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RESUMO 

 
CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE Echinococcus spp. EM BOVINOS NO RIO 

GRANDE DO SUL E AVALIAÇÃO in vitro E ex vivo DO ÓLEO DE Melaleuca 

alternifolia FRENTE AOS PROTOESCÓLECES DE Echinococcus ortleppi 

 

 
 AUTORA: Danieli Urach Monteiro  

ORIENTADOR: Mário Luiz de la Rue 

 
A equinococose cística (EC) é uma infecção zoonótica causada por parasito do gênero 

Echinococcus. O estágio larvário (cisto hidático) do parasito causa sérios problemas de saúde 

pública, além de acometer várias espécies de animais, ocasionando prejuízos econômicos à 

indústria de carnes. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi identificar amostras de cistos 

hidáticos férteis em bovinos e caracterizá-las molecularmente, além de analisar in vitro e ex 

vivo a atividade anti-helmíntica do óleo de Melaleuca alternifolia (TTO), bem como sua 

formulação em nanoemulsão (NE-TTO) e seu componente majoritário (terpinen 4-ol) frente 

aos protoescóleces de Echinococcus spp. Foram analisadas 2396 amostras de cistos oriundos 

de bovinos abatidos em frigorífico da região central do RS, onde 295 amostras foram 

classificadas como cistos hidáticos pela presença de protoescóleces. Nas reações de PCR para 

o gene 12S, pode-se identificar 251 amostras positivas para o grupamento de genótipos 

G5/G6/G7 (E. ortleppi/ E. canadensis) e 40 amostras para o genótipo 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 região cox I, foi sequenciada e comparada com 

amostras depositadas no Genbank. A análise filogenética identificou três grupos distintos E1, 

E2 e E3, onde agruparam-se sequências com maior similaridade. O órgão mais acometido 

pela parasitose em bovinos foi o pulmão. Após a confirmação da fertilidade do cisto, os 

protoescóleces foram retirados e avaliados quanto à viabilidade utilizando eosina 0.1%.  Para 

o teste in vitro, concentrações de 2.5, 5 e 10mg/ml de TTO, 10mg/ml de NE-TTO e 1, 1.5 e 

2mg/ml de Terpinen 4-ol foram analisadas frente aos protoescóleces 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 hidáticos de E. ortleppi (n=20) nos 

tempos de 5, 15 e 30 minutos, para cada tempo foi retirada uma alíquota de protoescóleces 

para detecção da viabilidade e realização do PCR para confirmação da espécie envolvida na 

parasitose. Os resultados deste estudo in vitro indicaram efeito protoescolicida de M. 

alternifolia em todas as formulações e concentrações testadas. O Terpinen 4-ol (2mg/ml) 

obteve uma melhor ação quando comparado com a maior concentração testada do óleo puro 

(TTO 10mg/ml). As formulações em nanoemulsão (10mg/ml) demonstraram atividade frente 

aos protoescóleces. Na análise ex vivo, TTO (20mg/ml) apresentou 100% de ação 

protoescolicida no cisto hidático em 15 minutos. O presente estudo torna-se pioneiro no Brasil 

a identificar o potente efeito protoescolicida de M. alternifolia frente aos protoescóleces de E. 

ortleppi, sendo essa espécie do gênero Echinococcus a responsável pela maior parte dos cistos 

hidáticos férteis analisados em bovinos no RS. 

 
Palavras-chave: Equinococose. Echinococcus spp. E. ortleppi. Nanoemulsão. 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. Mário 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 I 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. APRESENTAÇÃO 

 

 

As seções Materiais e Métodos, Resultados e Discussão desta tese encontram-se nos 

ARTIGOS CIENTÍFICOS I e II e representam a íntegra deste estudo. Os itens 

DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontrados no final, apresentam interpretações e 

comentários gerais sobre os artigos científicos contidos neste trabalho. As REFERÊNCIAS 

BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO, REVISÃO DE LITERATURA e DISCUSSÃO da tese, uma vez que as 

referências utilizadas para a elaboração dos manuscritos estão mencionadas nos respectivos 

artigos. 
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2. INTRODUÇÃO 
 

 

A equinococose ou hidatidose é uma zoonose parasitária crônica que afeta os seres 

humanos, bem como os mamíferos domésticos e selvagens. Esta enfermidade tem distribuição 

cosmopolita, com incidência constante em países da América Latina (NAKAO et al., 2013; 

CUCHER et al., 2016).   

Estudos têm sido realizados, visando um melhor entendimento da taxonomia de 

Echinococcus spp., com auxílio da biologia molecular, especialmente através de análises 

filogenéticas (GROSSO et al. 2012; ROMIG et al. 2015). Segundo revisão taxonômica 

publicada por Nakao et al. (2013) as principais espécies descritas como causadoras da 

equinococose são: 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, são as duas espécies do gênero 

Echinococcus de maior importância clínica. Todavia, E. ortleppi está em ascensão no 

contexto mundial, sendo de grande importância o conhecimento do ciclo de transmissão e 

distribuição geográfica dessa espécie, a fim de auxiliar os estudos epidemiológicos até então 

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 cística (EC) está presente principalmente no Rio Grande do 

Sul (RS), provavelmente devido às proximidades com Argentina e Uruguai, que são países 

com considerável contaminação pelo parasito (De la Rue et al., 2006). O RS possui uma 

economia rural baseada na criação extensiva de bovinos e ovinos os quais tem um intenso 

contato com cães, facilitando assim o ciclo de vida do parasito. As espécies relatadas no 

estado até o presente momento são: E. ortleppi, E. granulosus sensu stricto e E. canadensis 

(G7) responsáveis pela EC, acometendo humanos e animais, principalmente bovinos que é a 

principal espécie animal de comércio e consumo no estado (de la RUE et al., 2011; 

BALBINOTTI et al. 2012; MONTEIRO et al., 2014). 

O cisto hidático, também chamado de metacestóide, é a fase larval da doença, que é 

encontrada quando há o desenvolvimento da parasitose, tanto nos hospedeiros intermediários 

(HI), quanto no homem que é considerado hospedeiro acidental (REY, 1991; ECKERT et al., 

2001). O cisto hidático possui crescimento lento e sua sintomatologia apresenta-se 

inespecífica, dificultando o diagnóstico dessa enfermidade (MORO et al., 2009; OIE, 2011; 

BALBINOTTI et al., 2012).  
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Na busca por elucidar as relações filogenéticas de isolados de Echinococcus spp. de 

diferentes partes do mundo, as análises filogenéticas são bastante relevantes, a fim de 

verificarmos a variabilidade genética entre as espécies do gênero Echinococcus, visando 

aperfeiçoar as técnicas de diagnóstico, elucidar diferenças na patogenicidade entre os 

isolados, além de diminuir o índice de falha terapêutica com os tratamentos atualmente 

disponíveis (BOWLES et al. 1992; SORIANO et al. 2010; MONTEIRO et al. 2014). 

A escolha dos tratamentos para EC depende necessariamente do órgão parasitado e 

tamanho do cisto. O procedimento cirúrgico geralmente é o mais utilizado, todavia o método 

P.A.I.R. (punção/aspiração/introdução/reaspiração) pode ser implementado com eficiência por 

médicos qualificados (SILVA et al., 2001; ABU-ESHY, 2006; HAILONG et al., 2013). O uso 

de protoescolicidas no interior do cisto hidático antes da retirada cirúrgica do cisto, bem como 

no método PAIR é de extrema importância para o sucesso desses tratamentos, visando 

inviabilizar totalmente os protoescóleces, a fim de evitar recidivas da doença (PARK et al., 

2009). 

