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Resumo: Os anti-helminticos tém apresentado eficiéncia reduzida devido a
presenca de cepas de helmintos multirresistentes. Oleos essenciais sdo compostos
naturais com potencial anti-helmintico promissor. Anetol (10%) e carvona (10%)
foram microencapsulados em matriz sélida com o objetivo de facilitar a sua
administracdo. Nossa pesquisa foi experimental, caso-controle, longitudinal, com
amostra de 34 cordeiros da raca morada nova sem infestacdo parasitaria prévia. A
amostra do estudo foi dividida em dois tipos de tratamento: Controle (CTL) = animais
receberam racdo sem mistura microencapsulada e tratamento com Oleos Essenciais
(OE) = OE na dose 100 mg/kg PV/dia misturado a ragdo durante todo o periodo
experimental (6 meses) e os animais foram mantidos separados por tratamento em
baia coletiva. Foram avaliados o peso, infestacao parasitaria (OPG) e hemograma
completo. Nos 3 primeiros meses, os tratamentos CTL e OE mantiveram-se livres de
parasitas. Nesse periodo ambos os tratamentos apresentaram ganho de peso
semelhante (ganho aproximado de 1,15 kg a cada 15 dias) e auséncia de infestacéo
parasitaria. Do 4 ao 6° més, os animais foram levados ao pasto em dias
intercalados para adquirirem infestacdo natural e, assim, avaliar a possivel acéo
preventiva e curativa do OE. Ambos os tratamentos tiveram decréscimo no ganho de
peso (ganho aproximado de 0,5 kg a cada 15 dias) devido a instalacdo da
infestac&o, que foi similar entre tratamentos: OPG médio final de CTL= 2859 e OE=
3673 (P > 0,05); assim como os parametros do hemograma (P > 0,05).
Coproculturas do CTL e OE apresentaram resultados similares demonstrando
infestacdo por cerca de 90% de Haemonchus spp. e cerca de 5% de
Trichostrongylus spp. Concluimos que a administragcdo de OE microencapsulado
nao foi eficaz para a prevencéao e tratamento de infestagdo parasitaria de ovinos.
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Palavras-chaves: Anti-helmintico; Oleo essencial; Ruminante.

Abstract: Anti-helminths have shown reduced efficiency due to the presence of
multi-resistant helminth strains. Essential oils are natural compounds with promising
anthelmintic potential. Anethole (10%) and carvone (10%) were microencapsulated in
a solid matrix in order to facilitate its administration. Our research was experimental,
case-control, longitudinal, with a sample of 34 lambs of the new breed, without
previous parasitic infestation. The study sample was divided into two treatments:
Control (CTL) = animals received basal feed and treatment Essential oils (OE) =
animals received OE at the dose 100 mg / kg PV / day mixed to the feed throughout
the period (6 months) and were kept separated by treatment in a collective per.
Weight, parasitic infestation (FEC) and complete hemogram were evaluated. In the
first 3 months, CTL and OE treatments remained free of parasites. During this period,
both treatments presented similar weight gain (approximate gain of 1.15 kg every 15
days) and absence of parasitic infestation. From the 4th to the 6th month, the
animals were taken to the pasture on intercalary days to acquire natural infestation
and, thus, to evaluate the possible preventive and curative action of OE. Both
treatments had lower weight gain (approximate gain of 0.5 kg every 15 days) due to
infestation, which was similar between treatments: mean final FEC of CTL = 2859
and EO = 3673 (P> 0.05) ; As well as the parameters of the hemogram (P> 0.05).
Coprocultures of CTL and OE presented similar results demonstrating infestation by
about 90% of Haemonchus spp. About 5% Trichostrongylus spp. We conclude that
the administration of microencapsulated OE was not effective for the prevention and
treatment of parasitic infestation of sheep.

Key-words: Anthelmintic; Essential oil; Ruminant.

1.0 Introducgao

A producdo de caprinos e ovinos é uma atividade socioeconémica muito
explorada no Brasil, principalmente na regido Nordeste, representando uma
importante fonte de renda monetaria para a populagdo, porém os nematdides
gastrointestinais tém sido uma preocupagdo de saude publica para a cadeia
produtiva, causando perda produtiva e econémica (FONSECA et al, 2013). O
parasitismo, especialmente por helmintos, prejudica a saude dos animais, causando
falta de apetite, diarréia, anemia e em alguns casos a morte (MACEDO et al., 2010).

