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RESUMO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Echinococcus spp. EM BOVINOS NO RI1O
GRANDE DO SUL E AVALIACAO in vitro E ex vivo DO OLEO DE Melaleuca
alternifolia FRENTE AOS PROTOESCOLECES DE Echinococcus ortleppi

AUTORA: Danieli Urach Monteiro
ORIENTADOR: Mério Luiz de la Rue

A equinococose cistica (EC) € uma infeccdo zoondtica causada por parasito do género
Echinococcus. O estagio larvario (cisto hidatico) do parasito causa sérios problemas de salde
publica, além de acometer varias espécies de animais, ocasionando prejuizos econémicos a
indUstria de carnes. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi identificar amostras de cistos
hidaticos férteis em bovinos e caracteriza-las molecularmente, além de analisar in vitro e ex
vivo a atividade anti-helmintica do 6leo de Melaleuca alternifolia (TTO), bem como sua
formulacdo em nanoemulsdo (NE-TTO) e seu componente majoritario (terpinen 4-ol) frente
aos protoescoéleces de Echinococcus spp. Foram analisadas 2396 amostras de cistos oriundos
de bovinos abatidos em frigorifico da regido central do RS, onde 295 amostras foram
classificadas como cistos hidaticos pela presenca de protoescoleces. Nas reacdes de PCR para
0 gene 12S, pode-se identificar 251 amostras positivas para o grupamento de gendtipos
G5/G6/G7 (E. ortleppi/ E. canadensis) e 40 amostras para o genétipo G1 (E. granulosus
sensu stricto). Em subsequente PCR foram identificadas 250 amostras positivas para G5 (E.
ortleppi) e uma amostra positiva para G7 (E. canadensis). Uma amostragem (n=12) dos
produtos de PCR utilizando o gene da regido cox I, foi sequenciada e comparada com
amostras depositadas no Genbank. A analise filogenética identificou trés grupos distintos E1,
E2 e E3, onde agruparam-se sequéncias com maior similaridade. O 6rgdo mais acometido
pela parasitose em bovinos foi o pulmdo. Apos a confirmacdo da fertilidade do cisto, 0s
protoescdleces foram retirados e avaliados quanto a viabilidade utilizando eosina 0.1%. Para
0 teste in vitro, concentracdes de 2.5, 5 e 10mg/ml de TTO, 10mg/ml de NE-TTO e 1,15 e
2mg/ml de Terpinen 4-ol foram analisadas frente aos protoescoleces de E. ortleppi
previamente identificados, nos tempos de 5, 10, 15 e 30 minutos. Para o teste ex vivo, TTO
10mg/ml e 20mg/ml foi injetado diretamente em cistos hidaticos de E. ortleppi (n=20) nos
tempos de 5, 15 e 30 minutos, para cada tempo foi retirada uma aliquota de protoescdleces
para deteccdo da viabilidade e realizacdo do PCR para confirmacédo da espécie envolvida na
parasitose. Os resultados deste estudo in vitro indicaram efeito protoescolicida de M.
alternifolia em todas as formulagGes e concentragdes testadas. O Terpinen 4-ol (2mg/ml)
obteve uma melhor acdo quando comparado com a maior concentracao testada do 6leo puro
(TTO 10mg/ml). As formulagdes em nanoemulsdo (10mg/ml) demonstraram atividade frente
aos protoescoleces. Na andlise ex vivo, TTO (20mg/ml) apresentou 100% de acgédo
protoescolicida no cisto hidatico em 15 minutos. O presente estudo torna-se pioneiro no Brasil
a identificar o potente efeito protoescolicida de M. alternifolia frente aos protoescoleces de E.
ortleppi, sendo essa espécie do género Echinococcus a responsavel pela maior parte dos cistos
hidaticos férteis analisados em bovinos no RS.

Palavras-chave: Equinococose. Echinococcus spp. E. ortleppi. Nanoemulsdo. Melaleuca alternifolia.
TTO.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Echinococcus spp. IN CATTLE IN RIO
GRANDE DO SUL AND EVALUATION in vitro and ex vivo OF Melaleuca alternifolia
OIL AGAINST TO PROTOSCOLECES OF Echinococcus ortleppi

AUTHOR: Danieli Urach Monteiro
ADVISOR: Prof. Dr. Mario Luiz de la Rue

Cystic echinococcosis (CE) is a zoonotic disease caused by Echinococcus genus. The larval
stage (hydatid cyst) of the parasite causes serious public health problems, and affects various
species of animals, causing economic losses to the meat industry. This study aimed to
identify samples of fertile hydatid cysts in cattle and characterize them molecularly, analyzing
in vitro and ex vivo Melaleuca alternifolia oil activity (tea tree oil - TTO) and its formulation
in nanoemulsion (NE-TTO) and saris an (terpinen 4-ol) front to protoscolices of
Echinococcus spp. Two thousand three hundred and ninety-six samples with cysts derived
from an abattoir in the central region of the RS were analyzed, where 295 samples were
classified as hydatid cysts by the presence of protoscolices. In PCR reactions for the 12S
gene, 251 positive samples were identified for the group of genotypes G5/G6/G7 (E. ortleppi/
E. canadensis) and 40 samples for the G1 genotype (E. granulosus sensu stricto). In PCR
subsequently, 250 samples were positive for G5 (E. ortleppi) and one sample for G7 (E.
canadensis). A sample (n=12) of PCR products using the region of cox | gene, which was
sequenced and compared with samples deposited in Genbank. Phylogenetic analysis identified
three distinct groups E1, E2 and E3, which were grouped in sequences with greater similarity.
The organ most affected by echinococcosis in cattle was the lung. After confirming the
fertility of the cyst, protoscolices were removed and evaluated for viability using eosin 0.1%.
For in vitro testing, concentrations of 2.5, 5 and 10 mg/mL of TTO, 10mg/mL of NE-TTO
and 1, 1.5 and 2 mg/mL of terpinen-4-ol were analyzed front to protoscolices of E. ortleppi
previously identified, in times of 5, 10, 15 and 30 minutes. For ex vivo test, TTO 10mg/mL
and 20mg/mL was injected directly into hydatid cysts of E. ortleppi (n = 20) at times of 5, 15
and 30 minutes, and for each time one aliquot of protoscolices was removed for feasibility
detection and implementation of PCR to confirm the species involved in the parasitism.
Results of this in vitro study showed the protoscolicidal effect of M. alternifolia in all tested
formulations and concentrations. Terpinen-4-ol (2mg/mL) had a better action when compared
with the highest concentration of pure oil (TTO 10mg/mL). Nanoemulsion formulations
(10mg/mL) showed a good activity front to the protoscolices. In ex vivo analysis, TTO
(20mg/mL) showed 100% protoscolicidal action in hydatid cyst in 15 minutes. This study is
pioneer in Brazil in identifying the potent effect of protoscolicidal M. alternifolia front
protoscolices of E. ortleppi, being this kind of Echinococcus genus responsible for most
fertile hydatid cysts analyzed in cattle in RS.

Keywords: Echinococcosis. Echinococcus spp. E. ortleppi. Nanoemulsion. Melaleuca
alternifolia. TTO.
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1. APRESENTACAO

As se¢des Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo desta tese encontram-se nos
ARTIGOS CIENTIFICOS | e Il e representam a integra deste estudo. Os itens
DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final, apresentam interpretacdes e
comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos neste trabalno. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUGAO, REVISAO DE LITERATURA e DISCUSSAO da tese, uma vez que as
referéncias utilizadas para a elaboracdo dos manuscritos estdo mencionadas nos respectivos

artigos.



15

2. INTRODUCAO

A equinococose ou hidatidose € uma zoonose parasitaria cronica que afeta os seres
humanos, bem como os mamiferos domésticos e selvagens. Esta enfermidade tem distribuicdo
cosmopolita, com incidéncia constante em paises da América Latina (NAKAO et al., 2013;
CUCHER et al., 2016).

Estudos tém sido realizados, visando um melhor entendimento da taxonomia de
Echinococcus spp., com auxilio da biologia molecular, especialmente através de anélises
filogenéticas (GROSSO et al. 2012; ROMIG et al. 2015). Segundo revisdo taxondmica
publicada por Nakao et al. (2013) as principais espécies descritas como causadoras da
equinococose sdo: E. granulosus sensu stricto, Echinococcus multilocularis, Echinococcus
vogeli, Echinococcus oligarthra, Echinococcus felidis, Echinococcus shiquicus,
Echinococcus equinus, Echinococcus ortleppi e Echinococcus canadensis.

E. granulosus sensu stricto e E. multilocularis, sdo as duas espécies do género
Echinococcus de maior importancia clinica. Todavia, E. ortleppi estd em ascensdo no
contexto mundial, sendo de grande importancia o conhecimento do ciclo de transmissao e
distribuicdo geografica dessa espécie, a fim de auxiliar os estudos epidemioldgicos até entdo
pouco conhecidos sobre essa parasitose em humanos e animais (ECKERT et al., 2001,
CASULLI et al., 2008; MORO et al., 2009; NAKAO et al., 2013).

No Brasil, a equinococose cistica (EC) esta presente principalmente no Rio Grande do
Sul (RS), provavelmente devido as proximidades com Argentina e Uruguai, que sdo paises
com consideravel contaminacdo pelo parasito (De la Rue et al., 2006). O RS possui uma
economia rural baseada na criagdo extensiva de bovinos e ovinos os quais tem um intenso
contato com cdes, facilitando assim o ciclo de vida do parasito. As espécies relatadas no
estado até o presente momento sdo: E. ortleppi, E. granulosus sensu stricto e E. canadensis
(G7) responsaveis pela EC, acometendo humanos e animais, principalmente bovinos que € a
principal espécie animal de comercio e consumo no estado (de la RUE et al., 2011;
BALBINOTTI et al. 2012; MONTEIRO et al., 2014).

O cisto hidatico, também chamado de metacestoide, é a fase larval da doenca, que é
encontrada quando ha o desenvolvimento da parasitose, tanto nos hospedeiros intermediarios
(HI), quanto no homem que é considerado hospedeiro acidental (REY, 1991; ECKERT et al.,
2001). O cisto hidatico possui crescimento lento e sua sintomatologia apresenta-se
inespecifica, dificultando o diagnostico dessa enfermidade (MORO et al., 2009; OIE, 2011;
BALBINOTTI et al., 2012).
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Na busca por elucidar as relagdes filogenéticas de isolados de Echinococcus spp. de
diferentes partes do mundo, as analises filogenéticas sdo bastante relevantes, a fim de
verificarmos a variabilidade genética entre as espécies do género Echinococcus, visando
aperfeicoar as técnicas de diagnostico, elucidar diferencas na patogenicidade entre o0s
isolados, além de diminuir o indice de falha terapéutica com os tratamentos atualmente
disponiveis (BOWLES et al. 1992; SORIANO et al. 2010; MONTEIRO et al. 2014).

A escolha dos tratamentos para EC depende necessariamente do 6rgdo parasitado e
tamanho do cisto. O procedimento cirdrgico geralmente é o mais utilizado, todavia o0 método
P.A.l.LR. (puncao/aspiragédo/introducao/reaspiracdo) pode ser implementado com eficiéncia por
médicos qualificados (SILVA et al., 2001; ABU-ESHY, 2006; HAILONG et al., 2013). O uso
de protoescolicidas no interior do cisto hidatico antes da retirada cirurgica do cisto, bem como
no método PAIR €é de extrema importancia para o sucesso desses tratamentos, visando
inviabilizar totalmente os protoescéleces, a fim de evitar recidivas da doenga (PARK et al.,
2009).

Novas terapias no combate a EC bem como a descoberta de novos protoescolicidas
vém auxiliando no tratamento desta parasitose (ELISSONDO et al., 2007; MAGGIORE et al.,
2012; KAVOOSI & PURFARD, 2013). Neste sentido, estudos que visam utilizar plantas
medicinais como terapias alternativas no controle de parasitoses vém crescendo nos ultimos
anos (MACHADO et al.,, 2010; MOAZENI et al., 2012; GRESSLER, 2014). Os o0leos
essenciais/vegetais de plantas e/ou seus componentes ativos sdo alvos frequentemente de
relatos como acdo antibacteriana, antifingica, antiviral e antiparasitaria (HAJHASHEMI et
al., 2003; PERRY et al., 2003; SILVA et al., 2003; SAGAVE, 2014; SOUZA, 2014).

Neste contexto, encontra-se a planta Melaleuca alternifolia conhecida popularmente
por arvore de cha (Tea Tree), onde o 6leo obtido de suas folhas é amplamente utilizado
devido a sua potente agdo frente a diversos micro-organismos, incluindo bactérias, fungos,
virus e parasitos (HARKENTHAL et al., 1999; COX et al., 2000; HAMMER et al., 2003;
CARSON et al., 2006; FLORES, 2011; SOUZA, 2014; PAZINATO et al. 2013).

