruminantes, assim como a infusdo das folhas em
humanos (MACDONALD et al., 2004); o extrato hexanico e diclorometano em teste
in vitro com larvas de Toxocara canis (REIS et al., 2010); atividade antiinflamatéria
(BORBA e AMORIM, 2004); antifungica, acaricida (AVANCINI et al., 2008) e
analgésica (CASTELLANOS, 2008), mas ndo ha relato na literatura da atividade
desta planta no controle de Ancylostoma spp. em cées.

Para eliminar os inconvenientes sabores desagradaveis e pouco palataveis dos
principios ativos dos anti-helminticos, podem-se manipular biscoitos fitoterapicos
preparados a base de substrato de racdo, nos quais se incorpora principios ativos de
C. ambrosioides, o que facilita a administracéo oral para os cdes, além da vantagem
de apresentarem baixo custo (MONTEIRO et al., 2011).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial anti-helmintico do extrato
etandlico e 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides L. no controle de

Ancylostoma spp. de cées.
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3.4 MATERIAL E METODOS
Para este estudo foi realizado um ensaio clinico pareado obedecendo aos principios
da Comissédo de Etica no uso de animais em pesquisa com protocolo experimental

aprovado sob o nimero 0200018/2010.

3.4.1 Obtencéao da planta

Foram colhidas partes aéreas de exemplares de Chenopodium ambrosioides L., do
Horto de Plantas Medicinais do municipio de Alegre, ES. A exsicata numero CGMS-
32.496, foi identificada pela Professora Doutora Vali Joana Pott como Chenopodium
ambrosioides L. (Amaranthaceae) e estd depositada no herbario da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul.

O municipio de Alegre, Espirito Santo, possui area de 778,6km?
Temperatura média anual de 22,2°C, variando entre 16,9°C e 29,0°C. Clima quente
e Umido no verao e seco no inverno. Altitude da Sede: 250m. Altitude Minima: 100m.
Altitude Méxima: 1.326m. Latitude - 20°45'49". Longitude - 41°31'57". O municipio
faz limite ao Norte com Ibitirama, Muniz Freire e Castelo. Ao Sul com Mimoso de Sul.
Ao Leste com Jerdnimo Monteiro e Cachoeiro de Itapemirim. E a Oeste com Guacui

e S&o José do Calgcado (PMA, 2012).

3.4.2 Obtencé&o do extrato etandlico de C. ambrosioides L.

Na preparacdo dos extratos etandlicos, as folhas depois de secas em camara de
secagem a 40°C com desumidificador, até peso constante, foram trituradas na forma
de po6 e pesados 200g colocada para macerar em 1,0L de etanol (Vetec a 99,8%
P.A. ACS) em temperatura ambiente durante uma semana, protegido da luz. Apos

este periodo os preparados foram filtrados, remacerados por mais trés vezes. Todo
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o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a 40°C, com presséo reduzida e
colocada em estufa para evaporacao de todo o alcool, formado o extrato etandlico,
com rendimento de 6,45 gramas. Este extrato foi armazenado a 4°C até a sua

utilizacao.

3.4.3 Obtencéao do 6leo essencial de C. ambrosioides L.

Partes aéreas da planta fresca foram coletadas na parte da manha, entre 10 e 12
horas, pesadas e secas em camara de secagem, trituradas e moidas em liquidificar
com moedor (Walita HR2943/00) e 100g colocadas em balédo de fundo redondo com
capacidade de 3L, onde se adicionou 1,5L de agua destilada. Colocou-se o balédo
com a planta na manta aquecedora, promovendo a hidrodestilagdo durante 4 horas,
conforme recomenda a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). A quantidade de
Oleo essencial de C. ambrosioides obtido por hidrodestilacdo com aparelho de
Clevenger foi de 0,4%, apds retirar todo residuo de agua com sulfato de sddio

anidro.

