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Resumo

PERERA, Soliane Carra Perera. Identificacdo de ovos de Dioctophyma renale no
ambiente e na urina de cées e gatos de Pelotas, e avaliagdo in vitro de extratos
vegetais da familia Lamiaceae sobre os ovos do nematédeo. 2016. 76 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Programa de P6s-Graduagao em Bioquimica e
Bioprospecgdo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Dioctophyma renale parasita diversas espécies de animais carnivoros e o homem,
localizando-se com maior frequéncia no rim direito dos hospedeiros definitivos. Assim,
o trabalho teve como objetivos verificar a presenca de ovos de D. renale no ambiente
e na urina de cédes e gatos de Pelotas-RS, relatar um caso clinico-cirurgico da
parasitose em canino, avaliar o efeito in vitro de O6leos essenciais e extratos
hidroalcodlicos de Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis
sobre ovos do nematddeo, além de analisar a toxicidade embrionaria dos éleos. Para
a avaliagao da contaminacdo ambiental e de animais parasitados na cidade de
Pelotas, foram analisadas 100 amostras de solo e coletadas amostras de urina de
animais provenientes de diversos bairros do municipio. As amostras de solo e urina
foram processadas pelas técnicas de centrifugo-flutuacao e centrifugo-sedimentacao,
respectivamente, e analisadas em microscopio. No relato clinico-cirurgico, o paciente
apresentou historico de eliminacao de trés espécimes de D. renale pela urina, e foi
diagnosticado com dioctofimose na cavidade abdominal e no rim esquerdo. Durante a
cirurgia do canino, foram encontrados 23 parasitos na cavidade abdominal. Os
extratos hidroalcoolicos e os 6leos essenciais foram obtidos a partir de folhas secas
de cada espécie vegetal. Os extratos foram utilizados nas concentragdes de 0,31% a
10%, e os 6leos nas concentragoes de 0,09% a 6%. Utilizou-se ainda controle positivo
com ivermectina (0,025 mg/mL a 0,1 mg/mL) e tiabendazol (0,025 mg/mL), controle
negativo com agua destilada estéril e controle de tween 80. As placas foram incubadas
por quatro semanas e examinadas semanalmente em microscopio de luz invertida. O
teste de toxicidade embrionaria foi desenvolvido em ovos de codorna a partir da
avaliagdo da mortalidade embrionaria por sete dias. Nos resultados, observou-se ovos
de D. renale em 3% das amostras de solo analisadas. Das 43 amostras de urina,
apenas uma era proveniente de felino e o restante de caninos (n=42), sendo sete
amostras de urina de caes (16,66%) e a amostra do felino (100%) positivas. Em
relacdo aos testes com os extratos vegetais de O. vulgare, O majorana e R. officinalis,
observou-se que todos apresentaram efeito na inibicdo de embrionamento dos ovos
de D. renale, sendo que os Oleos essenciais apresentaram eficacia de 100% nas
concentracdes iguais e acima de 0,37%, com destaque para os 6leos dos géneros
Origanum. Os extratos hidroalcoodlicos apresentaram eficacia em torno de 70% na
concentracao de 10%. Conclui-se que ha presenca de ovos de D. renale no ambiente
da cidade de Pelotas, assim como caninos e felinos se apresentam parasitados, sendo
este um importante alerta para a saude do municipio por esta parasitose ser uma
zoonose e a maioria dos animais ser assintomatica. Além disso, as plantas utilizadas
nesse estudo apresentaram importante eficacia no combate dos ovos do nematddeo.

Palavras-chave: Dioctophyma renale; Origanum vulgare; Origanum majorana;
Rosmarinus officinalis; ovos; ambiente; caes e gatos.



Abstract

PERERA, Soliane Carra Perera. Dioctophyma renale eggs identification in the
environment and in the urine of dogs and cats from Pelotas, and in vitro
avaluation of plants extracts of Lamiaceae Family on the eggs of the nematode.
2016. 76 f. Dissertation (Master Degree in Science) - Programa de Po6s-Graduagao
em Bioquimica e Bioprospecgao, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Dioctophyma renale parasites several species of carnivorous animals and man, being
located more frequently in the right kidney of the definitive hosts. Thus, the study aimed
to verify the presence of eggs of D. renale in the environment and in the urine of dogs
and cats from Pelotas, report a clinical and surgical case of parasitosis in canine,
evaluate the in vitro effect of essential oils and hydroalcoholic extracts of Origanum
vulgare, Origanum majorana and Rosmarinus officinalis on nematode eggs, in addition
to analyzing the embryonic toxicity of oils. For the assessment of environmental
contamination and infected animals in the city of Pelotas, were analyzed 100 samples
of soil and animals collected urine samples from different districts of the municipality.
Soil samples and urine samples were processed by the centrifugal-flotation and
centrifugal sedimentation techniques, respectively, and examined under a microscope.
In clinical and surgical report, the patient presented with a history of eliminating three
specimens of D. renale the urine, and was diagnosed with dioctophymosis the
abdominal cavity and the left kidney. During surgery canine, 23 parasites were found
in the abdominal cavity. The hydroalcoholic extracts and essential oils were obtained
from the dried leaves of each plant species. The extracts were used at concentrations
of 0,31% to 10%, and oils in concentrations of 0,09% to 6%. It was also used positive
controls with ivermectin (0,025 mg/mL to 0,1mg/mL) and thiabendazole (0,025 mg/ml),
negative control with sterile distilled water and control tween 80. The plates were
incubated for four weeks and examined weekly in inverted light microscope. The
embryo toxicity test was developed in quail eggs from the assessment of embryo
mortality for seven days. In the results, there was eggs of D. renale at 3% of the soil
samples analyzed. Of the 43 urine samples, only one was from feline and the
remaining canines (n=42), and seven dogs urine samples (16,66%) and the sample of
feline (100%) positive. For tests with the plant extracts of O. vulgare, O. majorana and
R. officinalis, it was observed that all of them showed effect in the inhibition of
embryonated eggs of D. renale, wherein the essential oils showed 100% efficiency in
concentrations equal and above 0,37%, highlighting the oils of Origanum genres. The
hydroalcoholic extracts showed effectiveness around 70% in the concentration of 10%.
It is concluded that there is presence of eggs of D. renale in the city of Pelotas
environment, as well as dogs and cats present parasitized, which is an important alert
for the city's health by this parasitosis be a zoonosis and most animals be
asymptomatic. In addition, the plants used in this study had significant combat
effectiveness of nematode eggs.

Keywords: Dioctophyma renale; Origanum vulgare; Origanum majorana; Rosmarinus
officinalis; eggs; environment; dogs and cats.
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1 Introducéo

O uso continuo e desordenado de quimioterapicos com agao antiparasitaria em
medicina veterinaria vem propiciando o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
(Moreira et al., 2015), além de promover danos aos animais, pessoas € ao ambiente
(Corréa; Salgado, 2011). Na atualidade, é conhecida a problematica das parasitoses,
tanto no que se refere ao controle e tratamento, como em relagcdo a presenca de
residuos ambientais e em produtos de origem animal (Domingues, 2013).

As parasitoses causadas por helmintos e protozoarios em cées e gatos estao
entre as enfermidades mais comuns, afetando mais gravemente os animais jovens e
imunocomprometidos (Barnabe et al., 2015), sendo responsaveis pelo aumento da
morbidade e mortalidade nos animais de companhia. Além disso, muitas das
parasitoses sdo zoonoses €, devido a proximidade dos animais com homem, vem
aumentando o risco de transmissao dessas enfermidades, implicando em problemas
de saude publica (Matos, 2013).

Entre as parasitoses zoonoticas, destaca-se a dioctofimose, causada por
Dioctophyma renale, um nematdide que afeta carnivoros domésticos e silvestres, e
também humanos (Nakagawa et al., 2007). Esse helminto tem predilecao por parasitar
o rim direito do hospedeiro, destruindo todo o parénquima do 6rgao, porém também
pode ser encontrado no peritdnio e em outros 6rgaos e regides anatdbmicas (Urquhart
et al., 1998).

No exame clinico do paciente parasitado, ndo sdao observadas alteracdes
significativas e os sinais clinicos, quando presentes, costumam ser de disuria,
hematuria e dor lombar. O diagndstico € confirmado pela observagédo de ovos de D.
renale no sedimento urinario (Urquhart et al., 1998), e o tratamento € realizado por
remogao cirurgica dos parasitos, devido ao fato de ndo haver terapia medicamentosa
eficaz contra a parasitose (Kommers et al., 1999).

Nesse sentido, as plantas tem importante papel, tanto nha descoberta de novas
opc¢des de tratamento, como tornando possivel a substituicdo ou a reducao do uso de
farmacos sintéticos (Olivo et al., 2008). A familia Lamiaceae ¢é a terceira maior familia
de plantas com acao antiparasitaria (Furtado, 2006), sendo que diversos estudos com
plantas dessa familia vem demonstrando efetividade frente a bactérias, fungos, virus
e parasitos. Entre as plantas estudadas, destacam-se Origanum vulgare, Origanum

majorana e Rosmarinus officinalis, conhecidas popularmente como orégano,



12

manjerona e alecrim, respectivamente (Vagi et al., 2005; Freire, 2008; Cleff et al.,
2010; Okoh et al., 2010; Freire et al., 2011; Cleff et al., 2012; Castro et al., 2013; Abdel-
Massih; Abraham, 2014; Bomfim et al., 2015; Marques et al., 2015). Especificamente
com parasitas, o uso de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis pouco tem sido
explorado e, com D. renale ndo foram encontrados trabalhos. Dias de Castro et al.
(2013) avaliaram a atividade da tintura, extrato hidroalcodlico e extrato aquoso de O.
vulgare em ovos de nematodeos gastrintestinais de bovinos. Observou-se que todos
extratos apresentaram atividade ovicida, destacando-se a tintura e o extrato
hidroalcodlico. Azambuja (2015) analisou a atividade dos o6leos essenciais de O.
vulgare, O. majorana e R. officinalis em ovos de Ancylostoma spp., sendo que todos
apresentaram potencial inibitério acima de 90% de eclodibilidade nos ovos de
Ancylostoma spp.

Assim, a busca por uma forma de controle e tratamento da dioctofimose se
torna essencial, uma vez que essa parasitose causa severos danos a saude dos
animais e do homem. Além de apresentar elevada importancia em saude publica,
devido ao potencial zoondtico, principalmente na cidade de Pelotas, onde as
condi¢cdes ambientais e sanitarias favorecem o ciclo do parasito, o que justifica os
varios casos relatados em animais de companhia (Rocco et al., 2001; Brun et al., 2002;
Monteiro et al., 2002; Kommers et al., 1999; Stainki et al., 2011; Milech et al., 2012;
Eicke et al., 2014; Pedrassani et al., 2014; Caye et al., 2015).

Diante da dificuldade de tratamento, o ideal no caso da dioctofimose seria
interromper o ciclo do parasito. Considerando que as plantas da familia Lamiaceae
vem apresentando acao efetiva em diversos microrganismos, acredita-se que estas

também possam apresentar atividade antiparasitaria frente a ovos de D. renale.
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2 Objetivos do trabalho

Objetivo geral

Identificar a presenca de Dioctophyma renale no ambiente e em animais, e
verificar a atividade in vitro de extratos vegetais de plantas da familia Lamiaceae em

ovos do parasito.

Objetivos especificos

o Avaliar a ocorréncia de dioctofimose em cées e gatos da cidade de Pelotas a
partir da avaliacdo da presenca de ovos de D. renale no ambiente e do relato de um

caso clinico-cirurgico atipico da parasitose em um canino;

o Determinar a casuistica de caes e gatos diagnosticados com dioctofimose na
cidade de Pelotas a partir da analise laboratorial de amostras de urina;

o Verificar o potencial de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale
utilizando o6leos essenciais e extratos hidroalcodlicos de Origanum vulgare, Origanum
majorana e Rosmarinus officinalis, e determinar a concentragdo mais efetiva de cada

extrato vegetal nos ovos do nhematddeo;

o Verificar a qual dos 6leos essenciais e extratos hidroalcoodlicos possui maior
poder de inibicdo de embrionamento de ovos de D. renale;

o Avaliar o potencial tdéxico em ovos embrionados de codornas das
concentragdes mais efetivas dos extratos testados nos ovos de D. renale;

o Realizar a analise cromatografica dos 6leos essenciais de O. vulgare, O.
majorara e R. officinalis, a fim de determinar a sua composic¢éao fitoquimica e os seus

constituintes majoritarios.
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3 Revisao de literatura

Dioctophyma renale

Caracteristicas morfoldgicas, hospedeiros e ciclo bioldgico

Dioctophyma renale, também conhecido como Ascaris renalis, Ascaris
visceralis, Strongylus gigas e Eustrongylus gigas, € popularmente chamado de “verme
gigante do rim” devido as suas caracteristicas morfologicas e por parasitar os rins do
hospedeiro definitivo. O helminto pertence a classe Nematoda e a superfamilia
Dioctophymatoidea (Urquhart et al., 1998), sendo descrito pela primeira vez por
Goeze, em 1782, quando exemplares do parasito foram encontrados no rim de um
céo (Pedrassani, 2009).

Morfologicamente, o nematddeo apresenta extremidade afiladas com eséfago
longo, estreito e com discreta dilatacdo posterior (Pedrassani, 2009). Além disso, o
parasito adulto apresenta coloracao vermelho-sangue, devido a forma de alimentagéo
por hematofagia (Colpo et al., 2007).

A sexagem do D. renale é realizada por diferenciacdo morfoldégica dos
nematodeos. O macho é caracterizado por uma bolsa espessa, muscular e em forma
de campanula na extremidade posterior, e apresenta tamanho médio de 14 a 45 cm
de comprimento e 4 a 6 mm de largura. Por outro lado, a fémea € caracterizada pela
extremidade posterior obtusa, com anus terminal e ovario unico, e apresenta tamanho
médio de 20 a 100 cm de comprimento e 5 a 12 mm de largura. Os ovos de D. renale
sdo de formato eliptico, coloracdo castanho-amarelada, parede espessa e rugosa,
tampdes bipolares, e medigdes de 73 a 83 um de comprimento € 45 a 47 um de largura
(Colpo et al., 2007; Pedrassani, 2009).

O periodo pré-patente do nematédeo € de, aproximadamente, dois a trés
meses (Urquhart et al., 1998). Por outro lado, o periodo patente nao € bem conhecido,
mas ha relatos de que o parasito pode viver por trés a cinco anos no hospedeiro
definitivo (Pedrassani, 2009).

Os hospedeiros definitivos de D. renale sao canideos domésticos,
principalmente os ndo domiciliados, e canideos silvestres, devido a esses animais
apresentarem habitos alimentares pouco seletivos (Figueiredo et al., 2013). Ha relatos

de diversas espécies de animais infectadas com D. renale, destacando-se a
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ocorréncia em macaco (Ishizaki et al., 2010), lobo-guara (Cansi et al., 2012), furdo
(Pesenti et al., 2012), gato (Pedrassani et al., 2014), cachorro-do-mato (Ribeiro et al.,
2009) e, principalmente, em caes (Stainki et al., 2011; Milech et al., 2012; Caye et al.,
2015). Além desses, ha relatos de ocorréncia de dioctofimose também em humanos
(Li et al., 2010; Katafigiotis et al., 2013; Venkatrajaiah et al., 2014).

Os visions (Mustela vision) sdo considerados os verdadeiros hospedeiros
definitivos de D. renale, além de servirem como reservatorio para o parasito no
ambiente. Estes animais sdo geralmente infectados por uma grande quantidade de
nematédeos machos e fémeas que se localizam frequentemente no rim, liberando
ovos férteis no ambiente, perpetuando o ciclo. O céo é definido como um hospedeiro
definitivo anormal e terminal, devido ao ciclo do parasito ser muitas vezes interrompido
quando o helminto realiza ciclo erratico (Kommers et al., 1999).

