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RESUMO

Diversos inquéritos coproparasitologicos t€m destacado Ancylostoma spp. como sendo a espécie
de helmintos que mais frequentemente parasita o cdo doméstico, podendo gerar uma série de
danos ao hospedeiro como irritabilidade, anorexia, anemia severa e morte. Os ancilostomideos
sdo enteroparasitos que desenvolvem uma parte do seu ciclo de vida no solo, tratando-se de um
curto periodo de maturagio de ovos e eclosio e evolugiio de larvas. E fundamental que esses dois
processos ocorram para que o parasito possa evoluir para a fase infectante em seus hospedeiros.
No presente trabalho, objetivou-se avaliar, in vitro, a propriedade ovicida e larvicida de extratos
vegetais de plantas toxicas coletadas na regido do Vale Paraiba ante a Ancylostoma spp. Foram
obtidos extratos hidroalcodlicos de dez plantas pelo método de Soxhlet, que foram concentrados
por evaporagdo do solvente, sendo a concentracdo final do extrato ajustada para 10% do extrato
bruto. Amostras fecais de caes naturalmente infectados foram utilizadas, das quais foram purificados
ovos de ancilostomideos e, em paralelo, procedeu-se a cultura de larvas pelo método de Harada-
Mori. Das plantas avaliadas, quatro apresentaram resultados promissores: Allamanda cathartica
L. (Apocynaceae), Nerium oleander L. (Apocynaceae), Mirabilis jalapa L. (Nyctaginaceae) e
Brugmansia suaveolens Willd. (Solanaceae). Merecem destaque as duas tltimas, pois apresentaram
100% de atividade larvicida na dilui¢do de 12,5mg/mL, demonstrando, desse modo, o potencial
da aplicabilidade destes extratos na descontaminag@o ambiental no que diz respeito ao controle de
larvas de Ancylostoma spp.
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ABSTRACT
Evaluation of ovicidal and larvicidal activity of ten plant extracts against Ancylostoma spp.

Several investigations have highlighted coproparasitological Ancylostoma spp. as the helminth
species that most frequently parasitize the domestic dog, causing possible damage to the host such
as irritability, anorexia, severe anemia and death. Hookworms are intestinal parasites that spend
part of their life cycle in the soil, with short periods for egg hatching and larval maturation. It is
essential that these two processes occur, so that the parasites may reach their infective stage. The
present study aimed to evaluate the in vitro ovicidal and larvicidal properties of extracts from toxic
plants collected in the Paraiba Valley region, Brazil, against Ancylostoma spp. Hydroalcoholic
extracts were obtained from 10 plants, by the Soxhlet method, concentrated by solvent evaporation,
and the final concentration of extract was adjusted to 10% of the crude extract. Fecal samples
from naturally infected dogs were used, from which hookworm eggs were purified, and in parallel
culture of larvae was performed using the method of Harada-Mori. Between the plants evaluated,
four showed promising results, namely: Allamanda cathartica L. (Apocynaceae), Nerium
oleander L. (Apocynaceae), Mirabilis jalapa L. (Nyctaginaceae) and Brugmansia suaveolens
Willd. (Solanaceae), particularly the last two, which showed 100% larvicidal activity at a dilution
of 12.5mg/ml, thereby demonstrating the potential use of these extracts for environmental
decontamination and the control of Ancylostoma spp. larvae.

KEY WORDS: Hookworms; plant extracts; eggs; larvae.
INTRODUCAO E OBJETIVOS

O cdo doméstico (Canis familiaris) tem sido amplamente difundido como
animal de estimagdo e traz beneficios para a espécie humana. Entretanto, diversos
fatores relacionados ao comportamento desse animal o tornam extremamente
susceptivel a infecgdes por uma ampla quantidade de patégenos. Entre os helmintos,
diversos inquéritos coproparasitologicos t€m destacado os nematoides da familia
Ancylostomidae que, frequentemente, geram uma série de danos ao hospedeiro canino
como o desenvolvimento de anemia severa, irritabilidade, perda de peso e morte (9).