3.4.4 Obtencdao das larvas de terceiro estagio de Ancylostoma spp.

Para a realizacdo do teste in vitro foram obtidas amostras de fezes coletadas
diretamente da ampola retal de cées infectados naturalmente e com presenca de
ovos de Ancylostoma spp. As fezes foram mantidas em sacos plasticos sob-
refrigeracdo para realizacdo dos exames parasitolégicos pelo método de WILLIS
(1921).

A obtencao das larvas de Ancylostoma spp. foi por meio do cultivo das fezes pelo
meétodo de coprocultura quantitativa, adaptado de UENO & GONCALVES (1998) e

descrito inicialmente por ROBERTS & O’SULLIVAN (1950).
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3.4.5 Formacdo dos grupos e teste in vitro com extrato etandlico e oleo
essencial de C. ambrosioides L.

Foram formados os grupos A (controle negativo) com a utilizacdo de agua destilada;
B1 (controle positivo) com anti-helmintico albendazole; B2 (controle positivo) com
vermifugo de amplo espectro em associacdo praziquantel, pamoato de pirantel e
febantel, ambos em apresentacdo comercial liquida; grupo C (tratamento EE) com
extrato etanélico de C. ambrosioides nas concentracdes: C1: 0,005g.mL™; C2: 0,01
g.mL™?; C3: 0,02 g.mL™; C4: 0,03 g.mL™?; C5: 0,04 g.mL™; C6: 0,05 g.mL™; C7: 0,06
g.mL?; C8: 0,08 g.mL™*; C9: 0,1 g.mL™; C10: 0,12g.mL™?; C11: 0,2g.mL™*; grupo D
(tratamento OE) com 6leo essencial de C. ambrosioides nas concentragfes: D1:
50uL.mL™; D2: 100pL.mL* e D3: 150uL.mL* e grupo E (solvente) E1:
Propilenoglicol e E2: Polissorbato.

Os testes in vitro com o extrato etandlico e 0leo essencial foram realizados em
duplicata para cada grupo. Para isso utilizaram-se microtubos de polipropileno com
capacidade de 1500uL (Eppendorf®), onde foram pipetadas 500uL da substancia
testada e adicionado mais 500uL da solucdo com as larvas. ApGs 48h de exposicéo
aos tratamentos, conforme REIS et al. (2010), foi depositado 10uL da solucdo em
lamina de vidro para a observacdo a motilidade de 30 larvas por campo de 40x em
microscopia de luz.

A atividade larvicida foi avaliada quanto aos escores (Quadro 1) observados nas
larvas pela técnica desenvolvida originalmente por KIUCHI et al. (1987) e
modificada por REIS et al. (2010). Para um movimento especifico foi atribuida as
larvas presentes, o escore correspondente. Os valores obtidos foram analisados

pela porcentagem de escores pontuados (Quadro 1).
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3.4.6 Formulacédo do biscoito com 6leo essencial de C. ambrosioides L.

Os biscoitos foram preparados com racdo seca peletizada, gelatina farmacéutica,
biscoito agua e sal, gordura vegetal, racdo iumida como flavorizante e 6leo essencial
de C. ambrosioides na concentracdo que alcancou 100% de atividade larvicida no
teste in vitro 150pL.mL™. Apds proceder a mistura dos componentes, foram
moldadas e colocadas em estufa a 40°C por 4 horas. Cada biscoito ficou com

aproximadamente quatro gramas e concentracdo de 37,5uL.g™* de 6leo essencial.

