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RESUMO - A existéncia de cepas multirresistentes do Haemonchus contortus aos farmacos
sintéticos fez crescer o interesse na acgao farmacolégica de fitoterapicos. Nesse aspecto, a pasta
contendo limoneno foi testada in vivo e in vitro. No teste in vivo 12 ovinos foram infectados
artificialmente com 8.000 larvas de estagio L3 de H. contortus. Apés fixacdo da infeccao, foram
realizados 2 protocolos de estudo, onde os animais foram divididos em 2 grupos experimentais
(controle e tratado), com infeccdo similares. No primeiro protocolo, o grupo tratado recebeu pasta
contendo 18 gramas de limoneno em dose Unica. Para determinacdo no nivel de infeccdo e
eficacia do produto, exames de contagem de ovos por grama de fezes foram realizados. N&o
houve eficacia em dose Unica. No segundo protocolo o grupo tratado recebeu a mesma quantidade
da pasta por 3 dias consecutivos. Esse protocolo permitiu uma redugéo da contagem dos ovos em
100% apos 16 dias do inicio do tratamento, no entanto, a infeccdo aumentou novamente e ao final
da observacao (23 dias do inicio do tratamento) foi observado 58,37% na reducdo da contagem de
ovos em relag&o ao grupo controle. Um teste in vitro foi realizado para se avaliar a possibilidade de
interferéncia do limoneno sobre a eclosdo de ovos. A pasta foi eficiente somente até 3 dias da
Gltima administragdo (100% de inibicdo), porém, o efeito cessou com 5 dias da Ultima
administragdo. Devido a diminuigdo na contagem de ovos no tratamento com 3 doses de limoneno
e a interferéncia na viabilidade dos ovos do parasita péde-se concluir que a pasta de limoneno
pode ser uma possivel alternativa para controle de H. contortus, exigindo maiores estudos para

confirmagao dos resultados.
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ABSTRACT - The existence of multidrug-resistant strains of Haemonchus contortus to synthetic
drugs has increased interest in the pharmacological action of herbal medicines. In this regard, the
paste containing limonene was tested in vivo and in vitro. In the in vivo test 12 sheep were artificially
infected with 8,000 L3 larvae of H. contortus. After fixing the infection, 2 study protocols were
carried out, where the animals were divided into 2 experimental groups (control and treated), with
similar infections. In the first protocol, the treated group received a paste containing 18 grams of
limonene in a single dose. To determine the level of infection and efficacy of the product, exams of
egg count per gram of feces were performed. There was no efficacy in a single dose. In the second
protocol, the treated group received the same amount of paste for 3 consecutive days. This protocol
allowed a reduction in the egg count by 100% after 16 days from the beginning of the treatment,
however, the infection increased again and at the end of the observation (23 days from the
beginning of the treatment), 58.37% was observed in the reduction of the count of eggs in relation to
the control group. An in vitro test was carried out to assess the possibility of limonene interference
on the hatching of eggs. The paste was effective only up to 3 days after the last administration
(100% inhibition), however, the effect ceased within 5 days of the last administration. Due to the
decrease in egg count in the treatment with 3 doses of limonene and the interference in the viability
of the parasite's eggs, it was concluded that the limonene paste may be a possible alternative for

the control of H. contortus, requiring further studies to confirm the results.
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1 INTRODUCAO

H. contortus € um nematoide pertencente a familia Trichostrongylidae, parasita de maior
prevaléncia encontrado em rebanhos ovinos, cuja patogenicidade esta relacionada ao seu grande
potencial hematéfago. Quando na sua fase adulta, o nematoide remove através da ingestdo direta
ou através da perda de sangue pelas lesdes que causa no abomaso, em média 0,05 ml de sangue
por dia do hospedeiro (Amarante et al., 2004). Essa agressividade é o que caracteriza a patologia,
devido ao quadro anémico que desenvolve através da perda significativa do volume total de
eritrécitos circulantes no hospedeiro. Além da reducdo nas reservas de ferro e eritropoiese,
ocasionada pela perda proteica (Bowman, 2010).