D. renale apresenta ciclo indireto pela necessidade de um hospedeiro
intermediario para ser concluido. Neste caso, o hospedeiro intermediario € o
Lumbriculus variegatus, um anelideo oligoqueta aquatico com tamanho de 4 a 10 cm
de comprimento por 1,5 mm de largura, e que habita o sedimento no fundo de rios e
lagoas de agua doce (Pedrassani, 2009).

Além dos hospedeiros definitivos e intermediario, ha também os hospedeiros
paraténicos envolvidos no ciclo de D. renale, que sao representados por sapos, ras e
peixes de agua doce (Measures; Anderson, 1985; Pedrassani, 2009). Além destes,
Mascarenhas & Miuller (2014) realizaram o primeiro relato de presenga de larvas no
estagio infectante em tartarugas de agua doce (Trachemys dorbigni), sugerindo que
estes animais possam atuar no ciclo de D. renale como hospedeiros paraténicos. As
tartarugas analisadas eram provenientes das cidades de Pelotas e Capéao do Leéo, e
50% destas apresentaram as larvas encistadas em diversas areas do corpo, como
cavidade abdominal, musculos, mesentério, revestimento seroso do estdmago e
superficies do coracéo, figado, pancreas, baco e intestino.

D. renale é um parasito oviparo de ciclo evolutivo indireto. Os ovos com
somente uma célula no interior sdo eliminados pela urina em grumos ou cadeias, e se
desenvolvem em meio aquatico até que ocorra o desenvolvimento da larva de primeiro
estagio (L1) no seu interior. Apds, o ovo com a L1 é ingerido pelo hospedeiro
intermediario onde ocorre o desenvolvimento da larva até o terceiro estagio (L3),
tornando-se infectante aos hospedeiros definitivos. Estes se infectam ao ingerir o

anelideo com a agua de beber, ou pela ingestdo de um hospedeiro paraténico que
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tenha ingerido anteriormente o hospedeiro intermediario infectado (Urquhart et al.,
1998; Measures; Anderson, 1985).

A localizacdo do nematddeo adulto no hospedeiro definitivo pode estar
relacionada com o local de penetracéo da larva infectante no trato gastrintestinal. Se
a migracao das larvas ocorrer pelas curvaturas menor e maior do estdmago, e pelo
duodeno, as larvas tendem a se desenvolver, respectivamente, entre os lobos do
figado, no rim esquerdo e no rim direito (Serpa, 2008), sendo esta ultima a de maior
ocorréncia relatada (Rocco et al., 2001; Cottar et al., 2012; Zardo et al., 2012). Outros
autores sugerem que, o rim direito pode ser o 6rgao mais acometido por haver um
tropismo do proprio parasito em relagéo a este 6rgao (Pedrassani, 2009).

As formas adultas fémeas de D. renale nos rins dos hospedeiros definitivos,
depositam ovos que sao eliminados no ambiente pela urina (Pedrassani, 2009). Nos
casos de parasitose por espécimes machos e fémeas juntos, os ovos eliminados sao
potencialmente férteis (Figueiredo et al., 2013) e, desta forma, infectantes, dando

sequéncia ao ciclo.

Patogenia e sinais clinicos

O parasito se localiza com maior frequéncia no rim direito do hospedeiro
definitivo (Urquhart et al., 1998; Amaral et al., 2008). Na maioria dos casos, se estiver
com suas funcgdes preservadas, o rim esquerdo sofrera hipertrofia compensatoria
(Kommers et al., 1999; Leite et al., 2005).

Quando o rim é parasitado, ocorre acumulo de fluido hemorragico no seu
interior (Serpa, 2008) e o parénquima renal € destruido, restando somente a capsula
do 6rgao (Urquhart et al., 1998). A liberacdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, a
partir das glandulas esofagicas do parasito, permitem a penetracao e a destruicao do
parénquima renal (Serpa, 2008; Pedrassani, 2009). Além disso, o rim pode apresentar
aumento de volume devido a presenca dos parasitos no interior (Monteiro et al., 2002),
alteracdo da consisténcia a palpacao, resisténcia ao corte, capsula espessa, e
superficie da pelve dilatada e irregular devido a formacao de grandes cavidades onde
os helmintos ficam alojados (Serpa, 2008).

Na presenca de D. renale na cavidade abdominal, pode haver formacao de
fibrina (Monteiro et al., 2002), peritonite, aderéncia e destruicdo do parénquima do

figado, além de variados graus de inflamagao, necrose no peritonio e fluido
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serosanguinolento (Monteiro et al., 2002; Rahal et al., 2014). A peritonite € causada
pela ruptura dos 6rgaos por acao das enzimas liberadas pelo nematddeo, e também
pela grande quantidade de ovos liberados pelas fémeas quando presentes na
cavidade abdominal (Serpa, 2008). Da mesma forma, a formacao de fibrina ocorre
pelo inicio de um processo inflamatério, devido a presenga do parasito na serosa do
peritdnio (Monteiro et al., 2002).

Nos casos em que a cavidade abdominal ou somente um rim € parasitado, os
animais com dioctofimose costumam ser assintomaticos (Urquhart et al., 1998; Zardo
et al., 2012; Figueiredo et al., 2013). Entretanto, quando as manifesta¢cdes clinicas
surgem, estas costumam ser inespecificas e relacionadas com peritonite e
insuficiéncia renal, variando conforme a localizag&do, o grau de desenvolvimento do
parasito, a reacao dos tecidos lesados e a espécie parasitada (Pedrassani, 2009).

Quando o parasito se localiza no rim, o animal parasitado pode apresentar
sinais de arqueamento dorsal, dores fortes, hematuria, estranguria, aumento de
volume palpavel na regido renal e andar vacilante. Outros sinais clinicos apresentados
por pacientes com dioctofimose s&o: fraqueza, relutdncia em caminhar, maior
frequéncia de micgao, anorexia, convulsdes, ascite, colicas abdominais, perda de
peso, disuria e irritabilidade (Pedrassani, 2009; Serpa, 2008). Nos relatos de
dioctofimose em humanos, os sinais clinicos descritos foram de dor na regido lombar
direita e febre elevada (Li et al., 2010; Katafigiotis et al., 2013; Venkatrajaiah et al.,
2014).

Diagnostico, tratamento e controle

As formas de diagnéstico da dioctofimose citadas na literatura sdo por meio de
observacdo de ovos no exame de urina, e achado em cirurgias e necropsias
(Kommers et al., 1999; Milech et al., 2012; Perera et al., 2015). Além destes, ha os
exames de imagem, sendo a ecografia abdominal e a tomografia computadorizada os
mais utilizados (Li et al., 2010; Veiga et al., 2011; Cottar et al., 2012; Zardo et al., 2012;
Rahal et al., 2014; Silva et al., 2015).

A identificacdo de ovos na urina € uma das principais formas de diagnéstico da
parasitose, sendo estes observados no sedimento urinario (Pedrassani, 2009), mas
s6 é eficaz quando houver presenca de parasito fémea em um dos rins do animal

parasitado. Para o exame, a urina pode ser coletada de diferentes formas, como por
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cistocentese, cateterismo e micgdo espontanea. O sedimento € analisado a partir da
centrifugacdo de, no minimo, 2 mL de urina a 1.500 rpm por 5 minutos. Apds, o
sobrenadante é descartado e uma fragao do sedimento é analisada em microscopio
optico (Lopes et al., 2007). Os ovos de D. renale observados no exame de urina sao
de formato elipsoidal, com tampdes bipolares, coloragdo marrom-claro a amarelada,
tamanho variado de 60-80 pum por 39-46 um, e com uma unica célula no interior
(Pedrassani, 2009).

Pedrassani et al. (2009) avaliou o tempo de desenvolvimento de ovos de D.
renale coletados na urina de caes parasitados em diferentes meios e temperaturas.
Os ovos foram coletados de urina de caes e incubados a 15°C, 20°C e 26°C em estufa
B.O.D., sendo uma parte em meio com agua mineral e outra em meio com formalina
a 0,1%. Em ambos os meios, os ovos se desenvolveram normalmente sem que
ocorresse alteracao pela formalina a 0,1%. Por outro lado, as temperaturas afetaram
no tempo de formacgao da larva no interior dos ovos, uma vez que o desenvolvimento
ocorreu em menor periodo de tempo nas temperaturas mais elevadas, sendo ideal a
temperatura de 25 a 30°C para o embrionamento em 30 dias.

A ultrassonografia € um método eficiente de evidenciar a presenca de D. renale,
sendo o principal achado a presenca de estruturas tubulares de bordos
hiperecogénicos e centro hipoecoico (Ferreira et al., 2010). Esse exame permite
avaliar o rim em relacdo a arquitetura do parénquima, tamanho, regularidade dos
bordos, definicdo coértico-medular e ecogenicidade do tecido (Cottar et al., 2012).

No estudo realizado por Cottar et al. (2012), os autores analisaram sete caes
que foram diagnosticados com dioctofimose através do exame de urina
concomitantemente com o exame ultrassonografico. Neste estudo, foi observado que
somente o rim direito dos pacientes estava parasitado, sendo que este apresentou
imagens com estruturas tubulares de ecogenicidade variavel, pouca diferenciacéao
coértico-medular e tamanho reduzido. A partir da analise do rim de um paciente com
dioctofimose, Secchi et al. (2010) observaram contorno renal irregular e capsula
delgada. Em ambos estudos, o rim esquerdo se apresentou sem alteracoes
ultrassonograficas nos animais avaliados.

Outra forma de diagnéstico da dioctofimose é através do exame de tomografia
computadorizada, como € o caso dos relatos de uma mulher com D. renale em ambos
os rins (Li et al., 2010) e de um homem com dioctofimose no rim direito (Katafigiotis et

al., 2013). Em caes, também foi realizado um estudo de diagnostico com tomografia
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computadorizada contrastada. Nesse estudo, o exame revelou perda da diferenciacao
da regiao cortical do rim direito, discreta captagcao de contraste na periferia e varias
formas de anel e estruturas alongadas com parede hiperecdica e centro hipoecdico
nos 13 ces avaliados. Em 11 ces, as mesmas estruturas foram observadas de forma
livre na cavidade abdominal, principalmente proximas aos lobos hepaticos direito; e
em um cao, um parasito foi observado saindo pela capsula do rim direito.

O diagnostico de D. renale também é feito, muitas vezes, por achados de
parasitos em cirurgias e necropsias (Sousa et al., 2011). Milech et al. (2012) relataram
o caso de uma fémea canina encaminhada para ovariosalpingohisterectomia eletiva
que, durante o procedimento cirurgico, apresentou quatro parasitos na cavidade
abdominal e cinco parasitos no interior do rim direito. No estudo realizado por
Kommers et al. (1999), foram evidenciados 16 cdes com dioctofimose a partir de
achados de necropsia no periodo de 1978 a 1996 na Universidade de Santa Maria.

Apds o diagndstico confirmado de dioctofimose, o tratamento indicado é a
remogao cirurgica dos parasitos (Kommers et al., 1999). O tratamento clinico ndo
apresenta bons resultados (Brun et al., 2002; Secchi et al., 2010), uma vez que todo
0 parénquima do rim é destruido, restando somente a capsula renal com o parasito
dentro e, consequentemente, havendo a perda de funcao do 6rgéo (Urquhart et al.,
1998; Secchi et al., 2010; Eicke et al., 2014). Mesmo que o parasito fosse morto pela
acao do medicamento antihelmintico, a sua eliminag&o do rim seria dificultada devido
a espessura e ao tamanho do nematddeo (Pedrassani, 2009). A nefrectomia do rim
afetado é realizada e, muitas vezes, o paciente apresenta boa recuperacéo, como
relatado por diversos autores (Brun et al., 2002; Milech et al., 2012; Katafigiotis et al.,
2013; Oliveira et al., 2015).

Medidas de prevencdo devem ser realizadas, principalmente em ambientes
favoraveis ao desenvolvimento da dioctofimose (Russo et al., 2014). Devido ao fato
do nematédeo acometer humanos e, principalmente, caes de vida errante, uma forma
de controle seria evitar o consumo de agua nao potavel com possivel presenga do
hospedeiro intermediario infectado. Além disso, deve-se evitar a ingestdo de carne
crua ou pouco cozida de peixes e anfibios, principalmente em locais em que ha
elevada prevaléncia da parasitose (Urquhart et al., 1998; Pedrassani, 2009; Li et al.,
2010; Katafigiotis et al., 2013). E necessario também conscientizar a populacdo sobre
a relevancia dessa parasitose, que gera riscos a saude humana e animal, e detectar

a doencga nos animais parasitados. Assim, deve-se investigar o local de convivio dos
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mesmos a fim de se conhecer melhor os dados a respeito da distribuicdo e do tempo
de sobrevivéncia dos ovos de D. renale no ambiente (Perera et al., 2015).

Ovos de D. renale, tanto com a larva em desenvolvimento no seu interior quanto
ja embrionados, sado sensiveis as condicdes ambientais com relagcdo as altas
temperaturas, ao congelamento e a dessecacao (Pedrassani, 2009). Devido a essa
sensibilidade dos ovos, uma possivel forma de controle da dioctofimose seria pela
inibicdo do desenvolvimento larval no interior do ovo que ocorre no ambiente aquatico.
Assim, seria possivel evitar a infecgdo dos hospedeiros intermediario, paraténicos e

definitivos, impossibilitando que o ciclo fosse concluido.

Importancia da dioctofimose para os animais e para 0 homem

D. renale € um parasito de distribuicdo mundial (Sousa et al., 2011), sendo que,
desde a sua descoberta, muitos trabalhos tem sido publicados a respeito da doenca.
Entre esses trabalhos, a maioria € de casos clinicos e cirurgicos referente a animais,
principalmente caes, havendo muitos relatos no Brasil (Nakagawa et al., 2007; Stainki
et al., 2011; Oliveira et al., 2015).

No Rio Grande do Sul, muitos casos da parasitose tem sido diagnosticados
desde 1999. Em Porto Alegre, Brun et al. (2002) descreveram um caso cirurgico de
um cado com dioctofimose. O paciente foi encaminhado para a realizagdo de
nefrectomia do rim direito, onde foram encontrados dois parasitos de 58 cm e 84 cm,
além de exsudato sanguinolento. Em Uruguaiana, Monteiro et al. (2002) relataram um
caso de infecgao por D. renale em um cédo que foi encaminhado para eutanasia. Na
necropsia, foram encontrados 28 exemplares do parasito na cavidade abdominal e 6
exemplares no rim direito, totalizando uma infeccao por 34 nematddeos.

Ribeiro et al. (2009) relataram o primeiro caso de dioctofimose em Cerdocyon
thous, popular cachorro-do-mato, na cidade de Seropédica, no Rio de Janeiro. O
animal foi capturado pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres do Rio de Janeiro,
porém estava muito debilitado e foi a ébito por causa desconhecida. Na necropsia, um
nematodeo foi encontrado na cavidade abdominal, ndo havendo mais nenhum achado
parasitolégico no animal.

Rocco et al. (2001) relataram sete casos de dioctofimose em cées de rua em
Angra dos Reis, no Rio de Janeiro, no periodo de 1995 e 1996. Dos animais

encaminhados para necropsia, seis eram machos e um era fémea, e todos
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apresentaram parasitismo unico no rim direito, exceto pela fémea que apresentou
parasitismo multiplo no rim direito e na cavidade abdominal.

