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RESUMO

No presente estudo foi avaliado o efeito anti-helmintico do extrato hidroalc6olico (EHA) de
Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae) e fracdes sobre Strongyloides
venezuelensis (Brumpt, 1934). O EHA de C. ambrosioides foi obtido de folhas secas e
moidas em solucdo de etanol:dgua (70:30) em sistema de extracdo ultra turrax. O extrato
hidroalcdéolico liofilizado (EHA) foi fracionado e analisado. Foram realizados testes para a
determinacdo da concentragdo resposta em camundongos Swiss machos de 30 dias,
infectados com S.venezuelensis e tratados, via oral, com as concentracdes de 100mg Kg
!/animal/dia, 250mg Kg'/animal/dia e 400mg Kg '/animal/dia durante cinco dias. Foram
formados grupos de 10 animais para cada concentra¢do € um grupo controle. Os animais
foram infectados por injegdo subcutinea com 1500 larvas e sacrificados no 6° d.p.i para
contagem do nimero de ovos e de fémeas. A concentracio de 400mg Kganimal/dia
apresentou maior eficdcia tanto para o nimero de ovos por grama de fezes (75,89 %)
quanto para as fémeas parasitas (86,31 %). Em outro experimento a concentracdo de
400mgKg '/animal dia do EHA de C.ambrosioides foi comparada com o Tiabendazol
(TBZ) na concentracio de 50 mgKg'/animal/dia em regime de tratamento pés e pré-
infeccdo sendo formados grupos de 10 animais para cada tratamento e droga. Nos
tratamentos pré-infec¢do, os animais receberam TBZ ou EHA de C. ambrosioides durante
cinco dias e foram infectados com 1500 larvas. Nos tratamentos pds-infec¢do, os animais
foram infectados, tratados com TBZ ou EHA de C.ambrosioides 24h ap6s infec¢do durante
cinco dias. Em ambos os tratamentos os animais foram sacrificados no 6° d.p.i para a
contagem de ovos e fémeas. A concentragio de 400mgKg™'/animal/dia apresentou eficacia
de 99,14 % e 89,95 % para ovos e fémeas, respectivamente quando avaliado o grupo
tratado pré-infeccdo contra 79,60 % para ovos e 86,46 % para fémeas parasitas, no grupo
tratado pds-infeccao. O TBZ apresentou eficdcia de 39,91 % para o OPG e 89,54 % para
fémeas no grupo tratado pré-infeccdo e eficdcia de 100 % tanto para ovos quanto para as
fémeas no regime de tratamento pds-infeccido. O TBZ mostrou-se pouco eficiente como
preventivo da infeccdo de camundongos por S. venezuelensis. O EHA de C. ambrosioides
apresentou eficdcia moderada para o nimero de fémeas no tratamento pds-infec¢do. Apds o
fracionamento do EHA em seis fracdes, das quais trés (Fr 4, Fr 5 e Fr 6) foram testadas em

regime de tratamento pés e pré infeccdo na concentragio de 250 mg Kg''/animal/dia

XV



durante cinco dias. Foram formados grupos de 10 animais para cada fracdo e um grupo
controle. A infeccdo e administracdo foram realizadas como descrito anteriormente. A
fracdo 6 foi a que apresentou maior eficdcia para ovos (94,51 %) e f€meas (90,55 %) no
tratamento pods-infec¢do. No tratamento pré-infec¢do, a Fr 5 foi a mais eficaz para os ovos
(90,84 %) e para as fémeas parasitas (67,28 %). Ficou demonstrada a presenca de
compostos fendlicos da classe dos flavondides (por CCD) nas fracdes 5 e 6. A fracdo 6
apresentou-se mais rica nesses flavondides semelhantes aos padrdes de flavondides

testados. O fitol foi o composto majoritario detectado no EHA por CG-EM.

PALAVRAS-CHAVE: Chenopodium ambrosioides; Erva-de-Santa Maria; Strongyloides

venezuelensis; atividade anti-helmintica; Tiabendazol; Flavondides.
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ABSTRACT
The present study the antihelmintic effect of the hidroalcholic extract (EHA) Chenopodium
ambrosioides L. (Chenopodiaceae) and fractions obtained of dry column on Strongyloides
venezuelensis (Brumpt, 1934) was evaluated The EHA of C. ambrosioides was obtained
from dried and powered using ethanol:H,O solution (70:30). The extract was evaporated
and liophilized, getting the hidroalcoholic crude extract. The EHA was partitioned in dry
column using chloroform: methanol solution (90:10) and analyzed by TLC (Thin Layer
Chromatography) and GC-MS (Gasous Cromatography Mass Espectometry). Tests for the
determination of the concentration response had been carried out in Swiss male mice of 30
days infected with S. venezuelensis and treated with the concentrations to 100mg kg
!/animal/day, 250mg kg '/animal/day and 400mg kg'/animal/day during five days by
intraesophageal intubation. Groups of 10 animals for each concentration and a control
group were formed. The animals had been infected subcutaneous injection with 1500 larvae
sacrificed in 6° d.p.i (day post-infectuion) for evaluation for the number of eggs and
females. The concentration of 400mg kg-1/animal/dia presented greater in such a way
effectiveness for the eggs (75.89 %) how much for the parasites females (86.31 %). In
another experiment it was compared concentration of 400mgKg-1/animal/day of the EHA
of C. ambrosioides with Thiabendazole (TBZ) in regimen of treatment post and pre-
infection being formed groups of 10 animals for each treatment and drugs. In the pre-
infection treatments, the animals had been treated with EHA of C. ambrosioides or TBZ
during five days and infected. In the post-infection treatments, the animals had been
infected, treated with TBZ or EHA of C. ambrosioides 24h after infection during five days.
The animals had been sacrificed for quantification of eggs and females in the 6° d.p.i..The
400mgKg-1/animal/dia concentration presented effectiveness of 99.14 % and 89.95 % for
the eggs and females respectively when evaluated the pre-infection treated group against
79.60 % to (eggs) and 86.46 % (females) in the group post-infection treated. The TBZ
presented a effectiveness of 39.91 % for eggs and 89.54 % for the females in the pre-
infection treated group and effectiveness of 100 % for eggs how much for the females
parasites in the regimen of post-infection treatment. The TBZ revealed little efficient as
preventive of the infection of mice with S. venezuelensis. The EHA of C. ambrosioides

presented moderate effectiveness to the number of female parasites in the treatment post-
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infection. After the partition of the EHA six fractions had been gotten and three (Fraction 4,
5 Fraction 5 and Fraction 6 ) had been tested in regimen of post-infection and pre-infection
in the 250 mg kg'/animal/dia concentration during five days. Groups of 10 animals for
each fraction had been formed and one control group. The infection and administration had
been carried through as described previously. The fraction 6 presented greater effectiveness
for the eggs (94.51 %) and parasite females (90.55 %) in the group post-infection treated.
In the treatment pre-infection, the Fr 5 was the one that revealed more efficient for the eggs
(90.84 %) and for the number of female parasites (67.28 %). It showed the presence of
fenolics compounds of flavonols class in tehe fractions 5 and 6 (in TLC). The fraction 6
presented more rich in these compounds, same to used standarts. The phytol was the

compound major detected in the GC-MS.

KEY - WORDS: Chenopodium ambrosioides; Santa Maria’herb; Strongyloides

venezuelensis; anthelmintic activity; Thiabendazole; Flavonols.
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1. INTRODUCAO

A estrongiloidiase humana é uma das infec¢Oes mais prevalentes causadas por
helmintos. Estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas estejam parasitadas por
Strongyloides stercoralis em todo o mundo (Maruyama et al., 1996; Nolan et al., 1999). O
parasito tem a capacidade de realizar auto-infec¢do no individuo podendo disseminar-se,
levando-o a morte, principalmente quando observado em individuos imunocomprometidos
como os HIV+ (Naquira et al., 1989) e aqueles tratados com corticosterdides (Hagelskjaer,
1994; Liepman, 1975).

Strongyloides stercoralis é um geohelminto cuja forma infectante é a larva
filaridide (L.3), que estd presente no solo ou alimentos contaminados. A L3, apds penetrar
na pele, cai na corrente sanguinea ou linfatica chega aos pulmdes onde sofre duas mudas
atingindo o estddio de L5. Apds a ultima muda as larvas saem dos alvéolos, chegam a
traquéia, alcancam a faringe, onde a maioria € deglutida e se alojam no intestino delgado,
onde se transformam em fémeas partenogenéticas parasitas (Stratton, 2000; Grove, 1996;
Genta, 1986). Nas infeccdes assintomdticas, as fémeas se alojam no primeiro terco do
jejuno ou ficam mergulhadas na mucosa intestinal e nas formas sintomaticas ficam alojadas
do piloro ao intestino grosso misturadas a secrecdo da luz intestinal ou ficam escondidas
nas criptas da mucosa. Na forma disseminada da doenca, o parasito é encontrado na maioria
dos 6rgdos, nas glandulas e articulagdes (Grove, 1996; Delaroque et al., 1994; Stratton,
2000).

Duas espécies tém importancia para o estudo da biologia, morfologia, aspectos

imunolégicos e da relacdo parasito-hospedeiro em roedores: sdo Strongyloides



venezuelensis (Brumpt, 1934) e Strongyloides ratti (Sandground,1925) bem como
importancia no teste de drogas contra a infec¢do (Grove & Blair, 1981; Sato et al., 1995;
Costa-Cruz et al., 1997).

Os modelos de estudo da estrongiloidiase em roedores com S. venezuelensis t€m
contribuido muito para o melhor entendimento da infec¢do humana por S. stercoralis, por
possuirem rotas de infec¢do e aspectos de estimulacio do sistema imunoldgico de
camundongos e/ou ratos semelhantes a infec¢do humana, apesar de alguns aspectos do ciclo
destas espécies diferirem, por exemplo, as formas do parasito que sdo eliminadas nas fezes
e o fato dos parasitos de roedores ndo realizarem auto-infec¢do no hospedeiro (Sato e
Toma, 1990). Para S. stercoralis, as larvas sdo eliminadas juntamente com as fezes e para S.
venezuelensis sdo eliminados ovos que sofrem a primeira clivagem ao serem eliminados nas
fezes, ou seja, ovos larvados que originardo larvas infectantes (Little, 1966).

Esses modelos permitem a quantificacdo de ovos por grama de fezes e de fémeas
parasitas no intestino (Dawkins & Grove, 1981), e possibilitam assim, o estudo da agdo de
drogas nas diferentes fases evolutivas do parasito. Dessa forma, é possivel avaliar a eficicia
de cura e mesmo mecanismos de acdo de diferentes medicamentos sobre o verme,
possibilitando uma melhor escolha do modo de tratamento de acordo com o grau de
patogenia causado.

Strongyloides venezuelensis ¢ um parasito natural de ratos, inicia seu ciclo
parasitario com as larvas infectantes (L3), que penetram na pele do hospedeiro, migram
para os pulmdes e se instalam no intestino delgado, onde atingem a maturidade. E
considerado um 6timo modelo para o estudo da relacdo parasito/hospedeiro para a
estrongiloidiase considerando que o parasito pode ser mantido por vdrias passagens em

animais de laboratério e um grande nimero de ovos e larvas podem ser obtidos para a



realizagdo de experimentos (Taira et al., 1994). Deve-se considerar ainda, que este helminto
ndo causa morte repentina quando utilizado em infecgdes altas em ratos quando comparado
com espécies relacionadas, como S. ratti, que causa morte rdpida em ratos e gerbils quando
em infeccoes altas nesses animais (Islam et al., 1999)

Os agentes etiolégicos causadores de doencas infecciosas tém demonstrado
resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e também aos tratamentos
convencionais com drogas sintéticas ou semi-sintéticas, seja por mudancas na composi¢ao
de antigenos superficiais por meio de mutacdes génicas, seja por mutacdes de genes que
determinam a codifica¢do de proteinas estruturais daqueles agentes infecciosos, as quais 0s
medicamentos existentes no mercado se ligam de forma seletiva (Melville et al., 2006;
Taylor et al., 2002).

No caso especifico de S. stercoralis existem alteracdes nos genes codificadores de
proteinas estruturais do citoesqueleto das células da luz intestinal. Essas proteinas sao
sitios-alvos dos principios ativos presentes nos derivados benzimidazolicos existentes para
o tratamento da estrongiloidiase humana. Para S. stercoralis o tratamento padrdo € o
tiabendazol, que foi introduzido no inicio da década de 60 como tratamento alternativo ao
Cambendazol e continua sendo utilizado atualmente no tratamento da estrongiloidiase
humana (Croft, 1997; Frayha, 1997; Lacey & Gill, 1994, Brown et al.,, 1961). O
cambendazol € utilizado no tratamento da larva currens em humanos na dose de Smg/ Kg
em humanos e na estrongiloidiase em equinos e suinos (Ministério da Sadde, 2004).