Novas terapias no combate a EC bem como a descoberta de novos protoescolicidas 

vêm 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 vêm crescendo nos últimos 

anos (MACHADO et al., 2010; MOAZENI et al., 2012; GRESSLER, 2014). Os óleos 

essenciais/vegetais de plantas e/ou seus componentes ativos são alvos frequentemente de 

relatos como ação antibacteriana, antifúngica, antiviral e antiparasitária (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 árvore de chá (Tea Tree), onde o óleo obtido de suas folhas é amplamente utilizado 

devido a sua potente ação frente a diversos micro-organismos, incluindo bactérias, fungos, 

vírus 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 utilização de formulações nanoestruturadas de óleos essenciais, geralmente resultam 

em uma maior eficácia terapêutica, devido principalmente à liberação progressiva e 

controlada do ativo, diminuição significativa da toxicidade, além de maior tempo de 

permanência na circulação (FLORES et al., 2011; HARPREET et al., 2011; SOUZA et al., 

2014). Neste sentido, estudos envolvendo óleo de M. alternifolia em formulações 

nanoencapsulada e em nanoemulsão apresentam uma melhor estabilidade, além de diminuição 

de odor e volatilização do mesmo (FLORES et al., 2011; SOUZA, 2014). 
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A identificação da equinococose possui grande importância para a saúde humana e 

animal, pois apresenta uma evolução silenciosa possuindo capacidade de colonizar diferentes 

órgãos. Estudos que abordam tratamentos alternativos para essa parasitose, especialmente os 

que proporcionem a inviabilidade do parasito no organismo, são extremamente importantes e 

necessários.  
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3. OBJETIVOS   
 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

Identificar amostras de cistos hidáticos férteis em bovinos e caracterizá-las 

molecularmente e analisar in vitro e ex vivo a atividade do óleo de Melaleuca alternifolia (tea 

tree oil - TTO), bem como sua formulação em nanoemulsão (NE-TTO) e seu componente 

majoritário (terpinen 4-ol) frente aos protoescóleces de Echinococcus spp. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar a caracterização molecular das espécies de Echinococcus a partir de cistos 

hidáticos em órgãos de bovinos abatidos no RS; 

• Realizar testes de viabilidade in vitro empregando óleo essencial de Melaleuca 

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

• Avaliar in vitro a atividade da formulação em nanoemulsão do óleo de M. alternifolia 

em protoescóleces de Echinococcus spp. 

• Investigar em análise ex vivo a ação do óleo de M. alternifolia no cisto hidático, 

buscando identificar a menor concentração do óleo capaz de proporcionar a 

inviabilização dos protoescóleces no menor tempo. 
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4. REVISÃO DE LITERATURA 
 

4.1 EQUINOCOCOSE  

 

A equinococose ou hidatidose é uma zoonose parasitária crônica que afeta os seres 

humanos, bem como os mamíferos domésticos e selvagens (ECKERT et al. 2001). O agente 

etiológico é um platelminto pertencente à classe Cestoda, família Taenidae, gênero 

Echinococcus. Esta parasitose representa um grave problema de saúde humana, além de 

causar perdas econômicas significativas na produtividade animal (CARDONA & 

CARMENA, 2013; OTERO-ABAD & TORGERSON 2013). 

Associada com práticas e costumes errôneos no abate de animais, principalmente 

ovinos e bovinos, é nas propriedades rurais que ocorre a disseminação da doença. Segundo 

OMS (2013), a EC é considerada uma doença negligenciada e os custos anuais associados são 

estimados em US $ 3 bilhões, incluindo os custos de tratamento e perdas na indústria 

pecuária. 

4.1.1 Taxonomia  

 

A taxonomia do gênero Echinococcus (RUDOLPHI, 1801) vem sendo constantemente 

revista nos últimos anos. A organização da biodiversidade depende essencialmente dos 

estudos de taxonomia, sendo esta controvérsia em relação ao gênero Echinococcus (BOWLES 

et al., 1992; BOWLES & MCMANUS, 1993; KAMENETZKY et al., 2002; XIAO et al., 

2003).  

As quatro principais espécies do gênero Echinococcus primeiramente descritas foram: 

E. granulosus, causador da equinococose cística, E. multilocularis responsável por ocasionar 

a equinococose alveolar, e as espécies E. vogeli e E. oligarthra que causam equinococose 

policística (KUMARATILAKE & THOMPSON, 1982). Com a implementação de análises 

moleculares e estudos genotípicos e fenotípicos, outras espécies foram posteriormente 

relatadas, E. shiquicus (XIÃO et al., 2005) e também  E. felidis descrito primeiramente por 

Ortleppi (1937), mas reconhecido como espécie após análises 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 análises 

de reavaliação 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 

análises moleculares, conseguiu-se identificar dentro da espécie E. granulosus uma alta 

diversidade fenotípica e genotípica, sendo essas reconhecidas como um conjunto de variantes 

intraespecíficas que diferem pela sua especificidade e infecciosidade aos hospedeiros, além de 

morfologia do parasito adulto, patogenicidade para humanos entre outros aspectos. Por meio 

dessas características, a espécie passou a ser denominada de E. granulosus sensu lato 

(GROSSO et al., 2012; NAKAO et al., 2013; ROMIG et al., 2015). 

Diferentes análises moleculares e filogenéticas vêm sendo empregadas para 

determinar a variação genética de E. granulosus sensu lato, o que permitiu a discriminação de 

nove diferentes genótipos (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 

diferenças encontradas entre estes genótipos são tão importantes quanto às encontradas entre 

as espécies do gênero Echinococcus, o que levou a categorização destas em espécies válidas, 

incluindo: genótipo G1/G2/G3 oriundas de ovinos, caracterizadas em Echinococcus 

granulosus sensu stricto; o genótipo G4, conhecida como linhagem equina, chamada de 

Echinococcus equinus e o genótipo bovino G5 em Echinococcus ortleppi (THOMPSON & 

MCMANUS, 2002; NAKAO et al., 2007; NAKAO et al., 2013; ROMIG et al., 2015) 

Embora alguns dos genótipos tinham sido elevados ao status de espécies, outros foram 

considerados apenas variantes menores, cuja validade como genótipos distintos é duvidosa. 

Desta forma, os genótipos com variações mínimas foram englobados em uma mesma espécie, 

pois muitos aspectos cruciais ainda não estão bem estabelecidos (NAKAO et al., 2013). Neste 

caso, a espécie E. canadensis inclui os genótipos G6/G7/G8/G10, que encontram-se sob 

constante discussão taxonômica 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 gênero Echinococcus estão listadas na tabela 1. 

O entendimento da genética, estrutura molecular e antigênica do parasito, bem como 

as diferenças existentes entre as cepas de Echinococcus spp., pois estas características podem 

representar importantes aspectos no controle da equinococose. Desta forma, a suscetibilidade 

de humanos à infecção por algumas espécies específicas 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 distribuído, principalmente 

em áreas onde a atividade pecuária é predominante, com criação extensiva de ovinos. De 

acordo com Alvarez-Rojas et al. (2014) E. granulosus sensu stricto (G1/G2/G3) é o 

responsável por 88,4% dos casos de EC em humanos no mundo todo. Sua distribuição é 
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cosmopolita e está frequentemente associado com a contaminação de hospedeiros 

intermediários ovinos. No entanto, há relatos dessa espécie em suínos, 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, suínos e humanos 

(de la RUE et al., 2006; de la RUE et al., 2011; MONTEIRO et al., 2014). 

 

 Tabela 1. Listas das espécies que fazem parte do gênero 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 já foi 

relatado em outros animais, como: búfalos, caprinos, ovinos e suínos (MCMANUS & 

THOMPSON, 2003; DINKEL et al 2004; de la RUE et al., 2006; CASULLI et al., 2008). 