O tratamento dos helmintos, em geral, & feito com anti-helminticos
sintéticos. Contudo, os anti-helminticos fabricados tém desvantagens, tais como
custo e risco de uso indevido da resisténcia aos medicamentos, poluicdo ambiental e
residuos alimentares. Esses problemas estimularam a pesquisar novas alternativas,
tais como plantas medicinais (MAGGIORE et al., 2011).

452



Oleos essenciais s3o substancias encontradas nas flores, frutas, folhas e
raizes de certas plantas. A extracdo destes compostos odoriferos das plantas tem
sido uma importante ocupagdo por mais de dois mil anos. Oleos volateis (ou 6leos
essenciais) sédo destilado de diferentes partes de plantas e muito importante para os
processos vitais da planta, ndo estdo envolvidos na germinacdo de sementes e
crescimento precoce, suas moléculas sao relativamente pequenas construidas a
partir de anéis e cadeias curtas, sdo volateis e aromaticos, ndo apodrece, tem
atividade anti-séptico, anti-parasitario, anti-viral, anti-fungicos e anti-bacterianos.
Portanto, diferencia dos 6leos fixos (ou acidos graxos) que sao pressionados a partir
de sementes, ndao séo tado importantes para os processos de vida da planta, embora
seja necessario para as sementes germinarem. Suas moléculas sao relativamente
grandes com tamanhos construidos de cadeias longas de carboidratos, ndo sé&o
volateis e aromaticos, ndo tem atividade anti-séptica, anti-parasitaria, anti-viral,
antifungico e fung¢des anti-bacterianas (FOX et al., 2011).

Anetol (1-metoxi-4-benzeno- [1-propenil]) € um fenilpropandide que é obtido
principalmente a partir do 6leo essencial Anis estrelado (/llicium verum), anis
(Pimpinella anisum) e de anis doce (Foeniculum vulgare) e compreende mais de
90% do 6leo essencial destas plantas. O anetol parece ser o responsavel pela
propriedade antioxidante, anticarcinogénica, anti-inflamatéria, anti-parasitaria, entre
outras (RITTER et al., 2014).

Ja o carvona que é composto por cetonas monociclicas ocorre nas suas
formas (+) -, (-) - e (%), € o principal constituinte dos 6leos de alcaravia e de Mentha
arvenis (FOX et al., 2011 & PANDEY; SINGH; TRIPATHI; 2014).

A microencapsulacdo permite a imobilizagcdo, a protecéo, a libertacéo e a
funcionalizacéo de ingredientes. O uso de microcapsulas em alimentos ou pesticidas
sdo geralmente uma das principais aplicagdes na industria, uma vez que o objetivo
principal da microencapsulagao é capturar ingredientes sensiveis, tais como volateis
e sabores em veiculos sélidos para aumentar a sua protecéo, reduzir a evaporacgao,
promover uma manipulagdo mais facil e controlar a sua libertacdo durante o
armazenamento e aplicacdes (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anti-helmintica dos
Oleos essenciais Anetol e Carvona em ovinos naturalmente infestados com

nematoides gastrointestinais.
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2.0 Materiais e Métodos
2.1 Local: Instituto de Zootecnia de Nova Odessa - SP, Rua Heitor Penteado, n°56,

Centro, no periodo de maio a novembro de 2015.

2.2 Oleos essenciais: Anetol e Carvona fornecido pela empresa GRASP Ind. e
Com. Ltda, Curitiba-PR, Brasil.

2.3 Amostra do estudo: Trinta e quatro cordeiros com 6 meses de idade, machos,
da raga Morada Nova livres de infestacdo parasitaria, foram divididos em dois
tratamento: Oleos essenciais (OE) receberam 100 mg/kg.PV/dia de 6leo essencial
misturado a ragado (arragcoamento coletivo, dosagem do éleo baseado no peso total
de animais do tratamento) mais sal mineral e agua "ad libitum", recebendo o produto
durante todo o periodo experimental (6 meses); Controle (CTL)- receberam racao
sem 6leo essencial. Durante os 3 primeiros meses, OE e CTL foram mantidos
separados por tratamento em baia coletiva. O estudo foi conduzido de acordo com
os principios éticos na experimentacdo animal, aprovado pela Comisséo de Etica
(CEUA-IZ), recebendo protocolo numero: 2012/153.

2.4 Infecgao: A partir do 4° més até o 6° més, os animais foram levados ao pasto
em dias intercalados para adquirirem infestacéo natural e também avaliar a possivel
acao preventiva do 6leo essencial microencapsulado. Os animais permaneciam no
pasto, que continha capim nativo e agua "ad libitum", durante oito horas. Apds esse
periodo retornavam para as suas respectivas baias para receber a dieta pre-

estabelecida.