Cabe ressaltar que, para que os ancilostomideos infectem um hospedeiro, ¢
necessario que uma parte de sua evolugdo ocorra no solo, local onde os cées costumam
defecar e onde ovos desse parasito encontram condigdes favoraveis para que haja
eclosdo da larva de primeiro estagio (L1 rabditoide), que ira evoluir para o terceiro
estagio (L3 filarioide), no qual esta passa a ser infectante de um novo hospedeiro (14).

Em razio da elevada contaminagdo ambiental propiciada pelos caes e da
reinfec¢do decorrente de maus habitos de higiene e alimentagdo desses animais, uma
das medidas profilaticas mais importantes ¢ a adogdo do tratamento antiparasitario.
Entretanto, apesar da grande disponibilidade de medicamentos alopaticos para este
fim, ha uma clara dificuldade em combater a ancilostomiase canina. Isso ocorre
principalmente por causa da contaminagio do meio ambiente provocada por fezes
e da grande quantidade de caes errantes que, raramente, sdo tratados e acabam
difundindo larvas e ovos deste helminto (5, 15).
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Por outro lado, o tratamento com os anti-helminticos disponiveis no
mercado requer administracdo em varias doses e uma série de repeti¢des ao longo da
vida do animal. Este longo processo faz com que o tratamento seja negligenciado ou
abandonado, ou, por outro lado, acarreta o desenvolvimento de resisténcia em virtude
do tratamento abusivo em consequéncia da constante reinfec¢do do animal (17).

O estudo de extratos de plantas com atividade parasiticida também tem
trazido grandes perspectivas para o controle da ancilostomiase, apesar das poucas
evidéncias de eficacia antiparasitaria da maioria das plantas estudadas at¢ o presente
momento. No entanto, alguns compostos provenientes do metabolismo dessas
plantas, mormente metabolitos secundarios, dentre os quais, alcaloides, glicosidios
e taninos, tém demonstrado atividade antiparasitaria dose-dependente (7, 18).

Wolpert et al. (2008) observaram que alguns extratos de plantas
provenientes do Haiti apresentaram atividade inibitoria contra larvas infectantes
de Ancylostoma caninum, interferindo em mecanismos fisiologicos envolvidos
na sua alimentagdo. Este achado demonstra a importancia do desenvolvimento
de pesquisas em fitoquimica que levem ao incremento de novos medicamentos e
saneantes Uteis para o controle da transmissao desta parasitose.

No presente trabalho, objetivou-se avaliar, in vitro, a atividade ovicida
e larvicida de extratos hidroalcodlicos de dez plantas coletadas na regido do Vale
do Paraiba ante ovos e larvas de Ancylostoma spp. obtidos de cies naturalmente
infectados.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas dez espécies vegetais para a realizacdo da presente
pesquisa: Arruda (Ruta graveolens L. (Rutaceae) — G. Akisue 042), Onze-horas
(Portulaca grandiflora Hook. (Portulacaceae) — G. Akisue 044), Alamanda
(Allamanda cathartica L. (Apocynaceae) — G. Akisue 041), Espirradeira (Nerium
oleander L. (Apocynaceae) — G. Akisue 040), Maravilha (Mirabilis jalapa L.
(Nyctaginaceae) — G. Akisue 045), Trombeteira (Brugmansia suaveolens Willd.
(Solanaceae) - G. Akisue 030 & L.M.L. Cardoso), Coroa-de-Cristo (Euphorbia
milii var. splendens Des Moul. (Euphorbiaceae) — G. Akisue 038), Picdo Preto
(Bidens pilosa L. (Asteraceae) — G. Akisue 039), Comigo-ninguém-pode
(Dieffenbachia picta Schott (Araceae) G. Akisue 043) e Mamona (Ricinus
communis (Euphorbiaceae) L. — G. Akisue 046). O critério de selecdo dos vegetais
foi baseado em dados cientificos consagrados na literatura, segundo os quais estes
apresentam toxicidade para insetos ou outros organismos (12).

Para confirmagéo da identidade botanica, foram depositadas exsicatas
no herbario SPF da Universidade de Sdo Paulo, cujos respectivos numeros estio
citados acima apos o nome cientifico de cada espécie avaliada.