As plantas sempre representaram para o homem um recurso terapéutico alternativo
de enorme importancia para as mais variadas doencas. Antes da Segunda Guerra Mundial

uma série de produtos isolados de plantas e/ou fungos constituiram-se em agentes terapicos



e ainda estdo em uso atualmente: quinino (do caule de Chinchona sp ), morfina e codeina
(do latex do ()pio) digoxina (das folhas de Digitalis sp) (Phillipinson, 2001).

Segundo estimativas da Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), cerca de 60-80 %
da populacdo mundial de paises em desenvolvimento utilizam-se de algum tipo de medicina
tradicional, incluindo o uso de plantas medicinais como cuidados bésicos com a satide
(Calixto, 2000). Menos de 10 % de aproximadamente 250000 espécies de plantas com
flores em todo o mundo foram investigadas cientificamente para a determinacido de suas
propriedades farmacoldgicas e nos Estados Unidos e Inglaterra estima-se que cerca de 25 %
das drogas prescritas sdo isolados direta ou indiretamente de plantas superiores (Anthony et
al., 2005; Shu, 1998). No Brasil, estima-se que apenas cerca de 1 % da flora tenha sido
estudada quanto ao seu potencial medicinal, e ainda pode ser considerado um nimero
superestimado (Calixto, 2000), visto que a flora brasileira representa mais de 20 % das
espécies de plantas mundialmente conhecidas (Petrovick et al., 1999). Muitas dessas
plantas possuem propriedades medicinais apenas com comprovagdo empirica por parte das
populacdes que as utilizam, sem pesquisas que comprovem e/ou encontrem o efeito de seus
principios ativos. Essas plantas podem se tornar fitoterdpicos potentes, passiveis de serem
produzidos em larga escala de comercializacdo (Rates, 2001; Stepp & Moerman, 2001;
Whitfield, 1996).

O aumento no uso de plantas medicinais como tratamento alternativo de diversas
enfermidades estd relacionado ao aparecimento de novas doengas, para as quais ainda nao
existem tratamentos adequados, ao custo elevado para a sintese quimica, aos efeitos
colaterais de produtos sintéticos e aos movimentos ecoldgicos em paises ocidentais que
defendem o uso de produtos naturais (Capasso et al., 2000). De outro lado, a viabilidade e o

alto custo da terapia em massa para as infeccdes parasitdrias em regides endémicas,



principalmente em d4reas rurais, o aumento de viagens para essas dreas, que requerem
tratamento profildtico e a resisténcia dos parasitos as drogas convencionais sdo os fatores
determinantes para a busca de novas drogas (Anthony et al., 2005)

Comparadas as drogas sintéticas, as plantas medicinais exibem diferencas
marcantes como: os principios ativos sdo quase sempre desconhecidos; a padronizacio,
estabilidade e controle de qualidade sdao possiveis, mas de dificil execucao; a viabilidade e
qualidade dos materiais em estado bruto sdo problematicas; testes de toxicidade e prova de
eficacia com controle de qualidade sdo raros; o uso empirico pela populacdo € uma
caracteristica comum; possuem uso terapéutico amplo e conveniente para tratamento de
doencas cronicas; os efeitos colaterais parecem ser menos freqiientes quando comparados
as drogas de uso convencional, mas existem; geralmente custam menos que as drogas
sintéticas (Calixto, 2000).

Virios dados da literatura mundial tém demonstrado o uso empirico de plantas
medicinais como primeiros cuidados para o tratamento de parasitoses intestinais com
relatos de cura de tais infec¢des. Geralmente as populagdes utilizam as plantas sob forma
de chds ou infusdes que sdo tomadas de variadas formas. Ha que se considerar ainda a
forma em que os extratos, chds e infusdes, em que a planta foi preparada para utilizagdo:
sementes, folhas secas ou frescas, raizes, caule ou todas as suas partes (Santayana et al.,
2005; McDonald et al., 2004; Jones, 1996)

A familia Chenopodiacea possui mais de 1500 espécies e C. ambrosioides € uma
das espécies mais utilizadas no tratamento das mais diversas enfermidades, entre elas as
parasitoses intestinais (Jouad et al., 2001, Dinan et al., 1998).

No inicio do século XX, o Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides,

popularmente conhecida, no Brasil, como erva de Santa Maria ou Mastruz, foi amplamente



utilizado no tratamento de infec¢des causadas por parasitos intestinais. Smilie & Pessoa
(1924) e Nelson (1920) foram os pioneiros a descreverem detalhadamente a composi¢ao do
6leo essencial e a sua utilizagdo como potente vermifugo no inicio do século passado e o
mesmo tornou-se altamente industrializado fazendo parte da farmacopéia de alguns paises
como os Estados Unidos e Argentina e por alguns anos fez parte do indice de produtos da
Merck, uma das maiores companhias fabricantes de medicamentos do mundo (Gadano et
al., 2006; Kliks, 1985; Merck & Co., 1976).

O ¢6leo foi amplamente utilizado na cura de pacientes com algum tipo de
verminose pelo alto poder de cura atribuido ao seu principal constituinte, o ascaridol, que
chega a representar cerca de 70 % da composic¢io do 6leo (McDonald et al., 2004; Bonzani
et al., 2003; Nelson, 1920). No entanto, seu uso foi descontinuado do mercado nacional
devido as overdoses que causaram intoxicacoes fatais. No Brasil, estima-se que por volta de
1930 mais de um milhdo de pessoas foram submetidas ao tratamento com o 6leo essencial
de C. ambrosioides e cerca de 22 pessoas morreram devido aos seus efeitos colaterais
(Garcia et al., 1997, Kliks, 1985).

Modelos experimentais de infec¢cdo de animais com helmintos intestinais vem
sendo alvo de vdrios estudos no que diz respeito a testes de diferentes drogas consideradas
antihelminticas, sejam farmacos sintéticos obtidos de vegetais e/ou fungos antes utilizados
somente em bovinos como a ivermectina (Satou et al, 2001; Amato Neto et al., 1997;
Njoroge et al., 1997). Substancias como a artemisinina e seus derivados semi-sintéticos,
extraidos de Artemisia annua inicialmente testados em pesquisas com maldria (Meshnick,
2002) vém sendo utilizadas no tratamento e como profildtico em infec¢des experimentais
de animais com Schistosoma sp (Shuhua et. al, 2000; Shuhua et al., 2002), e no tratamento

da clonorquiase em humanos (Tinga et al., 1999).



Para Strongyloides sp, nao ha relatos de trabalhos que utilizem em modelo
experimental, in vivo, Chenopodium ambrosioides como forma de tratamento ou como
profilético, sob forma de chds, infusdes, decoc¢@o ou sob a forma de extratos alcodlicos ou
aquosos. Considerando ainda a resisténcia de S. stercoralis ao tratamento com derivados
benzimidazolicos atualmente disponiveis no mercado, faz-se necessaria a busca de novos

medicamentos para o tratamento da estrongiloidiase.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Strongyloides stercoralis

Strongyloides stercoralis foi pela primeira vez relatado como sendo causador de
diarréia na cidade de Toulon (Franca) em 1876 ap6s Normand examinar fezes diarréicas de
soldados vindos da Conchinchina (Vietnd). Inicialmente o parasito foi nomeado de
Anguillula stercoralis, no caso de formas encontradas em fezes diarréicas e de Anguillula
intestinalis para as formas encontradas no intestino de individuos necropsiados. Apods
trabalhos de Leuckart, ficou demonstrado que as duas formas pertenciam a mesma espécie,
a primeira sendo a larva filariéide que originard a forma parasita e a segunda a forma
parasitdria que originard o adulto de vida livre (Genta, 1986).

No Brasil, Ribeiro da Luz, em 1880, foi quem deu importancia relevante ao estudo
do agente etiolégico da estrongiloidiase humana e foi o precursor de véarios estudos que
demonstraram uma grande variacdo da prevaléncia desta helmintiase, que estd ligada a
fatores como faixa etdria, diferencas socioecondmicas e geograficas das populacdes
estudadas. As taxas de prevaléncias chegam a variar cerca de 60 % (Machado & Costa-
Cruz, 1998, Pires & Dreyer, 1993).

Strongyloides pertence ao Filo Nematoda, classe Secernentea, ordem
Rhabiditoidea e Familia Strongyloididae que engloba 52 espécies dentro do género
Strongyloides (Grove, 1996). Duas espécies e uma subespécie causam infec¢do no homem,
S. stercoralis e S. fulleborni, S.fulleborni kellyi (Pires & Dreyer, 1993; Barnish & Ashford,

1989; Hira & Patel, 1980).



A estrongidoidiase ocupa o quinto lugar dentre as parasitoses causadas por
helmintos e estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas estejam acometidas por S.
stercoralis em todo o mundo (Maruyama et al. 1996; Nolan et al., 1999). As demais
espécies t€m importancia veterindria, pois existem altos indices de infec¢do em bovinos,

eqiiinos, suinos.

2.2. Tratamento da estrongiloidiase

Existe uma grande variagdo na avaliacdo e eficdcia de drogas para a terapia e
profilaxia das doencas parasitdrias, tanto em humanos quanto em animais domésticos. Para
as protozooses e helmintiases existe tratamento adequado resultante principalmente de
drogas desenvolvidas e introduzidas no inicio dos anos 60. Os derivados benzimidazdlicos
oferecem maiores avancos no tratamento das infeccOes gastrointestinais causadas por
helmintos (Croft, 1997).

Dois derivados benzimidazdlicos sdo eficazes no tratamento da estrongiloidiase
humana: o tiabendazol e o cambendazol. Ambos sdo administrados via oral e atuam
bloqueando a captacdo da glicose pelo helminto. O tiabendazol age sobre o verme adulto,
mas em doses terapéuticas tem duvidosa a¢do larvicida ou ovicida. Os indices de cura com
tiabendazol variam de 70 % a 90 % dependendo da severidade da doenga e do modo de
administragdo. O cambendazol € um composto relacionado ao tiabendazol com vantagem
de atuar sobre formas larvdrias e por ser eficaz em doses mais baixas, praticamente livres
de efeitos colaterais (Baranski et al., 1978, Martirani et al., 1976, Pires, 1989).

Estudos na década de 70 com a dose de 5Smg/ Kg de peso de cambendazol, em

dose tnica, em comparacdo com a dose de 50 mg/ Kg de peso, em dose tinica recomendada



para o tiabendazol, indicaram que o cambendazol apresentava uma poténcia superior a do
tiabendazol, atribuindo-se esta propriedade a uma alteracdo no metabolismo da substancia
(Rodrigues et al., 1977). O tiabendazol quando comparado com o cambendazol € altamente
inativado pela hidroxilacdo metabdlica na posi¢do 5 e a introducdo de um grupo acilamino
no carbono 5, como acontece no cambendazol, parece inibir estd rdpida metabolizagdo,
conferindo assim maior eficacia intrinseca ao medicamento (Hoff et al., 1970). No entanto,
alguns testes com cambendazol elevado indice de cura (95 %) em pacientes positivos para
S. stercoralis apés administracdo de 500 mg de substincia ativa para adultos, e em forma
de suspensdo contendo 100mg em 10 mL, para criangas em dose Unica apresentaram efeitos
colaterais. Nos Estados Unidos, apds ter provocado a morte de animais de laboratorio
depois de testes com concentragdes altas, o cambendazol foi retirado do mercado (GROVE,
1990).

Desde a sua introdug¢do em 1961 (Brown et al., 1961), o Tiabendazol (TBZ) vem
sendo a droga padrio para o tratamento da estrongiloidiase humana. Geralmente
administra-se 5S0mg/ Kg/peso, mdximo de 3g fracionadas em duas doses, durante trés dias.
Os efeitos colaterais, freqiientes em 1/3 dos pacientes, manifestam-se por tontura, cefaléia,
nduseas, vomitos e dores abdominais, mialgia e fadiga (Satou et al., 2001; Pires, 1989).
Atualmente o TBZ ¢é droga de escolha apenas para o tratamento dos casos de
estrongiloidiase disseminada. A familia dos benzimidazdlicos é a que tem melhor
transporte pelo sangue sendo bastante eficaz na fase de migracdo do parasito (Vieira et al.,
1989; Pitisuttithum & Chindanond, 1995)

No inicio do tratamento da estrongiloidiase com TBZ obteve-se um indice de cura
que variou de 55 a 100 %, quando administrado em altas doses (Franz, 1963; Aziz, 1969;

Most et al., 1965). Grove (1982a), observou efeitos colaterais severos em pacientes tratados
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com 25 mg/ Kg duas vezes ao dia durante trés dias. Neste estudo, o autor verificou que 89
% dos 43 pacientes incluidos no tratamento apresentaram anorexia, vomito, tonturas e dores
abdominais e seis meses depois do tratamento, 7 % dos pacientes encontraram-se
novamente positivos para S. stercoralis, atribuindo a positividade a baixa eficiéncia do
tiabendazol.

