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O uso da agua oxigenada como vermifugo, foi introduzi-
da por BUTZ ¢ LALAND (1934) quando fizeram exgerlmen-
tacdes “in vitro", sobre o Ascaris hnnbricoities L., 1758, con-
cluindo pela sua eficiéncia, ainda que com solugoes de haixo
teor (0,1%).

Outros ges uisadores, como SCHWARTZ ¢ PORTER (1937)
e WHITNEY (1939) trabalhando com essa substancia, tém re-
sultados discordantes, sobre a eficiéncia do produto, quando re-
lacionado ao seu modo de agir, para os diversos grupos de ver-
mes intestinais. A vista dos resultados discordantes de SCH-
WARTZ ¢ PORTER, com aquéles de WHITNEY, no concer-
nente a0 mecanismo de acdo da agua oxigenada e, para tentar
justamente elucidar éste ponto da questdao, fizeram com que
ARAUJO (1942), retomasse o assunto, estudando-0 com mais
detalhes, apos publicagdo de uma nofa prévia que fizera com
GUIMARAES, ainda em 1942. ARAUJO procurou mdagar se
ocorre acdo direta de H-O- sobre os helmintos; se o desdobra-
mento da H-O- em agua e oxigénio molecular, por efeito da ca-
talase. criaria meio por demais oxigenado, e portanto impro-
prio para os helmintos e finalmente, se se trata de acdo oxi-
dante enérgica, em virtude da formagao de oxigénio atomico, por
efeito da peroxidase, presente normalmente no conteddo intes-
tinal dos animais. Como ARAUJO, em conclusdo provisoria,
aventa a possibilidade de uma menor eficiéncia da agua oxi-
genada, quando em presenca de fermentos do tipo da catalase
e da peroxidase, permitindo seu desdobramento antes de agir so-
bre os helmintos: como sugere novas experimentagbes para ten-

(*) — Revisdo,_da tese apresentada ao Concurso de Docéncia Livre de Zoologia Médica
e Parasitologia. aprovada com distingdo em 1955.
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tar confirmar ou infirmar a hipotese emitida e, como sugere o
uso de pequenas quantidades do ion CN, em doses inofensivas
para 0s animais, mas gue iria agir como catalisador negativo,
em face da catalase e da peroxidase, resolvemos retomar o as-
sunto. Nao serd demais, citar trabalhos de LESSER (1906) s6-
bre catalase, dizendo da acéo da &gua oxigenada sobre 0 A. lum-
bricoides, porque éle tem pouca catalase e, o de LASER (1944),
demonstrando que o A. lumbricoides, morre em uma hora, em
atmosfera de 02, pelo acumulo do peroxido de hidrogénio. O
conteddo baixo de catalase j& havia sido verificado para outros
helmintos parasitas, ﬁor Cooman e Van Grembergen (1942),
citado gor ON BRAND (1952), _ ,

- Sabe-se que em presenca de catalase e de peroxidase a agua
oxigenada age com menor Intensidade. Nos casos de enterite, a
catalase aumenta e. a peroxidase aumenta por sua vez, na en-
terite hemorragica. , _ _

A impressdo que nos resta é a de (iue., a maneira de agir,
seja inversa, conforme a espécie de helminto considerado e o
teor dos fermentos do tipo da catalase, redutase e peroxidase
que éles contenham. .

Para uma tentativa de estudo do mecanismo de acdo da
agua oxigenada sobre os helmintos mais comuns do cdo domés-
tico, estabelecemos o sequinte plano de estudos:

~a) evidenciar semi-quantitativimente a existéncia de en-
zimas nos helmintos parasitas, para posteriormente aquilatar a
influéncia que éles possam ter sobre a dgua oxigenada;

b? uma vez evidenciada a agdo da_agua oxigenada sobre
0s helmintos, por uma série de provas i* vitro, verificar qual
dentre os helmintos estudados sofre mais a agao dessa subs-
tancia;

_¢) verificar, também in vitro, se agentes inibidores da
acdo desses enzimas alteram a capacidade de acdo da agua
oxigenada; na hipotese disto se positivar, verificar se esta acao
ae ODSEIVa in vivo. _

Para a realizacdo dessas provas, estabelecemos o sequinte
esquema:
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A) Experimentacdo in vitro com a agua oxigenada.

1) Provas de sobrevida, para verificacdo da resisténcia
dos helmintos a estudar, quando fora de seu “habitat".

~2) Provas para verificacdo do tempo de morte dos hel-
mintos, quando colocados em contacto com a agua oxigenada
a 10 volumes por cento, em solucdo a 1% m

3) Verificacdo do tempo de morte dos helmintos a es-
tudar, quando colocados em contacto com a agua oxigenada, a
10 volumes por cento, em solugdo a 1% e com tracos de cia-
neto de potassio.

B) Evidenciar semi-quantitativamente, nos helmintos a
estudar, os enzimas do tipo da catalase, redutase e peroxidase.

