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RESUMO

A Eimeriose é um dos principais problemas para a caprinocultura. O controle deste parasito €
feito com produtos sintéticos adquiridos comercialmente, o seu uso constante e inadequado
pode ocasionar contaminacdo da carne e do leite, além de acelerar uma resisténcia a estes
parasitos. Compostos bioativos de plantas pode ser uma alternativa para o controle deste
parasito. Tendo em vista trabalhos relacionados a extratos vegetais para o controle de
Eimeria, este trabalho teve por objetivos, a identificacao de espécies e avaliacdo do efeito do
6leo essencial de Lippia gracilis e monoterpeno carvacrol em oocistos de Eimeria spp.
isolados de pequenos ruminantes. Diferentes concentracdes de 6leo essencial de Lippia
gracilis (10; 7,0; 4,9; 3,43; 2,40; 1,68; 1,17 e 0,82 mg/ml) e do monoterpeno carvacrol foram
testadas (2,4; 1,2; 0,6; e 0,1 mg/ml) em oocistos de Eimeria spp. no intuito de determinar as
concentracoes letal e de inibi¢do na esporulacdo para oocistos. Além dos testes de inibicdao da
esporulacdo e destruicdo dos oocistos, houve previamente a identificacdo das espécies de
Eimeria spp. prevalentes em pequenos ruminantes. Desse modo, este estudo fornece dados
importantes relacionados a Eimeria spp. de pequenos ruminantes, bem como testar produtos
naturais que venham a contribuir para o controle deste parasito. Das amostras analisadas neste
trabalho, foram identificadas oito espécies de Eimeria spp. em pequenos ruminantes. Em
relacdo a andlise da destruicdo dos oocistos, o Oleo de Lippia gracilis demostrou a sua
eficiéncia com a concentragdo letal de 4,56 mg/ml. O monoterpeno carvacrol testado na
inibicdo dos oocistos, demostrou sua atividade coccidicida na concentrag¢ao inibitéria de 0,42
mg/ml. Desta maneira, o presente estudo comprovou que acdo do Oleo essencial e

monoterpeno sobre oocistos de Eimeria spp. isoladas de pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Eimeriose; Resisténcia; Baixo Parnaiba; Compostos bioativos.



ABSTRACT

Eimeriosis is one of the main problems for goat breeding. The control of this parasite is made
with commercially acquired synthetic products, its constant and inadequate use can cause
contamination of meat and milk, besides accelerating the resistance to these parasites.
Bioactive plant compounds may be an alternative to the control of this parasite. The objective
of this work was to identify species and evaluate the effect of the essential oil of Lippia
gracilis and monoterpeno carvacrol on Eimeria spp. Oocysts. Isolated from small ruminants.
Different concentrations of Lippia gracilis essential oil (10, 7.0, 4.9, 3.43, 2.40, 1.68, 1.17 and
0.82 mg/ml) and monoterpene carvacrol were tested (2, 4, 1.2, 0.6, and 0.1 mg ml) in oocysts
of Eimeria spp. In order to determine lethal and inhibitory concentrations in oocyst
sporulation. In addition to the tests for inhibition of sporulation and destruction of oocysts, the
species of Eimeria spp. Prevalent in small ruminants. Thus, this study provides important data
related to Eimeria spp. Of small ruminants, as well as to natural test products that will
contribute to the control of this parasite. From the samples analyzed in this work, eight
species of Eimeria spp. In small ruminants. Regarding the analysis of oocyst destruction,
Lippia gracilis oil demonstrated its efficiency with a concentration of 4.56 mg / ml. The
monoterpene carvacrol tested on inhibition of oocysts, demonstrated its coccidioid activity at
the inhibitory concentration of 0.42 mg/ml. In this way, the present study proved that the
action of essential oil and monoterpene on oocysts of Eimeria spp. Isolated from small

ruminants.

Key words: Eimeriosis; Resistance; Low Parnaiba; Bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO
No Brasil, a caprinocultura € uma atividade de grande importancia econdmica devido
a exportac¢do de carne com alto teor de proteinas e leite nutritivo (AMANCIO & PEREIRA,
2014) e esta atividade ocorre principalmente no Nordeste do Brasil onde estdo concentrados

91% do rebanho caprino, devido a oferta de alimentos e o clima favordvel aos pequenos

ruminantes (IBGE, 2011).

No entanto, as endoparasitoses gastrointestinais, destacando o gé€nero Eimeria spp.
sendo responsavel por perdas na produgdo e mortalidade no rebanho de caprinos e ovinos vem
se destacando como um dos principais desafios a produgdo (VIEIRA, 2005). Protozodrios do
género Eimeria spp. ao infectar o hospedeiro, provoca alteragdes gastrointestinais, diminui¢ao
do apetite e reducdo no ganho de peso (VIEIRA, 2000; LIMA, 2004) limitando a
produtividade e exigindo medidas de controle urgentes, uma vez que determinam prejuizos
econOmicos que se refletem, principalmente, no aumento de indice de mortalidade entre
animais jovens (VIEIRA, 1996) devido as infec¢des subclinicas responsdveis por atrasos no

crescimento e maus desempenhos produtivos.

A principal forma de tratamento dos animais infectados € realizada com medicamentos
coccidiostaticos, porém o uso constante e inadequado dessas drogas podem ter efeitos
indesejaveis, como residuos da droga no animal, na carne e no leite € uma possivel resisténcia
do protozodrio aos coccidiostiticos (MC EVOY, 2002; PEEK & LANDMAN, 2003). Sendo
assim, estudos que visam buscar alternativas de controle sdo cruciais, a fim de buscar novos
compostos que apresentem efeito anticoccidicos sobre protozodrios gastrintestinais e

consequentemente minimizar os prejuizos econdomicos.