3.4.7 Selecdo dos animais, formacdo dos grupos e teste in vivo com 0Oleo
essencial de C. ambrosioides L. em biscoito medicamentoso

Utilizaram-se 26 cédes com idade acima de seis meses, entre 12 a 15kg de peso
vivo, sem distincdo de raca e sexo, ndo prenhez e alojados no Centro de Controle de
Zoonoses (CC2), localizado no Municipio da Serra, Espirito Santo. Todos foram
alimentados com racdo comercial e agua ad libitum. Durante o tratamento, 0s
animais permaneceram alojados em canis com acesso ao sol. Apés avaliacdo clinica
e laboratorial somente os animais sem alteracdo sistémica, mas com infeccao
natural por Ancylostoma spp. foram selecionados para o estudo.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: grupo F (biscoito)

F1: (sem principio ativo) com nove cées, F2 (principio ativo Oleo essencial) de C.
ambrosioides L. com 10 cédes, F3 (principio ativo alopéatico) com sete cdes. Cada
animal do F1 e F2 recebeu tratamento no momento inicial (M1), um biscoito por dia
durante trés dias consecutivos, com repeticdo apos 15 dias. Os animais do F3

receberam dose Unica da associacdo medicamentosa de amplo espectro em
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formulacdo de biscoito, na dose recomendada pelo fabricante e repetida apos 15

dias.

3.4.8 Hematologia, biogquimica sérica e parasitolégico de fezes dos animais
Foram coletadas amostras de sangue periférico da veia cefalica para realizacdo do
hemograma (M1 e M2), armazenado em tubos com acido etileno diamino tetracético
a 10% (EDTA) e processados imediatamente em analisador automatico Mindray BC-
2800Vet. A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada por citoscopia, em
esfregaco sanguineo corado pelo kit rapido Panético, marca NewProv®.

Para as andlises bioguimica, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm para obtencéo do
soro e realizacdo da dosagem da atividade sérica das enzimas alanino
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), e
para os analitos ureia, creatinina, proteinas totais e albumina. As amostras foram
processadas no analisador bioquimico semi-automatico modelo Bioplus Bio-200°.
Para avaliacdo parasitologica foram coletadas amostras de fezes de todos os
animais e acondicionadas em frascos, identificadas e refrigeradas a 4°C, para
posterior andlise, ndo excedendo 24h apds a coleta. A técnica empregada no exame
parasitolégico foi pelo método quantitativo do tipo flutuacéo, e observacdo por meio
de microscopia de luz, para contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (SLOSS
et al., 1999).

Os valores obtidos foram analisados pelo teste T paramétrico pareado a 5% de

significancia, com o programa BioEstat 5.0.
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3.5 RESULTADOS

No teste in vitro o grupo A (controle negativo) realizado com agua destilada, e grupo
E (solventes) ndo foi observada atividade larvicida, tendo todas as amostras
apresentado escore 5 (Quadro 1). Os grupos Bl e B2 (controles positivos) com
antiparasitarios comerciais, apresentaram escore 2 e 3, respectivamente. Nos
grupos Cl a C11 (tratamento EE) as larvas obtiveram escore 5. No grupo D
(tratamento OE) as larvas apresentaram para D1 e D2 escore 4 e 3,
respectivamente, e para D3 com escore zero (Tabela 1).

Nos testes in vivo, foram observadas alteracdes hematoldgicas significativas (p<5%)
no hemograma para o grupo de animais que nao receberam medicacéo (F1) houve
reducdo significativa nas hemacias, hematocrito e CHCM. O grupo formado pelos
animais que receberam formulacdo de biscoito medicamentoso com 6leo essencial
de C. ambrosioides (F2) foi observado reducédo do CHCM e no grupo de animais que
receberam a medicacdo comercial de amplo espectro (F3) a reducao foi observada
nos linfécitos e aumento dos mondcitos. Na bioquimica sérica de F1 houve reducao
de albumina. No grupo F2 as proteinas totais e globulinas aumentaram
estatisticamente. No grupo F3 a albumina reduziu e as globulinas aumentaram
(Tabela 2).

