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RESUMO

ZAMPROGNO, Tatiana Tonini, M.Sc., Universidade Vila Velha-ES, marco de 2014.
ATIVIDADE LARVICIDA E/OU OVICIDA DOS EXTRATOS DE Euterpe edulis
MARTIUS, Mikania glomerata Spreng. E Mikania laevigata SCHULTZ BIP
SOBRE 0OS NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS Toxocara canis e Ancylostoma
caninum. Orientador: Fabio Ribeiro Braga. Co-orientadora: Denise Coutinho

Endringer.

Para avaliar a atividade larvicida e/ou ovicida dos extratos etandlicos das plantas
Euterpe edulis, Mikania glomerata e Mikania laevigata sobre os nematdides
gastrintestinais Toxocara canis e Ancylostoma caninum foram realizados dois
ensaios in vitro. No primeiro ensaio, denominado A, ovos de T. canis foram expostos
a trés concentracdes diferentes (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL) de cada extrato,
trés concentracOes diferentes de albendazol (controle positivo), etanol (solvente) e
controle negativo (tubo sem tratamento) por 15 dias, a 26°C, sob o abrigo da luz, a
fim de se avaliar o percentual de embrionamento desses ovos frente aos extratos.
No segundo ensaio (B), avaliou-se a atividade larvicida de todas as espécies em
estudo nas concentracbes 0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL, do controle e do
solvente (etanol) em coproculturas positivas para ovos de A. caninum. No ensaio A,
os resultados demonstraram atividade inibitéria sobre a embriogénese dos ovos de
T. canis, contudo, ndo foi encontrada diferenga (P>0,01) entre a atividade dos
extratos. Em relacdo ao grupo controle houve diferenca (p<0,01) em relacdo aos
extratos testados, ndo sendo concentracdo-dependente. No ensaio B, todos os
extratos testados apresentaram atividade (P>0,01) inibitéria sobre a eclodibilidade
dos ovos de A. caninum em relacdo ao grupo controle. Por meio dos resultados
encontrados sugere-se a aplicabilidade dos extratos das plantas utilizadas no
controle de ovos e ou larvas de T. canis e A. caninum. Contudo, vale destacar que
novos estudos devem ser realizados com as espécies E. edulis, M. glomerata e M.
laevigata, utilizando-se diferentes extratos, novas concentracdes e estudos in vivo, a
fim de se garantir maiores esclarecimentos sobre os agentes responsaveis pelos
efeitos observados, grau de eficicia e toxicidade.

Palavras-chaves: Toxocara canis; Ancylostoma caninum; extrato.



ABSTRACT

ZAMPROGNO, Tatiana Tonini, M.Sc., University of Vila Velha-ES, March 2014.
LARVICIDAL ACTIVITY AND/OR OVICIDE OF EXTRACTS OF Euterpe edulis
MARTIUS, Mikania glomerata Spreng. AND Mikania laevigata SCHULTZ BIP
ABOUT THE GASTROINTESTINAL NEMATODES Toxocara canis and
Ancylostoma caninum. Advisor: Fabio Ribeiro Braga. Co-advisor: Denise Coutinho

Endringer.

To evaluate larvicidal activity and/or ovicide ethanolics extracts of plants Mikania
glomerata and Euterpe edulis, Mikania laevigata on gastrointestinal nematodes
Toxocara canis and Ancylostoma caninum two in vitro tests were carried out. In the
first test, called A, T. canis eggs were exposed to three different concentrations
(0,2mg/mL, 1mg/mL and 10mg/mL) of each extract, three different concentrations of
albendazole (positive control), ethanol (solvent) and negative control (untreated tube)
for 15 days, 26 C, under the shelter of the light, in order to assess the percentage of
those eggs embryonment comparing to the extracts. In the second test (B), it was
assessed the larvicidal activity of all species under study at concentrations
0,21mg/mL, 1mg/mL and 10mg/mL of the control and the solvent (ethanol) in larval
culture positive for eggs of A. caninum. In the test A, the results showed inhibitory
activity on embryogenesis of T. canis eggs, however, no difference was found
(P>0.01) between the activity of extracts. Compared to the control group there was
difference (p<0.01) compared to extracts tested, no concentraction-dependent. In the
test B, all extracts tested exhibited inhibitory activity (P>0.01) on the hatchability of
eggs of A. caninum in relation to the control group. Through the results suggested
the applicability of extracts of plants used in the control of eggs and/or larvae of T.
canis and A. caninum. However, it is worth noting that further studies should be
performed with the species E. edulis, M. glomerata and M. laevigata, using different
extracts, new concentrations and in vivo studies, in order to ensure further
clarification about the agents responsible for the observed effects, degree of efficacy
and toxicity.

Key words: Toxocara canis; Ancylostoma caninum; extract.
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1 INTRODUCAO

As parasitoses gastrintestinais apresentam altos indices de morbidade e
mortalidade. Anualmente cerca de 3,5 bilhGes de pessoas séo afetadas por estas
doencas e 65 mil delas morrem, principalmente em paises em desenvolvimento
devido a falta de saneamento basico, desnutricdo e a dificuldade de acesso aos
medicamentos (Fauci, 2001; Brooker, 2010). Dessa forma, constituem um relevante
problema de saude publica, pois ocasionam problemas diretos a saude relacionada
a falta de agua encanada, auséncia de rede de esgoto e a falta de orientacdo. A
parcela da populacdo mais afetada pelas doencas parasitarias € a faixa etéria mais
jovem da populacdo e os hébitos de higiene dos pais € um dos fatores que
contribuem para esta contaminacdo, comprometendo assim o desenvolvimento
intelectual e fisico de criancas e jovens (Fonseca et al., 2010; Vasconcelos et al.,
2011).

Embora existam varias estratégias de controle disponiveis para combater
0s nematoides gastrintestinais de humanos e animais, os farmacos sintéticos sdo os
mais utilizados e que apresentam grande impacto positivo na conservacéo da saude
humana e animal (Stepek et al., 2004). No entanto, esses farmacos ndo estdo
isentos de problemas, tais como a resisténcia aos medicamentos e a quantidade de
residuos quimicos no ambiente (Dalton, Mulcahy, 2001; Stepek et al., 2004).

Torna-se, portanto, iminente o estudo de novas alternativas de controle
contra estes parasitos gastrintestinais de humanos e animais, e a utilizacdo de
extratos de plantas medicinais tém se mostrado uma estratégia com grande
potencial (Tagboto, Townson, 2001).

A esse respeito diversos estudos empregando plantas medicinais e seus
derivados tém evidenciado as atividades ovicida e larvicida frente a diversos
parasitos (Macedo et al, 2009; Lone, 2012; Bi, Goyal, 2012; Sousa et al., 2013; Sa-
Nunes et al., 2006). Estudo in vitro realizado por Macedo et al. (2009) com o 6leo
essencial de Eucalyptus globulus L. sobre a eclosédo e desenvolvimento de larvas de
Haemonchus contortus, nematoide gastrintestinal de ruminantes, evidenciou
atividade ovicida e ou larvicida com potencial para utilizagdo no seu controle.
Naquele trabalho, os autores demonstraram a partir de diferentes concentra¢des, um
percentual de 99,3% de eficacia sobre a eclodibilidade dos ovos na concentragcéao de
21,75mg/mL e 98,7% sobre as larvas na concentracdo de 43,5mg/mL. Em outro

trabalho, os extratos metandlicos de Euphorbia helioscopia apresentaram atividade
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anti-helmintica quando testados in vitro e in vivo sobre H. contortus, nas
concentracbes de 12,5, 25 e 50mg/mL, que exibiram efeito concentragéo-
dependente sugerindo uma alternativa para o tratamento de casos de infec¢des por
helmintos em ruminantes (Lone, 2012).

Frente aos parasitos gastrintestinais Toxocara canis e Ancylostoma
caninum outras espécies vegetais foram avaliadas e observou-se a sensibilidade
desses parasitos (Bi, Goyal, 2012; Sousa et al., 2013). Um estudo com extrato de
Carica papaya L., sugeriu um papel potencial desta planta como anti-helmintico
contra uma infeccdo por A. caninum em camundongos (Bi, Goyal, 2012; Sousa et
al.,, 2013). Outro apontou atividade larvicida de extratos hexanicos de C.
ambrosioides L., in vitro, na concentracdo de 0,01mg/mL frente a larvas infectantes
de T. canis (Reis et al., 2010).