A utilizacdo de compostos bioativos pode se tornar uma alternativa eficiente no
controle de Eimeria spp. e outros parasitos. O uso de plantas do género Lippia spp. pode ser
uma alternativa economicamente vidvel devido ao potencial dos constituintes bioativos
presentes e baixa toxicidade (SOARES & DIAS, 2013). Lippia gracilis conhecida
popularmente como alecrim-da-chapada onde em suas folhas e flores aromadticas sao extraidos
Oleos essenciais (PASCUAL et al., 2001) sendo destacados os principais compostos:
Carvacrol (48%) e Timol (59,26%) os quais estdo presente, no 6leo essencial (CRUZ et al.,
2013). Os o6leos essenciais extraidos a partir de folhas, caules, raizes e frutos podem ser
alternativas para prevencao de coccidiose devido a a sua atividade antimicrobiana (ALI et al.,

2015).
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

A caprinocultura é uma das praticas pecudrias mais antigas do Brasil, cuja origem
remonta aos tempos da ocupagdo portuguesa. Ocorre em todas as cinco grandes regides do
pais, mas € na regido do Nordeste que estd mais concentrada a populacdo destes animais, no
qual corresponde a aproximadamente 91% do rebanho efetivo nacional, com cerca 8,5
milhdes animais (IBGE, 2010). A criagdo de caprinos na regido Nordeste assume um papel
relevante na economia do pais, pela facilidade de adaptacdo dos animais aos agro

ecossistemas do semidrido, comparados a outras espécies (EMBRAPA, 2005).

Entre outros fatores favordveis a caprinocultura no Nordeste, estdo a baixa necessidade
de capital inicial, a capacidade de acumulacdo de renda em pequena escala, o elevado
potencial de geracdo de ocupagdes produtivas, a facil apropriacio sociocultural, e, a oferta de

produtos com grande apelo em novos mercados (HOLLANDA JUNIOR; MARTINS, 2008).

Para o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento a exploragdo caprina no
Brasil tem como finalidade principal a producao de leite, onde a relacdo caprinos leiteiros e
caprinos de corte € bem maior, embora os animais seja na sua maioria de dupla aptidao

(MAPA, 2005).

Por mais que o mercado esteja em expansdo € que novos investimentos estejam sendo
feitos para a melhoria no aproveitamento de carne e leite destes animais, existem algumas
barreiras que impedem o desenvolvimento, entre elas as infec¢Oes gastrointestinais
parasitdrias, que sdo um dos principais fatores limitantes na expansio deste setor no Brasil

(RIET-CORREA et al., 2013).

2.2 Eimeria spp.

Coccidiose ou eimeriose € uma doenga parasitaria causada pelo protozodrio do género
Eimeria spp. que sao parasitos intracelulares obrigatérios (VIEIRA et al., 2004), de
ocorréncia mundial e com uma ampla distribuicdo no Brasil (LIMA, 2004; MENEZES;
HASSUM, 2005; BRITO et al., 2009), afeta frangos de corte e pequenos ruminantes de todas
as idades, porém é mais comum em animais jovens e recém-desmamados e submetidos a

N

diferentes sistemas de manejo, devido a contaminagdo do ambiente que proporciona
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condi¢des favordveis para que os oocistos esporulem e sobrevivam, reforcando assim a sua
importancia para o rebanho leiteiro (FOREYT, 1990; REBOUCAS et al., 1992; PLATZER et
al., 2005).

A forma aguda da doenca afeta principalmente os animais mais jovens, com idade
entre trés semanas e cinco meses criados em qualquer sistema de producdo (ROSA, 1996), e
causa uma intensa diarreia nestes animais (SMITH & SHERMAN, 1994) uma vez que a
imunidade destes animais € baixa considerado a um animal adulto, tornando-se um fator
limitante no ganho de peso e consequentemente no crescimento do animal (KOUDELA &

BOKOVA, 1998; LIMA, 2004; SAHINDURAN, 2012).

Para Foreyt, (1990) comumente a infeccdo por esses protozodrios intestinais &
multiespecifica, e embora haja semelhanca morfoldgica dos oocistos das espécies parasitas de
caprinos € ovinos, existe uma estreita especificidade pelo hospedeiro, ou seja, as espécies
pertencentes ao género FEimeria spp. sdo especificas para cada espécie de hospedeiro
(SHAPIRO, 2010). Patogenicidade também varia de acordo com a espécie de Eimeria spp.,
onde umas s3o consideradas mais patogénicas a ponto de apresentar sinais clinicos, enquanto
outras ndo capazes de apresentarem sinais (VIEIRA et al.,2004).

Lima (2004) apresentou as espécies mais patogénicas em quatros grupos de animais,
em bovinos foram identificadas Eimeria bovis e E. zuernii, em bufalos E. ahsta, e E.
bakuensis e E. ovinoidalis em ovinos, E. arloingi, E. alijevi, E. hirci, E. christenseni e E,
ninakolhyakimovae em caprinos. Smith e Sherman (1994), verificaram que cerca de 16
espécies de Eimeria podem parasitar caprinos, mas apenas trés tem uma patogenicidade
moderada a severa E. arloingi, E. caprina, E. christenseni e, apenas uma ¢é considerada
patogénica severa Eimeria ninakolhyakimovae concordando com Lima (2004). Enquanto
Mancebo (2002) das 16 espécies, considera trés E. arloingi, E. christenseni e E.
ninakohlyakimovae com patogenicidade severa que podem levar até a morte do animal.

Quando ocorre a infeccdo por Eimeria, 0os animais podem apresentar como sinais
clinicos, fezes diarreicas de coloracdo escura, as vezes com presenca de muco e sangue,
desidratacdo, perda de apetite € consequentemente perda de peso (LIMA, 2004), fatores estes

que limitam consideravelmente a caprinocultura.
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2.3 Ciclo biologico

O ciclo biolégico de Eimeria € monoxeno, isso consiste em que todas as suas formas
evolutivas ocorre em um unico hospedeiro e em duas fases, uma exdgena e uma endégena. O
oocisto que € a forma infectante da Eimeria é eliminado para o ambiente junto com as fezes,
neste momento o oocisto ndo esporulado, devido suas caracteristicas morfoldgicas é chamado
de esporoblasto. Este possui um esporonte, cuja localizacdo € central e, apds a esporulagdo,
apresentam quatro esporocistos, cada um com dois esporozoitos (VIEIRA, 2002;

MONTEIRO, 2011).