2.5 Exames realizados: Durante seis meses os animais dos tratamentos OE e CTL
foram acompanhados a cada quinze dias, através de pesagem, e mensalmente pelo
exame parasitolégico de fezes (OPG) e hemograma completo. No final do
experimento foi realizado a coprocultura, para determinar quais nematoéides estavam

presentes no ambiente.

2.5.1 Avaliagdo do Ganho de Peso: Os animais foram pesados no tronco de

contencédo para ovinos com balanga digital acoplada.
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2.5.2 Exame Parasitoléogico de Fezes (OPG): Cerca de 2 g de fezes foram
coletadas diretamente do reto e homogeneizadas com 28 ml de solugcédo saturada.
Uma aliquota homogeneizada foi retirada com pipeta Pasteur da solucéo e aplicada
com cuidado em cada um dos compartimentos da camara de McMaster. A cdmara
permaneceu em descanso por 2 minutos e depois analisada ao microscopio com
aumento de 40X. A contagem de ovos foi realizada em ambos os lados da camara e
multiplicado por 50 para obter o resultado final. (UENO; GONCALVES, 1994)

2.5.3 Hemograma: O sangue foi coletado mensalmente em tubos contendo EDTA, e
foi analisado por meio do aparelho para exames hematolégicos automaticos Pooch -
100iV Diff. Hematocrito (HCT), glébulos brancos (WBC), glébulos vermelho (RBC) e
hemoglobina (HGB) foram avaliadas individualmente. Para o esfregaco sanguineo,
uma gota de sangue foi espalhada sobre a lamina, com uma lamina extensora
formando um angulo entre 30 a 45°, e com um movimento rapido, firme e uniforme.
As laminas foram coradas com corante panético e foi realizado o diferencial dos
leucécitos (bastonetes, neutrofilos, linfécitos, monocitos, eosindfilos e basofilos), ao

microscopio 6tico com aumento de 100X.

2.5.4 Coprocultura: Aproximadamente 25 g de fezes frescas foram coletadas
diretamente do reto de cada animal experimental e as fezes foram misturadas
homogeneamente formando uma amostra Unica por tratamento. Em potes de vidro,
a vermiculita foi misturada com as fezes, na proporgéo 2:1 e adicionou-se agua, até
atingir consisténcia umida. Os potes foram cobertos com papéis filme perfurados
para entrada de ar e levadas a estufa a temperatura de 27°C durante sete dias. As
larvas infectantes foram recuperadas enchendo o frasco do cultivo com agua
destilada e tampando com uma placa de Petri, invertendo bruscamente sobre a
placa. Colocou cerca de 5 a 10 ml na parte externa da placa de Petri; transcorridas
de 3 a 4 horas, transferiu com o auxilio de uma pipeta o conteudo da placa de Petri
para um tubo de ensaio. O tubo de ensaio repousou em geladeira por 2 a 3 horas.
Logo apods, desprezou o sobrenadante e procedeu a identificagdo/contagem das
larvas, examinando-as, entre laminas/laminulas com adi¢c&o de lugol, ao microscopio
com aumento de 40X. As larvas foram contadas e identificadas até atingirem cem
unidades. (UENO; GONCALVES, 1994)
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3.0 Resultados e Discussao

O peso dos animais de CTL e OE, que vinham aumentando progressivamente
sem a infestacdo, apresentou um decréscimo devido a instalagdo da infestacao

observada pelo aumento do OPG (Figura 1).
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FIGURA 1. Valores médios de peso (Kg) e OPG dos animais de OE e CTL.

Os graficos do hemograma apresentados na Figura 2 e 3 evidenciam um
declinio mais acentuado nos ultimos meses, em OE em comparagdo com CTL, nas
variantes hematécrito (HCT), hemacias (RBC) e hemoglobina (HGB). Em
contrapartida, os glébulos brancos (WBC) tiveram um aumento. Neutréfilo, linfocito e
basoéfilos demonstraram o mesmo comportamento em ambos os grupos durante
todo o experimento. Mondcito e eosindfilo apresentaram uma variavel a partir de

julho, més em que os animais foram levados ao pasto para a infestagcéo natural.
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FIGURA 2. Média dos valores de hematocrito (HCT) valor de referéncia: 24-50%, de
hemacias (RBC) valor de referéncia: 8-16 x 106/ UL, de hemoglobina (HBC) valor de
referéncia: 8-16 g/dL, de volume corpuscular médio (VCM) valor de referéncia: 23-48
e de concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) valor de referéncia:
29-45 de OE e CTL durante todo o experimento (MEYER; HARVEY, 2004).
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FIGURA 3. Média dos valores de Glébulos branco (WBC) valor de referéncia: 4-12%,
de neutrdfilo valor de referéncia: 10-50%, de linfécito valor de referéncia: 40-75%, de
mondécito valor de referéncia: 1-6%, de eosinofilo valor de referéncia: 1-10 % e de
basdfilos valor de referéncia: 0-3% de OE e CTL durante todo o experimento
(MEYER; HARVEY, 2004).

