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Resumo

AZAMBUJA, Rosaria Helena Machado. Prospeccao dos 6leos essenciais da
familia Lamiaceae, sobre ovos de Ancylostoma spp. 2015. 61f. Dissertagcao
(Mestrado) - Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospecgao.
Universidade Federal de Pelotas.

Os Ancilostomideos s&o parasitos que contaminam o meio ambiente e
determinam, nos animais € no homem, infec¢coées parasitarias de importancia em
saude publica. A prevaléncia de ancilostomideos de carater zoonaotico é elevada
no sul do Rio Grande do Sul e, somado a isso, alguns endoparasitos de animais
de companhia estdo resistentes a determinados anti-helminticos. Assim, o
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anti-helmintica, in vitro, de dleos
essenciais da familia Lamiaceae, frente a ovos de Ancylostoma spp. obtidos de
caes naturalmente infectados, assim como avaliar a composi¢ao quimica desses
Oleos essenciais. Para tal, foram realizados testes de eclodibilidade larvar, onde
0s ovos do parasito foram expostos a concentragbes de 2,5% a 0,07% dos éleos
essenciais de Origanum vulgare (orégano), Origanum majorana (manjerona) e
Rosmarinus officinalis (alecrim). O ensaio foi acompanhado de um controle
positivo com cloridrato de tiabendazole (0,025 mg/mL) , um controle negativo com
agua destilada e o controle com tween 80. A composicdo quimica de cada
amostra de 6leo essencial foi determinada por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS). Observou-se que todos os Oleos
apresentaram acao anti-helmintica, sendo que o percentual de inibicdo da
eclodibilidade do 6leo de alecrim foi de 100% na concentracdao de 12,5mg/ml e
maior que 90% nas concentragdes de 7,5mg/ml e 3,1mg/ml, ficando acima de
50% na concentracao de 1,55mg/ml e abaixo na de 0,75mg/ml e 0,35mg/ml.
Quanto ao oleo essencial de orégano, as concentragées de 10mg/ml, Smg/ml e
2,48mg/ml apresentaram um percentual inibitorio de 100%, enquanto que a
concentragdo de 1,24mg/ml ficou acima de 90%. A concentragdo de 0,6mg/ml
ficou acima de 50% e a de 0,28mg/ml ficou abaixo desse percentual inibitorio. O
O0leo essencial de manjerona obteve 100% de inibicdo da eclosdo nas
concentragdes de 15mg/ml, 7,5mg/ml e 3,72mg/ml, sendo que o percentual foi
acima de 90% na concentragao de 1,86mg/ml,enquanto que a de 0,9mg/ml ficou
acima de 50% e a 0,42mg/ml abaixo. Os compostos quimicos majoritarios para o
O. vulgare foram o 4-terpineol (27,24%), timol (19,78%) e gama terpineno
(14,23%), enquanto que para o 6leo essencial de O. majorana foram identificados
0 4-terpineol(35,99%), gama terpineno(16,76%) e o alfa terpineno (11,43%), e
para o oleo de R. officinalis observou-se cineol (42,12%), canfora (16,37%) e alfa
pineno (14,76%) como componentes majoritarios. De acordo com os resultados
obtidos, pode-se afirmar que, nas condicdes do ensaio, os 6leos essenciais de R.
officinalis, O. vulgare e O. majorana inibem a eclobilidade de ovos de
Ancylostoma spp, podendo ser uma alternativa promissora para o controle dessa
parasitose, sendo necessarios estudos adicionais.

Palavras-chave: Lamiaceae. Nematodeo. Ovos. Fitoterapico.



Abstract

AZAMBUJA, Rosaria Helena Machado. Essential oils from the Lamiaceae
family prospection on Ancylostoma spp. eggs. 2015. 61 pg. Dissertation
(Mesters Degree) — Biochemical and Biopropection Post Graduation Program.
Federal University of Pelotas

The hookworms are parasites that contaminate the environment and determine, in
animals and humans, parasitic infections of public health importance. The
prevalence of zoonotic hookworms is elevated in the south of Rio Grande do Sul
and, added to this, some pets endoparasites are resistant to certain anthelmintic.
Thus, the work aimed to evaluate the anthelmintic activity, in vitro, of essential oils
of the Lamiaceae family compared to Ancylostoma spp. eggs obtained from
naturally infected dogs as well as to assess the chemical composition of essential
oils. For such, larval hatchability tests were performed, where the eggs of the
parasite were exposed to concentrations of 2.5% to 0.07% of essential oils of
Origanum vulgare (oregano), Origanum majorana (marjoram) and Rosmarinus
officinalis (rosemary). The test was followed by a positive control containing
thiabendazole hydrochloride (0.025 mg/mL), a negative control with distilled water
and the control with tween 80. The chemical composition of each sample of the
essential oils was determined by gas chromatography attached to the mass
spectrometer (GC-MS). It was observed that all essential oils have shown
anthelmintic activity and it was noticed that the percentage of hatchability inhibition
of rosemary oil was of 100% in the concentration of 12,5%, higher than 90% in the
concentrations of 7,5mg/ml and 3,1mg/ml, as wel as, higher than 50% in the
concentration of 1,55mg/ml, although it was lower than it in the concentrations of
0,75mg/ml and 0,35mg/ml. Regarding to the oregano essential oils, the
concentrations of 10mg/ml, 5mg/ml and 2,48mg/ml have presented an inhibitory
percentage of 100%, while the concentration of 1,24mg/ml has presented a value
higher than 90% and it was higher than 50% in the concentration of 0,6mg/ml.
However, the percentage was lower than it in 0,28mg/ml. On another hand, the
marjoram essential oil has presented 100% of hatchability inhibition in the
concentrations of 15mg/ml, 7,5mg/ml and 3,72mg/ml, higher than 90% 1,86mg/ml,
higher than 50% in 0,9mg/ml and lower than it in 0,42mg/ml of concentration. The
major chemical compounds for the O. vulgare were 4-terpineol (27.24%), thymol
(19.78%) and gamma terpinene (14.23%), while for the O. majorana essential oil,
4-terpineol (35.99%), gamma terpinene (16.76%) and alpha-terpinene (11.43%)
were identified and, for the R. officinalis oil, cineole (42.12%), camphor (16.37%)
and alpha-pinene (14.76%) were observed as major components. According to the
results, it can be stated that, under the test conditions, the R. officinalis, O. vulgare
and O. majorana essential oils have activity in the hatchability inhibition of
Ancylostoma spp eggs, what can be a promising alternative for controlling this
parasitosis, being further studies necessary.

Keywords: Lamiaceae. Nematode. Eggs. Phytotherapics.
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ANEXOS



1 Introducéo

Os caes foram os primeiros animais a serem domesticados e sua relagcao
com os humanos foi sendo modificada ao longo do tempo, sendo que,
atualmente, estes preenchem um espaco importante dentro das familias, tanto no
aspecto social, quanto terapéutico, influenciando diretamente na qualidade de
vida das pessoas. Estudos demonstram que familias que possuem animais de
estimacao gastam menos com remédios (CRUZEIRO DO SUL, 2013).

No Brasil, o mercado de animais domésticos, incluindo produtos e
servicos tém crescido de forma significativa e, segundo dados recentes da
Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacéao
(Abinpet), o segmento faturou R$ 14,2 bilhdes no ano de 2013 (ABINPET/GE-
INTERHA, 2014).

A interacdo do homem com os animais de estimac¢do, embora salutar,
requer cuidados em relacdo a sanidade e bem-estar dos mesmos, principalmente,
quanto as doencas com potencial zoonético, destacando-se as parasitarias. Os
endo e ectoparasitas acometem rebanhos e levam a perdas econdmicas na
cadeia produtiva brasileira, sendo que essa também ¢é a realidade quando se trata
de animais de companhia, onde se tem uma alta casuistica de endoparasitos,
com grande prevaléncia de Ancylostoma spp. ha espécie canina, cuja importancia
em saude publica é incontestavel (ROBERTSON & THOMPSON, 2002; ARAUJO,
2007).

Os ancilostomideos sao helmintos nematdédeos pertencentes a familia
Ancylostomatidae, sendo denominados de anciléstomos devido & postura
caracteristica de suas extremidades anteriores em forma de gancho (URQUHART
et al., 2009). A maioria das espécies parasita o intestino delgado, se alimentando
de sangue de seus hospedeiros definitivos. Dentro dessa familia existem
subfamilias, sendo que duas apresentam importancia para a parasitologia médica
e veterinaria, sendo estas a Ancylostomatinae e a Bunostomatinae. (REY, 2008;
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NEVES, 2011). Os principais representantes dessas subfamilias sao
Ancylostoma caninum (ERCOLANI, 1859), e Ancylostoma braziliense (FARIA,
1909), Ancylostoma tubaeforme (ZEDER, 1800), Ancylostoma ceylanicum (LOOS,
1911), Ancylostoma duodenale (DUBINI, 1943) e Necator americanus (STILES,
1902).

Na espécie humana, Ancylostoma duodenale e Necator americanus
causam a ancilostomiase, uma das mais prevalentes doencas parasitarias
crénicas no mundo, e a necatoriase, respectivamente, levando o individuo a um
parasitismo intestinal com presenca de anemia e hipoproteinemia (REY, 2008).
No cdo Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense sdo os principais
agentes etioldgicos da ancilostomose, parasitose intestinal que acomete animais
jovens até um ano de idade e filhotes, devido as infec¢des lactogénicas e a
imaturidade do sistema imunologico dos caes (DIAS et al., 2013).