Para obteng@o dos extratos, as partes aéreas de cada vegetal foram
processadas na forma de mix (folhas, flores e talos), de modo que se obtivesse um
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extrato para cada espécie. O material vegetal coletado foi processado no laboratdrio
de Farmacognosia (LAFAPLAN) da Faculdade de Pindamonhangaba.

Apos secagem em estufa a 45° C e pulverizagdo em moinho de café
elétrico (Cuisinart®), foram preparados extratos alcodlicos, utilizando-se alcool
etilico (etanol 70° GL) como liquido extrator, pelo método de Soxhlet, segundo
as normas da Farmacopeia Brasileira, em sua quinta edi¢do. O extrato alcodlico
obtido foi concentrado em aparelho de rotavapor por evaporacao do solvente, com
obtencao do extrato bruto, que, por sua vez, foi diluido em agua destilada para obter
uma concentra¢do de 10% (m/v), sendo este denominado de extrato a 10%.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Parasitologia da
Faculdade de Pindamonhangaba, sendo divididos em duas etapas. A primeira
consistiu em uma triagem preliminar das plantas em relagao as atividades larvicida
e ovicida, quando os extratos foram testados em duplicata e em trés diferentes
dilui¢des (50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL).

Nesta triagem preliminar para realizacao do teste ovicida, ovos de
Ancylostoma spp. foram obtidos ap6s selecdo de cdes naturalmente infectados,
sendo purificados por meio de modificacdo do método de Sheather’s (centrifugo-
flutuacdo a 1.600 rpm/minuto em solugdo saturada de sacarose d=1.2), com
posterior coleta de 2 mL do sobrenadante e lavagens sucessivas com dgua destilada
(por centrifugacdo a 1.600 rpm/5 minutos) (11).

ApoOs a purificagdo dos ovos, foi preparada uma suspensdo contendo
aproximadamente 1.500 ovos/ mL, sendo esta aliquotada para se obter SmL para
cada diluicao dos extratos avaliados, os quais foram transferidos para tubos de
centrifuga (tubos Falcon) com capacidade para 15mL.

Foram, entdo, adicionados volumes dos extratos a 10% de modo que
permitissem submergir os ovos nas trés diferentes diluicdes avaliadas (50 mg/mL, 25
mg/mL e 12,5 mg/mL), tendo permanecido em contato com estes por 48 horas, em
temperatura ambiente (aproximadamente 28° C). Foram realizadas trés leituras: 24 e 48
horas apds o inicio do experimento e uma avaliacdo complementar apds uma semana
de submersao nos extratos citados. Para cada leitura, foram confeccionadas laminas
contendo uma aliquota de 20pL, com observagao e avaliacdo de 30 ovos, com uso de
microscopio optico nos aumentos de 100x e 400x para a analise da eficacia do extrato
vegetal no que diz respeito a evolugdo e viabilidade dos ovos. Foram considerados
vidveis aqueles que se apresentaram intactos e com presencga de blastula ou larva
formada e invidveis os ovos eventualmente rompidos ou com destrui¢do do embrido.
Cabe ressaltar que, para assegurar critérios de comparacado e observar a evolugdo dos
ovos, foram avaliados dois grupos de controle, ou seja, sem a adigao de extrato.

Para realizacdo do teste larvicida, foi desenvolvido o método de
Harada-Mori para cultura de larvas de Ancylostomidae, utilizando-se amostras
fecais de caes naturalmente infectados (11). Apos cultura, foi preparada uma
suspensdo contendo, aproximadamente, 1.500 larvas rabditoides/mL, sendo
aliquotadas de modo que se obtivessem 5 mL para cada dilui¢do dos extratos
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avaliados, os quais foram transferidos para tubos de centrifuga (tubos Falcon) com
capacidade para 15 mL. Foram, entdo, adicionados volumes dos extratos a 10% de
modo que permitissem submergir as larvas nas trés diferentes dilui¢des avaliadas
(50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL), tendo permanecido em contato com estas
por 48 horas em temperatura ambiente (aproximadamente 28° C). Dessa forma,
foi possivel assegurar critérios de comparag@o e observar a viabilidade das larvas e
avaliar um grupo de controle, ou seja, sem a adi¢do de extrato.

