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ATIVIDADE DOS COMPOSTOS CURCUMINA E ALBENDAZOL CONTRA O NEMATODEO Toxocara canis in
vitro

ACTIVITY OF THE COMPOUNDS CURCUMIN AND ALBENDAZOLE AGAINST THE NEMATODE Toxocara
canis in vitro

Caroccia GHG', Rodolpho JA?, Oliveira SRP?, Camillo L*, Magalhdes LGS, Anibal FF®

RESUMO: Introdugao: O parasito nematelminto Toxocara canis pode causar, em sua forma larval, a Sindrome da
Larva Migrans Visceral (SLMV) ou Ocular, quando esta, acidentalmente, parasita o homem, ja que os hospedeiros
etiolégicos sao os canideos. A infecgéo se inicia com a ingestao de ovos larvados. No intestino as larvas sao libe-
radas e podem migrar para diversos 6rgaos do corpo, como o figado, pulmé&o, cérebro, coragéo e olhos, podendo
gerar lesdes nestes locais. Objetivo: determinar a viabilidade das larvas de Toxocara canis ap6s o tratamento com
curcumina e albendazol in vitro e comparar a mobilidade relativa das larvas de Toxocara canis apds este mesmo
tratamento in vitro. Materiais e métodos: A atividade in vitro contra Toxocara canis ap6s a exposi¢cao a curcumina
e a um anti-helmintico convencional (albendazol), que foram diluidos em DMSO 10% (dimetilsulféxido 10%) foi
avaliada através da viabilidade das larvas, representada pela porcentagem (%) de mobilidade relativa durante os
ensaios, que foi calculada baseada em um método documentado. Resultados e discussao: Os resultados deste
estudo sugerem que a curcumina pode apresentar possiveis efeitos larvicidas contra o Toxocara canis. Concluséao:
A mobilidade relativa das larvas de Toxocara canis foi reduzida em ambos os tratamentos, mas o tratamento com
a curcumina possibilitou uma redugao maior na mobilidade quando comparada com o albendazol, que representou
uma maior eficacia da curcumina contra as larvas.

DESCRITORES: Toxocara canis. Curcumina. Albendazol.

ABSTRACT: Introduction: The nemathelminth parasite Toxocara canis can cause, in its larval form, the Visceral
Larva Migrans Syndrome (VLMS) or Ocular, when it accidentally parasite humans, since the etiological hosts are
canids. The infection begins with ingestion of embryonated eggs. In the intestine the larvae are released and can
migrate to various body organs such as liver, lung, brain, heart and eyes, which can generate lesions at these sites.
Objective: determine the viability of Toxocara canis larvae after treatment with curcumin and albendazole in vitro
and compare the relative mobility of Toxocara canis larvae even after this in vitro treatment. Materials and methods:
The in vitro activity against Toxocara canis larvae after exposure to curcumin and a conventional antihelmintic
(albendazole), which were diluted in 10% DMSO (dimethylsulfoxide 10%), was assessed by larval viability,
represented by relative mobility percentage (%) during the tests, which was calculated based on a documented

method. Results and discussion: The results of this study suggest that curcumin may have potential larvicidal
effects against Toxocara canis. Conclusion: The relative mobility of Toxocara canis larvae was reduced for both
treatments, but the treatment with curcumin provided a greater reduction in mobility compared to albendazole, which
represented more effectiveness of curcumin against the larvae.

DESCRIPTORS: Toxocara canis. Curcumin. Albendazole.
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INTRODUGAO

A Sindrome da Larva Migrans Visceral (SLMV) é
caracterizada por uma zoonose parasitaria negligencia-
da que apresenta sintomatologia inespecifica. A princi-
pal forma de transmissao para seres humanos ocorre
pela ingestao acidental de ovos embrionados de Toxo-
cara canis "2,

As fémeas podem ovipor até dois milhées de ovos/
dia, em média, decaindo a postura desses ovos ao pas-
sar do tempo. No entanto, esses ovos precisam do meio
externo para que ocorra o desenvolvimento das larvas,
as quais no estadio L3 sdo infectantes®. Para essa mu-
danca é necessario aproximadamente cinco dias, em
condi¢des especificas de temperatura e umidade, para
se tornarem infectantes*, ou seja, que as larvas possam
se desenvolver até atingir o estadio L3.