Eicke et al. (2014) relataram um caso de dioctofimose no rim direito em uma
fémea canina em Dourados, no Mato Grosso do Sul. Entre os sinais clinicos
apresentados pela paciente, destacaram-se hematuria, prostragdo, dor na regido
lombar e febre. Apds o diagndstico, a paciente foi encaminhada para a realizagao de
nefrectomia, onde encontrou-se um unico exemplar de D. renale.

Em gatos domésticos, os relatos sdo escassos, havendo raros relatos da
doenca nesses animais. Um deles foi descrito por Pedrassani et al. (2014) a respeito
de um caso de dioctofimose em felino na cidade de Canoinhas, em Santa Catarina.
No relato, identificou-se o parasito no rim supranumerario e na cavidade abdominal,
havendo hipertrofia do rim esquerdo.

Além da importancia clinica que representa o helminto D. renale na medicina
veterinaria, esse parasito € de grande relevancia devido ao seu potencial zoono6tico
(Alves et al., 2007), sendo que muitos fatores envolvidos com a parasitose apresentam
risco a saude do homem. Entre eles, podem ser citados a prevaléncia de caes
infectados, os altos niveis de contaminacgao superficial, 0 uso dos rios para transporte,
a recreagao com a pesca esportiva ou para alimentagao da populacdo quando os
hospedeiros paraténicos se apresentam crus ou mal cozidos, entre outros (Urquhart
et al., 1998; Silva et al., 2015). Neste contexto, além de relatos de dioctofimose em
animais, casos da doenga em humanos também tem sido citados em diversos paises,
conforme demonstrado por varios autores (Li et al., 2010; Katafigiotis et al., 2013;
Venkatrajaiah et al., 2014).

Na grande maioria dos relatos, os sinais apresentados por humanos sao
inespecificos estando relacionados, principalmente, a dores na regiao lombar e
hematuria. Na maioria dos casos, o diagndstico é feito por exames de imagem, porém
a primeira suspeita costuma ser de cistos e nao de parasitismo, retardando o
diagnostico correto da doenca (Li et al., 2010; Katafigiotis et al., 2013). Katafigiotis et
al. (2013) relataram um caso de dioctofimose em um homem de 39 anos na Grécia.
O paciente apresentou sinal clinico de dor na regidao lombar direita, e foi diagnosticado
com exames de ultrassom abdominal, tomografia computadorizada e ressonéancia
magnética. Apos, o paciente foi encaminhado para a realizacao de nefrectomia do rim

direito, onde havia exemplares de D. renale mortos.
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Li et al. (2010) descreveram um caso de dioctofimose em uma mulher chinesa
de 51 anos com ambos os rins parasitados. A paciente relatou que havia consumido
peixe cru anteriormente, e apresentou como sinal clinico dor na regido lombar direita
por dois meses, hematuria e piuria. A paciente foi tratada para colecistite por uma
semana, porém a dor lombar permanecia. Nos exames de ultrassom, tomografia
computadorizada e angiografia, observaram-se alteragcao hiperecéica, uma massa de
maior densidade, e defeitos na vascularizacdo do rim direito, respectivamente. Apds
o diagnostico de tumor no rim direito, a paciente recusou o tratamento cirurgico. No
ano seguinte, a paciente retornou apresentando grave hematuria, aumento da massa
no rim direito e presenca de um cisto no rim esquerdo. No ano seguinte, esta expeliu
fragmentos de D. renale e ovos do parasito pela urina. A partir disso, foi indicado a
paciente o tratamento com albendazol, que nao foi realizado. Apds 18 meses, a
paciente foi a ébito devido a insuficiéncia renal.

Venkatrajaiah et al. (2014) descreveram um caso de parasitose por D. renale
em um homem de 70 anos na india com histérico de diabetes e hipertens&o. Os sinais
clinicos do paciente foram febre alta por 10 dias e taquicardia. Apés trés dias do
atendimento, o paciente expeliu dois exemplares de D. renale pela urina. A urinalise
mostrou hematuria e ovos do parasito. Segundo os autores, ambos os rins foram
parasitados, sendo o rim direito o mais afetado.

Diante dos relatos, percebe-se a necessidade de cuidados com a higiene e a
alimentacdo da populacdo, especialmente daquela que vive proximo a regiao
ribeirinha quanto a possibilidade de contrairem a infeccdo por D. renale, que pode
causar graves lesdes renais e a outros 6rgaos. Seria interessante uma investigacao
por parte da vigilancia sanitaria, principalmente nos individuos que fazem uso da
alimentacao de peixes e anfibios crus ou pouco cozidos, a fim de buscar informacgdes
sobre a epidemiologia da dioctofimose. Além disso, deve divulgar informacoes e
prestar auxilio a populacdo suscetivel, buscando identificar e orientar os grupos de

risco (Monteiro et al., 2002).
Importancia do estudo da dioctofimose na cidade de Pelotas
A cidade de Pelotas esta localizada na regiao sudeste do Rio Grande do Sul,

com coordenadas geograficas de 312 46’ 19” de latitude Sul e de 52° 20’ 33” de
longitude Oeste, e possui mais de 300.000 habitantes (Coradi et al., 2009). As
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caracteristicas geograficas de Pelotas sdao importantes devido as condigoes
favoraveis que a cidade apresenta ao nematdéide D. renale (Pereira et al., 2006). O
clima da cidade € subtropical com temperatura média anual de 17,8°C, sendo o0 més
de janeiro o mais quente com média de 23,2°C (Embrapa, 2000). Essas condi¢oes
podem ser favoraveis a ocorréncia da dioctofimose, uma vez que o embrionamento
dos ovos ocorre na agua com temperatura de 14 a 30°C. Para que se desenvolva a
larva de primeiro estagio no interior dos ovos em até 30 dias, o ideal é que a
temperatura seja de 25 a 30°C (Pedrassani et al., 2009).

O municipio esta situado as margens do Canal Sdo Gongalo, que liga a Lagoa
dos Patos e a Lagoa Mirim. Os arroios Pepino, Santa Barbara e Pelotas desaguam no
Canal Sao Goncalo e provem deles a maior parte da agua destinada ao abastecimento
humano da cidade (Coradi et al., 2009). Essas particularidades geograficas podem vir
a ter relacdo com a ocorréncia de dioctofimose, visto que o elevado potencial hidrico
da cidade favorece o aparecimento dos hospedeiros intermediario e paraténicos de D.
renale (Pereira et al., 2006).

Pelotas abrange um bairro de pescadores, a Colbnia Z-3, estando este
localizado as margens da Lagoa dos Patos, a 20 km do centro da cidade, e com uma
populacao de 3.166 habitantes (Anjos et al., 2004; Delamare et al., 2015). Esse local
apresenta o maior numero de familias que realizam a atividade pesqueira no litoral da
Lagoa dos Patos. Em 2004, um estudo entrevistou 70 familias da Colbnia Z3, e
identificou que 32,9% destas familias exerciam atividade exclusivamente pesqueira e
67,1% exerciam outras atividade além da pesca (Anjos et al., 2004). Assim, o
compartilhamento do ambiente onde € exercida a atividade pesqueira, e a alimentacao
de carne crua de peixes e/ou ras, fazem com que aumente a probabilidade de adquirir
a parasitose (Russo et al., 2014).

Agravando a situacdo, estima-se que haja cerca de 60.000 a 80.000 caes
errantes ou semidomiciliados na cidade (Meirelles, 2014). O acesso de animais
parasitados a ambientes aquaticos justifica a importancia destes na transmissao de
D. renale (Kano et al., 2003), uma vez que a ocorréncia de dioctofimose nos animais
esta relacionada ao contato dos cdes com zonas alagadicas (Russo et al., 2014).
Essas condicdes podem influenciar na elevada casuistica de animais com a doenca
em Pelotas, sendo que varios trabalhos tem sido divulgados nos ultimos anos (Pesenti
et al., 2008; Stainki et al., 2011; Milech et al., 2012; Caye et al., 2015; Oliveira et al.,
2015; Perera et al., 2015; Silva et al., 2015).
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Os primeiros relatos de dioctofimose na cidade de Pelotas sdo recentes, sendo
que a maioria deles sdo em caes, como € o caso de Stainki et al. (2011) que relataram
um caso clinico-cirurgico de filhote canino de seis meses. O cdo apresentava
obstrucao uretral devido a presenca de um exemplar de D. renale na uretra, sendo
encaminhado para a realizag&o de cirurgia a fim de remover o parasito. Milech et al.
(2012) relataram um caso de achado cirurgico de parasitos na cavidade abdominal e
no rim direito em uma fémea canina durante o procedimento de
ovariosalpingohisterectomia eletiva.

Caye et al. (2015) relataram um caso de migragcdo de D. renale em um céo,
sendo localizado um exemplar de D. renale lateralmente ao pénis no tecido
subcuténeo. Apds, o paciente foi encaminhado para a realizagdo do procedimento
cirurgico a fim de remover o parasito, mas este néo foi encontrado na localizacao
apresentada pelo exame de ultrassom. Sendo assim, se fez necessaria a realizacao
de laparotomia exploratéria a fim de investigar a localizacdo do parasito. Realizou-se
a divulsao do musculo reto abdominal apods a visualizacdo de galerias na musculatura
indicativas de migracao do parasito por essa regiao.

Oliveira et al. (2015) realizaram um levantamento de casos de dioctofimose de
pacientes atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFPel no periodo de 2014
a 2015. Neste trabalho, foram diagnosticados 15 animais com dioctofimose, sendo
que somente sete pacientes apresentaram sinais clinicos relacionados ao sistema
urogenital. Todos os pacientes foram encaminhados para a realizagcdo de
procedimento cirurgico a fim de remover os parasitos, incluindo a nefrectomia quando
necessaria.

Silva et al. (2015) realizaram um levantamento de casos de dioctofimose em
caes e gatos diagnosticados somente por meio de exame ultrassonografico em uma
clinica veterinaria particular de diagnéstico por imagem em Pelotas. No periodo de
agosto de 2010 a julho de 2015, 5.531 exames de ultrassom foram realizados, sendo
50 caes e dois gatos positivos para dioctofimose, correspondendo 0,94% de exames
positivos no total.

No estudo realizado por Perera et al. (2015), realizou-se a coleta de 40
amostras de urina de cdes e uma de gato a fim de detectar ovos de D. renale. As
amostras foram coletadas de animais provenientes do Hospital de Clinicas

Veterinarias da UFPel, Ambulatério Veterinario Ceval e Canil Municipal de Pelotas, no
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periodo de abril a junho de 2015. Apés realizadas as analises laboratoriais, observou-
se que 15,9% das amostras foram positivas, inclusive a amostra de urina do felino.

Como € possivel observar, a espécie canina é a mais afetada por D. renale,
sendo os felinos diagnosticados com menor frequéncia em Pelotas. Mesmo assim, um
caso cirurgico de um gato foi relatado por Milech et al. (2014) nesta cidade, sendo
este o primeiro caso de dioctofimose em um felino no Rio Grande do Sul. Depois de
realizados a urinalise e o exame de ultrassom abdominal, foram observados ovos do
helminto no sedimento urinario e presencga de D. renale no interior do rim direito. Apos
procedimento cirurgico, a nefrectomia do rim parasitado foi realizada, sendo
encontrados no seu interior um nematédeo fémea e outro macho. Além disso, outro
parasito macho foi encontrado na regiao peri-renal do rim esquerdo e removido em
seguida.

Além de caes e gatos, 0 nematddeo também foi descrito parasitando espécies
silvestres no municipio, correspondendo também ao primeiro relado da helmintose em
Galictis cuja (furdo) no Rio Grande do Sul. Os furdes parasitados foram encontrados
atropelados nas rodovias da cidade de Pelotas nos anos de 2005, 2007 e 2011,
totalizando trés animais. No primeiro, havia trés espécimes de D. renale no rim direito;
no segundo, havia apenas um exemplar do nematédeo no rim direito; e no terceiro,
havia nove parasitos no rim direito e um na cavidade abdominal (Pesenti et al., 2008).

O municipio de Pelotas apresenta importantes agravantes para a ocorréncia de
dioctofimose, pois possui um grande numero de caes que tem acesso a rua, um
elevado potencial hidrico, além de exercer a atividade pesqueira. A alta ocorréncia de
caes errantes e seus habitos alimentares pouco seletivos predispdem o parasitismo
por D. renale (Urquhart et al.,, 1998; Kommers et al., 1999). Além disso, as boas

condigoes ambientais de Pelotas favorecem o desenvolvimento das formas pré-
parasitarias de D. renale, auxiliando na transmissao do parasito. O consumo de peixes
crus e mal cozidos € perigoso, pois as larvas de D. renale também podem estar
presentes na musculatura desses animais (Pedrassani, 2009), representando uma
ameaca a populacdo local que esta exposta aos mesmos fatores de risco que os
animais (Kano et al., 2003).
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Plantas medicinais e familia Lamiaceae

Plantas medicinais podem ser definidas como vegetais que possuem
substancias com acao terapéutica (Messias et al., 2015). O uso de plantas para fins
medicinais € uma pratica antiga e baseada no conhecimento popular transmitido
oralmente entre a populag¢ao (Caroccia et al., 2013). Nos tempos atuais, as plantas
sdo utilizadas por grande parte da populagdo mundial, como um recurso medicinal
alternativo para o tratamento de inumeras enfermidades (Carneiro et al., 2014) por
apresentar diversas vantagens, como: baixo custo, facil acesso e com reduzidos
efeitos adversos (Caroccia et al., 2013).

O Brasil possui a maior diversidade genética de plantas do mundo, com cerca
de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 a 550.000.
Ademais, conta com ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular transmitido entre geragdes (Simodes; Schenkel, 2002; Carneiro
et al., 2014). Estima-se que pelo menos a metade das espécies nativas possua
alguma propriedade medicinal, entretanto nem 1% dessa diversidade foi estudada
adequadamente (Messias et al., 2015).

O uso de plantas consideradas medicinais pela populacao é bastante difundido
no Brasil e suas potencialidades sédo reconhecidas mundialmente (Simdes; Schenkel,
2002). Grande parte da populacéao brasileira encontra nas plantas medicinais a unica
fonte de recursos terapéuticos. De acordo com Di Stasi & Hiruma-Lima (2002), isto se
justifica tanto pela riqueza da biodiversidade e pela tradicdo popular desta pratica,
como também pelo baixo poder aquisitivo da populagéo.

A composi¢cao quimica das plantas ou dos produtos de origem vegetal
dependem de fatores climaticos, sazonais, geograficos, periodo de colheita do vegetal
e também da técnica de obtencao do produto derivado (Corréa, 2008). Nos oleos
essenciais, ha muitos principios ativos conhecidos, e estes podem estar presentes em
certos 6rgaos das plantas, como nas flores, folhas, cascas, tronco, galhos, raizes,
frutos ou sementes (Silva, 2011). Esses principios ativos, como os terpendides,
carvacrol e timol, por exemplo, contribuem tanto para os sabores e aromas das plantas
guanto para sua atividade medicinal (Marques et al., 2015; Messias et al., 2015).

O uso de extratos vegetais tem apresentado eficacia no tratamento de diversas
enfermidades veterinarias, entre elas as causadas por nematodides gastrintestinais.

Entre as plantas com atividade antiparasitaria estudadas, encontram-se as da familia
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Lamiaceae, a qual € conhecida como a terceira maior familia de plantas com acao
antihelmintica (Furtado, 2006). Por isso, torna-se cada vez mais importante o
crescimento da pesquisa relacionada as plantas desta familia a fim de comprovar a
sua acao frente a diversos parasitos, incluindo o helminto D. renale.

Segundo Almeida & Albuquerque (2002), a Lamiaceae € uma das principais
familias botéanicas por apresentar muitas plantas medicinais e condimentares,
representando grande importancia econdmica devido a producao de 6leos essenciais
por grande parte de suas espécies. Estima-se que ha 300 géneros e 7.500 espécies
contidas nesta familia (Zambon; Agostini, 2015).

