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Resumo

Parasitos do género Toxocara, em especial Toxocara canis, destacam-se pela sua elevada prevaléncia e
potencial zoondtico. Em virtude das altas taxas de parasitismo, associada ao desenvolvimento de resisténcia
aos antihelminticos pelos parasitos intestinais de cdes e gatos, torna-se necessaria a descoberta de novas
opc¢des. Assim, 0 objetivo desse estudo foi verificar a composi¢do quimica e a atividade antihelmintica in vitro
de 6leo essencial de plantas da familia Lamiaceae frente a ovos e larvas de Toxocara spp. Para isso, a analise
da composigdo dos Oleos foi realizada utilizando a técnica de cromatografia gasosa e para avaliacdo da
atividade antihelmintica foram realizados testes ovicidas e larvicidas com seis diferentes concentracdes dos
6leos essenciais. Nos testes ovicidas, o 6leo essencial de Origanum vulgare apresentou eficacia superior a
98,45%, nas concentragdes superiores ou igual a 0,37mg/mL, enquanto Origanum majorana nas concentracoes
de 6 a 0,37mg/mL mostrou eficacia de 100%. Rosmarinus officinalis nas concentracGes avaliadas (6 a
0,18mg/mL) ndo apresentou eficécia (inferior a 71,47%). Na atividade larvicida o 6leo essencial de O. vulgare
(6 a0,37mg/mL) e o de O. majorana (6 a 1,5mg/mL) apresentaram eficacia superior a 97,88%, enquanto o de
R. officinalis apresentou eficacia superior a 95,13% somente nas concentracdes de 6 a 3%. Os resultados
demonstraram que os 6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis, possuem atividade ovicida
e larvicida frente a ovos e larvas de Toxocara spp., sendo assim uma possivel alternativa futura para o controle
deste parasito zoon6tico, a partir de estudos do mecanismo de acéo e de toxicidade desses 6leos.

Palavras-chave: endoparasitos; toxocariase; plantas medicinais; fitoterapia.

Abstract

Parasites of the genus Toxocara, especially Toxocara canis, stand out for their high prevalence and zoonotic
potential. Due to the high rates of parasitism, associated with the development of resistance to anthelmintics
by intestinal parasites of dogs and cats, it becomes necessary to discover new options. Thus, the objective of
this study was to verify the chemical composition and the in vitro anti-hemintic activity of essential oil from
plants of the Lamiaceae family against eggs and larvae of Toxocara spp. For this, the analysis of the
composition of the oils was performed using the gas chromatography technique and to evaluate the
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anthelmintic activity, ovicidal and larvicidal tests were performed with six different concentrations of essential
oils. In the ovicidal tests, the essential oil of Origanum vulgare was more than 98.45% effective at
concentrations greater than or equal to 0.37mg/mL, while Origanum majorana at concentrations from 6 to
0.37mg/mL was 100% effective. Rosmarinus officinalis concentrations in the evaluations (6 to 0.18mg/mL)
did not show efficacy (less than 71.47%). In the larvicidal activity, the essential oil of O. vulgare (6 to
0.37mg/mL) and that of O. majorana (6 to 1.5mg/mL) showed efficacy greater than 97.88%, while R.
officinalis showed efficacy greater than 95.13% only in concentrations of 6 to 3%. The results demonstrated
that the essential oils of O. vulgare, O. majorana and R. officinalis showed ovicidal and larvicidal activity
against eggs and larvae of Toxocara spp. Thus, a possible future alternative for the control of this zoonotic
parasite, based on studies of the mechanism of action and toxicity of these oils.

Keywords: endoparasites; toxocariasis; medicinal plants; phytotherapy.

Introducéo

Os parasitos sao os agentes infecciosos mais
frequentes em humanos nos paises em
desenvolvimento (Hotez et al., 2008), sendo os
responsaveis por algumas das doengas mais
importantes  transmitidas dos animais de
companhia aos humanos (Baneth et al., 2016).
Dentre os parasitos, destaca-se Toxocara canis (T.
canis) e Toxocara cati (T. cati), em virtude de
serem importantes agentes zoonoticos (Schwartz et
al., 2022).