Essa espécie apresenta diferenças morfológicas na forma adulta e sua maturação é mais rápida 

quando comparado a outras espécies do gênero. Além disto, sua fase larval tem uma maior 

predileção para os pulmões, onde pode desenvolver vários cistos hidáticos concomitantemente 

(THOMPSON & MCMANUS, 2002). Há relatos de acometimento em humanos pelo E. 

ortleppi na Argentina, México, Brasil, Índia e França (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 suínos são os hospedeiros intermediários mais comuns de E. canadensis (G7). No 

entanto, essa espécie pode adaptar-se a diferentes hospedeiros, com relatos de contaminação 
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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 genótipo G7 foi relatado em suínos (MONTEIRO et al., 2014) e bovinos 

(BADARACO et al., 2008).  

A equinococose policística foi relatada na região norte do país, 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 Análise Filogenética do gênero Echinococcus  

 

A análise molecular abrange estudos da estrutura e função do material genético, 

especialmente envolvendo a identificação e a caracterização molecular de micro-organismos. 

Dentre os diferentes métodos de biologia molecular, a técnica de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) vem sendo empregada para a identificação correta do Echinococcus spp., tanto na 

sua fase adulta, como na fase larvária. (THOMPSON et al., 2006; SORIANO et al., 2010; de 

la RUE et al., 2011; SHAHNAZI et al., 2011). 

O gene mitocondrial da Citocromo C Oxidase Subunidade I (cox-I) é largamente 

utilizado em análises moleculares, com intuito de identificar as variantes existentes nas 

espécies e cepas dentro do gênero Echinococcus (BOWLES et al., 1992). A análise do DNA 

mitocondrial (mtDNA) é vantajosa, pois a mitocôndria apresenta um sistema de reparo do 

DNA com mutações frequentes, refletindo com precisão a via evolutiva das estirpes 

envolvidas (AMORIM, 2002; KAMENETZKY et al., 2002). As investigações com DNA 

nuclear têm envolvido regiões que codificam para rRNA, como o espaçador transcrito interno 

1 (ITS1) (BOWLES & MCMANUS, 1993), além de gene nicotinamida desidrogenase 

subunidade 1 (nad1) (BOWLES & MCMANUS, 1993) e regiões dentro do gene 12S rRNA 

(DINKEL et al., 2004). 

A relação evolutiva entre as espécies, populações ou genes é conhecida por filogenia. 

Essa nos ajuda a entender sobre a evolução de determinadas características de um organismo. 

A filogenia é descrita, geralmente, com ajuda de uma árvore filogenética, que pode ser 

fundamentada em informações de sequências de uma espécie ou subespécie. Portanto, a 

utilização desta árvore contribui para a identificação específica das mudanças únicas em 

populações, ajuda no entendimento das adaptações ao ambiente e caracteriza a evolução em 

andamento (COX et al., 2001; AMORIM, 2002).  
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Com a utilização da análise filogenética podemos compreender os processos 

evolutivos, a extinção e a adaptação de espécies e assim inferir a história da evolução, sendo 

esta uma representação de ancestralidade, compreendida a partir de características 

morfológicas, fisiológicas e moleculares, entre outras (MIYAKI et al., 2001). A análise de 

Neighbor-Joining é um método de evolução mínima, que baseia-se no cálculo das distâncias 

evolutivas para todos os indivíduos e construção de uma árvore que leva em consideração as 

relações entre todas as distâncias. Trata-se de um método rápido e apropriado para um grande 

conjunto de dados, permitindo linhagens com diferentes tamanhos de ramos e substituições 

múltiplas (SCHENEIDER, 2001). 

Poucas regiões do mundo são completamente livres de qualquer uma das várias formas 

de Echinococcus spp., mas a intensidade da transmissão difere drasticamente. Desta forma, 

buscam-se novos métodos de diagnóstico e tratamento que ajudem a minimizar a 

endemicidade da doença (ROMIG, 2003). 

 

4.2 EQUINOCOCOSE CÍSTICA 

 

4.2.1. Epidemiologia 

 

A EC apresenta uma distribuição geográfica mundial, com a presença de focos da 

doença em todos os continentes habitados. Sua alta prevalência em humanos e animais é 

encontrada em países de clima temperado, principalmente da Europa, Ásia, Austrália, 

América e no leste e norte da África (GROSSO et al., 2012). Na América do Sul, encontram-

se focos da doença especialmente na Argentina, sul do Brasil, Uruguai, Chile e regiões 

montanhosas do Peru e da Bolívia (Figura1).  

Os locais endêmicos da EC geralmente são as pequenas e médias propriedades 

produtoras de carne, incluindo especialmente, a ovina, a caprina, a bovina e a suína, 

principalmente onde a criação e o abate dos animais ocorrem na maioria das vezes de forma 

artesanal e não apresentam inspeção veterinária. Estas propriedades geralmente apresentam 

coexistência do parasito e de seus hospedeiros, levando à contaminação do meio ambiente e 

mantendo o seu ciclo biológico. Estes locais são considerados zonas de risco à sanidade dos 

animais de produção e da população humana (de la RUE, 2008; MONTEIRO et al., 2014). 
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Figura 1. Distribuição do E. granulosus sensu lato e seus genótipos na América do Sul, com 

destaque as espécies relatadas no Brasil. 

 

Fonte: Adaptado de Cucher et al. (2016) 

 

No Brasil, a equinococose cística ocorre principalmente no RS, majoritariamente nas 

regiões de fronteira com o Uruguai e a Argentina. As espécies descritas no RS são E. 

granulosus sensu stricto (G1/G2/G3), E. ortleppi (G5) e E. canadensis (G7), causando 

infecções em animais e humanos, acarretando consideráveis impactos econômicos e de saúde 

pública (HAAG et al., 2004; de la RUE et al., 2011; MONTEIRO et al., 2014).  

 

4.2.2 E. granulosus sensu lato: Morfologia e Ciclo Biológico 

 

Echinococcus spp. adulto é constituído por: escólex (cabeça), onde encontra-se um 

rostro com duas fileiras de acúleos; estróbilo (corpo), constituído por três a quatro proglotes, 

sendo a primeira jovem, a segunda madura e a terceira grávida (Figura 2) (REY, 1991; 

ECKERT et al., 2001). 

Legenda: 

G1/G2/G3- E. granulosus 

sensu stricto  

G4- E. equinus   

G5- E. ortleppi  

G6/G7/G8/G10- E. 

canadensis  
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A fase larvária de Echinococcus spp. é composta por uma estrutura cística, de formato 

bolhoso conhecida por cisto hidático ou hidátide (Figura 2), no seu interior encontra-se o 

líquido hidático que pode conter numerosos protoescóleces e restos de membrana. O cisto 

hidático é formado por três membranas: a) membrana adventícia: a mais externa; b) 

membrana laminar: constituindo uma barreira à penetração de micro-organismos; c) 

membrana germinativa: cumpre a função reprodutiva. A ausência ou presença de 

protoescóleces no interior do cisto hidático 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 mamíferos 

(Figura 3). O cestodeo adulto habita o intestino delgado de cães e outros canídeos 

considerados hospedeiros definitivos (HD), seus ovos são liberados com as fezes do HD 

infectado, contaminando assim o ambiente. Animais, tais como: ovinos, caprinos, bovinos, 

camelos, búfalos e suínos são considerados hospedeiros intermediários (HI) e contaminam-se 

através da ingestão acidental de ovos do parasito com alimentação e/ou água. O ciclo de 

transmissão é concluído quando os cães alimentam-se com vísceras contendo cistos hidáticos 

férteis, onde cada protoescóleces desenvolverá um parasito adulto no intestino do cão. 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. Representação estrutural das fases de Echinococcus spp. A. Echinococcus spp. 

adulto; B. Cisto hidático; C. Ovo do parasito.  