Grove (1982b) obteve uma eliminacdo de 94 % para larvas de S. ratti em fémeas
de camundongos C57BL/6 infectadas com 500 larvas e tratadas nos dias 3 e 4 pos-infeccao
(p-1) com 50 mg/ Kg/dia. Nao houve reducao significativa para o nimero de vermes adultos
quando os animais foram infectados com 3000 larvas no 4° e 5° dias pés-infec¢do (p.i) e
avaliados no 6° dia p. i.

Grove & Northern (1986) avaliaram o efeito, in vitro, do cambendazol,
tiabendazol e mebendazol diluidos em PBS 0,1 M, pH 7.4, sobre S. ratti e S. stercoralis e
nio encontraram efeitos sobre a eclosdao de larvas, viabilidade de larvas infectantes e
vermes adultos de S. ratti. No entanto, as drogas inibiram o desenvolvimento de larvas
rabditéides de S. stercoralis e apenas o cambendazol inibiu a infectividade das larvas
filaridides de S. ratti e S. stercoralis.

Satou et al. (2001) demonstraram in vitro que o TBZ ndo causou a mortalidade de
larvas filari6ides quando usado em concentragdo alta de 250uM. A concentragdao (PC50)
que paralisa 50 % das larvas infectantes de Strongyloides venezuelensis foi de 190 pM.

Satou et al. (2002) avaliaram a atividade nematocida, in vitro, da ivermectina,
albendazol e tiabendazol e compararam com alcaldides de isoquinoline isolados de
Macleaya cordata (Ranunculales, Papaveraceae) sobre larvas infectantes de S.
venezuelensis e S. ratti, em 4gua destilada a 37 ° C, mostrando que trés alcaldides de

isoquinoline apresentaram efeito equivalente sobre as larvas filaridides de S. rarti e S.
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venezuelensis e apenas a papaverina teve forte efeito contra S. venezuelensis. A mortalidade
foi observada por cdlculo da concentracdo de paralisia (PC50). Os autores também
demonstraram que a ivermectina foi mais eficaz que o albendazol e este mais eficaz que o
tiabendazol na concentracdo de 2,3uM para Strongyloides venezuelensis. No caso de S.
ratti, nenhum composto superou a eficicia da ivermectina.

O efeito da ivermectina sobre Strongyloides venezuelensis também foi testado por
Amato-Neto et al. (1997). Os autores inocularam via subcutanea 2000 larvas em fémeas de
ratos albinos e administraram duas prepara¢des comerciais (Ivomec, de uso veterindrio e o
e Mectizan, de uso humano) com o mesmo principio ativo na concentragdo de 0,2 mg/ Kg
em dose unica . Os medicamentos foram administrados apds um e oito dias da infec¢@o e os
animais avaliados no 12° d.p.i. Observou-se diminui¢io significativa do nimero de vermes
adultos recuperados do intestino entre animais tratados e ndo tratados para as duas
preparagdes, sendo o ivomec mais eficaz, 98 % contra 59 % do Mectizan quando
administrados no 8° d.p.i.

Compostos n3o benzimidazdlicos vem sendo testados como alternativa do
tratamento contra a estrongiloidiase com o objetivo de descobrir uma nova droga mais
eficaz e menos téxica no tratamento da doenca. Em alguns casos, os estudos tém
combinado a administracdo de duas ou mais drogas:

Armson et al (1995b) testaram o efeito da ciclosporina A (30mg Kg'l) e do
tiabendazol (5 ou 10 mg Kg™) individualmente e em conjunto, via oral, no tratamento de
ratos infectados com S. ratti e verificaram que houve reducdo significativa no nimero de
larvas excretadas nas fezes dos animais para as duas drogas. Quando as mesmas foram co-

administradas ndo houve efeito sinérgico no 4° dia pds-infecgao.
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As larvas de S. stercoralis sdo eliminadas nas fezes do hospedeiro. No caso de S.
venezuelensis, espécie parasita natural de roedores observa-se ovos larvados nas fezes, que
encontrando condi¢des adequadas no ambiente permitem a eclosdo das larvas rabditéides
que se desenvolvem em larvas filaridides infectantes (Little, 1966)

Com a introducdo do tiabendazol (TBZ) no mercado, em 1961, surgiram varios
estudos com animais experimentais infectados com Strongyloides venezuelensis e S. ratti
com o objetivo de avaliar a eficiéncia de cura do TBZ em diferentes esquemas de
tratamento € a0 mesmo tempo seguiram-se estudos realizados in vifro com o intuito de
avaliar a viabilidade de larvas, vermes adultos e ovos. Paralelamente foram realizadas
vdrias pesquisas sobre técnicas de diagndstico que fossem mais sensiveis e especificas para
a deteccdo da infecgdo in vitro e in vivo para uma melhor escolha do tratamento. Essas
técnicas abrangem desde o diagnéstico clinico, passando pelo exame de amostras de fezes,
fluidos corporais e de diagndstico imunolégico da doenca, uma vez que apenas o
diagnéstico parasitolégico fecal, na maioria das vezes, apresenta falso negativo.

E necessdria a introdugdo de novas drogas contra a doenca, tendo em vista, que o
parasito vem desenvolvendo um mecanismo de resisténcia cada vez mais eficiente contra o
tiabendazol. Resisténcia aos derivados benzimidazodlicos foi observada apds trés anos de
sua introdu¢do como tratamento de helmintos e hoje € um problema mundial para a
medicina veterindria (Lacey & Gill, 1994; Wagland et al., 1992). Ao longo dos anos de
tratamento com tiabendazol, acredita-se que existam linhagens de S. stercoralis resistentes
ao medicamento. O mecanismo de resisténcia do parasito estd relacionado a mutacdo de
genes codificadores da molécula de B - tubulina, proteina estrutural do citoesqueleto das

células intestinais de helmintos e que € alvo dos derivados benzimidazdlicos (Croft, 1997).
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Os derivados benzimidazoélicos inibem a polimeriza¢do dos dimeros que compdem
as moléculas de B - tubulina, bloqueando as fungdes vitais da célula, entre elas a divisdo
celular do parasito (Dumontet e Branimir, 1999; Lubega et al., 1993, Lacey, 1990). Ha
interferéncia na absor¢do de nutrientes pelo intestino do parasito, pois as moléculas de [ -
tubulina sdo os principais componentes dos microtibulos que formam o citoesqueleto das
células intestinais do parasito impedindo que ocorra a absor¢do de glicose (Jasmer et al.,
2000; Petersen et al., 1997; Frahya et al., 1997; Armson et al., 1995a; Prichard, 1973).

Além do mecanismo de ndo polimerizagdo das moléculas de B - tubulina, ocorre a
inativacdo da enzima fumarato redutase que faz parte da cadeia de reacdes que promove a
quebra da glicose para que a mesma seja absorvida no intestino do parasito (Martin et al.
1997). O parasito ndo conseguindo absorver glicose morre por caréncia desse nutriente
impossibilitado de realizar seus mecanismos de obten¢do de energia e conseqiientemente de
manter seu ciclo evolutivo dentro do hospedeiro (Frayha et al., 1997).

A forma de resisténcia estd relacionada aos genes que codificam a molécula de P -
tubulina, que promovem rearranjo nas cadeias de aminodcidos constituintes da molécula,
impedindo que o farmaco se ligue de forma seletiva a mesma (Melville et al., 2006;
Robinson et al., 2004; Taylor et al., 2002; Lacey e Gill,1994).

Strongyloides stercoralis pode manter-se no organismo humano por mais de 50
anos, por meio de auto-infec¢do, provocar hiperinfeccdo em imunossuprimidos e tem se
mostrado resistente. O tiabendazol, tratamento padrao durante anos, ndo € mais tio eficaz
na sindrome de hiperinfeccdo e em alguns casos tem sido substituido pelo albendazol. A
ivermectina tem sido introduzida como tratamento alternativo em pacientes com

estrongiloidiase cronica e em pacientes HIV+ , e possui alta eficécia e baixa toxicidade em
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relacdo aos derivados benzimidazolicos (Daltry et al., 1994; Gann et al., 1994; Ottesen e

Campbell, 1994)

2.3. Chenopodium ambrosioides L.

Chenopodium ambrosioides é uma erva medicinal que vem sendo utilizada como
tratamento de parasitoses hd muitos anos de forma empirica pelas populacdes de diversos
paises. Sao relatados diversos usos da planta com efeito vermifugo (Gadano et al., 2002;
Noumi e Yomi,2001; Blanco et al., 1999, Kliks, 1985) e inseticida (Tavares & Vendramim,
2005; Delobel & Melonga, 1987; Peterson et al., 1989). Os principais usos terapéuticos
descritos na literatura sd3o contra desordens digestivas, respiratérias, uro-genitais,
vasculares, hepdticas diabetes, hipercolesterolemia, sedativo, antipirético e antireumatico,
antialérgico, hipotensivo (Jouad et al., 2001; Herndndez et al., 2000; Shinwari e Khan, &
2000; Gohar e Elmazar, 1997; De Feo & Sanatore, 1993), antinflamatério e antiséptico
(Grupta & Behari, 1972), fungicida e antibacteriano (Kishore et al., 1993, Lall & Meyer,
1999), no tratamento de tulceras causadas por Leishmania brasiliensis (Franca et al., 1996),
contra Plasmodium falciparum in vitro (Pollack et al., 1990), moluscocida (Hamamouchi et
al., 2000) e ainda possui efeito alelopatico em culturas de milho (Jiménez-Osornio, 1996)

O uso desta planta aromadtica é considerado antigo, ha relatos de plantas selvagens
crescendo em associacdo com ruinas abandonadas em Pueblo. Os Maias pré-colombianos
de Yucatan chamavam a planta de lucumxiu (planta do verme). Ilustracdes da planta
aparecem no século XVI, no catdlogo Florentino de Sahagin e ilustracdes feitas pelos
Astecas. Na literatura européia, a primeira descricdo da planta aparece no século XVIII,

quando o botanico sueco Peter Kalm (1715 — 1779) reporta o seu uso como vermifugo,
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contra Ascaris, por nativos e europeus de colonias americanas (Kliks, 1985). Extratos
alcodlicos de sementes e o 6leo essencial foram por muitos anos considerados especificos
para o tratamento das helmintiases intestinais e eram oficialmente reconhecidos pela
farmacopéia nos Estados Unidos entre 1820 e 1947 e no Formulério Nacional entre 1820 e
1960. Em 1985, o dleo essencial de C. ambrosioides ainda constava do indice médico-
veterinario da Merck (Kliks,1985).

A familia Chenopodiacea engloba mais de 1500 espécies agrupadas em cerca de
120 géneros, sendo que existem cerca de 250 espécies no género Chenopodium (Jouad et
al., 2001; Dinan et al., 1998). A espécie C. ambrosioides, também conhecida como erva de
Santa Maria (Brasil), Paico (Peru), Wormeseed (Estados Unidos) Pazote, Epazote verde,
Epazote colorado, Epazote blanco (México), T'u-Ching-chieh (China), L' anserine
vermifugue, na Franca, Wurmsaamen Gansefus, na Alemanha (Kliks, 1985), tem sido
objeto de vdrios estudos sobre seu efeito antiparasitdrio contra helmintos de ruminantes
como Haemonchus contortus (Ketzis et al., 2002) e contra helmintos parasitas de humanos
como o caso de Ascaris lumbricoides (De Guimaraes, 2001). Além de pesquisas realizadas
com helmintos de animais de criacdo ou com parasitos de humanos, comunidades de varios
paises, tais como Argentina, Africa, Peru, Chile e México tém relatado esta erva como um
importante meio alternativo para o tratamento de parasitoses em geral, seja na forma de
chds e/ou infusdes.

No que diz respeito as infecgdes experimentais com parasitos, o extrato ou 6leo
essencial de C. ambrosioides tem sido bastante avaliado quanto a reducdo de parasitemias e
efeitos toxicos em linfocitos humanos (Gadano et al., 2006; Gadano et al., 2002). Ketzis et
al., 2002, verificaram que ndo houve eficiéncia do 6leo essencial de C. ambrosioides na

infeccdo experimental de ruminantes com Haemonchus contortus e tratados com as doses
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de 0, 1, 0,2 e 0,4 mL/ Kg animal . Okuyuma et al. (1993) observaram uma eficiéncia de
69% de efeito analgésico do ascaridol (composto majoritdrio presente no 6leo essencial de
C. ambrosioides) em camundongos na dose de 2g Kg'/animal via oral. Esses autores
também verificaram efeito hipotérmico na dose de 100mg Kg' /animal e morte de 75 % de
camundongos tratados com 300mg Kg' /animal. Alguns trabalhos também tém relatado o
efeito antiparasitdrio em humanos, porém utilizando a forma popular de preparacdo de C.
ambrosioides, seja na forma de chds, infusdes ou simplesmente sob a forma de suco da
planta.