Além disso, os ovos de Toxocara canis s&o
altamente resistentes as condigbes climaticas adversas
e podem sobreviver no meio ambiente por varios anos,
sendo a fonte de infecgdo para os humanos e animais®.

Quando os seres humanos ingerem acidentalmen-
te os ovos com larvas no estadio L3, estes ovos eclo-
dem, liberando as larvas no estébmago, que irdo perfurar
a mucosa. Mesmo nao completando o desenvolvimento,
por ndo estarem em condigdes favoraveis, continuam na
forma de larvas e apresentam atividade migratéria por
apresentarem metabolismo ativo®. A resposta do orga-
nismo a migracao do Toxocara canis geralmente oca-
siona traumatismo mecanico e respostas inflamatdrias,
dependendo da regido atingida; a toxocariase humana
pode ser considerada visceral quando atinge as visce-
ras (SLMV) ou ocular quando houver comprometimento
oftalmolégico (SLMO)*.

A forma classica da SLMV, que ocorre frequente-
mente em criangas, apresenta sintomas como: febre,
hepatomegalia, eosinofilia, hipergamoglobulinemia, iso-
-hemaglutininas aumentadas, irritabilidade, mal-estar,
anorexia, lesdes urticariformes no tronco e membros’.
Outros sintomas evidenciados sdo: miocardite, artrite,
miosite, pleurite, meningite, dor abdominal e varios sin-
tomas alérgicos®°.

A forma ocular ocorre devido ao aprisionamento
das larvas na circulagao terminal dos olhos, caracteriza-
do por uma diminui¢gao da acuidade visual, dor ocular e
estrabismo, uveite, papilite, e em alguns casos, granulo-
ma do polo posterior ou periférico do olho, catarata e até
endoftalmite severa®°.

Com o aprimoramento do diagnéstico, varias
pesquisas epidemiolégicas tém sido realizadas, uma
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delas mostrou alta prevaléncia em qualquer faixa etaria,
inclusive em adultos™. A prevaléncia em humanos tem
sido subestimada e a doencga negligenciada é um pro-
blema de saude publica®. Na forma assintomatica da
SLMV, o tratamento busca reduzir os processos infla-
matorios e toxinas nos tecidos™ utilizando comumente
drogas anti-helminticas dos grupos carbamatos benzi-
midazole. Esses compostos apresentam pouca atuacao
sobre os tecidos por terem baixas solubilidades, preci-
sando ser aplicadas em grandes doses e por um tempo
longo, além de causar a resisténcia de outros helmintos
no organismo humano® Um exemplo comercialmente
usado é o albendazol, muito prescrito para tratar parasi-
toses intestinais.

O uso de plantas medicinais € uma pratica secular
baseada no conhecimento popular e transmitido oral-
mente na maior parte das situagdes''>. Em populagdes
que possuem acesso reduzido a medicamentos, agre-
gar garantias cientificas a essa pratica terapéutica traz
variadas vantagens, como baixo custo e facil acesso e
diminuicao de efeitos adversos'®. Porém, as plantas com
propriedades medicinais devem ser bem conservadas e
bem administradas para reduzir os riscos de intoxicagao
por uso inadequado.

Neste sentido, a investigagdo de materiais natu-
rais como fontes de novos agentes terapéuticos tém
aumentado potencialmente, em que diferentes extratos
de plantas medicinais, condimentares e aromaticas tém
sido testados e estudados™®.

A curcumina é uma substancia que possui diver-
sas atividades medicinais, como: atividade antidiabéti-
ca, antioxidante, anti-inflamatodria, antibiotica, antiviral,
anticancerigena e antiparasitaria’. A curcumina é um
pigmento natural, retirado de caules do tipo rizoma da
planta Curcuma longa L."8. Esta planta pertence a fami-
lia botanica Zingiberaceae™. Esta substancia pode ser
uma das mais usadas no futuro, devido a sua utilidade
para diversos fins.

A necessidade de encontrar novas drogas para o
tratamento, ndo sé das doencas parasitarias, mas para
outros tipos de doencgas, para avaliagdo dos principios
ativos de diversas plantas é essencial para a criagdo de
novos farmacos.