 

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

 

Os canídeos são considerados os HD do E. granulosus sensu lato. De modo geral, o 

quadro clínico é despercebido nesses animais, porém, quando há a infecção maciça pelo 

parasito adulto pode haver o desencadeamento de diarreia catarral hemorrágica. Uma vez 

contaminado, o cão pode apresentar ovos do parasito pelo corpo todo, incluindo a região 

perianal, pelos e focinho (TORGERSON & HEATH, 2003; FORTES, 2004). 

Os principais HI do E. granulosus sensu lato são ovinos, bovinos, caprino, suínos, 

búfalos e equinos.  Na América do Sul, os HI geralmente acometidos estão relacionados com 

a prevalência das espécies, pois preferencialmente os genótipos G1/G2/G3 acometem mais 

ovinos, G4 - equinos, G5 - bovinos, G6 - alpacas, G7 - suínos (CUCHER et al., 2016). 

 

Figura 3. Ciclo biológico do E. granulosus sensu lato. A- Hospedeiro definitivo; B- 

Hospedeiro intermediário; C- Parasito adulto; D- Ovo do Echinococcus; E- Fase larvária 

(cisto hidático). 

 

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

No Brasil, há relatos de contaminação em ovinos, bovinos e suínos. De acordo com o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), os dados referentes ao estado 

do RS no período de 2013 a 2015 foram: 2.123.512 bovinos abatidos, destes 182.778 casos de 

EC notificados pela Inspeção Federal Veterinária, o que representa 8,6% dos animais abatidos 

A 

B 

C 

D 

E 
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suspeitos de estarem contaminados por Echinococcus spp. Em relação aos ovinos, no mesmo 

período, dos 232.890 animais abatidos, 12.091 estavam contaminados com cistos hidáticos, 

representando 5,2% dos abates (BRASIL, 2016). Não há dados publicados a cerca dos 

prejuízos econômicos com o descarte de vísceras contendo cistos hidáticos em frigoríficos, no 

entanto, sabe-se que a notificação ao proprietário do animal é realizada e este deve arcar com 

as despesas econômicas quando há o comprometimento das vísceras dos animais 

(comunicação pessoal- Abatedouro região central do RS). 

 

4.2.4. Hospedeiros acidentais (HA) – Humanos 

 

Os humanos são considerados hospedeiros acidentais causados pela fase larval do 

metacestódeo. Ao ingerir os ovos do parasito juntamente com a alimentação ou através do 

contato direto com cães contaminados com Echinococcus spp., há o desenvolvimento do cisto 

hidático (ECKERT et al., 2001). As manifestações da doença dependem muito do órgão 

parasitado e do tamanho do cisto, sendo que geralmente são assintomáticas, mesmo anos após 

a contaminação. A compressão do órgão afetado e dor abdominal são os sintomas comuns da 

EC, no entanto, não são sinais patognomônicos da doença (NEVES, 2005). O cisto hidático 

desenvolve-se principalmente em órgãos como fígado (50%) e pulmões (20%), podendo, em 

menor probabilidade, alojar-se nos rins, baço, cérebro, útero, ossos, órbita ocular e bexiga 

(ECKERT et al., 2001).  

Diferentes espécies de Echinococcus podem acometer humanos, causando a 

equinococose cística. Cucher et al. (2016) descreve em seu estudo os genótipos de 

Echinococcus que acometem humanos em todo mundo (Figura 4), onde destacam a América 

do Sul como importante área endêmica, os dados foram coletados segundo o autor de 1992 a 

2014. 

Segundo o Ministério da Saúde Brasileiro - Sistema de Informações Hospitalares do 

SUS (DATASUS/SIH/SUS), em 2014 foram registrados cinco casos de internação hospitalar 

por EC no RS. De acordo com dados do Programa Estadual de Vigilância da Hidatidose do 

RS, de janeiro de 2010 a agosto de 2014, foram registrados 30 casos entre internação, 

sorologia e notificação de equinococose. Conforme Secretaria Estadual de Saúde do RS 

(CEVS/SES/RS (2014), no período compreendido entre os anos de 1996 e 2013 foram 

registradas 52 mortes causadas pela EC. Registros epidemiológicos de 1981 a 1998, relatados 

por Mardini & Souza (1999) no RS, mostraram que o número de casos de EC humana neste 
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período chegou a 701. A escassez de dados atuais relacionados a estatística epidemiológica da 

doença é preocupante, a fim de comprovar a real prevalência da parasitose em humanos e 

animais no RS (BALBINOTTI et al., 2012). 

 

Figura 4. Distribuição mundial de E. granulosus sensu lato em humanos relacionando com o 

número de casos no período de 1992 a 2014. 

 

Fonte : Adaptado de Cucher et al. (2016) 

  

4.2.5 Diagnóstico e tratamento  

 

O diagnóstico da EC em humanos é muitas vezes presuntivo, realizado a partir de 

sinais clínicos associado com a anamnese do paciente e diagnósticos de imagem que sugerem 

a contaminação por Echinococcus spp. (FORTES, 2004; THOMPSON et al., 2006; ŠNÁBEL 

et al., 2009). A detecção de anticorpos no soro pode ser realizada para diagnóstico da EC, no 

entanto, a especificidade dos testes é limitada por reações cruzadas devido a outras infecções 

como: cestóides (Taenia saginata, Taenia solium), doenças de helmintos, neoplasias, cirrose 

hepática entre outras, podendo gerar um resultado falso positivo (BRUNETTI et al., 2010; 

MANZANO-ROMÁN et al., 2015). ABDELRAOUF et al. (2015) relataram em seu estudo 

que somente o diagnóstico sorológico não caracteriza uma infecção por cisto hidático, pois 

em seu estudo apenas 39 (72%) de 54 dos pacientes com EC apresentaram resultados 

positivos no exame sorológico (ELISA) caracterizando, portanto, um falso negativo. 
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A utilização de métodos moleculares em amostras de cistos hidáticos, para 

identificação das espécies de Echinococcus spp. envolvidas na infecção, vem sendo 

implementada no diagnóstico e pesquisa sobre a doença causada por este parasito, 

possibilitando rastrear as espécies responsáveis pela contaminação em áreas endêmicas e 

fomentar ações visando o controle e a profilaxia dessa zoonose (CRUZ-REYES et al., 2007; 

HUTTNER et al., 2008; MOKS et al., 2008; ŠNÁBEL et al., 2009; HONG et al., 2011; 

ASLAN et al., 2011; de la RUE et al., 2011).  

 Em humanos o tratamento depende basicamente do órgão comprometido pela 

parasitose, do estágio biológico larvário, bem como da quantidade de cistos hidáticos 

presentes no órgão afetado (ECKERT et al., 2001). Segundo Brunetti et al. (2010), o 

tratamento da EC deve ser baseado em diagnóstico de imagem que é essencial na escolha de 

uma das seguintes opções de tratamento: (1) medicamentoso, (2) cirúrgico, (3) percutâneo, ou 

(4) observar e esperar. 

 O tratamento medicamentoso não permite a eliminação total do cisto hidático, 

entretanto, em muitas vezes auxilia na diminuição e inativação do cisto. Todavia, este deve 

ser empregado quando o cisto não está comprometendo o funcionamento do órgão afetado, 

além de ser usado após o procedimento cirúrgico para evitar recidivas da doença (NEVES et 

al., 2005; HAILONG et al., 2013).  