Sdo escassos os estudos que avaliam o efeito antiparasitdrio bioativos do extrato
bruto aquoso ou hidroalcdolico, infusdes, decocgdes e chds de C. ambrosioides, bem como,
a determinacdo de concentragdes a serem utilizadas e de compostos quimicos presentes nos
mesmos. A grande maioria dos estudos estd relacionada a identificacdo e efeitos de
substancias quimicas presentes em seu 6leo essencial utilizando modelos experimentais in
vitro.

No inicio do século XX cerca de um milhdo de pessoas com algum tipo de
parasitose intestinal foram tratadas com o 6leo essencial de C. ambrosioides e 22 pessoas
morreram devido aos efeitos neurotéxicos provocados pela administracdo da planta, que em
concentracdes altas € fatal (Kliks, 1985). O uso do 6leo essencial de C. ambrosioides em
humanos foi descontinuado devido a sua alta toxicidade (Smilie & Pessoa, 1924; Nelson,
1920).

Okuyama et al. (1993) relataram o efeito neurotoxico do dleo essencial desta
planta quando o mesmo foi utilizado em uma concentracdo de 300mg/ Kg/peso em

camundongos machos da linhagem ddy, heterogénica para o 16cus Dao — 1 ( deficiente para
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a atividade D - amino 4cido oxidase). Esses autores verificaram hipotermia, diminuicao na
atividade locomotora, queda de pressdo e espasmos musculares nos animais estudados.

Existem também alguns estudos que comprovam sua acdo contra protozodrios
como Plasmodium falciparum (Pollack et al., 1990), Trypanosoma cruzi (Kiuchi et al.,
2002) e Giardia lamblia (Ordénez et al., 2001) e também seu poder inseticida contra
insetos-pragas de grdos armazenados como Sitophylus zeamaes (Tavares & Vendramim,
2005) e até mesmo seu efeito antibacteriano contra Mycobacterium tuberculosis (Lall &
Meyer, 1999).

Gadano et al (2002) demonstraram o efeito mutagénico do 6leo essencial em
cultura de linfécitos humanos. Os autores encontraram um alto indice de mutacdes
cromossOmicas e rompimento de cromatides naquelas células.

Hamamouchi et al. (2000) observaram a agdo moluscicida do extrato de C.
ambrosioides obtido com acetato de etila 24h apds a exposicdo de moluscos Bulinus
truncatus (Pulmonata, Bulinidade) a uma concentracao letal 90 (CL90) de 2,23ppm.

Strongyloides stercoralis, tem apresentado resisténcia ao tratamento com
antihelminticos tradicionais, sendo o tiabendazol , droga padrdo contra a estrongiloidiase,
ndo mais eficiente (Dayan, 2003; Frayha et al. 1997; Martin et al., 1997; Grove, 1996;
Lacey e Gill, 1994; Genta, 1989); ocorrendo em alguns casos a nao eliminacao total das
formas parasitarias em humanos, Grove, 1982b).

Considerando fatores como resisténcia do parasito a terapéutica tradicional, efeitos
colaterais, dificuldade de eliminac@o de formas larvérias e ainda o risco de hiperinfeccao,
torna-se necessdria pesquisa de produtos naturais, sintéticos e/ou semi-sintéticos, como

alternativa para tratamento de parasitas intestinais. Considerando estes fatores, o presente
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estudo avaliou o efeito anti-helmintico do extrato hidroalcéolico e fragdes de C.

ambrosioides sobre S. venezuelensis.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo do efeito anti-helmintico do Extrato bruto de Chenopodium
ambrosioides sobre camundongos infectados experimentalmente com Strongyloides

venezuelensis.

3.1 Objetivos especificos:
¢ Obtencgido do extrato bruto hidroalcéolico liofilizado (EHA) de Chenopodium

ambrosioides;

« Estabelecer a concentragdo resposta do extrato bruto hidroalcéolico
liofilizado (EHA) de C. ambrosioides para a diminuicdo do nimero de ovos e fémeas

parasitas de Strongyloides venezuelensis;

«  Comparar a concentragdo resposta do EHA de C. ambrosioides sobre o

nimero de ovos e de fémeas parasitas com o tiabendazol;

% Realizar o fracionamento do Extrato bruto hidroalcéolico liofilizado de C.
ambrosioides e avaliar o efeito anti-helmintico das fracdes de diferentes polaridades obtidas
a partir do EHA sobre o nimero de ovos e de fémeas parasitas de S. venezuelensis;

% Identificar classes de compostos presentes nas fragdes obtidas a partir do

EHA de C. ambrosioides que possam ser bioativas contra S. venezuelensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

Chenopodium ambrosioides foi cultivada a partir do plantio de sementes coletadas
de exemplares da planta na regido de Jaguaritna (SP) no periodo de agosto — dezembro de
2002. O cultivo realizou-se durante os meses de agosto - dezembro de 2004 na horta do
INSTITUTO DE BIOLOGIA DA UNICAMP (Figura 1 e 2).

As partes aéreas de Chenopodium ambrosioides foram coletadas da e identificadas
no Herbédrio UEC, no qual uma exsicata encontra-se depositada sobre o nimero de tombo
143517 no Herbario UEC da Universidade Estadual de Campinas.

As folhas (1800g) foram secas a 45° C por 48h em estufa com circulag¢do de ar

forcada, moidas em moinho de facas modelo Fabbi.
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Figura 1. Chenopodium ambrosioides L. — Horta do Instituto de Biologia

Figura 2. A: folhas e B: inflorescéncias de Chenopodium ambrosioides L.
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4.2. Fitoquimica

Todos os procedimentos de processamento da planta para a obtencdo e
fracionamento do extrato bruto hidroalcéolico liofilizado (EHA) e anélises cromatogréficas
foram realizados na Divisdo de Quimica Orgéanica e Farmacéutica (DQOF) do CENTRO
PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS DA

UNICAMP (CPQBA), localizado em Paulinia (SP).

4.2.1. Preparacao do Extrato Hidroalcoolico de C. ambrosioides (EHA)

Foram utilizadas folhas secas e moidas de C. ambrosioides para a preparacdo do
extrato hidralcéolico. Foram pesados 100g para a extracdo em solucdo de etanol: dgua
(70:30) 1000 mL em sistema ultra turrax (modelo IKA T25), durante 3 min a temperatura
ambiente, seguido de filtracdo a vicuo. O residuo das folhas foi re-extraido de modo
andlogo com 1000 mL da solug@o etanol:dgua. Apos filtracao, os extratos foram agrupados,
evaporados a viacuo em evaporador rotativo (modelo FISATON 802D), seguido de
liofilizac@o em Liofilizador VIRTS SENTRY 8L, obtendo-se o extrato bruto hidroalcodlico

liofilizado (EHA), Wagner e Bladt, 1995 ,Figura 3.
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(100g)

C.ambrosioides
Folhas secas e moidas

1 - EtOH:H20 (70:30) - 1000mL
extragdo em sistema Ultra turrax 3min ( ta)
2- Filtragao a vacuo

Extrato 1

Residuo das
folhas

1 - EtOH:H20 (70:30) - 1000mL

extragcdo em sistema Ultra turrax 3min ( ta)
2- Filtragao a vacuo

3- Lavagem com EtOH:H20

Extrato 2

1 - Evaporagao do solvente a vacuo

2 - Liofilizagéo do extrato

Extrato Hidroalcéolico
(EHA)

Residuo das
folhas

Y

Descarte

Figura 3. Preparacdo do Extrato hidroalcéolico liofilizado de C. ambrosioides

4.2.2. Fracionamento do EHA liofilizado de C. ambrosioides

O fracionamento do EHA liofilizado de C. ambrosioides (5,0g) foi realizado em
coluna seca, utilizando como suporte, membrana de acetato de celulose de 2 cm de
diametro e 50 cm de altura, empacotada com silica — gel 60 (0,063 — 0,200 mm) Merck
1.07734.1000. Foi utilizada uma solu¢do de cloroférmio: metanol (90:10) como eluente.
Ap6s eluicdo, a coluna foi cortada em seis partes iguais. O material foi extraido da silica

com cloroférmio: metanol (90:10) ou metanol 100 %, seguido de filtracao e evaporacio do
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solvente a viacuo em evaporador rotativo (modelo FISATON 802D).As fracdes foram

mantidas em geladeira até o momento da administragdo aos animais.

4.2.3. Analises Cromatograficas

4.2.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O EHA e as fragdes obtidas em coluna seca foram analisados por CCD, utilizando-
se cromatoplacas de aluminio (Merck — artigo 5554) em diferentes eluentes e reveladores:

Eluentes: Hex: AcOET (80:20 v/v); Hex : AcOEt (50:50);

Cloroférmio: MeOH (98:2); cloroférmio : MeOH (90:10) e AcOEt : AF : HOAc :
H,O : [100:11:11:26].

A deteccao dos compostos foi feita por irradiacdo com lampada Ultravioleta — UV
a 254 e 366 nm, seguida de pulverizacdo com solucdo de revelador segundo método de
Wagner e Bladt (1995).

Reveladores:
I- Solucdo de anisaldeido (4cido acético: 4cido sulfirico: anisaldeido 50:1: 0,5) para
detecc¢do de compostos terpénicos.
2- Solucdo de NP (difenilboranico) para detec¢do de compostos fendlicos, Wagner. e Bladt
(1995).

Ap6s aplicagio do revelador, a placa foi seca em estufa a 100°C por 5 min.
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4.2.3.2. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-

EM)

As fracdes obtidas em coluna seca foram analisadas por CG-EM em Cromatégrafo

HP 5890 série II, acoplado com um detetor seletivo de massas HP5971, equipado com
coluna capilar HP-5 (25m x 0,2mm x 0,33um). As condi¢des de andlises utilizadas
seguiram a metodologia de Kassuya et al., 2005:

e Temperaturas: Injetor: 280° C

e Detetor: 300° C

e Coluna: 150°C (2 min), 5° C/min, 240 ° C/min Tf=300° C (34 min)

e (Gas de arraste: Hélio (1,0 mL/min)

e Volume de injecdo: 1uL (15-20mg/ mL)

4.3. Material animal

4.3.1. Camundongos

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SWISS machos SPF
com 30 dias de idade. Todos os animais foram provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biolégica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos no biotério do Departamento

de Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP.
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4.3.2. Strongyloides venezuelensis

Em todos os experimentos foi utilizada um linhagem de Strongyloides
venezuelensis , 1solada de roedor silvestre Holochilus brasiliensis em 1986 e mantida em
ratos Rattus norvegicus linhagem Wistar, no Laboratério de Parasitologia do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

4.3.2.1. Obtencao das larvas filariéides (L.3) de Strongyloides venezuelensis

e infeccao dos camundongos

As larvas filaridides (L3) foram obtidas por meio de cultura de fezes dos ratos
infectados rotineiramente para manutencio de cepas de S. venezuelensis. As fezes foram
coletadas, homogeneizadas em dgua filtrada (50 mL) e misturadas em carvdo animal
granulado (100g) para a neutralizacdo do pH fecal. Em seguida, as culturas foram mantidas
a temperatura de 37° C por 48h. Apés esse periodo, as larvas filaridides foram concentradas
pelo método de Rugai, Mattos & Brisola (1954), quantificadas em microscopio
estereoscopico para infec¢do dos animais. Cada camundongo foi infectado individualmente
com aproximadamente 1500 larvas filaridides (LL3) por meio de injecdo subcutinea na

regido abdominal.

4.4. Quantificacio de ovos e das fémeas parasitas

No 6° dia pds-infec¢do (d.p.i) os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical para quantificagdo de ovos por grama de fezes e de fémeas parasitas no intestino
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dos animais. As fezes foram colhidas do reto para andlise quantitativa pelo método de
Cornell-McMaster (Georgi, 1974).

Para a quantificagdo das fémeas parasitas, o intestino delgado de cada animal foi
excisado em um comprimento de 15 cm, colocado individualmente em placa de Petri
contendo solucgdo salina 0,15M. Cada intestino foi seccionado longitudinalmente e colocado
em estufa a 37°C por 1h. Em seguida as fémeas foram coletadas, mortas pelo calor e

conservadas em TAF até o momento da contagem.

4.5. Administracao do EHA de Chenopodium. ambrosioides e do Tiabendazol

(TBZ)

Tanto o EHA de C. ambrosioides como o TBZ (50mg Kg'/animal/dia) foi
administrado, via oral, por gavagem em todos os experimentos. Ambos tiveram como
veiculo dgua filtrada e as concentragdes foram ajustadas de acordo como os pesos corporais
dos animais em cada experimento. No experimento em que o TBZ foi testado, utilizou-se o
medicamento comercial TTABEN® (Uci-Pharma) sob forma de suspensiao contendo 50 mg

composto ativo/ mL.