Dessa forma, € evidente o potencial de plantas medicinais e seus
derivados como ovicidas e ou larvicidas e diversas sdo as espécies de plantas que
ainda ndo foram avaliadas quanto a essa atividade. Avaliar a atividade larvicida e/ou
ovicida de espécies nativas da Mata Atlantica que ainda nado apresentam
publicacdes com atividade anti-helmintica, como as espécies Euterpe edulis Martius,
Mikania glomerata Spreng e Mikania laevigata Schultz Bip sobre os nematdides
gastrointestinais T. canis e A. caninum, investigar se ha atividade larvicida e/ou
ovicida dessas espécies de plantas medicinais; se essas atividades sao diferentes
entre as plantas e se aumentando a concentracdo dos extratos, também se

aumentara a atividade larvicida e/ou ovicida das espécies em estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM HUMANOS

Os parasitos gastrintestinais estdo entre as causas mais comuns de
infeccbes em humanos no mundo de hoje. Estimativas recentes pressupdem que
cerca de 48% da populacdo acometida por infeccbes parasitarias estdo infectadas
com pelo menos uma espécie de nematodide gastrointestinal, enquanto que quase
10% estdo infectados por pelo menos duas espécies desses parasitos (Hall et al,
2008).

Geralmente a contaminacdo humana acontece acidentalmente pela
ingestao das formas infectantes do parasito que esta presente no solo, em fomites,
nos alimentos, na agua e nas maos contaminadas, principalmente de criancas
(Coelho et al., 2001; Hall et al., 2008).

Os cées, animais mundialmente domesticados, estdo envolvidos
involuntariamente na transmissao de mais de 60 zoonoses ao homem e os parasitos
intestinais estdo entre os agentes patogénicos mais comumente encontrados nestes
animais de companhia (Macpherson, 2005; Katagiri, Oliveira-Sequeira, 2007).

Dentre as inUmeras parasitoses as quais 0 homem esta susceptivel em
virtude da proximidade aos animais de estimac¢do, configuram como importantes
problemas de saude publica as doencas conhecidas como Larva migrans visceral e
Larva migrans cutanea, causadas pelos nematbides Toxocara canis e Ancylostoma
caninum (Cassenote et al., 2011).

A sindrome larva migrans visceral, também conhecida como Toxocariase
€ transmitida aos humanos, especialmente criancas, através da ingestdo de ovos
larvados de T. canis provenientes de ambientes contaminados por fezes caninas
(Nunes et al., 2000; Fisher, 2003). No entanto, h& relatos do desenvolvimento da
doenca em virtude do consumo de carne crua, mal cozida ou de miudezas de aves
ou mamiferos contaminados com T. canis e ovos embrionados de T. canis
encontrados na pelagem de caes, 0 que sugere que o contato direto com esses caes
parasitados pode infectar as pessoas com T. canis (Wolfe, Wright, 2003; Fillaux,
Magnaval, 2013).

A larva migrans cutanea, também conhecida como “bicho geografico”, &
uma dermatite causada pela infeccdo e migracdo das larvas de nematoides,
geralmente de anciléstomo de cées, gatos e outros mamiferos, em hospedeiros néo

habituais. No ser humano, as larvas de terceiro estadio de ancilostomideos, como A.
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caninum, A. braziliense e A. tubaeforme presentes em solos contaminados por fezes
de cées e gatos, penetram na pele e migram até varios centimetros por dia pelo
tecido subcutaneo, onde induzem uma reacao inflamatoria eosinofilica localizada. A
Larva migrans cutanea apresenta uma caracteristica erupgdo cutanea serpiginosa,
que € geralmente eritematosa, distribuidas principalmente nos pés, pernas,
nadegas, genitalias e maos. Embora a maioria das larvas seja incapaz de invadir
tecidos mais profundos, devido ao intenso prurido que a dermatite provoca, o quadro
pode se agravar, pois pode ocasionar lesdes ou infeccdes secundarias (Araugjo et al.,
2000; Kwon et al., 2003).

No Brasil, os principais responsaveis pela larva migrans cutdnea séo o
Ancylostoma braziliense e Ancylostoma caninum. (Santarém, Giuffrida, Zanin, 2004).

Diversos estudos relatam a prevaléncia dessas parasitoses em cées e a
contaminacdo de locais publicos de recreacdo por todo o Brasil e, portanto,
importantes fontes de infec¢do (Araujo et al., 2000; Nunes et al., 2000; Scaini et al.,
2003; Blazius et al., 2005; Guimaréaes, 2005).

2.1.1 Toxocara canis

O T. canis pertence ao filo Nemathelminthes, classe Nematoda, ordem
Ascarididae, familia Ascaridae e subfamilia Toxocarinae (Bowman et al., 2006). O T.
canis, juntamente com o T. cati sdo as espécies responsaveis pela toxocariase
humana, comumente encontrados em caes e gatos, respectivamente (Despommier,
2003).

A fémea adulta do T. canis mede entre 6-18 cm e o macho 4-10 cm, o
dimorfismo sexual € nitido, sendo que os machos tém a extremidade posterior
recurvada no sentido ventral. Na extremidade anterior do T. canis é possivel
observar asas cefalicas estreitas, o que os diferencia a espécie T. cati (Jacob,
Oselka, 1991).

Os vermes adultos de T. canis vivem no intestino delgado do hospedeiro,
em meédia, quatro meses, alimentando-se de produtos pré-digeridos (aminoéacidos,
vitaminas e oligoelementos) (Jacob, Oselka, 1991; Ribeiro, 2004).

A fémea do T. canis é extremamente fértil, podendo liberar até 200.000
ovos por dia e como a carga parasitaria no animal infectado pode alcancar até varias
centenas de parasitos, esses hospedeiros podem contaminar o ambiente com

milhdées de ovos (Jacob, Oselka, 1991).



Os ovos de T. canis sdo altamente resistentes as variagdes climaticas e
as acdes de agentes quimicos, podendo permanecer viaveis por tempo prolongado
no solo (Urquhart et al, 1998; Verocai et al., 2010). Esses ovos possuem trés
camadas: a mais externa, a camada mamilonada; a central, composta de proteina e
quitina, e a camada interna, predominantemente lipidica. Essa ultima funciona como
principal barreira contra a permeabiliade do ovo (Jacob, Oselka, 1991).

Nas fezes, 0os ovos néo estdo embrionados, portanto, ndo séo infectantes.
A embriogénese sO acontece quando as condi¢cdes adequadas de temperatura (15 a
35°C) e umidade (90%) sao favoraveis e consiste no desenvolvimento, dentro do
ovo, da larva , L1, L2 e L3, (forma infectante). (Jacob, Oselka, 1991; Bowman et al,
2006; Napoli, Sartor, Martins, 2010).Observa-se que num periodo de 2 a 5 semanas,
nessas condigdes de temperatura e umidade, 85% dos ovos de T. canis tornam-se
infectantes (Carvalho, Rocha, 2011).

2.1.1.1 Ciclo bioldgico e transmisséo

Os ovos de T. canis sao eliminados com as fezes do c&o. Os caes podem
se infectar por diversar maneiras: ingestdo de ovos embrionados; ingestédo de larvas
e tecidos de hospedeiros paraténicos; migracdo transplacentaria; passagem da larva
pelo leite da cadela que amamenta e ingestdo, pela cadela, de larvas do T. canis
presentes nas fezes ou vomitos de filhotes, quando da higienizacdo dos mesmos
(Carvalho, Rocha, 2011).

Apods a ingestdo do ovo embrionado pelo céo, este libera a larva no
estbmago e intestino delgado. Essas larvas, que se alimentam de serosidades e
medem 20 por 4004 penetram na mucosa intestinal, invadem a corrente linfatica ou
sanguinea e alcancam o figado dentro de 24 horas. Posteriormente, atingem o
coracdo e os pulmdes, através do sistema vascular. O acometimento pulmonar
acontece apos 3-5 dias da infeccéo. (Jacob, Oselka, 1991; Ribeiro, 2004).

Dos pulmd@es, algumas larvas passam dos bronquiolos para a traquéia e
faringe, sendo entdo deglutidas (rota traqueal). Apdés duas mudas, essas larvas
tornam-se vermes na luz intestinal, iniciando, entdo, a postura de ovos. Esses ovos
aparecem nas fezes 4-5 semanas apos a infeccéo (Jacob, Oselka, 1991).