A utilizacdo de formulagdes nanoestruturadas de oleos essenciais, geralmente resultam
em uma maior eficacia terapéutica, devido principalmente a liberacdo progressiva e
controlada do ativo, diminuigdo significativa da toxicidade, além de maior tempo de
permanéncia na circulacdo (FLORES et al., 2011; HARPREET et al., 2011; SOUZA et al.,
2014). Neste sentido, estudos envolvendo Oleo de M. alternifolia em formulacGes
nanoencapsulada e em nanoemulséo apresentam uma melhor estabilidade, além de diminuicéo
de odor e volatilizacdo do mesmo (FLORES et al., 2011; SOUZA, 2014).
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A identificacdo da equinococose possui grande importancia para a salide humana e
animal, pois apresenta uma evolucao silenciosa possuindo capacidade de colonizar diferentes
orgdos. Estudos que abordam tratamentos alternativos para essa parasitose, especialmente os
que proporcionem a inviabilidade do parasito no organismo, sdo extremamente importantes e

necessarios.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar amostras de cistos hidaticos férteis em bovinos e caracteriza-las
molecularmente e analisar in vitro e ex vivo a atividade do 6leo de Melaleuca alternifolia (tea
tree oil - TTO), bem como sua formulacdo em nanoemulsdo (NE-TTO) e seu componente

majoritario (terpinen 4-ol) frente aos protoescéleces de Echinococcus spp.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar a caracterizacdo molecular das espécies de Echinococcus a partir de cistos

hidaticos em érgdos de bovinos abatidos no RS;

* Realizar testes de viabilidade in vitro empregando Oleo essencial de Melaleuca

alternifolia e terpinen 4-ol frente aos protoescoéleces de Echinococcus spp.

» Avaliar in vitro a atividade da formulacdo em nanoemulsao do 6éleo de M. alternifolia

em protoescoleces de Echinococcus spp.

* Investigar em analise ex vivo a acdo do Oleo de M. alternifolia no cisto hidatico,
buscando identificar a menor concentracdo do Oleo capaz de proporcionar a

inviabilizacdo dos protoescéleces no menor tempo.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 EQUINOCOCOSE

A equinococose ou hidatidose € uma zoonose parasitaria crénica que afeta os seres
humanos, bem como os mamiferos domesticos e selvagens (ECKERT et al. 2001). O agente
etiolégico é um platelminto pertencente a classe Cestoda, familia Taenidae, género
Echinococcus. Esta parasitose representa um grave problema de salde humana, além de
causar perdas econdmicas significativas na produtividade animal (CARDONA &
CARMENA, 2013; OTERO-ABAD & TORGERSON 2013).

Associada com praticas e costumes errbneos no abate de animais, principalmente
ovinos e bovinos, é nas propriedades rurais que ocorre a disseminacdo da doenca. Segundo
OMS (2013), a EC é considerada uma doenca negligenciada e 0s custos anuais associados sao
estimados em US $ 3 bilhdes, incluindo os custos de tratamento e perdas na industria

pecuaria.

4.1.1 Taxonomia

A taxonomia do género Echinococcus (RUDOLPHI, 1801) vem sendo constantemente
revista nos dltimos anos. A organizacdo da biodiversidade depende essencialmente dos
estudos de taxonomia, sendo esta controvérsia em relacdo ao género Echinococcus (BOWLES
et al.,, 1992; BOWLES & MCMANUS, 1993; KAMENETZKY et al., 2002; XIAO et al.,
2003).

As quatro principais espécies do género Echinococcus primeiramente descritas foram:
E. granulosus, causador da equinococose cistica, E. multilocularis responsavel por ocasionar
a equinococose alveolar, e as espécies E. vogeli e E. oligarthra que causam equinococose
policistica (KUMARATILAKE & THOMPSON, 1982). Com a implementacdo de analises
moleculares e estudos genotipicos e fenotipicos, outras espécies foram posteriormente
relatadas, E. shiquicus (XIAO et al., 2005) e também E. felidis descrito primeiramente por
Ortleppi (1937), mas reconhecido como espécie ap0s analises descritas por Huttner et al.
(2008).

Através de estudos moleculares na década de 1990, um grupo de pesquisadores
BOWLES et al. (1992), e BOWLES & MCMANUS (1993) iniciaram uma série de analises

de reavaliacdo de taxonomia de Echinococcus spp., utilizando o gene mitocondrial citocromo
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c oxidase subunidade 1 (COX1) e NADH desidrogenase subunidade 1 (NAD1). Através de
analises moleculares, conseguiu-se identificar dentro da espécie E. granulosus uma alta
diversidade fenotipica e genotipica, sendo essas reconhecidas como um conjunto de variantes
intraespecificas que diferem pela sua especificidade e infecciosidade aos hospedeiros, além de
morfologia do parasito adulto, patogenicidade para humanos entre outros aspectos. Por meio
dessas caracteristicas, a espécie passou a ser denominada de E. granulosus sensu lato
(GROSSO et al., 2012; NAKAO et al., 2013; ROMIG et al., 2015).

Diferentes andlises moleculares e filogenéticas vém sendo empregadas para
determinar a variagdo genética de E. granulosus sensu lato, o que permitiu a discriminacgdo de
nove diferentes genodtipos (G1,G2,G3,G4,G5,G6,G7,G8 e G10) (MCMANUS, 2013;
ALVAREZ-ROJAS et al., 2014; ROMIG et al., 2015; CUCHER et al., 2016). Algumas
diferengas encontradas entre estes genotipos sdo tdo importantes quanto as encontradas entre
as espécies do género Echinococcus, 0 que levou a categorizagdo destas em espécies validas,
incluindo: gendtipo G1/G2/G3 oriundas de ovinos, caracterizadas em Echinococcus
granulosus sensu stricto; o genétipo G4, conhecida como linhagem equina, chamada de
Echinococcus equinus e o gendtipo bovino G5 em Echinococcus ortleppi (THOMPSON &
MCMANUS, 2002; NAKAO et al., 2007; NAKAO et al., 2013; ROMIG et al., 2015)

Embora alguns dos genoétipos tinham sido elevados ao status de espécies, outros foram
considerados apenas variantes menores, cuja validade como genotipos distintos é duvidosa.
Desta forma, os gendtipos com varia¢fes minimas foram englobados em uma mesma espécie,
pois muitos aspectos cruciais ainda ndo estdo bem estabelecidos (NAKAO et al., 2013). Neste
caso, a espécie E. canadensis inclui os genotipos G6/G7/G8/G10, que encontram-se sob
constante discussdo taxondmica pela sua grande diversidade (LAVIKAINEN et al., 2003;
THOMPSON et al., 2006; NAKAO et al., 2007; HUTTNER et al., 2008; MOKS et al., 2008;
SNABEL et al., 2009). As espécies do género Echinococcus estdo listadas na tabela 1.

O entendimento da genética, estrutura molecular e antigénica do parasito, bem como
as diferengas existentes entre as cepas de Echinococcus spp., pois estas caracteristicas podem
representar importantes aspectos no controle da equinococose. Desta forma, a suscetibilidade
de humanos a infeccdo por algumas especies especificas tem sido relatada por diversos
autores (KAMENETZKY et al., 2002; BART et al., 2006; GROSSO et al., 2012).

E. granulosus sensu stricto (G1) parece ser amplamente distribuido, principalmente
em areas onde a atividade pecuaria é predominante, com criagdo extensiva de ovinos. De
acordo com Alvarez-Rojas et al. (2014) E. granulosus sensu stricto (G1/G2/G3) é o

responsavel por 88,4% dos casos de EC em humanos no mundo todo. Sua distribuicdo é
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cosmopolita e estd frequentemente associado com a contaminacdo de hospedeiros
intermediarios ovinos. No entanto, ha relatos dessa espécie em suinos, bovinos, camelos e
cabras (DINKEL et al., 2004; LAHMAR et al., 2004; KUL & YILDIZ, 2010; MONTEIRO et
al., 2014). No sul do Brasil, esta espécie foi relatada em ovinos, bovinos, suinos e humanos
(de laRUE et al., 2006; de la RUE et al., 2011; MONTEIRO et al., 2014).

Tabela 1. Listas das espécies que fazem parte do género Echinococcus.

Espécies

Echinococcus granulosus sensu stricto (G1/G2/G3) (BATSCH, 1796)
E. equinus (G4) (WILLIAMS & SWEATMAN, 1963)

E. ortleppi (G5) (LOPEZ-NEYRA & SOLER PLANAS, 1943)

E. canadensis (G6/G7/G8/G10) (WEBSTER & CAMERON 1961)

E. felidis (ORTLEPP, 1937)

E. multilocularis (LEUCKART, 1863)

E. shiquicus (XIAO et al. 2005)

E. oligarthra (DIESING, 1863)

E. vogeli (RAUSCH & BERNSTEIN 1972)

Fonte: Adaptado de Romig et al. (2015).

E. ortleppi (G5) acomete preferencialmente hospedeiros bovinos, entretanto ja foi
relatado em outros animais, como: bufalos, caprinos, ovinos e suinos (MCMANUS &
THOMPSON, 2003; DINKEL et al 2004; de la RUE et al., 2006; CASULLI et al., 2008).
Essa espécie apresenta diferencas morfoldgicas na forma adulta e sua maturacéo € mais rapida
guando comparado a outras espécies do género. Além disto, sua fase larval tem uma maior
predilecdo para os pulmdes, onde pode desenvolver varios cistos hidaticos concomitantemente
(THOMPSON & MCMANUS, 2002). Ha relatos de acometimento em humanos pelo E.
ortleppi na Argentina, México, Brasil, India e Franca (GUARNERA et al., 2004;
MARAVILLA et al., 2004; de la RUE et al., 2011; SHARMA et al., 2013; GRENOUILLET
et al., 2014). No RS essa espécie, foi relatada em bovinos e humanos (de la RUE et al., 2011,
BALBINOTTI et al., 2012).

Os suinos sdo 0s hospedeiros intermediarios mais comuns de E. canadensis (G7). No

entanto, essa espécie pode adaptar-se a diferentes hospedeiros, com relatos de contaminacao
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em bovinos, caprinos, ovinos, além de seres humanos (VARCASIA et al., 2007,
SCHNEIDER et al., 2010;. BEATO et al., 2013;. ALVAREZ ROJAS et al., 2014). No Sul do
Brasil, o genotipo G7 foi relatado em suinos (MONTEIRO et al., 2014) e bovinos
(BADARACO et al., 2008).

A equinococose policistica foi relatada na regido norte do pais, mais precisamente no
estado do Acre, casos de animais e humanos infectado por E. vogeli (ALMEIDA et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2013).

4.1.2 Anélise Filogenética do género Echinococcus

A analise molecular abrange estudos da estrutura e fungdo do material genético,
especialmente envolvendo a identificacdo e a caracterizagdo molecular de micro-organismos.
Dentre os diferentes métodos de biologia molecular, a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) vem sendo empregada para a identificacdo correta do Echinococcus spp., tanto na
sua fase adulta, como na fase larvaria. (THOMPSON et al., 2006; SORIANO et al., 2010; de
laRUE et al., 2011; SHAHNAZI et al., 2011).

O gene mitocondrial da Citocromo C Oxidase Subunidade I (cox-I) é largamente
utilizado em analises moleculares, com intuito de identificar as variantes existentes nas
espécies e cepas dentro do género Echinococcus (BOWLES et al., 1992). A analise do DNA
mitocondrial (MtDNA) €é vantajosa, pois a mitocdndria apresenta um sistema de reparo do
DNA com mutages frequentes, refletindo com precisdo a via evolutiva das estirpes
envolvidas (AMORIM, 2002; KAMENETZKY et al., 2002). As investigacbes com DNA
nuclear tém envolvido regifes que codificam para rRNA, como o espacgador transcrito interno
1 (ITS1) (BOWLES & MCMANUS, 1993), além de gene nicotinamida desidrogenase
subunidade 1 (nadl) (BOWLES & MCMANUS, 1993) e regifes dentro do gene 12S rRNA
(DINKEL et al., 2004).

A relagdo evolutiva entre as espécies, populagdes ou genes é conhecida por filogenia.
Essa nos ajuda a entender sobre a evolucao de determinadas caracteristicas de um organismo.
A filogenia € descrita, geralmente, com ajuda de uma arvore filogenética, que pode ser
fundamentada em informagdes de sequéncias de uma espécie ou subespécie. Portanto, a
utilizacdo desta arvore contribui para a identificacdo especifica das mudangas Unicas em
populages, ajuda no entendimento das adaptacGes a0 ambiente e caracteriza a evolucdo em
andamento (COX et al., 2001; AMORIM, 2002).
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Com a utilizacdo da andlise filogenética podemos compreender 0S pProcessos
evolutivos, a extingdo e a adaptacdo de espécies e assim inferir a histdria da evolucéao, sendo
esta uma representacdo de ancestralidade, compreendida a partir de -caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas e moleculares, entre outras (MIYAKI et al., 2001). A analise de
Neighbor-Joining é um método de evolugdo minima, que baseia-se no calculo das distancias
evolutivas para todos os individuos e construcdo de uma arvore que leva em consideracéo as
relacBes entre todas as distancias. Trata-se de um método rapido e apropriado para um grande
conjunto de dados, permitindo linhagens com diferentes tamanhos de ramos e substitui¢cdes
multiplas (SCHENEIDER, 2001).

Poucas regides do mundo sdo completamente livres de qualquer uma das vérias formas
de Echinococcus spp., mas a intensidade da transmissdo difere drasticamente. Desta forma,
buscam-se novos métodos de diagnostico e tratamento que ajudem a minimizar a
endemicidade da doenca (ROMIG, 2003).

4.2 EQUINOCOCOSE CISTICA

4.2.1. Epidemiologia

A EC apresenta uma distribuicdo geografica mundial, com a presenca de focos da
doenca em todos os continentes habitados. Sua alta prevaléncia em humanos e animais €
encontrada em paises de clima temperado, principalmente da Europa, Asia, Australia,
América e no leste e norte da Africa (GROSSO et al., 2012). Na América do Sul, encontram-
se focos da doenca especialmente na Argentina, sul do Brasil, Uruguai, Chile e regides
montanhosas do Peru e da Bolivia (Figural).