4.6. Teste de diferentes concentracoes do EHA liofilizado de Chenopodium

ambrosioides sobre Strongyloides venezuelensis.

Inicialmente foi avaliado o efeito anti-helmintico de trés concentracdes do EHA
liofilizado de C. ambrosioides sobre o nimero de ovos e de fémeas parasitas de S.

venezuelensis. Foram testadas as concentracdes de 100mg, 250mg e 400mg Kg''/animal/dia
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do EHA para determinag@o da concentragdo resposta para a diminui¢io ou eliminagdo das
formas parasitarias de S. venezuelensis, Foram formados grupos de 10 camundongos para o
teste das concentracdes, sendo: GI: camundongos infectados e tratados com 100mg Kg’
!fanimal/dia; GII: camundongos infectados e tratados com 250 mg Kg'/animal/dia; GIII:
camundongos infectados e tratados com 400 mg Kg™'/animal/dia ¢ GC (controle): animais
infectados e que receberam dgua filtrada. O tratamento dos grupos iniciou-se 24h apds a
infec¢do com duracdo de cinco dias. O OPG e niimero de fémeas foram quantificados no 6°
dia pos-infeccdo (d.p.i), Também foram analisadas a fecundidade, variacdo da fecundidade

e de fémeas de S. venezuelensis recuperadas e a eficicia dos tratamentos.

4.7. Estudo comparativo do efeito anti-helmintico entre a concentraciao

resposta do EHA de Chenopodium. ambrosioides e o Tiabendazol

Ap6s a determinacao da concentracio resposta do EHA de C. ambrosioides para o
nimero de ovos e nimero de fémeas parasitas de S. venezuelensis, a mesma foi comparada
com o Tiabendazol para o tratamento da estrongiloidiase em esquemas de tratamentos pos e
pré-infeccdo dos animais com S. venezuelensis Os procedimentos de infeccdo,
quantificacdo de ovos e fémeas parasitas e administracdo das drogas realizaram-se como

descrito no item 4.5.
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4.7.1. Tratamento

4.7.1.1. Pés-Infecciao

Para a avaliacdo do efeito EHA de C. ambrosioides e do TBZ sobre o ntimero de
ovos e de fémeas parasitas, os animais foram infectados com 1500 larvas filaridides de S.
venezuelensis e tratados 24h pés-infeccdo durante cinco dias. Foram formados trés grupos
de 10 camundongos cada, para esta avaliacdo: GI: animais infectados e tratados com a
concentracio resposta do EHA de C. ambrosioides; GII: animais infectados e tratados com
TBZ; GC: animais infectados e que receberam agua filtrada. Os animais foram sacrificados

no 6° d.p.i para contagem de ovos e das fémeas parasitas, como mostra a Figura 4:

24h

TBZ 50 mg/ Kg H,O filtrada

5 dias

6° d.p.i —»| Contagem de ovos e fémeas parasitas

Figura 4. Desenho experimental do tratamento pds - infeccdo com a concentragdo

resposta do EHA de C. ambrosioides e Tiabendazol (50mg Kg™'/animal/dia).
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4.7.1.2. Pré-Infecciao

Foram formados dois grupos de 10 camundongos cada para a avaliacdo do efeito
do EHA de C. ambrosioides e do TBZ: GI: animais que receberam o EHA de C.
ambrosioides durante cinco dias, foram infectados 24h apds o ultimo tratamento; GII:
animais que receberam TBZ durante cinco dias e infectados 24h apds o ultimo dia de
tratamento. Como controles foram utilizados os animais controle do tratamento pos-
infecgdo. Os grupos foram avaliados no 6° d.p.i. para contagem de ovos e fémeas parasitas,

como mostra a Figura 5.

_ TBZ 50 mg/ Kg' H,O filtrada

5 dias

60 d.p.i —»| Contagem de ovos e fémeas parasitas

Figura 5. Desenho experimental do tratamento pré - infec¢do com a concentrag@o resposta

do EHA de C. ambrosioides e Tiabendazol (50mg Kg™'/animal/dia).
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4.8. Avaliacao anti-helmintica de fracoes de diferentes polaridades obtidas a

partir do EHA liofilizado de Chenopodium ambrosioides

Neste experimento foram utilizadas fragdes de diferentes polaridades obtidas a
partir do EHA de C. ambrosioides. Foram realizados experimentos em esquema de
tratamento pds e pré-infeccdo, sendo formados grupos de 10 animais para cada tipo de
tratamento e para cada frac¢do, seguindo a mesma metodologia descrita nos itens 4.7.1.1 e

4.7.1.2 para os tratamentos e infec¢do dos animais.

4.9. Eficacia do EHA de Chenopodium ambrosioides:

A eficdcia de cada concentragdo do EHA de C. ambrosioides sobre o nimero de
vermes adultos no intestino e de ovos nas fezes foi calculada segundo a férmula
preconizada pela World Association for the Advanced in Veterinary Parasitology.-

WAAVP (1995):

X DE PARASITOS CONTROLE - X DE PARASITOS TRATADOS

PE = x 100, onde,

X DE PARASITOS CONTROLE

PE = percentagem de eficicia; X = média geométrica.
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4.10. Calculo da fecundidade (F) das fémeas partenogenéticas parasitas de

Strongyloides venezuelensis

A fecundidade das fémeas foi calculada pela razdo entre o (OPG) e o nimero de
fémeas parasitas recuperadas do intestino de cada animal. Para a estimativa da fecundidade
de cada grupo submetido a administracdo do EHA de C. ambrosioides foi considerada a
média geométrica das razdes entre 0 OPG e o numero de fémeas parasitas. A variacdo da
fecundidade (VF) entre os grupos tratados e o grupo controle foi estimada de acordo com a

férmula abaixo:

X FTRATADOS —-X F CONTROLE 100, onde,

VF

X FCONTROLE

VF = variacdo da fecundidade; F= fecundidade; X= média geométrica.

4.11. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao Teste de Duncan (p <0, 05). para comparac¢do das
médias e analise de variancia entre os grupos tratados com as drogas e o grupo controle. Foi
avaliado o efeito de cada concentracdo e fracdo do EHA de C. ambrosioides e do

tiabendazol sobre o OPG e ntimero de fémeas parasitas a de S. venezuelensis
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do EHA de Chenopodium ambrosioides

Foi obtido um rendimento de 20 % (m/m) para o extrato hidroalcdolico de
C.ambrosioides a partir da extracdo de 100g folhas secas e moidas de C. ambrosioides em
etanol: dgua. Esse rendimento foi semelhante ao obtido em extracdo com etanol:dgua
utilizando a mesma metodologia para a preparacdo do extrato de Mikania sp e Mikania

laevigata por Yatsuda et al., 2005 e Bighetti et al., 2005.

5.2. Analise do extrato hidroalcoolico de Chenopodium ambrosioides. por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Ap6s a andlise do EHA de C. ambrosioides utilizando os diferentes eluentes , em
diferentes concentracdes: hexano: acetato de etila (80:20 v/v), hexano:acetato de etila
(50:50), cloroformio:metanol (98:2),cloroférmio:metanol (90:10) e acetato de etila: acido
férmico: 4acido acético: dgua (100: 11:11:26) observou-se que o melhor resultado ocorreu
quando foi utilizado o eluente cloroférmio:metanol (90:10). Pela andlise cromatografica,
observou-se a presenca de diversas substancias que absorvem no UV (254 e 366nm) e
também sdo reveladas com solucdo de anisaldeido, evidenciando a presenca de diversos
compostos, dentre eles terpenos, que apresentam coloracdo lilds e uma boa separagdo em

cloroférmi:metanol (90:10) ,Wagner e Bladt (1995), Figura 6.
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ChCl3: MeOH (90:10)

Figura 6. CCD do EHA de C. ambrosioides: eluente CHCl;: MeOH (90:10); Revelador:

Luz UV 254 e 366 nm e Solucdo de anisaldeido.

O EHA de C. ambrosioides também foi analisado por Cromatografia Gasosa
acoplada ao detetor seletivo de massas (CG-EM) para andlise das substancias volateis
presentes neste extrato. O composto majoritario observado no cromatograma, com tempo
de retencdo de 15 minutos e 31 segundos foi identificado como sendo o Fitol, cuja massa
molecular é 296 (Cy)H400O). O cromatograma gasoso e a e estrutura quimica do Fitol
encontram-se representados na Figura 7.

O Ascaridol um endoper6éxido monoterpeno (Figura 8) considerado composto
majoritario do 6leo essencial de C. ambrosioides nao foi encontrado no EHA obtido neste

estudo devido a sua alta volatilidade e ao fato de que a planta foi seca em estufa a 45° C por
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48h e na preparagdo do extrato foi utilizado aquecimento na etapa de concentragdo,

provocando sua volatilizagao.

Abundincia /\)\/\/L/\/L/\/L
s

Fitol

90000
80000
70000
60000
50000
40000
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10000 "‘\‘KJ\'\N
st

T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Tembo

Figura 7: Cromatograma gasoso obtido para o EHA de Chenopodium ambrosioides

Figura 8. Estrutura quimica do Ascaridol

36



No presente estudo pode-se supor que o EHA de C. ambrosioides possui
substancias biotivas, diferentes do Ascaridol, contra a infeccdo por S. venezuelensis em
camundongos Swiss, visto que o mesmo ndo foi detectado pelo método de cromatografia
gasosa..Foi utilizada etanol:dgua (70:30) pode-se supor que a nio detec¢do do Ascaridol na

cromatografia gasosa se deva a etapa de evaporacdo a vacuo da solucdo etanol:adgua.

MacDonald et al., 2004, apds testes com infusdes do extrato aquoso de C.
ambrosioides em aliquotas de 5 - 200 pL do extrato aquoso de C. ambrosioides.in vitro e do
Ascaridol quimicamente sintetisado na concentracao de 7,5uL em Caenorhabditidis elegans
verificaram que a infusdo aquosa C. ambrosioides, sem ascaridol ,representou 90 % da
atividade nematocida contra C. elegans. Os autores verificaram que quando o extrato aquoso
foi preparado a partir em hexano, todo o ascaridol permaneceu na solu¢do de hexano e a
solucdo aquosa do extrato testada reteve a fracdo que proporcionou a atividade

antiparasitdria contra Caenorhabiditidis elegans.

5.3. Concentracao resposta e eficacias das diferentes concentracoes do EHA

liofilizado de C. ambrosioides sobre S. venezuelensis.

Apés o tratamento dos animais infectados com 1500 larvas filaridides de S.
venezuelensis, com EHA de C. ambrosioides em trés diferentes concentragdes (100mg/ Kg,
250 mg/ Kg e 400mg/ Kg), 24h apds infeccdo e durante cinco dias observou-se que a
concentracdo com maior resposta para a redu¢do de ovos por grama de fezes e de fémeas
parasitas foi a de 400mg Kg'/animal/dia..Os nimeros médios de ovos por grama de fezes

e fémeas parasitas de S. venezuelensis sdo apresentados nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9. N°. médio de OPG em camundongos infectados com S. venezuelensis e tratados
com diferentes concentragdes do EHA de C.ambrosioides; OPG: ovos por grama

de fezes; Ctr: controle (dados anexol)
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Figura 10. N°. médio de FP em camundongos infectados com S. venezuelensis e tratados
com diferentes concentragcdes do EHA de C.. ambrosioides; FP: fémeas

parasitas; Ctr: controle (dados anexol)
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Na Tabela 1 encontram-se as eficdcias dos tratamentos e a fecundidade média das
fémeas parasitas, fecundidade e variagdo da fecundidade das fémeas de S. venezuelensis
ap6s tratamento com as diferentes concentracdes do EHA de C. ambrosioides. Apds a
avaliacdo do numero de ovos e de fémeas parasitas, observou-se uma eficdcia de 86,31 %
para fémeas de S. venezuelensis recuperadas do intestino dos animais e de 75,89 % para
ovos. A concentracdo média apresentou uma eficdcia em torno de 50 % tanto para ovos e
vermes recuperados e a concentracao de 100mg foi a que apresentou menor eficicia para
ovos e vermes, 1529 % e 13,68 % respectivamente. Houve diferenca estatistica
significativa tanto para o nimero de ovos nas fezes quanto para o nimero de vermes
recuperados do intestino quando os grupos tratados foram comparados com o controle,

World Association for the Advanced in Veterinary Parasitology - WAAVP (1995)
padronizou diferentes niveis de eficicia de drogas de uso veterindrio: Nivel Baixo para
percentagens de reducdo de formas parasitdrias que estejam abaixo de 80 %; Nivel
Moderado, para eficicias de 80 a 90 % e Nivel Alto, acima de 90 % de reducdo de dessas
formas.