A partir do contato das larvas com os diferentes extratos, a cada 24 horas
foi confeccionada uma lamina de cada tubo contendo aliquotas de 20puL, cada uma,
e realizada a leitura no microscopio nos aumentos de 100x e 400x, com observagao
de 20 larvas rabditoides para a analise da eficacia do extrato vegetal, no que diz
respeito a mortalidade, que foi determinada por observagdo de desembainhamento
ou auséncia de motilidade. Foram considerados ativos os principios que induziram
100% de morte e parcialmente ativos os que tiveram mortalidade inferior.

Ap0s a etapa de triagem preliminar, as plantas que apresentaram atividade
larvicida ou ovicida foram reavaliadas em teste complementar, porém utilizando-se
a diluigdo maxima que apresentou atividade satisfatoria (12,5 mg/mL), bem como
quatro tubos para cada diluigdo maxima e quatro grupos de controle para avaliar,
estatisticamente, diferencas entre as médias de atividade obtidas.

Os resultados encontrados foram avaliados conforme as caracteristicas
da distribuigdo amostral. Foram utilizados testes paramétricos (ANOVA) e ndo
paramétricos (Kruskall-Wallis), empregados de acordo com a normalidade dos
resultados, ao nivel de significancia de 5%, e para avaliar diferencas entre médias,
o teste de Tukey ou o teste de Student, Newman, Keuls, utilizando-se como
ferramenta de apoio o sofiware BIO ESTAT 5.0.

RESULTADOS

No teste preliminar de atividade larvicida, foi possivel observar que,
dentre as dez espécies avaliadas, quatro apresentaram atividade larvicida nas
dilui¢des de 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL, a saber, Nerium oleander,
Allamanda cathartica, Mirabilis jalapa e Brugmansia suaveolens, ja que induziram
mortalidade em 100% das larvas (Tabela 1).

Ap6s a realizagdo do teste complementar, dentre os extratos vegetais
supracitados, apenas dois foram considerados ativos na concentragdo de 12,5
mg/mL, ja que induziram 100% de mortalidade nas larvas de Ancylostomidae —
Mirabilis jalapa e Brugmansia suaveolens —, o que difere significativamente em
relacdo ao grupo de controle (p<0,001) (Tabela 2).

Com relag@o ao teste ovicida, nenhum dos extratos apresentou atividade
ante a Ancylostomidae nas dilui¢des avaliadas no presente trabalho, ja que todos
0s ovos evoluiram com formagéo de larva, da mesma maneira que ocorreu com 0s
grupos de controle.
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Tabela 1. Triagem preliminar da atividade larvicida de extratos hidroalcoolicos de
10 plantas toxicas (C=12,5 mg/mL) frente a larvas de Ancylostoma sp.
obtido de caes naturalmente infectados (Pindamonhangaba, 2012).

Espécie N° de obitos Resultado

Ruta graviolens 16/20 Parcialmente ativo
Portulaca grandiflora 17/20 Parcialmente ativo
Allamanda cathartica 20/20 Ativo
Nerium oleander 20/20 Ativo
Mirabilis jalapa 20/20 Ativo
Brugmansia suaveolens 20/20 Ativo
Euphorbia milii 10/20 Parcialmente ativo
Bidens pilosa 17/20 Parcialmente ativo
Dieffenbachia picta 18/20 Parcialmente ativo
Ricinus communis 14/20 Parcialmente ativo
controle 0/20 -

Tabela 2. Avaliagdo complementar da atividade larvicida de extratos vegetais
frente a Ancylostoma sp. na concentragio de 12,5 mg/mL (v/v)

