o semana CD C | C XX Consresso b
5 INICIACAO CIENTIFICA

4

INIBICAO DA ECLODIBILIDADE DOS OVOS DE
ANCYLOSTOMA SPP.POR EHAM

ALESSANDRA AGUIAR DE ANDRADE?; DEBORA DE CAMPOS ANANAZ;
SOLIANE CARRA PERERA3 GABRIELA DE ALMEIDA CAPELLA* NATALIA
BERNE PINHEIRO®> MARLETE BRUM CLEFF®

lUniversidade Federal de Pelotas — aleandrade1508@hotmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — debora_anana@hotmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — soliane.cp@hotmail.com
4Universidade Federal de Pelotas — capellavet@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — nbernevet@gmail.com
6Universidade Federal de Pelotas — marletecleff@gmail.com

1. INTRODUCAO

A domesticacao de caes e, sua relacdo com os seres humanos, teve o contato
intensificado através da introducdo desses animais ao ambiente domeéstico
(TATIBANA, 2009). Entretanto essa aproximacao, gera a preocupacao com a
salude e bem-estar animal e, implica no controle de enfermidades (AGUIAR, 2017).

Na medicina veterinaria, o controle e tratamento de parasitoses € uma
problematica conhecida, observa-se alta casuistica de ancilostomiase, que
apresenta grande importancia na clinica veterinaria, assim como pelo carater
zoonodtico (EVARISTO, 2019; CAPELLA, 2017). A enfermidade é ocasionada por
Ancylostoma spp. que sdo importantes parasitas intestinais de caes e gatos, sendo
responsaveis diretamente por danos a saude dos animais que sdo hospedeiros
definitivos, além de infectar o ser humano o que tem relevancia para a saude
publica (MORAES et al., 2018).

Ainda, o uso de famacos antiparasitarios sem orientacdo, ocasionam erros
como subdoses e de protocolos inadequados o que pode favorecer a selecao de
populacbes de parasitos resistentes aos farmacos, sendo esta resisténcia
frequentemente reportada (MATOS & MADEIRA, 2013; OLIVEIRA & LESTINGI,
2011). Com isso, a busca por fomulacdes inovadoras e novas moléculas tém sido
realizada com destaque para o uso de plantas medicinais, onde grande parcela da
populacdo tem facil aceitacdo, assim como apresentam conhecimento
etnofarmacoldgico da utilizacdo destas para infeccfes parasitarias.

Com objetivo de auxiliar no tratamento das parasitoses, e buscar novas
alternativas terapéuticas, tém sido realizado pelo grupo Fitopeet-UFPEL testes com
0S extratos vegetais, 0leos essenciais e compostos isolados de plantas. Neste
sentido o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade do extrato EHAM frente a
ovos de Ancylostoma spp. coletados de fezes de caes naturalmente parasitados.

2. METODOLOGIA

A pesquisa seguiu-se apos a aprovacdo do projeto no Comité de Etica da
UFPEL, n° 4389. Para avaliacdo foram coletadas fezes de cées, naturalmente
parasitados, na cidade de Pelotas/RS e realizada confirmacéo da ancilostomiase
através da técnica de flutuacdo de Willis-Mollay (WILLIS, 1921). As fezes dos
animais foram maceradas, acrescentada agua destilada e filtradas em tamises com
0s seguintes diametros de malha (1 mm, 105 pm, 55 pm até 25 um), para
recuperacao de ovos de Ancylostoma spp. Na sequéncia, os ovos do parasita foram
colocados em tubos Falcon para centrifugacédo e lavados sucessivamente com
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agua destilada e em solucéo salina hipersaturada conforme literatura (GIRAO E
UENO, 1985), sendo que apoOs a recuperacdo dos ovos, foram coletadas trés
aliquotas para quantificacao.

O EHAM utilizado no estudo foi obtido previamente, através da pesagem das
folhas secas da planta (Campus Universitario Capao do Ledo, UFPel, Rio Grande
do Sul, Herbario Pel n° 25.934), e adicionado alcool de cereais 70%, resultando em
uma tintura que permaneceu armazenada por 7 dias em vidro estéril, protegido da
luz e homogeneizada uma vez por dia conforme a Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
2010a). Apos, a etapa inicial, foi realizada filtragem do extrato e restituido o volume
inicial com &lcool de cereais 70%, sendo este levado ao rota-evaporador sob
temperatura de 40°C até a retirada do alcool e restituido o volume inicial com agua
destilada estéril. O extrato de EHAM foi utilizado imediatamente apos o preparo nos
ensaios, sendo que outra aliquota foi liofilizada e armazenada sob refrigeracéo e
ao abrigo da luz até utilizacao.

