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RESUMO

LIMA, JOSE ANTONIO CORREIA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de
2020. Uso combinado de compostos quimicos e biolégicos no controle do
nematoide causador de larva migrans cutanea. Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso combinado de distintos compostos
quimicos (albendazol, ivermectina, glicerina e vaselina) e biolégico (Monacrosporium
thaumasium) no controle de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma caninum. Lz de
A. caninum foram obtidas de coproculturas de fezes positivas de caes naturalmente
infectados. Foram utilizados: ivermectina 1% albendazol 1%, glicerina e vaselina
100% e um isolado de fungo nematéfago M. thaumasium (NF34). A seguir foi
montado o ensaio experimental com dezesseis (16) grupos em micropogos, sendo
cada grupo com cinco repeticbes, com interacdo de 24 horas. G1 (120 L3 de A.
caninum/30 pl + 120 conidia/30 pl of Monacrosporium thaumasium; G2 (120 L3 de A.
caninum/30 ul + 10 pl albendazol; G3 (120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 ul of
ivermectin 1%); G4 (120 L3 de A. caninum/30 ul + 160 pl glicerina); G5 (120 L3 de A.
caninum/30 pl + 160 ul vaselina); G6 (120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol
+ 120 conidia/30 ul of M. thaumasium); G7 (120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 ul
ivermectina 1% + 120 conidia/30 ul of M. thaumasium); G8 (120 L3 de A. caninum/30
Ml + 160 pl glicerina + 120 conidia/30 ul of M. thaumasium); G9 (120 L3 de A.
caninum/30 pl + 160 pl vaselina + 120 conidia/30 pl of M. thaumasium); G10 (120 L3
de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol + 10 pl of ivermectin 1%); G11 (120 L3 de A.
caninum/30 pl + 10 pl albendazol + 160 pl glicerina); G12 (120 L3 de A. caninum/30
gl + 10 pl albendazol + 160 pl vaselina); G13 (120 L3 de A. caninum/30 ul + 160 pl
vaselina + 160 pl glicerina); G14 (120 L3 de A. caninum/30 ul + 10 pl of ivermectin
1% + 160 pl vaselina + 160 pl glicerina); G15 (120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl of
ivermectin 1% + 160 pl vaselina) e G16 (120 L3 de A. caninum/30 ul + 160 ul H20).
Dos 15 grupos experimentais, apenas o G5 sem combinagbes (vaselina) néo
apresentou diferenca (p>0,05) na reducéo das L3 em relacéo ao grupo controle. Por
outro lado, os demais grupos (G1 a G14) que contiveram algum composto quimico,
biolégico (NF34) e ou seu uso combinado (quimico + biol6gico) apresentaram
diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Conclui-se que o uso combinado,
mesmo que em carater experimental de drogas antihelminticas com o controle
biologico foi eficiente. Todavia, mais estudos devem ser realizados para que se
possa elucidar a acdo sinérgica entre o controle quimico e biolégico, a ser utilizado
no futuro no controle efetivo de ancilostomideos.

Palavras-chaves: Ancildstomos, Controle bioldgico, larva migrans cutanea.



ABSTRACT

LIMA, JOSE ANTONIO CORREIA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, february
2020. Combined use of chemical and biological compounds without control of
the nematode that causes cutaneous migratory larvae. Advisor: Fabio Ribeiro
Braga.