OBJETIVOS
Os objetivos deste estudo foram determinar a
viabilidade das larvas de Toxocara canis apés o trata-
mento com curcumina e albendazol in vitro e comparar
a mobilidade relativa das larvas de Toxocara canis apos
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este mesmo tratamento in vitro.

METODO
Obtenc¢ao dos parasitos

Os parasitos adultos de Toxocara canis foram cole-
tados de caes do Centro de Zoonoses de Ribeirdo Pre-
to/SP. Apds a coleta, as fémeas foram separadas dos
machos, e foram colocadas em uma placa de Petri com
formalina 2%. Na placa, com o auxilio de uma pinga, as
fémeas foram raspadas para separagédo do utero e foi
macerado para extragdo dos ovos. Com uma pipeta do
tipo Pasteur, o macerado foi homogeneizado e distribu-
ido em novas placas. As placas foram identificadas e
mantidas com formalina 2% em uma estufa (28-32°C),
sendo observadas com frequéncia. Os ovos se tornaram
larvados depois de 21 dias.

Para a raspagem das placas de Petri com cultu-
ra de Toxocara canis contendo os ovos larvados foram
adotados os seguintes procedimentos: com uma pipeta
tipo Pasteur, a cultura foi transferida para um tubo céni-
co de 50 mL. Logo apés foi utilizado um émbolo de se-
ringa para raspagem da placa (quatro vezes até verificar
que a maioria dos ovos fosse retirada da placa). Esta
solugao foi dividida para quatro tubos cénicos de 15 mL
cada. Com isso, os tubos foram centrifugados a 3000
rotagdes por minuto em cinco minutos. O sedimento nos
tubos foi verificado em cada tubo apés a centrifugacéo e
foi retirado o excesso de formalina (sobrenadante) com
a pipeta Pasteur em cada tubo. Cada sedimento dos tu-
bos foi lavado com PBS 1x quatro vezes para retirar o
excesso de formalina. Apds todas as centrifugagbes o
sedimento foi acrescido com 20 mL de PBS 1x (tam-
pao fosfato-salino) para determinacao da quantidade de
0ovOos a serem usadas nos ensaios in vitro.

Teste larvicida contra Toxocara canis

A curcumina em p6 foi concedida pela Dra. Lizan-
dra Guidi Magalhdes (Profa. Dra. da Universidade de
Franca — UNIFRAN; uma vez que a propria esta traba-
Ihando em um projeto com esta substancia), e foi diluida
em dimetilsulféxido (DMSO) 10% (concentragéao ja esti-
pulada na literatura®), sendo obtidas as seguintes con-
centragdes: 0,01, 0,05 e 0,1 mg/mL. O albendazol (Zen-
tel, GlaxoSmithKline) também foi diluido para obtencgéo
dos mesmos padrdes de diluicdo da curcumina. O en-
saio in vitro foi realizado em placas com 24 pocgos cada;
em cada pogo foram colocados quarenta ovos larvados
com as substancias-teste, que foram diluidas em DMSO
10%: pogos com curcumina, pog¢os com albendazol e
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de pogos controle positivo sem as substancias (s6 com
ovos larvados) em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) e pogos com somente DMSO 10%.

Os ensaios foram realizados em duplicata em trés
experimentos independentes. A atividade larvicida foi
avaliada em relagdo a mobilidade relativa (MR). Apds
48h e 72h de exposi¢cdo as substancias-testes, a mo-
bilidade das larvas dentro dos ovos foi examinada em
microscoépio invertido Zeiss, em aumento de 100 vezes.
O escore correspondente para um movimento especifi-
co foi atribuido para cada larva. O indice de mobilidade
(IM) foi calculado pela Eq.1 e, com esses valores, a MR
foi calculada pela Eq.2 (Tabela 1). A mortalidade larval
foi calculada sendo o numero de larvas que receberam
escore 0 dividido pelo niumero total de larvas em cada

pOGo.