Ancylostoma caninum possui ampla distribuicdo geografica e grande
prevaléncia no ambiente onde convivem pessoas e caes, ocasionando um risco
para a saude desses individuos. A principal fonte de contaminacdo para os
humanos sdo os ambientes publicos, como pragas, parques e praias, onde os
caes parasitados defecam, eliminando ovos que contaminam o solo. As larvas
eclodidas podem causar, em humanos, Larva Migrans Cutanea, dermatozoonose
de importancia em saude publica (PEREA et al., 2013; FUINI et al., 2014; LOPES
et al., 2014).

No Brasil, diversos estudos foram conduzidos para demonstrar a
prevaléncia dos ancilostomideos parasitando animais e contaminando o meio
ambiente, com percentuais que variam de 22,2% (GUIMARAES et al., 2005),
38,2%, (STALLIVIERE et al., 2013), 62% (GALLINA et al.,, 2011) chegando a
88,4% no estudo conduzido por Hofstatter et al.(2013).

Associada a alta taxa de parasitismo tem-se as dificuldades enfrentadas
em relagdo ao tratamento dos animais infectados, devido ao fenébmeno adaptativo
de resisténcia aos anti-helminticos. De acordo com alguns trabalhos, a frequéncia
de utilizacdo dos compostos antiparasitarios e/ou a rapida alternancia entre estes,
sdo os principais fatores responsaveis pelo desencadeamento do processo de
selecdo em uma populagdo de parasitos. Esse processo ocorre de maneira
gradativa e acredita-se que, quanto maior a eficacia da droga e seu uso, mais

acentuado sera o processo de selecdo por organismos resistentes ocorrendo a
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simples eliminagdo dos parasitos mais sensiveis a partir do uso exagerado de
anti-helminticos (ANDRADE, 2008; KOPP et al., 2008).

Diante desta realidade, tem-se incentivado as pesquisas com plantas
medicinais, em busca de novas moléculas e novos métodos de tratamento,
destacando-se o uso de 6leos essenciais (CARNEIRO et al., 2015), o que € muito
promissor, ja que o Brasil apresenta uma das floras mais ricas do mundo, com
mais de 56000 espécies de plantas (KLEIN et al., 2009; MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2011). Com a ideia de implementar e oficializar o uso das plantas, o
pais criou o Comité Técnico Tematico de Apoio a Politicas de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (BRASIL, 2011).

Sao0 encontrados diversos trabalhos sobre plantas bioativas da familia
Lamiaceae para o controle dos parasitos de ruminantes, especialmente, frente ao
nematodeo gastrintestinal Haemonchus spp., entretanto, na area de animais de
companhia, os estudos da atividade e eficacia anti-helmintica de plantas usadas
na medicina popular sdo escassos, embora o saber popular seja uma fonte rica

em informacgdes a serem pesquisadas.



2 Objetivos

Objetivo Geral

Verificar a agdo anti-helmintica de 6leos essenciais da familia Lamiaceae

sobre ovos de Ancylostoma spp.

Objetivos Especificos

Avaliar o potencial ovicida in vitro dos Oleos essenciais de
Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis,sobre

Ancylostoma spp. de caes.

Determinar a melhor concentragdo ovicida dos o6leos essenciais
para classifica-los segundo o indice de eficacia proposto pelo World

Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP).

Determinar a composicdo fitoquimica e o0s constituintes

majoritarios dos 6leos essenciais, através de analise cromatografica.



3 Revisao de Literatura

Ancylostomideos

Os ancilostomideos fazem parte do Reino Metazoa, Filo Nematoda,
Classe Secernentea, Ordem Strongylida, Familia Ancylostomatidae (BLAXTER et
al.,, 1998; CHILTON et al.,, 2006). Os integrantes adultos dessa familia se
caracterizam, morfologicamente, por apresentarem sistema digestério completo,
com uma capsula bucal bem desenvolvida, armada com dentes ou laminas
quitinosas cortantes na porgao anterior, sistema nervoso e excretor e dimorfismo
sexual, onde as fémeas sdo maiores que os machos e apresentam poro genital
na metade do corpo, enquanto os machos possuem a capsula copuladora na
porcao posterior do corpo (REY, 2001).

Dentre os nematoides que parasitam o intestino delgado de caes,
destacam-se Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense (CURY; LIMA,
2002). Em humanos, a larva infectante dessas espécies causam a larva migrans
cutanea, e a fase de L3 do A. caninum pode estar envolvida em casos de
neurorretinite sub-aguda difusa unilateral (D.U.S.N) (CASELLA et al., 2001).

Casos de infecgao entérica em humanos por A. caninum, foram relatados
na Australia, América do Sul, Filipinas, Israel e Unidao Européia (ROBERTSON;
THOMPSON, 2002; KATAGIRI & OLIVEIRA-SIQUEIRA, 2007). No cao, seu
hospedeiro definitivo, determina um quadro de gastroenterite, principalmente em
animais jovens, causando grandes perdas de ninhadas (URQUHART et al., 2009).

A. caninum é usado como modelo biologico para estudos das demais
espécies de Ancylostomideos, a fim de melhor entender sua ecologia, padrdes de
transmissao e resisténcia as drogas, para que se elaborem estratégias de
controle das parasitoses (MIRANDA, 2007).
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Morfologia, ciclo evolutivo e epidemiologia do Ancylostoma caninum

Ancylostoma caninum possui trés pares de dentes na margem ventral da
capsula bucal, que se apresenta profunda e infundibuliforme. No fundo dessa
estrutura, ha um par de dentes triangulares dorsais e um par de dentes ventro-
laterais. A espécie apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos possuidores
de um sistema reprodutor composto de testiculo, canal deferente, vesicula
seminal, canal ejaculador e cloaca e, como érgaos sexuais acessorios, a bolsa
copuladora bem desenvolvida na regidao posterior, espiculos e gubernaculo
(SOULSBY, 1982). O sistema reprodutor das fémeas &€ composto por ovarios,
ovidutos, uteros, ovejetores, vagina e vulva, cuja abertura esta localizada no terco
posterior do corpo. O comprimento dos machos varia de 9 a 13 mm, enquanto o
das fémeas de 14 a 20 mm. As fémeas sao oviparas, fazendo postura de ovos
morulados, elipticos, de casca fina, medindo 54-77 pm de comprimento, por 34-
44,7 um de largura.

A morfologia de A. braziliense é muito semelhante a de A. caninum,
podendo ser diferenciado pela capsula bucal, que apresenta um par de dentes
laterais bem desenvolvidos e, na por¢ao média, um par de dentes rudimentares e,
também, através da bolsa copuladora. O comprimento dos machos varia de 5 a
7,5 mm e das fémeas de 6,5 a 10,5 mm (FORTES, 2004).

Os ovos das diversas espécies de ancilostomideos sao muito parecidos,
ovoides ou elipticos, de casca fina e transparente podendo possuir de uma a trés
camadas, sendo a interna lipoproteica, a intermediaria quitinosa e a externa
vitelinica (BIRD; BIRD, 2012). Nas fezes, a célula-ovo comeca a segmentagao
formando quatro, oito ou mais blastémeros, que se desenvolveram até chegar a
larva de 19 estadio, passando posteriormente a larvas de 22 e 39 estadios, de
acordo com condi¢des ambientais favoraveis (BOWMAN, 2006).

As formas larvarias do A. caninum fazem parte do ciclo de vida exdégeno
que ocorre no meio ambiente, assim, tem-se a larva de primeiro estadio (L1), a
larva de segundo estadio, (L2) e a de terceiro estadio, denominada de L3 ou larva
infectante. As larvas de primeiro e segundo estadios apresentam conformacao
rabditéide em funcdo da morfologia do eséfago, enquanto que a de terceiro
estadio possui configuragcédo filaridide, pois o esd6fago se apresenta de forma

cilindrica, alongada e sem bulbo. As formas larvais trocam a cuticula através de
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ecdises, sendo que a L3 apresenta dupla cuticula, em funcdo da manutencao da
cuticula do estadio larval anterior, que oblitera a cavidade bucal impedindo a sua
alimentacao (TAYLOR et al., 2010).

O ciclo evolutivo é direto, e os parasitas adultos se localizam no intestino
delgado do hospedeiro definitivo, onde se fixam na mucosa intestinal por meio de
suas capsulas bucais dotadas de trés pares de dentes marginais. As fémeas,
apos a copula, realizam a oviposicdo de milhares de ovos por dia, em média,
16000 ovos/dia, que sao liberados para o meio exterior juntamente com as fezes
dos hospedeiros (SANTAREM et al., 2011).0 desenvolvimento dos estagios pré-
parasitarios no solo depende de condi¢des favoraveis como oxigenagao, umidade
e temperatura adequadas, uma vez obedecidas essas condigcbes, tem-se, num
periodo de 24 a 48 horas, uma larva rabditéide de primeiro estadio, conhecida
como larva L1. Essa larva eclode do ovo e, em contato direto com o meio
ambiente, se alimenta de matéria organica e microrganismos para uma posterior
muda para mais dois estadios larvais que sdo: L2 (rabditéide) e L3 (filaridide e
infectante). A larva filaridide ndao se alimenta mais, migrando para as particulas
superiores do solo, onde aguarda contato com o hospedeiro definitivo (SOULSBY,
1982; FORTES, 2004).

Os hospedeiros definitivos podem se infectar por diversas vias, como
através da via oral, percutanea, transplacentaria e transmamaria. O modo de
infeccdo mais comum é a passiva, sendo que uma vez ingeridas, as larvas L3
passam pelo estbmago e perdem a cuticula externa e, apos trés dias, migram
para o intestino delgado e penetram nas células de Lieberkihn, onde ocorre a
muda para a larva L4. Posteriormente, essas voltam a luz do intestino,
transformam-se em adultos jovens, que realizardo a hematofagia e copula (REY,
2008; NEVES, 2011). Dentro de 14 a 21 dias de infeccdo, os ovos podem ser
encontrados nas fezes dos hospedeiros, fechando o ciclo de vida (URQUHART
et al., 2009).