Em um estudo de identificacdo de uso popular de plantas medicinais realizado
por Messias et al. (2015) na cidade de Ouro Preto, em Minas Gerais, a familia
Lamiaceae foi uma das mais citadas, estando em segundo lugar em numeros de
espécies vegetais nesse estudo. Zambon & Agostini (2015) também realizaram um
estudo de identificacdo e catalogacao de plantas utilizadas pelas comunidades rurais
de Piracicaba, em Sao Paulo, e observaram que as plantas da familia Lamiaceae
estiveram entre as mais citadas pela populagao.

Estudos tem demonstrado que plantas da familia Lamiaceae tem grande
potencial terapéutico pelo fato de seus extratos apresentarem atividades antioxidante,
antimicrobiana, antifungica e antiparasitaria (Vagi et al., 2005; Freire, 2008; Cleff et
al., 2010; Okoh et al., 2010; Freire et al., 2011; Cleff et al., 2012; Dias de Castro et al.,
2013; Abdel-Massih; Abraham, 2014; Bomfim et al., 2015; Marques et al., 2015).
Assim, para a realizacado desse trabalho, trés plantas da familia Lamiaceae foram
selecionadas devido aos bons resultados que vem apresentando em pesquisas nos
ultimos anos, sendo elas: Origanum vulgare (orégano), Origanum majorana

(manjerona) e Rosmarinus officinalis (alecrim).

Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis

Origanum vulgare, popularmente conhecido como orégano, é uma planta de
origem mediterranea, aromatica, com preferéncia pelo clima quente, e de boa
adaptacao em solos secos, rochosos, calcarios e com pouca humidade (Martino et al.,
2009; Jorge et al., 2014). Essa planta € um dos condimentos mais utilizados na
culinaria brasileira no preparo de carnes, ovos, peixes, panificacées e frutos do mar.

Além disso, o 6leo essencial de orégano também é utilizado na industria de alimentos,
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visando controlar microrganismos causadores de deterioracdo e também de doencas
veiculadas por alimentos (Corréa, 2008). Na medicina popular, € usado para tratar
disturbios respiratérios, dor menstrual, artrite, disturbios no trato urinario, entre outros
(Jorge et al., 2014).

Devido a sua agado antimicrobiana, estudos tem sido realizados a fim de
caracterizar a composi¢ao quimica dos diferentes extratos de orégano (Pizzale et al.,
2002; Silva et al., 2010). O aroma caracteristico do orégano é proéprio de plantas com
nivel relativamente alto de carvacrol e timol, sendo o 6leo essencial de orégano rico
nesses fendis (Fonseca, 2011). Por outro lado, o extrato hidroalcodlico de orégano &
composto por outros compostos, como os acidos fendlicos (acido clorogénico, acido
caféico, acido ferulico, acido cumarico e acido rosmarinico) e os flavonoides (rutina,
luteolina, quercetol, apigenina e kaempherol). Entre esses compostos, os majoritarios
foram o &cido ferulico, rutina e acido rosmarinico (Danila et al., 2011).

Dias de Castro et al. (2013) avaliaram a agao de diferentes formas de extrato
das folhas secas de Origanum vulgare em ovos de nematddeos gastrintestinais de
bovinos a fim de inibir a eclodibilidade dos mesmos. Os extratos testados foram tintura,
extrato hidroalcodlico e extrato aquoso nas concentragbes de 0,62 mg/mL a 80
mg/mL. Nos resultados obtidos, observou-se que todos os extratos inibiram a
eclodibilidade dos ovos com percentual de inibi¢cdo variando de 8,8 a 100%, sendo a
tintura e o extrato hidroalcodlico as formas mais eficazes.

Xéchihua et al. (2013) verificaram a eficacia da suspensdo aquosa (260 mg/kg)
de orégano em ovinos parasitados por Haemonchus contortus. A suspensao aquosa
de orégano apresentou efeito quanto a eliminagdo da carga parasitaria dos animais
(64,9%), porém essa reducéao foi menor do que aquela apresentada pelo controle com
o antihelmintico cloridrato de levamisol (90,2%). Mesmo assim, o0 orégano se mostrou
uma boa alternativa no controle de nematdodeos de forma natural no sistema de
producao animal.

O. vulgare tem sido extensivamente avaliado pelo grupo de pesquisa, e vem
demonstrando efetividade tanto na forma de extratos aquoso e hidroalcodlico como
de tintura e 6leo essencial, agindo como promissor agente antifungico (Cleff et al.,
2008b; Matos, 2014), antiviral (Blank, 2013) e antimicrobiano (Guterres, 2015). Além
disso, trabalhos in vitro e in vivo tem sido desenvolvidos a fim de averiguar a
seguranga da aplicagao do O. vulgare como produto terapéutico (Cleff et al, 2008a;
Hollenbach et al., 2015).
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Origanum majorana, popularmente conhecida como manjerona, € uma planta
de folhas verde-claras, aroma agridoce e flores brancas ou purpuras que se inserem
em fasciculos. Essa planta tem origem no Egito e no leste do Mediterraneo, sendo
cultivada em solo arejado, seco, alcalino e rico em nutrientes, com preferéncia para o
clima tropical, quente e umido. Apresenta sabor fresco, sendo utilizada como
condimento na culinaria (Kufner, 2010; Abdel-Massih; Abraham, 2014). Com relacao
as caracteristicas visuais, o 6leo essencial de manjerona apresenta cor amarela, com
odor picante, canforaceo e amadeirado. Por outro lado, o extrato de manjerona em po
€ de cor escura cristalina, com cheiro caracteristico e altamente hidrofilo (Kufner,
2010).

Popularmente, o 6leo essencial de O. majorana é utilizado a fim de combater
tosse, problemas vesicais, codlicas gastrintestinais, entre outros (Kufner, 2010). No
meio cientifico, o 6leo essencial vem sendo estudado demonstrando acao contra
bactérias, fungos e acao antioxidante devido a composicao dos extratos (Vagi et al.,
2005; Freire, 2008; Freire et al., 2011; Abdel-Massih; Abraham, 2014; Marques et al.,
2015). No caso do 6leo essencial, tem sido descrita a presenca de compostos
quimicos, como sabineno, a-terpineno, p-cimeno, limoneno, y-terpineno, hidrato de
cis-sabineno, hidrato de trans-sabineno, 4-terpineol, a-terpineol e trans-cariofileno,
sendo 4-terpineol e y-terpineno os compostos maijoritarios (Freire, 2008).

Azambuja (2015) analisou a atividade antihelmintica in vitro dos oleos
essenciais de Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis em
ovos de Ancylostoma spp. provenientes de fezes de cades. Neste trabalho, foram
testadas seis concentracdes em diluicdo seriada (0,07% a 2,5%), sendo as mesmas
para cada 6leo essencial. Como resultados, foi possivel observar que os 6leos
essenciais das trés plantas apresentaram acao inibitéria de eclodibilidade nos ovos
de Ancylostoma spp. de 90 a 100% na maioria das concentracdes testadas,
demonstrando ser promissores no controle da ancilostomiase.

A atividade antimicrobiana dos extratos tem sido relacionada a composicao
quimica. Vagi et al. (2005) verificaram que o 6leo essencial de manjerona promoveu
notdvel inibicdo no crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e
Bacillus cereus, e atribuiram essa atividade a presenga do seu componente
majoritario, o 4-terpineol. Da mesma forma, Freire (2008) avaliou a acao do o6leo
essencial de manjerona sob as bactéria S. aureus e E. coli, sendo que o 6leo essencial

testado apresentou efeito inibitorio de ambas as bactérias.
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Rosmarinus officinalis € popularmente conhecido como alecrim e possui 6leo
aromatico nas suas folhas. Essa planta € amplamente encontrada na regido do
Mediterraneo, sendo muito conhecida desde a antiguidade e usada para varias
aplicacoes, entre elas: acao antiespasmaodica, analgésica, antirreumatica, diurética e
antiepilética. A planta também ¢é utilizada no processamento e preservagcdo na
industria alimenticia por ter afeitos antioxidantes e antimicrobianos naturais (Abdel-
Massih; Abraham, 2014). Pode apresentar algumas contraindicagdes, como:
alteragcdes no sono, irritagdes gastrintestinais e nefrite quando utilizada em doses
elevadas. Em gestantes, pode causar aborto por estimular as contragdes uterinas
(Fonseca, 2011).

O alecrim tem sido estudado em relagdo a sua composi¢cao quimica e suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. O maior alvo de estudo € o seu déleo
essencial que é constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos,
linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona, acetato de isobornila, terpendides (carnosol,
acido carnosilico, acido oleéanico e acido ursélico), flavonoides (diosmetina, diosmina,
gencuanina, luteolina, hispidulina e apigenina), além de acido rosmarinico, acido
caféico, acido clorogénico, acido neoclorogénico e acido labiatico (Silva et al., 2008).

Uma outra espécie de alecrim, o alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham) tem
sido muito estudada com relagdo a sua acao contra nematodeos gastrintestinais de
ovinos e caprinos (Vasconcelos, 2006; Souza et al., 2011). Souza et al. (2011),
avaliaram a acao in vitro do extrato hidroalcodlico seco de L. sidoides em larvas
infectantes de nematoédeos da familia Trichostrongylidae de caprinos. Apos o teste, foi
observado que o extrato na concentracao de 500 mg/mL apresentou agao larvicida de
95,89% de eficacia nas larvas infectantes dos nematodeos. Vasconcelos (2006)
analisou a acdo in vitro do Oleo essencial de L. sidoides em nematoides
gastrintestinais de ovinos, sendo que a concentracao de 0,062 mg/mL inibiu 94,84%
da eclosao dos ovos, e as concentracées acima desta inibiram 100% da ecloséao.

Além da atividade em nematodeos (Azambuja, 2015), os extratos de R.
officinalis tem sido avaliados em relacédo a atividade em ectoparasitos. Velazquez et
al. (2011) averiguaram o efeito carrapaticida dos 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis, Allium sativum e Lippia graveolens sob larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. As concentragdes testadas de cada 6leo foram obtidas por diluicdo seriada
de 1,25 a 20%, sendo que o alecrim apresentou 85% e 100% de mortalidade das

larvas do carrapato nas concentragoes de 10% e 20%, respectivamente. Batista et al.
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(2013) avaliaram a atividade in vitro do extrato etanodlico de R. officinalis frente a
Ctenocephalides felis felis (pulga), e a fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus e Rhipicephalus microplus. Nos resultados apresentados, observou-se
que o alecrim apresentou alta agao frente as pulgas (95%) e baixa agao frente aos

carrapatos (45,33% para R. sanguineus e 28,5% para R. microplus).

Potencial toxico dos extratos vegetais

O uso de produtos derivados de plantas apresentam muitas vantagens em
relacdo ao uso de produtos sintéticos pelo fato de serem obtidos de recursos
renovaveis com degradacao rapida, evitando que residuos permanegam acumulados
no meio ambiente (Batista et al., 2013). As plantas sdo compostas por substancias
que podem fazer parte da produgcdo de medicamentos, mas deve-se considerar que
toda substancia quimica deve ser vista como potencial agente toxico. Por isso, existe
a necessidade de se conhecer o potencial téxico de determinada planta e estabelecer
as condicdes de utilizacdo segura da mesma, a fim de nao afetar a saude humana e
animal (Veiga Junior; Pinto, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) €& o 6rgao responsavel
pela avaliagdo dos critérios de qualidade, eficacia e seguranca dos fitoterapicos,
aplicando exigéncias semelhantes aos medicamentos convencionais (Carvalho et al,
2008). A fim de avaliar a toxicidade, sdo recomendados testes in vitro e in vivo. Em
relacdo aos testes in vitro, o mais utilizado € o da citotoxicidade (Sivropoulou et al.,
1996; Rogero et al., 2003; Meneses et al., 2009; Gavaniji et al., 2014), enquanto que
os testes in vivo sao realizados geralmente em animais de laboratorio, como ratos
Wistar (Cleff et al., 2008a; Hollenbach et al, 2015) e coelhos (Santin, 2013). A fim de
buscar novas opgdes ao uso precoce de animais, novas técnicas de avaliagao tem
sido desenvolvidas, como a toxicidade em ovos embrionados (Yamawaki et al., 2013;
Lobo, 2015).

Os produtos naturais devem ser utilizados uma vez que apresentam eficacia e
seguranca. Por isso, devem ser analisados fatores relacionados a toxicidade ao
animal, ao ser humano e ao meio ambiente (Batista et al., 2013). O grau de toxicidade
de um extrato vegetal € influenciado por diversos fatores, como a dose aplicada e a
frequéncia de uso. Em alguns casos, até mesmo doses baixas podem vir a causar

intoxicagdo devido a uma sensibilidade individual, resultando em alergia ou em
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consequéncias mais graves, principalmente quando administrados por via oral
(Hollenbach, 2013). Tendo em vista esses fatores, testes de toxicidade de extratos
vegetais tem sido realizados a fim de avaliar a seguranca da sua utilizagdo (Cleff et
al., 2008a; Santin, 2013; Hollenbach et al., 2015).

Hollenbach et al. (2015) avaliaram o potencial toxico do 6leo essencial de O.
vulgare em relacao a fertilidade masculina por meio de aspectos reprodutivos de ratos
Wistar tratados cronicamente com o extrato vegetal. As concentragbes do Odleo
essencial testado foram de 3%, 9% e 27%, sendo os compostos majoritarios
caracterizados pelo timol e pelo 4-terpineol. Os autores concluiram que a taxa de
infertilidade foi dose-dependente da concentracao, sendo a dose mais elevada a de
maior nivel de infertilidade. Além disso, a infertilidade ocorreu pela reducdo na
producao de esperma, menor numero de espermatozoides armazenados e presenca
de espermatozdides anormais.

Santin (2013) avaliou a irritacdo cutanea e ocular aguda provocada pelos 6leos
essenciais de O. majorana e R. officinalis em coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus).
As concentragoes testadas foram de 6% para O. majorana e 24% para R. officinalis,
sendo estas o dobro das concentragdes que apresentaram atividade antifungica in
vitro previamente. Ao término do estudo, foi possivel concluir que o 6éleo essencial de
manjerona causou irritacdo cutdnea e ocular aguda e leve, enquanto que o dleo
essencial de alecrim causou as mesmas lesdes porém de forma moderada.

De acordo com os estudos citados a respeito da eficacia das plantas da familia
Lamiaceae, observa-se que diferentes extratos vem demonstrando importante
potencial terapéutico frente a diversos microrganismos (Vagi et al., 2005; Cleff et al.,
2008b; Azambuja, 2015; Guterres, 2015), porém com algum grau de toxicidade (Cleff
et al., 2008a; Santin, 2013; Hollenbach et al., 2015). Portanto, diante dos resultados
obtidos acerca da toxicidade, observa-se a necessidade aprofundar as pesquisas a
fim de determinar doses efetivas dos extratos dessas plantas, porém com reduzido

potencial tdxico ao organismo.
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Resumo

Dioctophyma renale tem distribuicdo cosmopolita, com descri¢do da parasitose em diferentes espécies
de animais e no homem, entretanto sua incidéncia em algumas partes do mundo néo é conhecida,
sendo vital a obtencdo destes dados, ja que se trata de zoonose de importancia em saude publica.
Assim, o objetivo foi avaliar a ocorréncia de dioctofimose em céaes e gatos da cidade de Pelotas, assim
como avaliar a presenca de ovos de D. renale no ambiente. Para andlise da contaminagcdo ambiental,
foram coletadas 250 g de solo de quatro pontos da comunidade Ceval. No laboratério, foram divididas
e processadas por uma técnica de centrifugo-flutuacao, totalizando 100 amostras. As amostras de urina
foram coletadas por miccdo natural e processadas pela técnica de centrifugo-sedimentacéo, que
possibilitou a identificagdo de ovos de D renale. Todas as amostras foram analisadas em microscépio
Optico para a identificacdo de ovos de D. Renale. Das 100 amostras de solo analisadas, observou-se
que em 4,11% destas havia presenca de ovos de D. Renale. Das 43 amostras de urina analisadas,
apenas uma era proveniente de felino e o restante de caninos (n=42), sendo sete amostras de urina de
caes (16,66%) e a amostra do felino (100%) foram positivas para D. renale. Conclui-se que ovos de D.
renale estdo presentes no ambiente da cidade de Pelotas, assim como os caninos e felinos
apresentam-se parasitados. Estes achados sdo um alerta para a saude do municipio, uma vez que a
parasitose € uma zoonose e a maioria dos animais s&o assintomaticos.