A cronicidade da patologia desencadeia no hospedeiro a reducdo no volume globular, palidez
das mucosas, edema submandibular, edema abdominal e perda de peso. Quadro que pode ser
agravado pela desnutricAo causada pela falta de pastagem que acontecem pelas mudangas
climéticas das estacdes do ano (Radostits, 2002). Quando se apresenta na forma hiperaguda, pode
ocasionar morte subita, por desenvolver no hospedeiro um quadro de gastrite hemorragica intensa
com diminuicdo da concentracao sanguinea de proteinas totais, em especial a aloumina (Bricarello
et al., 2002).

A busca pela sustentabilidade na sanidade da producéo animal direciona pesquisas para 0
desenvolvimento alternativo que permitam o tratamento dos animais sem que residuos sejam
depositados em seus produtos e no ambiente, como também, na elaboracdo de produtos

favorecendo a producdo sustentavel (Coles et al., 2006).

Nesse aspecto, para o controle parasitologico, diferentes plantas tem demonstrado que podem
conter um grande e variado numero de metabdlitos secundarios, ou substancias
farmacologicamente ativas, incluindo 6leos essenciais, enzimas proteoliticas, lectinas e polifenois
(taninos) que podem produzir efeitos diretos ou indiretos, de maneira isolada ou em conjunto, sobre
parasitas gastrointestinais (Jackson & Gordon, 2008). A escolha das espécies para estudos
farmacologicos deve levar em consideracao a padronizacdo operacional, os dados relacionados
aos conhecimentos populares mais relevantes e relacionados aos sistemas tradicionais de
medicina (McChesney JD et al., 2007). Pois o resgate do conhecimento etnofarmacolégicos tem
indicado resultados positivos nos testes in vitro, mas a validagéo cientifica necessaria aos efeitos
anti-helminticos e possiveis efeitos colaterais de grande parte dos produtos vegetais ainda é
limitada (Souza, C. M. et al., 2007), porém fundamental para a utilizacdo correta aos fins
comerciais. Como é grande o interesse em explorar a atividade anti-helmintica de plantas ou seus
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produtos, também, é crescente o interesse de se encontrar 0 melhor meio de utilizacdo da sua
bioatividade (Jackson e Gordon, 2008).

O objetivo deste trabalho foi a determinacdo da eficacia da acdo anti-helmintica da pasta de
limoneno no controle de H. contortus em ovinos. Através da realizacdo do teste in vivo, com a
administracdo da pasta de limoneno aos animais artificialmente infectados com cepa conhecida de
H. contortus, também, o teste in vitro de inibicdo da eclosdo de ovos (IEO), através de ovos
recuperados das fezes de ovinos artificialmente infectados com o nematédeo. Devido a resisténcia
em ovinos ainda ser um entrave que necessita ser entendido, o desenvolvimento de compostos
fitoquimicos podem ser alternativos aos efeitos negativos causados pelos anti-helminticos
sintéticos (Vieira, 2003).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Producéo da pasta de limoneno

A pasta de limoneno foi produzida pela empresa HYG Systems de acordo com metodologia
prépria e ndo divulgada. A pasta continha em cada grama de produto, 500 mg de limoneno. A
pasta foi acondicionada em seringas para medicamentos veterinarios para uso oral de modo que

cada animal recebeu 18 gramas de limoneno (36 gramas de produto) por 1 ou 3 dias.

2.2. Alojamento dos animais do projeto

Os animais foram recebidos no confinamento, pesados, identificados através de colares
numeéricos e vermifugados com dosagem individual de Cloridrato de Levamisol (Ripercol) (SC) e
Monepantel 2,5% (Zolvix) (VO). Dez dias apds seguiu-se o exame de contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), constatou-se que ndo havia eliminacdo de ovos nas fezes de nenhum dos animais
em seguida, todos os animais foram infectados com 4.000 larvas L3 de cepa H. contortus
resistente conhecida. Repetiu-se a infecgdo por seguranca, quatro dias apds, com a mesma

guantidade de larvas L3 da cepa resistente conhecida de modo que cada animal recebeu 8.000 L3.