A infeccdo do animal ocorre quando ele ingere dgua ou alimentos contaminado com
oocistos esporulados comecando a fase endégena. Ao chegarem ao aparelho digestivo do
animal hé a ruptura dos oocistos por acdo das enzimas digestivas, liberando os esporozoitos
no limen intestinal, causando ledes que interferem no processo digestivo do hospedeiro;

(VIEIRA, 2002; LIMA, 2004; DENIZ, 2009).

Estes esporozoitos penetram nas células da mucosa intestinal, reproduzindo-se de
forma assexuada por um processo de esquizogonia originando os esquizontes (MONTEIRO,
2011). A célula hospedeira se rompe e libera os merozoitas, que penetram em novas células
intestinais produzindo novas divisdes esquizogonicas, originando assim o0s esquizontes de
segunda geracdo (SEQUEIRA & AMARANTE, 2001), apds este estdgio a célula se rompe
originando merozoitos de segunda geracdo, sucessivamente ocorre o rompimento de novas
células intestinais, onde alguns merozoitos podem invadir novas células e formar esquizontes
de terceira geracdo, mas em sua maioria invadem novas células integras do epitélio e forma a

gametogonia, fase sexuada do ciclo (LEVINE, 1963; MONTEIRO, 2011).

Na dltima etapa do ciclo os merozoitos mudam para trofozoitos, sendo que estes se
diferenciam em macrogametas (feminino) e microgametas (masculino). Os microgametas
rompem uma célula contendo um macrogameta onde ocorre a fertilizacdo formando o zigoto
que, ao produzir sua parede, forma o oocisto. Os oocistos produzidos rompem a célula
hospedeira e sdo eliminados nas fezes na forma de oocisto ndo esporulado, continuando o
ciclo (SERQUEIRA e AMARANTE, 2001). J& no ambiente, o oocisto divide-se em
esporogania tornando-se infectante. A esporogania origina quatro esporocistos, contendo dois
esporozoitos em cada esporocisto, totalizando oito esporozoitos por oocisto. Para que ocorra a

7z

esporulacdo do oocisto é necessdrio a presenca de oxigénio, umidade, e temperaturas
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adequadas. O oocisto eliminado junto com as fezes apresenta uma parede que proporcionara
protecdao quando estiver no ambiente ou fase de laténcia, € a forma inativa do oocisto (LIMA,

2004).

Gregory & Cachoptole (1990), revela que com a constante lesdo do tecido epitelial do
intestinal provoca uma diminui¢do na capacidade de absorcdo dos nutrientes (lipidios,
proteinas, glicidios, vitaminas e minerais) de forma irreversivel que leva também a perda de
dgua e sangue. Para Foreyt (1990) mesmo que ndo haja a destruicdo total do tecido a

recuperacao € lenta, o que causa uma desidratacdo e pode levar a morte do animal.
2.4 Formas de controle

O controle da Eimeriose tem se realizado com ado¢do de medidas sanitdrias e de
manejo, o tratamento dos animais infectados e pela administracdo dos quimioterdpicos que
juntos objetivam diminuir o ndmero de animais infectados. As medidas sanitdrias como a
limpeza diariamente das instalacdes visam impedir ou diminuir a ingestdo dos oocistos

esporulados (LIMA, 2004; MONTEIRO, 2011).

O tratamento com a utilizagdo dos quimioterapicos € realizado para animais infectados
pela Eimeriose, € feito apds os primeiros sinais clinicos como a diarreia e desidratagdo
(LIMA, 2004), e tem um bom resultado se feito no inicio da infeccdo. Existem dois tipos de
antiparasitdrios para o tratamento da eimeriose, os coccidiostdticos que atuam na fase
assexuada impedindo a reproducdo do parasito, onde os mais utilizados sdo as aureomicina,
monensina, salinomicina, lasalocid decoquinato, triazinonas e amprolio (GRILO &
CARVALHO, 2014). E atuando ja com os sinais clinicos eliminando todas as fases evolutivas
do parasito sdo utilizados os coccidicidas que inclui as sulfamidas isoladas ou combinadas e
nitrofuranos, devido a preocupagdes com a carcinogenicidade, os nitrofuranos atualmente sao
proibidos no Brasil (BRASIL, 2003; ORDAZ, 2011). O principio ativo atualmente € o do
Toltrazuril utilizado principalmente para o controle da eimeriose, com reduc¢do significativa
dos sinais clinicos (GRILO & CARVALHO, 2014). Porém, Lima (1980) destaca que,
nenhuma droga nao € capaz de controlar a Eimeriose, isso por que ja houve destruicao total

dos tecidos e estes quimioterdpicos ndo tem nenhuma capacidade de regenera-los.

Falha no tratamento, ou o uso constante e incorreto destas drogas podem resultar em

consequéncias danosas, como residuos da droga na carne e no leite do animal e uma possivel
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resisténcia do protozodrio aos antiparasitdrios, poluicdo ambiental causado por tais drogas
(HIDALGO ARGUELLO & CORDERO DEL CAMPILLO, 1999; MC EVOY, 2002; PEEK
& LANDMAN, 2003; SOARES & DIAS, 2013), além de aumentos nos custos de producado
(ABBAS etal., 2011).