Tabela 1 — Critérios de avaliacdo do efeito das substancias
nas larvas de Toxocara canis, Sao Carlos, 2011 (adaptado de
REIS et al., 2010)8:

Estado da larvaEscore (n)
Movimento rapido usando o corpo 5
Movimento intermediario usando o corpo

Movimento lento usando o corpo 3
Movimento somente com uma parte do corpo na
observacao 2
Iméveis, mas nao mortas 1
Mortas 0

IM = (3n Nn)/>Nn, onde Nn: numero de larvas com o escore
n (Eq.1)
MR = (IMamostra/IMcontrole) x 100 (Eq.2)

Os resultados foram expressos com média +
EPM (erro padrdo da média). Os resultados obtidos nos
diferentes experimentos foram analisados por meio da
analise de variancia ANOVA. Para analise estatistica foi
utilizado o programa PRISMA (TWO-ANOVA) (San Die-
go, California, USA). O nivel de significancia adotado foi
de 5%, onde p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram realizados trés ensaios in vitro
independentes no Laboratério de Parasitologia do De-
partamento de Morfologia e Patologia da Universidade
Federal de Sao Carlos. Os ensaios apresentam os re-
sultados em 48 e 72h apds incubagdo dos compostos
propostos junto aos ovos contendo larvas de Toxocara
canis. Os resultados de 24h n&o apresentaram diferen-
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cas relativas e a contagem da mobilidade nao foi ade-
quada para avaliagdo dos efeitos anti-Toxocara canis
dos compostos testados.

A tabela 2 representa os trés ensaios com as por-
centagens de mobilidade relativa das larvas do Toxoca-
ra canis. Os resultados demonstraram que o solvente
DMSO utilizado para diluir os compostos nao foi fator
interferente nos ensaios realizados. E a curcumina, in-
dependente da concentragao testada, apresenta efeitos
anti-Toxocara canis. As larvas nos pogos somente com
os ovos larvados em meio RPMI foram utilizadas para o
calculo deste parametro, ja que a mobilidade relativa é
de 100% segundo a férmula descrita no método.

Tabela 2 - Representativo da mobilidade relativa (em
porcentagem-%) das larvas de Toxocara canis apds a
exposicdo ao DMSO 10%, albendazol e a curcumina, in vitro
— 48 e 72h apds, nas trés culturas independentes realizadas,
S3&o Carlos, 2011.

DMSO 10%  A0,01 A0,05 A0,1
Culturas 4gp, | 72h | 48h | 72h | 48h | 72h | 48h | 72h
1 83,3 |87,2|70,4 436|702 |523|72,0|88,0
2 600|717 |848|51,8|53,0/69,0|708|77,9
3 80,3(81,3(690|632|669]|759|74,8]83,1
CU0,01 CU0,05 Cuo,1
Culturas 48, 72h 48h 72h 48h 72h
1 582 57,8 602 454 582 370
2 50,4 56,6 51,7 491 56,0 69,9
3 57,6 72,3 642 57,2 57,6 687

O gréfico 1 representa a média da porcentagem da
mobilidade relativa das larvas de Toxocara canis ap0s
a exposicdo ao DMSO 10%, ao albendazol e a curcu-
mina, nas concentragdes estipuladas anteriormente,
depois de 48h e de 72h de exposig¢do. O asterisco in-
dica a presenca da diferenca estatistica significante,
com valor de p < 0,05 (nivel de significancia de 5%).
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Grafico 1: Média da mobilidade relativa (em porcentagem - %)
das larvas de Toxocara canis apés 48h e 72h de exposicao
as substancias-teste. Grafico gerado pelo programa GraphPad
Prism. As letras indicam a subdivisdo do grafico em grafico 1 A
(48h) e grafico 1 B (72h).

Segundo o trabalho no qual se baseou 0 método
deste estudo®, ndo ha um tratamento consensual contra
a SLMV. Os ovos de Toxocara canis promovem riscos
para os seres humanos, que sdo hospedeiros paraténi-
cos?, sendo considerado um problema de saude publica,
embora a prevaléncia em humanos seja subestimada'?.
Também é conhecido o fato de que os ovos de Toxocara
canis sao muito resistentes contra diversas condi¢des
climaticas e diversos produtos quimicos®, apresentando
viabilidade de anos no meio ambiente. Como as larvas
de Toxocara canis podem causar a Sindrome da Larva
Migrans Visceral (SLMV)*2', ou mesmo outras formas
tdo graves como a Sindrome da Larva Migrans Ocular
(SLMO)*, estudos sobre diferentes métodos de desin-
feccdo dos ovos infectantes e de possiveis formas de
tratamentos contra a SLMV sé&o de grande interesse?® é.