The aim of this study was to evaluate the combined use of different chemical
(albendazole, ivermectin, glycerin, and vaseline) and biological (Monacrosporium
thaumasium) compounds in the control of Ancylostoma caninum infective larvae (L3).
A. caninum L3 were obtained from coprocultures of positive feces from naturally
infected dogs. We used: 1% ivermectin, 1%, albendazole, glycerin, 100% vaseline,
and an isolate of the nematophagous fungus M. thaumasium (NF34). Next, an
experimental test was set up with sixteen (16) groups in microwells, each group
having five replicates with a 24-hour interaction. G1 (120 A. caninum L3s/30 pL + 120
conidia/30 yL of Monacrosporium thaumasium); G2 (120 A. caninum L3/30 yL + 10
pL albendazole); G3 (120 A. caninum Ls/30 pyL + 10 yL 1% ivermectin); G4 (120 A.
caninum L3/30 yL + 160 uL glycerin); G5 (120 A. caninum L3/30 uL + 160 uL
vaseline); G6 (120 A. caninum L3/30 pyL + 10 yL albendazole + 120 conidia/30 pl of
M. thaumasium); G7 (120 A. caninum L3/30 pL + 10 pL 1% ivermectin + 120
conidia/30 pL of M. thaumasium); G8 (120 A. caninum L3/30 yL + 160 pL glycerin +
120 conidia/30 uyL of M. thaumasium); G9 (120 A. caninum Ls/30 yL + 160 pL
vaseline + 120 conidia/30 pL of M. thaumasium); G10 (120 A. caninum L3/30 pyL + 10
ML albendazole + 10 yL of 1% ivermectin); G11 (120 A. caninum L3/30 yL + 10 pL
albendazole + 160 pL glycerin); G12 (120 A. caninum L3/30 pyL + 10 pL albendazole
+ 160 pL vaseline); G13 (120 A. caninum Ls3/30 pyL + 160 pL vaseline + 160 pL
glycerin); G14 (120 A. caninum L3/30 pL + 10 yL 1% ivermectin + 160 yL vaseline +
160 pL glycerin); G15 (120 A. caninum L3/30 pL + 10 pL 1% ivermectin + 160 pL
vaseline); and G16 (120 A. caninum Ls3/30 pL + 160 pL H20). From the 15
experimental groups, only G5 without combinations (vaseline) showed no difference
(p> 0.05) in Ls reduction in relation to the control group. On the other hand, the other
groups (G1 to G14) that contained any chemical or biological compound (NF34)
and/or their combined use (chemical + biological) showed a difference of p <0.05 in
relation to the control group. It was concluded that, even on an experimental basis,
the combined use of anti-helminthic drugs with biological control was efficient;
however, more studies must be carried out in order to elucidate the synergistic action
between chemical and biological compounds to be used in the effective control of
hookworms in the future.

Keywords: Hookworms, Biological Control, Cutaneous larva migrans.



1. INTRODUCAO

A ancilostomiase € uma doenca tropical negligenciada causada por
nematoides das espécies Ancylostoma caninum e A. braziliensis e assume nos cées
seu papel mais patogénico. Na vertente da saude publica, este nematoide também
assume um papel importante na etiologia da larva migrans cutdnea (LMC), devido a
presenca de larvas infectantes (Ls) no solo e seu ciclo evolutivo acaba
acidentalmente ocorrendo em humanos (Traub et al., 2005; Traub et al., 2013;
Jourdan et al., 2018; Mello et al., 2014). Globalmente, estima-se que 440 milhdes de
pessoas estejam infectadas com ancilostomideos e 0s prejuizos gerais na casa dos
US $ 139 bilhdes anuais (Hu et al., 2002). No Brasil, a literatura € bem vasta quando
o assunto € LMC em praticamente todo o territério nacional os indices séo
alarmantes e requerem medidas publicas de controle, ndo somente o parasitario e,
que sejam eficazes (Araujo et al., 1999; Scaini et al., 2003; Santarém et al., 2004;
Carvalho et al., 2011a).

JA4 existe a comprovacdo de resisténcia parasitaria em populacdes do
anciléstomo canino (Jackson et al., 1987, Hopkins et al., 1989, Hopkins and Gyr,
1991, Kopp et al.,, 2007; Sunderkoetter et al., 2014). Por outro lado, deve ser
ressaltada a importancia de se conhecer a epidemiologia de A. caninum e nao
somente tratar as infeccbes. Albonico et al. (2003) estudaram a eficacia de
mebendazol e levamisol, sozinhos ou combinados, em infec¢des intestinais
causadas por nematoides em criangas e registraram que o uso combinado dos
medicamentos apresentou taxa de cura maior em comparagao ao tratamento com
apenas uma molécula. Nesse sentido, a busca por medidas colaborativas de
combate as Ls pode vir a ser uma estratégia interessante (Carvalho et al., 2011b;
Ferraz et al., 2019).

No tratamento de LMC, utilizam-se as drogas antihelminticas como o
Albendazol ou a lvermectina administrados por via oral e ou topica, que sdo eficazes
(Gao and Liu, 2019). No tratamento tépico, utilizam-se veiculos, sobretudo, em
pomadas, géis e cremes, que ajudam na facilitacdo de drogas e bem como de outras
substéancias por meio da epiderme. Como exemplos de veiculos tem-se a glicerina e
a vaselina, as quais séo utilizados amplamente na industria. Dessa forma, trabalhos

gue visem o uso combinado de tratamentos jA consagrados (Sunderkoétter et al.,



2014) e bem como do controle biologico efetivo (Carvalho et al. 2011) das L3 de A.
caninum podem no futuro combater a causa da LMC, e com isso diminuir o problema
desta infeccao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso combinado de
ivermectina, albendazol, vaselina e glicerina com o fungo nemato6fago

Monacrosporium thaumasium (NF34) no controle in vitro de L3 A. caninum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

O ensaio experimental foi realizado no de Laboratorio de Parasitologia Experimental
e Controle Biolégico e no Laboratorio Clinico e de Parasitologia Veterinaria
“BIOCONTROL” da Universidade Vila Velha (UVV).