Esses elementos citados indicam a necessidade do desenvolvimento de estratégias de

controles alternativos.
2.5 Controle alternativo

Diante desse problema na cadeia produtiva da caprinocultura, o controle de parasitos
gastrintestinais por meio da utilizacdo de produtos naturais apresenta uma alternativa vidvel
(SANTOS et al., 2012). Pesquisas com compostos bioativos voltados para aplicacdo em
animais ainda € pouco explorada, considerando a grande variedade de espécies encontradas
em todo o Brasil. Até o momento nao ha fitoterdpicos validados cientificamente contra
coccidiose em pequenos ruminantes. O desenvolvimento de pesquisas nessa drea € de grande
importancia, visto que cada vez mais tém surgido metodologias e técnicas que possibilitam o

rastreamento de substancias e de genes de interesse (CAVALCANTE et al., 2009).

Com cerca de 175 géneros e 2.800 espécies, a familia Verbenaceae apresenta
distribuicao nas regides tropicais e subtropicais, nas regides temperadas do Hemisfério Sul e
poucas nas regides temperadas do Hemisfério Norte (BARROSO, 1991). O género Lippia
possui muitas espécies de interesse medicinal e reline cerca de 200 espécies arbustivas com
distribuicdo pantropical e cerca de 150 espécies que estdo distribuidos por campos rupestres €
cerrados no Brasil (SALIMENA, 2002).

Lippia gracilis é conhecida popularmente como alecrim-da-chapada, e seu 6leo
essencial apresenta atividade antimicrobiana, sendo utilizado para o tratamento de doencas
cutaneas, queimaduras, feridas, e ulceras (PASCUAL et al.,2001). Cruz et al.,, (2013)
constatou que Carvacrol e Timol sd@o os principais constituintes majoritarios do dleo e estes
tem potencial acaricida (COSTA-J UNIOR, 2016).

Estudos tem mostrado aos poucos a utilizacdo de produtos naturais para o controle de
Eimeria, Remmal et al., (2011) verificaram a acdo de dleos essenciais de vdrias espécies
vegetais na destruicdo de oocistos de Eimeria em frangos de corte, no qual o 6leo essencial de
orégano (Oreganum compactum) tem como principais componentes majoritarios o carvacrol

(30,5%) e timol (27,5%) que obtiveram resultados significativos na destrui¢do dos oocistos.
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Nao foi encontrado na literatura, trabalhos cientificos que reportam atividade anticoccidico de

Oleos essenciais de L. gracilis e do monoterpeno carvacrol sobre Eimeria de caprinos.

Existem estudos in vitro e in vivo com a utilizacao dleos essenciais com Eimeria spp.

de frangos de corte (Quadro 1) que ao decorrer dos anos tem demonstrado resultados

satisfatorios para o controle deste parasita.

Quadro 1. Oleos essenciais analisados em ensaios para o controle de coccidios
gastrointestinais.
Espécie | Parte | Extrato | Componente Animal | Teste Eficiéncia Referéncia
majoritario bibliografica
Origanu- | NA Oleo Carvacrol:30,5% | Frango | Invitro | Destruicio | Remmal et
m essencial Timol:27,5%: de corte dos oocistos | al,2011.
compact
um Gamaterpineno:
18,2%
Artemisi- | NA Oleo P-tuiona: 64%; | Frango | Invitro | Reduziu em | Remmal et
a essencial 1.8 cineol: 18%: de corte aproximada | al.,2011
absithiu mente  em
m P-cimeno: 9,6%; 70% 0
Sabinene: 7,8% nUMero de
oocisto
Eschinac | NA Extrato NA Frango | Invitro | Ocorreu a | Burtetal.,
ea puro (po) de diminui¢ao | 2013
purplirea corte da invasdo
dos
€sporozoitos
em células
epiteliais
Origanu | Casca |5 % 6leo | Timol: 82% Frango | Invivo. | Efeito  na | Mohiti-Asli
m essencial Carvacrol:78% de corte Suple~m prevencao &
vulgare em entacdo | da Ghanaatparas
forma de do 6leo | coccidiose t-Rashti,
po na 2015.
racao
Pandurat | Folha | Oleo Tras-b- Frango | Invitro | Com 70% Jitviriyanon
a S essencial | ocimeno:26,81% | de corte de inibi¢do et al., 2016
boesenbe da
Cancfora: 23,17%
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rgia

1,8-cineol: esporulacdo
16,92%

*NA: Nao avaliado

No entanto, ndo hé trabalhos envolvendo o controle de Eimeria spp. de pequenos
ruminantes com Oleos essenciais. Na literatura mundial constam apenas alguns estudos com
taninos, tornando assim importante estudo com o6leos essenciais em Eimeria de pequenos

ruminantes.
2.6 Oleos essenciais e monoterpenos

Os dleos essenciais sdo substancias voldteis, lipofilicas, odorificas e liquidas,
conhecidas de maneira geral como éleos volateis (SIMOES et al., 2000). Os 6leos essenciais
sdo constituidos principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos (PEREIRA, 1996). Os
monoterpenos se destacam, ja que podem causar interferéncia toxica nas fungdes bioquimicas
e fisioldgicas dos parasitas (BRATTSTEN, 1998), apresentando a vantagem que a maioria €
pouco téxica para os mamiferos (KLOCKE et al., 1987; RICE & COATS, 1994).

Os Oleos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas, atividade
antioxidante, (WANNES et al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatéria, (MENDES et al.,
2010), fungicida, (CARMO et al., 2008) atividade antitumoral. (SILVA, 2008), carrapaticida
(COSTA-JUNIOR, 2016) podendo também ser anticoccidico (REMMAL, et al., 2011).

Dentre os compostos que podem estar presentes na composi¢ao dos 6leos essenciais, o
timol e o carvacrol se destacam devido suas pronunciadas atividades antimicrobiana. Estes
monoterpenos arométicos sao os constituintes principais dos 6leos essenciais de vérias plantas
aromadticas, tais como Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Origanium compactum (Labiatae),
Acalypha phleoides (Euphorbiaceae), Lippia sidoides (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES et
al., 2010) e Lippia gracilis .