Para o exame parasitologico de fezes houve reducdo significativa (p<0,05) na
contagem de ovos por grama de fezes dos parasitos Ancylostoma spp. Para o F1 a
reducdo foi de 7,42% no numero de ovos por grama de fezes, para o F2 de 82,14%

e no F3 foi 100%. (Tabela 3).
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3.6 DISCUSSAO

Os grupos A, controle negativo com agua destilada, E1 com propilenoglicol e E2
com polissorbato ndo alteraram a motilidade larval e todas as larvas examinadas
permaneceram com escore 5, o que ja era esperado. Para os controles positivos,
com antiparasitarios comerciais, observou-se escore 2 e 3, 0 que demonstra pouca
atividade larvicida ja que os medicamentos comerciais utilizados neste experimento
sdo os preferenciais para a clinica médica de animais de companhia para tratar
verminoses. A resisténcia anti-helmintica ao albendazole, levamisol e ivermectina,
tem sido relatada no Brasil, em pequenos ruminantes (LIMA et al., 2010), porém
ainda nao foi relatada em helmintos de animais de companhia.

Os grupos tratamento C1 a C11, com extrato etanolico de Chenopodium
ambrosioides L. nas concentracdes C1: 0,005g.mL™; C2: 0,01g.mL™; C3: 0,02g.mL™;
C4: 0,03g.mL™; C5: 0,04g.mL™?; C6: 0,05g.mL™; C7: 0,06g.mL™; C8: 0,08g.mL™; C9:
0,1g.mL™; C10: 0,12g.mL™; C11: 0,2g.mL™ ndo demonstraram efeito larvicida em
testes in vitro, com as larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. e como todas as
larvas dos grupos diluidos com propilenoglicol permaneceram vivas, com escore 5,
isto demonstra que o solvente usado para solubilizar o extrato etandlico néo
interferiu na atividade das larvas.

REIS et al. (2010) coletaram vermes adultos de Toxocara canis de filhotes caninos,
e apdés remocgao dos ovos do utero dos vermes, mantiveram em 1% de formalina a
27°C até o desenvolvimento do estégio infectante. Para o teste in vitro utilizaram o
extrato hexanico de C. ambrosioides L., nas doses de 0,01; 0,05 e 0,1mg.mL™*
diluido em DMSO em larvas de segundo estagio e relatam efeito larvicida na dose
mais baixa de 0,01mg.mL™, diferente deste trabalho, no qual foi obtido extrato

hidroalcoolico e como solvente propilenoglicol.
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No presente trabalho, os testes in vitro com larvas de terceiro estagio de
Ancylostoma spp., o Oleo essencial de C. ambrosioides L., nas concentracdes de
50uL.mL™ (D1), 88,33% das larvas apresentaram escore 4 e 11,66% das larvas
estavam mortas. Para a concentracdo de 100pL.mL™ (D) o escore foi classificado
como 3 para 95% das larvas examinadas e 5% estavam mortas. Para o Oleo
essencial na concentracdo de 150pL.mL™ (D3) a atividade larvicida foi de 100%, isto
é, todas as larvas estavam mortas. A atividade larvicida do teste in vitro, pode ter
ocorrido pelo contato direto do 6leo essencial com as larvas infectantes em
concentracbes potencialmente ativas. Este Oleo apresenta um componente
conhecido como ascaridol, um monoterpeno encontrado em grande quantidade no
Oleo essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides. As plantas desse estudo
foram coletadas no municipio de Alegre-ES e apresentaram 87% de (Z)-ascaridol
em sua composicdo (VIEIRA et al., 2011). Para Castellanos (2008) este componente
se comporta como potente agente antiparasitario