Introducao

Dioctophyma renale pertence a classe Nematoda e a superfamilia Dioctophymatoidea
(Urquhart et al., 1998), sendo descrito pela primeira vez por Goeze, em 1782, quando exemplares do
parasito foram encontrados no rim de um c&o (Pedrassani, 2009). Apesar de D. renale ter distribui¢cdo
cosmopolita, sua incidéncia em algumas partes do mundo ndo é conhecida, sendo vital a obtengao
destes dados, ja que se trata de zoonose de importancia em saude publica. Existem muitos relatos de
diversas espécies de animais infectadas com D. renale, destacando-se a ocorréncia em macaco
(Ishizaki et al., 2010), lobo-guara (Cansi et al., 2012), furao (Pesenti et al., 2012), felino (Pedrassani et
al., 2014), cachorro-do-mato (Ribeiro et al., 2009) e caes domésticos (Stainki et al., 2011; Milech et al.,
2012; Caye et al., 2015), destacando-se os relatos também em humanos (Li et al., 2010; Katafigiotis et
al., 2013; Venkatrajaiah et al., 2014).

A ocorréncia de dioctofimose em determinadas regides pode ser devido ao elevado potencial
hidrico das mesmas, favorecendo o aparecimento dos hospedeiros paraténicos e intermediario do
nematéide (Pereira et al., 2006), como é o caso de Pelotas. Além disso, a cidade apresenta outros
importantes agravantes para a ocorréncia de dioctofimose, como o grande niumero de caes com acesso
a rua e a presenga de roedores, assim como existem muitas familias que exercem fortemente a
atividade pesqueira no litoral da Lagoa dos Patos (Anjos et al., 2004).

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a ocorréncia de dioctofimose em caes e gatos da
cidade de Pelotas, assim como avaliar a presenc¢a de ovos do parasito em amostras de solo.

Materiais e Métodos

O trabalho foi dividido em duas etapas: analise da contaminacdo ambiental por ovos de D.
renale em uma comunidade em vulnerabilidade social, e estudo epidemiolégico de dioctofimose em
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caes e gatos residentes da cidade de Pelotas. As coletas das amostras de urina dos animais foram
realizadas no Ambulatério Ceval, no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da UFPel e no Canil
Municipal. Os animais alocados no Canil Municipal eram provenientes de diversos bairros da cidade, e
ficavam alojados por pequeno periodo em sistema de rodizio até sua liberagcao do local, possibilitando
a introducado de outros caes. Os animais atendidos no Ambulatério Ceval eram provenientes de
comunidade em vulnerabilidade localizada préxima ao centro da cidade.

A etapa de analise da contaminagdo ambiental foi realizada na regido do Ambulatério
Veterinario Ceval, no centro da cidade de Pelotas, municipio localizado na regiao sul do Rio Grande do
Sul (31246' 19" S, 522 20' 33" W). As amostras de solo foram coletadas e posteriormente processadas
no Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), durante os meses de julho a agosto de 2015. O local foi definido em virtude de serem
diagnosticados muitos animais positivos para essa parasitose nessa comunidade que é atendida por
um projeto de extensao da Faculdade de Veterinaria da UFPel.

Para analise parasitoldgica, foram coletadas 250 g de solo de quatro dngulos e do centro, sendo
determinados quatro pontos da comunidade, totalizando 20 amostras. Estas foram acondicionadas em
sacos plasticos identificados, armazenadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao laboratério para
analise, onde cada amostra foi subdividida em cinco fracdes com 6 g cada, de acordo com o ponto de
coleta, totalizando 100 amostras para analise. O material foi processado pela técnica de centrifugo-
flutuagcdo em dicromato de sodio (Caldwell & Caldwell adaptada por Gallina et al., 2011). Todas as
amostras foram analisadas ao microscépio optico com aumento de 40X para a identificacdo dos ovos
de D. renale.

Para a realizagdo do estudo epidemioldgico, foram coletadas amostras de urina de
animais atendidos no HCV da UFPel, no Ambulatério Ceval e do Canil Municipal da cidade de Pelotas
no periodo de abril a junho de 2015. As amostras de urina foram armazenadas em frascos estéreis e
mantidas refrigeradas até a analise no laboratdrio de Parasitologia do DEMP.

Os animais provenientes do Ambulatorio Ceval e do HCV foram incluidos no estudo mediante
autorizagcdo dos proprietarios e as coletas nos animais do Canil Municipal foram autorizadas pelo
Médico Veterinario responsavel pelo mesmo. Para obtenc¢do de dados sobre a condigao de saude e
manejo dos animais incluidos no estudo, foi utilizado um questionario, sendo que este foi preenchido
no momento da coleta das amostras dos pacientes em que os tutores aceitaram que os animais
participassem do estudo. As informagdes obtidas com o questionario foram endereco residencial, sexo,
idade e raga dos animais.

As amostras de urina foram processadas pela técnica de centrifugo-sedimentacao (Lopes et
al., 2007), para identificacdo dos ovos de D. renale presentes nas amostras de urina coletadas dos
pacientes. Os resultados foram analisados através do Teste do qui-quadrado e distribuicdo de
frequéncia utilizando o software Statistix 9.0.

Resultados e discussao

Em relagado a coleta de solo na regiao do Ambulatério Veterinario Ceval foram analisadas 100
amostras de solo, sendo que trés revelaram contaminacg&o por ovos de D. renale, representando um
percentual de 3% de amostras positivas. Vale ressaltar que foi avaliado este local devido a grande
casuistica da dioctofimose canina que vem sendo diagnosticada na regido (Stainki et al., 2011; Milech
et al., 2012; Gamboa & Rappeti, 2013; Perera et al., 2015). Estudos tém demonstrado a contaminagao
dos solos de pragas e creches por ovos de nematddeos gastrintestinais em diversas cidades do Brasil
(Oliveira et al., 2007; Araujo et al., 2008), entretanto ndo existem trabalhos demonstrando a presenca
de D. renale nestes ambientes, sendo este o primeiro relato de identificagcdo de ovos do nematddeo
isolado de solo no Brasil.

O local escolhido para o estudo apresenta condi¢cbes favoraveis para a presenca do
nematédeo, o que poderia favorecer a disseminacdo dessa parasitose, pois a comunidade esta
localizada a beira do Canal Sdo Gongalo e apresenta areas alagadi¢as. Essa particularidade geografica
pode ter relagdo com a ocorréncia de dioctofimose, pois o elevado potencial hidrico da cidade favorece
0 aparecimento dos hospedeiros intermediario e paraténicos de D. renale (Pereira et al., 2006).
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Para avaliacao da ocorréncia de dioctofimose nos animais de companhia, foram analisadas 43
amostras de urina, sendo 42 provenientes de caninos e uma de felino. Das 42 amostras de urina
provenientes de caninos, sete foram positivas para D. renale, assim como a amostra de urina
proveniente do felino, totalizando 18,6% de amostras positivas No entanto, nao foi possivel visualizar
diferenca estatistica (P=0,03) cruzando os dados: sexo, espécie, raca, idade e tutor com o resultado da
urina. (Tab. 1).

Tab. 1. Distribuicdo dos animais parasitados por D. renale na cidade de Pelotas em relagdo as variaveis
sexo, espécie, raga, idade e tutor.

Variaveis Positivos Negativos
Sexo Macho 7 25
Fémea 1 10
Espécie Canino 7 35
Felino 1 0
Raca SRD 8 31
Pitbull 0 4
Idade <1ano 0 3
1-8anos 8 30
> 8 anos 0 2
Proprietério Com 4 20
Sem 4 15

A frequéncia encontrada nesse estudo foi superior a estudos anteriores, que observaram em
475 caes 1,68% positivos para D. renale (Colpo et al., 2007), enquanto outros autores ao avaliar 197
amostras de cdes do Distrito Sdo Cristévao, em Trés Barras — SC, observaram que 28 (14,2%) foram
positivas para pesquisa de ovos do parasito na urina (Pedrassani, 2009). Em relacao a variavel sexo
dos animais, o resultado encontrado esta em desacordo a estudos anteriores, onde foi verificada maior
frequéncia da parasitose em caninos do sexo feminino (Cottar et al., 2011; Gamboa & Rappeti, 2013).

Para o diagnéstico de dioctofimose, foi utilizado a observagdo microscopica dos ovos do
parasito na urina. Segundo a literatura a identificacdo de ovos na urina € uma das principais formas de
diagnéstico da parasitose (Pedrassani, 2009). Os ovos de D. renale observados estdo de acordo com
o descrito na literatura, sendo que apresentam formato eliptico, coloragdo castanho-amarelada, parede
espessa e rugosa, tampdes bipolares, medi¢des de 73 a 83 um de comprimento e 45 a 47 um de largura
(Colpo et al., 2007; Pedrassani, 2009). Os ovos sao eliminados na urina do hospedeiro definitivo apos
quatro a seis meses de realizada a infecgdo. No ambiente, ocorre desenvolvimento da larva de primeiro
estagio (L1), sendo influenciado pelas condigdes ambientais, com variagcado de sete dias a sete meses.
Estes ovos podem permanecer vidveis no ambiente de dois a cinco anos o que possibilita uma maior
contaminago.

Além disso, é importante durante a anamnese investigar o tutor sobre os sinais clinicos, a
evolugéo da doenga, os medicamentos administrados, se o animal tem habito de ir a rua sozinho, se
revira lixo, se ja foi um animal de rua, se tem habito de nadar em acgudes ou rios, e se tem ou teve
contato direto com sapos ou ras (Aiello & Mays, 2001; Tilley & Smith Jr., 2003). Também deve-se
questionar sobre os habitos alimentares do animal, se a sua dieta é controlada ou ndo, e se ha
possibilidade de ingestao de peixes crus, ras, ou até de sobras de alimentos. Outra avaliagdo é com
relagcao a presencga de roedores e 0 contato com estes, assim como se vive em areas proximas de rios,
lagoas ou até mesmo em areas ribeirinhas e alagadicas.

A presenca de roedores pode ser um fator importante para uma maior frequéncia do parasito
na regiéo, pois existem areas infestadas e sem nenhum controle, aliado ao fato dos caes habitarem
locais alagadicos e se alimentarem de forma pouco seletiva, visto que existem alguns relatos que
demonstram o parasitismo por D. renale em Rattus norvegicus (Coppo & Brem, 1983; Kommers et al.,
1999). Sendo assim, estes roedores poderiam atuar como hospedeiros paraténicos de D. renale,
servindo como fonte de infec¢do para os caes e gatos.
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Diante do exposto, conclui-se que ha contaminagdo ambiental por ovos de D. renale na cidade
de Pelotas, assim como caninos e felinos apresentam-se parasitados. Estes achados sao um alerta
para a saude publica do municipio, ja que a parasitose € uma zoonose e a maioria dos animais nao
apresentam nenhum sinal clinico e convivem intimamente com pessoas em locais sem nenhum controle
sanitario.
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RESUMO

Dioctophyma renale é um parasito que afeta tanto animais como humanos, e tem como 6rgédo
de eleicdo o rim direito. Relata-se o caso clinico-cirurgico de paciente canino com histdrico de
eliminacdo de trés exemplares de D. renale pela urina e presenca de parasitos no rim esquerdo
e na cavidade abdominal. No Hospital de Clinicas Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas, foram realizados exames pré-cirdrgicos, entre eles a ultrassonografia abdominal que
identificou a localizacdo dos nematddeos, e o exame de Doppler pulsado dos vasos intrarenais
gue demonstrou aumento nos indices resistivos nas regides avaliadas. O paciente foi conduzido
para a realizacdo de laparotomia exploratéria, sendo removidos 23 parasitos da cavidade
abdominal. A presenca de D. renale causa graves lesdes nos rins e nos demais 6rgdos da
cavidade abdominal, sendo essencial o diagndstico precoce e a remocdo dos nematodeos para

recuperacgdo do paciente.

Palavras-chave: parasitos, ultrassom abdominal, Doppler pulsado, laparotomia exploratoria.
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ABSTRACT

Dioctophyma renale is a parasite that attacks animals as well as humans and has the right
kidney as preferred target organ. This document repots the case of a clinical-chirurgical canine
patient with a history of elimination of three D. renale samples through its urine and presence
of parasites at its left kidney and abdominal cavity. Pre-chirurgical exams were performed at
the Veterinary Hospital of the Federal University of Pelotas. Among these exams, the
Abdominal Ultrasonography identified the nematode’s location and the Pulse-Doppler of the
intrarenal vessels showed an increase in the resistive indices of the evaluated areas. An
Exploratory Laparotomy was conducted with the patient who had 23 parasites removed from
its abdominal cavity. The presence of D. renale causes severe lesions at kidneys and other
organs of the abdominal cavity, for this reason early diagnosis and nematode’s removal are

essential for the patient’s recovery.

Keywords: parasites, abdominal ultrasonography, Pulse-Doppler, exploratory laparotomy.

INTRODUCAO

O nematodeo Dioctophyma renale, conhecido como o “verme gigante do rim”, acomete
principalmente os cées de vida errante e também o homem (Alves et al., 2007; Nakagawa et
al., 2007). O rim direito é parasitado com maior frequéncia, ocorrendo a destruicdo do
parénquima do o6rgdo (Urquhart et al., 1998). Porém, também pode ser localizado livre na
cavidade abdominal e em outros 6rgdos (Nakagawa et al., 2007).

Os hospedeiros definitivos eliminam os ovos de Dioctophyma renale pela urina
(Urquhart et al., 1998), contaminando o ambiente. Ap6s um periodo de incubagdo em meio
aquatico, os ovos sdo ingeridos pelo hospedeiro intermediario, o anelideo oligoqueta, e se
tornam infectantes (Alves et al., 2007). A infeccdo ocorre pela ingestao de anelideos aquaticos,
assim como de carne crua ou pouco cozida de peixe e ra contendo a larva infectante (Urquhart
etal., 1998).

O diagndstico da dioctofimose é realizado por meio de achados ocasionais de helmintos
em necropsias e procedimentos cirargicos (Kommers et al., 1999), exames de ultrassom (Cottar
et al., 2012), observacdo de ovos na urina e de exemplares do nematoide também na urina (Li

et al., 2010), sendo esta Ultima pouco relatada na literatura.
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Assim, o objetivo desse trabalho é relatar a ocorréncia incomum de Dioctophyma renale
no rim esquerdo e na cavidade abdominal de uma fémea canina com eliminagdo de parasitos

pela via urinéria.

CASUISTICA

Um paciente da espécie canina, fémea, sem raca definida (SRD), porte médio, com 12
kg de peso corporal, adulto, foi atendido no Hospital de Clinicas Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas (HCV-UFPel). Na anamnese, foi relatado que era um céo errante que havia
sido adotado recentemente, sendo que a queixa principal foi de que o paciente havia eliminado
trés parasitos pela urina. No exame clinico geral, observaram-se apenas alteracdes de condicéao
corporal, classificada como magra, e mucosa oral de coloracdo rosea palida.