Os diferentes Oleos essenciais € monoterpenos majoritirios sd3o uma importante
ferramenta para pesquisas que visam desenvolvimento de uma droga para o controle de

parasitas que causam grande impacto na economia do pais.
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2.7 Caracteristicas gerais timol e carvacrol

Carvacrol 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol e seu isomero timol 5-metil-2-(1-metiletil)-
fenol sdo monoterpenos encontrados em diversas plantas aromdticas sendo biossintetizados a
partir do y-terpineno e do p-cimeno (NOSTRO & PAPALIA, 2012). O timol foi sintetizado
pela primeira vez por Caspar Neumann em 1719 (FRIEDRICH, 2014), sendo estruturalmente
muito semelhante ao carvacrol variando apenas a posi¢ao do grupo hidroxila no anel fendlico,

como pode ser visto na Figura 1 (LAMBERT et al., 2001).

O carvacrol também € conhecido como isopropil-o-cresol, p-cimeno-2-ol, 5-isopropil-
2-timol ou iso-timol (DE VINCENZI et al., 2004). Ambos possuem foérmulas moleculares
iguais a C10H140 e pesos moleculares de 150,22 g mol -1. No entanto, o carvacrol apresenta-
se na forma liquida em temperatura ambiente cuja solubilidade em dgua é de 830 + 10 ppm
(NOSTRO & PAPALIA, 2012). Em contrapartida o timol em temperatura ambiente encontra-
se na forma de cristais (HOLLAND et al., 2014).

a) b)
OH

Figura 1: Estrutura molecular (a) timol e (b) carvacrol, extraido de: (PEIXOTO-
NEVES et al., 2010,).
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3.0 OBJETIVOS
3.1 Geral

Identificar espécies e avaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia gracilis € 0 monoterpenos

carvacrol sobre oocistos de Eimeria spp. isoladas de pequenos ruminantes.

3.2 Especificos

v' Identificar as espécies de Eimeria spp. isoladas de pequenos ruminantes.

v’ Avaliar a atividade coccidea in vitro do dleo essencial de L. gracilis € monoterpeno

carvacrol sobre oocistos de Eimeria spp.;

v Determinar a concentragdo letal de destruicdio e de inibi¢do na esporulagido para

oocistos de Eimeria spp. dos compostos testados.

4.0 METODOLOGIA

4.1 Obtencao e analise dos 6leos essenciais

O dleo essencial e o gendtipo de Lippia gracilis, foram gentilmente cedidos pelo
professor Dr. Livio Martins Costa-Junior da Universidade Federal do Maranhao.

Para obtencao do 6leo essencial e do genétipo 201 de Lippia gracilis foram mantidos
no banco ativo de germoplasma (BAG) de plantas medicinais da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). O 6leo essencial de L. gracilis foi obtido por hidrodestilacdo das folhas
utilizando o aparelho Clevenger por 3 horas (GUENTHER, 1972).

A andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial foi feita através da cromatografia
gasosa (Shimadzu, modelo QP5050A) acoplada a um espectrometro de massa (GC-MS). A
andlise quantitativa dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia de gds de
ionizag@o de chama (FID), utilizando um Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao). Os componentes do 6leo essencial foram identificados por comparacdo dos seus
espectros de massa com os espectros disponiveis na base de dados de (NIST05 e WILEY?S)
(CRUZ et al., 2013).

Além disso, foi utilizado também o monoterpeno carvacrol isolado e adquirido de empresa

fabricante SIGMA-ALDRICH®.
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4.2 Obtencao dos oocistos de Eimeria spp.

Os oocistos utilizados no presente estudo foram provenientes de fezes de caprinos da
Regido de Chapadinha e Baixo Parnaiba, trazidas até o Laboratério de Parasitologia Aplicada
da Universidade Federal do Maranhdo, Chapadinha, pelos produtores rurais dessas regioes,
quando realizam andlises coproparasitologicas de rotina dos caprinos de suas propriedades,
pelo servico oferecido por esse laboratdrio.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal, armazenadas em envelopes

plasticos e acondicionadas em caixas térmicas com gelo (4-8°C).

4.3 Analise qualitativa e quantitativa das amostras

As amostras foram utilizadas para pesquisa qualitativa e quantitativa de oocistos de
Eimeria spp. pelos métodos de Gordon & Whitlock (1939) e Ueno e Gongalves (1998).

De cada animal foram utilizadas 2 g de fezes, estas foram diluidas em 28 ml solucao
saturada de NaCl, procedida a filtracdo em quatro camadas de gazes, e realizada a leitura dos
oocistos em camara de McMaster.

Posteriormente foram calculadas a quantidade de oocistos por grama de fezes (OoPG),
multiplicando-se os oocistos encontrados por 50. Além disso, foram procedidas as andlises
qualitativas dos oocistos para saber se ja estavam ou nao esporulados.

As amostras que continham quantidades maiores de oocistos, com valores > a 7000

Oo0PG, em sua maioria nio esporulados, foram selecionadas para o isolamento.

4.4 Isolamento de oocisto de Eimeria spp.

Apo6s a andlise quantitativa das amostras, o isolamento dos oocistos nessas amostras
fecais foi realizado utilizando método de centrifugo-flutuacio em solucdo de sacarose
saturada (SHEATHER, 1923). As amostras positivas (aproximadamente 1,5 gramas por
isolamento) foram lavadas em solug¢do fisiolégica (NaCl 0,09%) e filtradas através de peneiras
com quatro camadas de gaze e centrifugadas a 1000 x g por 10 min a 4°C.

Posteriormente, o sedimento foi suspenso em 50 ml de solucdo saturada de sacarose, €
centrifugado a 250 x g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante superior (aproximadamente 10
ml) foi coletado e diluido em 40 ml de solucao fisioldgica, totalizando 50 ml de solugdo.