No teste in vivo o grupo de animais que ndo receberam medicacdo (F1)
apresentaram reducéo significativa nos parametros do eritrograma como as
hemécias (p=0,01), hematécrito (p=0,01) e CHCM (p=0,001) e associado com a
reducdo da albumina (p=0,01) o que pode ter ocorrido pela prépria infeccao
parasitaria que permaneceu durante o periodo experimental, visto que, um adulto de
A. caninum pode sugar até 0,8mL de sangue ao dia e, em média, a perda de sangue
decorrente de hemorragia da mucosa intestinal e ingestdo de sangue pelo parasita é
de 0,1 a 0,2mL (WOJNAROWICZ e SMITH, 2007). Estes resultados ressaltam a
importancia do tratamento dos animais, pois esta parasitose, o animal pode

desenvolver anemia e perda de albumina em pouco tempo.
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Nos cades do grupo tratado com biscoitos medicamentosos (F2) contendo Oleo
essencial de C. ambrosioides na dose de 37,5uL.g™” foram observadas alteracées
significativas com a diminuicdo do CHCM (p=0,04) e aumento das proteinas séricas
(p=0,005) e globulinas (p=0,001). PEREIRA et al. (2010) trataram camundongos por
via oral, durante 15 dias, com extrato hidroalcéolico das folhas de C. ambrosioides
na dose de 5mg.kg-1 e observaram efeito imunoestimulante, com aumento
significativo do numero de células hematopoéticas, quando comparado com 0 grupo
controle, estes resultados concordam com o presente estudo, se considerar o
aumento no valor obtido para globulinas.

Os animais do grupo F3 apresentaram alteraces no hemograma com reducao de
linfécitos (p=0,03) e aumento de mondcitos (p=0,03) o que pode significar estresse
sistémico. E para a bioquimica sérica, neste grupo foi observado reducdo na
albumina (p=0,007) e aumento de globulina (p=0,006).

Em relacdo ao exame parasitoldgico, ao analisar as médias do nimero de ovos por
grama de fezes, de Ancylostoma spp. dos animais tratados com biscoito
medicamentoso acrescido de 6leo essencial de C. ambrosioides a 150pL.mL™
(Tabela 3), observa-se que apresentaram reducdo de 82,15%. Apesar destes
animais ndo apresentarem resultados negativos para o exame parasitolégico pode-
se considerar que a reducdo no OPG foi satisfatoria, visto que quando se utiliza
produtos derivados de plantas medicinais, procura-se para promover o controle da
infeccdo parasitaria, mantendo contato com o antigeno, em menor escala e espera-
se estimular o sistema imunoldgico.

GITHIORI et al. (2006) reportam que teste in vivo e in vitro nas mesmas
concentracbes, nem sempre corresponde a mesma biodisponibilidade, e para

BRAUNE et al. (2001) pode ocorrer decomposicdo dos compostos quimicos de
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plantas por bactérias presentes no intestino de monogastricos, antes que haja
absorcdo para ser metabolizado, no entanto estas alteracbes néo interferiram no
efeito parasiticida do 6leo essencial de C. ambrosioides no presente trabalho.

O uso de plantas medicinais pode se tornar complementar no tratamento ou controle
de endoparasitos em animais de companhia, de acordo com RATTAN (2010) o
fitocomplexo que compde C. ambrosioides L. apresenta mecanismo de acéo entre
as suas moléculas que interagem de forma flexivel e dindmica, desta forma pode-se
reduzir o uso de produtos quimicos largamente comercializados no Brasil, pois se
observa que os produtos atuais estdo agregando maior quantidade de substancias
guimicas sem relato das interacdes medicamentosas que possam apresentar estes

compostos.

3.7 CONCLUSAO

O extrato etandlico das partes aéreas da erva-de-santa-maria (C. ambrosioides L),
em diferentes concentracdes, diluidas em propilenoglicol ndo apresentou efeito anti-
helmintico para larvas de terceiro estagio de Ancylostoma spp.

A formulacdo de biscoito manipulado com a concentragédo de 37,5pL.g* do 6leo
essencial C. ambrosioides L. apresentou resultado satisfatério na reducdo do
ndamero de ovos por gramas de fezes, em cées naturalmente infectados com

Ancylostoma spp.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Recomenda-se o uso do biscoito manipulado com a concentragéo de 37,5uL.g™ do
Oleo essencial C. ambrosioides L., pois apresentou resultado satisfatério na reducao
do numero de ovos por gramas de fezes, em cédes naturalmente infectados com
Ancylostoma spp. Deve-se levar em consideragédo a auséncia de efeitos colaterais e
a facilidade na sua administracao.