Os parasitos T. canis e T. cati apresentam
distribuicdo mundial (Fakhri et al., 2018; Rostami
et al., 2020). Os cées e gatos sdo os hospedeiros
definitivos, sendo os filhotes os mais susceptiveis
e mais importantes na disseminagdo de ovos do
parasito no ambiente (Fan et al., 2013; Rostami et
al.,, 2020). Humanos se infectam de forma
acidental, desenvolvendo a enfermidade por meio
da ingestdo de ovos embrionados do parasito que
podem estar presentes em solo ou alimentos
contaminados ou através da ingestdo de carne crua
ou mal cozida de hospedeiros paraténicos, como
roedores, aves e bovinos, contendo larva de
terceiro estagio (Strube et al., 2013; Fan et al.,
2013; Macpherson, 2013).

O controle da toxocariase em humanos e
animais € baseado no uso de antihelminticos. No
entanto, ndo existe um consenso quanto a eficacia
dos farmacos no tratamento desta enfermidade
(Wisniewska-Ligier et al., 2012; Magnaval et al.,
2022). Em cées e gatos a utilizagdo indiscriminada
pode estar contribuindo para o estabelecimento de
resisténcia dos parasitos aos farmacos disponiveis
(Samson-Himmelstjerna et al., 2021), assim como
ja descrito em parasitos gastrintestinais de animais
de producdo (Oliveira e Lestingi, 2011). Nesse
contexto, estudos vém sendo desenvolvidos com T.
canis e T. cati objetivando obter novas formas de
controle da parasitose em humanos e animais,
dentre elas destaca-se a avaliacdo do efeito plantas

medicinais (Moudgil et al., 2015; Ramos et al.,
2015; Ediriweera e Ratnasooriya, 2020; Hussein e
Shukur, 2020).

Dentre as plantas da familia Lamiaceae, as
espécies  Origanum vulgare (O. vulgare),
Origanum majorana (O. majorana) e Rosmarinus
officinalis (R. officinalis) se destacam por
apresentarem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, seja na forma de 6leos essenciais ou
extratos (Gayathiri et al., 2016). Estudos com
plantas dessa familia ja foram realizados visando
demonstrar o potencial antihelmintico (Force et al.,
2000; Castro et al., 2013; Albani et al., 2014;
Pensel et al., 2014; Pinto et al., 2019). Entretanto,
ndo existem trabalhos descrevendo a utilizacéo
dessas plantas contra Toxocara spp. Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho foi determinar a
composicao quimica e avaliar a atividade ovicida e
larvicida dos 6leos essenciais de O. vulgare, O.
majorana e R. officinalis frente ao parasito do
género Toxocara.

Material e Métodos

Producéo e avaliacéo dos 6leos essenciais

As plantas Origanum vulgare (orégano),
Origanum majorana (manjerona) e Rosmarinus
officinalis (alecrim) utilizadas no estudo foram
obtidas de distribuidor comercial (Luar Sul®) com
certificacdo de qualidade e origem. Para a obtencéo
dos Gleos essenciais as plantas foram submetidas a
extracdo com arraste de vapor em aparelho do tipo
Clevenger, de acordo com Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 1988). Apl6s a extracdo, 0s Oleos
obtidos foram secos com sulfato de sodio anidro e
armazenados em frascos &mbar.

Os oleos essenciais obtidos foram
submetidos a andlise cromatografica em um
equipamento GC/MF (Schimadzu, QP 2010)
contendo uma coluna capilar Rtx-5MS Restek (30
mx 0,25 mm x 0 25 microns) A composicao
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fitoquimica e os compostos majoritérios de O.
vulgare, O. majorona e R. officinalis foram
identificados através da comparagdo entre o tempo
de retengdo dos padrdes e das amostras, usando o
NISTO8 biblioteca de GC / MS.

Obtencao de ovos e larvas de Toxocara spp.

Fémeas adultas de T. canis foram obtidas
apos administracdo de Febantel (0,014g/ml) e
Pamoato de Pirantel (0,0156mg/ml) na dose de
Iml/Kg a filhotes naturalmente infectados. Nas
fémeas adultas foram realizadas histerectomias
para a recuperacdo dos ovos. Os ovos foram
lavados em tampéo PBS e incubados em solugéo de
formalina a 2%, com temperatura de 28°C e 80%
de umidade, sob aeragdes diarias, durante 30 dias.

As larvas de terceiro estadgio de T. canis
foram obtidas conforme Savigny (1975) e foram
cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com
HEPES 25mM, glicose a 1%, penicilina 100
UI/mL, estreptomicina 100 pg/mL e fungizona 50
pg/mL, em estufa a 37 °C com 5% de tensdo de
CO..