A média dos valores do hematocrito (HCT) e das hemacias (RBC) estavam
dentro do padrao de referéncia durante todo o periodo experimental para os dois
tratamentos. No entanto, a hemoglobina do grupo OE na ultima avaliacédo
apresentou menor teor em relacdo aos valores de referéncia, demonstrando que o
tratamento nao foi eficiente para o controle da hemoncose, pois 0s animais
desenvolveram anemia normocitica hipocrémica, um dos principais sinais clinicos.
CTL apresentou contagem de neutréfilos superior aos valores de referéncia durante
todo o tratamento, além disso, os linfocitos sempre apresentaram menores
contagens no decorrer do tratamento em comparacdo ao tratamento OE, sendo
inferiores aos valores de referéncia na quarta observagéo. Esse padrao de netrofilia
e linfopenia foi observado por Birgel et al. (2014), em infestagdes por Haemonchus
contortus. Mondcito, eosindfilo e basodfilos, estavam dentro dos valores de

referéncia.
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A coprocultura de CTL e OE apresentaram resultados aproximados,
demonstrando que os sinais clinicos observados estavam de acordo com a

hemoncose (Tabela 1).

HELMINTOS CTL (%) OE (%)
Haemonchus spp 91 90
Trichostrongylus spp

Cooperia spp 3

Oesophagostomum spp 1

TABELA 1. Valores da coprocultura realizada no final do experimento dos animais
de OE e CTL.

O produto microencapsulado contendo anetol e carvona oferecido aos
animais (tratamento OE) deste experimento foi previamente avaliado em testes in
vitro de eclodibilidade demonstrando elevada eficacia em comparagao com outras
formulacées. Todo produto que teve um efeito anti-helmintico in vitro deve
obrigatoriamente ser testado in vivo para que a eficacia seja calculada. Nem sempre
o resultado obtido in vitro se repete em testes in vivo (KATIKI et al., 2015). Sendo
assim, a mistura microencapsulada avaliada na dosagem de 100 mg/kg nao
apresentou a acéo anti-helmintica esperada.

De acordo com o MAPA (1997), o anti-helmintico é classificado como
altamente efetivo > 98%, efetivo 90-98%, moderadamente efetivo 80-89%,
Insuficientemente ativo < 80% (n&o registravel), aplicando a seguinte férmula:
% de eficacia = (média OPG controle — média OPG dos animais tratados)/
(média OPG controle) x 100. Na ultima avaliagédo da infecgdo parasitaria, o
tratamento OE apresentou média de OPG superior ao CTL, demonstrando a sua
total ineficacia, inclusive com maior perda produtiva (menor peso) quando
comparado aos animais nao tratados. Buzzulini (2010), afirma que o parasitismo por
H. contortus leva a variagdes no pH, pois estes lesionam as células parietais,
produzindo aumento no pH do abomaso (2-3 para 6-7), alterando a digestao de
proteina, a disponibilidade de aminoacidos para absor¢cdo e, consequentemente,
alterando a ingestao de alimentos e perda de peso.

A ocorréncia de anemia macrocitica ou de anemia normocitica e

normocrémica foi relatada em associagdo com a infestacdo de ovinos por
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Haemonchus contortus (FARIA JUNIOR et al., 2002). Em um estudo realizado em
caprinos, observaram as seguintes caracteristicas morfolégicas das anemias
decorrentes da verminose gastrintestinal: 72% dos casos do tipo macrocitico, 23%
dos casos do tipo normocitico e 78% casos normocrémicas e 18% dos casos
hipocrédmicas (GARCIA, 1983 apud BIRGEL, 2014).