Considerando os resultados obtidos apds o a administragdio do EHA de C.
ambrosioides a animais infectados com S. venezuelensis, apenas a concentracdo de 400mg
apresentou eficicia moderada para o nimero de fémeas parasitas e foi estatisticamente
significativa em relacdo aos demais tratamentos, embora a percentagem para ovos tenha se
apresentado dentro do nivel considerado baixo. Portanto as concentracdes de 100mg e
250mg foram ineficazes na reducdo de formas parasitirias em camundongos Swiss

infectados com S. venezuelensis.
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.Tabela 1. Concentracdo e eficicia do extrato hidroalcéolico liofilizado de C. ambrosioides

(EHA), X OPG, X de fémeas parasitas e X e variacio das fecundidades para S.

venezuelensis apds tratamento com o EHA, andlise estatistica.

CONCENTRACAO OPG FEMEAS PARASITAS < Y%F
X # DP P EF% X DP P EF %
100mg 133605 8747 A 1529 396 68 A 1368 344 2
250mg 80545 12692 A 4948 233 72 A 5055 364 77
400mg 38530 7058 B 7589 64 20 B 8631 656 2
CONTROLE 159845 29267 A - 460 92 A - 350 @ -

OPG= ovos por grama de fezes; F= fecundidade; VF= variagc@o da fecundidade; EF %: percentagem de

eficacia; DP: desvio padrdo; P: probabilidade x controle; X : média aritmética; A, B: letras distintas
significam que diferiram estatisticamente. ( anexo 1).

5.3.1. Efeito do EHA de Chenopodium ambrosioides na concentracio de

400mg Kg'/animal/dia sobre a fecundidade de Strongyloides venezuelensis.

Quando analisada a fecundidade de S. venezuelensis apds o tratamento com as trés
concentracdes do EHA de C. ambrosioides, observa-se que para a concentracdo mais baixa
do EHA de C. ambrosioides a variacdo da fecundidade do grupo tratado e o controle
aproximam-se de -2 %, ou seja, houve uma redu¢do de fecundidade de apenas 2 %. Essa
taxa de fecundidade comprova a ineficicia da concentragio de 100mg Kg'animal (15,29
% para ovos e 13,68 % para as fémeas parasitas). Para as concentracdes de 250mg Kg
!/animal e 400mg Kg'/animal as variacdes foram de 2 % e 77 % respectivamente. Esses
valores podem representar a variagdo de cargas parasitdrias dentro dos grupos e também
demonstram que o EHA de C. ambrosioides nao possui eficicia igual para ovos e para
fémeas parasitas de S. venezuelensis. Isso fica bastante evidente quando a fecundidade para

a concentracdo de 400mg/ Kg' é analisada, o valor (656) é quase duas vezes maior que o
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dos animais controle, embora o numero de fémeas tenha sido o menor das trés
concentra¢des administradas.

Pelos resultados obtidos pode-se afirmar que com as trés concentragcdes do EHA
de C. ambrosioides administradas em dose unica 24h apos a infeccdo dos animais com S.
venezuelensis, a parasitemia diminui inversamente a concentra¢io, embora esta reducio nao
tenha sido expressiva nas concentra¢des de 100 e 250mg Kg''/animal, Tabela 1.

Embora a eficicia da concentragdo mais alta administrada seja considerada
moderada, havendo uma redu¢do de aproximadamente 76 % da forma de resisténcia do
parasito, as fémeas continuaram ovipondo uma quantidade significativa. Essa oviposicao
pode ser importante do ponto de vista epidemioldgico, pois se estes ovos permanecerem
vidveis poderd ocorrer a manuten¢do do ciclo de vida do parasito no meio externo, uma vez
que, desses ovos surgirdo novas larvas infectantes em condi¢des adequadas de
desenvolvimento.

Kliks (1985) avaliando uma comunidade de Chiapas (México) verificou o uso
freqiiente de C. ambrosioides sob forma de infusdo ou cha e observou que na preparagao
caseira pelos moradores locais, a concentragdo da planta era muito varidvel: de 10 ga 50 g
de folhas, sementes e/ou inflorescéncias frescas ou secas por litro de dgua sendo que em
alguns casos a concentracio méaxima atingiu 300mg Kg™' para um adulto com 60 Kg. Apds
exame de 248 individuos pelo método de Kato-Katz foram detectadas prevaléncias de 85 %
para Necator, 76 % para Trichuris e de 50 % para Ascaris. Os individuos positivos foram
tratados com concentragdes do extrato bruto que variaram de 240 a 6210mg Kg™' de trés a
cinco doses em um intervalo de 48h. Nao houve efeito anti-helmintico significativo para
nenhuma das trés helmintiases. Apesar de ndo ter havido cura dos individuos positivos

decorridos 20 dias do tratamento o autor observou um decréscimo na produgdo de ovos.
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Embora no presente estudo tenha sido avaliado o efeito de C. ambrosioides sobre
infeccdo de S. venezuelensis em modelo experimental com murinos, o valor obtido para a
eficicia das fémeas parasitas de S. venezuelensis na maior concentracdo administrada
assemelha-se ao estudo realizado com humanos positivos para Ascaris lumbricoides e
tratados com o suco de C. ambrosioides no estudo realizado por De Guimaraes et al.
(2001). A eficécia obtida para o numero de fémeas parasitas de S. venezuelensis (86,31 %)
apGs a administracio de 400 mg Kg' confirma os resultados obtidos por De Guimardes et
al. (2001) em ensaio terapéutico realizado com humanos. Os autores encontraram uma
eficacia de 86,70 % apds a administracdo do suco de C. ambrosioides nas doses de 1 mL
Kg' para individuos com menos de 10 anos e 2 mL Kg™' para individuos com mais de 10
anos no regime de uma dose durante trés dias em 30 individuos positivos para A.
lumbricoides. Em se tratando de Hymenolepis nana, os autores obtiveram uma eficdcia de
100 % no tratamento.

Em outro estudo realizado em humanos, Nakazawa (1996) obteve uma eficacia
global de 56 % dos 72 individuos parasitados por helmintos na regido de San Martin (Peru).
Os individuos parasitados foram avaliados oito dias apds a ingestdo, durante trés dias, do
suco de Chenopodium ambrosioides na concentracio de 100 — 200 mL Kg'. Criancas com
menos de 10 Kg foram tratadas com 2 mL/ Kg do suco da erva. Observou-se uma eficicia
de 100 % para H. nana, S. stercoralis, Ancylostoma duodenale e Trichuris trichiura e de 50
% para A. lumbricoides.

E possivel que fatores biolégicos do parasito e hospedeiro, variagio nas
concentracdes administradas, origem e forma de preparo da planta e posologia sejam

responsdveis pela grande variacdo de resultados observados na literatura que vao de
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eficicias que chegam a 100 % a ineficicia de C. ambrosioides como tratamento
antiparasitdrio alternativo.

A concentrac¢io de 400mg foi a que proporcionou maior resposta na diminui¢ao do
numero de ovos e de fémeas parasitas em camundongos SWISS machos, embora somente a
eficdcia para vermes adultos possa ser considerada moderada pelos critérios da WAAVP

(1995).

5.4. Estudo comparativo do efeito anti-helmintico entre a concentracao
resposta do EHA de Chenopodium ambrosioides e o Tiabendazol sobre Strongyloides

venezuelensis.

Apés determinada a melhor concentracdo resposta do EHA liofilizado de C.
ambrosioides (400mg Kg' /animal/dia) para a diminuicdo do nimero de ovos e fémeas
parasitas de S. venezuelensis, a mesma foi testada em esquema de tratamento pds e pré-
infeccdo dos animais, com a finalidade de verificar a eficdcia do extrato em diferentes
regimes de administracdo e comparar com o tratamento padrdo, Tiabendazol, na
concentragio de 50mg Kg'/animal/dia, também administrado pés e pré-infeccio dos

animais.
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5.4.1 Eficacia do EHA de Chenopodium ambrosioides e do Tiabendazol sobre
o nimero de ovos e de fémeas parasitas e fecundidade de Strongyloides venezuelensis

mediante o tratamento pos e pré-infeccao.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos apds a administracdo das drogas
aos animais infectados com S. venezuelensis. Houve diferenca estatistica tanto para o OPG
(p = 0,0094) quanto para o numero de fémeas parasitas (p = 0,0054) quando os animais
tratados pré e pos-infecgdo foram comparados com os animais do grupo controle. Os
valores de OPG (p = 0,0008) e nimero de fémeas (p = 0,0036) também diferiram

estatisticamente entre os tratamentos pré e pds-infecgao.

Tabela 2. Estatistica, médias do nimero de ovos, fémeas parasitas e fecundidade apds os
tratamentos pés e pré — infecgdo com 400mg Kg ™' /animal/dia do EHA de C. ambrosioides

e com 50mg Kg ' /animal/dia do Tiabendazol .

TRATAMENTO
DROGA PRE-INFECCAO POS-INFECCAO
OPG FP F OPG FP F
EHA C. ambrosioides 19300 £ 1654*€ 55+ 30€ 48+ 474 40186 + 1440 63+ 148 561*+290
CONTROLE 172700+ 37611% 468 + 108" 383+ 1128 172700 + 3761® 468 £108% 383112
TBZ 29380 + 72674 66 + 664* 1283 + 1246* z z V4
CONTROLE 53570 + 18174® 354 +103° 169 +99® 53570 + 18174® 354 +103 169 + 99

* Os valores estdo expressos em média aritmética e desvio padrdo; Z= zero; OPG= ovos por grama de fezes;
FP= fémeas parasitas; F= variacdo da fecundidade; TBZ= tiabendazol; A, B: letras diferentes significam
diferenca entre tratados e controle; C, D: letras diferentes significam diferenca entre o tratamento pré e pos-
infec¢do (anexo 2).
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5.4.1.1. Eficacia de Chenopodium ambrosioides sobre nimero de ovos e fémeas

parasitas de S. venezuelensis.

A percentagem de eficdcia para a concentracio de 400mg Kg'animal/dia nos
camundongos submetidos ao tratamento pés-infeccdo foi de 79,60 % para o OPG e de

86,46 % para o nimero de fémeas parasitas, Tabela 3.

Tabela 3. Grupos de animais, medicamento, concentragdes usadas nos tratamentos, n’
médio de ovos por grama de fezes, média de fémeas recuperadas do intestino, eficdcia do
medicamento utilizado em camundongos infectados com S. venezuelensis e tratados com

EHA de C. ambrosioides ou TBZ e a variacao de fecundidade para cada tipo de tratamento.

EF %
Droga Tratamento N° de camundongos OPG*  FP* VF %
OPG FP
EHA de Pés-infecgdo Tratados (n = 10) 34506 62 79,60 86,46 51,62
C.a Pré-infeccao Tratados (n = 10) 1450 46 99,14 89,95 -91,62
(400mg) Controle H,O filtrada (n = 10) 169191 458 -
Pés-infecgdo Tratados (n = 10) 0 0 100 100 0
TBZ
Pré-infeccao Tratados (n = 10) 28550 37 3991 89,54 44285
(50mg)
Controle H,O filtrada (n = 10) 47517 354 -—-- -—-- -—--

*: média geométrica para cdlculo da eficiacia; EHA: extrato bruto hidroalcéolico liofilizado; C. a: C.
ambrosioides; OPG: ovos por grama de fezes; FP: fémeas parasitas; VF: variacdo da fecundidade
(dados anexo 2)

Quando analisada a eficdcia para o nimero de ovos no tratamento pré-infecgdo

observa-se um aumento de 19,54 % na eficacia (99,14 %) em relagcdo ao tratamento pos-
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infeccdo, (Tabela 3). O valor da percentagem de eficdcia atingiu, nesta condi¢do, o nivel
considerado alto pela WAAVP (1995).

Quanto a reducdo de fémeas parasitas de S. venezuelensis ocorreu um aumento de
apenas 3 % quando comparados os tratamentos pOs-infec¢do (86,46 %) e pré-infecgdo
(89,95 %), Tabela 3.

Pode-se afirmar que a concentracdo de 400mg do EHA de C. ambrosioides quando
administrada em regime de tratamento durante cinco dias pré-infeccao foi altamente eficaz
para o controle de ovos de S. venezuelensis de acordo com os pardmetros recomendados
pela WAAVP (1995), que se situam entre 90-100 % de eficécia. No entanto, para as fémeas

parasitas a eficdcia se encontra dentro do nivel moderado.

5.4.1.2. Eficacia do Tiabendazol sobre o niimero de ovos e fémeas parasitas de

S. venezuelensis

Nos animais submetidos ao tratamento pés-infeccdo com 50mg/ Kg' animal/dia
de TBZ a eficicia do medicamento foi de 100 % para o OPG e para o ndmero de fémeas
parasitas . Houve diferenca estatistica significativa tanto no nimero de ovos por grama de
fezes (p = 0,0001) quanto para o nimero de fémeas parasitas (p = 0,0001) de S.
venezuelensis quando comparados ao controle (Tabela 3).