Teste de inibig&o da eclodibilidade

Os testes de inibicdo de eclodibilidade,
foram realizados de acordo com a metodologia
proposta por Coles et al. (1992), com modificaces,
utilizando aproximadamente 100 ovos em placas
de polietileno de 24 pocos. O teste envolveu a
formacdo de quatro grupos: Grupo 1: seis
concentracBes de O. vulgare, O. majorana e R.
officinalis (6mg/mL, 3 mg/mL, 1,5 mg/mL,
0,75mg/mL, 0,37 mg/mL, 0,18 mg/mL); Grupo 2:
Controle negativo com &gua destilada e Oleo
mineral; Grupo 3: Controle positivo com
tiabendazol 0,025 mg/mL e Grupo 5: com Tween
80 a 0,05%. Todos os ensaios, que envolveram
incubacdo por 30 dias a 28 °C e 80% de umidade
relativa (UR), foram realizados em quadruplicata.
Apbs esse periodo, as leituras foram realizadas em
microscépio invertido, contando a quantidade de
ovos embrionados contidos em cada pogo. A
inibicdo meédia de embrionamento de cada
tratamento foi determinada de acordo com a
equacéo: % de inibicdo do embrionamento = n° de
ovos ndo embrionados x no total de ovos™x 100.

Teste de viabilidade larval

Os testes de atividade larvicida foram
realizados em placas de microcultivo de 96 pocos,
onde foram distribuidas a suspensdo contendo 150
larvas de Toxocara spp. juntamente com as

solucBes dos OGleos essenciais nas diferentes
concentracdes (6mg/mL, 3 mg/mL, 1,5 mg/mL,
0,75mg/mL, 0,37 mg/mL, 0,18 mg/mL e
0,09mg/mL. Ambas as solucdes foram dissolvidas
em meio de cultivo RPMI-1640 e emulsificadas em
Tween 0.5%. Os testes foram acompanhados de
trés controles de atividade contendo RPMI, Tween
0,5% e o6leo mineral. Além de dois controles
positivos com Cloridrato de Tiabendazole
(0.025mg/ml) e com larvas congeladas.

Para a realizagdo do controle de larvas
congeladas, 100 larvas foram mantidas por 12
horas na temperatura de -4°C e ap6s foram
incubadas nas mesmas condicdes do restante dos
tratamentos. Este controle foi realizado para
verificar o efeito do indicador de viabilidade larval
(Corante Azul de Tripan 0.4%). Os testes foram
realizados em triplicatas e as placas incubadas por
48 horas em estufa a 37°C, em tensdo de CO; de
5%. Apos esse periodo, foi adicionado o indicador
de viabilidade larval (Corante Azul de Tripan
0,4%). A avaliagdo da viabilidade larval foi
realizada por observagdo em microscopio 6ptico no
aumento de 400x. As larvas que foram
impregnadas pelo corante foram consideradas ndo
viaveis e as que ndo foram impregnadas foram
consideradas viaveis.

Os testes larvicidas foram expressos pelo
percentual de atividade larvicida, sendo a eficécia
determinado conforme a equagdo % de eficacia
larvicida = n° de larvas coradas x n° total de larvas’
1x 100.

Andlise de dados

Para a realizacdo da andlise estatistica foi
utilizado o software Statistix 9.0, ANOVA e
comparagdo de médias entre os tratamentos foi
feita pelo teste de Tukey (P<0,05). A concentragao
inibitoria 50% (C150) para larvas foi determinada a
partir da curva dose-resposta. Com intervalo de
confianca de 95%, utilizando o programa
GraphPadPrism para Windows, versdo 7.0.

Resultados e discusséo

Na analise cromatografica do dleo essencial
de O. vulgare foram identificados 24 compostos,
sendo 0s componentes majoritarios o 4-Terpineno
(20,9%), gama-Terpinene  (14,16%), cis-
Sabinenehydrate  (10,45%),  alpha-terpineno
(8,63%) e thymol (8,42%), 0 que esta de acordo
com outros estudos (Santin et al., 2014). Assim
como também ja foram identificados carvacrol
(73,9%) y-terpineno (3,6%) e thymol (3%) como os
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compostos majoritarios (Waller et al., 2016). No
6leo essencial de O. majorana foram identificados
23 compostos através da analise cromatografica,
destacando-se  4-Terpineol  (34,9%), gama-
Terpinene (14,28%), alpha-Terpineno (9,60%),
cis-Sabinenehydrate (6,81%) e alpha-Terpineol
(5,86%), diferente de estudos anteriores onde
foram evidenciados como majoritarios o 1,8-
cineole (20,9%), seguido por 4-terpineol (20,4%) e
y-terpinene (8,5%) (Waller et al., 2016), assim
como cis-sabineno hidratado (22,2%), o 4-
terpineol (14,1%) e o gama-terpineno (8,9%) (Silva
et al., 2021). No 0leo essencial de Rosmarinus
officinalis foram identificados 16 compostos,
sendo o cineole (47,91), a-Pinene (11,52%),
camfor (17,92%), isoborneol (5,43%) e alpha-
Terpineol (4,08%) os majoritarios, semelhante aos

compostos identificados por outros autores (Waller
etal., 2016).