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da

Universidade Vila Velha, sob o nUmero 306.

2.2. Obtencéo de larvas de A. caninum.

Larvas de terceiro estadio de A. caninum foram obtidas de fezes frescas de
cées naturalmente infectados. Para o processamento das fezes, foi realizado o teste
de Willis para encontrar amostras positivas. Posteriormente, procedeu-se o preparo
de coproculturas e a seguir foram mantidas em uma camara de incubacao por 10
dias a 26 ° C. ApGs esse periodo, as larvas foram extraidas pela técnica de
Baermann e identificadas como A. caninum, de acordo com os critérios descritos por
Urquhart et al. al (1989).

2.3. Tratamento

No presente trabalho foram utilizados: ivermectina 1% (Merial, Brasil),
albendazol 1% (Vetnil, Brasil), Glicerina e Vaselina 100% (Unido quimica, Brasil).
Estes compostos foram obtidos no comércio local e tém sido utilizados em protocolo
de tratamento tépico da LMC.

Aléem destes compostos, foi utilizado um isolado de fungo nematéfago, o
Monacrosporium thaumasium (NF34). Este isolado, esta presente no solo brasileiro
e é proveniente do Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Vigosa,

Brasil. A seguir, o isolado foi repicados em placas de Petri de 9 cm de didametro



contendo meio de cultura batata-dextrose-agar 2% (BDA2%). O crescimento micelial
em toda a placa foi observado apés 7 dias de cultivo. Para obtencdo de uma solugéo
de conidios de NF34, 5 ml de agua destilada foram adicionados em cada placa de
Petri e com auxilio de uma espatula os conidios e fragmentos miceliais foram

vertidos em tubos Falcon de 15 ml (Aradjo and Maia, 1993).

2.4. Ensaio experimental

Foram formados dezesseis (16) grupos experimentais em microtubos, sendo
cada grupo com cinco repeticdes. Os valores de L3 de A. caninum e conidios
utilizados nos grupos foram padronizados por meio de aliquotas, mantendo
concentracfes de: 120 nematoides; albendazol 10ul; ivermectina 10 pl; glicerina 160
Ml; vaselina 160 pl; conidios 120 ul. Os grupos experimentais estdo descritos a
seguir na Tabela 1. Ap6s 24 horas da interacdo das L3 versus ivermectina 1%,
albendazol 1%, glicerina, vaselina e NF34, o conteddo de todos os microtubos dos
grupos G1 a G16 foi lido, por meio de microscopia de luz, objetiva de 10x e o

namero de Lz vivos foi contabilizado (Mukhtar and Pervaz, 2003; Ferraz et al., 2019).

2.5. Andlise estatistica

A seguir, os resultados obtidos foram avaliados por meio de analise de
variancia (ANOVA) e pos teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2003). O percentual de reducao foi calculado
utilizando-se a seguinte equacao: % Reducdo= média de Ls vivos recuperados no
grupo controle — média de Lz vivos recuperados no grupo tratado x 100/média de L3
vivos recuperados no grupo controle (Mendoza de Gives and Vasquez-Prates,
1994).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi verificada acdo dos compostos quimicos (albendazol,
ivermectina, glicerina e vaselina) e biolégico (NF34) sobre as L3 de A. caninum, apés
0 periodo de 24 horas. Dos 15 grupos experimentais, apenas o G5 sem
combinagdes (vaselina) ndo apresentou diferenca (p>0,05) na reducdo das L3 em
relacdo ao grupo controle. Por outro lado, os demais grupos (G1 a G14) que

contiveram algum composto quimico, bioldgico (NF34) e ou seu uso combinado



(quimico + bioldgico) apresentaram diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo controle.
Todos os resultados melhor exemplificados estdo na Tabela 2.

O G1 (NF34) demonstrou ao final de 24 horas um percentual de 45,6% na
reducéo de Ls. Foi observado ainda que o grupo G2 (albendazol) e G3 (ivermectina)
nado combinados, apresentaram as maiores reducfes de Lz A. caninum, 88,6% e
81,6%, respectivamente, enquanto o G4 (Glicerina) e o G5 (Vaselina) apresentaram
as menores reducdes das Ls. (Tabela 2).