Os locais endémicos da EC geralmente sdo as pequenas e médias propriedades
produtoras de carne, incluindo especialmente, a ovina, a caprina, a bovina e a suina,
principalmente onde a criacdo e o abate dos animais ocorrem na maioria das vezes de forma
artesanal e ndo apresentam inspe¢do veterindria. Estas propriedades geralmente apresentam
coexisténcia do parasito e de seus hospedeiros, levando & contaminagdo do meio ambiente e
mantendo o seu ciclo bioldgico. Estes locais sdo considerados zonas de risco a sanidade dos
animais de producéo e da populagdo humana (de la RUE, 2008; MONTEIRO et al., 2014).
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Figura 1. Distribuicdo do E. granulosus sensu lato e seus genotipos na América do Sul, com

destaque as espécies relatadas no Brasil.

Legenda:

G1/G2/G3- E. granulosus
sensu stricto

G4- E. equinus

Gb5- E. ortleppi

= N
= > G6/G7/G8/G10- E.

Fonte: Adaptado de Cucher et al. (2016)

No Brasil, a equinococose cistica ocorre principalmente no RS, majoritariamente nas
regibes de fronteira com o Uruguai e a Argentina. As espécies descritas no RS sdo E.
granulosus sensu stricto (G1/G2/G3), E. ortleppi (G5) e E. canadensis (G7), causando
infeccGes em animais e humanos, acarretando consideraveis impactos econdémicos e de saude
publica (HAAG et al., 2004; de la RUE et al., 2011; MONTEIRO et al., 2014).

4.2.2 E. granulosus sensu lato: Morfologia e Ciclo Biolédgico

Echinococcus spp. adulto é constituido por: escélex (cabeca), onde encontra-se um
rostro com duas fileiras de aculeos; estrébilo (corpo), constituido por trés a quatro proglotes,
sendo a primeira jovem, a segunda madura e a terceira gravida (Figura 2) (REY, 1991;
ECKERT et al., 2001).
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A fase larvaria de Echinococcus spp. € composta por uma estrutura cistica, de formato
bolhoso conhecida por cisto hidatico ou hidatide (Figura 2), no seu interior encontra-se o
liquido hidatico que pode conter numerosos protoescoleces e restos de membrana. O cisto
hidatico € formado por trés membranas: a) membrana adventicia: a mais externa; b)
membrana laminar: constituindo uma barreira a penetragdo de micro-organismos; c)
membrana germinativa: cumpre a funcdo reprodutiva. A auséncia ou presenca de
protoescéleces no interior do cisto hidatico define a infertilidade ou fertilidade do cisto,
respectivamente (ECKERT et al., 2001; VIRGINIO et al., 2012).

O parasito tem um ciclo de vida heteroxeno, onde exige dois hospedeiros mamiferos
(Figura 3). O cestodeo adulto habita o intestino delgado de cées e outros canideos
considerados hospedeiros definitivos (HD), seus ovos sdo liberados com as fezes do HD
infectado, contaminando assim o ambiente. Animais, tais como: ovinos, caprinos, bovinos,
camelos, bufalos e suinos sdo considerados hospedeiros intermediarios (HI) e contaminam-se
através da ingestdo acidental de ovos do parasito com alimentacdo e/ou agua. O ciclo de
transmissdo é concluido quando os cées alimentam-se com visceras contendo cistos hidaticos
férteis, onde cada protoescéleces desenvolverd um parasito adulto no intestino do cdo. O
homem é considerado hospedeiro acidental (HI) e desenvolve a fase larval do parasito (Figura
3) (ECKERT et al., 2001; GROSSO et al., 2012; NAKAO et al., 2013; NEGASHA et al.,
2013).

Figura 2. Representagdo estrutural das fases de Echinococcus spp. A. Echinococcus spp.
adulto; B. Cisto hidatico; C. Ovo do parasito.

Parasito adulto ‘ | Cisto hidatico — Fase larvaria ‘
A
Escolex - Cisto hidatico filho
Proglote Interior do
Jovem cisto hidatico
£ com
Proglote » protoescoleces
gravidica <
—> Proglote Tecido do hospedeiro
Madura .
= Membrana adventicia
C W Membrana laminar
Membrana germinativa
Ovo do parasito

Fonte: Adaptado de Brunetti et al. (2010).
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4.2.3. Hospedeiros definitivo (HD) e intermediario (HI)

Os canideos sdo considerados os HD do E. granulosus sensu lato. De modo geral, o
quadro clinico é despercebido nesses animais, porém, quando ha a infeccdo macica pelo
parasito adulto pode haver o desencadeamento de diarreia catarral hemorragica. Uma vez
contaminado, o0 cdo pode apresentar ovos do parasito pelo corpo todo, incluindo a regido
perianal, pelos e focinho (TORGERSON & HEATH, 2003; FORTES, 2004).

Os principais HI do E. granulosus sensu lato sdo ovinos, bovinos, caprino, suinos,
bufalos e equinos. Na América do Sul, os HI geralmente acometidos estdo relacionados com
a prevaléncia das espécies, pois preferencialmente os genétipos G1/G2/G3 acometem mais
ovinos, G4 - equinos, G5 - bovinos, G6 - alpacas, G7 - suinos (CUCHER et al., 2016).

Figura 3. Ciclo biologico do E. granulosus sensu lato. A- Hospedeiro definitivo; B-
Hospedeiro intermediario; C- Parasito adulto; D- Ovo do Echinococcus; E- Fase larvaria

(cisto hidatico).

&9 \ Héspede Acidental
wJ Cc (Homem)
Escélexse fixa
no intestino oy -

Ingestao de cistos
(Mas visceras) Hospede Definitivo

@D )
'\m / .
v Protoescélex
do cisto
Céo

Héspede
intermediario

il HB

'€ «:3
Suino/Bovino/Ovinos .

S o N
aparede intestinal e se
dissemina na circulagio

0Ovo embrionado
em fezes

Cisto Hidatico (se aloja
emdiferentes orgaos)

Fonte: Adaptado de: http://www.cdc.gov/echinococcusgranulosus.

No Brasil, ha relatos de contaminagdo em ovinos, bovinos e suinos. De acordo com 0
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os dados referentes ao estado
do RS no periodo de 2013 a 2015 foram: 2.123.512 bovinos abatidos, destes 182.778 casos de

EC notificados pela Inspecdo Federal Veterinaria, o que representa 8,6% dos animais abatidos
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suspeitos de estarem contaminados por Echinococcus spp. Em relagéo aos ovinos, no mesmo
periodo, dos 232.890 animais abatidos, 12.091 estavam contaminados com cistos hidaticos,
representando 5,2% dos abates (BRASIL, 2016). Ndo ha dados publicados a cerca dos
prejuizos econdmicos com o descarte de visceras contendo cistos hidaticos em frigorificos, no
entanto, sabe-se que a notificacdo ao proprietario do animal € realizada e este deve arcar com
as despesas econdmicas quando hd o comprometimento das visceras dos animais

(comunicacéo pessoal- Abatedouro regido central do RS).

4.2.4. Hospedeiros acidentais (HA) — Humanos

Os humanos sdo considerados hospedeiros acidentais causados pela fase larval do
metacestddeo. Ao ingerir 0s ovos do parasito juntamente com a alimentagcdo ou atraves do
contato direto com cdes contaminados com Echinococcus spp., ha o desenvolvimento do cisto
hidatico (ECKERT et al., 2001). As manifestaces da doenca dependem muito do 6rgédo
parasitado e do tamanho do cisto, sendo que geralmente sdo assintomaticas, mesmo anos apos
a contaminacgdo. A compressdo do 6rgao afetado e dor abdominal sdo os sintomas comuns da
EC, no entanto, ndo sdo sinais patognoménicos da doenca (NEVES, 2005). O cisto hidatico
desenvolve-se principalmente em 6rgdos como figado (50%) e pulmdes (20%), podendo, em
menor probabilidade, alojar-se nos rins, bago, cérebro, Utero, 0ssos, Orbita ocular e bexiga
(ECKERT et al., 2001).

Diferentes espécies de Echinococcus podem acometer humanos, causando a
equinococose cistica. Cucher et al. (2016) descreve em seu estudo o0s gendtipos de
Echinococcus que acometem humanos em todo mundo (Figura 4), onde destacam a Ameérica
do Sul como importante area endémica, os dados foram coletados segundo o autor de 1992 a
2014,

Segundo o Ministério da Salude Brasileiro - Sistema de Informacdes Hospitalares do
SUS (DATASUS/SIH/SUS), em 2014 foram registrados cinco casos de internacdo hospitalar
por EC no RS. De acordo com dados do Programa Estadual de Vigilancia da Hidatidose do
RS, de janeiro de 2010 a agosto de 2014, foram registrados 30 casos entre internacao,
sorologia e notificacdo de equinococose. Conforme Secretaria Estadual de Salde do RS
(CEVS/SES/RS (2014), no periodo compreendido entre os anos de 1996 e 2013 foram
registradas 52 mortes causadas pela EC. Registros epidemiologicos de 1981 a 1998, relatados

por Mardini & Souza (1999) no RS, mostraram que o numero de casos de EC humana neste
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periodo chegou a 701. A escassez de dados atuais relacionados a estatistica epidemioldgica da
doenca é preocupante, a fim de comprovar a real prevaléncia da parasitose em humanos e
animais no RS (BALBINOTTI et al., 2012).

Figura 4. Distribuicdo mundial de E. granulosus sensu lato em humanos relacionando com o
numero de casos no periodo de 1992 a 2014.

E. granulosuss.l. N°de casos
gendtipos humanos

e Gi1 . 1-10
G2 ® 11-25
G3 ® 26-50

® G5 .>50
e G6

® G7
® G8
e G10

Fonte : Adaptado de Cucher et al. (2016)

4.2.5 Diagndstico e tratamento

O diagndstico da EC em humanos é muitas vezes presuntivo, realizado a partir de
sinais clinicos associado com a anamnese do paciente e diagndsticos de imagem que sugerem
a contaminac&o por Echinococcus spp. (FORTES, 2004; THOMPSON et al., 2006; SNABEL
et al., 2009). A deteccdo de anticorpos no soro pode ser realizada para diagndstico da EC, no
entanto, a especificidade dos testes é limitada por reacdes cruzadas devido a outras infeccoes
como: cestoides (Taenia saginata, Taenia solium), doencas de helmintos, neoplasias, cirrose
hepética entre outras, podendo gerar um resultado falso positivo (BRUNETTI et al., 2010;
MANZANO-ROMAN et al., 2015). ABDELRAOUF et al. (2015) relataram em seu estudo
que somente o diagndstico soroldgico ndo caracteriza uma infeccdo por cisto hidatico, pois
em seu estudo apenas 39 (72%) de 54 dos pacientes com EC apresentaram resultados

positivos no exame soroldgico (ELISA) caracterizando, portanto, um falso negativo.
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A utilizacdo de métodos moleculares em amostras de cistos hidaticos, para
identificacdo das espécies de Echinococcus spp. envolvidas na infeccdo, vem sendo
implementada no diagndstico e pesquisa sobre a doenca causada por este parasito,
possibilitando rastrear as espécies responsaveis pela contaminacdo em areas endémicas e
fomentar ac¢des visando o controle e a profilaxia dessa zoonose (CRUZ-REYES et al., 2007;
HUTTNER et al., 2008; MOKS et al., 2008; SNABEL et al., 2009; HONG et al., 2011;
ASLAN etal., 2011; de laRUE et al., 2011).

Em humanos o tratamento depende basicamente do drgdo comprometido pela
parasitose, do estagio bioldgico larvario, bem como da quantidade de cistos hidaticos
presentes no oOrgao afetado (ECKERT et al., 2001). Segundo Brunetti et al. (2010), o
tratamento da EC deve ser baseado em diagndstico de imagem que € essencial na escolha de
uma das seguintes opcdes de tratamento: (1) medicamentoso, (2) cirargico, (3) percutaneo, ou
(4) observar e esperar.

O tratamento medicamentoso ndo permite a eliminacdo total do cisto hidatico,
entretanto, em muitas vezes auxilia na diminuicdo e inativacdo do cisto. Todavia, este deve
ser empregado quando o cisto ndo estd comprometendo o funcionamento do 6rgao afetado,
além de ser usado apds o procedimento cirdrgico para evitar recidivas da doenca (NEVES et
al., 2005; HAILONG et al., 2013).

A classe de medicamentos de escolha utilizado em humanos para tratamento da EC
sdo os benzimidazdis, no entanto, estes ndo séo eficazes em grandes cistos (mais de 10 cm),
uma vez que, seu efeito é extremamente lento em cistos com grandes volumes de liquido
(BRUNETTI et al., 2010). O albendazol atualmente é o farmaco de escolha, sendo utilizado
em dosagem de 10-15 mg/kg/dia. Este principio ativo é mais eficaz em pacientes jovens e
com cistos pequenos, com padrdo de cura de 30% em 3 a 6 meses de tratamento. Seu uso é
limitado devido a sua baixa biodisponibilidade e toxicidade quando usado por longos periodos
de tempo (FRANCHI et al., 1999; JUNGHANSS et al., 2008; BRUNETTI et al., 2010).