Nos testes de atividade ovicida (Figura 1) o
6leo essencial de O. vulgare apresentou eficacia
superior a 90% em todas as concentracdes testadas.
Nas concentracdes superiores ou igual a
0,37mg/mL apresentou 100% de inibicdo de
embrionamento e na menor testada (0,18mg/mL)
foi observado 92,63%. O 6leo essencial de O.
majorana (Figura 1) nas concentragfes de 6 a
0,37mg\mL mostrou inibicdo de embrionamento
superior a 98%, enquanto a menor concentragao
testada (0,18mg/mL) apresentou 88,15% de
inibicdlo de embrionamento. A proporcdo de
inibicdlo de embrionamento dessas plantas
acompanhou a diminuigdo da concentragéo do 6leo
essencial.
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Figura 1. Porcentagem de inibicdo de embrionamento dos ovos de Toxocara spp. submetidos a diferentes concentragoes
dos 6leos essenciais apds 30 dias de incubagdo com Origanum vulgare (OV), Origanum majorona (OM) e Rosmarinus

officinalis (RO).

O o6leo essencial de R. officinalis apresentou
menor proporgdo de inibicdo de embrionamento
(igual ou inferior a 71,47%) nas diferentes
concentraces analisadas quando comparado aos
6leos de O. vulgare e O. majorona. Em todos 0s
tratamentos, a porcentagem de embrionamento dos
0V0s ndo apresentou muita variacao apés os 30 dias
de incubagdo. O controle de agua destilada
apresentou 63,47% de embrionamento e o controle
de Tween 0,05% o percentual ficou em 68%,
enquanto tiabendazol demonstrou 100% de
inibicdo de embrionamento apdés 30 dias de
incubacéo.

Com relagéo aos testes de atividade larvicida
(Figura 2) o bleo essencial de O. vulgare destacou-
se com 100% de atividade (6mg\mL a 0,37mg\mL)

seguido de O. majorana (6mg\mL a 1,5mg\mL)
que apresentou eficacia superior a 97,88% de
atividade, ndo diferindo do controle com larvas
congeladas. O 6leo essencial de R. officinalis, nas
concentracdes de 6 e 3mg\mL apresentou atividade
larvicida entre 95,13 e 97,97%, sendo menor que
O. vulgare e O. majorana, e a partir da
concentracdo de 1,5 mg\mL foi ineficaz. A
concentracao capaz de inibir 50% das larvas (CI150)
foi de 0,1749mg/mL (O. vulgare),1,04mg/mL (O.
Majorana) e 1,902. (R. officinalis).

O controle negativo, contendo larvas em
meio RPMI, apresentou 2,66% de atividade
larvicida. O teste com 6leo mineral ndo apresentou
diferenca estatistica significativa do tratamento
com o meio RPMI. Nos testes com antihelmintico
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somente foi observado atividade larvicida na maior
concentracdo (0,1%), sendo que as concentragdes

120

0,05% e 0,025% ndo diferiram do controle com
RPMI.
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Figura 2. Porcentagem média de atividade larvicida em Toxocara spp. dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (OV),
Origanum majorona (OM) e Rosmarinus officinalis (RO) em diferentes concentragdes.

Outros  autores também  observaram
atividade antiparasitaria utilizando éleos essenciais
de plantas da familia Lamiaceae frente a parasitos.
Nesse contexto, foram realizados estudos in vitro
com O. vulgare frente a protozoarios como
Leishmania spp. (Sanchez-Suarez et al., 2013) e
Cryptosporidium parvum (Gaur et al., 2018), assim
como a nematoides gastrintestinais de ovinos
(Strbac et al., 2021) e em protoescélex e cistos de
E. granulosus in vitro e in vivo (Pensel et al., 2014)
Assim como, estudos in vivo em parasitos entéricos
humanos (Blastocystis hominis, Entamoeba
hartmanni e Endolimax nana) (Force et al., 2000),
foram desenvolvidos.