~C) Em seqiéncia das experiéncias acima expostas, expe-
rimentar in vivo:

1) Acdo do enema de agua oxigenada a 10 volumes por
cento, em solugdo a 15% *, contra os helmintos parasitas do
cdo domeéstico.

2) A%éo~do enema de agua oxigenada a 10 volumes por
cento, em solugdo a 15% e com tragos de cianeto de potassio.

MATERIAL E METODOS

~ Para termos idéia do tempo de sobrevida fora de sua “ha-
bitat", dos helmintos com os quais trabalhamos, fizemos al-
qumas provas, utilizando-nos de exemplares adultos de Asca-
lidia aulli (Schrank, 1733), por ser material de mais facil ob-
tencdo .

_ gPara tanto, escolhiamos 10 exemplares do referido para-
sita, colocando-os em placas de Petri contendo solucdo fisio-
logica (NaCl a 9 por mil), As placas eram colocadas em estu-
faa 36-37" C e a verificacao de sobrevida era feita de hora em
hora. Em 7 experiéncias verificou-se que a A. galli tem, in vi-
tro e nas condicbes referidas, uma sobrevida que varia de 10

(*) Concentracdo recomendada por ARAUJO e GUIMARAES (1942).



190 Rev. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 6, fase. 2, 1958

a 48 horas, sendo mais freqlente a sobrevida de mais de 24
horas. Considerdvamos como mortos os exemplares que ndo
mais aparentavam movimentos nem quando excitados com um
estilete metalico ou com estimulo elétrico.

Ndo tiveram éxito as tentativas de melhorar as condigdes
de sobrevida in vitro, adicionando & solucdo fisiolégica subs-
tancias outras, como solucdo de agucar comum a 5 por mil ou
0 meio de Fenwick. modificado por Ackert e col, (19482.. Ao
contrario, a sobrevida de A. galli era maior quando se utiliza-
va somente a solugdo fisiologica.

‘Com o fim de verificar uma possivel acdo do cianeto de
potassio sobre a sobrevida de A. galli varias experiéncias fo-
ram realizadas, mergulhando éste nematoide numa mistura
de 99 ml de solucdo fisiologica com 1 ml de uma solucdo de
cianeto de potassio a 1%. As placas eram levadas a estufa a
36-37" C. O tempo médio de sobrevida da A. galli ndo se mo-
dificou com a adicdo de cianeto de potassio.

~Apos verificarmos a sobrevida in vitro em solucdo fisio-
logica pura ou quando acrescida de tragos de cianeto de potas-
$i0, passamos entdo a experimentar, nas mesmas condicOes de
tecnica, a acdo da_agua oxigenada guando acrescida a solucdo
fisiologica. Experiéncias foram feitas também adicionando, a
solucdo fisiologica agua oxigenada com cianeto de potassio,
nas propo;%oes ja indicadas. O tempo de sobrevida era deter-
minado sobre o Ultimo exemplar a apresentar movimentos,
dos 10 colocados em cada placa.

Os resultados estdo condensados no quadro I.
EXPERIMENTACAOQ E SEUS RESULTADOS
A) EXPERIMENTACAO "IN VITRO"
Como se pode verificar, & bem nitida a acdo da gua oxi-
genada in vitro sobre A. galli. Parece, mas ndo com muita ni-

tidez, que a adicdo de cianeto de potassio acelera a acdo da
agua oxigenada.



Rev. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 6, fase. 2. 1958 191

QUADRO |

Acdo da anua oxigenada e do cianeto de potassio, in vitro, sobre As-
caridia galli (Schrank. 1788) em presenca e em auséncia de muco

Solu%éo
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Morte do liltimo exemplar.

Resultados

Sobrevida superior a
24 horas. _
Sobrevida superior a
24 horas.

+ Morte em 1 hora
e 40 minutos. _
+ Morte em 25 mi-
nutos. _
Sobrevida superior a
24 horas. _
Sobrevida superior a
4 horas. _
Sobrevida superior a
24 horas. _
Sobrevida superior a
24 horas.

+ Morte em 2 horas
e 5 minutos. _
+ Morte em 24 mi-
nutos. _
Sobrevida superior a
24 horas. _
+ Morte em 32 mi-
nutos. _
+ Morte em 18 mi-
nutos.

Técnica de avaliacdo seini-quantitativa da catalase,

redutase e peroxiidase.

~ Depois de feitas experiéncias preliminares e de termos veri-
ficado que a quantidade de catalase presente, v. g. em Toxocara
canis ou em Ascaris lumhricoides, & homologa a encontrada em
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Ascaridia galli, mandavamos vir diariamente e na hora da ma-
tanca visceras de frangos e de galinhas do matadouro avicola,
para obtencdo da A. galll.. No laboratorio abtinhamos a maior
parte do material de helmintos (Ascaridia e Hymenolepls?, por
meio de um jacto de agua passando sob pressao forte pelo in-
testino (ACKERT & NOLF, 1929). Em SGF,UI.da, lavavamos 0s
helmintos, assim obtidos, em solucdo fisiologica, conservando-
0s depois de limpos ainda em solucao fisiologica.