A distribuicdo geografica de A. caninum € ampla nos tropicos e regides
temperadas quentes. Em areas endémicas, a doenga € mais comum em caes
com menos de um ano de idade, ja nos animais mais velhos, a doencga clinica é
menos provavel devido ao desenvolvimento de imunidade especifica. A

epidemiologia esta associada com as duas principais fontes de infeccao, a
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transmamaria em filhotes de cées lactentes e a percutdanea ou oral, a partir do
ambiente (URQUHART et al., 2009).

Os fatores ambientais, que influenciam o desenvolvimento das larvas
infectantes-L3, estdo relacionados com a temperatura, precipitacdo pluviométrica
e natureza do solo, sendo que, a temperatura de 21-27°C € a ideal para o
desenvolvimento da L3, bem como, uma distribuicdo regular das chuvas, uma vez
que a L3 é sensivel a dessecacdo e também ao excesso de chuva. Os solos
argilosos sao desfavoraveis, enquanto que 0s arenosos e ricos em matéria
organica sdo os mais favoraveis ao desenvolvimento larval (URQUHART et al.,
2009; DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et al.,2012).

Guimaraes et al. (2005), ao avaliar amostras de solo coletadas em
escolas/creches de Lavras MG,observaram um percentual de 22,2% de
contaminacgao por ovos de Ancylostoma sp.. Em outro estudo, Gallina et al. (2011)
avaliaram a contaminagcdo de amostras de solo do Campus Universitario do
Municipio de Pelotas,RS, demonstrando contaminacdo ambiental, onde se
destacaram a presenca de ovos de Toxocara spp. e de ancylostomideos em 62%
das amostras avaliadas. Moura et al. (2013), avaliaram amostras de solo de oito
pracas do municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, no periodo de junho de 2010
a maio de 2011 encontrando contaminacéo do solo em todas as pracas avaliadas,
com maiores indices de positividade para ovos de ancilostomideos (13,5%) e
ovos de Toxocara spp.(8,8%).

Stalliviere et al.(2013), demonstraram uma prevaléncia de 38,2% de
helmintos intestinais em populagcdes de caes domiciliados em Lages/SC,
destacando-se o0 género Ancylostoma. Em Botucatu, SP, foram registrados
percentuais de 31,9%,por Oliveira-Sequeira et al. (2002), enquanto Prates et al.
(2009), em Maringa/PR , registraram 18,5% de Ancylostoma spp. Os resultados
obtidos por Costa e colaboradores (1990), em Vitoria/ES, demonstraram um
percentual de isolamento de 88,5%; Gennari et al. (1999), em Sao Paulo/SP,
obtiveram 20,40%; Araujo (2006), em Vigosa/MG, 18,53%; Vasconcelos et al.
(2006), no Rio de Janeiro/RJ, 34,8%. Trabalhos desenvolvidos no sul do RS
obtiveram percentuais preocupantes: Scaini et al. (2003), trabalhando com
amostras do balneario Cassino/RS, obteve 71,3% de Ancylostoma spp., enquanto
que Hofstatter et al. (2013), em Pelotas/RS, 88,4%, demonstrando alto percentual

do género em amostras de fezes de caes errantes
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Patogenia de Ancylostoma caninum

A acdo dos helmintos sobre o hospedeiro altera as fungdes organicas,
uma vez que determina perda de peso, perda sanguinea e proteica, acao
obstrutiva e compressiva, menor digestdao e absorcdo dos nutrientes da dieta
ocasionando um crescimento tardio (ALMEIDA; AIRES, 2006). Nos cées, a
gravidade das infeccbes provocadas pelo A. caninum depende de fatores
relacionados ao parasito como o numero de formas infectantes, e relacionados ao
hospedeiro como, a via de infec¢do, o estado nutricional, a resposta imune e a
idade destes (LOUKAS; PROCIV, 2001).

Como exemplo, temos a infec¢cdo transmamaria que pode ser fatal para
caes jovens, devido a grande passagem de larvas pelo leite ou, ainda, provocar
quadros de anemia hemorragica aguda ou crOnica, seguida de diarréia com
hematoquezia, podendo evoluir para caquexia e morte. Em caes adultos, podem
causar deficiéncia de ferro e anemia hipocrémica microcitica. O Ancylostoma
braziliense pode, também, infectar cdes e gatos, determinando os mesmos
sintomas que o A. caninum, entretanto, com menor intensidade, devido a menor
patogenicidade (URQUHART et al., 2009).

As larvas infectantes do A. caninum e do A. braziliense n&do atingem a
maturidade sexual na espécie humana, desta forma penetram na pele do
hospedeiro acidental através dos foliculos pilosos e dos orificios das glandulas
sebaces e comecam a migragao quatro dias apos a penetra¢do, causando uma
dermatite linear serpiginosa, conhecida como Larva Migrans Cuténea. As larvas
sdo envolvidas em uma pelicula protetora, permeavel apenas por gases, e
guando sao atraidas pela elevada concentracao de didxido de carbono na pele do
hospedeiro acidental, perdem suas carapacas, liberando enzimas, como
proteases e hialuronidases, que permitiram a migracdo através da epiderme
(HOLTEZ et al.,1992; VELHO, 2003).

No local da penetracao, a larva provoca eritema ou papula, acompanhada
de prurido. A migracao produz tuneis de trajetos irregulares entre a epiderme e a
derme, com a presenca de uma reacgao inflamatéria com predominancia de
células eosinofilicas e mononucleares. A lesdo pode se transformar em

piodermatite devido a contaminagado bacteriana secundaria. As principais areas



23

afetadas sao o dorso, a sola dos pés, nadegas, cintura pélvica, pernas e ombros
(REY, 2008; NEVES, 2011).

Diagnostico

O diagnostico é feito através da anamnese, observacao clinica, sendo
complementado por exames laboratoriais como o hemograma e o exame
parasitologico de fezes- EPF, tanto para a espécie humana, como para os
caninos, sendo que para humanos, tém-se ainda os testes imunologicos.

Os sinais clinicos mais intensos da ancilostomose canina ocorrem nos
filhotes, que apresentam inapeténcia, baixa vitalidade e mucosas palidas,
enquanto que no cdo adulto a infeccdo pode levar a queda de pelos, pelagem
sem brilho, vomitos esporadicos, diarréia ou fezes com estrias de sangue
(URQUHART et al., 2009).

O exame laboratorial de hemograma em geral, revela anemia normocitica
normocrdmica na fase inicial da doenca, seguida por uma anemia hipocrémica se
persistir a infeccdo, enquanto que o exame coproparasitolégico ovos do parasito,
que no caso do A. caninum se apresentam com a forma arredondada ou
elipsdide, medindo 54-75um e de coloracédo acastanhada.

A técnica de Willis Mollay é a mais utilizada para diagnosticar helmintoses
gastrintestinais de animais de companhia, devido a simplicidade de execugéo e o
baixo custo, entretanto a técnica de centrifugo-flutuacdo vem sendo usada para o
diagnostico quando a carga parasitaria € baixa, demonstrando alta eficiéncia. Os
ovos de ancilostomideos sdao muito semelhantes entre as diferentes espécies,
apresentando também pouca variagao de tamanho, portanto essas caracteristicas
ndo se constituem em critérios para o diagnostico diferencial em fezes (REY,
2008; CRINGOLI et al., 2010; PELCHEBISKI, 2010).

No caso de larva migrans cutdnea, a lesdo é patognomoénica, sendo
diagnosticada pela observagao clinica. Deve-se considerar que céaes lactentes
podem demonstrar sintomatologia clinica grave antes da detec¢do de ovos nas

fezes, em fungao da infec¢ao transmamaria (URQUHART et al., 2009).

Tratamento da Ancilostomose em Animais de Companhia
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O tratamento das parasitoses esta condicionado ao uso de drogas com
acao anti-helmintica, que podem ser classificadas em grupos farmacoldgicos
distintos, de acordo com o0 seu mecanismo de agao, assim, tem-se as drogas que
atuam no sistema neuromuscular, no metabolismo energético, na reproducéo e na
potencializacdo do 4acido y-aminobutirico (GABA) dos parasitos. Os
endoparasiticidas também podem ser classificados, de acordo com o seu
espectro de acdo, em antinematédeos, anticestddeos, antitrematddeos e
antiprotozoarios (SANTAREM et al., 2008).

De acordo com a formulagdo, os anti-helminticos podem ser
administrados aos animais por via oral, intra-ruminal, parenteral ou cutdnea (pour-
on). Os principais endoparasiticidas comercializados no Brasil para o tratamento
de caes e gatos estao apresentados no Quadro 1.

A eficacia dos medicamentos com acgao anti-helmintica esta relacionada a
fatores referentes ao parasito, ao proprio medicamento e ao hospedeiro, portanto,
conhecer a epidemiologia da doenca se faz necessario, a fim de usar o anti-
helmintico de forma racional, preservando o principio ativo e evitando, assim, o
precoce estabelecimento do fendmeno da resisténcia anti-helmintica.

O controle bioldgico € uma técnica alternativa para diminuir populagcdes de
pragas que comprometem a producdo de plantas e animais utilizando para isso
agentes antagonistas naturais como os fungos nematoéfagos (RIBEIRO, 2003;
MACIEL et al., 2010). Frassy et al. (2010), avaliaram in vitro a agédo ovicida do
fungo nematofago Pochonia chlamydosporia sobre ovos de Toxocara canis em
diferentes intervalos de tempo e sugerem o uso deste fungo como uma alternativa
de controle biolégico dos ovos embrionados de Toxocara canis, pois causa a sua
destruicao.