Por outro lado, o tratamento pré-infeccio com a mesma concentragdo de TBZ
mostrou-se ineficaz na redu¢do de OPG (39,91 %). Em se tratando das fémeas parasitas, a
eficicia foi de 89,54 %. Este percentual se enquadra dentro dos padrdes de eficdcia

considerados moderados (80 a 90 %) pela WAAVP (1995), Tabela 3.
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Além disso, a percentagem de eficicia do TBZ para as fémeas parasitas
assemelhou-se a eficdcia do regime de tratamento pds-infecgcdo com a concentracdo de
400mg do EHA de C. ambrosioides para o nimero de fémeas parasitas. Diante da
semelhancga de percentagem desses tratamentos pré-infec¢do e levando em consideragdo o
uso continuo da erva de Santa Maria pelas populacdes como meio de tratamento contra as
parasitoses pode-se inferir que esse uso resulta em diminuicdo da prevaléncia de
Strongyloides. No entanto sdo necessdrios testes complementares para avaliacio mais

acurada.

5.4.2. Efeito do EHA de C. ambrosioides e do Tiabendazol sobre a fecundidade

das fémeas de S. venezuelensis

Quando a fecundidade dos grupos tratados pos e pré-infeccdo com o EHA de C.
ambrosioides e TBZ foram analisadas, observou-se que para o tratamento pés-infec¢cao com
C. ambrosioides a variagdo de fecundidade das fémeas parasitas dos animais tratados foi
51,62 % maior que a fecundidade das fémeas parasitas do grupo controle e para o grupo
tratado pos-infeccdo com o TBZ a fecundidade foi zero. A fecundidade das fémeas
parasitas de S. venezuelensis do grupo tratado pré-infeccdo com C. ambrosioides, foi de -
91,62 %, ou seja, uma reducdo de cerca de 92 % e pode ser explicada pela alta eficicia do
EHA de C. ambrosioides sobre os ovos (99,14 %) e de 89,95 % sobre as fémeas parasitas
de S. venezuelensis (Tabela 3).

As fémeas parasitas do grupo tratado pré-infeccdo com TBZ apresentaram uma
variagdo de fecundidade cerca de 440 % mais alta que a do grupo controle. Este aumento

pode estar associado com a baixa eficicia sobre o OPG e a variagdo na produgdo individual
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de ovos pelas fémeas. Embora a eficdcia sobre as fémeas tenha sido préxima a 90 %
(89,54%) parece ter ocorrido eliminacdo de vdrios ovos por um nimero baixo de fémeas
por um mecanismo que poderia estar associado a compensa¢do de producdo para
manutencao do ciclo do parasito. Para o tratamento com TBZ pré-infec¢do nota-se que ha
uma média de 37 fémeas produzindo um total de 28550 ovos neste grupo (Tabela 4).

Em um estudo com TBZ administrado via oral, nas concentracdes de 5mg Kg™' e
10mg Kg™' em ratos Sprague-Dawley fémeas infectadas com 7000 L3 de Strongyloides ratti
foi obtida, no quarto d.p.i uma reducdo de 57,1 % e 69 %, respectivamente (Armson et al.,
1995b). Os autores verificaram que ndo houve diferenca entre as duas concentracdes de
TBZ administradas.

No presente estudo, houve reducdo total tanto de fémeas parasitas como de ovos
de S.venezuelensis em camundongos Swiss tratados durante cinco dias pés-infeccdo com
1500 L3 de S. venezuelensis. Talvez essa diferenca esteja relacionada ao aumento na
concentracdo do TBZ utilizada nesse estudo, ao menor nimero de larvas utilizadas na
infeccdo (1500) e ao tipo de hospedeiro, nesse caso camundongos e ndo ratos.

Grove (1982b), apés administrar 50mg/ Kg™'/animal/dia de TBZ em camundongos
C57BL/6 infectados com 500 L3 de S. ratti verificou que niao houve diferenca no niimero
de larvas presentes nas fezes apds avalia¢do, no quinto dia pds-infec¢do. Esse mesmo autor
obteve uma eficdcia de 94 % para fémeas parasitas de S. ratti quando os animais foram
infectados com 500 L3 e tratados com a mesma concentracio nos dias 3 e 4 pds-infeccio e
avaliados no 6° d.p.i. Quando o autor combinou os tratamentos pré e pds-infecgido
(administracdo da droga nos dias -1, 0, 1 e 2) de camundongos C57BL/6 infectados com
3000 L3 de Strongyloides ratti e tratados com 50mg de TBZ , os animais avaliados no 5°

d.p.i também ndo mostraram efeito do fairmaco sobre a reducdo de fémeas.
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No presente estudo, obteve-se uma redugdo significativa de fémeas para o
tratamento pré-infeccio com TBZ durante cinco dias que antecederam a infec¢do de
camundongos Swiss machos com 1500 L3 de S. venezuelensis. Nessas condi¢cdes de estudo
os dados diferiram, dos resultados de Grove (1982b).

Esses resultados sugerem que o S. venezuelensis seja mais susceptivel ao derivado
benzimidazolico que o S. ratti ou que o aumento da eficicia do composto possa estar
associado a mudanca no esquema de tratamento. Satou et al. (2002) atribuiram a diferenca
de eficicia de um mesmo medicamento para S. venezuelensis e S. ratti devido ao fato das
vias de migracdo daqueles parasitos serem diferentes no hospedeiro natural. Os autores
avaliaram a atividade nematocida, in vitro, de alcaldides de Isoquinoline [isolado de
Macleaya cordata L. (Ranunculales, Papaveraceae)] e do TBZ, albendazol e ivermectina
para S. ratti e S. venezuelensis.

No presente estudo, embora a redu¢do no nimero de fémeas tenha sido préxima a
90 %, o nimero de ovos eliminados pelas mesmas ndo reduziu na mesma propor¢ao.
Supde-se, que o fato de existir menor quantidade de fémeas em um mesmo habitat
competindo por nutrientes do hospedeiro pode ter possibilitado uma alta producgdo de ovos,
compensando assim a menor quantidade de fémeas ovipondo, o que possibilita a espécie
uma compensacao para a manutengdo do parasito no meio externo. Apesar de ndo existirem
estudos relacionados ao padrdo hormonal de fémeas parasitas expostas ao extrato de C.
ambrosioides pode-se presssupor que exista alguma alteracdo no padrdo de producdo de
ovos relacionada ao sisterma reprodutor de S. venezuelensis.

Embora o plasma dos animais ndo tenha sido avaliado para a presenca das drogas
testadas, o tratamento pré-infeccdo com o Tiabendazol proporcionou uma eficdcia

moderada contra fémeas parasitas de S. venezuelensis provavelmente devido a sua meia
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vida no organismo dos animais. Tocco et al., (1966) ap6s administrar, via oral, 1,0 Gm de
tiabendazol radiomarcado detectou a droga 72h apds, no plasma e urina de humanos e
animais.

Pode-se supor que para o EHA de C. ambrosioides, as eficicias também atingiram
niveis moderados e altos para S. venezuelensis devido a permanéncia de compostos
bioativos no plasma, ou no préprio intestino dos animais, o que possibilitou a ndo

instalacdo dos parasitos.

5.5. Fracoes do EHA liofilizado de Chenopodium ambrosiodes

5.5.1 Analise por CCD

Demonstrada a atividade anti-helmintica do EHA de C. ambrosioides, este foi
fracionado em coluna seca, metodologia simples utilizada no fracionamento de extratos
vegetais (Kassuya et al., 2005). Utilizou-se como eluente uma mistura de CHCl;: MeOH
(90:10). Apos eluicdo da coluna, foram obtidas 6 fracdes de diferentes polaridades, que
foram extraidas individualmente com solu¢do de CHCI;: MeOH (90:10).. Os maiores
rendimentos foram obtidos com as fragcdes 5 e 6. O rendimento para as fragdes, em ordem
decrescente foi de 2,06g (41,24 %) para a fracdo 6; 0,84 (16,78 %) para a fracdo 5; 0,71g
(14,25 %) para a Fracao 4; 0,47 (9,33 %) para a Fracdo 3 e 0,08g (1,67 %) para as fracdes 1
e 2, que foram agrupadas. A fracdo 5 apresentou-se parcialmente insolivel durante a
extracdo com CHCls: MeOH (90:10), utilizando-se, neste caso, metanol 100 %, obtendo-se
0,84 g (16,8 %). A fracdo 6 também foi extraida com metanol 100 %, devido a maior
polaridade dos compostos presentes nesta fracdo. Na Figura 11 mostra a anélise por CCD

do EHA de C. ambrosioides e das fracdes obtidas em coluna seca.
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Figura 11. CCD do EHA de Chenopodium ambrosioides e das fragdes 2, 3, 4, S5 e 6
:Eluente CHCI3: MeOH (90:10); Revelador: Luz UV 254 e 366 nm e Solucio

de anisaldeido.

A CCD das fragdes obtidas em coluna seca revelou uma separacio eficiente, onde
as fracoes Fr2 e Fr3 apresentam compostos de baixa e média polaridade, a fracdao Fr4

compostos de média e alta polaridade e as fracdes Fr5 e Fr6 compostos de alta polaridade.

Para avaliar a composi¢ao quimica dos compostos polares presentes nas fragdes 5 e
6A andlise das fracdes Fr5 e Fr6 e do extrato EHA foi utilizada em a CCD em AcOEt: Ac.
Foérmico: HOAc:H,O (100:22:11:26v/v), eluente de maior polaridade, comumente utilizado
na andlise de compostos fendlicos como flavondides, (Wagner e Bladt, 1995). A utilizacio
deste eluente promoveu a separagdo de diversos compostos que apresentaram coloragdo
amarela apds a revelagdo com solu¢do metandlica de acido difenil boranicoetilamina - NP,

Figura 12.
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EHA Fr4+5 Fr6

Figura 12: Cromatografia em Camada delgada (CCD) do EHA de Chenopodium
ambrosioides e das fragdes Fr4+Fr5 e Fr6 resultantes da coluna cromatogréfica
seca do EHA, utilizando como eluente: AcOEt: Ac.Férmico: HOAc:H,O (100:
22: 11:26v/v) e revelador: solucdo NP (difenil boranicoetilamina), seguido de

andlise com luz UV (254 e 366 nm).

Na Figura 13 encontra-se a andlise comparativa, por CCD, entre a Fr 6 e o EHA
de C. ambrosioides com os seguintes padroes de flavonodides: vitexina (Vit.), Isovitexina
(Isov.), Vitexina — 2 — Raminosideo (Vit — 2R), Isoquercetina (Isoq.), Rutina (Rut.). Os
padroes de flavondides utilizados evidenciaram que os compostos presentes na Fr 6

apresentam semelhangas com esses padrdes.
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Figura 13: Cromatografia em Camada delgada (CCD) da fracdo 6 resultante da coluna

cromatografica seca do EHA de Chenopodium ambrosioides e dos padrdes de

vitexina  (Vit),

isovitexina

(Isov),

Vitexina-2-Raminosideo

(Vit-2R),

Isoquercetina (Isoq.), Rutina (Rut.) e Acido clorogénico (A.clor.), utilizando

como eluente: AcOEt: Ac.Férmico: HOAc:H,O (100:22:11:26v/v) e revelador:

solucdo NP (4cido difenil boranico), seguido de andlise com luz UV (254 e 366

nm).

Diferentes tipos de flavondides t€m sido descritos para Chenopodium sp. Gohar e

Elmazar (1997) identificaram o Kaempferol-3,7-diraminosideo, um flavondéide com

atividade  hipotensiva.

53

Kaempferol-3-O-f-D-glucopiranosideo-7-O-o-L-ramnoside

€



Kaempferol-3-0-[4-B-D-apiofuranosil]-o-L-raminopiranosideo-7-O-o-L-Raminopiranoside,
outros dois flavondides foram descritos para Chenopodium murale por Gohar et al., 2000.
Outros compostos fendlicos da classe das flavonas estdo presentes em C.
graveolens (Mata et al., 1987), flavonas metoxiladas em Chenopodium botrys (De Pascual
et al., 1980) e flavonol 3—O—-glicosideo em Chenopodium quinoa e C. ambrosioides (Jain et

al., 1990; De Simone et al., 1990).

5.5.2. Avaliacao anti-helmintica: eficacia das fracoes Fr 4, Fr 5 e Fr 6 sobre o

nimero de ovos, niimero de fémeas parasitas e fecundidade de S. venezuelensis.