 A classe de medicamentos de escolha utilizado em humanos para tratamento da EC 

são os benzimidazóis, no entanto, estes não são eficazes em grandes cistos (mais de 10 cm), 

uma vez que, seu efeito é extremamente lento em cistos com grandes volumes de líquido 

(BRUNETTI et al., 2010). O albendazol atualmente é o fármaco de escolha, sendo utilizado 

em dosagem de 10-15 mg/kg/dia. Este princípio ativo é mais eficaz em pacientes jovens e 

com cistos pequenos, com padrão 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 períodos 

de tempo (FRANCHI et al., 1999; JUNGHANSS et al., 2008; BRUNETTI et al., 2010). 

 O procedimento cirúrgico torna possível a retirada total do cisto hidático presente nos 

seres humanos, sendo esse, segundo os médicos, o melhor método de tratamento de cistos que 

apresentam complicações (cistos grandes, com múltiplas vesículas, cistos com comunicação 

biliar, quando há um comprometimento do órgão afetado, entre outros) no intuito da obtenção 

de cura da doença (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 cirúrgico, o risco de o cisto romper é grande, podendo causar choque anafilático 

devido ao extravasamento do líquido hidático, além de acarretar recidivas da doença anos 
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após a cirurgia (ECKERT et al., 2001). Previamente ao procedimento cirúrgico é indicado o 

uso de um protoescolicida, no intuito de inativar totalmente os protoescóleces. Caso ocorra o 

rompimento do cisto durante o esse procedimento, mesmo ocorrendo extravasamento dos 

protoescóleces no organismo, os mesmo não causarão dano ao paciente (BRUNETTI et al., 

2010). O tratamento medicamentoso deve ser usado, preferencialmente, um dia antes e um 

mês após a cirurgia, a fim de diminuir os riscos de EC secundária (ARIF et al., 2008; 

BRUNETTI et al., 2010). A cirurgia pode levar a cura do paciente, no entanto, não previne a 

reincidência, pois mesmo retirando o cisto hidático, pode ocorrer o extravasamento de 

protoescóleces no organismo e esses podem gerar um novo cisto hidático anos após o 

diagnóstico inicial (DZIRI et al., 2004).  

O método de tratamento P.A.I.R. (punção, aspiração, injeção e reaspiração) 

desenvolvido na década de 80 é uma técnica minimamente invasiva geralmente utilizada para 

tratamento de cistos no fígado. Consiste na punção/aspiração do cisto, guiada por ecografia, 

seguida da introdução de um escolicida, o qual permanece agindo durante alguns minutos. 

Conclui-se o processo com a reaspiração de todo o conteúdo evitando extravasamento do 

líquido hidático no organismo humano. Desta forma, o cisto diminui consideravelmente e 

com o tempo tende a calcificar-se, evitando comprometimento do órgão afetado. Este 

procedimento é contraindicado em cistos pulmonares e em cistos que tenham comunicação 

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.I.R. é de extrema 

importância. Não há consenso sobre o agente escolicida ideal, no entanto, nas suas 

propriedades devem conter a capacidade de matar os protoescóleces durante um período curto 

de tempo, além de ser atóxico para o paciente (CIFTCI et al., 2007). Desta forma, um grande 

número 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 

álcool 95% ou a salina hipertônica a no mínimo 15% e enfatizam que esses escolicidas só 

devem ser usados quando o cisto hidático não tenha comunicação com vias biliares, pois 

poderia prejudicar o funcionamento do órgão afetado causando colangite esclerosante, e até 

mesmo disfunção do órgão. 

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

onde evidenciaram maior eficácia clínica de PAIR devido as menores taxas de complicações, 
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baixa mortalidade e recorrência da doença, além de menor tempo de hospitalização. Smego e 

colaboradores também analisaram diversos protoescolicidas, destacando a salina hipertônica 

nas concentrações de 15 a 30% efetiva contra protoescóleces, já que permitiu uma maior 

visualização do cisto na tomografia computadorizada. No entanto, esta solução pode não ser 

efetiva contra cistos hidáticos filhos. 

O álcool absoluto demonstra ser mais eficiente que a salina hipertônica na destruição 

de cistos hidáticos menores presentes no interior do cisto, apresentando uma ação mais rápida 

(FILICE & BRUNETTI, 1997; SMEGO et al., 2003; SMEGO & SEBANEGO, 2005, 

BRUNETTI et al., 2010). O tempo médio de ação tanto da salina hipertônica quanto do álcool 

absoluto como soluções escolicidas é de 15 a 20 minutos (FILICE & BRUNETTI, 1997; 

PELÁEZ et al., 2000). 

Alguns cistos não necessitam de qualquer tratamento, cistos pequenos que não 

possuem complicações e não afetam o funcionamento do órgão não devem ser tratados até 

que sua natureza parasitaria seja comprovada. Desta forma, o acompanhamento e observação 

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

4.2.6. Controle e Profilaxia 

 

A identificação de áreas endêmicas é de extrema importância, pois as medidas 

profiláticas de educação sanitária devem convergir em áreas sob risco de contaminação. A 

profilaxia da parasitose deve esclarecer a população sobre: os riscos à saúde pública, o ciclo 

de vida do Echinococcus spp., bem como a necessidade de realizar o controle e o tratamento 

parasitológico dos cães portadores de Echinococcus spp., para erradicar o parasito. É 

indispensável, porém, que todas as ações sejam desempenhadas de maneira sistemática, 

ininterrupta e rigorosamente controlada (ECKERT, et al., 2001; FORTES, 2004). 

 

4.3 NOVOS AGENTES TERAPÊUTICOS NO CONTROLE DE EC 

 

 

 A descoberta de novos agentes terapêuticos a partir de fontes naturais como as plantas 

medicinais seus extratos e óleos, tem ocorrido em uma escala crescente no cenário mundial 

(ANTHONY et al., 2005; CARSON et al., 2006). Apesar dos recentes avanços na 

quimioterapia antimicrobiana, o tratamento de doenças parasitárias de importância humana e 

veterinária continua a ser problemático (MACHADO et al., 2010; MOAZENI et al., 2012). A 
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incidência de efeitos adversos, a ausência de eficácia na terapêutica, os custos e o aumento da 

resistência aos fármacos convencionais torna urgente a pesquisa por novos antiparasitários 

(SIBLEY & HUNT, 2003). 

Os extratos vegetais e óleos essenciais apresentam uma grande diversidade de 

componentes. Nos últimos anos verificou-se um renovado interesse e intensificação na 

investigação de produtos naturais, onde diversos trabalhos ressaltam compostos derivados de 

plantas demonstrando atividade antiparasitária (SIBLEY & HUNT, 2003, ANTHONY et al., 

2005). Machado et al. (2010) relataram a utilização de diversos óleos essenciais utilizados 

como antiparasitários, dentre eles Thymus vulgaris (tomilho), Melissa officinalis (erva-

cidreira), Lavandula angustifólia (lavanda), Mentha piperita (menta), Melaleuca alternifolia 

(árvore de chá), Ocimum gratissimum e Ocimum sanctum (manjericão) entre outros.  

 A EC é uma parasitose de desenvolvimento lento e de difícil diagnóstico, sendo suas 

opções terapêuticas ainda muito restritas. Nos últimos anos diversos estudos vêm analisando 

alternativas de tratamento in vitro e in vivo para EC, visando auxiliar tanto nos procedimentos 

existentes quanto na implementação de novas terapias (ELISSONDO et al., 2007; YONES et 

al., 2011; MAHMOUDVAND et al., 2014; PENSEL et al., 2014). Moazeni et al. (2012) 

comprovaram os efeitos do óleo essencial de Trachyspermum  ammi  frente aos 

protoescóleces de Echinococcus spp., como um protoescolicida eficiente na concentração de 

10mg/ml em 10 minutos de exposição, levando a crer que os estudos envolvendo óleos 

essenciais são promissores. Hailong et al. (2013) relataram a ação in vitro e in vivo da planta 

Huaier aqueous com e sem associação com albendazol, frente aos protoescóleces. O efeito 

escolicida da planta é observado na concentração de 2 mg/mL in vitro, na análise in vivo, a 

associação da planta com albendazol obteve resultados positivos frente ao cisto hidático, com 

nítidas alterações na parede do cisto.  