Os resultados de inibicdo da eclodibilidade dos ovos foram comparados, a fim
de verificar a viabilidade do extrato e confirmar a atividade apés o armazenamento.
Os ovos de Ancylostoma spp. (h= 100), foram colocados em placas de 24 pocos
em quadruplicata, e adicionado o extrato EHAM em seis diferentes concentragdes
(15; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/mL) e incubados em estufa BOD a 28°C por 48h.
Também foi realizado controles negativo e positivo, com agua e tiabendazol (0,025
mg/mL). Apos este periodo, foi realizada a leitura com o uso de microscopio de luz
invertida, onde foram observadas se houve ou ndo ecloséo dos ovos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA, seguido pos-teste
de multipla comparacao de Tukey com nivel de 5% de probabilidade, para comparar
os valores de eficacia de inibicdo da eclodibilidade do primeiro e do segundo teste
GraphPad Prism, verséo 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdes de extratos quanto a atividade antiparasitaria tem sido pouco
explorada em parasitas de caes, com literatura escassa frente a Ancylostoma spp.,
entretanto alguns estudos demonstram resultados satisfatorios (AZAMBUJA,
2015). Nao sendo encontrados na literatura consultada, estudos com extrato EHAM
frente a Ancylostoma spp., bem como a avaliacdo do mesmo apos o
armazenamento, reafirmando assim a importancia deste estudo.

No ensaio, utilizando o extrato que nao sofreu processo de liofilizacdo e
armazenagem observou-se 100% de inibicdo da eclodibilidade dos ovos de
Ancylostoma spp. nas trés primeiras concentragdes (15, 10 e 5mg/mL) de EHAM,
com decréscimo nas outras concentragdes, porém ainda demonstrando atividade.
Enquanto que, foi observada atividade ovicida de EHAM armazenado em todas
concentracdes, com destaque para 10mg/mL e 5mg/mL onde apresentou 100% de
inibicdo de eclodibilidade dos ovos.

Ao compararmos os dois extratos, houve diferenca estatistica apenas na
concentracdo de 2,5mg/mL, onde o extrato armazenado apresentou melhores
resultados quanto aos tratamentos aplicados, podendo entdo afirmar que o tempo
de armazenamento ndo interferiu na eficacia do extrato na inibicéo da eclodibilidade
dos ovos de Ancylostoma spp.

O método de conservacéao do extrato foi a liofilizacdo, demonstrando este ser
eficaz na manutencéo da integridade do extrato assim como, provavelmente na
manutencao das moléculas ativas. Estudos quimicos demonstram que os polifendis
e flavonoides sdo os principais constituintes dos extratos das folhas de EHAM,
tendo destaque para o etil galato (SILVA, 2017; GIORDANI, 2017). Sendo que,
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estas substancias provavelmente sejam responsaveis pela acao ovicida observada
neste trabalho.

Os animais infectados por Ancylostoma spp. liberam 0s ovos nos excrementos,
sendo que o calor e a umidade elevada do ambiente, favorecem o desenvolvimento
das larvas e a consequente eclosdo dos ovos de ancilostomideos em até 5 dias
(REY, 2001), condicOes estas de manutencao do ciclo do parasita.

Os extratos de EHAM, poderiam ser utilizados na quebra do ciclo do parasita,
levando a inibicéo da eclosao dos ovos no solo, impedindo assim a contaminacgéo
do ambiente e de pessoas, em razdo da impossibilidade de formac&o das larvas
infectantes de ancilostomideos. A bioprospeccdo a partir de plantas tem sido
investigada, SANTOS e colaboradores (2013), testaram dez diferentes tipos de
extratos vegetais frente a ovos e larvas de Ancylostoma spp., porém nao
encontraram uma concentracao gue inibisse a eclosdo dos ovos, mas ainda assim
observou acéo larvicida.

Assim, reiteramos a importancia do trabalho, que demonstra o promissor
efeito dos extratos vegetais como de EHAM, mesmo apds armazenagem, no
controle de parasitos do género Ancylostoma.

4. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que o EHAM tem importante potencial ovicida para o
género Ancylostoma, e que a armazenagem do extrato ndo interferiu na sua agao.
Sugere-se a sequéncia de testes para determinacdo das concentracfes mais
eficazes para atividade ovicida frente a outros parasitos, bem como determinar as
formas terapéuticas mais acessiveis e praticas para utilizacdo do extrato.
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