A rota traqueal acontece, preferencialmente, em cdezinhos menores de 5
semanas de idade, enquanto em animais mais velhos as larvas migram do pulmao
para o coracdo e dai para os tecidos do hospedeiro, onde permanecem quiescentes

(rota somatica), sem desenvolvimento, podendo sobreviver por varios anos, sendo
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esse fato fundamental para a transmissédo placentaria do parasito. A migracao
pulmonar é reduzida no cao apds um ou dois meses de vida, quando se mantém a
migracdo somatica. Desse modo o céo adulto raramente apresentara o verme no
intestino, mas podera apresentar larvas dormentes nos tecidos, importantes nas
fémeas, para a transmissao placentaria (Jacob, Oselka, 1991; Urquhart et al., 1998).

A transmissdo transplacentaria caracteristica do T. canis € bastante
importante do ponto de vista de contaminacdo ambiental, j& que grande parte dos
caezinhos nasce com alto grau de parasitismo, a prevaléncia do T. canis nos filhotes
se aproximam dos 100% (Carvalho, Rocha, 2011). Na via transplacentéria, larvas de
infeccéo recente por ingestdo de ovos ou larvas dormentes nos tecidos da cadela
prenha sédo ativadas (provavelmente pela progesterona) e migram para a placenta
caindo na circulacdo fetal e apd0s o nascimento migram para os pulmdes
completando o ciclo. Admite-se que uma cadela, infectada, abriga larvas suficientes
para infectar todas as ninhadas subsequentes (Urquhart et al., 1998).

Outro modo de transmisséo de larvas € através da amamentacgéo, larvas
migrantes da cadela na fase final da gestacdo atingem as mamas e sao excretadas
no leite nas primeiras semanas da lactacdo; sendo que a presenca de larvas no
colostro é constatada logo apés o parto, sendo maxima durante a segunda semana
de lactagao (Jacob, Oselka, 1991; Urquhart et al., 1998; Bowman et al, 2006).

A contaminagcdo humana com ovos de T. canis se faz geralmente pela
ingestdo de ovos com alimentos ou agua contaminados ou através de maos nao
lavadas que entraram em contato com solo contaminado com ovos. Criangas em
sua primeira década de vida sdo propensas a infecgbes por causa de seu
comportamento geofagico, que esta ligada a um maior risco de exposicdo a
playgrounds ou caixas de areia contaminada com fezes de caes (Despommier,
2003).

Toxocara spp. normalmente ndo causam alteracdes patologicas em
espécies de hospedeiros definitivos, tais como os cdes. No homem, embora a
maioria das pessoas desenvolva um quadro assintomatico, algumas apresentam
quadros clinicos graves associados aos 6rgaos para onde as larvas migraram
(Fragoso, et al., 2011; Macpherson, 2013).

No intestino humano, apds a eclosdo do ovo de T. canis e a larva penetra
na mucosa intestinal, migrando pela circulacdo portal até o figado, onde pode ser
encapsulada ou alcangar os pulmdes e coracdo, sendo disseminada pela circulagcéo

sistémica. Dependendo da resisténcia conferida pelo didametro dos vasos
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sanguineos do tecido, a disseminacéo pode ser impedida, possibilitando a leséo da
parede vascular e a migracao erratica dessas larvas pelo tecido acometido (Jacob,
Oselka, 1991).

Esse fendbmeno pode desencadear hemorragias, necrose e processo
inflamatorio, que podem resultar no encapsulamento fibroso dessas larvas no tecido,
onde permanecem viaveis por longos periodos. Dependendo das condi¢cdes
imunitarias do hospedeiro, algumas larvas podem ser destruidas e a lesao reparada,
progressivamente, enquanto outras ficam livres no tecido (Jacob, Oselka, 1991).

Assim, as larvas migrantes podem produzir quadros clinicos, que incluem
larva migrans visceral (forma sistémica), larva migrans ocular e neuroldgica ( formas
localizadas), toxocariase oculta e assintomatica (Jacob et al, 1994; Despomminer,
2003; Rubinski-Elephnat, 2010; Carvalho, Rocha, 2011).

A larva migrans visceral € geralmente uma doenca relativamente benigna,
caracterizada principalmente por eosinofilia cronica, febre, manifestacdes
pulmonares, hipergamaglobulinemia e hepatomegalia (Beaver, Snyder, Carrera,
1952). Nessa sindrome clinica, a faixa etaria mais freqientemente acometida €&
aguela entre 1-5 anos de idade, devido a geofagia comum nessa periodo da vida,
apesar de existirem relatos da doenca acometendo adultos (Jacob, Oselka, 1991).

A larva migrans ocular € uma doenca rara, sendo o0 espectro da doenca
clinica dificil de reconhecer, sera descrita por Wilder em 1950 e resulta da migracéo
das larvas para os olhos, que geralmente se manifesta com um granuloma
coriorretiniana solitario, na retina periférica ou na macula, a uveite, elou
deslocamento de retina. Os sinais clinicos mais comuns sdo a inflamacao vitrea,
edema macular cistoide e fios de tracdo vitreo-retinianas que levam ao disco optico
e/ou um granuloma (Morais, 2012; Verallo, 2012). Geralmente ocorre em criangas de
5 a 10 anos de idade e, normalmente, apresenta como comprometimento da visao

unilateral que as vezes é acompanhada por estrabismo (Despommier, 2003).

2.1.1.2 Diagnostico

Nos cées, o diagnostico de T. canis se da através da constatacdo de ovos
caracteristicos nas fezes, podendo ser utilizadas técnicas de exame direto e
sedimentacdo simples. Sao técnicas simples e de rotina que apresentam
sensibilidade para diagndstico em animais jovens com grande postura de ovos, mas
gque apresenta baixa sensibilidade para os animais mais velhos que lancam ovos de

forma intermitente e/ou em baixo niumero (Macpherson, 2013).
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Tratando-se do diagnéstico da toxocariase em humanos, quase todas as
infeccbes em humanos sdo Toxocara diagnosticados sorologicamente (Rubinski-
Elephnat, 2010).

A utilizagcdo combinada de TES-ELISA seguido pela Western blotting
representa a atual opcdo de escolha no que diz respeito a sensibilidade e
especificidade para diagnostico de Toxocara canis. No entanto, a dificuldade de
diagnostico da infeccdo ativa na toxocariase continua a ser um problema. A
presenca de uma taxa significativa de anticorpos residuais na populacdo em geral,
faz a interpretacdo de um teste realmente positivo ser dificil. Ao contrario dos
métodos utilizados para o imunodiagnostico de infec¢des bacterianas, infeccdes
virais ou por protozoarios (toxoplasmose), ndo € possivel na toxocariase avaliar a
idade da presenca de IgG especifico, utilizando os niveis de IgM especifica, porque
os anticorpos IgM podem ser encontrados durante todo o curso da helmintiase. A
deteccdo de outras classes de imunoglobulinas, ou seja, a IgE, IgA, as subclasses,
nomeadamente IgG4 ou circulacdo Ag sera provado ser incapaz de discriminar entre
infeccbes generalizadas toxocaral ativas e auto-cura. Atualmente, o diagnostico de
uma toxocariase ativa depende de argumentos indiretos, por exemplo, a presenca
de sintomas, juntamente com o0 sangue inexplicaveis eosinofilia e /ou elevados

niveis de proteina catibnica eosinofilica (Fillaux, Magnaval, 2013).

2.1.1.3 Medidas de controle

Os cées sao hospedeiros definidos do T. canis e a menos que as medidas
preventivas sejam tomadas serdo portadores deste parasito. Entende-se como
medida preventiva: vermifugacao regular dos caes, prevenir a contaminacao do solo
com fezes de cées em areas imediatamente adjacentes as casas e as areas de lazer
de criancas, regular lavagdo das maos apds ter contato com terra e antes de comer
e controlar a geofagia e a reducédo da populacéo canina (Carvalho, Rocha, 2011).

A principal fonte de contaminacdo por Toxocara € 0 solo e em um
ambiente externo sob condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, acredita-se
gue 0s seus ovos podem sobreviver cerca de seis anos. Devido a esta alta
resisténcia, estudos mostram que a desinfec¢cao de locais contaminados por este
parasito € muito dificil, pois ele € resistente a varios produtos desinfetantes, tais
como etanol 70%, glutaraldeido 2%, hipoclorito de sédio 7%, permanganato de
potdssio 1%, hidroxido de potassio 10% e fenol 3%, sem contar que também é

resistente as variagfes climaticas (Aycicek et al., 2001). Assim, medidas alternativas
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gue auxiliem na descontaminacéo do solo devem ser planejadas para contribuir com
o controle deste nematdide no ambiente (Verocai et al., 2010).