 

4.3.1. Óleo essencial de Melaleuca alternifolia 

 

 Melaleuca alternifolia é uma planta nativa da Austrália, popularmente conhecida 

como árvore do chá. A partir das suas folhas é extraído o óleo essencial também chamado Tea 

Tree oil (TTO) (Figura 5). Seu uso tópico é difundido na Austrália, Reino Unido, Itália e 

Brasil devido suas várias propriedades medicinais (HARKENTHAL et al., 1999; OLIVA et 

al., 2003; MILLAR & MOORE 2008; FLORES, 2011), sendo que sua forma farmacêutica 

mais utilizada são 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 óleo de M. alternifolia vem sendo utilizado em diversas pesquisas, com resultados 

promissores, especialmente devido as suas propriedades antibacterianas (COX et al., 2000), 

antifúngicas (HAMMER et al., 2004), anti-inflamatórias (HART et al., 2000), antivirais 

(CARSON et al., 2008) e antiparasitárias (WALTON et al., 2004). Este óleo essencial 

apresenta diversas atividades medicinais relatadas, destacando-se principalmente por suas 

propriedades antissépticas, sobretudo, frente a fungos e bactérias. Seu mecanismo de ação 

antimicrobiana consiste, principalmente, na alteração da permeabilidade da membrana 

plasmática do micro-organismo, interferência na bomba de efluxo dos íons potássio e na 

inibição do processo respiratório dos mesmos (COX et al., 2000; CARSON et al., 2006). 

 Os principais constituintes do óleo de M. alternifolia são: terpinen-4-ol, 1,8-cineol, α-

terpineno, γ-terpineno, α-pineno, β-pineno, α-terpineol, p-cimeno e álcoois sesquiterpênicos. 

A composição do óleo é regulada pelo padrão internacional ISO4730 (International 

Organization for Standardization), o que refere-se às máximas e mínimas concentrações de 

cada um dos componentes majoritários, exigindo assim um teor mínimo de 30% de terpinen-

4-ol e um teor máximo de 15% de 1,8-cineol (COX et al., 2001; CARSON et al., 2006). O 

óleo de M. alternifolia possui vários componentes ativos, sendo que diversos destes elementos 

ainda não foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana, podendo estes 
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desenvolverem um mecanismo de ação distinto dos descritos até o período (CARSON et al., 

2006; BAKKALI et al., 2008). 

 Terpinen-4-ol é o componente majoritário do óleo de M. alternifolia, descrito como o 

principal responsável pela ação antimicrobiana da planta. Sua atividade está relacionada com 

a perda da integridade e função da membrana, perda de material intracelular, inibição da 

respiração celular, assim como incapacidade em manter a homeostase na célula microbiana 

(CARSON et al., 2006).  

 A atividade antiparasitária do óleo essencial de M. alternifolia já foi descrito por 

diferentes autores. Sua ação antiprotozoária foi relatada frente à Leishmania major, 

Trypanosoma brucei e Trichomonas vaginalis (PENA et al., 1992; MIKUS et al., 2000). 

Baldissera et al. (2014) relatam a utilização de nanocapsulas do óleo de M. alternifolia em 

diferentes concentrações (0.125%, 0.5%, 1.0%, 2.0%) frente T. evansi, onde observaram 

atividade tripanocida in vitro, no entanto, a dosagem testada não foi efetiva no tratamento in 

vivo. Os autores ressaltam que a menor concentração do óleo nanoparticulado mostrou maior 

eficácia do que o óleo livre. Este resultado pode ser explicado por uma maior interação entre a 

nanopartículas e a membrana de parasitas, facilitando a penetração do óleo 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 tópica em infecções por sarna na 

concentração de 5% TTO ou em combinação terapêutica (por exemplo, 25% de benzoato de 

benzila com 5% TTO). 

 Pazinato et al. (2014) descreveram o potencial acaricida do óleo puro de TTO (5 e 

10%) e nanopartículas de TTO (0.375 e 0.75 %) frente a  Rhipicephalus microplus, além de 

TTO puro inibir a postura de fêmeas desta espécie.  

 Devido as suas amplas propriedades medicinais, o óleo de M. alternifolia vem 

ganhando espaço no cenário mundial, principalmente no que se refere ao seu uso tópico 

(FLORES et al., 2011). Segundo Hammer et al. (2006) o óleo de M. alternifolia é 

extremamente tóxico quando ingerido por via oral em altas concentrações, sendo que a 

ingestão deste não 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 utilização de concentrações mais baixas do óleo, ressaltando que TTO a 1% não 

possui toxicidade dérmica. 
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O uso de formulações nanoestruturadas de óleos de M. alternifolia vem como uma 

alternativa eficiente, no intuito de diminuir a toxicidade do óleo, aumentar seu tempo de ação, 

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

 

4.3.2. Sistemas nanoestruturados no controle antiparasitário 

 

A nanotecnologia tem sido utilizada frequentemente na área farmacêutica, 

especialmente no desenvolvimento de novas formulações, a fim de aperfeiçoar a liberação de 

substâncias ativas, bem como atuar como sistema carreador de fármacos, estabelecendo 

controle de liberação, propiciando assim um efeito terapêutico efetivo (ANTON et al., 2008; 

GUTIÉRREZ et al., 2008). Na busca de medicamentos mais eficientes e de qualidade, no 

combate a endo e ectoparasitos, diversos estudos vêm enfatizando a utilização de formulações 

nanoparticuladas com substâncias potencialmente antiparasitárias, a fim de aumentar a 

disponibilidade do fármaco no local de ação (ALLAHVERDIYEV et al., 2011; SAID et al., 

2012; BARCELLOS, 2014; GRESSLER, 2014; ARIAS et al., 2015).  

Abordagens na incorporação de óleos essenciais à carreadores também são descritas 

na literatura. Flores et al. (2011) avaliaram a viabilidade da elaboração de nanocápsulas e 

nanoemulsões utilizando óleo de M. alternifolia como fase oleosa, com o objetivo de proteger 

a sua volatilização. Os autores relatam que as formulações realizadas apresentaram boas 

características físico-químicas relacionadas com seu caráter nanoestruturado e estabilidade 

físico-química adequada, melhorando assim sua estabilidade e diminuindo a sua evaporação. 

Os autores sugeriram o uso dessa estratégia como uma plataforma para preparar os sistemas 

nanoestruturados contendo óleos essenciais. 

Flores et al. (2013), avaliaram a atividade antifúngica de nanopartículas poliméricas de 

M. alternifolia frente a onicomicose, causadas pelo fungo T. rubrum. Esses autores 

verificaram a eficiência das nanocápsulas frente à redução do crescimento do fungo e 

sugeriram que as nanoestruturas podem ser utilizadas no tratamento e prevenção da infecção 

das unhas causadas por esse fungo, evidenciando assim o potencial do óleo de TTO no 

tratamento de micoses superficiais.  

Souza (2014) avaliaram a citotoxicidade de nanopartículas lipídicas sólidas contendo o 

óleo de M. alternifolia e o óleo puro da planta nas concentrações 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 concentrações utilizadas tanto do óleo livre quanto à forma nanoestruturada 

apresentam caráter citotóxico. No entanto, as nanopartículas de M. alternifolia apresentaram 
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uma menor citotoxicidade quando comparadas com o óleo puro. Alguns autores sugerem que 

a citotoxicidade pode estar relacionada à despolarização 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 utilização in vitro de nanopartículas de selênio 

nas concentrações de 50, 125, 250 e 500 mg/ml, frente os protoescóleces de E. granulosus, 

onde obtiveram um efeito escolicida em todas as concentrações testadas. Ahmadnia et al. 