Esse contetido foi centrifugado a 2000 x g por 10 min a 4°C. O sedimento foi

recuperado e suspenso em 500ul de solu¢dao NaCl 0,09%.
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Esse procedimento foi realizado por vdrias vezes até obter o nimero necessario de
oocistos para andlise, ou seja, 5x10%00cistos, averiguados em camera hematocimétrica de

Neubauer. O material analisado foi armazenado em refrigeracao a 4°C até a andlise.

4.5 Identificacoes dos oocistos isolados
Uma aliquota contendo 2000 oocistos foi coletada do material isolado utilizada para

identificacdo das espécies em oocistos esporulados. Essa aliquota foi incubada em dicromato
de potéssio a 2,5% por 48 horas em volume final de 2 ml. As espécies foram identificadas
tendo por base a morfologia dos oocistos descritos por Levine (1985) e medidas de didmetro
polar e equatorial, bem como o indice morfométrico representado pela razio entre diametro
maior e menor dos oocistos e esporocistos, de acordo com descricio de Lima (1979),

Alyousifet al. (1992), Cavalcante (1996) e Barra (2000).

4.6 Testes in vitro
Para os testes in vitro, foram realizadas as andlises da destruicao dos oocistos e de

inibicdo da esporulacdo de oocistos de Eimeria spp, seguindo metodologia descritas por

Remmal et al. (2011) e Jitviriyanon et al. (2016), com algumas adaptacdes descritas a seguir.

4.7 Analise da destruicao dos oocistos de Eimeria spp.
A andlise da destruicdo dos oocistos foi realizada com Oleo essencial de Lippia

gracilis. (Gen6tipo 201). Foram utilizadas concentragdes iniciais de 10,0; 7,0; 4,9; 3,43; 2,40;
1,68; 1,17; 0,82 mg/ml, em triplicata, diluidas em Triton X-100 a 1%. Os controles foram
diluidos em Triton X-100 a 1% em triplicata. Foi considerada a concentracdo do dleo
essencial de 98%. As solugdes seriadas foram preparadas em tubos de ensaio em volume final
de 10 ml, e transferidos 1 ml de cada dilui¢do, para microtubos de 2 ml.

Posteriormente, foram adicionados 500ul de suspensdo de oocistos isolados (item 4.4)
contendo aproximadamente 1500 oocistos, verificados em camera hematocimétrica de
Neubauer. Desse modo, obtivemos um total de 1500ul de solu¢do de dleo essencial, e os
controles em 1% de Triton X-100, contendo 1500 oocistos.

As diluigdes foram mantidas em temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo o
material foi centrifugado a 2000 x g por 10 min, a 4°C e o sobrenadante foi retirado e

armazenado para andlises futuras.
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O sedimento foi suspenso em microtubos contendo dicromato de potéssio a 2,5% em
volume final de 1500 pul e mantidos em presenga de oxigénio, a temperatura ambiente por 48
horas.

Ap6s esse periodo os oocistos foram quantificados de acordo com Gordon & Whitlock
(1939), com algumas adaptacdes, e analisados quanto a sua esporulacdo. As adaptagdes
versaram principalmente na dilui¢do onde foram utilizadas 50ul da suspensdo de oocistos para
cada 750ul de solugdo saturada de NaCl, em duplicata, para ser procedida a contagem e
mensuragao dos oocistos. Basicamente, por ser uma técnica de flutuagado, essa técnica permite
a andlise criteriosa da presenca dos oocistos vidveis esporulados e ndao esporulados, pois
oocistos destruidos e invidveis ndo podem ser visiveis.

O teste realizado nesse trabalho, Gordon: Withlock (1939), descrito anteriormente,
permite visualizar apenas os oocistos integros que possuem densidade. Assim, todos os
oocistos deformados, destruidos ou degenerados, perdem a sua conformacio e
consequentemente sua densidade impedindo sua flutuacdo. Nesse sentido, em todas as
diluicdes os oocistos vidveis podem ser quantificados e comparados com o controle, de modo
que seja possivel analisar a porcentagem real dos oocistos que foram destruidos nesse

Processo.

4.8 Analise da inibicao da esporulacio dos oocistos de Eimeria spp.
A andlise da inibi¢do da esporulacido dos oocistos foi realizada com carvacrol (SIGMA-

ALDRICH®). Foram utilizadas concentracdes iniciais de 4,8; 2,4; 1,2; 0,6; 0,3 e 0,15 mg/ml,
em triplicata, diluidas em Triton X-100 a 1%. Os controles foram diluidos em Triton X-100 a
1% em triplicata. Todos os procedimentos adicionais segue metodologia descrita no item

4.7).

4.9 Analise estatistica dos testes in vitro
Apds a incubagdo final, a porcentagem de oocistos vidveis foi calculada em

comparacdo ao controle segundo a férmula: (média de oocistos expostos/média de oocistos
controle) x 100, e a porcentagem dos oocistos esporulados e ndo esporulados foram
determinadas para cada concentracdo dos materiais avaliados. As concentragdes letais (CLso)
e inibitdrias (ICso) para 50% da populacdo foram calculadas apds transformacdo logaritmica

dos valores das dilui¢des, empregando o programa Graph Pad PrismVersao 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total das amostras analisadas, 89,4% apresentaram oocistos de Eimeria spp.,,
resultando semelhante ao de Cavalcante (1996) que encontrou 91, 17% de positividade de
caprinos leiteiros na microrregido de Sobral - CE. E, foram identificadas oito espécies de
Eimeria spp. dos caprinos sendo estas E. arloingi, E. christenseni, E.joichijevi, E. hirci, E.
ninakohlyakirnovae, E. caprovina, E.apsheronica, e E.ninakohlyakirnovae.. Nove espécies de
Eimeria sdo comumente citadas na literatura parasitando caprinos: E. ninakohlyakimovae, E.
arloingi, E. christenseni, E. alijevi, E. hirci, E. caprina, E. apsheronica, E. jolchijevi e E.
caprovina (CAVALCANTE et al., 2012).