Os resultados do uso combinado de M. thaumasium (N34) + os compostos
quimicos também foram interessantes. Quando associado com o albendazol (G6) e
ou com a ivermectina (G7), o percentual médio de reducéo foi 56,5%. Quando o
NF34 foi usado com a glicerina (G8) e ou com a vaselina (G9) o percentual médio de
reducao das Lz de A. caninum encontrado foi de 48,8%.

O uso combinado de albendazol com a ivermectina (G10) demonstrou uma
eficacia de 77,6%. Ja a utilizacdo da associacdo do albendazol com a glicerina
(G11) e/ou vaselina (G12), também demostrou eficiéncia na reducdo das L3 e na
média geral apresentou 55,9% apos 24 de interacdo. Ja& o uso combinado de
glicerina com a vaselina (G13) apresentou reducao de 30,5%. Por outro lado, o uso
combinado da Ivermectina com a Glicerina (G14) e/ou Vaselina (G15) apresentou
eficacia média de 61,9% na reducédo das Las.

Como descrito anteriormente o controle efetivo ambiental de Ls de A. caninum
ainda carece de mais pesquisas (Braga et al., 2011). Por outro lado, o tratamento
quimico preconizado para a infeccdo causada pelas Ls na pele humana (LMC) é
baseado na utilizacdo de drogas anti-helminticas orais ou topicas, embora efetivo,
pode apresentar o risco de alguns efeitos colaterais, contraindicacdo por idade e
mesmo resisténcia parasitaria e ou mesmo ineficacia (Tekely et al., 2013; Veraldi et
al., 2017).

Desta forma, neste trabalho, um dos objetivos foi justamente avaliar o uso
combinado das drogas antihelminticas (controle quimico) com o fungo M.
thaumasium (bioldgico) e glicerina e vaselina, vislumbrando talvez no futuro seu uso
combinado. Por outro lado, os autores reconhecem que nédo existem trabalhos que
poderiam justificar a utilizacdo de um grupo composto por NF34 + albendazol +
ivermectina + glicerina + vaselina, uma vez que néo existe nenhum relato do uso

tépico de fungos nematéfagos em humanos.



Corroborando com este fato, o trabalho de Aradjo and Guimardes (2002) foi
pioneiro em utilizar uma solucdo contendo o fungo NF34 diretamente no conduto
auditivo de bovinos infectados pelo nematoide Rhabditis spp, causador da otite
parasitaria. Em recente trabalho, Ferraz et al (2019) provaram que o uso combinado
do dimetilsulféxido a 1% e 6leo mineral a 100% e conidios fungicos foi eficiente no
controle deste nematoide, no entanto, j4 existia a premissa da utilizacdo tépica de
NF34 feita naquela época por Araujo e Guimaraes (2002) apenas em animais. Os
resultados de Ferraz et al. (2019) serdo utilizados em outro delineamento em
condi¢des a campo.

Em contrapartida, foi observado mais uma vez que, no futuro a utilizacao de
NF34 com drogas antihelminticas podera vir a ser uma estratégia a ser melhor
estudada (Ferraz et al. 2019), uma vez gque existe possivel acdo fungicida relatada
na literatura que tanto o Albendazol quanto a Ivermectina possuem (Vieira et al.,
2017). Em sintese, realizando uma simples comparagdo entres 0S grupos
experimentais registraram-se 0s seguintes percentuais de reducdo: no G6 (NF34 +
Albendazol) foi registrada uma reducdo de 78,6%; no G7 (NF34 + Ivermectina) foi
registrado uma reducao de 35,5% e no G10 (Albendazol + Ivermectina) foi registrada
uma reducdo de 77,6% sobre as L3. Vieira et al. (2017) mencionaram que
compostos antiparasitarios tém um efeito inibitorio in vitro em fungos nematoéfagos,
comprometendo a sua atividade como agente de controle biolégico, o que pode ser
observado no grupo G7.

Como descrito anteriormente o G5 sem combinagdes (vaselina) nao
apresentou diferenca (p>0,05) na redugdo das L3 em relagdo ao grupo controle.
Esse fato pode ser melhor explicado devido sua propriedade hidréfoba, ou seja,
praticamente ndo se dissolve em agua, uma vez que a solucdo de
conidios/clamiddsporos utilizada foi liquida. Mas como a vaselina € usada como
base em muitos produtos cosméticos, foi decido inserir no delineamento do trabalho.

No presente trabalho, nos grupos G11 a G15, o uso combinado do albendazol
e ou Ivermectina com glicerina e vaselina, foi interessante, com resultados pontuais
de reducéo.