Maciel, Araujo e Cecon (2006) avaliaram a capacidade predatoria de trés
isolados das espécies de fungos nematofagos Arthrobotrys robusta, Duddingtonia
flagrans e Monacrosporium thaumasium no controle in vitro de larvas infectantes
de Ancylostoma spp. de caes e observaram que as espécies podem ser utilizados
para controlar no ambiente as fases pré-parasitarias de Ancylostoma spp. de

caes.
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GRUPO PRINCIPIO ~ MECANISMO DE ~
FARMACOLOGIO ATIVO ASSOCIACOES ACAO ESPECTRO DE ACAO
Benzimidazois - Albendazol Inibicdo da Nematodeos gastrintestinais
Febantel sintese de (Ascarideos,
Fembendazol microtubulos Ancilostomideos,
Mebendazol pela inibigao Trichuris)
da B-tubulina
Imidazotiazéis Levamisol
Tetramisol Tetramisol
+Disofenol Ascarideos, Filarioides
Compostos Agonistas do Ascarideos (Toxocara
Heterociclicos Piperazinas GABA Morte canis, Toxocara
Simples por paralisia cati,Toxascaris leonina )
flacida
Avermectinas: Ilvermectina + Abertura dos Microfilarias de Dirofilaria
Lactonas Selamectinas  Pamoato canais de cloro  immitis, Toxocara canis,
Macrociclicas Ivermectinas  de pirantel; pela ligacao Toxocara cati,Ancylostoma
Milbemicina com receptores  caninum,Ancylostoma
oxima Milbemicina de glutamato, tubaeforme
oxima + com morte do
praziquantel parasito por
inanicao
Pamoato de Inibicao da Ascarideos,
Pirimidinas Pirantel AchE ,com Ancilostomideos,
Pamoato de morte por Oxyuris,Parascaris, Trichuris
oxantel paralisia
espastica
Disofenol Interfere nas Nematodeos e cestodeos
Substitutos Nitroscanato reacoes
Fendlicos mitocondriais

Isoquinolonas

Praziquantel

Benzimidazol*
Pirimidinas*
Lactona
Macrociclica*

Aumenta a
permeabilidade
aos ions calcio,
inibindo a
captacao de
glicose

*Praziquantel+pamoato de Pirantel;Praziquantel+Febantel+pamoato de
pirantel;Praziquantel+Fembendazol+Pamoato de pirantel;Praziquantel+Pamoato de Pirantel+Pamoato de
Oxantel;Praziquantel+lvermectina+Pamoato de Pirantel;Praziquantel+Fembendazole+Pamoato de

Pirantel+lvermectina

Cestodeos

Quadro 1: Principais grupos de endoparasiticidas para uso em caninos e felinos.
Fonte: (adaptado de ANDRADE, 2008).
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Anti-helminticos e seus mecanismos de acao

Os principais grupos de antihelminticos recomendados para o tratamento
dos endoparasitos dos animais de companhia sao os benzimidazois, compostos
heterociclicos simples, lactonas macrociclicas, pirimidinas, substitutos fendlicos e
as isoquinolonas. Para os caninos, especificamente para o tratamento da
ancilostomose, tém sido utilizados os benzimidazois, lactonas macrociclicas e as
pirimidinas, sendo que desses encontramos na maioria das formulacdes o
febantel, a ivermectina, e o pamoato de pirantel associados ao cestodicida
praziquantel (ANDRADE, 2008).

A ligacdo do febantel a tubulina do parasito resulta na sua
despolimerizacao e, consequente modificagdo dos microtubulos, sendo assim, os
processos vitais para a funcado celular como a divisdo mitética, transporte de
nutrientes e alteragdes na forma da célula ficam comprometidas. O febantel
também inibe a enzima fumarato - redutase nas reagbées dentro da mitocondria,
portanto bloqueia a via respiratéria do parasito impedindo a producdo de
adenosina trifosfato (ATP) resultando no esgotamento das reservas energéticas e
morte do nematdédeo por inanicao (ALMEIDA; AIRES, 2006).

A ivermectina induz a paralisia do parasito por ligar-se aos canais de cloro
ativados por glutamato, que estdo presentes nas células nervosas ou musculares
dos nematddeos, causando hiperpolarizagdo devido ao aumento de ions cloreto
dentro da célula. Como os canais de cloro estdo expressos nas células da
musculatura faringea desses parasitos, o comportamento alimentar desses
nematodeos fica inibido levando a morte por inanicdo (McCARTHY; LOUKAS;
HORTEZ, 2012).

O pamoato de pirantel e pamoato de oxantel sdo agonistas colinérgicos.
Estes sais ligam-se aos receptores de acetilcolina, estimulando sua acao,
resultando em excesso de despolarizacdo de membranas com repetidas
contracdes levando o parasito & morte por paralisia espastica (SANTAREM:;
ANDRADE; ALBERTI, 2008; KOOP et al., 2008).
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Resisténcias aos anti-helminticos

A resisténcia anti-helmintica é um fenédmeno relatado no mundo todo e
ocorre devido ao uso indiscriminado e continuo de farmacos, levando a selecao
de populacdoes geneticamente resistentes, sendo assim, os parasitos, que nao
sa0 mais sensiveis ao principio ativo, sobrevivem e passam essa caracteristica a
sua progénie. O fendmeno de resisténcia aos endoparasiticidas tem sido descrito
em muitos animais, como o0s ruminantes, caes, gatos entre outros, e sera
monogénico, quando apenas um unico gene conferir resisténcia ao grupo
quimico, como no caso dos benzimidazdis, e poligénico, quando mais de um gene
estiver envolvido na determinacdo da resisténcia, como no caso das lactonas
macrociclicas (XU et al,. 1998; PRICHARD, 1994; SCHWENKENBECHER,;
KAPLAN, 2009).

As alteracdes na expressado génica estdo associadas com resisténcia a
varias classes diferentes de anti-helminticos. No grupo dos benzimidazois, a
resisténcia esta associada a perda de receptores de alta afinidade de ligagdo dos
benzimidazois a tubulina, pela mutacdo nos genes para tubulina-b. A resisténcia
das pirimidinas se deve as modificacées das propriedades do receptor nicotinico
para acetilcolina, ja no grupo das macrolactonas, a resisténcia parece estar
associada a alteracdo de conformacgéo dos canais de cloro e maior producao de
glicoptoteina-P. (BEECH et al., 2010).

Os animais de producdo sdo expostos aos principios ativos dos
endoparasiticidas de forma mais intensa e indiscriminada do que os caes e gatos,
portanto poderiamos pensar que a resisténcia anti-helmintica ndo se constituisse
problema nos animais de companhia, contudo ja existem trabalhos demonstrando
uma menor eficicia de alguns compostos. No estudo de Kopp et al. (2007), foram
infectados artificialmente 12 cdes com A. caninum e apos o estabelecimento
completo da infec¢do os animais foram tratados com pamoato de pirantel, ao final
foi evidenciado uma reducdo de 25,7% na contagem de vermes nos caes
tratados, representando uma baixa taxa de eficacia do vermifugo.

O estudo conduzido por Bourguinat et al. (2011), demonstrou a
resisténcia da Dirofilaria immitis a lactona macrociclica em um cao tratado
repetidas vezes para a dirofilariose. A genotipagem das microfilarias revelou a

presenca de polimorfismo genético no gene que codifica a glicoproteina P,
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estando presente numa frequéncia de 45,3% das microfilarias sobreviventes aos
repetidos tratamentos com altas doses do anti-helmintico.

Pulaski et al. (2014), pesquisaram a resisténcia anti-helmintica do grupo
lactona macrociclica a Dirofilaria immitis através de infeccdo experimental em
caes Apos a infeccao estabelecida, um cdo em cada grupo foi tratado com 12
ug/kg de ivermectina e com controle por via subcutédnea,durante 6 meses. Ambos
0s grupos desenvolveram infec¢cao para D. immitis, sendo comprovada por teste
para antigeno de dirofilaria e do grupo tratado também foram recuperadas larvas
infectantes de 22 geracao, confirmando a herdabilidade de resisténcia.

Furtado et al. (2014), investigaram polimorfismos de um unico nucleétido
(SNPs) no isotipo 1 gene B-tubulina, em cdédons 198 e 200 para verificar a
associacdo do SNPs com resisténcia do A. caninum aos benzimidazois.Os
parasitos foram recuperados de cdes naturalmente infectados a partir de dois
estados brasileiros,Minas Gerais e Piaui, sendo analisadas um total de 234
amostras entre os dois estados através da técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). A presenca de um SNP na posicao 200 foi observada em uma
freqliéncia baixa (0,8%), o que so foi detectado na populacao do Estado de Minas
Gerais, enquanto que nenhum SNP foi detectado na posicdo 198 do gene.
Concluiu-se que o alelo relacionado a resisténcia aos benzimidazdis presentes
em nematddeos de ruminantes estava presente numa frequéncia baixa no

Ancylostoma caninum.

Perspectivas do uso de plantas medicinais como agentes anti-

helminticos

O emprego da fitoterapia faz parte da histéria da humanidade, sendo
utilizada como forma de tratamento das enfermidades, tanto do homem como dos
animais (FOX, 1997; GASBARRE et al., 2001; BEZERRA, 2009). As plantas sao
uma fonte inesgotavel de pesquisa, uma vez que apresentam muitos compostos
com agao medicinal que ainda néo foram estudados, assim sendo, existe uma
necessidade premente de investimentos na pesquisa de moléculas bioativas, a
fim de manter a saude das pessoas e dos animais, preservando o meio ambiente.