Dentre elas, uma medida promissora € a utlizacdo de fungos
nematofagos presentes no meio ambiente e, cuja acdo estd concentracdo no
ambiente fecal e direcionada ao combate dos ovos e das larvas de vida livre dos
geohelmintos (Braga et al., 2011). A espécie de fungo nematofago Pochonia
chlamydosporia, que devido ao seu parasitismo, causa a destruicdo dos ovos, pode
ser uma alternativa de controle bioldgico para os ovos embrionados de Toxocara
canis (Frassy et al., 2010).

Outra estratégia € a utilizacdo de plantas medicinais, como por exemplo a
utilizacdo de Chenopodium ambrosioides, planta originaria da América Central e do
Sul, cujo extrato hexanico apresentou potencial atividade anti-helmintica in vitro e
uma reducdo na reacao inflamatéria produzida pela infec¢éo de larvas de T. canis in
vivo de camundongos, 0 que sugerem que mais estudos na area devem ser
realizados para avaliacdo da melhor dose, comparagao das fases da migracédo das
larvas e para se fazer uma analise multifatorial - contagem de larvas, imunologia e
histologia - (Reis et al., 2010).

2.1.2 Ancylostoma caninum

A espécie Ancylostoma caninum pertence ao Filo Nemathelminthes,
classe Nematoda, familia Ancylostomatidae e esta distribuida mundialmente,
sobretudo nas regides quentes dos tropicos (Fortes,1997; Urquhart et al., 1998;
Taylor et al., 2010).

O A. caninum é de coloragéo vermelho-acinzentado, dependendo se esta
ou ndo alimentado, apresenta capsula bucal subglobulosa, com trés pares de dentes
situados na margem ventral do orificio oral e um par de dentes ventrolaterais. S&o
facilmente identificados devido a sua anatomia em forma de gancho caracteristica. O
cumprimento dos machos varia em média cerca de 9 a 13 mm e o das fémeas de 14
a 20 mm. Os ovos sao elipticos, de casca fina e contém 2-8 blastomeros (Urquhart
et al., 1998; Fortes,1997; Taylor, 2010).

Os adultos vivem fixados a mucosa do intestino delgado; onde as fémeas
pdem diariamente, em média, cerca de 16.000 ovos ndo embrionados (Ribeiro,
2004).
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2.1.2.1 Ciclo biolégico e transmisséo

O ciclo de vida de A. caninum no hospedeiro definitivo é muito
semelhante a do ciclo de vida do anciléstomo para espécie humana. Os ovos séo
eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo (cdo adulto ou gato). Sob condi¢des
favoraveis (umidade , calor, sombra) , larvas rabditdides eclodem em um a dois dias.
Apods 5 a 10 dias (e duas mudas), elas tornam-se larvas filariformes (terceira fase),
que é infecciosa e pode sobreviver trés a quatro semanas, em condi¢cdes ambientais
favoraveis (Brenner, Patel, 2003).

A infeccdo por A. caninum se da pela ingestdo ou pela penetracdo
cutanea das larvas infectantes (L3), elas s&o as Unicas infectantes para o homem e
sua penetragao se faz principalmente pela pele das extremidades inferiores. Através
da circulacdo sanglinea, elas chegam aos capilares pulmonares, atravessam a
parede alveolar, sobem com as secrecfes mucosas da arvore brénquica até a
laringe e a faringe e, deglutidas, vao ter ao intestino, onde ocorrem as Ultimas
ecdises e transformacao final em vermes adultos, machos e fémeas (Rey, 2001;
Bowman, 2006).

As areas do corpo humano comumente afetadas sdo o dorso dos pés,
nadegas, e, menos comumente, no dorso da mao. Lesbes sobre a parede abdominal
anterior, o eixo do pénis, regiao perianal, ou a cavidade oral pode ocorrer raramente.
LesGes de mama podem ocorrer em mulheres de topless e deitadas de brugos em
uma praia tropical. Mais do que uma lesédo pode ocorrer devido a varios pontos de
entrada. Como a larva sobrevive no hospedeiro humano por apenas 2-4 semanas, a
doenca € auto-limitada em mais de 80 % dos casos (Upendra et al., 2013).

No entanto, nos casos de infeccbes macicas, as larvas podem penetrar
em tecidos mais profundos, levando a sintomas pulmonar ou intestinal (Robertson,
Thompson 2002). Sintomas como tosse, sibilancia e dor no peito sdo ocasionais,
enquanto eosinofilia pulmonar (pneumonia de Loeffler) costumam acompanhar a
infeccdo grave (Upendra et al., 2013). A dermatite causada pela penetracdo de
larvas, principalmente de A. caninum e de A. braziliensis, é denominada de Larva
Migrans Cutanea, referida popularmente como “bicho-geografico” (VELHO et al.,
2003).

Clinicamente coceira, lesbes eritematosas, levantadas serpiginosas
avancando a uma taxa de 2 mm a 3 cm por dia desenvolvem em 1-6 dias apés a
infeccdo é adquirida. Quadro clinico classico pode ficar sobreposto com impetigo

apos a infeccéo bacteriana secundaria de repeticdo cocar. Lesdes bolhosas e lesdes
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com foliculite ou eczematizacdo sdo outras apresentacdes observadas (Upendra et
al., 2013).

Também se tém demonstrado que infecgdes entéricas com A. caninum
podem levar a enterite eosinofilica enterite, ocasionando dor abdominal, diarréia,
distenséo abdominal, perda de peso e sangramento retal (Walker et al., 1995).

Nos cées, as infec¢cdes agudas, promovem anemia e cansaco, além de
dificuldade respiratoria. Em filhotes caninos lactantes, a anemia costuma ser grave e
acompanhada por diarréia, que pode conter sangue e muco. Os sinais respiratorios
podem ser decorrentes de dano pulmonar causado pelas larvas ou dos efeitos
anoxicos da anemia. Em infec¢cdes mais crénicas, geralmente o animal estd com
baixo peso, pelo opaco, perda de apetite e muitas vezes perversao do apetite. Com

pouca frequéncia ha lesGes cutaneas e claudicacao (Taylor et al, 2010).

2.1.2.2 Diagndstico

O diagndstico nos cées € simples e preciso e se d& pela identificacdo de
ovos nas fezes através da técnica de coprocultura e pelo exame hematoldgico para
constatacdo da anemia (Rey, 1991).

Em humanos, o diagnostico de A. caninum é feito a partir de lesdes
classicas, especialmente em individuos ou viajantes que retornam de regides
tropicais profissionalmente expostos. Eosinofilia periférica € transitoria e pode estar
associada com infiltrados pulmonares migratorios ou aumento dos niveis séricos de
IgE de pouco valor diagnostico. A bidpsia de pele ndo é util no diagnostico e mostra
predominante infiltracdo eosinofilica, enquanto a larva raramente é vista como teria
avancado além das lesGes cutaneas. Microscopia epiluminescéncia € um metodo
eficaz, ndo-invasivo para confirmar o diagnostico. A larva é visualizada melhor na
ampliacdo de 40x como marrom, area linear segmentada translicida, e o interior
vazio com vasos pontilhados vermelhos. O exame sob microscépio confocal de
reflectancia pode ser usado eficazmente para visualizar a larva altamente
birrefringente e perturbacdo escuro no padrdo “favo de mel” epidérmica
correspondendo ao interior larval. Recentemente, a identificagcdo da larva por
tomografia de coeréncia Optica verificou ser Gtil na sua remocgéo direta. Outros
diferenciais incluem dermatite cercarial, curvilineas lesdes de dermatite de contato, e

miiase migratoria (Upendra et al., 2013).
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2.1.2.3 Medidas de controle

A anemia cronica da ancilostomiase ocasionada por A. caninum é
particularmente devastador para as criancas, que sofrem de crescimento atrofiado e
desenvolvimento intelectual prejudicada, para as maes que estdo em maior risco de
anemia durante a gravidez e parto, e para os idosos, por isso as medidas de
controle séo tdo importantes (Wang et al., 2010).