O procedimento cirargico torna possivel a retirada total do cisto hidatico presente nos
seres humanos, sendo esse, segundo os médicos, 0 melhor método de tratamento de cistos que
apresentam complicacfes (cistos grandes, com mdltiplas vesiculas, cistos com comunicagédo
biliar, quando ha um comprometimento do érgdo afetado, entre outros) no intuito da obtencédo
de cura da doenca (NELL et al., 2011; OUSADDEN et al., 2011; SCARLATA et al., 2011).
No entanto, nem sempre isto ocorre, pois além das dificuldades relacionadas com o
procedimento cirdrgico, o risco de o cisto romper é grande, podendo causar choque anafilatico

devido ao extravasamento do liquido hidatico, além de acarretar recidivas da doenca anos
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apos a cirurgia (ECKERT et al., 2001). Previamente ao procedimento cirdrgico € indicado o
uso de um protoescolicida, no intuito de inativar totalmente os protoescoleces. Caso ocorra 0
rompimento do cisto durante 0 esse procedimento, mesmo ocorrendo extravasamento dos
protoescéleces no organismo, 0s mesmo ndo causardo dano ao paciente (BRUNETTI et al.,
2010). O tratamento medicamentoso deve ser usado, preferencialmente, um dia antes e um
més apds a cirurgia, a fim de diminuir os riscos de EC secundaria (ARIF et al., 2008;
BRUNETTI et al., 2010). A cirurgia pode levar a cura do paciente, no entanto, nao previne a
reincidéncia, pois mesmo retirando o cisto hidatico, pode ocorrer o extravasamento de
protoescéleces no organismo e esses podem gerar um novo cisto hidatico anos apds o
diagnostico inicial (DZIRI et al., 2004).

O método de tratamento P.A.LLR. (puncdo, aspiracdo, injecdo e reaspiracdo)
desenvolvido na década de 80 é uma técnica minimamente invasiva geralmente utilizada para
tratamento de cistos no figado. Consiste na puncéo/aspiracdo do cisto, guiada por ecografia,
seguida da introducdo de um escolicida, o qual permanece agindo durante alguns minutos.
Conclui-se o processo com a reaspiracdo de todo o conteldo evitando extravasamento do
liquido hidatico no organismo humano. Desta forma, o cisto diminui consideravelmente e
com o tempo tende a calcificar-se, evitando comprometimento do 6rgdo afetado. Este
procedimento € contraindicado em cistos pulmonares e em cistos que tenham comunicacao
com ductos biliares (ECKERT et al., 2001; SILVA et al., 2001; SMEGO & SEBANEGO,
2005; PARK et al., 2009).

A escolha correta do protoescolicida utilizado no método P.A.LLR. é de extrema
importancia. Ndo ha consenso sobre o agente escolicida ideal, no entanto, nas suas
propriedades devem conter a capacidade de matar os protoescéleces durante um periodo curto
de tempo, além de ser atoxico para o paciente (CIFTCI et al., 2007). Desta forma, um grande
numero de estudos vem sendo realizados no intuito de encontrar protoescolicidas eficientes
que contribuem para o sucesso do procedimento (YONES et al., 2011; HAILONG et al.,
2013; PENSEL et al., 2014).

Silva et al. (2001), descrevem que o escolicida a ser utilizado para este método é o
alcool 95% ou a salina hiperténica a no minimo 15% e enfatizam que esses escolicidas s
devem ser usados quando o cisto hidatico ndo tenha comunica¢do com vias biliares, pois
poderia prejudicar o funcionamento do 6rgdo afetado causando colangite esclerosante, e até
mesmo disfuncdo do 6rgéo.

Smego et al. (2003) comparam o método PAIR e a cirurgia para tratamento da EC,

onde evidenciaram maior eficacia clinica de PAIR devido as menores taxas de complicacdes,
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baixa mortalidade e recorréncia da doenga, além de menor tempo de hospitalizacdo. Smego e
colaboradores também analisaram diversos protoescolicidas, destacando a salina hipertdnica
nas concentracdes de 15 a 30% efetiva contra protoescéleces, ja que permitiu uma maior
visualizacdo do cisto na tomografia computadorizada. No entanto, esta solu¢do pode ndo ser
efetiva contra cistos hidéticos filhos.

O élcool absoluto demonstra ser mais eficiente que a salina hiperténica na destruicao
de cistos hidaticos menores presentes no interior do cisto, apresentando uma agdo mais rapida
(FILICE & BRUNETTI, 1997; SMEGO et al., 2003; SMEGO & SEBANEGO, 2005,
BRUNETTI et al., 2010). O tempo médio de acdo tanto da salina hiperténica quanto do alcool
absoluto como solucBes escolicidas é de 15 a 20 minutos (FILICE & BRUNETTI, 1997;
PELAEZ et al., 2000).

Alguns cistos ndo necessitam de qualquer tratamento, cistos pequenos que nao
possuem complicacdes e ndo afetam o funcionamento do 6rgdo ndo devem ser tratados até
gue sua natureza parasitaria seja comprovada. Desta forma, o acompanhamento e observacao

do crescimento do cisto sdo essenciais na escolha do tratamento (JUNGHANSS et al., 2008).

4.2.6. Controle e Profilaxia

A identificacdo de areas endémicas é de extrema importancia, pois as medidas
profilaticas de educacdo sanitaria devem convergir em areas sob risco de contaminacdo. A
profilaxia da parasitose deve esclarecer a populacdo sobre: os riscos a saude publica, o ciclo
de vida do Echinococcus spp., bem como a necessidade de realizar o controle e o tratamento
parasitoldgico dos cdes portadores de Echinococcus spp., para erradicar o parasito. E
indispensavel, porém, que todas as acGes sejam desempenhadas de maneira sistematica,
ininterrupta e rigorosamente controlada (ECKERT, et al., 2001; FORTES, 2004).

4.3 NOVOS AGENTES TERAPEUTICOS NO CONTROLE DE EC

A descoberta de novos agentes terapéuticos a partir de fontes naturais como as plantas
medicinais seus extratos e o0leos, tem ocorrido em uma escala crescente no cenario mundial
(ANTHONY et al., 2005; CARSON et al., 2006). Apesar dos recentes avangos na
quimioterapia antimicrobiana, o tratamento de doengas parasitarias de importancia humana e
veterinaria continua a ser probleméatico (MACHADO et al., 2010; MOAZENI et al., 2012). A
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incidéncia de efeitos adversos, a auséncia de eficicia na terapéutica, os custos e 0 aumento da
resisténcia aos farmacos convencionais torna urgente a pesquisa por novos antiparasitarios
(SIBLEY & HUNT, 2003).

Os extratos vegetais e Oleos essenciais apresentam uma grande diversidade de
componentes. Nos Gltimos anos verificou-se um renovado interesse e intensificagdo na
investigacdo de produtos naturais, onde diversos trabalhos ressaltam compostos derivados de
plantas demonstrando atividade antiparasitaria (SIBLEY & HUNT, 2003, ANTHONY et al.,
2005). Machado et al. (2010) relataram a utilizacdo de diversos 0Oleos essenciais utilizados
como antiparasitéarios, dentre eles Thymus vulgaris (tomilho), Melissa officinalis (erva-
cidreira), Lavandula angustifolia (lavanda), Mentha piperita (menta), Melaleuca alternifolia
(&rvore de chd), Ocimum gratissimum e Ocimum sanctum (manjericdo) entre outros.

A EC é uma parasitose de desenvolvimento lento e de dificil diagnostico, sendo suas
opcOes terapéuticas ainda muito restritas. Nos Gltimos anos diversos estudos vém analisando
alternativas de tratamento in vitro e in vivo para EC, visando auxiliar tanto nos procedimentos
existentes quanto na implementacdo de novas terapias (ELISSONDO et al., 2007; YONES et
al., 2011; MAHMOUDVAND et al., 2014; PENSEL et al., 2014). Moazeni et al. (2012)
comprovaram 0s efeitos do Oleo essencial de Trachyspermum ammi  frente aos
protoescdleces de Echinococcus spp., como um protoescolicida eficiente na concentracdo de
10mg/ml em 10 minutos de exposicdo, levando a crer que os estudos envolvendo 6leos
essenciais séo promissores. Hailong et al. (2013) relataram a acéo in vitro e in vivo da planta
Huaier aqueous com e sem associacdo com albendazol, frente aos protoescéleces. O efeito
escolicida da planta é observado na concentracdo de 2 mg/mL in vitro, na andlise in vivo, a
associacdo da planta com albendazol obteve resultados positivos frente ao cisto hidatico, com

nitidas alteracdes na parede do cisto.

4.3.1. Oleo essencial de Melaleuca alternifolia

Melaleuca alternifolia € uma planta nativa da Australia, popularmente conhecida
como arvore do cha. A partir das suas folhas € extraido o 6leo essencial também chamado Tea
Tree oil (TTO) (Figura 5). Seu uso topico é difundido na Australia, Reino Unido, Italia e
Brasil devido suas vérias propriedades medicinais (HARKENTHAL et al., 1999; OLIVA et
al., 2003; MILLAR & MOORE 2008; FLORES, 2011), sendo que sua forma farmacéutica

mais utilizada sdo géis, sabonetes e cremes (CARSON et al., 2006).
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Figura. 5. Planta M. alternifolia.

Fonte: http://australianseed.com/shop/item/melaleuca-alternifolia

O oleo de M. alternifolia vem sendo utilizado em diversas pesquisas, com resultados
promissores, especialmente devido as suas propriedades antibacterianas (COX et al., 2000),
antifungicas (HAMMER et al., 2004), anti-inflamatérias (HART et al., 2000), antivirais
(CARSON et al., 2008) e antiparasitarias (WALTON et al., 2004). Este 6leo essencial
apresenta diversas atividades medicinais relatadas, destacando-se principalmente por suas
propriedades antissépticas, sobretudo, frente a fungos e bactérias. Seu mecanismo de a¢édo
antimicrobiana consiste, principalmente, na alteracdo da permeabilidade da membrana
plasmética do micro-organismo, interferéncia na bomba de efluxo dos ions potéssio e na
inibicdo do processo respiratorio dos mesmos (COX et al., 2000; CARSON et al., 2006).

Os principais constituintes do 6leo de M. alternifolia sdo: terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-
terpineno, y-terpineno, a-pineno, B-pineno, a-terpineol, p-cimeno e alcoois sesquiterpénicos.
A composicdo do Oleo e regulada pelo padrdo internacional 1SO4730 (International
Organization for Standardization), o que refere-se as maximas e minimas concentracfes de
cada um dos componentes majoritarios, exigindo assim um teor minimo de 30% de terpinen-
4-ol e um teor maximo de 15% de 1,8-cineol (COX et al., 2001; CARSON et al., 2006). O
oleo de M. alternifolia possui varios componentes ativos, sendo que diversos destes elementos

ainda ndo foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana, podendo estes
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desenvolverem um mecanismo de acdo distinto dos descritos até o periodo (CARSON et al.,
2006; BAKKALI et al., 2008).

Terpinen-4-ol é o componente majoritario do 6leo de M. alternifolia, descrito como o
principal responsével pela agdo antimicrobiana da planta. Sua atividade esta relacionada com
a perda da integridade e funcdo da membrana, perda de material intracelular, inibicdo da
respiracdo celular, assim como incapacidade em manter a homeostase na célula microbiana
(CARSON et al., 2006).

A atividade antiparasitaria do Oleo essencial de M. alternifolia j& foi descrito por
diferentes autores. Sua acdo antiprotozoaria foi relatada frente a Leishmania major,
Trypanosoma brucei e Trichomonas vaginalis (PENA et al., 1992; MIKUS et al., 2000).
Baldissera et al. (2014) relatam a utilizacdo de nanocapsulas do 6leo de M. alternifolia em
diferentes concentracbes (0.125%, 0.5%, 1.0%, 2.0%) frente T. evansi, onde observaram
atividade tripanocida in vitro, no entanto, a dosagem testada ndo foi efetiva no tratamento in
vivo. Os autores ressaltam que a menor concentracdo do 6leo nanoparticulado mostrou maior
eficacia do que o oleo livre. Este resultado pode ser explicado por uma maior interacdo entre a
nanoparticulas e a membrana de parasitas, facilitando a penetracdo do 6leo pelo seu reduzido
tamanho (LHERM et al., 1987; BALDISSERA et al., 2014).

Walton et al. (2004) relatam o TTO com excelente atividade in vitro contra Sarcoptes
scabiei var hominis, sendo esta uma eficiente terapia topica em infeccbes por sarna na
concentracdo de 5% TTO ou em combinagéo terapéutica (por exemplo, 25% de benzoato de
benzila com 5% TTO).

Pazinato et al. (2014) descreveram o potencial acaricida do 6éleo puro de TTO (5 e
10%) e nanoparticulas de TTO (0.375 e 0.75 %) frente a Rhipicephalus microplus, além de
TTO puro inibir a postura de fémeas desta espécie.

Devido as suas amplas propriedades medicinais, o 6leo de M. alternifolia vem
ganhando espaco no cendrio mundial, principalmente no que se refere ao seu uso topico
(FLORES et al.,, 2011). Segundo Hammer et al. (2006) o Oleo de M. alternifolia é
extremamente toxico quando ingerido por via oral em altas concentragdes, sendo que a
ingestdo deste ndo deve ser recomendada, os dados deste estudo também indicaram que a
toxicidade de TTO é dose-dependente, onde a maioria dos eventos adversos pode ser evitado
através da utilizacdo de concentragcdes mais baixas do 6leo, ressaltando que TTO a 1% néo

possui toxicidade dérmica.



35

O uso de formulagdes nanoestruturadas de 6leos de M. alternifolia vem como uma
alternativa eficiente, no intuito de diminuir a toxicidade do 6leo, aumentar seu tempo de acéo,

bem como obter uma solubilidade desejada para sua utilizacdo (LOW et al., 2013).