Neste sentido, o Ministério da Saude, através da implementacao da Politica
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Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas (Decreto n? 5.813, 22 de junho de
2006) vem estimulando a pesquisa de plantas medicinais de interesse ao Sistema
Unico de Saude (SUS), e valorizando o conhecimento popular a respeito das
plantas medicinais (BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Na area de parasitologia veterinaria o uso de extratos e 6leos essenciais no
controle dos parasitos de animais de producao e de companhia, tem se mostrado
promissor com a possibilidade de inibir os parasitos em alguma fase do ciclo de
vida, além disso, contamos com recursos naturais que, em relagdo a anti-
helminticos convencionais, possuem baixo custo, menores efeitos colaterais e
prolongam o aparecimento de resisténcia anti-helmintica (NERY, et al., 2009; DE
CASTRO, 2012; SOUSA, et al., 2013). Sendo assim, inumeras familias boténicas
tem sido alvo de estudos, a fim de se determinar as propriedades antiparasitarias
em diferentes espécies animais (FURTADO, 2006; FARIAS et al., 2010; BRITO et
al.,2011; DE CASTRO et al.,2012; FUJIMOTO;COSTA;RAMOS, 2012;
MONTEIRO, 2012; SANTOS et al., 2013).

O estudo etnoveterinario retrospectivo do uso de plantas medicinais
realizado por Furtado (2006) evidenciou as familias com maior numero de
espécies citadas com atividade antiparasitaria, que foram: Asteraceae (17 spp),
Fabaceae (15 spp), Lamiaceae (10 spp) e Meliaceae (5spp). As familias
Caricaceae, Chenopodiaceae, Curcubitaceae e Malvaceae apresentaram
espécies com acao anti-helmintica, mas em menor numero. Vale salientar que
existem outras familias botanicas com acao antiparasitaria tais como: Rubiaceae
Annonaceae, Chenopodiaceae, Rutaceae, Verbenaceae entre outras, que nao

foram citadas neste trabalho.

Farias et al. (2010) avaliou, in vitro, cinco diluigcbes (100, 50, 30, 25, 10%)
do 6leo de semente de Carapa guianemis Aubl. (andiroba) frente a larvas de
nematoides gastrintestinais de caprinos e ovinos, encontrando reducao bastante
efetiva no numero de larvas totais dos caprinos tratados nas concentragdes de
100, 50 e 30%, enquanto que nos ovinos observou-se reducéo altamente efetiva

no numero de larvas totais em todos os tratamentos.

Monteiro, 2012 comparou o potencial anti-helmintico do extrato etandlico

com o Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides L. (erva-de-santa-maria) no
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controle de Ancylostoma spp em céaes. O teste in vitro do extrato etandlico, em
diferentes concentracdes, ndo apresentou efeito larvicida sobre as L3 do parasito,
ja o 6leo essencial apresentou acgao larvicida com percentuais crescentes de 88,
33%, 95% e 100% nas concentragoes de 50 pl.ml', 100 pl.mlI' e 150ul.ml,
respectivamente. No teste in vivo a formulagdo de biscoito manipulado com a
concentracdo de 37,5 pl.g' do dleo essencial de C. ambrosioides L. apresentou
resultado satisfatério na redu¢cdo do numero de ovos por grama de fezes em caes
naturalmente infectados com Ancylostoma spp.

A eficacia de sementes de abdbora (Cucurbita maxima) e maméao (Carica
papaya) foi avaliada para o controle de parasitos de lambari (Astyanax cf.
zonatus). Os peixes foram divididos em quatro grupos (peixes em jejum,
alimentados com ragdo comercial, alimentados ad libitum com abobora e com
mama&o). O grupo alimentado com abdbora apresentou melhor eficacia no
controle de nematoides do intestino e do estdmago (95,26% e 92,48%). No
controle de monogenéticos 0 mamao obteve 72% de eficacia (FUJIMOTO;
COSTA; RAMOS, 2012).

Estudos sobre o efeito anti-helmintico da folha do noni (M. citrifolia) sobre
A. galli, demonstraram que o extrato aquoso da folha do noni, no teste in vitro e
na concentragdo de 13,92 mg.mL-1, causou mortalidade de 96,67% apds 96
horas de tratamento, assemelhando-se ao controle positivo (piperazina a 50
mg.mL-1) que causou 100% de mortalidade (BRITO et al., 2011).

Castro et al., 2012 avaliou a acao ovicida do extrato aquoso de Ocimum
basilicum, conhecido popularmente como manjericdo, frente a nematddeos
gatrintestinais de ovinos. Nas concentracdes de 40%, 20%, 10%, 5%, 2,5% e
1,25%. O teste in vitro demonstrou que o extrato foi eficiente nas duas maiores
concentragdes, 40% e 20%, demonstrando o percentual de 100% de eficacia,
enquanto que nas concentragdes de 10% e 5% o percentual ficou acima de 50%.

Os extratos hidroalcodlicos de dez plantas coletadas na regido do Vale do
Paraiba foram avaliados quanto ao seu potencial ovicida e larvicida ante
Ancylostoma spp. na espécie canina. No teste ovicida, nenhum dos extratos
vegetais apresentou atividade frente ao parasito nas diluicbes avaliadas, no
entanto no teste preliminar de atividade larvicida foi observado que dentre as dez
espéecies avaliadas a Nerium oleander, Allamanda cathartica, Mirabilis jalapa e

Brugmansia suaveolens apresentaram atividade larvicida nas dilui¢cdes de
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50mg/ml, 25mg/ml e 12,5mg/ml, induzindo mortalidade em 100% das larvas.Apds
o teste complementar com as espécies de melhor desempenho observou-se que
apenas dois extratos, dos quatro inicialmente selecionados,foram considerados
ativos na concentracao de 12,5 mg/ml, Mirabilis jalapa e Brugmansia suaveolens
(SANTOS, 2013).

Familia Lamiaceae

A familia botanica Lamiaceae apresenta distribuicdo orbicola, sendo,
constituida de 236 géneros e aproximadamente 7500 espécies com plantas de
constituicdo normalmente herbaceas e arbustivas ricas em Oleos volateis.
Segundo a APG Il (2009), a familia apresenta sete subfamilias e, no Brasil,
existem cerca de 500 espécies distribuidas em 38 géneros (SOUZA & LORENZI,
2012).

As principais espécies desta familia sdo o alecrim, a salvia, o orégano, o
tomilho, o manjericdo, a manjerona e a menta. A composi¢cdo rica em Oleos
essenciais € motivo de grande interesse econdOmico para as industrias
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, despertando o interesse pelas
pesquisas dos extratos e 6leos essenciais dessas plantas. Dentre estas espécies
o Origanum vulgare, Origanun majorana e Rosmarinus officinalis tem-se
destacado pelas atividades biologicas comprovadas como antimicrobianas,
antifungicas, antioxidantes, anti-helminticas e inseticidas. Além desses atributos
sdo aromaticas, sendo muito apreciadas como condimentos na culinaria
(VALERIANO, 2010; CLEFF et al., 2010; PEREIRA; PINHEIRO, 2013; DIAS DE
CASTRO et al., 2013; SANTIN et al., 2014).

De forma geral, as espécies da familia Lamiaceae apresentam um
conjunto de caracteristicas botanicas muito especificas, como caules
quadrangulares, folhas opostas, flores bilabiadas, dois estames pequenos e dois
grandes, e um fruto que apresenta quatro sacelos duros e arredondados, embora
cada planta possua seu aspecto particular (PELT, 2003; LAMIACEAE, 2015).

O género Origanum pertence a familia Lamiaceae, sendo essa composta
por 3 grupos, 10 seccbes, 38 espécies e 17 hibridos, caracterizando assim uma
diversidade morfologica e quimica (SOUZA,2005).A planta Origanum vulgare,
também conhecida como orégao, € perene, herbacea, baixa e rasteira (0,25-
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0,40m) de caule quadrangular de coloracao purpura, com folhas ovaladas opostas
e ramos longos. As raizes s&o adventicias e as flores sdo de cor avermelhada ou
résea. A palavra orégano tem origem grega e significa “alegria da Montanha”,
sendo que Corre no Sul da Europa e Oriente Médio como planta silvestre e
cultivada. Como planta cultivada ocorre em varios paises para uso condimentar.
Esta planta é rica em 6leo essencial que apresenta como constituintes principais o
timol, metil-chavicol, linalol,eugenol, cineol e pireno. (BORGES et al., 2012). Na
medicina popular a planta € usada para o tratamento de doencgas do pulm&o,
afeccbes estomacais, infecgdes parasitarias, doencas fungicas e bacterianas,
dores musculares e articulares (OLIVEIRA, 2003; SANTURIO et al., 2011;
CASTRO et al., 2013; SANTIN et al., 2014).

Origanum majorana, popularmente conhecida como manjerona, € perene,
herbacea, baixa (0,30-0,50m), apresentando raiz principal bastante ramificada,
caule lenhoso na base e ramos finos e longos, folhas simples ovaladas de cor
esbranquicadas e flores pequenas brancas ou purpuras. Embora originaria do
Mediterraneo e Oriente Médio, é cultivada em regides subtropicais e temperada
da América como planta condimentar (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2012). Na
composicdo do oleo essencial de manjerona tem sido descrita a presenga de
mirceno, y-terpinene, alfaterpineno, p-cimeno, borneol, timol, carvacrol, beta
cariofileno, limoneno, alfapineno, betapineno, linalol e sabineno (BORGES et al.,
2012). Como planta medicinal € indicada para tratar gripes, célicas menstruais,
afeccbes de pele e gastrointestinais, verminoses, tumores, paralisias, entorses e
traumatismos (SILVA, 2012).