Adicionalmente sugere-se mais pesquisas relacionadas ao uso de plantas

medicinais para tratamento das verminoses.



Estagio dalarva Escore

Movimento rapido utilizando todo o corpo 5
Movimento intermediario utilizando todo o corpo 4
Movimento lento utilizando todo o corpo 3

Movendo somente a parte do corpo durante a observacdao 2
Imoével, mas ndo morto 1

Morto 0

Quadro 1. Critério para avaliacao do efeito do 6leo essencial de Chenopodium
ambrosioides L. em larvas de terceiro estagio de Ancylostoma spp.

Fonte: REIS et al. (2010)
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Tabela 1. Atividade anti-helmintica de Chenopodium ambrosioides em larvas infectantes de
Ancylostoma spp.

Grupos Teste Escores % de larvas % de larvas
vivas imoveis

A (controle negativo) Agua destilada 5 100,00 0,00

B1(controle positivo) Albendazol 2 35,00 65,00

B2 (controle positivo) Amplo espectro* 3 38,33 61,67

C1aCl11 (tratamento EE) Extrato etanolico 5 100,00 0,00

D1(tratamento OE) 50uL.mL™ Oleo essencial 4 88,33 11,66

D2(tratamento OE) 100pL.mL™ Oleo essencial 3 95,00 5,00

D3(tratamento OE) 150pL.mL™* Oleo essencial 0 0,00 100,00

E (solventes) Propileno e polissorbato 5 100,00 0,00

* praziquantel, pamoato de pirantel e febantel
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de 26 cdes, média e desvio padrao (DP) néo tratados (F1) tratados com 06leo essencial

de Chenopodium ambrosioides (F2) e com praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina (F3).

F1* F2 F3
Parametros** M1*** M2 prxE* M1 M2 p M1 M2 p Referéncia*****
Hem 6,9+0,94a 6,32+0,73b 0,01  6,40+0,47a 591+1,15a 0,11 6,26%0,65a  5,80+1,32a 0,23  5,5-8,5 x10°/pL
Hb 13,62+1,88a 13,06+1,74a 0,12 12,96+1,04a 11,96+250a 0,11 13,14+1,19a 11,68+243a 0,14 12,0-14,0g/dL
Ht 42,50+5,26a 39,36+4,34b 0,01 39,38+2,82a 37,34+7,54a 0,19 38,95+3,26a 35,84+7,65a 0,19 37a55%
VCM 61,94+4,52a 62,61+3,12a 0,13 61,61+2,50a 63,20+1,76a 0,06 62,22+3,05a 62,10+2,55a 0,46 67a77fL
CHCM 31,85+0,84a 33,09+1,11b 0,001 32,85+1,11a 31,96+0,63b 0,04 33,41+1,6la 32,60+0,40a 0,13 30a34%
Leuc 10,02+3183a  10,11+1753a 0,47 11.02+4631a 10,35+4058a 0,36 10,90+3317a 11,20+4435a 0,42 6,0-17,0 x10%/uL
Neutr 554+2721a  551+1514a 0,48  6,19+2618a 550+2595a 0,28  6,32#2037a  9,05+4097a 0,06  3,0-11,5 x10%/uL
Linf 3,60+1250a  3,39+2109a 0,40 3,57+2397a  3,54%3292a 0,48  3,40+2485a  1,32+594b 0,03  1,0-4,8 x10*/uL
Mon 0,38+248a 0,23+97a 0,07 0,62+386a 0,49+29%9a 0,18  0,23+144a 0,49+370b 0,03  015-1.35 x10%/uL
Eos 0,48+309a 0,56+695a 0,38 0,61+652a 0,79+#822a 0,16  0,94+#1319a  0,16+204a 0,07 010,75 x10*/uL
Ur 35,7+14,5a  34,4+119a 0,71  36,1#13,7a  37,6+16,0a 0,85 72,9+29,1a  48,9+17,1b 0,009 21-56g.dL™*
Cr 0,9+0,2a 0,8+0,3a 0,61 0,9+0,1a 0,9+0,2a 0,44 1,0+0,3a 1,1+0,2a 0,38 0,5-1,5g.dL™
ALT 26,1+9,4a 30,6+10,5a 0,38 30,4+46,6a 26,4+11,3a 0,39  47,1+40,0a  81,0+56,8a 0,07 21-102g.dL™
AST 30,6+10,5a 25,045,1a 0,09  30,2+11,5a  32,0£10,9a 0,11  33,8%+12,3a  63,0+57,4a 0,20 23-63g.dL™*
FA 54,5+21,4a  53,8+21,7a 0,94  957+25,6a  90,0+29,6a 0,14 126,2+99,0a 109,5+82,7a 0,09 20-156
PT 7,3+0,6a 8,0+1,6a 0,29 6,7+0,7a 7,8+1,1b  0.005 6,7+0,5a 7,3t1,2a 0,13 5,4-7,1
Alb 2,5+0,4a 2,2+0,3b 0,01 2,2+0,6a 2,0+0,6a 0,23 2,5+0,5a 1,9+0,1b 0,007 2,6-3,3
Glob 4,7+0,6a 5,8+1,9a 0,12 4,4+0,9a 5,8+0,5b 0,001 4,0£1,0a 5,4+1,4b 0,006 2,7-4,4
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* F1: Cdes ndo tratados. F2: Caes tratados com 37,5uL.g” de 6leo essencial de C. ambrosioides. F3: Caes
tratados com praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina.