4.3.2. Sistemas nanoestruturados no controle antiparasitario

A nanotecnologia tem sido utilizada frequentemente na é&rea farmacéutica,
especialmente no desenvolvimento de novas formulagdes, a fim de aperfeicoar a liberacdo de
substancias ativas, bem como atuar como sistema carreador de farmacos, estabelecendo
controle de liberacdo, propiciando assim um efeito terapéutico efetivo (ANTON et al., 2008;
GUTIERREZ et al., 2008). Na busca de medicamentos mais eficientes e de qualidade, no
combate a endo e ectoparasitos, diversos estudos vém enfatizando a utilizagdo de formulac6es
nanoparticuladas com substancias potencialmente antiparasitarias, a fim de aumentar a
disponibilidade do farmaco no local de acdo (ALLAHVERDIYEV et al., 2011; SAID et al.,
2012; BARCELLOS, 2014; GRESSLER, 2014; ARIAS et al., 2015).

Abordagens na incorporacdo de 6leos essenciais a carreadores também sdo descritas
na literatura. Flores et al. (2011) avaliaram a viabilidade da elaboragdo de nanocapsulas e
nanoemulsdes utilizando 6leo de M. alternifolia como fase oleosa, com o objetivo de proteger
a sua volatilizacdo. Os autores relatam que as formulacdes realizadas apresentaram boas
caracteristicas fisico-quimicas relacionadas com seu carater nanoestruturado e estabilidade
fisico-quimica adequada, melhorando assim sua estabilidade e diminuindo a sua evaporacao.
Os autores sugeriram 0 uso dessa estratégia como uma plataforma para preparar os sistemas
nanoestruturados contendo 6leos essenciais.

Flores et al. (2013), avaliaram a atividade antifungica de nanoparticulas poliméricas de
M. alternifolia frente a onicomicose, causadas pelo fungo T. rubrum. Esses autores
verificaram a eficiéncia das nanocapsulas frente a reducdo do crescimento do fungo e
sugeriram que as nanoestruturas podem ser utilizadas no tratamento e prevencdo da infecgéo
das unhas causadas por esse fungo, evidenciando assim o potencial do éleo de TTO no
tratamento de micoses superficiais.

Souza (2014) avaliaram a citotoxicidade de nanoparticulas lipidicas sélidas contendo o
6leo de M. alternifolia e o 6leo puro da planta nas concentracfes de 0,04; 0,08; 0,4; 0,8;2; 4;
6; 8% utilizando células mononucleadas de sangue periférico. Os resultados sugeriram que
todas as concentragdes utilizadas tanto do Oleo livre quanto a forma nanoestruturada

apresentam carater citotoxico. No entanto, as nanoparticulas de M. alternifolia apresentaram
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uma menor citotoxicidade quando comparadas com o éleo puro. Alguns autores sugerem que
a citotoxicidade pode estar relacionada a despolarizacdo das membranas mitocondriais,
reduzindo o gradiente de pH, alterando a fluidez da membrana e consequentemente levando a
morte celular (HAMMER et al., 2006; BAKKALI et al., 2008).

Mahmoudvand et al. (2014) relataram a utiliza¢&o in vitro de nanoparticulas de selénio
nas concentragcdes de 50, 125, 250 e 500 mg/ml, frente os protoescoleces de E. granulosus,
onde obtiveram um efeito escolicida em todas as concentracdes testadas. Ahmadnia et al.
(2013) utilizaram nanoparticulas de sulfoxido de albendazol frente a camundongos infectados
por Echinococcus spp. Apos 48h, os cistos hidaticos apresentaram modificagfes estruturais
com reducdo de tamanho e peso. Entretanto, a diminuicdo ndo foi estatisticamente
significativa.

Diferentes fatores podem estar relacionados com o sucesso do tratamento na EC.
AlteracGes no tamanho, espessura, idade e calcificacdo dos cistos, além de capacidade do
farmaco em penetrar a parede do cisto, persisténcia de nivel adequado do farmaco ou até
mesmo de seu metabdlito ativo em sitios de localizacdo do parasito sao fatores extremamente
importantes para garantir um efetivo tratamento (ECKERT & DEPLAZES, 2004,
CEBALLOS et al., 2008; AHMADNIA et al., 2013).

A pesquisa por farmacos novos e diferentes alternativas no tratamento de infecgdes
parasitarias, que sejam de simples aquisicao e facil acessibilidade, vem sendo alvo de diversos
estudos, visto que as parasitoses atingem principalmente paises subdesenvolvidos e
populagdes pobres. Desta forma, a descoberta de potenciais agentes terapéuticos a partir de
fontes naturais como os 6leos essenciais/vegetais de plantas e/ou seus componentes ativos tem
aumentado gradativamente, sendo essas, portanto, boas opc¢des na busca de novos tratamentos
(MAGGIORE et al., 2012; MOAZENI et al., 2012; ELISSONDO et al., 2013; KAVOOSI &
PURFARD, 2013; PENSEL et al., 2014).
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Echinococcosisisa cosmopolitan zoonotic infection that affects humans and animals. The aim of this study
was to identify and characterize the fertile hydatid cysts from bovine viscera in order to verify different
species and/or genotypes present in Southern Brazil. Firstly, cysts were collected from a slaughterhouse,
which received animals from different regions of Rio Grande do Sul State (RS), considered an important
area of occurrence of cystic echinococcosis. [n total, 2396 cysts were analyzed by microscopy to verify
the presence of protoscoleces. Protoscoleces were detected in 291 samples and were classified as fertile
hydatid cysts. Total DNA was extracted from protoscoleces and amplified by polymerase chain reaction
(PCR). Two hundred and fifty-one samples were identified by PCR and characterized as G5/G6/G7 geno-
types, of which 40 belonged to Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3). PCR was also performed,

Keywords:
Echinococcus spp.
E. canadensis

E. ortleppi
Cystic echinococcosis using G5-specific primers to identify 250 samples as Echinococcus ortleppi (G5). Only one sample was
Rio Grande do Sul identified as Echinococcus canadensis (G7) by DNA sequencing using primers specific for the coxI gene.

Cattle Phylogenetic analysis was also performed and identified three distinct groups E1 (G5), E2 (G7), and E3
(G1-G3), which were grouped according to similarity of their sequences. The study highlights the fact
that E. granulosus sensu stricto, E. ortleppi, and E. canadensis (G7) were infecting cattle in RS, emphasizing
the adaptation of different species of Echinococcus to this intermediate host.

© 2016 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

In South America, cystic echinococcosis (CE) has been reported
in Argentina, Brazil, Chile, Peru, and Uruguay (Cucher et al., 2015).
In Southern Brazil, the Echinococcus spp. that exhibit high economic
and health impact include Echinococcus ortleppi (G5), Echinococcus
granulosus sensu stricto (G1 and G3) (de la Rue et al,, 2011), and
Echinococcus canadensis (G7) (Monteiro et al., 2014), Up until now,
the genotypes G6, G8, and G10 of E. canadensis were not reported
in Brazil.

E. granulosus sensu stricto (G1/G2/G3) the principal intermedi-
ate hosts are sheep, although other herbivorous wildlife species
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versidade Federal de Santa Maria, Departamento de Microbiologia e Parasitologia,
Prédio 20-Sala 4226, CEP 97105-970 Santa Maria, RS, Brazil.
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around the world have also been known act as intermediate hosts
(Romig et al., 2015). In Brazil, the G1 genotype has been responsible
for infection of cattle (Balbinotti et al., 2012), sheep (de la Rue et al.,
2006), pigs (Monteiro et al., 2014), and dogs (de la Rue et al., 2011).
However, human infections have been caused by G1, G3, and G5
genotypes (de la Rue et al., 2011).

The life cycle of E. ortleppi involves primarily cattle (inter-
mediate host) and dogs (definitive host), but it has also been
reported in other animals such as buffaloes, goats, sheep, and pigs
(McManus and Thompson, 2003; Casulli et al., 2008; Dinkel et al.,
2004). E. ortleppi has distinguishing morphological differences in
the adult form, and its maturation is faster when compared to other
Echinococcus spp.

Rio Grande do Sul State (RS) is considered an important area
of occurrence of echinococcosis in farm animals, especially cat-
tle, sheep, and pigs (Balbinotti et al., 2012; de la Rue et al., 2006;
Monteiro et al., 2014). However, data for the different species
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and/or genotypes are still scarce. Furthermore, the identification
of prevalent species has an important epidemiological role in
echinococcosis. Therefore, the aim of this study was to identify and
characterize the fertile hydatid cysts from bovine viscera in order
to verify different species and/or genotypes present in Southern
Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Biological samples

Bovine viscera cysts, with different sizes and shapes, each
cyst was considered as an individual and were collected from
a slaughterhouse under official veterinarian inspection service
of the Agricultural Ministry (Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento, MAPA), which receives animals from diverse
regions of RS in Southern Brazil. These cysts were classified accord-
ing to the macroscopic analysis of the parasitized organ and they
were kept in cold storage (2 °C-8°C) until the analyses.

2.2. Microscopic analysis

Each cyst was punctured with a needle (40 x 12 18G) to obtain
the liquid inside, which was observed under light microscope
(100x) in order to identify the hydatid cyst fertility which were
characterized by the presence of protoscoleces.

2.3. Molecular analysis

Total DNA was extracted from the protoscoleces suspension
inside the hydatid cyst, using the method described by Petrigh and
Fugassa (2013). Different species of Echinococcus were character-
ized using different pairs of primers. Polymerase chain reaction
(PCR) was performed as recommended by Dinkel et al. (2004) with
modifications. In order to detect E. granulosus sensu stricto (G1),
the forward and reverse primers used were Egss1.for/Egssl.rev
(254 bp). For the G5/G6/G7 genotypes, Egcs1.for/Eges1.rev (254 bp)
were used. The total DNA samples from positive G5/G6/G7-PCR
amplifications were subjected to another round of PCR in order to
identify E. ortleppi by using the primer pair Eg.cattle.for/Egcs1.rev
(171bp), as described by Dinkel et al. (2004). In all PCR assays,
we used positive and negative controls, which were previously
characterized for each genotype by DNA sequencing. Some PCR
samples were selected and submitted to DNA sequencing using
a pair of primers to amplify a fragment of cytochrome ¢ oxidase
subunit I (cox I) gene. The forward and reverse primers used were
coxl.For[coxl.Rev (366 bp) according to Bowles et al. (1992). The
DNA sequences were compared to those in the GenBank database.

2.4. Phylogenetic analysis

The isolates of Echinococcus identified by DNA sequencing of cox!
were used to perform the phylogenetic analysis. The comparative
DNA sequences analyses were performed using the BLAST program
(Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
and the software package Gap4 program Staden (Staden, 1996).
Other sequences used for comparison with the samples studied
were obtained from the GenBank database (http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/GenBank), including the following accesses: M84661 (G1);
M84662 (G2), M84667 (G7), M84665 (G5) Bowles et al. (1992);
KC878433, KC878432, KC878431 (G7) KC853748 and KC660075
(G1) Monteiro et al. (2014). A sample of Taenia solium (AB243755,
Sato et al., 2006) was used as an outgroup. The DNA sequences
obtained in this study were deposited in GenBank, with the follow-
ing accession numbers: KT327180(G5), KT382536 (G5), KT337323
(G5), KT382537 (G5), KT382535 (G5), KT382538 (G5), KT382539

KT327180 (BrazilCatle)
KT362537 (Brazil/Cattie)
KT382536 (BrazilCattle)
MB4665 (Bowes et al. 1992165) |_ £q
KT337323 (Brazil/Cattle)
KT382539 (brazil/Cattle)
KT362535 (BrazilCattle)
KT382538 (BrazilCaltle)
M84667 (Bowles el al. 1992)(G7)
KCB78433 (Monteiro et al. 2014)-(G7)
5] KC878432 (Monteio e al. 2014)(G7) E2
KC878431 (Monteiro et al. 2014)(G7)
KT881547 (BrazilCattie)
M84662 (Bowles et al. 1692)(52)
M84661 (Bowles el al. 1992)(G1)

9% KT438848 (Brazil/Cattle)

75| |Te82540 (BrazivCattie)
KC860075 (Monteiro et al, 2014)(G1) [~ E3
66| KC853748 (Monteiro et al. 2014)-(G1)
KT438850 (BrazilCattle)
KT438849 (Brazil/Catic)
AB243755 (Salo et al. 2006)

e
002

Fig. 1. Neighbor Joining (NJ) tree based on cytochrome ¢ oxidase 1 gene (coxI),
for Echinococcus spp. isolates; g ypes. Phyl ic lyses were conducted in
MEGAS program. The percentage of replicate trees in which the associated taxa
clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown.

Table 1
Echinococcus species in bovine fertile hydatid cysts detected in Rio Grande do Sul
State, Southern Brazil.

Species identified by molecular analyses Parasitized viscera

Lungs Liver
E. ortleppi (G5) (n=250) 247 3
E. granulosus sensu stricto (G1/G2/G3) (n=40) 36 4
E. canadensis (G7) (n=1) 1 -
Total 284 07

n=total of the samples.

(G5), KT438848 (G1), KT438849 (G1), KT382540 (G1), KT438850
(G1), and KT881547 (G7). The phylogenetic tree was constructed
by neighbor-joining (N]) analysis, where the data alignments were
performed using the Clustal W algorithm in the MEGA 5 software
(Tamura and Nei, 1993). The number of bootstrap replicates was
1000.