Em humanos, tal como acontece com muitas outras zoonoses parasitarias
de rota oral-fecal € extrema importancia os procedimentos de higiene adequadas,
tais como lavar as maos e remocao e eliminacédo de fezes, reduzindo a chance de
infeccdo. Além disso, regulares vermifugacdo de cdes e gatos irdo eliminar ou
minimizar as cargas parasitarias e reduzir a contaminagdo ambiental. Usando
calcado fechado nas areas onde cées ou gatos podem ter defecado também vai
reduzir a probabilidade de ocorrer larva migrans cutanea (Robertson, Thompson
2002).

Embora as drogas anti-helminticas sejam eficientes na desparasitacéo de
pessoas infectadas, a rapida re-infeccdo em areas endémicas e a falta de imunidade
estéril exige tratamentos repetidos, que por sua vez resultam em resisténcia. As
altas taxas de re-infecgcdo apds o tratamento medicamentoso significa que as
vacinas permanecem a melhor esperanca para o controle de vermes em humanos
no futuro (Wang et al., 2010).

No entanto, nenhuma vacina ainda esta disponivel, apesar dos
investimentos para o desenvolvimento de uma vacinas especifica para
ancilostomatideos. Até que vacinas seguras e eficazes sejam desenvolvidas, anti-
helminticos irdo continuar a ser utilizados para o tratamento e controle de infeccbes
em seres humanos de nematoides. Assim, existe uma necessidade critica de mais
pesquisas para identificar novas drogas, que exijam uma melhor compreenséo da
biologia e parasitismo destes devastadores parasitos (Wang et al.,, 2010;
Macpherson, 2013).

Estudos tém demonstrado a eficiéncia dos fungos nematéfagos no
controle biolégico de nematdides gastrintestinais (Maciel, Aradjo e Cecon, 2006;
Frassy et al., 2010; Braga et al., 2011). Um estudo utilizou extrato bruto enziméatico
de Pochonia chlamydosporia (VC4) sobre ovos de Ancylostoma sp, in vitro, em meio
agar-agua 2% e em cultura de fezes. O referido estudo comprovou que 0 extrato

bruto enzimatico de Pochonia chlamydosporia foi eficiente na reducéo da eclosao
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dos ovos de Ancylostoma sp e que portanto, pode ser utilizado como controlador
desse nematéide (Braga et al., 2011).

Uma vertente ainda promissora € a utilizagdo de plantas medicinais e
seus derivados, como é o extrato de C. papaya, que foi avaliado contra larvas de A.
caninum em infeccdo em camundongos. Nesse estudo, os camundongos foram
infectados com 500 larvas de A. caninum (grupos A e B). O grupo C néo foi
infectado (controle). O grupo de camundongos do grupo A foi tratado com 0,2mL do
extrato da planta/camundongo, em mais de um momento da infec¢do, enquanto que
0 grupo B n&o recebeu nenhum tratamento, apenas as larvas de A. caninum. A
recuperacdo das larvas e dos mastocitos e a contagem de eosindéfilos dos grupos
analisados nesta pesquisa sugerem uma potencial atividade anti-helmintica da

planta C. papaya contra infec¢des por nematoides intestinais (Bi, Goyal, 2012).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

O relato de uso de plantas medicinais para tratamento de doencas e
distarbios de saude em humanos & milenar e continua nos dias atuais, sendo as
principais colicas menstruais, os distlrbios gastrintestinais, a insénia, o resfriado, as
doencas parasitarias, dentre outras (Wink, 2012).

Muitos dos medicamentos sintéticos hoje disponiveis para o tratamento
das doencas parasitarias foram desenvolvidos ha muitos anos atras e, devido aos
anos de utilizacdo, muitas espécies de parasitos gastrintestinais j& desenvolveram
resisténcia a eles (Stepek et al.,, 2004). E infelizmente, os medicamentos
antiparasitarios ndo sao prioridade para as industrias farmacéuticas porque
destinam-se a paises pobres, onde a populacédo ndo pode pagar um preco alto pelas
drogas (Hall et al., 2008).

Os paises em desenvolvimento combatem as doencas parasitarias com
albendazol, mebendazol, praziquantel e ivermectina (Hotez et al., 2008). Sabendo-
se que a disponibilidade e eficacia destas drogas dependem da dosagem, da
necessidade de associagcdo de drogas e da espécie do nematbide intestinal
infectado, e que ir4 impactar diretamente no tratamento nutricional e no estado de
crescimento da crianca se nao forem bem tratadas (Hall et al., 2008).

Diante do rapido desenvolvimento de populacbes de nematodides

resistentes, do alto custo do tratamento sintético e do risco de residuos nos
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alimentos e de contaminacdo ambiental, novas medidas de controle tornaram-se
necessérias (Macedo et al, 2009).

Uma alternativa que tem sido avaliada é a utilizagdo de plantas
medicinais e seus derivados (extratos, fracdes enriquecidas, 0leo essencial, tintura)
no controle das parasitoses gastrintestinais. Essa medida, além de ter se mostrado
eficaz em diversas pesquisas, tem a vantagem de ser sustentavel e nao agredir o
meio ambiente (Eguale, 2007a; Eguale, 2007b; Costa et al., 2008).

Os produtos naturais continuam a ter importante papel na descoberta e no
desenvolvimento de novos medicamentos e essa exploracdo como fonte de novos
agentes ativos € o alicerce para a elaboracdo de medicamentos eficazes para
doencas ainda hoje incuraveis (Newman, Cragg, 2012).

No Brasil, foi publicada uma lista de 71 plantas de Interesse ao Sistema
Unico de Salde (SUS) — RENISUS - divulgada pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude, que dentre as espécies constam
diversas espécies usadas pela populacdo, como a Matricaria recutita (camomila) e
Aloe vera (babosa), com o propoésito de direcionar a elaboracdo da relacdo de

fitoterapicos disponiveis para uso seguro e eficaz da populacédo (Renisus, 2009).

2.2.1 Euterpe edulis Martius

A palmeira Euterpe edulis Martius, familia Arecaceae, é popularmente
conhecida como jucara (jussara) e € encontrada do nordeste ao sul do Brasil,
ocorrendo em VAarios ecossistemas na Mata Atlantica, que vado desde florestas
tropicais a florestas estacionais (Reis et al., 2000; Conte et al., 2003; Felzenszwalb
et al., 2013).

E. edulis estd incluida na lista oficial do site de espécies brasileiras
ameacadas de extingdo e no Espirito Santo, uma Instru¢do Normativa foi publicada,
considerando a necessidade de simplificar os Planos de Exploracdo Sustentavel de
Produtos Nao Madeireiros para que o pequeno produtor e as populacdes tradicionais
tenham acesso a tal atividade e que a espécie seja preservada (Espirito Santo,
2013).

Os frutos sdo consumidos por aves, mamiferos e roedores, e as sementes
sdo usadas na alimentacdo animal. Sado considerados uma rica fonte de energia, e
tém sido reconhecidos por certas propriedades funcionais, principalmente devido as

antocianinas (Rufino et al., 2010; Inécio et al., 2012).
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A polpa do fruto de E. edulis apresenta maior concentracdo de &cidos
fendlicos (ferudlico, galico, protocatecuico e p-cumarico) e flavonoides (catequina,
epicatequina e quercetina), quando comparada com 0S oOutros representantes
importantes do mesmo género, E. precatoria e E. oleracea (Borges et al., 2010).

2.2.2 Mikania glomerata Spreng.

Mikania glomerata Spreng., familia Asteraceae, popularmente conhecida
como guaco, € nativa do Brasil e apesar de ndo ter sua constituicdo quimica
totalmente elucidada é uma das espécies mais estudadas sobre o aspecto
farmacognostico (Brandao et al., 2006; Amaral et al., 2009).

Para a M. glomerata diversas atividades farmacoldgicas foram
evidenciadas, entre elas antifingica, antimicrobiana, broncodilatadora, antialérgica,
anti-inflamatoria (Fierro et al., 1999; Holetz et al., 2002; Napimoga, Yatsuda, 2010).
Além de ter demonstrado atividade na inibicdo do crescimento e morte de células
tumorais e na neutralizacdo eficiente dos venenos das serpentes Bothrops e
Crotalus (Lacy, O'Kennedy, 2004; Maiorano et al., 2005).