Rosmarinus oficcinalis €& um arbusto com cerca de 1,50 m de altura,
perene, caule lenhoso, muito ramificado, folhas verdes na face superior e
esbranquicadas na inferior, flores pequenas de coloracao variavel, podendo ser
branca, azulada, purpurea ou, mais comumente, lilas-clara. A planta € comum na
regiao do Mediterraneo de onde é originaria, mas ocorre naturalmente em regides
de clima temperado e quente (LORENZI E MATOS, 2006). Essa planta em
condigoes tropicais floresce o ano todo e no Sul do Brasil do final de agosto até o
término do verao (BIASI, 2009).

Devido ao seu aroma caracteristico, foi chamada pelos romanos de
rosmarinus, que significa “Orvalho do Mar’ em latim. No Brasil o alecrim é

conhecido popularmente como alecrim-do-jardim, alecrim-rosmarinho, alecrim de
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casa, erva-da-graga, rosmarino, rosa-marinha e rosmarinho. As propriedades
terapéuticas do alecrim tém sido descritas nos quadros de obstrugdo nasal, como
antisséptico, como cicatrizante, antiespasmodico e estimulante (LORENZI;
MATOS, 2006; DE MELO FREIRE et al.,, 2012). Ao o6leo essencial tem sido
conferida acado antimicrobiana, devido a presenca de compostos fendlicos,
aldeidos e alcodis, destacando-se os compostos citral, geraniol, linalol, confeno e
timol, entre outros (SIMOES et al., 2003).

As plantas aromaticas, através de seu metabolismo secundario,
sintetizam grupos de principios ativos, entre eles os Oleos essenciais, que sao
produtos odoriferos e volateis, liquidos a temperatura ambiente e constituidos por
uma mistura de hidrocarbonetos, alcodis e aromaticos, podendo ser encontrados
em compartimentos especializados distribuidos na casca, folhas, flores rizomas e
sementes da planta (RAVEN et al., 2007). Na familia Lamiaceae as estruturas
especializadas em secretar esse material lipofilico sdo chamadas de idioblastos,
cavidades, ductos, superficies epidérmicas, tricomas e emergéncias
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

As diferentes espécies dessa familia produzem muitos metabdlitos
secundarios, que geralmente, possuem estrutura quimica complexa determinando
a diversidade de compostos bioativos resultando inumeras atividades biologicas
(AGRA et al., 2007). Os produtos do metabolismo secundario podem ser divididos
em trés grandes grupos segundo a sua biossintese: terpenodides, alcaldides e
compostos fenolicos (SIMIONATTO, 2004).

A composicao quimica dos Oleos volateis pode variar de acordo com
fatores inerentes a planta, como a localizacdo do 6leo nas diferentes partes de
uma mesma planta e formas de defesa quimica da planta frente a alguma injuria,
e de acordo com fatores abidticos como época de coleta, condi¢cbes climaticas e
de solo, horario de coleta, presenca de poluentes ambientais e temperatura de
secagem da planta que determinaram diferencas na composicao de Oleos
extraidos de um mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal (BLANCO et al.,
2000; EDRIS, 2007; CHEN, 2008; DE MORAES, 2009).

No processo de extragdo do 6leo essencial, podem ser aplicados diversos
métodos, como a hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo por solvente,
enfleuragem, gases supercriticos e micro-ondas que serao escolhidos em funcao

das necessidades da pesquisa. Dentre esses, 0 método de maior aplicacao é o de
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hidrodestilacao através do sistema extrator Clevenger, por ser economicamente
viavel e por extrair adequadamente os 6leos essenciais (SANTOS et al., 2004).

A atividade anti-helmintica do orégano, da manjerona e do alecrim tem
sido estudada mais intensamente nos nematddeos da familia Trichostrongylidae,
onde o principal representante € o Haemonchus Dias de Castro et al.(2013);no
entanto dentro da familia Ancylostomatidae as pesquisas com as plantas
supracitadas, para o género Ancylostoma, sao incipientes, sendo assim podemos
verificar a necessidade de estudos dessas plantas ndo s6 para animais de
producdo, mas também para os de companhia, uma vez que possuem

importancia como agentes transmissores de doencgas para o homem.

Métodos de analise da atividade anti-helmintica

A validacao de plantas medicinais requer muitas etapas desde a selecao
da planta até a comercializagdo do produto final que deve ser eficiente e seguro
para uso em humanos e animais. O levantamento botanico da planta a ser
pesquisada constitui a primeira etapa da validagcdo, seguida pelos testes
farmacolégicos pré-clinicos e clinicos. Nesta etapa sao realizados estudos para
avaliar a eficacia podendo ser conduzidos in vitro e in vivo, e os testes de margem
de seguranca que sao realizados utilizando-se animais de laboratorio com a
finalidade de se determinar os efeitos causados no organismo vivo. A parte final
da validacdo da planta medicinal consiste no fornecimento de informacédo a
comunidade, seguida pela comercializagcado da planta in natura, com instrucdes
de preparo e a venda de fitoterapicos padronizados e estaveis (RATES, 2001).

Os estudos fitoquimicos na area de parasitologia veterinaria cresceram
nos ultimos anos, tanto no Brasil como em outros paises motivados pelo
aparecimento da resisténcia anti-helmintica, tanto para os animais de producao
como para os de companhia (KOOP et al., 2007; COSTA et al., 2011; JAISWAL et
al., 2013; GEURDEN et al., 2014).

A necessidade de se descobrir novas moléculas fez com que as técnicas
usadas para a determinacéao de resisténcia a endoparasiticidas comerciais fossem
adaptadas a pesquisa com fitofarmacos, sendo assim muitos sao os testes in vitro
e in vivo para avaliar a eficacia anti- helmintica e a seguranca dos extratos e 6leos
essenciais (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; KATIKI,2011). Para testes



35

com as formas larvais temos o teste de eclodibilidade larvar (EHT), teste de
desenvolvimento, teste de inibicdo do desembainhamento, teste de inibicdo da
migracao, teste de inibicdo da alimentacao larvar, com relagdo aos vermes
adultos os mais utilizados sdo os testes de motilidade, teste de desafio direto in
vitro. Na sequéncia da investigacdo tem-se os testes pré-clinicos de eficacia in
vivo, testes toxicologicos e testes clinicos de eficacia in vivo. A escolha do melhor
meétodo ird depender do objetivo do estudo, uma vez que os extratos e dleos
essenciais podem interferir no ciclo de vida do parasito em diferentes fases do
mesmo (COLES et al.,1992; CHAGAS, 2008).

Os testes de eficacia in vitro sdo realizados no inicio da pesquisa com o
intuito de selecionar as plantas mais promissoras diminuindo gastos, tempo e
evitando o uso desnecessario de modelos bioldgicos. Para a determinacao do
potencial anti-helmintico das plantas podem ser realizados os testes de inibicdo
da eclosdo de ovos, de motilidade ou de desenvolvimento larvar de nematoides,
além de ensaios com nematoides de vida livre, como Caenorhabditis elegans. Os
testes de eficacia e seguranga in vivo serdo realizados com os melhores
resultados da triagem in vitro. Nesta etapa serao realizados os testes pré- clinicos
de eficacia in vivo, testes toxicologicos e testes clinicos de eficacia in vivo
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; CHAGAS, 2008).

Nesta pesquisa o potencial anti-helmintico dos 6leos essenciais de
orégano, manjerona e alecrim foram avaliados através do teste da eclodibilidade
larvar (Egg Hatch Test - EHT), portanto somente essa técnica sera descrita. O
teste de inibicdo da eclosdo de ovos é amplamente utilizado para avaliar a
capacidade anti-parasitaria das plantas.Este ensaio consiste em expor cerca de
100 a 150 ovos/vol do parasito, coletados de fezes de animais infectados,aos
extratos ou oOleos essenciais, em diferentes concentragdes, dentro de placas de
microcultivo de 24 pogos ou tubos de ensaio que serao incubados por 48 h em
B.O.D (Estufa incubadora refrigerada). (28°C E UR > 80%).Pode-se utilizar como
controle positivo o tiabendazole.O controle negativo € composto de agua destilada
e Tween 80. Apos o periodo de incubacdo uma gota de lugol € adicionada em
cada poco e os ovos e L1 eclodidas sdao quantificados para o calculo do
percentual de inibigdo da eclodibilidade larvar (COLES et al., 1992).

Métodos cromatograficos para aidentificacdo dos 6leos essenciais
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Para a utilizagdo de produtos baseada em plantas na terapéutica, tanto
humana como animal, ha a necessidade de comprovacao prévia de sua eficacia e
seguranca, sendo assim faz-se necessario a adocdao de procedimentos de
controle de qualidade, desde o plantio até o produto final pronto para a
dispensacdo. (MELO et al., 2007). As metodologias usadas para o controle de
qualidade do material vegetal passam por meétodos fisico-quimicos, como a
analise cromatografica, métodos botanicos para a identificagdo da espécie vegetal
e meétodos microbiolégicos para avaliar a contaminagdo por microrganismos
(ROCHA et al., 2004).