3. Results

From October 2012 to October 2014, 2396 cysts from bovine
viscera were analyzed. Protoscoleces were detected in 291 samples,
which were classified as fertile hydatid cysts; by molecular analysis,
86.2% (251/291) were identified and characterized as genotypes
G5/G6/G7 and 13.7% (40/291) E. granulosus sensu stricto. Isolates
classified as G5/G6/G7 group were subjected to another round of
PCR, which identified 85.9% (250/291) as E. ortleppi (G5). Only one
(1/291) sample (0.3%) was not amplified by G5-PCR. This sample
was submitted to DNA sequencing using the coxI gene, and it was
identified as E. canadensis (G7). Phylogenetic analysis based on the
coxI gene showed distinct groups, where samples of genotype G5,
G7, and G1-G3 formed group E1, E2, and E3 respectively (Fig. 1).

The results of the macroscopic and molecular analyses of the fer-
tile hydatid cysts from bovine viscera collected in RS are presented
in Table 1.
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4. Discussion

The molecular assay employed in this study was an important
tool for the identification of E. ortleppi, E. granulosus sensu stricto,
and E. canadensis (G7) in the fertile hydatid cysts analyzed. How-
ever, the PCR based on 12S gene was not able to distinguish G6
genotype of G7 (Dinkel et al., 2004). Therefore, we sent all incon-
clusive samples for DNA sequencing using the coxI gene to identify
the species involved in the infection of these bovine with fertile
hydatid cysts.

Addy et al. (2012) indicated that the most prevalent cases of EC
in Kenya were in cattle, as opposed to sheep and goats. However,
most of the samples were infertile hydatid cysts infected with E.
granulosus sensu stricto (G1). This study was different in that E.
ortleppi was identified in most analyzed fertile hydatid cyst sam-
ples, confirming the presence of this species in bovine hosts in RS.
Countries like Argentina (Kamenetzky et al., 2002), Italy (Casulli
et al., 2008), and even Brazil (Balbinotti et al,, 2012) reported E.
ortleppi to be responsible for the infection of cattle. In Brazil, this
species has been related to infection of humans and dogs (de la Rue
etal., 2011). Our study confirms that E. ortleppi infects cattle in RS.

Previous data on bovine infection in Southern Brazil identified
E. ortleppi as being responsible for this parasitic disease in 43.4%
(277/638) of fertile hydatid cysts (Balbinotti et al., 2012). In this
study, we were able to identify 85.9% (250/291) of E. ortleppi (G5)
in bovine samples. Presumably, this increase can be attributed to
better adaptation of this species to the cattle host and consequently,
its increased frequency of fertile cysts. However, more studies are
required in order to monitor this increase in cases of CE in cattle,
seeking to establish the epidemiology of the disease.

Balbinotti et al. (2012) reported the occurrence of 56.6%
(361/638) CE cases in cattle caused by E. granulosus sensu stricto in
fertile hydatid cysts. In the current study, we observed E. granulosus
sensu stricto in 13.7% (40/291) of the bovine samples in RS.

Although there are reports indicating that cattle are often
infected by infertile hydatid cysts (McManus and Thompson, 2003),
we demonstrated the development of fertile hydatid cysts of E.
granulosus sensu stricto in cattle. This finding may indicate a greater
likelihood of contamination from other hosts including humans.

Pigs are the most common intermediate host of E. canaden-
sis (G7). However, there are reports that cattle, goats, sheep, and
humans also act as intermediate hosts (Varcasia et al, 2007;
Schneider et al., 2010; Beato et al., 2013; Alvarez Rojas et al., 2014).
In Southern Brazil, the G7 genotype was previously reported in pigs
(Monteiro et al., 2014) and cattle (Badaraco et al., 2008). The cur-
rent study confirmed the presence of E. canadensis in RS, showing
its capacity to infect and adapt to different hosts.

The hydatid cysts can be found in various internal organs, partic-
ularly in the liver and lungs, in several animal hosts. In the present
study, it was observed that 98.8% (247/250) of bovine lungs were
infected by E. ortleppi and 90% (36/40) by E. granulosus sensu stricto
(Table 1). These data are in agreement with Balbinotti et al. (2012)
and Casulli et al. (2008), who reported the lungs as being the main
organ infected by Echinococcus spp. The parasite tropism for cer-
tain organs occurs due to physiological characteristics of the target
organ, providing different conditions for the development of each
Echinococcus species (Balbinotti et al., 2012).

The phylogenetic analysis, using the molecular marker coxI,
demonstrated three distinct groups, E1, E2, and E3, which corre-
sponded to E. ortleppi, E. canadensis (G7) and E. granulosus sensu
stricto, respectively (Fig. 1). In all groups, a genetic similarity was
evident among the isolates, independently of the sample origin
with regard to the intermediate host. It is possible that these species
of Echinococcus are diffusing and/or adapting to different hosts in
the studied region. In southern Brazil, E. granulosus sensu stricto
(sheep strain) was reported by Monteiro et al. (2014) in pigs, con-

firming the adaptation of this species to different intermediate
hosts.

The fact that cattle can harbor E. granulosus sensu stricto, E.
canadensis (G7) and E. ortleppi (G5) has considerable implications
for the implementation of a CE control program. Accordingly, there
are differences in the adult parasite maturation, being 33-35days
for G5 and G7 genotypes and 45days for the G1 genotype. This
causes difficulties in drug treatment in dogs, the definitive host
(Thompson and McManus, 2002). Therefore, the identification of
species/genotype is of extreme importance, because this allows
the establishment of an effective treatment for interrupting the
development of the parasite cycle.

In addition, the results presented in this research identify the
occurrence of E. granulosus sensu stricto, E. ortleppi, and E. canaden-
sis (G7) in cattle herds in RS. The epidemiology of Echinococcus
spp. infection in Southern Brazil is dynamic; therefore, continuous
monitoring of Echinococcus species and their genotypes is needed,
as well as the development of new strategies for the control and
prevention of cystic echinococcosis.
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SUMMARY

Cystic echinococcosis is a zoonotic disease of difficult diagnosis and treatment. The use of protoscolicidal agents in pro-
cedures is of utmost importance for treatment success. This study was aimed at analysing the in vitro and ex vivo activity
of Melaleuca alternifolia oil (tea tree oil — T'T'O), its nanoemulsion formulation (NE-TTO) and its major component (ter-
pinen-4-ol) against Echinococcus ortleppi protoscoleces obtained from cattle. Concentrations of 2-5, 5 and 10 mg mL~" of
TTO, 10 mg mL™" of NE-TTO and 1, 1:5 and 2 mg mL™" of terpinen-4-ol were evaluated in vitro against protoscoleces at
5, 10, 15 and 30 min. T'T'O was also injected directly into hydatid cysts (ex vivo analysis, n = 20) and the viability of pro-
toscoleces was evaluated at 5, 15 and 30 min. The results indicated protoscolicidal effect at all tested formulations and con-
centrations. Terpinen-4-ol (2 mg mL“') activity was superior when compared with the highest concentration of TTO.
NE-TTO reached a gradual protoscolicidal effect. TTO at 20 mg mL™"' showed 90% protoscolicidal action in hydatid
cysts at 5 min. The results showed that T'T'O affects the viability of E. ortleppi protoscoleces, suggesting a new protosco-
licidal option to the treatment of cystic equinococcosis.

Key words: Echinococcus ortleppi, tea tree oil, protoscolicidal, nanoemulsions.

INTRODUCTION CE treatment depends on the parasitized organ and
on the larval stage of the hydatid cyst. The most
common approaches include surgical procedure,
drug and percutaneous treatment (PAIR — puncture,
aspiration, injection and reaspiration) or only long-
term monitoring (Brunetti et al. 2010). The PAIR
method consists of an ultrasound-guided puncture
of the cyst followed by aspiration of the content and
injection of protoscolicidal agents to inactivate proto-
scoleces inside the cyst. The procedure is finished
with the reaspiration of all liquid present inside the
cyst. This protocol reduces disease recurrence, since
the leakage of viable protoscoleces in the body can
cause secondary echinococcosis (Silva et al. 2001;
Adas et al. 2009; Moazeni and Roozitalab, 2012).
The protoscolicidal agent recommended by the litera-
ture is composed of 20% ethanol or hypertonic saline
and, although efficient, may cause a strong osmotic
gradient across the cuticle membrane, causing an in-
crease in the hydatid cyst days after the procedure
(Pelaez et al. 2000; Silva et al. 2001). In the search
for more efficient protoscolicidal agents against

Cystic echinococcosis (CE) is an important zoonosis
with worldwide distribution. The disease is caused
by Echinococcus granulosus sensu lato and has a con-
siderable impact on economic and public health
(Nakao et al. 2013). The larval stage of the parasite,
the hydatid cyst, is usually found in liver and lungs
of intermediate hosts, as well as in humans (Eckert
et al. 2001). In Rio Grande do Sul state, southern
Brazil, the predominant species are: E. granulosus
sensu stricto, reported in humans, cattle, sheep, pigs
and dogs, Echinococcus canadensis (G7), reported in
cattle and pigs and Echinococcus ortleppi, reported
in cattle, humans and dogs (de la Rue et al. 2006,
2011; Balbinotti et al. 2012; Monteiro et al. 2014).
Human infections caused by E. ortleppi were
reported in several countries such as Argentina,
Mexico, Brazil, India and France (Guarnera et al.
2004; Maravilla et al. 2004; de la Rue et al. 2011;
Sharma et al. 2013; Grenouillet et al. 2014).
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Echinococcus spp. protoscoleces, studies have empha-
sized the use of medicinal plants and essential oils as
potential antiparasitic substances (Hailong et al.
2013; Pensel et al. 2014).
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Tea tree oil (T'TO) is an essential oil extracted from
the leaves of an Australian native plant known as
Melaleuca alternifolia. 'The main components of this
oil are: terpinen-4-ol (majority component), 1,8-
cineol, a-terpinene, y-terpinene, a-pinene, B-pinene,
a-terpineol, p-cymene and sesquiterpene alcohols
(Carson et al. 2006). TTO is widely used especially
due to its antibacterial (Cox et al. 2000), antifungal
(Hammer et al. 2006), anti-inflammatory (Hart
et al. 2000), antiviral (Carson et al. 2008) and antipar-
asitic properties (Walton et al. 2004; Baldissera et al.
2014). Nanotechnology has been used to improve
the efficiency of many compounds by altering their
biodistribution and thereby improving their delivery
to the action site (Schaffazick et al. 2003; Anton et al.
2008; Monalisa et al. 2013). Promising results of sel-
enium nanoparticles were previously reported by
Mahmoudvand et al. (2014) against Echinococcus
spp. protoscoleces.

Due to the need for CE alternative therapies, the
aim of this study was to analyse the in vitro and ex
2vivo scolicidal activity of TTO, its nanoemulsion
formulation (NE-T'TO) and its major compound
(terpinen-4-ol) against E. ortleppi protoscoleces in a
short period of time.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection and viability

Hydatid cysts (n = 25) were obtained from naturally
infected bovine lungs collected from a slaughter-
house in the central region of Rio Grande do Sul
state, Brazil. The hydatid cysts were aseptically
punctured with an 18-gauge hypodermic needle
and syringe. Protoscoleces viability in hydatid
liquid was evaluated using 0:1% eosin. Motile and
non-stained protoscoleces were considered viable.
Only samples with 100% viable protoscoleces were
used for the in vitro and ex vivo studies.

Molecular analysis

An aliquot of protoscoleces obtained from a hydatid
cyst was used for DNA extraction, according to the
protocol established by Petrigh and Fugassa
(2013). Polymerase chain reaction (PCR) was per-
formed using the cytochrome ¢ oxidase subunit I
(COX I) gene following the protocol described by
Bowles et al. (1992). PCR products were submitted
to DNA sequencing, and the sequences obtained
were compared with those in the GenBank database.
The analyses were performed using the BLAST
program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

TTO and terpinen-4-ol dilution

T'TO was obtained from Laszlo Aromatherapy (Belo
Horizonte, Brazil) and terpinen-4-ol was obtained

2

from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brazil). TTO and
terpinen-4-ol were diluted in sterile water until the
concentrations of 2-5, 5, 10 and 20 mg mL™" and 1,
1-5, 2 and 2'5 mg mL ™!, respectively.

NE-TTO preparation

NE-TTO was prepared (n = 3) according the condi-
tions described by Flores et al. (2011). An organic
phase comprising T'TO (0-5 g), sorbitan monostea-
rate (0-383 g) and acetone (25 mL) was added to an
aqueous solution (50 mL) containing polysorbate 80
(0-383 g) and kept under moderate magnetic stir-
ring for 10 min. The formulation was concentrated
and the organic solvent was removed on a rotary
evaporator (Fisatom, Sdo Paulo, Brazil) at 60 rpm
and at a temperature of 30-35°C. The final
volume of the formulations was of 50 mL to give
an oil concentration of 10 mg mL™'. Particles sizes
and polydispersity indices (n=3) were measured
by photon correlation spectroscopy after appropri-
ate dilution of an aliquot of the samples in
purified water (Zetasizer® Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Zeta potential values were
measured using the same instrument at 25 °C after
dilution of the samples in 10 mm NaCl. NE-TTO
pH values were measured directly on the sample
using a calibrated potentiometer (Mettler, Sao
Paulo, Brazil), kept at room temperature. In order
to compare the oil effectiveness, formulations
without essential oil were also prepared (data not
shown).