No G 13 foi verificado um percentual de reducdo de 30,5% em relacdo ao
grupo controle. Foi descrito anteriormente que as propriedades hidrofobas da
vaselina, podem ter impedido a completa atividade dos conidios. Por outro lado, a

glicerina possui propriedades emolientes, lubrificantes, umectantes, hidratantes e



higroscopicas que contribuem para absor¢cdo da agua, e dessa forma pode ter
havido uma certa “compensacao” entre os compostos. De qualquer maneira, tanto a
glicerina quanto a vaselina, estdo presentes em produtos topicos farmacéuticos e
foram aqui testadas como veiculos vislumbrando no futuro seu uso combinado.

Por outro lado, devido ao aparecimento da resisténcia parasitaria de
ancilostomideos (Koop et al., 2007) em cédes e no aumento preocupante dos casos
de LMC no mundo (Alcantara et al., 2019; Dégboé et al., 2019; Gerbig and Kempf,
2019) justifica o estudo de alternativas associativas que possam ajudar no controle
da causa desta infeccdo, ou seja, na destruicdo das Lz de A.caninum. O carater
inovativo foi trazer a luz do conhecimento cientifico o desafio do uso combinado,
mesmo que em carater experimental de drogas antihelminticas e o fungo
nematofago M. thaumasium, colaborando assim cada vez mais com estudos que
possam elucidar a acdo sinérgica entre o controle quimico e bioldgico, frente aos
problemas causados por ancilostomideos. Conclui-se no presente trabalho que a
associacdo do fungo nematdfago Monacrosporium thaumasium com drogas anti-
helminticas, glicerina e vaselina foi eficiente na reducdo das larvas de A.caninum,

podendo ser no futuro utilizado como método de controle.
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Tabela 1. Grupos experimentais (G1 a G16) projetados para avaliar o uso combinado de Monacrosporium
thaumasium, ivermectina a 1%, albendazol, glicerina, vaselina e controle no Ancylostoma caninum Las.

Grupos Desenho Experimental
Gl 120 L3 de A. caninum/30 pl + 120 conidia/30 pl of Monacrosporium thaumasium
G2 (controle positivo) 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol
G3 (controle positivo) 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl of ivermectin 1%
G4 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl glicerina
G5 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl vaselina
G6 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol + 120 conidia/30 ul of M. thaumasium
G7 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 ul ivermectina 1% + 120 conidia/30 pl of M. thaumasium
G8 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl glicerina + 120 conidia/30 pl of M. thaumasium
G9 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl vaselina + 120 conidia/30 pl of M. thaumasium
G10 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol + 10 pl of ivermectin 1%
G1l1 120 Ls de A. caninum/30 pl + 10 ul albendazol + 160 ul glicerina
G12 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl albendazol + 160 ul vaselina
G13 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl vaselina + 160 pl glicerina
G14 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl of ivermectin 1% + 160 ul vaselina + 160 pl glicerina
G15 120 L3 de A. caninum/30 pl + 10 pl of ivermectin 1% + 160 ul vaselina

G16 120 L3 de A. caninum/30 pl + 160 pl H20




Tabela 2. Médias, erro padrdo e percentual de reducdo de larvas de Ancylostoma caninum recuperadas,
nos grupos experimentais (G1 a G16) depois de 24 horas de interacao.

Grupos Média (erro padrao) % Reducdo
G1l-NF34 + L3 456 +55 46
G2 - Albendazol + L3 94+7.0 88.4
G3 - lvermectina + Ls 156 +3.7 81.6
G4 - Glicerina + L3 76.2+25 10.5
G5 - Vaselina + Ls 81.6*+£5.0 4.2
G6 - NF34 + Albendazol + L3 182+4.2 78.6
G7 - NF34 . lvermectina + L3 55.8+3.0 34.5
G8 - NF34 . Glicerina + L3 29.8+8.0 65
G9 - NF34 . Vaselina + L3 57.2%+7.3 32.8
G10 - Albendazol + Ivermectina + L3 19+84 77.6
G11 - Albendazol + Glicerina+ L3 22.8+12.6 73.2
G12 - Albendazol + Vaselina + Ls 522+46 38.7
G13 - Glicerina + Vaselina 59.2+6.6 30.5
G14 - Ivermectina + Glicerina + L 26+£9.0 69.4
G15 - Ivermectina + Vaselina + Ls 38.8+4.0 54.4
G16 - H,O + Ls 85.2*+ 4.0 -

Asterisco denota diferenca estatistica (p <0,01)