Atualmente o albendazol € o composto mais usado
para o tratamento das principais parasitoses causadas
por helmintos. Os dados deste estudo demonstraram
que as larvas expostas ao albendazol apresentaram
redugdo da mobilidade relativa (MR) de forma discreta,
sendo identificada pequena eficacia nas trés concentra-
¢oes utilizadas nos diferentes periodos estudados (grafi-
co 1). Esses dados corroboram com outros estudos in vi-
tro descritos na literatura® '* nos quais o albendazol ndo
foi totalmente efetivo contra os parasitos. No entanto,
a distribuicdo do albendazol, principalmente na rede
publica de saude, esta relacionada ao seu uso para o
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tratamento das infecgbes causadas por parasitos intesti-
nais, sendo mais efetivo no tratamento de infeccdes por
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius ver-
miculares, Ancylostoma duodenale, Necator americanus
e Strongyloides stercoralis.

Neste estudo, a curcumina foi o composto utiliza-
do para comparar com os efeitos do albendazol con-
tra larvas de Toxocara canis, que estavam presentes
dentro dos ovos. A curcumina ja apresenta varios usos
terapéuticos comprovados por diferentes estudos ja do-
cumentados?*23, incluindo atividade antiparasitaria’. A
atividade da curcumina contra parasitos ja foi demons-
trada anteriormente contra o helminto Schistosoma
mansoni?* e também foi observada eficacia do extrato
etanolico de Curcuma longa contra Plasmodium falcipa-
rum? devido a inibicdo do crescimento in vitro; além de
reducao nas lesdes em testes em camundongos contra
Leishmania amazonensis?. A curcumina também possui
a vantagem de ter baixa toxicidade nas células?®.

O uso de produtos naturais ja € muito conhecido e
documentado, pois € uma pratica secular e que é pas-
sada entre geragdes®'+'5. Mas os efeitos nocivos desse
composto contra Toxocara canis ainda nao estao total-
mente esclarecidos. Assim, foi avaliada a viabilidade das
larvas de Toxocara canis, representada pela mobilidade
relativa (MR). Os resultados deste estudo demonstraram
que, apos 48h (grafico 1 A) e apds 72h (grafico 1 B) de
exposicao as substancias-testes (albendazol e curcumi-
na), apenas a curcumina apresentou efeitos moderados
contra o Toxocara canis.

Nas trés concentragbes estipuladas, a curcumina
apresentou uma média da mobilidade relativa menor do
que o albendazol, tanto para 48h (grafico 1 A) quanto
para 72h (grafico 1 B) nas concentragdes acima de 0,01
mg/mL (grafico 1), sendo que na concentragao de 0,05
mg/mL foi observada uma redugao significativa desse
MR. Porém, necessita-se de outros experimentos com
maiores amostragens e também de ensaios que promo-
vam maiores informacdes, além de avaliar as doses em
estudos futuros. A utilizagdo de modelos in vivo reforga
os estudos ja realizados in vitro, ja que outros fatores
sd0 necessarios para corroborar com os efeitos obser-
vados no modelo da esquistossomose?, e mesmo es-
tudos com nematoides em que a analise imunoldgica,
a histopatoldgica, e a contagem de larvas nos tecidos
foram observadas®. Assim, sugere-se que a curcumina
pode ser um bom candidato para estudos que busquem
um possivel composto para o tratamento da SLMV.
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CONCLUSAO

A viabilidade das larvas de Toxocara canis, repre-
sentada pela mobilidade relativa calculada em porcenta-
gem, apresentou reducéo apds a exposi¢do a curcumina
e ao albendazol, mas a eficacia da curcumina contra as
larvas foi maior. Em relagao aos compostos, o albenda-
zol apresentou de moderada a baixa eficacia contra as
larvas de Toxocara canis, devido a pouca redugao na
mobilidade relativa, ja a curcumina apresentou modera-
da, mas significativa eficacia, na redu¢cdo da mobilida-
de relativa das larvas de Toxocara canis, se comparada
com o albendazol, demonstrando perda da viabilidade
das larvas apés contato com a curcumina.
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