Esta planta configura entre as diversas plantas dispostas na Lista de
Medicamentos Fitoterdpicos de Registro Simplificado, publicada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2008, tendo sua indiagcédo
farmacoldgica expectorante/broncodilatador reconhecida devido a cumarina
(BRASIL, 2008).

A cumarina é um dos principais responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas da M. glomerata, embora estudos recentes tém evidenciado a
auséncia desse marcador quimico nessa espécie (BERTOLUCCI et al, 2009; Lessa
et al., 2012; BERTOLUCCI et al. 2013 a; 2013b).

Outros constituintes quimicos foram relatados para M. glomerata entre
eles lupeol, 2H-1-benzopiran-2-ona, acidos ent-caur-16(17)-en-19- dico, ent-15- 8 -
isobutyloxycaur -16(17)-en-19-0ico, ent-15-B-benzoioxycaur-16(17)-en-19-0ico, ent-
15-B-hydroxycaur, 16(17)-en-19-0ico, ent-17-hydroxycaur-15(16)-en-19-6ico e o-
hidroxicinamico. S&o encontrados ainda no Oleo essencial, sesquiterpenos e
diterpenos do tipo caurano (acidos caurenoico, grandiflérico, cinamoilgrandiflérico e
caurenol). Outros metabdlitos secundarios como [-sitosterol, friedelina,
estigmasterol, taninos hidrolisaveis, flavondides e saponina, também estédo
presentes na composicdo desta espécie (Veneziani, Oliveira, 1999; Czelusniak, et

al., 2012; Soares e Silva et al., 2012).
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Um estudo recente sugere ainda que a M. glomerata apresente atividade
antioxidante que possa estar correlacionada com seus efeitos bactericidas sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e esquistossomicida sobre Schistosoma

mansoni (Santana et al., 2013).

2.2.3 Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker

Assim como varias outras espécies do género Mikania, a Mikania
laevigata Schultz Bip. ex Baker também é popularmente conhecida como guaco, e é
uma espécie nativa do sul do Brasil (Napimoga, Yatsuda, 2010).

As espécies M. laevigata e M. glomerata apresentam pequenas
diferencas morfolégicas, mas que ndo interferem na sua utilizagdo na medicina
popular brasileira. A populacao, por vezes, utiliza as duas espécies, sem distincao
(Oliveira et al., 1986; Holetz et al., 2002). Estudos ja revelam que a eficacia dessas
espécies para os principais males tratados pela populacao, transtornos inflamatorios
e alérgicos do sistema respiratério, esta comprovada e sao similares (Freitas et al.,
2008; Gasparetto et al., 2010).

A cumarina simples (1,2-benzopirona), assim como na M. glomerata,
também é o principal marcador quimico encontrado na M. laevigata, e sua presenca
na planta é notada pelo agradavel aroma semelhante & baunilha caracteristico desta
substancia (Gasparetto et al., 2010; Bertolucci et al, 2009; Lessa et al., 2012;
Bertolucci et al. 2013 a; 2013b)

Estudos relatam ainda a presenca de outros constituintes quimicos com
acOes farmacoldgicas, entre eles estdo diidrocumarina, acido o-cumarico, acido
caurenaico, cinamoilgrandiflorico, cupressénico, isopropiloxigrandiflorico,
isobutiloxigrandiflérico, caurenol, espatulenol, 6xido de cariofileno, esterdides e
triterpendides, acidos hexadecandico, 9,12,15-octadecatriendico; 9,12-
octadecadiendico, 1l-octadeceno, 2,5-ciclohexadieno-1,4-diona, siringaldeido,
sabineno, a-pineno, B-pineno, mirceno, p-cimeno, silvestreno,e-B-ocimeno, terpin-4-
ol, nonanal, 1,4-dimetoxibenzeno, a-elemeno, a-copaeno, B-elemeno, B-cariofileno,
y-elemeno, aromadendreno, a-humuleno, germacreno-D, biciclogermacreno, elemol,
germacreno-B, e-nerolidol, espatulenol, globulol, 6xido de cariofileno, epi-alfa-
muurolol, a-cadinol, diterpenos, saponinas, taninos, estigmasterol dentre outros
(Gasparetto et al., 2010; Rufatto et al., 2013; Bertolucci et al, 2009; Bertolucci et al.
2013 a; 2013b)
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Embora ndo haja nenhum registro na ANVISA de medicamentos a base
de M. laevigata, esta espécie € encontrada na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) em conjunto com a M. glomerata,
contribuindo com o desenvolvimento de pesquisas com espécies vegetais e

incentivando a sua utilizacao na rede basica (Renisus, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA- UVV) da Universidade Vila Velha (CEUA-UVV), conforme parecer
consubstanciado n°® 292/2013.

3.2 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS

3.2.1 Mikania glomerata Spreng e Mikania laevigata Schultz Bip ex Baker

As plantas Mikania glomerata Spreng. e Mikania laevigata foram
fornecidas pelo Setor de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (DAG/UFLA). Exsicatas de Mikania glomerata
Spreng. e Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker foram depositadas no herbario do
Instituto de Biociéncias da UFRGS, sob o registro ICN 141992 e ICN 141990.

O material vegetal seco de M. glomerata (260 g) e de M. laevigata (100 g)
foi submetido a percolagédo com etanol a 96° GL. O extrato etanolico foi concentrado
em evaporador rotatério, a 50 °C, sob pressédo reduzida, até residuo (Lessa et al.,
2012).

3.2.2 Euterpe edulis Martius

Os frutos do palmiteiro jucara (1kg) foram fornecidos pelo INCAPER
(Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensédo Rural), estando de
acordo com a Instrucdo Normativa 003/2013 (Espirito Santo, 2013). A amostra foi
congelada em embalagem plastica transparentes com fecho hermético e mantida em
freezer domésticas a -18°C até o uso.

A camada fibrosa dos frutos, bem como a fina cobertura oleosa e o
mesocarpo foram retirados e o extrato etandlico de E. edulis foi preparado,
empregando-se homogeneizagédo durante 30 segundos, 10 g desse material sem a
semente, em 70 mL de etanol aquoso a 80%. A mistura foi submetida a banho de

ultrassom durante 20 min.
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3.3 OBTENCAO DE OVOS DE Toxocara canis

Fémeas gravidas de parasitos adultos de T. canis foram dissecadas e
retiradas as alcas uterinas contendo 0s ovos.

A seguir, esses ovos foram centrifugados em agua destilada. O contetudo
presente no tubo de centrifuga foi homogeneizado e deste foram retirados trés
aliqguotas de 10uL. Os ovos foram contados com auxilio de estereomicroscopio e
aumento de 10x. A quantidade total desses ovos foi estimada de acordo com Aradujo,
Santos e Ferraz (1995).

3.4 OBTENCAO DE LARVAS DE Ancylostoma caninum

Cerca de 1509 de fezes frescas de cées naturalmente infectados por A.
caninum foram coletadas e utilizadas na confec¢cdo das coproculturas. Para tal, foi
necessaria a confirmacdo da contaminacao por A. caninum, através da técnica de
flutuacdo fecal de acordo com a técnica de Willis-Mollay (Araudjo, 2006) e posterior
observacdo ao microscopio Optico, inicialmente em objetiva de 10x, com posterior
confirmacdo em objetiva de 40x. A contagem meédia de ovos por grama de fezes
(OPG) foi de 125 ovos/3g.

3.5 ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Foram realizados dois ensaios experimentais in vitro, distintos e
denominados A e B. No experimento A, foi avaliado o percentual de embrionamento
dos ovos de T. canis frente aos extratos de E. edulis, M. glomerata e M. laevigata
em diferentes concentragbes (0,1mg/mL, Img/mL e 10mg/mL), etanol e albendazol
em diferentes concentra¢cbes (0,0lmg/mL, 0,05mg/mL e 0,1 mg/mL). conforme
descrito por Reis et al. (2010). As concentragcbes utilizadas nos extratos foram
selecionadas a partir de uma sequéncia logaritmica, pois ndo ha padronizacdo na
literatura especializada.

No ensaio B avaliou-se a atividade larvicida das espécies em estudo nas
concentragcbes 0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL e do etanol, sobre coproculturas de

culturas de Ancylostoma caninum e grupo controle, sem tratamento.
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3.5.1 Ensaio A

No ensaio A, 100 ovos de T. canis, foram vertidos em tubos de ensaio
rosqueados contendo 5mL de extratos etandlicos nas concentracdes 0,1mg/mL,
1mg/mL e 10mg/mL das plantas medicinais em estudo (E. edulis, M. glomerata e M.
laevigata). O grupo controle continha 100 (cem) ovos em 5mL de etanol (mesmo
diluente usado na preparacdo dos extratos) no mesmo recipiente.