Extratos vegetais tubo01  tubo02  tubo03  tubo 04 Total
M V M V M V M V M \
Allamanda catartica 21 9 25 5 24 6 24 6 82,5% 17,5%
Nerium oleander L 27 3 28 2 27 3 27 3 90,83% 9,17%
Mirabilis jalapa 30 0 30 0 30 0 30 0 100%* 0%
Brugmansia suaveolens 30 0 30 0 30 0 30 0 100%* 0%
Controle 0 30 0 30 0 30 0 30 0% 100%

M — larvas mortas; L — Larvas vivas;
* diferenga significativa (p=0,0009) ANOVA de Kruskal-Wallis/ Student-Newman-Keuls

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Sdo escassos os trabalhos que avaliam ou demonstram atividade
antiparasitaria de plantas in vifro ante as espécies da familia Ancylostomidae.
Grande parte das pesquisas ¢ mais comumente direcionada para a avaliacdo de
atividade de fungos nematdfagos, dentre os quais Pochonia chlamydosporia e
fungos do género Pleurotus que, em sua maioria, produzem proteases capazes de
destruir ovos de nematoides (2, 4).

Um fator que limita a prevengdo da transmissao desses parasitos através
do uso de extratos vegetais, no que concerne a propriedade ovicida, esta relacionado
com a composi¢ao quimica do envoltdrio dos ovos. Este ¢ extremamente resistente,
o que hipoteticamente torna necessario para este fim o uso de substincias com
propriedade lipolitica ou proteolitica, conforme se tem demonstrado ao avaliar a
atividade ovicida de extratos brutos enzimaticos de fungos (2).

Desse modo, a busca por substancias com propriedades larvicidas consiste
em uma alternativa vidvel, haja vista a maior susceptibilidade das larvas a agdo
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destrutiva de componentes quimicos, ja que, nesta forma evolutiva, ndo mais se
encontram protegidas pelo envoltorio do ovo.

Alguns extratos vegetais t€m sido amplamente testados no que diz
respeito a atividade larvicida nos nematoides de pequenos ruminantes, dentre
os quais Haemonchus contortus, um parasito geohelminto que, assim como 0s
ancilostomideos, tem como condigdo essencial para transmissao, eclosdo de ovos
¢ evolucdo das larvas no meio ambiente. Difere apenas no seu mecanismo de
transmissao, visto que, neste caso, as larvas precisam ser ingeridas pelo hospedeiro,
a0 passo que, na ancilostomiase, a transmissao ocorre principalmente por penetragao
transcutanea (4, 11).

De acordo com Oliveira et al. (2011), atualmente os compostos
ativos de vegetais tém sido amplamente estudados para o controle de parasitos
intestinais, destacando-se os taninos, que sdo os metabolitos secundarios mais
encontrados em plantas.

Desde tempos remotos os metabolitos secundarios de vegetais tém sido
utilizados no controle de parasitismo em diversas regides do mundo, principalmente
os taninos condensados, que sdo capazes de reduzir a eclosdo, o desenvolvimento, a
motilidade e o desembainhamento larvar de nematoides (1, 8).

Em um estudo de revisao bibliografica, Nery et al. (2009) destacaram
alguns extratos vegetais com propriedade larvicida em H. contortus, demonstrando
que plantas, em cuja composicdo fitoquimica continham taninos, apresentaram
elevado potencial de inibi¢ao da motilidade e destrui¢do de bainha das larvas, dentre
as quais Chenopodium ambrosiodes (3,3 pg/mL), Cymbopogon citratus (224 mg/
mL) e Digitaria insularis (355 mg/mL).

Muito embora dentre os vegetais estudados no presente trabalho, apenas
um deles apresente taninos em sua composigao fitoquimica — Nerium oleander — a
significativa atividade larvicida que os extratos apresentaram na concentragdo de
12,5 mg/mL demonstra o potencial de outros componentes presentes nos vegetais
avaliados neste trabalho. Entre esses outros destacam-se os alcaloides (Brugmansia
suaveolens, Nerium oleander), glicosideos cardiotonicos (N. oleander) terpenoides
e flavonoides (Allamanda cathartica) no que diz respeito a profilaxia de parasitoses
intestinais por meio da destruicdo ou inviabilizacdo de larvas presentes no meio
ambiente.
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