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1. INTRODUCAO

Os ancilostomideos sao helmintos nematddeos pertencentes a familia
Ancylostomatidae, sendo o Ancylostoma caninum e o Ancylostoma braziliense,
agentes etiologicos da ancilostomiase canina e da Larva Migrans Cutanea -LMC
no homem (URQUHART, 1998). Esses parasitas intestinais de caes e gatos, ndo
sdo capazes de concluir o seu ciclo biolégico na espécie humana, portanto suas
larvas infectantes migram através do tecido subcutadneo causando uma dermatite
serpiginosa denominada de Larva Migrans Cutanea,0 que caracteriza uma
zoonose de importancia na saude publica (NEVES et al., 2011; LIMA, 2005).

No hospedeiro definitivo essas espécies levam a uma parasitose intestinal
acometendo animais jovens até um ano de idade, e filhotes devido as infec¢des
lactogénicas. A distribuicdo é universal em regides tropicais e subtropicais,
estando associado a areas sem saneamento, areas de recreacdo como pracas e
parques, cujas populacdes tém como hébito andar descalcas (XAVIER, 2006;
GALLINA et al.,, 2011). Além da alta prevaléncia do nematdédeo observamos o
fenbmeno adaptativo de resisténcia aos anti-helminticos, dificultando o controle
assim como o tratamento (ANDRADE, 2008; KOPP, 2008).

Diante dessa problematica, dos aspectos abordados e da vulnerabilidade de
animais e humanos expostos ao parasita, medidas de controle sdo muito
importantes na prevencao de infec¢cdes. Com base nisso, o0 objetivo deste estudo
foi verificar a atividade in vitro de 6leos essenciais sobre a eclodibilidade de ovos
do género Ancylostoma sp., helminto gastrintestinal de cées, com foco na
bioprospeccédo para o0 desenvolvimento de novos bioprodutos com acédo
antiparasitaria, juntamente com a redugdo da contaminagdo ambiental e
principalmente o risco de zoonoses para 0 homem (SANTOS 2013;
HOFSTATTER, 2013).

2. METODOLOGIA

2.1 Extrac&o do oleo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial foram utilizadas 100 g de planta em 1500
mL de &gua destilada, assim o processo de extracdo se deu atraves da técnica de
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger durante 4 horas.
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2.2 Andlise cromatogréfica dos Gleos essenciais

Submeteu-se o 6leo essencial obtido anteriormente a analise cromatografica
em um equipamento GC/MS Schimadzu QP2010, equipado com injetor
split/splitless com uma coluna capilar Rtx-5MS RESTEK (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), nas seguintes condi¢cdes cromatogréaficas: gas carreador Hélio, fragmentos
obtidos por impacto de elétrons na energia de 70 eV, vazao de 1,2 mL/min, split
1:10, volume injetado de amostra 1 pL. Temperatura programada do forno: a
temperatura inicial foi de 40°C, com rampa de aquecimento em 5°C/min até 280°C
ficando estavel nessa temperatura por 10 minutos, com tempo total de 58
minutos, sendo a temperatura do injetor de 58°C e interface 200°C, os compostos
foram analisados com base na biblioteca NISTO8 do GC/MS. O preparo das
amostras para andlise qualitativa dos compostos bioativos presentes nos 6leos
envolve apenas a solubilizacéo de aproximadamente 25 mg do 6leo essencial em
5 mL de hexano (grau analitico, ultra puro).

2.3 Coleta e preparo das amostras

As amostras fecais foram obtidas através da coleta ambiental de fezes de
cdes adultos nado vermifugadosalojadosno Canil do Hospital de Clinicas
Veterinarias da UFPel,sendo armazenadas em sacos plasticos devidamente
identificados e processadas no Laboratério de Helmintologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia-UFPel.

A positividade das amostras fecais para ovos de Ancylostoma spp. foi
determinada através da técnica parasitoldgica de Willis Mollay,sendo as amostras
positivas recuperadas através de maceracao, diluicdo em agua destilada e
passagem através de quatro tamises, dispostos em ordem decrescente de
abertura de malha (1 mm, 105um,55 pm, 25 um ),segundo Ueno e Goncalves
(1998). Os ovos foram recuperados do ultimo tamis, diluidos em &gua destilada e
qguantificados trés vezes a partir de uma aliquota de 50pul da suspensao.