A determinacdo da constituicdo quimica da amostra pode ser feita por
diferentes técnicas cromatograficas: cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), cromatografia gasosa (CG)
e eletroforese capilar (EC). A associagdo entre técnicas cromatograficas e
espectrométricas vem contribuindo para a eficiéncia na identificagdo dos
constituintes das plantas, fornecendo informacdes adicionais sobre a estrutura
quimica dos componentes das amostras. Neste sentido, observamos a
associacgo do CLAE e CG com técnicas espectrométricas como:
espectrofotometria de UV-visivel (DAD), espectrometria de massas (MS e MS-
MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (LIANG et al., 2004). Os principais
métodos de separacao utilizados sdo a cromatografia gasosa (GC), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar (CE) devido a capacidade
de realizarem analises qualitativas e quantitativas em  amostras
ambientais,petroquimicas, farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos (RIBANI et
al., 2004; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Em todas as separacdes cromatograficas, a amostra é transportada por
uma fase movel, que pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Essa
fase moével passa através de uma fase estacionaria imiscivel disposta em uma
coluna ou sobre uma superficie sélida. Os componentes da amostra se distribuem
entre as duas fases ocorrendo diferentes graus de interacao entre elas, levando a
formacao de diferentes velocidades de migracdo determinando a separag¢ao dos
constituintes da amostra (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

A técnica de cromatografia gasosa (CG) se divide em cromatografia gas-
liquido (CGL) e gas-solido (CGS). A diferenca esta na fase estacionaria, enquanto

na primeira a fase estacionaria € um liquido imobilizado na superficie de um
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suporte sélido, na segunda é um solido chamado de coluna capilar. A fase mével
da CG é denominada de gas de arraste, sendo o hélio o mais comumente usado.
A amostra € injetada em uma coluna, onde vaporiza sendo levada pelo gas de
arraste entrando em contato com a fase estacionaria.Essa interacdo da amostra
com a fase estacionaria determina a saida dos compostos em diferentes tempos
de retencdo.Na saida da coluna ha um detector que torna possivel a quantificagao
dessas substancias (BONATO, 2007).
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Impacts

e Among the small intestine parasites of dogs, Ancylostoma caninum and
Ancylostoma braziliense are highlighted and their larvae cause a dermatosis
in humans, called Migrans Cutaneas Larvae,.turning it of relevance in
public health.

o These parasites prevalence in the environment is huge and the public places
are the main source of humans contamination, such as parks, squares and
beaches, where the infected defecate, delivering eggs that contaminate the
environment.

e These parasites control is done through commercial endoparasiticides.
However, the plants use is promising on diminishing the parasitory charge

in the environment.
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Summary

The hookworms  are
parasites that contaminate
the  environment and
determine, in animals and

humans, parasitic
infections of public health
importance. The
prevalence of zoonotic

hookworms is elevated in
the south of Rio Grande do
Sul and, added to this,
some pets’ endoparasites
are resistant to certain
anthelmintic. Thus, the
work aimed to evaluate the

anthelmintic in vitro activity of essential oils from the
Lamiaceae family on the Ancylostoma spp. eggs obtained from
naturally infected dogs as well as to assess the chemical
composition of essential oils. For this, larval hatch tests were
performed when parasites’ eggs were exposed to different
concentrations of the essential oils of Origanum vulgare
(oregano), Origanum majorana (marjoram) and Rosmarinus
officinalis (rosemary). It was observed that the hatchability
inhibitory percentage was of 100% in the concentrations of
12,5mg/ml of rosemary oil; 10mg/ml, 5mg/ml and 2,48mg/ml
of oregano; and 15mg/ml, 7,5mg/ml and 3,72mg/ml of
marjoram oils. The test was followed by a positive control
containing thiabendazole hydrochloride (0.025 mg/mL), a
negative control with distilled water and the control with tween
80. The chemical composition of each sample of the essential
oils was determined by gas chromatography attached to the
mass spectrometer (GC-MS). According to the results, it can
be stated that, under the test conditions, the R. officinalis, O.
vulgare and O. majorana essential oils have activity in the
hatchability inhibition of Ancylostoma spp eggs, what can be a
promising alternative for controlling this parasitosis,
decreasing the environmental contamination. Further studies
are necessary.
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Introduction

The interaction between man and
pets, even though healthy, asks for some
cares regarding to sanity and well fare of both
of them, special in relation to zoonotic
diseases, highlighting the parasites. The endo
and ectoparasites reach entire herds and lead
to huge economic loses on the Brazilian
productivity chain, being this a reality in
company animals too that have an
endoparasites cause increase, with high
prevalence of Ancylostoma spp. on the canine
species whose importance in the public health
is undoubted (Lopes at al, 2014).

The hookworms are helminth
nematodes that belong to the
Ancylostomatidae  family. The species
majority parasite the small intestine, feeding
themselves with their definite hosts’ blood. In

canines, the Ancylostoma caninum and
Ancylostoma braziliense are the main
etiological agents of ancilostomosis, and,

once Ancylostoma caninum has a wide
geographical distribution and a huge
prevalence in the environment where humans
and dogs interact, it cases a risk to these
individuals’ health. The main sources of
humans’ contamination are the public
environments where infected dogs defecate,
delivering eggs that contaminate the soil, fact
that can lead to the Cutaneas Migrans
Larvae, a dermatozoonosis of importance in
the public health (De Silva, 2003). In Brazil,
studies are being performed intending to
show the prevalence of the hookworms
infecting animals and environment with
percentages that vary from 22,2% (Guimaréaes
et al.,, 2005), 62% (Gallina et al., 2011),
38,2% (Stalliviere et al., 2013) reaching to
88,4% in a study conducted by Hofstatter et
al. (2013).

Associated to the high level of
parasitism, there are the difficulties in relation
to the infected animals’ treatment due to the
anthelmintic resistance adapt phenomenon.

According to some studies, the
antiparasitic compose use frequency, and/or
the rapid rotation among them, are the main
responsible factors for triggering the selection
process in a parasite population. Tis process
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occurs in a gradual way and it is believed that
as higher the drug efficiency as bigger the
resistant organisms selection process, leading
to a simple elimination of the more sensitive
parasites due to an exaggerated anthelmintic
use (Koop et al., 2008; Furtado et al., 2014).

Facing this reality, researches with
medicinal plants are being stimulated,
searching for new molecules and new
treatment methods, being the essential oils
from the Lamiaceae family  plants
highlighted. Thus, this study aims were to
verify the anthelmintic activity in vitro of the
Lamiaceae family essential oils on the
Ancylostoma spp. eggs in dogs and point out
the main chemical components of them.

Materials and methods

The experiment was conducted
following a completely casual design, in a
bifactorial schema with four repetitions,
where the first factor was the “oil source”
(rosemary; marjoram, oregano) and the
second factor “oil concentration” (0,07%;
0,15%; 0,31%; 0,62%; 1,25%; 2,5%). The
evaluated variable was the hatchability
inhibition percentage of Ancylostoma spp
eggs.

The larvae egg hatch tests (Egg
Hatch Test- EHT) were performed in micro-
culture boards of 24 wells, distributed in six
concentrations (2,5 to 0,07%) of the essential
oils of Origanum vulgare, Origanum
majorana and Rosmarinus officinalis along
the suspension containing nearly 150 eggs of
the parasite. In addition, it was included a test
with mineral oil p.a. degree as the essential
oil control, as well as, thiabendazole
hydrochloride (0,025 mg/mL) as a positive
control and distilled water as a negative
control and a control with tween 80 was used
to emulsify the essential oil. The boards were
sealed with plastic film and incubate in
B.O.D. stove type at 28°C with 80% of
relative humidity per 36h. The boards reading
were done with the auxiliary of an inverted
light microscope.

The plants of the O. wvulgare, O.
majorana and R. oficinalis species were
acquired from a commercial distributor (Luar



Sul®), with quality and origin certification.
The naturally infected dogs’ faeces samples
were collected and stocked in plastic bags,
carefully identified and sent to the laboratory
for being immediately analysed and, then
processed through the Willis Mollay’s
fluctuation technique (Willis, 1921) to
determine the samples positivity for the
Ancylostoma spp eggs. To the eggs
recovering, positive faeces were processed
according to the technique described by
Kerboeuf (1992), with changes, followed by
the eggs quantification.

The oil stratification technique was
equal for the three plants following the
Brazilian Pharmacopeia 1V instructions.
After the stratification, the obtained oil was
dried in anhydrous sodium sulfate, stocked in
an amber bottle and kept under refrigeration
until they are being used in the tests.

The essential oils identification was
done using a gas chromatograph attached to a
mass detector, model GC/MS-QP 2010SE
(Shimadzu, Jap&o), equipped with an AOC-
201 auto-injector  (auto-injector).  The
separation has occurred in a RTX-5MS
(Restek, USA) capillary column, and the
quantification was done by standard area and
the compounds identification by the mass
spectrometer, using the NIST 8 library of the
GC/MS. The oil samples were diluted in
hexane (analytic degree, ultra pure).

The results were expressed by the
hatchability inhibition percentage media of
the quadruplicate, being the effectiveness of
each treatment in the eggs hacth test
determined according to the Equation:

IE=%_ 100
L+V

Where, “IE” is the hatchability
inhibition percentage, “L” is the number of
hatched larvae and “V” is the eggs number.
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Results and discussion

The GC/MS gas chromatography of
the R. officinalis essential oil has shown a
presence of 18 compounds, being the main
constitutes of it cineol (42,12%), camphor
(16,37%) and alpha pinene (14,76%), while
in the O.vulgare were found 17 compoounds,
among them, 4-terpineol (27,24%), timol
(19,78%) and gamma terpinene (14,23%)
were the majority; for the O. majorana oil,
14 compounds were identified, where 4
terpineol  (35,99%), gamma terpinene
(16,76%) and alpha terpinene (11,43%) were
the main ones. The variations observed on the
essential oils analysis were already expected
once biotic and abiotic factors can interfere
on the income and composition of a plant.
(Gobbo-Neto, 2007).

In the hatchability tests, the positive
control has shown an inhibition of 100% of
the eggs hatch, meanwhile the negative
control and the tween 80 have presented an
average of 97,73% and 93%, respectively, of
hatchability, showing a great feasibility of
Ancylostoma spp. eggs, obtained from
naturally infected dogs. In the test performed
with mineral oil in the concentrations of
0,07% to 2,5%, it was possible to observe that
there have been an egg hatch of 98,57%. This
evaluation has become important once has
shown that the activity of the essential oils
from the Lamiaceae family observed was not
due to the mechanic action that the oil could
be imposing on the eggs surface, but it was
due to the bioactive compounds presence that
interfere on the hatchability.