(2013) utilizaram nanoparticulas de sulfóxido de albendazol frente a camundongos infectados 

por Echinococcus spp. Após 48h, os cistos hidáticos apresentaram modificações estruturais 

com redução de tamanho e peso. Entretanto, a diminuição não foi estatisticamente 

significativa.  

Diferentes fatores podem estar relacionados com o sucesso do tratamento na EC. 

Alterações no tamanho, espessura, idade e calcificação dos cistos, além de capacidade do 

fármaco em penetrar a parede do cisto, persistência de nível adequado do fármaco ou até 

mesmo de seu metabólito ativo em sítios de localização do parasito são fatores extremamente 

importantes para garantir um efetivo tratamento (ECKERT & DEPLAZES, 2004; 

CEBALLOS et al., 2008; AHMADNIA et al., 2013). 

A pesquisa por fármacos novos e diferentes alternativas no tratamento de infecções 

parasitárias, que sejam de simples aquisição e fácil acessibilidade, vem sendo alvo de diversos 

estudos, visto que as parasitoses atingem principalmente países subdesenvolvidos e 

populações pobres. Desta forma, a descoberta de potenciais agentes terapêuticos a partir de 

fontes naturais como os óleos essenciais/vegetais de plantas e/ou seus componentes ativos tem 

aumentado gradativamente, sendo essas, portanto, boas opções 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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6. DISCUSSÃO 

 

No Brasil a notificação de casos de EC em humanos é extremamente precária, visto 

que a maioria das infecções causadas por Echinococcus spp. não são corretamente 

diagnosticadas, e consequentemente, não notificadas ao Ministério da Saúde. Segundo o 

DATASUS, os casos de EC no RS são raros, sendo que de 2009 a 2011 foram relatados 

apenas quatro episódios na região 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, questionável os dados disponíveis pelo 

DATASUS sobre os casos da doença. 

Em animais, a notificação para EC é obrigatória em todos os frigoríficos sob Inspeção 

Veterinária Federal, facilitando, a informação aproximada do número de casos e qual a região 

mais acometida por Echinococcus spp. Todavia, a inspeção feita em animais infectados é 

realizada apenas por análise macroscópica do cisto presente nas vísceras do animal, sendo que 

a infecção não é confirmada pela presença de protoescóleces no interior do cisto. Dessa 

forma, a identificação correta do cisto hidático não fica totalmente elucidada.  

A caracterização da espécie de Echinococcus responsável pela infecção é de extrema 

importância, pois alterações no período de maturação do parasito adulto e desenvolvimento 

preferencial do metacestódeo a um HI específico são algumas características 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 responsável pela maioria da contaminação em humanos, relatada também em diversas 

espécies animais, uma vez que é de fácil adaptação e desenvolvimento nos HI (CUCHER et 

al., 2016).  

Tendo em vista que o RS é o estado brasileiro que apresenta a grande maioria de casos 

de EC, nosso primeiro estudo aborda a identificação de espécies de Echinococcus 

responsáveis pela formação de cistos hidáticos férteis em bovinos oriundos de frigorífico da 

região central, onde abate animais provenientes de todo o estado. Os resultados desse estudo 

demonstraram que E. granulosus sensu stricto é o responsável pela contaminação em 13,7%  

(40/291) das amostras de cistos hidáticos analisadas. Os ovinos são os HI preferenciais de E. 

granulosus sensu stricto, no entanto, os resultados encontrados confirmam a adaptação dessa 

espécie em bovinos. Provavelmente a contaminação cruzada de diferentes espécies de 

Echinococcus ocorra em propriedades onde há a criação de ovinos e bovinos, na presença de 

cães completando assim, seu ciclo biológico. 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 presença de E.granulosus sensu stricto nas propriedades rurais 

é preocupante, visto que essa espécie é considerada a mais patogênica 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 estão em concordância com Balbinotti 

et al. (2012), que relataram 43.4% (277/638) das amostras de cistos hidáticos férteis em 

bovinos contaminados por E. ortleppi. Pode-se inferir que os bovinos continuam sendo o 

principal alvo de E. ortleppi, gerando cistos hidáticos férteis nesses animais pela fácil 

adaptação desta espécie neste HI. Dessa forma, confirmou-se a existência desse parasito nos 

sistemas de criação de bovinos no RS.  

Das 2396 amostras de cistos em fígado e pulmão de bovinos analisadas neste estudo, 

apenas 291 amostras apresentaram protoescóleces no seu interior, sendo essas identificadas 

por cistos hidáticos. Todavia, a grande maioria das amostras (2105/2396) foram 

caracterizadas por cistos bolhosos e com líquido no seu interior, no entanto, não continham 

protoescóleces que comprovassem sua fertilidade. Na inspeção realizada pelos frigoríficos em 

geral, não ocorre a confirmação da fertilidade do cisto, gerando falta de dados específicos e 

concretos do número de animais contaminados pelo Echinococcus spp. 

Pulmões e fígado são os órgãos 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 órgãos ocorre devido a características fisiológicas do 

órgão alvo, proporcionando diferentes condições para o desenvolvimento de cada cisto 

hidático independente da espécie de Echinococcus. Dos 291 cistos hidáticos analisados nesse 

estudo, 97,6% (284/291) estavam presentes em pulmões e apenas 2,4% (7/291) em fígado. 

Nossos resultados confirmam a predileção do parasito por estes órgãos, sendo que o pulmão 

foi o mais acometido, provavelmente por sua maior fragilidade, proporcionando ambiente 

ideal para o desenvolvimento do metacestódeo. Segundo Negasha et al. (2013), a consistência 

macia do tecido pulmonar em comparação com outros órgãos, favorece o desenvolvimento e 

fertilidade dos cistos. 

E. canadensis (G7) preferencialmente acomete hospedeiro suíno e sua patogenicidade 

está relacionada com a melhor adaptação 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 suínos e por Badaraco et al. (2008) em bovinos. No presente 

estudo evidenciamos cisto hidático fértil causado por E. canadensis (G7) em bovino, 
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confirmando a adaptação dessa espécie em diferentes hospedeiros. Estes dados tornam-se 

extremamente relevantes, visto que na Áustria, Schneider et al. (2010) relataram 33 casos de 

humanos contaminados com E. canadensis (G7), demostrando a capacidade desse genótipo 

infectar os seres humanos.  

O gene mitocondrial da cox-I foi utilizado em algumas amostras de cistos hidáticos 

férteis, com intuito de identificar e confirmar a espécies responsável pela infecção. Em 

complementação, utilizou-se neste estudo a análise filogenética pelo método de Neighbor-

Joining, a fim de compreender os processos evolutivos e adaptação de diferentes espécies 

(MIYAKI et al., 2001). Nessa análise incorporou-se isolados oriundos do RS, descritos por 

Monteiro et al. (2014) em suínos 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 possível observar a similaridade entre todos os 

isolados analisados, independentemente da origem da amostra em relação ao hospedeiro 

intermediário. É possível que as espécies em questão estejam difundindo-se e adaptando-se a 

diferentes hospedeiros na região estudada. 

As dificuldades de diagnóstico associadas à disponibilidade restrita de opções de 

tratamento levam a considerar a EC como uma doença 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 terapêutica para essa parasitose, a fim 

de diminuir os riscos eminentes de uma equinococose secundária e consequentemente buscar 

melhores índices de cura para esta preocupante zoonose. 