Apesar dos mecanismos de imunidade do hospedeiro frente ao parasitismo
por H. contortus ainda ndao estarem completamente elucidados, pesquisas tem
demonstrado o envolvimento dos linfocitos Th2 CD4+ na resposta imune a
infestacbes parasitarias por nematoides (AMARANTE; AMARANTE, 2003). Estudos
realizados com a sondagem do abomaso demonstraram a participacao de linfocitos
agindo diretamente na mucosa afetada. Ha significativa correlagcéo inversa entre a
contagem de linfécitos T na mucosa abomasal e a fecundidade, tamanho e a
sobrevivéncia da fémea adulta de H. contortus (ROWE et al., 2008). Esses fatos
permitem supor que a diminuicdo do numero de linfécitos circulantes seria
consequéncia da sua provavel migracdo para a mucosa abomasal. Desta forma
explica-se a leucocitemia acompanhada de neutrofilia e linfopenia observada nas
anemias vermindticas. Acredita-se que a neutrofilia seja decorrente do processo
inflamat6rio na mucosa do abomaso determinado pelos parasitas gastrintestinais
(BIRGEL et al.,, 2014). Os valores de neutréfilos e linfocitos de OE e CTL
apresentaram-se dentro dos valores de referéncia, no entanto, observa-se que apés
a infestacdo parasitaria houve um aumento de neutréfilos e um decréscimo de
linfocitos circulantes em ambos os tratamentos, porém com maior énfase para o
tratamento OE, conforme Figura 3. O anetol oferecido na alimentagédo do
tratamento OE pode ter influenciado esse padrdo. Segundo Ritter et al. (2014) a
administracdo de anetol via oral em animais experimentais apresentou elevado
efeito analgésico e anti-inflamatério. Alguns destes efeitos tém sido relacionados
com a inibicdo do efeito de anetol na produgédo ou liberagdo de mediadores, tais
como prostaglandinas, éxido nitrico, interleucina-1 (IL-1) e factor de necrose tumoral.

De acordo com Birgel (2013), o parasitismo pode causar uma eosinopenia,
que aumenta conforme a intensidade do processo anémico (parasitario) e que os
eosindfilos podem apresentar-se menor nos animais infestados. Em nosso estudo,
nao foi observado uma eosinopenia, mas sim, uma elevagdo da contagem de
eosindfilos apds a exposigdo aos parasitas, indicando possivelmente uma deplegédo

de eosindfilos circulantes para o tecido infectado, pois a observagéo dos parametros
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ocorreu agudamente ao processo de infestagdo parasitaria. Além do fator
parasitario, a eosinopenia pode ocorrer por causas clinicas relacionadas a agao dos
corticosteroides, estresse, infecgdo aguda e tratamento com corticdides (KERR,
2003). Em ruminantes higidos, os basofilos sdo encontrados normalmente em
pequenas quantidades, porém, em situa¢des onde existam processos alérgicos ou
inflamat6rios a basofilia € comumente detectada (LEPHERD et al., 2009). No inicio
do experimento, ambos os tratamentos apresentaram maiores contagens de
basdfilos. No decorrer do experimento, essas células foram pouco detectadas.

O fornecimento de plantas ricas em compostos secundarios aos animais
pode ser dificil sem uma prévia adaptagdo devido ao sabor e odor especificos
desses compostos e que podem inibir a ingestdo pelo animal. De fato, os animais
sdo atraidos ou tem repulsa antes mesmo de se aproximarem da alimentagdo. Os
animais sao fortemente influenciados pelo aroma que o alimento emana (MANCA,
2013). Os complexos de inclusdo de [-ciclodextrina que sdo compostos muito
utilizados para encapsular os 6leos essenciais. Oleos essenciais tém sido
encapsulados com essa matriz que apresenta caracteristica de prevencédo da
oxidacéao e retencéo de substancias volateis, no mascaramento de sabores e odores
indesejados e na solubilizagdo de substancias insoliveis em agua (LOPEZ;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2010). Os animais do tratamento OE receberam 100
mg/kg de OE microencapsulado misturado na dieta e todos aceitaram a dieta. A
dosagem oferecida nao propiciou a prevencdo nem a diminuicdo da infecgéo
parasitaria, no entanto, tambem néo apresentou rejeicdo pelo odor nem toxicidade.
Concordando com a toxicidade, Ritter et al. (2014) demonstrou que o anetol ndo
alterou os niveis plasmaticos de transaminases (aspartato transaminase e alanina
transaminase, i.e., marcadores de lesdes hepaticas) ou perfis morfolégicos e

histoldgicos do tecido hepatico, quando administrado durante 7 dias.

Consideragoes Finais

A ndo existéncia do efeito significativo para as caracteristicas avaliadas
sugere que o CTL e o OE apresentaram respostas similares, indicando que a
administracdo da mistura dos 6leos anetol e carvona microencapsulada néo foi

eficaz para a prevencéo e tratamento de infestagcédo parasitaria de ovinos.
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