Foi realizado também um controle positivo com 100 (cem) ovos em tubos
de ensaio rosqueados contendo albendazol nas concentragcbes 0,01mg/mL,
0,05mg/mL e 0,1 mg/mL; conforme descrito por Reis et al. (2010). Ainda havia um
tubo contendo 100 (cem) ovos, que ndo recebeu nenhum tratamento. Todos 0s
tubos, devidamente identificados e fechados, foram incubados a 26°C, no escuro por
15 dias. Cada tratamento foi constituido por seis repeticbes. Apds cada periodo
estudado, foi contado o numero total de ovos embrionados e/ou ndo embrionados,
presentes em cada tubo dos grupos tratado e controle de acordo com a metodologia
descrita por Braga et al. (2011).

3.5.1.1 Analise estatistica

A média de ovos embrionados recuperadas foi calculada. Os dados foram
interpretados estatisticamente pela analise de variancia em niveis de significancia de
1 e 5% de probabilidade (Ayres et al., 2003). A eficiéncia de embrionamento em
relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade,
com o programa BioEstat 5.0.

Posteriormente o percentual de reducdo da média de L3 foi calculado de

acordo com seguinte equacao:

(Média de ovos embrionados do controle — Médias de ovos embrionados do tratamento) ¥ 100

% Reducao=

Média de ovos embrionados do controle

3.5.2 Ensaio B

A seguir, no ensaio B, cerca de 3g de fezes positivas foram misturadas
com vermiculita industrial fragmentada (autoclavada) e umedecidas em cada copo.
Posteriormente, foram adicionados 10mL de extratos etandlicos de E. edulis, M.
glomerata e M. laevigata nas concentragcbes 0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL e
levados a estufa a 26°C durante 8 dias, constituindo o grupo tratado. Cada

tratamento foi constituido por trés repeticdes. Foram realizados dois grupos controle:
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um constituido pelas coproculturas sem o0s extratos e outro contendo apenas o
diluente utilizado (etanol). Ao final desse periodo, foram obtidas larvas de terceiro
estadio (L3) pelo método de Baermann, que foram identificadas e quantificadas
segundo os critérios descritos por Urquhart et al. (1998) em microscopio 6ptico e
objetiva de 10x.
3.5.2.1 Analise estatistica

A média de L3 de A. caninum recuperadas foi calculada. Os dados foram
interpretados estatisticamente pela andlise de variancia em niveis de significancia de
1 e 5% de probabilidade (Ayres et al., 2003). A eficiéncia de destruicdo de L3 em
relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade,
com o programa BioEstat 5.0. Posteriormente o percentual de reducdo da média de

L3 foi calculado de acordo com seguinte equacéo:

“fEREdU@ﬁDZ (Media de L3 reu::uperad’as. do controle — Medias de L3 recuperadas do tratamenta) %100
Media de L3 recuperadas do controle
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO A

A embriogénese dos ovos de T. canis ocorreu adequadamente durante o
experimento A, conforme mostra o controle, e os resultados encontrados apos 15
dias de interagdo entre 0s ovos e 0s extratos etandlicos podem ser observados na
Tabela 1.

Todas as espécies investigadas (M. glomerata, M. laevigata e E. edulis)
apresentaram atividade inibitéria no percentual de embrionamento dos ovos de T.

canis, em relacédo ao grupo controle.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo dos percentuais de ovos embrionados de
Toxocara canis apds o contato prévio com 0s grupos tratados com extrato etandlico
de Mikania laevigata (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL), extrato etandlico de Mikania
glomerata (0,21mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL), extrato etandlico de Euterpe edulis

(0,2mg/mL, 1Img/mL e 10mg/mL) e o grupo controle apos 15 dias de interacao.

Ensaios
Espécie Concentracado Média (%) % embrionamento
M. laevigata 0,1mg/mL 43324225 56,7
M. laevigata 1mg/mL 59 148+11 1 409
M. laevigata 10mg/mL 31.6°8+15.7 68 4
Controle - 1008€ 100
Ensaios
Espécie Concentragao Média (%) % embrionamento
M. glomerata 0,1mg/mL 40.8~+16.5 59,2
M. glomerata 1mg/mL 4254108 575
M. glomerata 10mg/mL 3164116 68,4
Controle - 1008 100
Ensaios
Espécie Concentragao Média (%) % embrionamento
E. edulis 0,1mg/mL 574420 .4 43
E. edulis 1mg/mL 4084+13.2 59,2
E. edulis 10mg/mL 35187 65
Controle - 1008 100

Letras distintas (A, B e C) nas colunas néo diferem P>0,05 e P>0,01 — Teste de Tukey
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A tabela 2 apresenta os resultados frente ao controle positivo com
Albendazol e o controle negativo com o solvente utilizado nos extratos, o etanol, sob
as mesmas condi¢des de analise do experimento A.

Tabela 2. Médias e desvios padrao dos percentuais de ovos embrionados de
Toxocara canis apés o contato prévio com o0s grupos tratados com Albendazol
(0,01m/mL; 0,05 mg/mL e 0,1mg/mL), e o Etanol apés 15 dias de interagéo.

Ensaios
Tratamento Concentragao Média (%) % embrionamento
Albendazol 0,01mg/mL 43,3422 5 56,7
Albendazol 0,05mg/mL 59,18+10,8 40,9
Albendazol 0,1mg/mL 68,35+15,7 317
Etanol - 31,64+11,7 68,4
Controle - 100¢ 100

Letras distintas (A, B e C) nas colunas néo diferem P>0,05 e P>0,01 — Teste de Tukey

4.2 ENSAIO B

No ensaio B, como podem ser observadas na tabela 3, nas
coproculturas todos os extratos etandlicos testados (M. glomerata, M. laevigata e E.
edulis) foram capazes de inibir a eclosdo dos ovos de A. Caninum apos 8 dias de
interacdo; embora ndo tenha sido observado diferenca (p>0,01) em relacdo a

concentracdo de exposicao do extrato das plantas, apenas diferenca em relacéo ao
controle.
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Tabela 3. Médias e desvios padrdo dos percentuais de larvas infectantes (L3) de A.
caninum recuperadas das coproculturas nos grupos tratados com o0s extratos
etandlico de Mikania laevigata (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL), extrato etandlico de
Mikania glomerata (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL), extrato etanolico de Euterpe
edulis (0,2mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL) e o grupo controle apds 8 dias de interacao.

Ensaios
Espécie Concentracao Médias (%) % L3 recuperadas
M. laevigata 0,1mg/mL 494429 57.3
M. laevigata 1mg/mL 3,08£1,7 73,9
M. laevigata 10mg/mL 2,752 7 78,2
Controle - 11,58£3 1 -
Ensaios
Espécie Concentracao Médias (%) % L3 recuperadas
M. glomerata 0,1mg/mL 4,56°+35 56,9
M. glomerata 1mg/mL 3,182:47 69,5
M. glomerata 10mg/mL 2,7A:20 74,1
Controle - 10,4524 3 -
Ensaios
Espécie Concentragao Médias (%) % L3 recuperadas
E. edulis 0,1mg/mL 2,451 4 74,7
E. edulis 1mg/mL 5754452 394
E. edulis 10mg/mL 2,04417 789
Controle - 9,584 7 -

Letras distintas (A, B e C) nas colunas nao diferem P>0,05 e P>0,01 — Teste de Tukey
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5 DISCUSSAO

5.1 ENSAIO A

S80 escassos o0s trabalhos que avaliam ou demonstram atividade
antiparasitaria de plantas in vitro “ante” ovos de T. canis. A maioria das pesquisas
direciona para a avaliacdo de larvas de T. canis (Satou et al., 2005; Reis et al., 2010)
ou para a atividade de fungos nematofagos, dentre os quais Pochonia
chlamydosporia, que em sua maioria, produzem proteases capazes de destruir 0os
ovos de nematdides gastrointestinais (Braga et al., 2011).