2.4 Teste de eclodibilidade dos ovos de Ancylostomas sp.

O teste de eclodibilidade foi realizado em placas de microcultivo de 24
pocos, onde foram distribuidas seis concentracdes do 6leo essencial variando de
0,07 a 2,5%, juntamente com a suspensao contendo aproximadamente 120 ovos
do parasita. O ensaio foi acompanhado de um controle positivo contendo o anti-
helmintico tiabendazole na concentracdo de 0,025 mg/mL, e um controle negativo
com agua destilada.

Todas as concentracdes foram testadas em quadruplicata e as placas foram
fechadas com filme plastico e incubadas em estufa a 28°C com 80% de umidade
relativa,durante 36h. A leitura das placas foi realizada com o auxilio de um
microscoépio de luz invertida, sendo que a leitura iniciou pelo controle negativo,
seguido pelo positivo e das placas com o 6leo essencial.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracéo do oleo essencial

O rendimento obtido para extragdo do 6leo essencial do endro e do cominho
foi de 1,2 e 1,5 mL a cada 100 gramas de planta seca submetida a extracao.
Considerando que o rendimento de outros 6leos essenciais expressos na
literatura estdo em torno de 0,8 mL/100 gr obteve-se rendimentos significativos,
sendo favoraveis a se dar continuidade as pesquisas.



3.2 Andlise cromatografica dos 6leos essenciais

Na tabela a seguir estdo relacionados os compostos com potencial bioativo
encontrado durante as analises cromatograficas, com base na biblioteca NIST08
do GC/MS, onde pode-se observar o pico 8 correspondente a carvona, como
majoritario para a amostra de endro, e o pico 18 correspondente ao cumaldeido
como pico majoritario para o 6leo de cominho. Observa-se ainda que mesmo as
plantas sendo da mesma familia, apresentam uma composicdo quimica
diferenciada entre elas. O fato pode ser explicado se levarmos em conta uma
série de fatores que interferem na composicao fitoquimica durante a producéo dos
metabdlitos especializados produzidos pelas plantas, como, temperatura,
luminosidade, sazonalidade, horario da colheita, fornecimento de agua além da
nutricao.

Tabela 1: Relagéo entre os tempos de retencéo tg € 0s compostos encontrados
na analise dos 0leos.

Anethum graveolens- endro Cominou cyminum - cominho
Pico (%)  tr(min) Composto Pico (%) tgr(min) Composto
1 18,65 6,46 D-limoneno 4 14,38 5,65 B-pineno
3 7,16 9,07 cis/trans 8 13,23 6,37 o0-cimeno
4 16,67 9,20 dihidrocarvona 9 1,61 6,44 D-limoneno
8 34,39 9,78 carvona 11 18,77 6,91 y-terpineno
10 21,71 14,70 apiol 18 30,86 9,72 cumaldeido

19 8,07 10,35 2-caren-10-al
20 7,57 10,43 fenilbutanol

3.3 Teste de eclodibilidade dos ovos de Ancylostoma sp.

Os controles positivos do 6leo de endro e cominho demonstraram 100% de
inibicdo de eclodibilidade, enquanto os controles negativos dos Oleos
apresentaram um percentual médio de eclodibilidade de 94% e 94,52%,
respectivamente demonstrando uma boa viabilidade dos ovos. Para o Oleo
essencial de endro as melhores concentracdes foram 2,5% e 1,25% obtendo os
percentuais de inibicdo da eclodibilidade de 70,19% e 62,52%, na devida ordem,
ja as concentracdes de 0,62%, 0,31%, 0,15% e 0,07% ficaram abaixo de 50%%.
O 6leo de cominho, no teste in vitro, obteve melhores percentuais de inibicdo da
eclodibilidade, em relacdo ao endro, sendo a melhor concentracdo a 2,5% que
alcancou 100% de inibicdo da eclodibilidade dos ovos do parasito, seguido pelas
demais concentragdes sempre com percentual superior a 90% de inibig&o.

4. CONCLUSOES

O resultado do teste in vitro demonstrou que o0s Oleos essenciais de
Anethum graveolens e Cominum cyminum possuem acao na inibicdo da
eclobilidade dos ovos de Ancylostoma sp., sendo a acdo do 6leo de cominho
superior ao de endro apresentando um resultado favoravel em todas as
concentracdes testadas, sendo sempre superior a 90% de acao inibitoria. Conclui-
se ainda, que os Oleos testados podem ser promissores para o controle ambiental
desta parasitose, uma vez que o ambiente é a principal fonte de infeccdo, tanto
para o0 homem que desenvolve a Larva Migrans Cuténea, quanto para o
hospedeiro definitivo, o cao que desenvolve a ancilostomose e perpetua o ciclo do
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parasito, desta forma sdo necessarios novos estudos para a determinacdo da
toxicidade.
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