TTO characterization

Oil composition and yield were analysed by gas
chromatography-mass spectrometry in a 7890N
GC system coupled to a 5977A mass-selective de-
tector (Agilent Technologies, USA). The separ-
ation was achieved on a DB-5MS 30 m X 0-25
mm X 0:25 um capillary column and the injector
temperature was set to 250°C. The injection
volume was 1 uL. and helium of 99:999% purity at
a flow rate of 1:3mL min~' was used as the
carrier gas. The column oven temperature was pro-
grammed as follows: 50 °C held for 0-5 min, then
programmed at 6:5°Cmin~' to 200°C and
further increased at 50 °C min™' to 280 °C, which
was held for 483 min. The transfer line tempera-
ture was 290 °C. The mass spectrometer was oper-
ated in electron impact ionization mode operating
at 70 eV. The quadrupole temperature was set to
150 °C. The source of the mass instrument was
operated at 300 °C. Identification of components
was performed comparing with the mass spectra
library search (NIST and Wiley). The relative
amounts of individual components were calculated
based on the resultant peak areas.
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In vitro analysis

Protoscoleces used for in witro analysis were pre-
washed with PBS (phosphate buffered saline) and
stored at 4 °C. For each analysis, 500 xL of the solu-
tion to be tested (T'TO, NE-TTO or terpinen-4-ol)
were added to test tubes containing 5 uL of sediment
rich in protoscoleces (~800 larvae). Tubes were incu-
bated at 5, 10, 15 and 30 min at room temperature.
Subsequently, the excess of liquid was removed and
added to 500 L of 0-1% eosin for 15 min. All viable
and non-viable protoscoleces present in the tube
were counted in an optical microscope. The tests
were performed in triplicate. Water for injection
(500 pLL) was used as positive control to viability.

Ex vivo analysis

Fertile hydatid cysts (z = 20) in lungs obtained from
naturally infected cattle were used for ex vivo ana-
lysis. Initially, 80% of the hydatid liquid was aspi-
rated to confirm protoscoleces viability using 0-1%
eosin and to perform the molecular identification
of the species. This initial analysis was used as a posi-
tive control sample. Ten hydatid cysts were used for
each concentration of TTO (10 and 20 mg mL_l).
TTO was injected to fill the complete interior of
the cyst. An aliquot was removed from the liquid
with protoscoleces inside the cyst at 5, 15 and 30
min and 0-1% eosin was added to the precipitate.
After 15 min, viable and non-viable protoscoleces
were counted at the microscope. Each new puncture
of the liquid inside the cyst was stirred for a greater
uniformity of action of the product being tested.

Statistical analysis

Data were plotted using Kaplan—Meier analysis and
differences in protoscoleces viability were analysed
by the log-rank test using GraphPad software
(version 6.1., La Jolla, CA). Each experiment was
performed in triplicate. A P value of <0-05 was con-
sidered statistically significant.

RESULTS
Molecular analysis

PCR analysis of all samples obtained in this study
amplified a fragment of approximately 366 bp, corre-
sponding to the mitochondrial gene COX I. DNA
sequences generated were compared with sequences
in GenBank, showing high similarity to E. ortleppi.

TTO characterization

The characterization of T'T'O identified four major
compounds, in decreasing order: terpinen-4-ol
(35-4%), a-terpinene (11%), y-terpinene (20-4%)
and 1,8-cineole (3:4%).

100
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Fig. 1. Per cent viability of Echinococcus ortleppi
protoscoleces exposed in vitro to different concentrations
of tea tree oil (T'T'O) and to a nanoemulsion formulation of
TTO (NE-TTO). The log-rank test was used to compare
curves with the control (water). Data are expressed as
mean T s.D. (n=3).

NE-TTO

NE-TTO at 10 mg mL~! showed 267 nm of diam-
eter and polydispersity index lower than 0-25, indi-
cating adequate homogeneity of these systems. The
formulations showed an acid pH (4:86) and ¢ (zeta)
potential of —11-5+0-78 mV.

In vitro analysis

In witro results indicated protoscolicidal effect in all
formulations and concentrations tested in this
study. NE-TTO at 10 mgmL™" obtained its
maximum action at 30 min, with 62:4% of mortality
of protoscoleces (Fig. 1), whereas T'T'O obtained its
best action at the concentration of 10 mg mL ™" at 10
min. A superior effect was observed for terpinen-4-
ol, which showed 100% protoscolicidal effect at the
concentration of 2 mg mL™" at 5min (Fig. 2). A
great deposition of eosin was observed in the outer
cuticular membrane of non-viable protoscoleces
after contact with TTO at the concentrations
tested (Supplementary Fig. 1, available from
http://journals.cambridge.org/PAR).

Ex vivo analysis

Ex vivo analysis evaluated the protoscolicidal action
of TTO at the concentrations of 10 and 20 mg mL ™
against E. ortleppi protoscoleces directly in the
hydatid cyst. The concentration of 10 mg mL™",
even though effective in vitro, did not demonstrate
the same action in the ex vivo analysis, requiring a
longer time to ensure a strong protoscolicidal
effect. Notwithstanding, at 20 mg mL ™" and expos-
ure time of 5 min, approximately 90% of protosco-
leces were non-viable within the cyst (Fig. 3).

DISCUSSION

Echinococcus ortleppi is the species among the genus
Echinococcus with greater predilection to infect
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Fig. 2. Per cent viability of Echinococcus ortleppi
protoscoleces exposed in vitro to different concentrations
of terpinen-4-ol (mg mg~'). The log-rank test was used to
compare curves with the control (water). Data are
expressed as mean £ s.D. (n=3).

100
90+ - Control
g 809 — TTO- 20 mg/ml
g 704
92 60
® 5 504
e
5S40 P <0.01
8 304
® 201
10+
0 » . . r

0 g 10 1'5 20 25 30
Time (min)

Fig. 3. Per cent viability of Echinococcus ortleppi

protoscoleces exposed ex vivo to T'T'O. The log-rank test

was used to compare the treated group with the control

(water). Data are expressed as mean *s.p. (n=3).

cattle (Romig et al. 2015). This information was
confirmed in our study, where we identified the
presence of this species in cattle in Rio Grande do
Sul state. Indeed, all hydatid cyst samples analysed
in this study were infected by E. ortleppi.

The use of a protoscolicidal agent is essential to in-
crease the efficiency of CE treatment, surgically or
and by the PAIR method, because it reduces the
risk of dissemination of viable protoscoleces in the
body preventing disease recurrence (Silva et al.
2001; Puryan et al. 2005). Smego and Sebanego
(2005) recommend 20-30 min of exposure to a pro-
toscolicidal agent using the PAIR method. This
time is considered too long for patients submitted
to moderately invasive procedure. In our study,
the in vitro efficacy of protoscolicidal agents was ana-
lysed in a shorter period of time, as observed in the
treatment with T'T'O at 10 mg mL~". Thus, we con-
sidered the lowest time of T'T'O treatment that was
able to kill E. ortleppi protoscoleces in order to sign-
ificantly decrease the procedure time of CE treat-
ment. Baldissera et al. (2014) reported the
antiparasitic action of TTO at 09 mg mL™" against
Trypanosoma evansi, in vitro and in vivo, successfully
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controlling the infection. Carson et al. (2006)
addressed the antibacterial mechanism of action of
TTO and terpinen-4-ol, which consists in com-
promising the integrity of the cell membrane,
leading to intracellular material leakage and loss of
microbial capacity to maintain homeostasis. In line
with this finding, we reported a high dye concentra-
tion (0-1% eosin) in the outer cuticular membrane of
protoscoleces exposed to T'T'O treatment, an indica-
tive of membrane damage. The protoscolicidal
action of the T'T'O major compound, terpinen-4-
ol, was very promising since non-viable E. ortleppi
protoscoleces were observed at the concentration of
2 mg mL™" within 5 min of exposure. Therefore, it
can be inferred that terpinen-4-ol has more
effective protoscolicidal action when compared
with T'T'O. Bakkali et al. (2008) reported that the
different pharmacological activities between essen-
tial oils and their isolated compounds may have an-
tagonizing effects among compounds, which could
alter the bioavailability of active components.
Baldissera et al. (2016) reported the antiprotozoal
action in vitro and in vivo of terpinen 4-ol, a-terpi-
nene and y-terpinene against 7'. evansi, highlighting
that a-terpinene showed greater in vitro trypanocidal
activity when compared with other compounds.
Thus, it is observed that the antiparasitic activity
of the compounds present in T'TO differs according
to the parasite evaluated.

In this study, we reproduced the PAIR method,
with some modifications, using hydatid cysts
removed from naturally infected cattle lungs. It
was observed that the procedure demanded expertise
in handling the hydatid cyst. Protoscolicidal should
fill the entire cyst cavity, seeking contact with the
protoscoleces, which sometimes are deposited in
the cyst wall. It was observed decreased activity of
TTO at the concentration of 10 mgmL™" in ex
vivo analysis. Therefore, in order to ensure the pro-
toscolicidal effect, we used a concentration of 20 mg
mL~", obtaining a quick and lasting effect in ex vivo
analysis.

NE-TTO at the concentration of 10 mg mL™! was
used to minimize volatilization of the compound and
to increase the protoscolicidal effect at the action site,
ie. in a shorter time. It was observed a constant
effect on the protoscoleces viability; thus, it is believed
that this effect can be enhanced in studies in vivo,
thereby generating an extended action within the
hydatid cyst. Flores et al. (2013) evaluated the antifun-
gal activity of polymeric nanoparticles of T'T'O against
Trichophyton rubrum isolates, reporting that the for-
mulation was effective in reducing fungal growth.
Sagave et al. (2015) studied the antimicrobial activity
of TTO against a Rhodococcus equi isolate, and
reported that the activity of the oil was enhanced
when used as nanoformulation. Nanotechnology is
an important feature of the pharmaceutical industry,
especially in the development of more efficient
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formulations that can remain for long periods at the
action site (Putheti et al. 2008). Ahmadnia et al.
(2013) used albendazole sulfoxide nanoparticles in
animals experimentally infected with CE and observed
ultrastructural changes in hydatid cysts. Gradual de-
crease in the viability of protoscoleces is expected
when using nanostructured systems because of the
slow and gradual release of active formulations.

To the authors’ knowledge, this is the first report
demonstrating the protoscolicidal effect of M. alterni-
folia against E. ortleppi protoscoleces in vitro and ex
vivo. The results showed that both the formulations
TTO and NE-TTO were active against the protosco-
leces. This activity was related to the presence of the
major compound of the oil, terpinen-4-ol, which
demonstrated strong protoscolicidal activity when
evaluated alone. The potential use of M. Alternifolia
oil and terpinen-4-ol in the treatment of CE should
be further evaluated in vivo.
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The supplementary material for this paper can be
found at https://doi.org/10.1017/S003118201600
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6. DISCUSSAO

No Brasil a notificagdo de casos de EC em humanos é extremamente precéria, visto
que a maioria das infecches causadas por Echinococcus spp. ndo sdo corretamente
diagnosticadas, e consequentemente, ndo notificadas ao Ministério da Saude. Segundo o
DATASUS, os casos de EC no RS sédo raros, sendo que de 2009 a 2011 foram relatados
apenas quatro episddios na regido de Porto Alegre. No entanto, em estudo realizado por de la
Rue et al. (2011), houveram seis casos de EC em humanos relatados na cidade de Santana do
Livramento, divisa com o Uruguai. Sendo assim, questionavel os dados disponiveis pelo
DATASUS sobre os casos da doenca.

Em animais, a notificacdo para EC é obrigatdria em todos os frigorificos sob Inspecéo
Veterinaria Federal, facilitando, a informacao aproximada do niumero de casos e qual a regido
mais acometida por Echinococcus spp. Todavia, a inspecao feita em animais infectados é
realizada apenas por analise macroscopica do cisto presente nas visceras do animal, sendo que
a infeccdo ndo é confirmada pela presenca de protoescéleces no interior do cisto. Dessa
forma, a identificac&o correta do cisto hidatico nédo fica totalmente elucidada.

A caracterizacdo da espécie de Echinococcus responsavel pela infeccdo é de extrema
importancia, pois alteracées no periodo de maturacdo do parasito adulto e desenvolvimento
preferencial do metacestodeo a um HI especifico sdo algumas caracteristicas que levam ao
desenvolvimento acelerado do ciclo de vida do parasito, alterando a escolha do tratamento
(ECKERT et al., 2001). Contudo, a espécie E. granulosus sensu stricto tem sido identificada
como a responsavel pela maioria da contaminacdo em humanos, relatada também em diversas
espécies animais, uma vez que é de féacil adaptacdo e desenvolvimento nos HI (CUCHER et
al., 2016).

Tendo em vista que 0 RS é o estado brasileiro que apresenta a grande maioria de casos
de EC, nosso primeiro estudo aborda a identificacdo de espécies de Echinococcus
responsaveis pela formacao de cistos hidaticos férteis em bovinos oriundos de frigorifico da
regido central, onde abate animais provenientes de todo o estado. Os resultados desse estudo
demonstraram que E. granulosus sensu stricto é o responsavel pela contaminagdo em 13,7%
(40/291) das amostras de cistos hidaticos analisadas. Os ovinos sdo os HI preferenciais de E.
granulosus sensu stricto, no entanto, os resultados encontrados confirmam a adaptagdo dessa
espécie em bovinos. Provavelmente a contaminacdo cruzada de diferentes especies de
Echinococcus ocorra em propriedades onde ha a criacdo de ovinos e bovinos, na presenca de

caes completando assim, seu ciclo biologico. Em estudo realizado por Balbinotti et al. (2012)
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em bovinos abatidos no RS, foram encontradas 56,6% (361/638) das amostras positivas para
E. granulosus sensu stricto. A presenca de E.granulosus sensu stricto nas propriedades rurais
¢ preocupante, visto que essa espécie é considerada a mais patogénica para seres humanos e
animais (ALVAREZ-ROJAS et al., 2014).