The three studied plants essential
oils samples have presented an anthelminthic
action on the Ancylostoma spp. eggs, in
increasing  percentages in the tested
concentrations, what is shown in Tab. 1
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Table 1: Larvae hatchability inhibition tests results of the essential oils of O. vulgare, O.
majorana and R. officinalis in the concentrations of 0,07% to 2,5%.

Oils Origanum  Inhibition  Origanum  Inhibition = Rosmarinus Inhibition

concentration vulgare percentage majorana  percentage officinalis percentage

in % (mg/ml) (%) (mg/ml) (%) (mg/ml) (%)
0,07 0,28 23,60 0,42 14,96 0,35 12,62
0,15 0,60 76,11 0,90 78,24 0,75 32,81
0,31 1,24 96,16 1,86 99,00 1,55 69,98
0,62 2,48 100 3,72 100 3,10 95,77
1,25 5,00 100 7,50 100 7,50 99,31
2,50 10,00 100 15,00 100 12,5 100

According to the classification of
anthelminthic products index proposed by
the Word Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology (WAAVP), the
most promising concentrations of the
essential oils in vitro tested are 3,1mg/ml to
12,5mg/ml for rosemary, 1,24mg/ml to
10mg/ml for oregano and 1,86mg/ml a
15mg/ml for marjoram.

The comparison among the
different botanic genre in this study has
shown that the rosemary action was
superior in relation to marjoram all
concentrations, except in 7,5mg/ml when
anthelminthic action was equal. When
compared to oregano, it was lower once it
was necessary higher concentrations to
obtain the same result.

The R. officinalis oil used in this
study has presented high concentrations
(42,12%) of cineol, fact that has probably
influenced on the activity in the
Ancylostomo spp.. Macedo et al. (2009),
evaluated Eucalyptus globulus essential oil
action on Haemonchus contortus eggs and
larvae relating the ovicide and larvicide to
high concentrations of monoterpene 1,8-
cineol long other compounds, justifying the
action for being the compound highly
hydrophobic, acting on the cellular
membrane causing damages to the cells.

Regarding to the different
Origanum species, it was possible to
observed that oregano was superior in
relation to marjoram in all concentrations
tested, even though marjoram has presented
higher taxes of 4-terpineol compared to
oregano. It was possibly due to the

synergism of n4-terpineol with thymol and
gamma tipernene on the oregano
composition. Studies have shown that
thymol has a huge capacity of inhibition of
the acetylcholinesterase activity as well as
influence on the calcium delivering of the
myocyte sarcoplasmic reticulum, effecting
muscle excitation and contraction, causing
paralysis (Sarkdzi et al., 2007).

4-terpineol has been also described
as a compound that acts inducing
deformation on microorganisms’  cell
membranes, consequently altering their
permeability, what could have happened on
the Ancylostoma spp. eggs case, favoring
the O. vulgare and O. majorana oils
activity, once studies have already shown
their larvicide action (Santos, 2014).

Though the tested oils have
presented an anthelmintic action on the
Ancylostoma spp. eggs, inhibiting their
hatch, they haven’t prevented the eggs
blastomaration with the 1" larvae stadium
formation in all concentrations tested.
However, they have shown an activity on
this larval phase on their cuticle surface |,
where they presented themselves with no
motility and with morphological changes.
Probably, the oils action on the parasite
cuticle has determined alterations on the
larvae physiology (L1) due to changes in
the protein conformation on the plasmatic
membrane of the parasite cuticle,
determining the larvae paralysis (Macedo et
al., 2009).

The observed result is full of
importance once, preventing that L1 does
the molting, then, there won’t be the



infective larvae formation, and so,
Ancylostoma spp. cycle, contributing with
the parasite environmental control.

Conclusion

The essential oils of the O.
vulgare, O manjorana and R. officinalis
present a lavercide action in all
concentrations tested on the Ancylostoma
spp., turning it a promising alternative to
control this parasite, decreasing, this way,
the environmental contamination and
preserving the human and animal health.
Further studies are necessary.
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5 Conclusao

A partir dos resultados deste estudo foi possivel concluir que:

Os 6leos essenciais das espécies Origanum vulgare, Origanum majorana e
Rosmarinus officinalis apresentam atividade anti-helmintica in vitro sobre ovos de
Ancylostoma spp.. Essa atividade, ndo foi ovicida, mas sim larvicida, em todas as
concentragoes testadas.

O odleo essencial de Origanum vulgare foi capaz de inibir a eclodibilidade de
ovos de Ancylostoma spp. em concentragdes inferiores as necessarias para o
Origanum majorana e Rosmarinus officinalis.

Os dleos essenciais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis,além de inibir
a eclodibilidade dos ovos de Ancylostoma spp. demonstraram atividade sobre a
larva de 12 estadio que se mostrou modificada em sua cuticula e sem motilidade.

O composto majoritario no 6leo essencial de alecrim (R. officinalis foi o 1,8
cineol, enquanto que no de orégano (O. vulgare) e de manjerona (O. majorana) foi o
4-terpineol.

Os resultados obtidos sdo muito promissores, portanto novos testes com as
concentracdes obtidas na triagem inicial sdo necessarios, a fim de se comprovar a
acao dessas na eliminagcao de ovos e larvas do ambiente, ou a diminuicdo da

fertilidade de fémeas de Ancylostoma spp..
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'Dmé-ga_nu. Folhas Data 1* Edigio: 2000304
Data Fevisio:16/11/2010

Produto/ Nome Cilentifico

OREGAND FOLHAS/ ORIGANUM VULGARE L.
Diescrigio: Folhas secas de crégano

FPropri =

e

Umidade: max 12% (2/100g)

Microbiologica-
D& acordo com 3 legislacio brasileirs, Resolngio BDC 12, de 2 de janeito de 2001,
Agéncia Nacional de Vigilincia Samitéria.

Macroscopicas:
Auzéncia de imsetos, larvas, parasitos e de fodo e gualguer sujidade que indigue
contamina io do produto.

Organolépticas:

Aspecto do Produro: Folhas integras.
Sabor: Caracienisiico.
Cor do Produto: Werde.

Odor do Prodato: Caracteristico.

Prazo de Validade
Da 24 3 36 meses, dependendo do fornecedor.

Embalagem
Embalagem : sacos de papel Kraft.

Identificagcdo

Em cada embalagern devera conter 35 sagnintes informagtes: Noms do produs, Datma de
fabricagie, Dasa de validade, lote. registro do produtor (CHET), peso liquide e
ingradientes (quando se tratar de formulagio).

Transporte

O produte deve ser mamsportade em veicules limpomecos, livres de msetes, larvas
mercadorizs que possam vir 3 gersr ContEminasio a0 produto.

Armazenamento
Armazenar em local fresco, arejado & seco, distantde produtes quimicos e livres de
insetos, passares, pombos 0U CUTOS.
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Alecrim Folhas Data 1" Edigéo: 050109

Revisado emy: 130920010

Produto Mome Cientifico

ALECEIM POLHAS/ ROSMANIMUS OFFICIMALILS

Descrigdo: Alecrim seco procedente de espécimes vegetais gemmimos, 5405 e impos.
Propriedades:

Fisico-Quimicas:

Urmnidade: max. 12% (g/100g)

Mi iolégica:
Padrées ANVISA, sezundo Besohigio BDC 12 de 02/01/2001.

Coliformes a 45°C: maxime 5 = 10° NMP/g

Salmonells sp © suséncia em 25 g

Macroscopicas:

Auséncia de insetos, larvas, parasitos e de todo e qualguer sujidade gque indique
contaminacio do produto.

Orpanolépticas:

Azparto do Produto: Folhas integras & isentas de matérizs esmanhas

Sabor: Caracteristico, aromatics

Cor do Produto: Marmom esverdsado

Odor do Produto: Aromartico caracteristico, sem pressnga de mofio,
bolor ou odores esiranhos

Frazo de Validade

48 meses da data de fabricagdo.

Embalagem

Embalagem: sacos de oylon

Identificacdo

Em cada embalagem devera conter as seguintes infornegdes: noms do produto, data ds
fabricacio, data de validade, lote & peso liquido.

Transporte
O produto deve ser wransportzdo em velculos limposecos, livies de insatos, larvas e
mercadorias que possam vir 4 gerar contaminacio ao produto.

Armazenamento
Armazensr em local limpo, seco & arejado, it por porgis RS
di stante de predutos quimicos e livres de Welor calirica %l a
insetns, pAssaros ou OUos animais. S °' 2
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Soduras searwday = ] a
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T REO ralnsien.
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Dados de catalogacao na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz - CRB 10/901
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

A991p

Azambuja, Rosaria Helena Machado

Prospeccgao dos 6leos essenciais da familia Lamiacea-
e,sobre ovos de Ancylostoma spp / Rosaria Helena Machado
Azambuja. - 61f. : il. - Dissertacdo (Mestrado). Programa de
Pos-Graduagao em Bioquimica e Bioprospecgao. Universida-
de Federal de Pelotas. Centro de Ciéncias Quimicas, Farma-
céuticas e de Alimentos, 2015. - Orientadora Marlete Brum
Cleff ; coorientadora Maria Elisabeth Aires Berne.

1.Lamiaceae. 2.Nematddeo. 3.0vos. 4.Fitoterapico.

|.Cleff, Marlete Brum. Il.Berne, Maria Elisabeth Aires.
I11.Titulo.
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