Embora se entenda que as larvas sejam mais susceptiveis a agao
destrutiva de extratos vegetais, pois ndo possuem a protecao do envoltério, presente
nos ovos, pretendeu-se com este trabalho, encontrar espécies de plantas que
contenham em sua composicdo quimica, substancias com propriedades lipoliticas
ou proteoliticas capazes de destruir o envoltério dos ovos e assim impedir a sua
evolucao, tal quais os extratos brutos enziméticos de fungos conseguem (Braga et
al., 2011) e consequentemente, impedir a contaminacdo por este parasito no meio
ambiente.

Dentre o0s extratos etandlicos testados, ndo existe diferenca
significativa entre as concentragfes investigadas (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL),
ao contrario do que encontraram Lone et al. (2012) em seu estudo in vitro com
extratos de Euphorbia heliscopia em Haemonchus contortus, que a concentragao do
extrato mostrou-se mais efetiva na inibicdo da motilidade do parasita a medida que
era aumentada, 12,5, 25 e 50mg/mL.

Em geral, um extrato de planta contém baixas concentracbes de
compostos ativos, no entanto, um grande nimero desses compostos (Rates, 2001).

Dessa forma, a utilizacdo de ensaios in vitro com extratos de plantas
medicinais, além das vantagens de facilidade de execucao, baixo custo e rapidez,
servem como uma indicacdo inicial da atividade a ser investigada e permitem a
selecdo dos extratos mais promissores, diminuem gastos, evitam perda de tempo e
0 uso indiscriminado de cobaiais (Camurga-Vasconcelos et al., 2005).

Segundo Gasparetto et al. (2010), os diterpenos, sobretudo a classe dos
cauranos, presentes nas espécies M. glomerata e M. laevigata, desempenham,
dentre outras acfes farmacologicas, atividade antiparasitaria, o que corrobora com
os resultados encontrados neste ensaio, onde os extratos de M. laevigata e M.

glomerata apresentaram taxa de embrionamento inferior a do controle, ou seja,
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existiam nesses extratos substancias capazes de impedir a embriogénese dos ovos
de T. canis. Vieira et al. (2002) endossam ainda essa informacdo ao relatarem a
atividade antiparasitaria de um diterpeno cauranico sobre formas tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi em um estudo in vitro.

A espécie E. edulis ainda nao foi explorada quanto a sua atividade
antiparasitaria, no entanto, estudos demonstram atividade antiparasitaria nos
flavondides, substancias presentes em E. edulis. A quercetina, flavonoide revelado
num estudo in vitro de Weiss et al. (1998), foi capaz de inibir a sintese de hsp90,
hsp70, e hsp27 e ainda suprimir a inducdo de desenvolvimeno bradizoito em
Toxoplasma gondii. Tasdemir et al. (2006) também demonstraram que a quercetina
e seus derivados apresentam promissoras atividades in vitro contra os géneros
Leishmania e Trypanosoma. Ja Molan et al. (2003) demonstraram a atividade anti-
helmintica de vérios flavonoides e seus derivados , dentre eles a catequina e
epicatequina, também presentes em E. edulis sobre ovos e larvas de T.
colubriformis, nematdide de ruminantes, in vitro, numa relacdo concentracao-
dependente; contrariando os achados neste ensaio com E. edulis, onde a diferenca
na porcentagem (P>0,01) de embrionamento dos ovos de T. canis, embora tenha
sido maior em relagéo ao controle, ndo aumentou em funcdo da concentragéo.

O albendazol € um medicamento derivado dos benzimidazéis, com sua
atividade ovicida, larvicida e vermicida ja comprovadas (Vieira et al., 1996). Embora
seja uma das drogas anti-helminticas mais utilizadas para o tratamento de larva
migrans visceral, sua acao in vitro contra T. canis, tem sido demonstrada fraca em
alguns estudos, (Satou et al. , 2005; Marquez-Navarro et al. , 2009) o que contrapde
ao encontrado neste estudo, onde observou-se diferenca na porcentagem (P>0,01)
de embrionamento dos ovos de T. canis em relagcdo ao controle e em funcéo da
concentragéo.

No entanto, as duas outras concentragcdes do albendazol utilizadas,
0,05 e 0,1mg/mL, cumpriram o0s objetivos propostos, que era funcionar como um
controle positivo. Segundo Coles et al. (1992), o controle positivo permite comparar
o efeito de drogas padrbes conhecidas, com o encontrado pelo produto natural em
investigacdo. Como por exemplo, o realizado por Pessoa et al. (2002) quando
avaliaram a atividade ovicida do 6leo essencial de Ocimum gratissimum contra H.
contortus, através da utilizacdo de cinco concentragfes diferentes deste Oleo
essencial diluidos em Tween 20 (0,5%), controle negativo (Agua), um controle para o

diluente utilizado (Tween 20) e um controle positivo de tiabendazol 0,5%, a fim de se
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avaliar a eficacia do 6leo essencial. Vale destacar que neste estudo, também foi
realizado o controle do diluente utilizado (etanol) e que o resultado, embora néo
tenha sido significativamente igual ao controle negativo, foi igual estatisticamente ao
encontrado para o albendazol na menor concentracéo (0,01mg/mL), que apresentou

baixa eficiéncia.

5.1 ENSAIO B

De acordo com os dados obtidos através da analise estatistica, o ensaio
obteve resultados satisfatérios, em todos os extratos etandlicos e concentracdes
testadas, M. laevigata, M. glomerata e E. edulis (0,1mg/mL, 1mg/mL e 10mg/mL),
uma vez que os ovos de A. caninum eclodiram resultando em um numero larvar
consideravel quando comparado com o0 grupo controle que ndo apresentava
nenhuma concentracdo do extrato. Vale ressaltar que também foi realizado um
controle do solvente (etanol) e este também nao interferiu nos resultados do ensaio.

Em um estudo realizado por Assis et al (2003), larvas e ovos de H.
contortus foram submetidos ao contato de quatro extratos distintos de hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol em cinco concentracdes diferentes (3,1, 6,2,
12,5, 25,0 e 50,0 mg/mL) da planta Spigelia anthelmia. Na concentracdo de 50,0
mg/mL o extrato de acetato de etila inibiu 100% da eclosédo dos ovos e 81,2% do
desenvolvimento larval. De um modo semelhante o extrato metandlico inibiu 97,4%
da eclosdo dos ovos e 84,4% de larvas em desenvolvimento de H. contortus,
enquanto que 0s outros extratos apresentaram percentuais menores ou até mesmo
estatisticamente iguais ao do controle, como foi o caso do extrato de cloroférmio na
concentracéo de 50,0 mg/mL.

Sousa et al. (2013) afirmam que ao se avaliar a atividade anti-helmintica
de extratos de plantas alguns fatores minimos devem ser considerados: tipo de
extrato, parte da planta utlizada, concentracdo/dose, via de administracéo,
bioensaio utilizado, espécie animal infectada e qual a espécie do parasito. Esses
fatores podem interferir no ensaio e promover um falso-negativo.

Ainda assim, os resultados positivos obtidos a partir de testes in vitro,
isoladamente, assim como os realizados no presente trabalho, ndo sdo suficientes
para validar uma atividade pesquisada, assim como os resultados negativos tambéem

nao invalidam a planta apenas o protocolo utilizado, pois um extrato aquoso pode
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nao apresentar efeito ovicida, porém larvicida, ou outro extrato da mesma planta

pode vir a apresentar tal efeito ovicida (Camurca-Vasconcelos et al., 2005).
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o0s extratos etandlicos de M.
laevigata, M. glomerata e E. edulis nas concentracdes testadas (0,1mg/mL, 1mg/mL
e 10mg/mL), apresentaram atividade ovicida e/ou larvicida para sobre os nematoéides
gastrintestinais T. canis e A.caninum. Nao houve diferenca (P>0,01) entre os
extratos das espécies M. laevigata, M. glomerata e E. edulis quanto a atividade
ovicida e/ou larvicida dos nematoides gastrintestinais investigados. As
concentracfes testadas nesses extratos (0,Img/mL, 1mg/mL e 10mg/mL) néo
diferiram (P>0,01) entre si quanto a atividade ovicidade e/ou larvicida de T. canis e
A.caninum. No entanto, novos estudos sdo necessarios para ensaios in vivo, para o
aprimoramento da metodologia e para maiores esclarecimentos dos agentes
responsaveis pelos efeitos observados, mecanismos de acgado, estudo das
concentragbes adequadas, grau de eficicia e toxicidade para o homem e para 0s

animais.
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