2.3. OPG

Fezes foram coletadas diretamente do reto dos animais (aproximadamente 10g,
armazenadas individualmente), as amostras foram pesadas (2g para cada amostra), as amostras
foram trituradas, diluidas em 28 ml de solugéo salina de cloreto de sédio (densidade 1:3000). Em
seguida, com uma pipeta Pasteur, foram retiradas pequenas quantidades da solucdo, para

preencher os dois espacos da camara de Mcmaster. Apés 2 minutos cada camara foi levada ao
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microscopio, sob a objetiva de 10 vezes, para realizacdo da contagem dos ovos contidos nos dois

lados da camara, sendo que o total de ovos encontrados foi multiplicado por 50.

2.4. Teste in vivo com a pasta de limoneno

Dois experimentos foram realizados com diferentes tratamentos. Assim, no experimento 1
os animais foram tratados com 18 gr de pasta de limoneno em dose Unica, nho experimento 2 0s

animais foram tratados com 18g de limoneno/dia, por 3 dias consecutivos.

2.5. Teste in vitro de inibicdo da eclosao de ovos (IEO)

Os ovos eliminados pelas fezes de animais tratados com a pasta de limoneno foram
avaliados quanto a sua capacidade de evolucao através do teste de inibicdo da ecloséo de ovos e
comparados com os ovos das fezes dos animais nao tratados.

Recuperacado de ovos de H. contortus: fezes foram coletadas diretamente do reto do animal
(aproximadamente 50g), em seguida, solubilizadas em agua morna (+ 27 °C). A recuperacdo dos
ovos ocorre através da passagem dessa solucao por peneiras de 1 mm, 105 um, 55 pym e 25 pum.
Na peneira de 25 um os ovos ficam retidos, em seguida sdo lavados com &gua destilada,
centrifugados (durante 3 minutos a 3000 RPM), descartado o sobrenadante e ressuspendidos com
solucdo salina hipertbnica. O processo é repetido até a remogdo do excesso de sujidades e
permanecendo apenas 0s ovos no tubo. O procedimento foi realizado com um pool de fezes do
grupo controle e um pool de fezes do grupo tratado com limoneno.

Aproximadamente 20 pyL da suspensado contendo 100 ovos foram acondicionados em 6
pocos de placas de 24 pocgos. Calculado o volume final de 1mL, cada pogo foi completado com
agua destilada. Seis replicatas foram realizadas para cada tratamento e também para os controles.

As placas foram incubadas a 27 graus durante 24 horas.

2.6. Calculos estatisticos

Com base nos resultados dos exames OPG, calculou-se a reducdo de ovos e a eficacia
terapéutica da pasta de limoneno testada nos dois experimentos. De acordo com a equagao:

% Eficacia 100 X (Média arit. grupo controle — Média arit. grupo teste)
Média arit. grupo controle
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento 1

Aos animais do grupo tratado foram administradas dose Unica de 18 gramas por via oral da
pasta de limoneno. Nao foram observados resultados positivos na redugédo na contagem de ovos,
em relacdo ao grupo controle. Conforme apresentado na tabela 1. O resultado pode ser explicado
devido ao condicionamento das caracteristicas de dissolu¢do e solubilidade das substancias de
alguns farmacos anti-helminticos administrados por via oral, interagirem no ambiente gastrico do
hospedeiro, sendo o local de permanéncia e acdo fundamentais para ser eficaz (Chakoftaki et al.,
2009).

Importante ressaltar que ndo foram observados sinais clinicos de intoxicagdo como apatia,

anorexia ou sintomatologia nervosa entre 0s animais do grupo tratado, durante o experimento.

Tabela 1. Experimento 1 — Grupo de animais tratados com 18 gr de pasta de limoneno.