Foram realizados exames complementares do canino, como hemograma, bioquimica
sérica e exame ultrassonogréafico abdominal. No hemograma e bioguimica sérica, foram
detectadas grave anemia, leucocitose e alteracdes das enzimas renais, conforme os seguintes
resultados: hemécias 3,53 x 10°, hemoglobina 7,1 g/dl, hematdcrito 21,4%, leucocitos totais
22.500/ul, segmentados 19.125/ul, ureia 133,1 mg/dl, e creatinina 2,4 mg/dl, sendo os valores
de referéncia considerados de acordo com LOPES et al. (2007). Apdés o diagndstico de
dioctofimose, o paciente foi internado para estabilizacdo do quadro clinico com fluidoterapia
de ringer lactato (10 ml.kg, a cada hora, via V), cloridrato de tramadol (2 mg.kg™, BID, via
SC) e enrofloxacino (5 mg.kg?, BID, VO). Apds dois dias de internagdo, o paciente foi
encaminhado para a realizacdo de procedimento cirdrgico. Imediatamente antes da cirurgia,
realizaram-se exames de Doppler renal e ultrassom abdominal, sendo este Gltimo feito para
verificar novamente a localizacdo dos exemplares de D. renale nos rins.

Como protocolo anestésico, realizou-se medicacdo pré-anestésica com metadona (0,2
mg.kg?, via IM), inducéo anestésica com propofol (3 mg.kg?, via IV), e manutengio com
isoflurano ao efeito por via inalatoria. No pos-operatério imediato, realizou-se analgesia com
meloxicam (0,2 mg.kg, via SC) e cloridrato de tramadol (3 mg.kg™, via SC).

Apos a inducdo anestésica e a antissepsia da area cirurgica, realizou-se celiotomia
exploratéria com a remocéo de 23 parasitos, entre eles 16 machos e 7 fémeas, sendo que 16
estavam vivos (Fig. 1). A cavidade abdominal foi lavada com solucdo fisioldgica aquecida e,

posteriormente, procedeu-se com a celiorrafia.



43

Figura 1. Exemplares de Dioctophyma renale removidos cirurgicamente da cavidade abdominal

do paciente canino. Fonte: arquivo fotografico do PRODIC.

O paciente permaneceu internado por oito dias para administracdo da fluidoterapia de
manutencdo, antibioticoterapia e medicacéo de suporte, mantendo-se o protocolo de analgesia
por trés dias. Além disso, foi administrado também sulfato ferroso e eritropoetina (100 Ul.kg

! a cada 48 horas, via SC), havendo uma elevagéo progressiva do hematocrito.

DISCUSSAO

O céo parasitado havia sido recolhido das ruas da cidade, corroborando com Kommers
et al. (1999) que relatam que a dioctofimose é uma enfermidade que acomete principalmente
animais de vida errante devido a habitos alimentares pouco seletivos. Ademais, até a eliminagdo
dos parasitos pela urina, os tutores ndo haviam observado alteragbes ou sintomas clinicos no
canino. Segundo Urquhart et al. (1998), os animais acometidos costumam ser assintomaticos,
entretanto quando ha sinais clinicos, estes geralmente estéo relacionados a disuria, hematuria e
dor lombar.

Uma das formas de diagnostico da parasitose é a visualizacdo de exemplares de D.
renale na urina (Li et al., 2010), entretanto isto é raramente encontrado na literatura, sendo este
o0 primeiro relato na veterinaria em nossa regido. Stainki et al. (2011) relataram a ocorréncia de
D. renale em um céo de seis meses com obstrucdo uretral devido a presenca do parasito. Por
outro lado, em humanos, Li et al. (2010) relataram um caso de dioctofimose bilateral em uma
mulher chinesa que expeliu fragmentos do parasito pela urina.

Apesar da intensa infestacdo parasitaria, o paciente canino ndo apresentava indisposi¢do

fisica, apesar de anemia, leucocitose e elevacgdo dos niveis de ureia e creatinina. Estes resultados
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contradizem aqueles observados por Mesquita et al. (2014), que ndo observaram alteracdes de
ureia e creatinina em nenhum dos oito animais com dioctofimose renal avaliados pré-
cirurgicamente, fato que poderia ter ocorrido pelo rim contralateral ter compensado a disfungéo
do rim lesado. Entretanto, Cottar et al. (2012) citam algumas situacdes em que 0 rim
contralateral ndo consegue compensar e manter a funcdo renal, o que poderia justificar as
alteracdes observadas nos exames apresentados do paciente aqui relatado.

No primeiro exame de ultrassom do canino, observou-se alteracdo no baco, com
presenca de pequenas areas hipoecogénicas de contorno irregular dispersas pelo parénquima.
Ademais, apresentou a vesicula urindria com grande quantidade de sedimento, omento
difusamente hiperecogénico, e imagem sugestiva de exemplares de D. renale livres na cavidade
abdominal.

Além das alteragdes citadas, observou-se que o0s rins apresentavam formato anatémico
alterado: no rim esquerdo, observou-se um aumento de volume e presenca de D. renale de 0,4
cm de diametro (Fig. 2); enquanto que, no rim direito, observou-se diminui¢do de tamanho,
calcificacdo na regido proximal do ureter e sem distincdo de cortical e medular. Esta Gltima
alteracdo também foi observada em um estudo ultrassonografico realizado por Mesquita et al.
(2014) em cées com dioctofimose. A presenca de calcificacdo no ureter levanta a hipotese de
que o rim direito do paciente pode ter sido parasitado, havendo eliminacao do parasito pela via

urindria, o que justificaria o relato do proprietario sobre a eliminacéo dos parasitos.

' RIM ESQ.

Dioctophyma renale livre

Figura 2. Imagens ultrassonogréaficas dos exemplares de Dioctophyma renale no interior do rim
esquerdo (A) e na cavidade abdominal (B) do paciente canino. Fonte: arquivo fotogréfico do
PRODIC.
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No segundo exame ultrassonogréafico realizado previamente a cirurgia, as alteracdes
observadas inicialmente se mantinham, exceto que ndo foi observado o parasito no rim
esquerdo. Conforme citam Li et al. (2010), isto pode ser explicado pela possibilidade de o
paciente ter eliminado o parasito.

A presenga de D. renale no rim esquerdo € rara (Li et al., 2010), sendo o rim direito o
mais acometido (Nakagawa et al., 2007) devido a migracédo das larvas pela parede duodenal no
animal acometido. No caso de parasitismo na cavidade abdominal e rim esquerdo, a migragéo
das larvas ocorre pelas curvaturas menor e maior do estbmago, respectivamente (Sousa et al.,
2011).

No paciente relatado, realizou-se o estudo de Doppler pulsado dos vasos intrarenais nas
regides cranial, média e distal de ambos os rins. Os indices resistivos (IR) observados nas trés
regibes avaliadas estavam aumentados, apresentando, respectivamente, os valores de 0,77, 0,76
e 0,74 no rim direito, e de 0,73, 0,8 e 0,73 no rim esquerdo (valor de referéncia IR<0,7). De
acordo com Rivers et al. (1997), o exame de Doppler renal é capaz de caracterizar doencas que
alteram o fluxo de sangue nos rins através do valor do IR, havendo ja relatos de valores de IR
aumentados em cées com uropatia obstrutiva, assim como no caso de dioctofimose relatado no
presente trabalho.

Durante o procedimento cirurgico, observou-se que o omento estava alterado e com
coloracdo avermelhada, enquanto o peritbnio estava espessado e com aspecto micronodular.
Nesses casos, a peritonite ocorre devido a presenca de ovos e a migracdo dos parasitos na
cavidade abdominal, levando a uma reacdo inflamatdria crénica no peritdnio, e também pela
presenca de ovos eliminados pelos parasitos fémeas na cavidade abdominal (Pedrassani et al.,
2014). Além disso, os rins também apresentavam irregularidades nas capsulas renais, e 0s
ureteres estavam com espessura aumentada.

No pds-operatorio, exames hematoldgicos e urinalises foram realizados para
acompanhamento do quadro clinico do paciente. Nos hemogramas, observou-se acentuada
queda no hematdcrito, agravando o quadro de anemia. Na avaliacdo da bioquimica sérica,
observou-se azotemia, enquanto que nenhuma alteragdo foi observada na urinélise. Os
resultados semelhantes nos exames de bioquimica sérica antes e apds a cirurgia podem ser
justificados pela possivel presenca de parasitos em ambos os rins, 0 que causou a destrui¢do do

parénquima renal (Urquhart et al., 1998; Cottar et al., 2012).
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CONCLUSOES

De acordo com o apresentado, é possivel concluir que a presenca de D. renale no rim
esquerdo e na cavidade abdominal causa danos severos nos 6rgdos parasitados pelo helminto,
principalmente em relacdo a funcdo renal. Ademais, apesar de rara, a eliminacdo de parasitos
pela urina pode acontecer em infestagdes parasitarias renais, além de o tratamento cirurgico ser

imprescindivel para a remogao dos parasitos e recuperagdo do paciente.
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RESUMO

Dioctophyma renale é conhecido como o “verme gigante do rim” e acomete carnivoros domésticos e selvagens,
inclusive o homem. Objetivou-se avaliar a atividade in vitro de 6leos essenciais e extratos hidroalcoo6licos de
Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis sobre ovos de Dioctophyma renale provenientes
de canino, e também avaliar a atividade tdxica dos 6leos em ovos embrionados de codorna. Os extratos
hidroalcodlicos e os dleos essenciais foram obtidos a partir de metodologias descritas, sendo utilizadas folhas secas
de cada espécie vegetal, e, além disso, foram identificados os compostos quimicos dos 6leos essenciais. Os ovos
de D. renale foram recuperados a partir de urina de um canino naturalmente infectado. Os extratos foram utilizados
nas concentragdes de 0,31% a 10%, os 6leos de orégano e manjerona nas concentracdes 0,09% a 3%, e o0 6leo de
alecrim nas concentrages de 0,18% a 6%. Utilizaram-se os antihelminticos ivermectina e tiabendazol como
controles positivos, e agua destilada estéril como controle negativo. As placas foram incubadas a 28°C e 80% de
umidade relativa durante quatro semanas. A contagem dos ovos embrionados foi realizada semanalmente com
auxilio de microscépio de luz invertida. O teste de toxicidade embrionaria foi desenvolvido em ovos de codorna
nas concentracdes de 1,5% a 12%, sendo estes avaliados quanto a mortalidade embriondria por sete dias. A
identificacdo dos componentes dos dleos essenciais foi feita por cromatografia gasosa, sendo que o principal
composto do O. vulgare e do O. majorana foi o 4-terpineol (20,9% e 34,09%, respectivamente), e do R. officinalis
foi o cineol (47,91%). Os extratos hidroalcodlicos apresentaram pouca efetividade (em torno de 70% na
concentracdo de 10%), enquanto que os 6leos essenciais apresentaram eficacia de 100% nas concentracBes iguais
e superiores a 0,37%, sendo que os 6leos do género Origanum demonstraram maior potencial antihelmintico contra
o nematdide D. renale. Concluiu-se que os éleos essenciais e 0s extratos hidroalcodlicos das trés plantas avaliadas

demonstraram efeito na inibicdo da eclodibilidade dos ovos de D. renale.

Palavras-chave: 6leos essenciais; extratos hidroalco6licos; Origanum vulgare; Origanum majorana; Rosmarinus

officinalis.


mailto:soliane.cp@hotmail.com
mailto:criscioato@hotmail.com
mailto:rafreitag@gmail.com
mailto:bernemae@gmail.com
mailto:machadoantonieta@hotmail.com
mailto:ivandra.santi@yahoo.com.br
mailto:raulenelobo@gmail.com
mailto:marletecleff@gmail.com

50

INTRODUCAO

Dioctophyma renale pertence a classe Nematoda e a superfamilia Dioctophymatoidea, sendo conhecido
como “verme gigante do rim”. O nematddeo parasita com maior frequéncia os carnivoros domésticos e selvagens,
além de ser de grande importancia em satde publica devido ao seu potencial zoonético [2, 32, 44].

Os ovos de D. renale séo eliminados pela urina dos hospedeiros e se desenvolvem em meio aquatico até
a formacéo da larva de primeiro estagio (L1). Apds, o ovo com a L1 é ingerido pelo hospedeiro intermediério, o
anelideo oligoqueta aquatico, onde ocorre o desenvolvimento da larva até o estagio infectante aos hospedeiros
definitivos. Estes se infectam ao ingerirem o anelideo a partir da agua de beber ou de um hospedeiro paraténico,
como peixes e anfibios, infectado [29, 44].

Diante da importancia dessa enfermidade, deve-se estar atento & prevaléncia da doenga, principalmente
em cidades com elevado potencial hidrico e com grande nimero de cées errantes. Regides alagadicas predispdem
0 acesso de hospedeiros intermediario e paraténicos de D. renale [35], enquanto que cdes errantes apresentam
hébitos alimentares pouco seletivos [22], predispondo a ocorréncia da doenca.

Os animais com D. renale costumam ser assintomaticos mesmo quando um dos rins tem seu parénquima
totalmente destruido pelo parasito, sendo o rim direito 0 mais acometido [3, 44]. O diagnéstico da dioctofimose
pode ser realizado por exame de urina, ultrassom abdominal e tomografia computadorizada, ou ainda por achado
em cirurgias e necropsias [13, 22, 24, 31, 36].

Como tratamento, o mais indicado é a remogdo cirdrgica dos parasitos, assim como a nefrectomia ou
nefrotomia do rim parasitado, dependendo da gravidade da lesdo renal [7, 22]. O uso de antihelminticos ndo tem
demonstrado bons resultados [7], pois a destruicdo do parénquima renal faz com que o rim perca sua fungéo, além
da dificuldade de eliminagdo do parasito devido ao seu tamanho [15, 34, 44]. Portanto, o ideal seria o controle da
parasitose evitando a ingestdo de peixes e anfibios crus ou mal cozidos [44], ou ainda interferir diretamente no
ciclo do nematéide, impedindo o desenvolvimento dos ovos no ambiente a fim de inviabiliza-los.

O uso de plantas para fins medicinais é uma pratica milenar [10], sendo que as representantes da familia
Lamiaceae estdo entre as mais utilizadas pela populacdo empiricamente [30, 49]. Nesta familia, destacam-se
Origanum vulgare (orégano), Origanum majorana (manjerona) e Rosmarinus officinalis (alecrim), plantas muito
estudadas pelo fato de seus extratos apresentarem atividades antioxidante, antimicrobiana, antifingica e
antiparasitaria [1, 6, 14, 17, 21, 28]. Portanto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar 0 agdo in vitro de dleos essenciais
e extratos hidroalcodlicos de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis em ovos de D. renale a fim de determinar o
potencial de inibi¢do de embrionamento dos ovos desse helminto, além de verificar o potencial téxico embrionario

dos extratos testados, e identificar os compostos quimicos e majoritarios dos éleos essenciais.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo dos 6leos essenciais, extratos hidroalcodlicos e ovos de D. renale

As folhas secas de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis foram obtidas a partir de distribuidor comercial
(Luar Sul®), contendo laudo de certificacdo botanica e de qualidade. Os 6leos essenciais foram extraidos de acordo
com a Farmacopéia Brasileira IV [39], utilizando-se 100 g de folhas secas de cada planta submetidas a extracdo

por arraste a vapor em aparelho do tipo Clevenger durante 4 horas. ApGs a extracdo, o éleo obtido foi seco com
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sulfato de sodio anidro, armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracéo. Para o uso nos testes os 6leos
essenciais foram solubilizados em agua destilada estéril e acrescentado tween 80 a 0,5% como emulsificante.
Para a preparacdo dos extratos hidroalcodlicos, foi necessaria a preparacéo da tintura de cada planta de
acordo com o protocolo adaptado de Schiedeck et al., 2008 [42]. Primeiramente, em um vidro estéril e protegido
da luz, misturou-se 50 g de folhas secas das plantas com 500 mL alcool de cereais a 70° GL. Essa solugdo foi
agitada por 1 minuto diariamente durante sete dias. Apds, foi filtrada com gaze em frasco &mbar, sendo o volume
inicial reconstituido com alcool de cereais a 70° GL, formando assim a tintura. Para obtencdo dos extratos
hidroalcoolicos, utilizou-se rotaevaporador a vacuo a 40°C para retirada do solvente de 10 mL da tintura de cada
planta e, posteriormente, o volume inicial foi restituido com agua destilada estéril, sendo formado o extrato

hidroalcoodlico a 10% de cada planta.