Segundo Lima (2004), existem espécies mais patogé€nicas do que outras, sendo a E.
ninakohlyakimovae e E. caprina consideradas as mais patogé€nicas para caprinos. Cunha et al.,
(2016) realizando estudo de identificacdo das espécies de Eimeria spp. de caprinos da regiao
de Chapadinha encontrou as espécies descritas nesse trabalho adicionada da E. alije e Brito et
al., (2009) detectou que 41,16% dos caprinos estudados estavam infectados com coccideos,
mas ndo procedeu a identificacdo das espécies, sendo esses dois Ultimos estudos os Unicos
realizados no estado do Maranhio, relacionados a coccidioses em caprinos, o que justifica a
importancia da identificagcdo dessas espécies.

A avaliagdo do 6leo essencial de Lippia gracilis, de Genétipo 201, apresentou como
composto majoritirio o monoterpeno carvacrol. Na tabela 1, consta a composicdo dos
principais componentes quimicos presentes genétipo 201 do 6leo essencial de Lippia gracilis.
Dentre os constituintes principais dos 6leos essenciais de varias plantas aromaticas, tais como
Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Origanium compactum (Labiatae), Acalypha phleoides
(Euphorbiaceae), Lippia sidoides (Verbenaceae), o carvacrol demonstrou ser o composto

majoritario (PEIXOTO-NEVES et al., 2010).
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Tabela 1. Identificacdo dos principais componentes quimicos presentes no gendétipo 201 do

Oleo essencial de Lippia gracilis.

Constituinte LGRA-201
Mirceno 3.20
a-Terpineno 3.01
p-Cimeno 13.74
y-Terpineno 21.11
Timol 5.78
Carvacrol 35.28
B-Carofileno 6.26
Monoterpenos (%) 87.04
Sesquiterpenos (%) 9.82
Total (%) 92.02
Contetdo de 6leo essencial (%) 2.37

Em relacdo a acdo do 6leo essencial de Lippia gracilis sobre a destrui¢do dos oocistos,
os resultados demonstraram que o 6leo essencial citado tem alta capacidade de interferir na
viabilidade dos oocistos apresentando eficiente atividade coccidicida. A partir da
concentracdo de 2,4 mg/ml de 6leo essencial de Lippia gracilis nota-se ligeira diminui¢do na
viabilidade dos oocistos (Figura 2). Essa diminuicdo se intensifica até a total destrui¢do dos
oocistos na concentragdo de 7,0 mg/ml, apresentando concentracdo letal (CLs0) de 4,56 mg/ml

(Tabela 2).

Lippia gracilis

100 A

®e
50 LC5,=4.56 mg/ml
R?=0,880

60 -]

40 -

20

Viabilidade dos oocistos (% )

Concentraciao (mg/ml)

Figura 2. Viabilidade dos oocistos sob efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial de
Lippia gracilis.
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Tabela 2. Concentracdes letal de destrui¢do e inibitéria (50%) para 6leo essencial de L.
gracilis e carvacrol para oocistos de Eimeria spp., com intervalo de confianca de 95%.

Material analisado Concentracoes letais ou IC R?
inibitérias (mg/ml) (95%)
Lippia gracilis (Genotipo LGRA-201) 4,56 (CLso) 4,07- 0,880
— 6leo essencial 5,11
Carvacrol 98% (SIGMA-ALDRICH®) 0,42 (Clso) 0,35- 0,970
0,50

Em estudos envolvendo atividade antibacteriana apresentada pelos 6leos essenciais
indicam que essa atividade pode ter relacdo ndao apenas com um dos seus principais
constituintes quimicos, mas também das interagdes entre eles. Alguns testes realizados por
Michiels et al., (2007) relataram atividades antimicrobianas sinérgicas da combinagdo
carvacrol + timol quando testados em simulacdes de fermentacdo in vitro no tubo digestivo
dos suinos, demostrando que a combinacdo carvacrol + timol possui um maior efeito
antibacteriano que a soma dos efeitos de cada agente separado contra E. coli e Lactobacillus
spp. Garcia-Garcia et al., (2011) também observaram sinergismo entre carvacrol e timol frente
a Listeria innocua, atribuidos a uma maior interagdo entre os compostos € a membrana
plasmatica do microrganismo, ocasionando um aumento significante da permeabilidade da
membrana e consequentemente, a perda de lipopolissacarideos essenciais para o

funcionamento celular do microrganismo.

Em relacdo a atividade fungicida, Rao et al., (2010) também avaliaram os mecanismos
de acdo antifingica dos compostos, timol e carvacrol frente ao fungo Saccharomyces
cerevisiae, observando que além destes compostos possuirem a capacidade em facilitar a troca
de ions no meio celular dos fungos, como a entrada de H+ e K+ , aumentando assim a
permeabilidade da membrana e dificultando a sobrevivéncia da célula por atrapalhar os
processos essenciais como o transporte de elétrons, estes também impedem o influxo de Ca2+

nos compartimentos celulares.

Em relacdo a acdo sobre os oocistos, o hidréxido de amonio em alta concentracio
(5%) é relatado como sendo um desinfetante eficaz contra oocistos de coccidios de aves
(SAMAHA et al., 2013), resultantes da capacidade da ligacdo entre ions hidroxila e lipidio na

membrana celular, onde a saponificacdo do lipidio leva a disfun¢do da membrana celular e a
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morte celular (MARIS, 1995). Pela sua eficiente acdo coccidicida, ele € muito utilizado nas

granjas avicolas (WILLIAMS, 1997).

Oleos essenciais podem ter alta atividade coccidicida devido as suas propriedades
hidrofébicas e baixo peso molecular que desintegram a membrana externa permedvel da
célula (BOYOM et al.,, 2003), provocando a liberacdo de lipopolissacarideos, porinas,
proteinas, dcida graxa e vazamento de metabodlitos e enzimas como aminoacidos aromaticos e
nucleotideos, resultando na permeabilidade crescente da membrana citoplasmatica
(REMMAL et al. 2011). Adicionalmente, a caracteristica hidrofébica dos dleos essenciais
resultam no aumento da permeabilidade da membrana (BOYOM et al., 2003) tendo como

consequéncia a degeneracdo dos oocistos.