O o6leo essencial de Rosmarinus officinalis
demonstrou eficacia in vitro frente a células larvais
de E. granulosus (Albanese et al., 2009; Albani et
al., 2014), frente a Leishmania spp. (Bouyahya et
al., 2017; Shokri et al., 2017) e em nematoides
gastrintestinais de ovinos (Pinto et al., 2019). Em
relacdo ao 6leo essencial de Origanum majorona
estudos demonstraram potencial antiparasitério in
vitro frente a Toxoplasma gondii (Elazab et al.,
2021), in vitro e in vivo frente a Haemonchus
contortus e in vivo frente a Heligmosomoides
polygyrus (Abidi et al., 2020).

Diversos estudos vém demonstrando que a
atividade de uma planta medicinal esta diretamente
relacionada com a composi¢cdo quimica e a
interacdo entre 0s componentes presentes, sendo
gue alguns autores tém evidenciado a acdo de
compostos isolados e 0s mecanismos de acédo
destes (Sérkozi et al., 2007; Santos et al., 2016).

Sarkozi et al. (2007) demonstraram que o thymol,
componente presente no 6leo de O. vulgare,
apresenta capacidade de inibir a atividade da
acetilcolinesterase, assim como influencia na
liberac&o de célcio do reticulo sarcoplasmatico dos
miocitos afetando a excitagdo e contragdo
muscular. Ainda, segundo Séarkozi et al. (2007) a
presenca do 4-terpineol pode ter importante
influencia na atividade observada, pois por ser um
alcool terpénico apresenta hidroxilas polares
capazes de fazerem ligagbes de hidrogénio,
podendo atuar induzindo a deformacGes em
membranas celulares, alterando consequentemente
sua permeabilidade. Essa a¢éo poderia ter ocorrido
no caso das larvas, favorecendo a permeabilidade
dos Oleos essenciais na membrana e
consequentemente levando a atividade larvicida
dos 6leos de O. vulgare e O. majorana.

O efeito ovicida e larvicida em Haemonchus
contortus foi relacionado & alta concentragdo de
1,8-cineol associado a outros componentes
presentes no 6leo essencial de Eucalyptus globulus,
justificando a acdo devido ao composto ser
altamente hidrof6bico, o que causaria danos na
membrana celular (Macedo et al., 2009). Além
disso, existe a possibilidade de os diferentes
componentes do Oleo essencial agirem em
sinergismo e assim potencializar as suas
propriedades terapéuticas (Hajlaoui et al., 2016;
Nanni et al., 2020).

Em relacdo a atividade larvicida, estudos
com outras plantas medicinais vém sendo
desenvolvidos, visando obter novas formas de
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controle da parasitose em humanos e animais. No
entanto, esses estudos ndo utilizaram Oleo
essencial, sendo  demonstrado  potencial
antihelmintico frente a larvas de Toxocara spp. 0s
extratos de  Chenopodium  ambrosioides,
Curcuminae Argemone mexicana e Caricapapaya
(Reis et al., 2010; Caroccia et al., 2013; Ramos et
al., 2015).

A conformacdo morfol6gica dos ovos de
Toxocara spp. confere aos ovos extrema resisténcia
a condi¢bes ambientais e aos agentes quimicos
(Morrondo et al., 2006). Dessa forma, os podem
permanecer viaveis no ambiente por um longo
periodo, aumentando as chances de infeccdo de
hospedeiros suscetiveis e dificultando o controle
parasitario (Traversa et al.,, 2014), sendo uma
realidade conhecida a contaminacdo de areas
publicas por ovos de Toxocara spp. no Brasil e no
mundo (Macpherson, 2013; Ferraz et al., 2022).
Esse fato, associado ao potencial zoonético de
Toxocara spp., ressalta a importancia do
estabelecimento de métodos que interrompam o
ciclo do parasito e diminuam a contaminacéo
ambiental. Dessa forma, destaca-se a importancia
da eficicia dos extratos naturais, como os 06leos
essenciais, na inibicdo do embrionamento de ovos
de Toxocara spp.

Concluséo

Conclui-se que o0s 6leos essenciais de
Origanum vulgare, Origanum majorona e
Rosmarinus officinalis possuem atividade larvicida
frente ao género Toxocara e, nas concentragdes
testadas, somente R. officinalis ndo apresentou
eficicia na atividade ovicida, sendo assim
alternativas futuras para o controle desse agente
zoondtico.
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