Analise cromatografica dos 6leos essenciais

Ap0s extraidos, os 6leos essenciais das trés plantas foram analisados em equipamento de cromatografia
gasosa com detector de massas (Shimadzu GC/MS-QP 2010SE) e auto injetor (AOC-20i), contendo uma coluna
de silica DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm). A composicdo fitoquimica e os compostos majoritarios foram

identificados através da comparacao entre o tempo de retencdo dos padrfes e das amostras.

Teste de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale

Os ovos de D. renale foram obtidos a partir da urina de um paciente canino parasitado. A amostra de
urina foi centrifugada a 1.500 rpm por 5 minutos [26] e o sedimento foi lavado com agua destilada e centrifugado
nas mesmas condicBes por mais trés vezes até obtencdo dos ovos do parasito. Apos, 0s ovos foram mantidos em
formalina a 2% sob refrigeracdo, sendo que uma pequena parte foi incubada em estufa B.O.D. a 28°C e 80% de
umidade relativa (UR) durante 30 dias, a fim de avaliar a fertilidade dos ovos com formacéo da larva de primeiro
estagio (L1). Depois de confirmado o potencial de embrionamento dos ovos acima de 50% por visualizagdo em
microscapio optico (Olympus CX21), os ovos foram considerados aptos para serem utilizados no experimento.

O teste de inibicdo de embrionamento dos ovos foi realizado em placas de microcultivo de 24 pogos, com
uma média de 130 ovos em cada poco, utilizando-se seis concentra¢des de cada extrato testado em diluicdo seriada.
Os tratamento dos 6leos essenciais foram determinados a partir de um experimento piloto realizado previamente
nas concentracfes de 3,125% a 100%, sendo que as concentragdes de 3,125% e 6,25% apresentaram resultados
eficazes para os 6leos dos géneros Origanum e Rosmarinus, respectivamente. Portanto, os 6leos essenciais de
orégano (OOR) e manjerona (OMA) foram testados nas concentraces de 0,09% a 3%, e o 6leo essencial de
alecrim (OAL) foi testado nas concentracdes de 0,18% a 6%. O controle de tween 80 a 0,5% (CTW) foi feito
separadamente e de forma proporcional ao seu uso nas concentragdes dos 6leos essenciais. Em relacdo aos extratos
hidroalcoolicos de orégano (EOR), manjerona (EMA) e alecrim (EAL), foram testadas as concentragdes de 0,31%
a 10% para as trés plantas. Para o controle negativo, utilizou-se agua destilada estéril; e, como controles positivos,
utilizou-se dois antihelminticos testados separadamente e em diferentes concentragBes: tiabendazol (0,025 mg/mL)
e ivermectina (0,025 mg/mL, 0,050 mg/mL e 0,1 mg/mL). Apds o preparo das placas de microcultivo, estas foram
incubadas em estufa B.O.D. a 28°C e com 80% de UR durante quatro semanas. A contagem de ovos embrionados

foi realizada com o auxilio de microscépio de luz invertida (Olympus CKX41).
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Toxicidade embrionaria em ovos de codorna

Apo0s determinar os extratos e as concentracdes que melhor inibiram o embrionamento dos ovos de D.
renale, realizou-se o teste de toxicidade embrionaria em ovos de codorna (Coturnix coturnix japonica) de casca
branca. Os ovos foram incubados pelo periodo de sete dias a 37°C com umidade controlada de 55%, sendo
avaliados ap0s cinco dias por ovoscopia e delimitada a cAmara de ar para demarcagdo do local de administragao
do extrato vegetal [25].

Para a avaliagdo da toxicidade dos extratos vegetais, foram utilizados trés ovos de codorna para cada
concentracdo dos 6leos essenciais (1,5%, 3%, 6% e 12%), e cinco ovos de codorna para cada concentragdo de
tween 80 conforme a diluicdo dos 6leos essenciais (3%, 6% e 12%). Para todos os tratamentos, o controle negativo
foi realizado com ovos inoculados com agua destilada estéril. Apos esterilizagdo com é&lcool 70%, a inoculagéo foi
realizada na cavidade corioalantdide e contralateralmente ao embrido, utilizando-se 40 uL de cada extrato vegetal
e dos controles. Logo apds a inoculagéo, o orificio foi fechado e os ovos incubados por sete dias a 37°C e com
umidade controlada de 55%. Durante esse periodo, foi realizada a ovoscopia diariamente a fim de verificar a
mortalidade embrionéria, fazendo a abertura dos ovos ndo viaveis [25, 40]. Ao final dos sete dias, foi realizada a
abertura dos ovos ap6s eutanasia dos embries de acordo com protocolo de Leary et al., 2013 [23]. Em seguida,
os embrides foram armazenados em frascos com formalina a 10% para, posteriormente, serem encaminhados para
a realizacdo de exame histopatoldgico. Essa etapa do experimento foi avaliada e aprovada pelo Comité de Etica
em Experimenta¢do animal da Universidade Federal de Pelotas sob o c6digo CEEA 7044 / 2015.

Anadlise estatistica
A avaliacdo dos resultados de inibi¢do de embrionamento dos ovos de D. renale foi feita pela andlise de

variancia ANOVA com comparacdo de médias pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o software Statistix 9.0.
RESULTADOS

Analise cromatografica dos 6leos essenciais

A partir da analise por cromatografia gasosa, determinou-se a composic¢éo quimica dos dleos essenciais.
No caso do dleo de O. vulgare, os componentes foram: a-thujene, a- pineno, a-terpineno, p-terpineno, y-terpineno,
B-mirceno, p-cimeno, B-felandreno, B-trans-ocimeno, hidrato de trans-sabineno, delta-2-carene, hidrato de cis-
sabineno, 4-terpineol, a-terpineol, timol, éter metil timol, éter metil isotimol, acetato de linalol, carvacrol e
cariofileno. No 6leo de O. majorana, os componentes quimicos encontrados foram: a-thujene, a- pineno, B-pineno,
a-felandreno, p-felandreno, a-terpineno, y-terpineno, p-cimeno, hidrato de trans-sabineno, hidrato de cis-sabineno,
delta-2-carene, 4-terpineol, a-terpineol, acetato de 4-terpiniol, cariofileno, elixene e espatulenol. No 6leo de R.
officinalis, os componentes quimicos caracterizados foram: a- pineno, B-pineno, canfeno, sabineno, a-terpineno,
y-terpineno, cineol, linalol, c&nfora, isoborneol, 4-terpineol, a-terpineol, acetato de bornilo, cariofileno e a-
humuleno.

Além da composicdo quimica geral, determinou-se também os compostos majoritarios de cada 6leo
essencial (Figuras 1, 2 e 3). Sendo assim, no 6leo de O. vulgare (Figura 1), 0 compostos majoritarios foram o 4-
terpineol (20,9%), o y-terpineno (14,16%), o a-terpineno (8,63%) e o timol (8,42%); no 6leo de O. majorana
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(Figura 2), foram o 4-terpineol (34,09%), o y-terpineno (14,28%) e o a-terpineno (9,6%); e no 6leo essencial de
R. officinalis (Figura 3), foram o cineol (47,91%), a canfora (17,92%) e o a-pineno (11,52%).
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Figura 1. Demonstragdo do cromatograma com os picos dos compostos quimicos caracterizados no dleo essencial

de O. vulgare, sendo os majoritarios correspondentes aos nimeros 16 (4-terpineol), 10 (y-terpineno), 6 (o-

terpineno) e 21 (timol).
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Figura 2. Demonstracdo do cromatograma com os picos dos compostos quimicos caracterizados no 6leo essencial

de O. majorana, sendo 0s majoritarios correspondentes aos nimeros 15 (4-terpineol), 9 (y-terpineno) e 6 (a-

terpineno).
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Figura 3. Demonstra¢do do cromatograma com 0s compostos quimicos caracterizados no éleo essencial de R.

officinalis, sendo 0s majoritarios correspondentes aos nimeros 7 (cineol), 10 (canfora) e 1 (a-pineno).

Teste de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale

Na 1% semana de experimento, ndo ocorreu embrionamento dos ovos de D. renale em nenhum dos
tratamentos e controles, iniciando-se a partir da 22 semana. Em todas as avaliagBes realizadas, observou-se o
aumento progressivo no nimero de ovos embrionados de D. renale conforme o periodo de incubagdo do mesmos,
exceto nos controles positivos com ivermectina (0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL) e tiabendazol (0,025
mg/mL), que se constatou 100% de inibicdo de embrionamento em todas as semanas de experimento. No controle
negativo com &gua destilada estéril, a maior taxa de embrionamento obtida foi de 59,57% na 42 semana do
experimento, e, para o controle com tween 80, esta taxa variou de 49,92% e 58,92% nas diferentes concentracoes,
ndo havendo diferenca estatistica entre esses dois grupos.

Nos tratamentos com o 6leo essencial de O. vulgare (OOR), notou-se que as trés maiores concentragdes
(0,75%, 1,5% e 3%) demonstraram taxa de inibicdo de embrionamento de 100% dos ovos de D. renale em todas
as semanas. Além disso, as concentragdes de 0,37% e 0,18% apresentaram, respectivamente, 99,85% e 88,84% de
taxa de inibicdo dos ovos na 4% semana, ndo havendo diferenca estatistica entre essas cinco concentragdes. Por
outro lado, a concentracdo de 0,09% apontou taxa de inibigdo de 72,26% (Tabela 1).

Em relacdo ao 6leo essencial de O. majorana (OMA), observou-se que houve 100% de inibicdo de
embrionamento dos ovos de D. renale em todas as semanas, desde a concentracao de 0,37% até 3%. Na 42 semana,
as concentracdes de 0,18% e 0,09% apresentaram potencial inibitério de 90,69% e 71,48%, respectivamente
(Tabela 1).

O dleo essencial de R. officinalis (OAL) expressou melhores resultados nas concentragdes de 3% e 6%,
correspondendo a uma taxa de inibicdo de embrionamento, nessa ordem, de 99,42% e 93,97% na 4% semana. As
demais concentragdes, de 0,18% a 1,5%, apresentaram niveis menores de inibicéo, indo de 47,62% a 79% (Tabela
1).



55

Tabela 1. Taxas de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale na 4% semana, ap6s tratamento com os 6leos

essenciais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis.

Concentracéo (%) OOR OMA OAL
6 - - 99,428
3 100° 100? 93,972
1,5 100° 100? 79,00
0,75 100? 1002 67,21
0,37 99,852 100? 64,07¢¢
0,18 88,84%® 90,69% 47,62¢
0,09 72,26% 71,48 -

*QOR: Oleo essencial de Orégano; OMA: Oleo essencial de Manjerona; OAL: Oleo essencial de Alecrim;

**L_etras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.

Com relagdo ao extrato hidroalcodlico de O. vulgare (EOR), a maior taxa de inibicdo de embrionamento
obtida foi de 72,64% na concentracdo de 10% na 42 semana, enquanto que observaram-se taxas de inibicdo que
variaram de 57,42% a 65,29% nas demais concentracGes. No geral, os resultados do EOR ndo apresentaram
diferencga estatistica entre si, exceto em relacdo as concentracdes de 1,25% e 10% (Tabela 2). Além disso,
observou-se diferenca estatistica no percentual de embrionamento em relacdo ao controle negativo, em todas as
suas concentragoes.

No extrato hidroalcodlico de O. majorana (EMA), ndo foi possivel realizar a contagem de ovos
embrionados na concentracdo de 10% devido as dificuldades apresentadas durante a leitura, sendo considerada a
concentracdo de 5% a mais elevada nesse extrato. Na 4% semana, ndo houve diferenca estatistica das taxas de
inibicdo de embrionamento entre os tratamentos do EMA, uma vez que o potencial inibitério variou de 55,69% a
60,16%, sendo a concentracdo de 5% a mais eficaz (Tabela 2).

Com relagdo ao extrato hidroalcodlico de R. officinalis, na 4% semana, o maior potencial inibitorio
(74,67%) foi observado na concentracdo de 2,5%. Apesar disso, todas as concentragdes, exceto a de 0,31%, ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si e em relagdo ao controle negativo, sendo suas taxas de inibicdo de
embrionamento variando de 66,46% a 74,67% (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxas de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale na 4% semana, apds tratamento com 0s

extratos hidroalcodlicos de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis.

Concentracéo (%) EOR EMA EAL
10 72,64% - 71,073bdf
5 63,253bce 60,161309 66]46abdfg
2,5 65,2920 58,74 74,67°
1,25 57,42% 55,69% 72,41%
0,62 61,100ce 59,680¢e 67,402dg
0,31 65,102 59,260 52,92¢

*EOR: Extrato Hidroalcodlico de Orégano; EMA: Extrato Hidroalcodlico de Manjerona; EAL: Extrato

Hidroalcodlico de Alecrim;
**L_etras diferentes indicam diferenca estatistica entre 0s grupos.

Toxicidade embrionaria em ovos de codorna

Os ensaios de toxicidade embrionaria foram realizados com os 6leos essenciais de orégano, manjerona e
alecrim, nas concentracGes de 1,5% a 12%, pois estes apresentaram bons resultados na inibi¢ao de eclodibilidade
dos ovos de D. renale, e sdo considerados mais toxicos por serem mais concentrados. Também testou-se a
toxicidade embrionaria com o tween 80 a fim de determinar se esse emulsificante apresentou algum grau de
toxicidade, uma vez que ele é necessario na diluicdo dos 6leos essenciais.

A viabilidade embrionaria foi avaliada a partir das 24 horas em todos os tratamentos [40], sendo que
foram descartados 0s ovos em que ocorreram as mortes nas primeiras 24 horas apés a inoculagdo dos tratamentos,
como foi o caso da concentracdo de 12% do dleo de orégano. Apos esse periodo, a taxa de viabilidade embrionaria
nos ovos de codorna resultou em 100% em todos os tratamentos com os 6leos essenciais, exceto na concentragéo
de 3% para o 6leo de manjerona (0% viabilidade) (Tabela 3). Nos tratamentos com o tween 80, houve diferentes
taxas de viabilidade dos ovos de codorna, sendo elas de 80% nas concentracbes de 3% e 6%, e de 40% na

concentragdo de 12%.

Tabela 3. Taxa de viabilidade embrionéaria em ovos de codorna no 7° dia, apds inoculagdo com diferentes

concentracfes dos 6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis.

Concentracédo (%) OOR OMA OAL
12 - 100 100

6 100 100 100

3 100 0 100

15 100 100 100

*OO0R: Oleo essencial de Orégano; OMA: Oleo essencial de Manjerona; OAL: Oleo essencial de Alecrim.
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DISCUSSAO

O uso de extratos vegetais no controle de parasitos, na medicina veterinaria, vem sendo bem pesquisado
nos Ultimos anos, tanto com helmintos de importancia para animais de companhia como para animais de producéo
[4, 14, 33, 43, 45, 47]. Entretanto, pesquisas relacionados ao helminto D. renale ndo foram encontradas na
literatura, salientando a importancia desse trabalho, uma vez que este nematddeo é um importante agente causador
da dioctofimose, uma parasitose de carater zoonético [2]. Entre as diversas lesdes causadas por D. renale aos
animais e as pessoas infectadas, a principal delas é a destrui¢do do parénquima renal [44].