O presente estudo é pioneiro na análise da ação do óleo de M. alternifolia frente aos 

protoescóleces de E. ortleppi, tanto in vitro, quanto ex vivo. No segundo artigo, buscou-se 

identificar um composto extraído de planta medicinal que fosse eficiente contra diversos 

patógenos e pudesse ser usado como protoescolicida. O óleo essencial de M. alternifolia 

(TTO) é amplamente utilizado, sendo descrito na literatura por diferentes autores por suas 

propriedades antifúngicas, antibacterianas, antivirais e antiparasitária (COX et al., 2000; 

CARSON et al., 2008; FLORES et al., 2013; BALDISSERA et al., 2014; SAGAVE,  2014). 

A utilização de um protoescolicida, tanto no procedimento cirúrgico, quanto no 

método PAIR é recomendado por diferentes autores, a fim de inviabilizar totalmente os 

protoescóleces no interior do cisto hidático, uma vez que, o risco de disseminação de 

protoescóleces pelo organismo pode causar recidivas da doença anos após o procedimento 

(SILVA et al., 2001; SMEGO & SEBANEGO, 2005; PARK et al., 2009).  
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A ação antiprotozoário do óleo de M. alternifolia foi relatada por diferentes autores 

frente à Leishmania major, Trypanosoma brucei, Trichomonas vaginalis (CARSON et al., 

2006) e  Trypanosoma evansi, em análise in vitro e in vivo onde observou-se o controle 

efetivo da infecção (BALDISSERA et al., 2014). Em nosso estudo, observamos atividade 

protoescolicida do TTO em todas as concentrações testadas (2,5, 5 e 10mg/ml). Sendo que a 

concentração de 10mg/ml obteve-se a melhor ação no menor período de tempo (5 min.). 

 O componente majoritário (terpinen 4-ol) do óleo de M. alternifolia foi testado frente 

aos protoescóleces de E. ortleppi, podendo-se observar 100% da mortalidade dos 

protoescoleces em um curto período de tempo (2 mg/ml em 5 min). O Terpinen 4-ol (2mg/ml) 

obteve uma melhor ação quando comparado com a maior concentração testada do óleo puro 

(TTO 10mg/ml). Carson et al. (2006) abordaram em seu estudo o mecanismo de ação 

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 concentração 

de corante (eosina 0,1%) na membrana cuticular exterior do protoescóleces após contato 

direto com as diferentes concentrações de óleo de M. alternifolia. Desta forma, é possível 

inferir que ocorreu a lise dos protoescóleces 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 

nanoemulsões contendo óleo essencial de TTO frente aos protoescóleces de Echinococcus 

ortleppi. Outros autores relataram o sucesso do uso de nanoformulações de M. alternifolia 

frente a diferentes micro-organismos como o relatado por Flores et al. (2013), onde os autores 

avaliaram a atividade antifúngica de nanopartículas poliméricas de óleo de M. alternifolia 

frente a isolados de Trichophyton rubrum, verificando a eficiência das nanocápsulas na 

redução do crescimento do fungo. Valente et al. (2016) confirmaram a ação antifúngica do 

óleo livre e formulação em nanoemulsão do óleo de TTO in vitro frente a isolados brasileiros 

de Pythium insidiosum. 

A formulação de nanoemulsão do óleo de M. alternifolia empregada neste estudo foi 

desenvolvida no intuito de minimizar a volatilização do óleo essencial e de dispor o óleo por 

um tempo prolongado no local de ação, resultando em uma maior eficácia terapêutica, devido 

principalmente à liberação progressiva e controlada do ativo (FLORES et al., 2011; 

HARPREET et al., 2011; SOUZA, 2014). Obteve-se nestas análises o resultado esperado in 

vitro, visto que logo nos primeiros cinco minutos de contato da nanoemulsão com os 

protoescóleces houve um efeito protoescolicida. Este resultado pode ser explicado por uma 
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maior interação entre a nanoemulsão e a membrana dos protoescóleces, facilitando a 

penetração do óleo pelo seu reduzido tamanho.  

A análise ex vivo desenvolvida neste estudo teve por finalidade avaliar a ação 

protoescolicida de TTO diretamente no cisto hidático, simulando a utilização no método 

PAIR onde testou-se o óleo nas concentrações 10 e 20mg/ml. Ao contrário a análise in vitro, a 

concentração de 10mg/ml não apresentou o resultado esperado, pois a presente pesquisa 

buscou obter o menor tempo de ação possível que inviabilizasse totalmente os protoescóleces. 

No entanto, 20mg/ml de TTO mostrou-se ativo, ocorrendo à inviabilidade total dos 

protoescóleces de E. ortleppi em 15 minutos. Dessa forma, foi possível observar que na 

análise in vitro temos o mínimo de interferentes, sendo que a ação do óleo torna-se mais 

rápida que na análise ex vivo, onde analisou-se diretamente no cisto hidático. Portanto, pode-

se certificar que o TTO tem efeitos protoescolicida tanto in vitro quanto ex vivo. 

Diante da extrema importância da EC no sul do Brasil e apesar de casos em humanos 

não 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 

constatação de que bovinos podem abrigar E. granulosus stricto sensu (G1), E. ortleppi e E. 

canadensis (G7) tem consideráveis implicações para a implementação de um programa de 

controle da EC, devido principalmente ao período de maturação dos parasitos, dificultando o 

tratamento medicamentoso regular dos cães (THOMPSON & MCMANUS 2002; 

MCMANUS & THOMPSON 2003). O expressivo número de casos de E. ortleppi encontrado 

em bovinos confirma a patogenicidade desta espécie neste HI e alerta para a presença 

constante nas propriedades rurais, visto que há relatos de  E. ortleppi  em humanos no RS (de 

la RUE et al., 2011). 

Estudos futuros incluindo amostras oriundas de diferentes HI serão úteis no 

esclarecimento da evolução da EC no RS. Ao mesmo tempo, auxiliarão na compreensão de 

estratégias evolutivas de cada genótipo, as quais o tornam capazes de invadir e adaptar-se a 

diferentes hospedeiros, disseminando-se pelo sul do Brasil. Uma monitorização constante e 

uma rigorosa identificação de cistos hidáticos, poderiam evitar resultados não fidedignos, e 

auxiliariam na profilaxia da EC, ainda pouco difundida no estado do RS. 

Nosso estudo sugere a utilização do óleo de M. alternifolia como um protoescolicida 

eficaz in vitro e ex vivo. Provavelmente o responsável pela ação do TTO é seu componente 

majoritário (terpinen 4-ol) que demostrou ter uma potente atividade protoescolicida. No uso 

das nanoemulsões do óleo de TTO pode-se observar um efeito constante na inviabilidade dos 
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protoescóleces, dessa forma, acredita-se que em futuros estudos in vivo este efeito possa ser 

potencializado, gerando assim uma ação prolongada dentro do cisto hidático.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 E. ortleppi, E. granulosus sensu stricto e E. canadensis (G7) são as principais espécies 

de Echinococcus que ocorrem em bovinos no RS. 

 Pulmão e fígado foram os órgãos acometidos por cistos hidáticos em todas as amostras 

de bovinos analisadas neste estudo, sendo que o pulmão destacou-se por abrigar o 

maior número de metacestódeos. 

 O óleo essencial de M. alternifolia mostrou-se efetivo na inviabilização dos 

protoescóleces de E. ortleppi in vitro nas concentrações testadas de 2,5, 5 e 10mg/ml.  

 Terpinem 4-ol demonstrou ser um potente protoescolicida nas diferentes 

concentrações testadas, visto que em 2mg/ml inviabilizou 100% dos protoescóleces. 

 A nanoemulsão do óleo de M. alternifolia (10mg/ml) na análise in vitro obteve um 

efeito protoescolicida gradual, inviabilizando mais de 50% dos protoescóleces de E. 

ortleppi. 

 Na análise ex vivo, o óleo de M. alternifolia (20mg/ml) demostrou ter um efeito 

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