E. ortleppi é a principal espécie a contaminar bovinos com 85.9% (250/291) das
amostras analisadas nessa pesquisa. Nossos resultados estdo em concordancia com Balbinotti
et al. (2012), que relataram 43.4% (277/638) das amostras de cistos hidaticos férteis em
bovinos contaminados por E. ortleppi. Pode-se inferir que os bovinos continuam sendo o
principal alvo de E. ortleppi, gerando cistos hidaticos férteis nesses animais pela féacil
adaptacdo desta espécie neste HI. Dessa forma, confirmou-se a existéncia desse parasito nos
sistemas de criacdo de bovinos no RS.

Das 2396 amostras de cistos em figado e pulmdo de bovinos analisadas neste estudo,
apenas 291 amostras apresentaram protoescéleces no seu interior, sendo essas identificadas
por cistos hidaticos. Todavia, a grande maioria das amostras (2105/2396) foram
caracterizadas por cistos bolhosos e com liquido no seu interior, no entanto, ndo continham
protoescéleces que comprovassem sua fertilidade. Na inspecéo realizada pelos frigorificos em
geral, ndo ocorre a confirmacdo da fertilidade do cisto, gerando falta de dados especificos e
concretos do nimero de animais contaminados pelo Echinococcus spp.

Pulmdes e figado séo os 6rgaos preferencialmente acometidos por diferentes espécies
de Echinococcus (ECKERT et al., 2001; CUCHER et al., 2016). Segundo Balbinotti et al.
(2012), o tropismo do parasito a certos 6rgdos ocorre devido a caracteristicas fisiologicas do
orgdo alvo, proporcionando diferentes condicBes para o desenvolvimento de cada cisto
hidatico independente da espécie de Echinococcus. Dos 291 cistos hidaticos analisados nesse
estudo, 97,6% (284/291) estavam presentes em pulmdes e apenas 2,4% (7/291) em figado.
Nossos resultados confirmam a predilecdo do parasito por estes orgaos, sendo que o pulméo
foi o mais acometido, provavelmente por sua maior fragilidade, proporcionando ambiente
ideal para o desenvolvimento do metacestédeo. Segundo Negasha et al. (2013), a consisténcia
macia do tecido pulmonar em comparacdo com outros orgéaos, favorece o desenvolvimento e
fertilidade dos cistos.

E. canadensis (G7) preferencialmente acomete hospedeiro suino e sua patogenicidade
estad relacionada com a melhor adaptacdo a esse HI (NAKAO et al., 2014; ROMIG et al.,
2015). No RS essa espécie foi previamente relatada por nosso grupo de pesquisa
(MONTEIRO et al., 2014) em suinos e por Badaraco et al. (2008) em bovinos. No presente

estudo evidenciamos cisto hidatico fértil causado por E. canadensis (G7) em bovino,
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confirmando a adaptagdo dessa espécie em diferentes hospedeiros. Estes dados tornam-se
extremamente relevantes, visto que na Austria, Schneider et al. (2010) relataram 33 casos de
humanos contaminados com E. canadensis (G7), demostrando a capacidade desse gendtipo
infectar os seres humanos.

O gene mitocondrial da cox-I foi utilizado em algumas amostras de cistos hidaticos
férteis, com intuito de identificar e confirmar a espécies responsavel pela infeccdo. Em
complementacdo, utilizou-se neste estudo a analise filogenética pelo método de Neighbor-
Joining, a fim de compreender os processos evolutivos e adaptacdo de diferentes espécies
(MIYAKI et al., 2001). Nessa andlise incorporou-se isolados oriundos do RS, descritos por
Monteiro et al. (2014) em suinos e isolados desse estudo. Sequencias de DNA de diferentes
espécies de Echinococcus descritas por Bowles et al. (1992) foram utilizadas como controles
de cada espécie. Nessa metodologia, foi possivel observar a similaridade entre todos os
isolados analisados, independentemente da origem da amostra em relagdo ao hospedeiro
intermediario. E possivel que as espécies em questo estejam difundindo-se e adaptando-se a
diferentes hospedeiros na regido estudada.

As dificuldades de diagndstico associadas a disponibilidade restrita de opcdes de
tratamento levam a considerar a EC como uma doenca negligenciada (SILVA, 2010). Estudos
envolvendo métodos alternativos de tratamento utilizando diferentes escolicidas tem sido alvo
de excelentes pesquisas (YONES et al., 2011; HAILONG et al., 2013; PENSEL et al., 2014).
Em nosso segundo estudo buscou-se nova alternativa terapéutica para essa parasitose, a fim
de diminuir os riscos eminentes de uma equinococose secundaria e consequentemente buscar
melhores indices de cura para esta preocupante zoonose.

O presente estudo é pioneiro na andlise da acdo do 6leo de M. alternifolia frente aos
protoescéleces de E. ortleppi, tanto in vitro, quanto ex vivo. No segundo artigo, buscou-se
identificar um composto extraido de planta medicinal que fosse eficiente contra diversos
patdgenos e pudesse ser usado como protoescolicida. O 6leo essencial de M. alternifolia
(TTO) é amplamente utilizado, sendo descrito na literatura por diferentes autores por suas
propriedades antifingicas, antibacterianas, antivirais e antiparasitaria (COX et al., 2000;
CARSON et al., 2008; FLORES et al., 2013; BALDISSERA et al., 2014; SAGAVE, 2014).

A utilizacdo de um protoescolicida, tanto no procedimento cirdrgico, quanto no
método PAIR é recomendado por diferentes autores, a fim de inviabilizar totalmente os
protoescéleces no interior do cisto hidatico, uma vez que, o risco de disseminacdo de
protoescéleces pelo organismo pode causar recidivas da doenga anos ap6s o procedimento
(SILVA et al., 2001; SMEGO & SEBANEGO, 2005; PARK et al., 2009).
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A acdo antiprotozoéario do 6leo de M. alternifolia foi relatada por diferentes autores
frente a Leishmania major, Trypanosoma brucei, Trichomonas vaginalis (CARSON et al.,
2006) e Trypanosoma evansi, em analise in vitro e in vivo onde observou-se o controle
efetivo da infecgdo (BALDISSERA et al., 2014). Em nosso estudo, observamos atividade
protoescolicida do TTO em todas as concentracGes testadas (2,5, 5 e 10mg/ml). Sendo que a
concentracdo de 10mg/ml obteve-se a melhor agcdo no menor periodo de tempo (5 min.).

O componente majoritario (terpinen 4-ol) do 6leo de M. alternifolia foi testado frente
aos protoescoleces de E. ortleppi, podendo-se observar 100% da mortalidade dos
protoescoleces em um curto periodo de tempo (2 mg/ml em 5 min). O Terpinen 4-ol (2mg/ml)
obteve uma melhor acdo quando comparado com a maior concentracao testada do 6leo puro
(TTO 10mg/ml). Carson et al. (2006) abordaram em seu estudo o mecanismo de agédo
antibacteriano de TTO e terpinen 4-ol que consiste no comprometimento da integridade da
membrana celular, com extravasamento de material intracelular, incapacitando células
microbianas de manter a homeostase. Em nosso estudo, observou-se uma maior concentracao
de corante (eosina 0,1%) na membrana cuticular exterior do protoescdleces ap0s contato
direto com as diferentes concentracfes de 6leo de M. alternifolia. Desta forma, é possivel
inferir que ocorreu a lise dos protoescoleces através do comprometimento da integridade da
membrana, da mesma maneira como descrito por Carson et al. (2006).

Adicionalmente, nesse estudo, pela primeira vez foi investigado o desempenho de
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de TTO frente aos protoescoleces de Echinococcus
ortleppi. Outros autores relataram o sucesso do uso de nanoformulagdes de M. alternifolia
frente a diferentes micro-organismos como o relatado por Flores et al. (2013), onde os autores
avaliaram a atividade antifungica de nanoparticulas poliméricas de 6leo de M. alternifolia
frente a isolados de Trichophyton rubrum, verificando a eficiéncia das nanocapsulas na
reducdo do crescimento do fungo. Valente et al. (2016) confirmaram a acdo antifungica do
6leo livre e formulacdo em nanoemulsdo do 6leo de TTO in vitro frente a isolados brasileiros
de Pythium insidiosum.

A formulacdo de nanoemulsdo do 6leo de M. alternifolia empregada neste estudo foi
desenvolvida no intuito de minimizar a volatilizagdo do 0leo essencial e de dispor o 6leo por
um tempo prolongado no local de ag&o, resultando em uma maior eficacia terapéutica, devido
principalmente a liberacdo progressiva e controlada do ativo (FLORES et al., 2011,
HARPREET et al., 2011; SOUZA, 2014). Obteve-se nestas analises o resultado esperado in
vitro, visto que logo nos primeiros cinco minutos de contato da nanoemulsdo com os

protoescdleces houve um efeito protoescolicida. Este resultado pode ser explicado por uma
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maior interagdo entre a nanoemulsdo e a membrana dos protoescéleces, facilitando a
penetracdo do 0Oleo pelo seu reduzido tamanho.

A analise ex vivo desenvolvida neste estudo teve por finalidade avaliar a acdo
protoescolicida de TTO diretamente no cisto hidatico, simulando a utilizagdo no método
PAIR onde testou-se o 6leo nas concentracdes 10 e 20mg/ml. Ao contréario a analise in vitro, a
concentracdo de 10mg/ml ndo apresentou o resultado esperado, pois a presente pesquisa
buscou obter 0 menor tempo de acdo possivel que inviabilizasse totalmente os protoescoleces.
No entanto, 20mg/ml de TTO mostrou-se ativo, ocorrendo & inviabilidade total dos
protoescéleces de E. ortleppi em 15 minutos. Dessa forma, foi possivel observar que na
analise in vitro temos o minimo de interferentes, sendo que a acdo do Gleo torna-se mais
rapida que na analise ex vivo, onde analisou-se diretamente no cisto hidatico. Portanto, pode-
se certificar que o TTO tem efeitos protoescolicida tanto in vitro quanto ex vivo.

Diante da extrema importancia da EC no sul do Brasil e apesar de casos em humanos
ndo serem notificados, acredita-se que a cada dia E. granulosus sensu lato possa estar
desenvolvendo-se silenciosamente e contaminando humanos e animais no estado do RS. A
constatacdo de que bovinos podem abrigar E. granulosus stricto sensu (G1), E. ortleppi e E.
canadensis (G7) tem considerdveis implicacdes para a implementacdo de um programa de
controle da EC, devido principalmente ao periodo de maturacao dos parasitos, dificultando o
tratamento medicamentoso regular dos cdes (THOMPSON & MCMANUS 2002;
MCMANUS & THOMPSON 2003). O expressivo nimero de casos de E. ortleppi encontrado
em bovinos confirma a patogenicidade desta espécie neste HI e alerta para a presenca
constante nas propriedades rurais, visto que ha relatos de E. ortleppi em humanos no RS (de
la RUE et al., 2011).

Estudos futuros incluindo amostras oriundas de diferentes HI serdo (teis no
esclarecimento da evolucdo da EC no RS. Ao mesmo tempo, auxiliardo na compreensao de
estratégias evolutivas de cada gendtipo, as quais o tornam capazes de invadir e adaptar-se a
diferentes hospedeiros, disseminando-se pelo sul do Brasil. Uma monitorizagdo constante e
uma rigorosa identificacdo de cistos hidaticos, poderiam evitar resultados ndo fidedignos, e
auxiliariam na profilaxia da EC, ainda pouco difundida no estado do RS.

Nosso estudo sugere a utilizagdo do 6leo de M. alternifolia como um protoescolicida
eficaz in vitro e ex vivo. Provavelmente o responsavel pela acdo do TTO é seu componente
majoritario (terpinen 4-ol) que demostrou ter uma potente atividade protoescolicida. No uso

das nanoemulsdes do 6leo de TTO pode-se observar um efeito constante na inviabilidade dos
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protoescoéleces, dessa forma, acredita-se que em futuros estudos in vivo este efeito possa ser

potencializado, gerando assim uma acdo prolongada dentro do cisto hidatico.
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7. CONCLUSOES

E. ortleppi, E. granulosus sensu stricto e E. canadensis (G7) s@o as principais espéecies
de Echinococcus que ocorrem em bovinos no RS.

Pulmé&o e figado foram os 6rgaos acometidos por cistos hidaticos em todas as amostras
de bovinos analisadas neste estudo, sendo que o pulméo destacou-se por abrigar o
maior nimero de metacestodeos.

O oleo essencial de M. alternifolia mostrou-se efetivo na inviabilizacdo dos
protoescoleces de E. ortleppi in vitro nas concentracdes testadas de 2,5, 5 e 10mg/ml.
Terpinem 4-ol demonstrou ser um potente protoescolicida nas diferentes
concentracgdes testadas, visto que em 2mg/ml inviabilizou 100% dos protoescéleces.

A nanoemulséo do 6leo de M. alternifolia (10mg/ml) na analise in vitro obteve um
efeito protoescolicida gradual, inviabilizando mais de 50% dos protoescoleces de E.
ortleppi.

Na analise ex vivo, o 6leo de M. alternifolia (20mg/ml) demostrou ter um efeito

protoescolicida ideal, inviabilizando totalmente os protoescéleces de E. ortleppi.
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