Nos resultados obtidos, observou-se que os controles positivos com antihelminticos inibiram o
embrionamento dos ovos de D. renale em todas as concentragdes testadas. Também foi possivel observar que os
ovos do nematdédeo apresentaram boa viabilidade tanto no controle negativo quanto no controle com tween 80.
Isso demonstra que o uso desse emulsificador nas diluicbes dos Oleos essenciais ndo influenciou no
desenvolvimento larvar no interior dos ovos de D. renale.

Na comparagdo da acdo entre os 6leos essenciais avaliados nos mesmos tempos de exposicao, observou-
se que o OOR e a OMA apresentaram melhores potenciais inibitérios quando comparados ao OAL. Na
concentracdo de 0,37%, as taxas de inibicdo de embrionamento dos ovos de D. renale foram de 99,85% e 100%
para os OOR e OMA, respectivamente. No caso do OAL, as concentracdes de 3% e 6% apresentaram melhor
eficacia com potenciais inibitérios, nessa ordem, de 93,97% e 99,42%.

Todas as concentragdes dos extratos hidroalcodlicos demonstraram interferir na taxa de embrionamento
dos ovos de D. renale, entretanto com taxas de inibicdo menores que aquelas obtidas com os 6leos essenciais,
sendo que os melhores percentuais de inibi¢do ficaram em torno de 70% para o0s extratos. De um modo geral, o
EAL demonstrou maior acao inibitoria no embrionamento dos ovos de D. renale que os demais extratos, seguido
do EOR e, por ultimo, 0 EMA, ao contrario do que foi observado no grupo dos 6leos essenciais.

De acordo a World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), o nivel de
eficacia de um antiparasitario é classificado conforme o seu potencial antihelmintico, sendo considerado como
efetivo (acima de 90%), moderadamente efetivo (entre 80% e 90%), pouco efetivo (entre 60% e 80%) e ndo efetivo
(abaixo de 60%) [38]. Portanto, de acordo com esta classificacdo, os 6leos essenciais de orégano (OOR) e
manjerona (OMA) demonstraram ser efetivos nas concentragdes a partir de 0,37% e 0,18%, respectivamente,
enquanto o 6leo de alecrim (OAL) foi efetivo a partir de 3%. Com relagdo aos extratos hidroalcoolicos (EOR,
EMA e EAL), todos foram classificados com pouca ou sem efetividade na inibicdo de embrionamento dos ovos
de D. renale. Os resultados observados em ovos de D. renale estdo de acordo com o observado por Azambuja,
2015 [4], que verificou maior potencial inibitério dos 6leos essenciais de O. vulgare e O. majorana quando
comparados ao 6leo de R. officinalis em ovos de Ancylostoma spp. No estudo citado, observou-se 100% de inibicéo
de eclodibilidade dos ovos para os 6leos de orégano e manjerona nas concentragdes de 0,62% a 2,5%, e para éleo
de alecrim na concentracéo de 2,5%.

Em estudo avaliando o potencial dos extratos, Dias de Castro et al., 2013 [14] pesquisaram acdo de O.
vulgare na inibicdo da eclodibilidade em ovos de nematodeos gastrintestinais de bovinos dos géneros
Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum. Os autores avaliaram tintura, extrato hidroalcodlico e extrato

aquoso em concentra¢fes de 0,62 mg/mL a 80 mg/mL. Os resultados evidenciaram que a tintura e o extrato



58

hidroalcoodlico apresentaram eficacia de 100% e 95,6% de inibigdo da eclodibilidade dos ovos dos parasitos nas
concentragdes acima de 10 mg/mL.

O potencial dos 6leos essenciais também foi demonstrado em ectoparasitos, a fim de averiguar o efeito
carrapaticida dos 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis (alecrim), Allium sativum (alho) e Lippia graveolens
(orégano mexicano) sob larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. As concentragfes testadas de cada 6leo
foram de 1,25% a 20%, sendo que os trés 6leos foram eficazes contra as larvas de carrapato. O orégano mexicano
e 0 alho apresentaram taxas de mortalidade de 90% a 100% em todas as concentracfes estudadas, enquanto que o
alecrim expressou 88,98% e 100% de mortalidade das larvas do carrapato nas concentracdes de 10% e 20%,
respectivamente [47].

QOutras plantas da familia Lamiaceae vem demonstrando efeito antihelmintico em nematoides
gastrintestinais de bovinos, como no caso da Mentha villosa. A partir da concentracdo de 40%, o hidrolato de M.
villosa obteve acdo ovicida com eficacia de mais de 90% sobre ovos de parasitos do género Cooperia,
Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus [33]. Além da Lamiaceae, outras familias de plantas séo
conhecidas empiricamente por apresentarem propriedades antiparasitarias. O 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham (alecrim pimenta), pertencente a familia Verbenaceae, foi testado em ovos de Haemonchus contortus nas
concentracBes de 0,31 a 5 mg/mL, sendo que o potencial ovicida foi de 100% nas concentracdes de 1,25 a5 mg/mL
[45]. O alecrim pimenta também foi testado na forma de extrato hidroalcodlico seco em larvas infectantes de
nematddeos de caprinos, sendo eles do género Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum. Entre as dez
concentracfes avaliadas, a mais elevada (500 mg/mL) demonstrou o melhor resultado com 95,89% de acéo
larvicida sobre nemat6deos [43]. O éleo essencial de Eucalyptus globulus (eucalipto-comum) foi avaliado sobre a
eclosdo de ovos e desenvolvimento de larvas de Haemonchus contortus, e apresentou efeito inibitério dose-
dependente, sendo a eficacia maxima obtida sobre ovos foi de 99,3% na concentragdo de 21,75 mg/mL [27].

Estudos tem sido feitos a fim de avaliar o efeito antiparasitario em helmintos de ruminantes a partir de
6leos essenciais de plantas como alfavaca (Ocimum gratissimum), alecrim pimenta (Lippia sidoides) e canelinha
(Croton zehntneri), e também dos compostos eugenol, 1-8-cineol e anetol. Esses estudos demonstraram eficacia
em torno de 90% na inibigdo da eclosdo dos ovos, sendo maior o potencial nos 6leos do que nos compostos isolados
[8, 37, 45], o que indica uma possivel acdo sinérgica entre 0s compostos quimicos quando presentes nos 6leos
essenciais.

A atividade antihelmintica esta diretamente relacionada com a composicao dos extratos, sendo que, ap6s
a avaliacdo dos compostos dos éleos essenciais utilizados, observou-se que os trés 6leos apresentaram alguns
componentes quimicos semelhantes entre si, caracterizados pelo a-pineno, a-terpineno, y-terpineno, 4-terpineol,
a-terpineol e cariofileno. Porém, os compostos majoritarios se diferiram entre os géneros Origanum e Rosmarinus.
No caso do 6leo essencial de O. vulgare, os principais componentes identificados foram o 4-terpineol, o y-
terpineno, o a-terpineno e o timol. No 6leo essencial de O. majorana, foram encontrados 0s mesmos componentes
gue no 0leo de orégano, exceto pelo timol, enquanto que o 6leo essencial de R. officinalis apresentou componentes
majoritarios diferentes dos demais, sendo estes o cineol, a cAnfora e o a-pineno.

Diversas pesquisas tem sido realizadas com os dleos essenciais de orégano, manjerona e alecrim, sendo
que, em sua maioria, 0s componentes majoritarios identificados sdo semelhantes aos observados nesse trabalho,
como é o caso do estudo realizado por Bomfim et al., 2015 [6], que identificou em quantidades semelhantes os

mesmos compostos majoritarios no 6leo de alecrim, sendo estes o 1,8-cineol (52,2%), a canfora (15,2%) e 0 a-
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pineno (12,4%). Outro caso é o estudo desenvolvido por Azambuja [4], que detectou os mesmos compostos
majoritarios nos oleos essenciais de orégano, manjerona e alecrim, com exce¢do do a-terpineno que ndo foi
descrito como majoritario no éleo de orégano. Além disso, a autora também observou efetiva atividade
antihelmintica frente a ovos de Ancylostoma spp., assim como observado nos ovos de D. renale nesse trabalho,
caracterizando esses compostos como os principais agentes antiparasitarios dos dleos. Em outro trabalho, foram
detectados, como compostos majoritarios, o carvacrol e o timol no 6leo de orégano, e o terpineol no éleo de
manjerona [28]. Os mesmos componentes foram identificados como majoritarios nos 6leos testados nos ovos de
D. renale, exceto pelo carvacrol que foi identificado em uma baixa quantia no 6leo de orégano, o que pode ser
justificado pelo fato das plantas apresentarem origens diferentes.

Mesmo que uma planta exerca importante efeito medicinal, o seu uso também pode apresentar risco de
intoxicacdo pelos seus compostos [9]. Por isso, é necesséario conhecer o potencial téxico de determinada planta
para que seja estabelecido o uso seguro, sem prejudicar a salide humana e animal [46]. Visando estabelecer o nivel
de toxicidade, estudos in vitro e in vivo tem sido realizados a fim de determinar se a concentragéo efetiva de uma
planta medicinal pode também causar efeitos maléficos ao organismo [18, 20].

Sabe-se que 0s géneros Origanum e Rosmarinus apresentam diversos compostos quimicos ativos,
contudo, dados em literatura cientifica comprovando a seguranca quanto ao uso destas plantas sdo escassos [11,
20, 41]. Alguns trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando células de diferentes origens,
vem demonstrando o potencial citotéxico de dleos e extratos, o que é Gtil na orientacdo para a sequéncia de
investigacdes in vivo. Os Oleos essenciais de O. vulgare e R. officinalis apresentam importante citotoxicidade,
sendo que somente em concentragdes muito baixas, proximas a 0,052 e 0,023 pg/mL nos 6leos de alecrim e
orégano, respectivamente, ndo foi observada toxicidade em células renais de bovino, canino, felino e de coelho
[5]. Em relacéo ao 6leo de R. officinalis, a concentragdo maxima néo toxica em células VERO observada foi de
3,2 ug/mL [16]. Gongalves et al., 2010 [19] avaliaram a citotoxicidade in vitro de compostos volateis isolados de
6leos essenciais em linhagens celulares de figado, células epiteliais, linfocitos e em fibroblastos, demonstrando
que o 4-terpineol, a-terpineol, terpinoleno, a-pineno e 1,8 cineol foram os responsaveis pela citotoxicidade.

Entretanto ndo existem pesquisas avaliando a toxicidade dos dleos essenciais em modelos embrionarios
de ovos de codorna, sendo esta outra importante metodologia de triagem, uma vez que os 6leos essenciais
apresentaram melhor eficacia sobre os ovos de D. renale. O teste de toxicidade embrionaria em ovos de codorna
de casca branca (Coturnix coturnix japonica) é uma forma alternativa de modelo biol6gico ao uso de animais de
laboratério, a fim de avaliar o potencial toxico de um produto [25, 48]. Ovos de galinha (Gallus domesticus) ja
vem sendo utilizados para avaliacdo de toxicidade de produtos [40], porém ovos de codorna apresentam algumas
vantagens, como menor custo de producdo, menor tempo de incubacdo e necessidade de menor espaco fisico [25].

Os testes in vitro sdo Uteis para observar a acdo do farmaco em contato direto com 0s ovos de parasito,
sendo que a adi¢do de uma substancia aos ovos permite avaliar seu efeito sobre as mitoses [12]. Além de verificar
a acao antihelmintica, o uso destes testes na triagem de extratos vegetais apresentam como vantagens a facilidade
de execucdo, o baixo custo e a rapidez, permitindo a selegdo dos extratos mais promissores. Além disso, diminuem
gastos, evitam perda de tempo e o uso indiscriminado de animais de experimentacédo [45].

Esse trabalho tem aspecto importante por evidenciar a possibilidade do uso de extratos da familia
Lamiaceae no controle de D. renale, parasito que apresenta grande importancia para veterinaria e em satde publica,

por causar uma zoonose ainda pouco estudada. Portanto, foi possivel concluir que os extratos vegetais de O.
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vulgare, O. majorana e R. officinalis s&o boas alternativas para a inibi¢do do embrionamento de ovos de D. renale,
destacando-se os 0leos essenciais de O. vulgare e O. majorana, por apresentarem melhor acéo e baixa toxicidade
embrionaria. Os extratos hidroalcodlicos devem ser melhor estudados, a fim de que se determine uma concentracdo

efetiva com potencial inibitdrio e baixa toxicidade.
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7 Consideracdes finais

A partir da analise laboratorial de urina de caes e gatos, observou-se que a
casuistica de dioctofimose na cidade de Pelotas é elevada, correspondendo a 18,6%
de amostras com ovos de D. renale. A espécie mais acometida foi a canina, sendo
gue somente um gato foi diagnosticado com a doenca. Também foi possivel concluir
que o exame de urina € um método eficaz de diagndstico da doenga, sobretudo
quando ha presenca de D. renale nos rins do animal acometido.

Ovos de D. renale podem ser encontrados no solo, mesmo este ndo sendo o
local apropriado para o seu desenvolvimento. Na regiao central de Pelotas, préximo
ao Ambulatério Ceval, o solo esta contaminado com ovos de D. renale, sinalizando a
ocorréncia da parasitose nos animais e a importancia desse nematédeo na cidade,
principalmente em saude publica, uma vez que a dioctofimose representa importante
potencial zoonatico.

D. renale pode parasitar diversas regides anatédmicas, incluindo locais raros,
como o rim esquerdo. Além disso, o parasito pode ser eliminado pela urina, porém as
lesdes causadas nos rins devido a destruicao do parénquima renal sao irreversiveis.
Sendo assim, é importante realizar regularmente o acompanhamento clinico do
paciente.

Os extratos vegetais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis apresentaram
acao antihelmintica frente aos ovos de D. renale com diferente taxas de inibicdo de
embrionamento. Entre os extratos testados, os 6leos essenciais demonstraram maior
potencial inibitério que o extratos hidroalcodlicos.

Em relacao aos 6leos essenciais, os do género Origanum apresentaram maior
eficacia nas concentragdes de 0,37% a 3%, destacando-se O. majorana. Do mesmo
modo, o 6leo de R. officinalis também apresentou resultados com boa eficacia, sendo
as concentracdes de 3% e 6% as mais efetivas.

Além disso, os extratos hidroalcoodlicos apresentaram agao pouco efetiva frente
aos ovos de D. renale, sendo as maiores taxas de inibicdo de embrionamento obtidas
nas concentracdes de 10% para O. vulgare, 5% para O. majorana, e 2,5% para R.
officinalis, destacando este ultimo como o extrato hidroalcodlico de maior efetividade
frente aos ovos de D. renale.

Nos testes de toxicidade embrionaria em ovos de codorna, observou-se que os

Oleos essenciais apresentaram boa viabilidade, correspondendo a 100% na maioria
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das concentragdes dos 6leos essenciais. Em contrapartida, o controle com tween 80
apresentou 80% como maior viabilidade embrionaria nas concentracdes de 3% e 6%,
sendo estas as menores testadas com o emulsificante.

Na analise cromatografica dos 6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e
R. officinalis, observou-se a presencga de diversos compostos quimicos nos trés oleos
analisados, sendo os maijoritarios o 4-terpineol, o y-terpineno e o a-terpineno para o

género Origanum, e o cineol, a canfora e o a-pineno para o género Rosmarinus.
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