ANIMAISID  OPG D+0 OPG D+2 OPG D+4 OPG D+7

1 1950 2200 1950 1450
2 4700 7250 6350 7950
3 4950 3400 2600 9300
4 9100 4050 3850 8200
5 10250 9850 4950 5550
6 18200 10250 5450 13300
MEDIA 8191,7 6166,7 4191,7 7625
EFICACIA% 6,56 0 0

Tabela 2. Experimento 1 - Grupo controle.

ANIMAISID OPG D+0 OPG D+2 OPG D+4 OPG D+7

7 11950 13700 1500 8300

8 8200 5350 4100 6950

9 2500 1250 300 4750

tot10 2600 2250 2950 2100

11 8050 7700 3950 4700

12 13500 9350 4150 8800
MEDIA 7800 6600 2658,3 5933,3
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3.2. Experimento 2

Com base nos dados observados no primeiro experimento, e sabendo que a atividade de
um farmaco anti-helmintico depende da capacidade de alcancar altas e constantes concentracoes,
suficientes (Alvaréz; Mottier; Lanusse, 2007), para posteriormente atingir a circulacdo sistémica e
tornar-se disponivel no sitio de acdo (Charkoftaki et al., 2010). Um segundo protocolo experimental
foi realizado com a administracdo de doses consecutivas da pasta de limoneno aos animais, afim

de prolongar seu tempo de permanéncia no ambiente géstrico para avaliagdo de sua eficacia.

Os resultados mostraram que a pasta de limoneno administrada por trés dias consecutivos
reduziu significativamente a contagem de ovos do H. contortus no exame OPG a partir de sete dias
do inicio do tratamento. A inibicdo na postura de ovos foi constatada aos dezesseis dias do inicio
do tratamento, com 100% de inibicdo, demonstrado nas tabelas 3 e 4. No entanto, a infeccdo
aumentou novamente, embora manteve-se menor que 0 grupo controle até vinte e trés dias do
inicio do tratamento, quando apresentou 58,37% de reducdo da contagem de ovos. Apresentado

nas tabelas 3 e 4.

Estudos sobre doses letais descrevem que sdo necessarios longos periodos de tratamento
ou doses muito acima do recomendado, para que ocorra quadros de intoxicagdes aos animais
(Coles, 2005). O que néao foi observado entre os animais do grupo tratado durante o segundo

experimento.

Tabela 3. Experimento 2 — Grupo de animais tratados com 18g de limoneno/dia por 3 dias consecutivos.

ANIMAISID OPG D+0 OPG D+2 OPGD+4 OPGD+7 OPGD+ oo OF°
1 1450 3450 2600 1600 1800 0 3200

2 7950 13800 3900 3000 3000 0 850

3 9300 9150 2200 1050 4900 0 4500

4 8200 7050 6800 4100 2500 0 5250

5 5550 16100 3750 4950 3000 0 4000

6 13300 9100 10000 7700 6450 0 11050
MEDIA 7625 9775 4875  3733,33 3608,33 0 4808,33
EFICACIA% 0 0 0 0 22,26 100 58,37
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Tabela 4. Experimento 2 — Grupo controle.

ANIPAIS - 0PG D+0 OPG D+2 OPG D+4 OPG D+7 OPG D+9 gfl(é ng
7 8300 6000 1700 2050 7350 20100 4650
8 6950 6150 4650 2950 3500 14250 7950
9 4750 5750 200 600 2550 4350 7650
10 2100 1950 2550 1950 4700 8850 9800
11 4700 12050 3450 5350 6700 9350 11200
12 8800 7000 5250 4650 3050 4950 28050

MEDIA 5933,33 6483,33 2966,67 2925 4641,67 10308,33 11550

3.3. Teste de inibicdo da ecloséo de ovos (TIEO)

No teste in vitro de inibicdo da eclosdo de ovos (TIEO) observou-se a possibilidade de
interferéncia da pasta de limoneno sobre a eclosdo dos ovos do parasita H. contortus coletados
das fezes do grupo tratado, apresentado na tabela 5.