Nesse sentido os 6leos essenciais t€ém propriedades anti-coccidicas por difusio através
das membranas celulares desses parasitas, aumento da permeabilidade das membranas
celulares e por interferirem no metabolismo celular levando a morte celular (ALLEN et al.,

1997).

O genétipo 201 do dleo essencial de Lippia gracilis apresentou como composto
majoritario o carvacrol 35,28%, este com a concentragdo de destrui¢do CLso de 4,56 mg/ml
demostrou atividade coccidicida (Tabela 2). O monoterpeno carvacrol testado, apresentou
uma porcentagem de inibicdo de esporulacdo dos oocistos em uma concentragio de inibi¢ao

Clso de 0,42 mg/ml,

De acordo com a figura 2, o niimero de oocistos vidveis diminuiu consideravelmente a
medida que havia o aumento da concentragdo do 6leo essencial de L. gracilis, considerando
assim o sua eficdcia na destrui¢cdo dos oocistos de Eimeria. Quando expressa em relacdo a
concentracdo letal 50% (CLso), os nossos resultados mostram que a concentracdo do dleo
essencial de Lippia gracilis tem sua eficiéncia em 4,56 mg/ml, isso significa que nesta

concentragdo foi possivel a destrui¢do de 50% dos oocistos de Eimeria spp.

Como ja descrito, o CLsp encontrado em nosso estudo para avaliagdo da viabilidade
dos oocistos expostos em 6leo essencial de L. gracilis foi de 4,56 mg/ml. Considerando que a
concentracdo de Carvacrol nesse 6leo essencial é de 35, 28%, a concentragdao do Carvacrol
dentro da LCso encontrada nesse estudo foi de 1,61 mg/ml, ou seja, apenas 1,61 mg/ml de

carvacrol atuou na destrui¢do dos oocistos. Esse resultado € similar ao descrito por Remmal et
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al. (2011), que encontrou uma LCso de 3.733 mg/ml para destrui¢do de oocistos de Eimeria
spp. de aves, quando avaliou 6leo essencial de orégano (Origanum compactum), que possuia

em sua composicao, 30,5% de Carvacrol.

Da mesma forma, a quantidade de Carvacrol presente no 6leo essencial de orégano
(Origanum compactum), avaliada por Remmal et al. (2011), foi de 1,14 mg/ml, valor
préximo, mas ligeiramente abaixo do encontrado em nosso estudo. Isso pode ter relagdo com
o sinergismo, principalmente relacionado ao Timol, j4 que no dleo essencial de orégano
estudado por Remmal et al. (2011), o timol representa 27,5% e no 6leo essencial de L. gracilis

corresponde a 5,78%.

Em nosso estudo os testes realizados para avaliar os efeitos da inibi¢do da esporulacio
dos oocistos pelo efeito do carvacrol nas seguintes concentracdes, mostraram resultados
satisfatorios. Foram procedidas cinco dilui¢des (4,8; 2,4; 1,2; 0,6; 0,3 e 0,15 mg/ml), no
entanto, somente foi possivel a verificagdo da esporulagdao dos oocistos nas dilui¢des de 2.4;
1,2; 0,6 e 0,15 mg/ml de carvacrol, pois na concentragdes 4,8 e 0,3 mg/ml houve alguns
problemas laboratoriais (Figura 3). Em nosso estudo, em concentragdes acima de 1,2 mg/ml,
somente 20%, aproximadamente, dos oocistos esporularam, indicando a¢@o coccidiostatica ou
inibitéria, e a concentracdo inibitéria (Clsp) detectada foi de 0,42 mg/ml, concentracdo esta

que foi responsavel pela inibi¢do da esporulacdo de 50% dos oocistos de Eimeria (Figura 3).

Nesse sentido, tanto nesse estudo com L. gracilis dentro da LCso referente ao
Carvacrol 1,61 mg/ml, quanto no estudo realizado por Remmal et al. (2011) que detectou
LCso referente ao Carvacrol de 1,14 mg/ml, o carvacrol pode ter atuado como principal agente,
no entanto o sinergismo € evidente, ja em concentra¢des similares, o carvacrol isolado possuiu
apenas acgdo inibitéria e associado a outros compostos presentes nos Oleos essenciais,

caracterizou-se como coccidicida.
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Figura 3. Efeito das concentracdes de Carvacrol na inibicdo da esporulagdo dos

oocistos de Eimeria spp.

Os dleos essenciais em sua maioria sdo constituidos principalmente por monoterpenos
(DUBEY et al., 2003) e de acordo com o relato de Greay & Hammer (2011), monoterpenos
interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular, através da mudanca de
potencial da membrana, perda de material citoplasmaético e inibi¢do da cadeia respiratoria, o

que pode interferir na esporulacdo dos oocistos.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho identificou oito espécies em pequenos ruminantes sendo estas,
E.arloingi, E. christenseni, E.joichijevi, E. hirci, E. ninakohlyakirnovae, E. caprovina,
E.apsheronica, e E.ninakohlyakirnovae. O genétipo 201 de Lippia gracilis utilizado na
andlise da destrui¢do dos oocistos de Eimeria spp., apresentou sua eficiéncia sobre os oocistos
com a concentracdo de destruicio CDso de 4,56 mg/ml demostrando assim, sua atividade
coccidico. Da mesma forma, o carvacrol demostrou atividade coccidico atuando na inibicao
da esporulacdo dos oocistos, com concentra¢do inibitéria Clso de 0,42 mg/ml. O presente
estudo comprovou a agdo de 6leo essencial e monoterpeno sobre oocistos de Eimeria spp.

isolados de pequenos ruminantes.
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