Ap6s a identificacdo de algumas classes de compostos quimicos presentes nas
fracdes de maior rendimento, obtidas a partir do EHA de C. ambrosioides, estas fracdes
foram testadas sobre o niimero de ovos e fémeas parasitas de S. venezuelensis em esquemas
de tratamento pds e pré-infeccdo de camundongos com 1500 L3. As fracdes foram
administradas na concentragio de 250 mg Kg'/animal/dia devido ao baixo rendimento
obtido no fracionamento do EHA de C. ambrosioides.

Na Tabela 4 sio apresentados os valores de OPG, fémeas parasitas recuperadas do
intestino dos animais no 6° d.p.i, fecundidade média, variacdo da fecundidade e eficacias
para cada fracdo nos tratamentos pds e pré-infeccdo com as fragdes 4, 5 e 6 do extrato
hidroalcdolico liofilizado de C. ambrosioides.

Os valores para OPG apresentaram diferenga estatistica para todas as fracoes
administradas tanto nos tratamentos pds e pré-infeccdo quando comparados ao controle.

Quando analisado, o tratamento pds-infeccdo, a fracdo 6 foi a que apresentou maior eficicia
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em relacdo as outras fracdes, dentro do mesmo tratamento e entre os tratamentos em geral,
tanto para o nimero de ovos (94,51 %) quanto para o nimero de fémeas parasitas
(90,55%), Tabela 4. No entanto apresentou eficicias abaixo das recomendadas pela
WAAVP (1995), 79,73 % para ovos e 42,39 % para fémeas parasitas para o tratamento pré-
infeccdo. Neste caso, a fracdo 6 ndo serviu como preventivo do desenvolvimento da
infeccdo por S. venezuelensis

A Fracdo 4 foi a que apresentou menor eficdcia para as fémeas parasitas (5,76 %)
no tratamento poés-infec¢do e entre todos os tratamentos com as trés fragdes testadas e a

eficacia para ovos foi de 79,18 %.

Tabela 4. Fracdes, condi¢do de tratamento, nimero médio de OPG e fémeas parasitas,
eficdcia e variacdo de fecundidade de Strongyloides. venezuelensis apds administracdo de

250mg Kg'/animal/dia do EHA de Chenopodium ambrosioides e andlise estatistica

= EF % <

Fr TRATAMENTO X orG* X p* XF VF %
OPG FP
PRE-INFEC (n=10) 42710 + 12808* 230 + 944 76,40 51,61 228 + 184 51,12
Frd POS-INFEC (n=10) 38015 + 11494* 422+ 110° 79,18 5,76 96 + 44* 77,80
PRE-INFEC (n=10) 20810 % 10909* 191 + 136* 90,84 67,28 160 +79* 72,07
Fr5 POS-INFEC (n=10) 19230 £ 11303* 158 + 644 92,57 66,35 134 +944 78,05
PRE-INFEC (n=10) 35775 + 6686™ 263 + 90" 7973 42,39 146 + 40 -64,83
Fi6 POS-INFEC (n=10) 10705 + 5525* 50 + 284 94,51 90,55  281£199® 4239
H,O FILTRADA (n=10) 178750 + 45044® 452 + 1458 418 +13®

Ctr

Fr: Fragcdes; POS-INFEC: pés-infecgao; PRE-INFEC: Pré-infeccdo; Ctr: controle; Fr4: fracdo 4; Fr5:
fragdo 5; Fr6: fracdo 6; OPG: ovos por grama de fezes; FP: fémeas parasitas, F: fecundidade; VF:
variacdo da fecundidade; X= média aritmética; cdlculo das eficdcias foi utilizada média geométrica
(dados anexo 3)

Ap6s andlise das fecundidades das fémeas de S. venezuelensis observou-se

que a média da fecundidade do grupo controle foi maior quando comparada com a média
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dos grupos tratados com as trés fracoes do EHA de C. ambrosioides tanto no tratamento
p6s-infeccdo como no tratamento pré-infec¢do. Essa diferenca na média das fecundidades é
mais evidente quando analisado o tratamento pés-infeccdo para todas as fracdes
administradas.

Considerando numero de ovos e fémeas parasitas, a fecundidade dos grupos
tratados pds-infec¢do com as fragdes 4, 5 e 6 houve uma reducdo de 77,80 % 78,05 % e
42,39 % respectivamente (Tabela 4). O tratamento pré-infeccdo foi o que apresentou
menor reducdo de fecundidade quando analisadas as trés fragdes administradas, sendo a
fracdo 6 a que apresentou maior redugdo (64,83 %), apesar da eficdcia para esta fragdo estd
abaixo do nivel moderado considerado pela WAAVP (1995).

A fragdo 4 reduziu mais o nimero de ovos produzidos pelas fémeas, embora ndo
tenha havido uma diminui¢do expressiva no nimero de fémeas. Parece ter ocorrido a
producdo de poucos ovos por muitas fémeas, visto que a reduc¢do para o nimero de fémeas
foi muito baixa.

Considerando a acdo das plantas sobre seus hospedeiros ou predadores admite-se
que metabdlitos secunddrios como taninos e ligninas, que possuem uma alta massa
molecular, reduzam a digestibilidade, mas ndo agem como toxinas. Outros compostos,
como os terpénicos e alcaldides, que podem ser toxicos e serem biologicamente ativos
(Stepp e Moerman, 2001, Coley et al., 1985).

Mediante os resultados obtidos nessa pesquisa e levando em consideracdo o uso
popular de C. ambrosioides, sob as formas de chds, infusdes, sucos ou mesmo como
condimento € possivel considerar que se a ingestdo de C. ambrosioides for uma prética
freqliente e periddica, esse hdbito pode vir a assegurar a manutencdo de baixos niveis de

parasitemia e conseqiiente diminui¢do da morbidade causada por Strongyloides sp. No
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geral, a eficicia é moderada na prevencdo da patogenia quando avaliada a reduc¢do no
numero de fémeas parasitas de S. venezuelensis.

No presente estudo foi avaliado o efeito antihelmintico do extrato hidroalcéolico
liofilizado (EHA) de C. ambrosioides, que € uma forma mais elaborada quando
comparados com outros estudos que levam em consideracdo o uso empirico da planta sob
forma de cha, infusdo ou decoccdo da planta fresca ou seca e que em alguns casos nao

obtiveram eficacia contra helmintos (De Guimaries, 2001; Kliks, 1985).

57



6. CONCLUSOES

1.

O extrato bruto hidroalcéolico liofilizado (EHA) de Chenopodium ambrosioides
apresentou maior eficdcia na concentracio de 400mg Kg'/animal/dia em

camundongos infectados por Strongyloides venezuelensis;

Em camundongos, C. ambrosioides mostrou atividade profildtica contra S.
venezuelensis quando administrado na concentragio de 400 mg Kg™'/animal/dia, por

apresentar maior eficicia quando administrado pré — infeccao;

O EHA de C. ambrosioides na concentracio de 400mg Kg'/animal/dia
administrado pds-infec¢do apresenta eficicia moderada como vermifugo, mas
aumenta o numero de ovos. Se esses ovos forem vidveis, o tratamento nio é
conveniente do ponto de vista epidemioldgico. Mesmo efeito foi apresentado pela

fracdo 6 do EHA;

O tiabendazol é medicamento que atua eficientemente sobre adultos de S.
venezuelensis, ja instalados no intestino. A fracdo 6 do EHA de C. ambrosioides
também atua da mesma forma. A eficicia é moderada para adultos quando
administrado pré-infeccio e mesmo ndo atuando como preventivo diminui

consideravelmente a instalacdo de adultos.
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S.

A fracdo 6, administrada pré-infeccdo, tem importancia na epidemiologia pela
diminuicdo da fecundidade das fémeas, mas ndo diminui o nimero de adultos. Essa

fracdo mostrou-se rica em flavonéides por CCD

Compostos da classe dos flavondides e terpenos foram detectados por CCD sendo o
fitol o composto majoritirio do EHA de C. ambrosioides, detectado em
cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massa. CG — EM. O ascaridol,
composto majoritdrio do 6leo essencial de C.ambrosioides nao foi detectado em

CCDeCG-ME
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ANEXO 1. Dados brutos referentes a Figura 9 e Figura 10 e Tabela 1, niimero de ovos por

grama de fezes (OPG), nimero de fémeas parasitas e fecundidade

Tratados
Controle
Camundongos 100mg/Kg 250mg/Kg 400mg/Kg
OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FP F
1 123200 388 318 87850 212 414 41550 91 457 127000 412 308
2 127150 314 405 82700 169 489 36800 73 504 164150 483 340
3 130100 357 364 77250 167 462 32950 44 749 190850 441 433
4 135850 370 367 83900 267 314 33400 59 566 137400 378 363
5 122600 406 302 87150 240 363 39500 44 898 160700 492 327
6 131550 338 389 95600 383 250 46250 41 1128 170250 503 338
7 142250 350 406 67850 193 352 51150 94 544 201300 669 301
8 133550 432 309 77250 312 248 42200 49 861 193350 494 391
9 150650 467 322 93100 234 398 34250 63 544 125600 397 316
10 139150 538 359 52800 153 345 27250 87 313 127850 337 379
X * 133352 391 341 79518 224 355 37948 62 616 157424 453 348

* valores expressos em média geométrica
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ANEXO 2. Dados do tratamento pré e pés — infecgio com 400 mg Kg'/animal/dia com o EHA de C. ambrosioides e com 50 mg Kg’

!/animal/dia de tiabendazol (Tabela 3): numero de ovos (OPG), fémeas parasitas (FP) e fecundidade

EHA C. ambrosioides TBZ
Tratamento Controle Tratamento Controle
Animais
Pré-infeccio Pés-infeccio Pés-infecgao Pré-infeccio
OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FpP F OPG FP F
1 1450 94 15 46050 79 583 133650 373 358 0 0 0 17750 60 296 71950 322 223
2 5800 50 116 37250 67 556 155950 578 270 0 0 0 34550 79 437 62200 459 136
3 500 69 7 4060 71 57 134000 498 269 0 0 0 28400 194 146 7900 292 27
4 1700 103 16 34150 41 833 177850 386 461 0 0 0 25250 73 346 45850 461 99
5 3700 73 50 55650 52 1070 224350 687 326 0 0 0 42550 163 261 64800 433 149
6 1200 49 24 46050 74 623 161800 527 307 0 0 0 21600 21 1028 66200 223 297
7 1350 29 46 44250 45 983 137800 449 307 0 0 0 30450 13 2342 61650 168 367
8 2250 15 150 46150 61 756 155950 363 427 0 0 0 26000 17 1529 55700 375 148
9 500 18 28 39200 82 478 229600 463 496 0 0 0 31100 11 2827 45850 357 128

10 850 47 18 49050 58 846 216050 355 608 0 0 0 36150 10 3615 53600 454 118

i$ 1450 46 31 34506 62 561 169191 458 370 0 0 0 2850 37 760 47517 354 140

* valores expressos em média geométrica



ANEXO 3. Dados referentes ao tratamento pré e pds — infeccdo com as fracdes 4, 5 e 6 obtidas do EHA de C. ambrosioides na

concetracio de 250 mg Kg™'/animal/dia; * dados expressos em média geométrica (Tabela 3)

FRACOES
Fr4 Fr5 Fr6
Controle

Animais TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO

POS-INFECCAO  PRE-INFECCAO  POS-INFECCAO PRE-INFECCAO  POS-INFECCAO PRE-INFECCAO

OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FP F OPG FP F  OPG FP F
1 34000 474 72 39600 229 173 29400 234 126 27950 195 143 6500 26 250 33400 190 176 132600 361 367
2 54100 350 154 24000 102 235 27300 99 276 22500 414 54 12600 46 274 30100 438 69 161350 554 291
3 52900 545 97 68750 94 731 17150 112 153 24850 122 204 19050 32 595 30100 210 143 133150 354 376
4 47300 258 183 31950 144 222 1050 98 11 10800 102 106 9650 69 140 34350 243 141 184250 428 430
5 36650 286 137 55600 392 142 1750 166 10 18250 28 652 6200 9 689 33500 148 226 263050 789 333
6 16950 346 49 34650 263 132 17250 253 68 1300 54 24 10100 52 194 50100 316 158 171150 556 308
7 41650 577 72 38700 256 151 13550 83 163 36500 333 110 4550 27 168 44450 378 118 135450 438 309
8 36300 527 69 50500 314 161 23900 231 103 30050 232 130 6150 84 73 36950 228 162 163250 327 499
9 27850 438 64 44200 233 190 26600 185 144 27050 352 77 11400 52 219 35600 264 135 202100 380 532
10 31450 425 74 39150 268 146 34350 119 289 8850 81 109 20850 99 211 29200 213 137 241150 329 733

X = 36223 409 89 41054 210 196 12915 146 88 15929 142 112 9544 41 231 35270 250 141 174019 434 401
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