Os resultados indicam que a pasta foi eficiente somente apés 3 dias da administragéo, em
relacdo aos dados do grupo controle. Porém, conforme indicam os resultados, a pasta de limoneno
ndo mais apresentou efeito ovicida apds 5 dias da ultima administracdo apresentando eficacia

media similar ao grupo controle, como observado na tabela 5 e 6.

Tabela 5. Teste in vitro de eclodibilidade - Grupo de animais tratados com 18g de limoneno/dia por 3 dias

consecutivos.
EFICACIA EFICACIA
ANIMAL ID D+3 D45
1 100 8,75
2 100 15,3846
3 100 8,43373
4 100 10,2941
5 100 6,06061
6 100 7,40741
EFICACIA
MEDIA 100 9,388414
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Tabela 6. Teste in vitro de eclodibilidade - Grupo controle

ANIMAL 1D EFICACIA EFICACIA

D+3 D+5
15 19,46903
3 11,60714
9,5 7,33945
10 8,7 2,970297
11 14 5,319149
12 12 15,21739
EEESSA}A 10,37 10,32041

Assim, como o0s dois experimentos realizados, outros testes in vitro com diferentes
formulacdes e com variagdes nas concentracdes (de 2 a 100%) de emulséo de 6leo de laranja rica
em limoneno, inibiram em pelo menos 90% a ecloséo de ovos e mais de 50% de inibicdo da
motilidade ou morte das larvas no estagio L3 de H. contortus. A partir desses resultados, o produto

testado foi patenteado (Rosskopf et al., 2008).

Outros testes in vivo foram realizados para avaliagdo da ac¢éo anti-helmintica em gerbils
infectados artificialmente com H. contortus. Aos animais foram administrados uma dosagem de
1200 mg/kg de emulsdo de 6Oleo essencial de laranja por cinco dias, apresentando resultado de
87,8% na reducdo dos parasitas. A atribuicAo nematicida constitui-se basicamente ao limoneno

presente em 95% da composicao total da emulsédo usada (Squires et al., 2010).

Como também, através de testes in vivo realizados em ovelhas naturalmente infectadas
com H. contortus. Aos animais foram administrados 1000mg/kg do extrato de Artemisia absinthium,
gue contem limoneno entre os componentes da sua composi¢cdo. Os resultados foram altamente
eficazes na reducdo de ovos nas fezes das ovelhas, o que ndo ocorreu nos testes realizados com

gerbils tratados com o mesmo extrato (Tariq et al., 2008).

O uso de extratos de plantas ndo purificados pode gerar inconstancias na formulacdo de um
produto destinado ao tratamento. A pasta utilizada nesse estudo foi preparada com um composto
purificado, no caso o limoneno. De acordo com a variacdo que pode ocorrer nos componentes
ativos de extratos de plantas néo purificados, devido ao modo de preparacdo dos extratos,
diferencas bioquimicas, como também, cultivares ou maturidade das plantas quando colhidas, os
resultados relatados ndo podem ser facilmente comparados (Squires et al., 2010). Por isso, 0
limoneno, constituinte majoritario do 6leo de laranja, foi isolado para produzir a pasta utilizada
nesse estudo. Portanto os resultados aqui obtidos podem colaborar com a possibilidade de

utilizacdo da pasta de limoneno como alternativa aos anti-helminticos sintéticos em ovinos.
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4. CONCLUSAO

A determinacédo da eficAcia da anti-helmintica da pasta de limoneno no controle de H.
contortus em ovinos foi ineficaz na dosagem administrada nos testes realizados nesse experimento
uma vez que foi capaz de controlar o parasita em um pequeno periodo de tempo observado tanto
no teste in vitro como in vivo. Conclui-se que a pasta de limoneno deve ser mais estudada para ser
uma possivel alternativa aos efeitos negativos do H. contortus, sendo necessarios mais testes para

investigar os possiveis efeitos sobre o H. contortus e outros parasitas.
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