** Hem: Hemdcias; Hb: Hemoglobina; Ht: Hematocrito; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Médio; Leuc; Leucécitos Totais; Neutr: Neutrofilo; Linf:
Linfocitos; Mon: Mondcitos; Eos: Eosinofilos; Ur: Uréia; Cr: Creatinina; ALT: Alanina Amino Transferase;
AST: Aspartato Aminos Transferase; FA: Fosfatase Alcalina; PS: Proteina Sérica; Alb: Albumina; Glob:
Globulina.

*** M1: Momento inicial, imediatamente antes da medicagéo. M2: Momento final.

**** n: probabilidade

JxxEx \Weiss e Wardrop (2010). Kaneko et al. (2008).
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Tabela 3. Quantidade de ovos por grama de fezes (OPG), média e desvio padrdo (DP) dos
cdes ndo tratados (F1) tratados com OGleo essencial de Chenopodium ambrosioides (F2) e

tratados com praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina (F3).

F1 F2 F3
Animais
M1 M2 M1 M2 M1 M2
1 800 600 600 200 600 0
2 400 600 400 0 800 0
3 400 400 600 0 1000 0
4 400 200 400 200 800 0
5 800 600 600 0 1200 0
6 400 400 800 200 1000 0
7 1000 1000 800 200 800 0
8 600 400 400 0 - -
9 600 800 600 200 - -
10 - - 400 0 - -

Media, 600 555,5 560,0 100,0 885,7 0,0

DP +223,6a +240,3a *157,7a +1054b £1951a  +0,0b

p p=0,44 p<0,0001 p<0,0001
% de
7,42% 82,15% 100%
reducao

F1: Cdes ndo tratados. F2: Cées tratados com 37,5uL.g™ de 6leo essencial de C. ambrosioides. F3: Caes tratados
com praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina. p: probabilidade. DP: desvio padrdo. M1:
Momento inicial, imediatamente antes da medicacdo. M2: Momento final, 21 dias ap6s a medicacdo. Médias

seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste T pareado.
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