Para a avallacdo semi-quantitativa dos enzimas catalasc,
redutase e peroxidase, utilizamos técnicas ja conhecidas, adap-
tando-as ao nosso trabalho, conforme adiante se descreve:

| — Catalase

Tomar 19 de helmintos recentemente obtidos. Picar com
tesoura histologica em gral. Adicionar 05 g de areia lavada,
triturando a sequir, até obtencdo de uma pasta. Completar o
volume a 10 mlcom solucdo fisiolégica. Colocar o material as-
sim preparado no catalasimetro, acrescentando, a seguir, 1 ml
de agua oxigenada a 10 volumes por cento.

O catalasimetro por nds usado foi o de Loeh (fig. n.° 1).

Feitas algumas provas preliminares, verificou-se que a lei-
tura da prova deve ser sempre feita nos primeiros 10 minutos;
verificamos também que com 1 ml de agua oxigenada a 10 vo-
lumes por cento, a reacdo se fazia imediatamente, chegando mes-
mo a esgotar a agua da parte graduada do aparelho; passamos
entdo a usar apenas 0.5 ml da agua oxigenada.

Para Hymenolepis, as primeiras provas, apesar de mostra-
rem reacdo pelo desenvolvimento de gas. deram resultados ne-
gativos, uma vez que a quantidade de gas que se formava ndo
era suficiente para fazer baixar a coluna de agua da parte alta
do aparelho. Por ésse motivo, fomos obrigados a_construir um
Eequeno aparelho baseado _nos mesmos principios que o de

0eb, dotado porém de maior sensibilidade, sendo-nos possivel
fazer, entdo, as medidas com &sse cestoide (fig. n.’ 23. .

O  funcionamento do aprelho se faz do modo seguinte: co-
locar o material, preparado como vem descrito, na parte infe-
rior do aparelho. Para éste grupo de helmintos, junta-se 1 ml
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de gua oxigenada a 10 volumes por cento. Fechar o recipiente
inferior com a rolha de borracha, tendo-se, porém, o cuidado de
deixar aberta a torneira, para que se ndo faca pressdo. Uma vez
bem colocada a rdlha de borracha, fechar a torneira. Assim
sendo, a medida que o lgéls se vai formando, éle vai empurrando
0 liquido contido no tubo em $, que contém em solucdo um co-
rante. para permitir melhor visao. Ao lado do tubo em S, colo-
ca-se uma pequena régua graduada de 10 cm, fazendo coincidir
0 zero da régua com o nivel da solucdo corante contida no tu-
bo em S quando em respouso ¢ esta coincidéncia nos dara o
ponto zero do aparelho. A medida que o gas se vai formando,
éle tende a sair pelo tubo em S empurrando portanto o liquido
corado, fazendo baixar seu nivel. Apos 10 minutos de reacdo,
faz-se a leitura, multiplicando o resultado por dois, obtendo-se
assim a quantidade aproximada de catalase em lg de triturado
do helminto. Feitas as medidas preliminares, calculamos a cor-
respondéncia em ml e verificamos_que, para cada trés unidades
da escala déste catalasimetro modificado, havia uma correspon-
déncia em ml igual a 0.1,

[l — Redutase

~Pesar 1¢ de helminto parasita, obtido como acima foi des-
crito. Picar e depois triturar com areia lavada. Quando se ob-
tiver uma ?asta, completar o volume a 10 ml com solucdo fisio-
logica. Colocar o material assim preparado em tubos estéreis,
fazendo-se escorrer pelas paredes 1 ml de uma solucdo de azul
de metileno a 0,5%, solugdo esta obtida a partir de uma solucéo
saturada do corante. Colocar os tubos em banho-maria, man-
tendo a temperatura entre 38-48° C. O tempo maximo para a
leitura destas provas foi também de 10 minutos. Muitas vézes
aconteceu que, mesmo antes de se levar os tubos ao banho-ma-
ria, a reducdo ja se fazia parcial ou totalmente. S
E' de se notar que. com freqiéncia, ndo nos foi possivel
demostrar a presenca de redutase em Hymenolepis.

[l — Pcroxidade

_ Triturar em gral 1 g de helminto recentemente obtido,
ajuntando-se 05 ¢ de areia lavada. Adicionar 1 ml de solucdo
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fisiologica e quando o material estiver quase pastoso adicionar
mais;

0) 1ml de uma solucdo de pirogaloi a 2%;

b) 1 ml de uma solucdo de dgua oxigenada a 10 volu-

mes por cento, a 20%.

A seguir deixar tudo em contacto pelo espaco de um minu-
to e entdo adicionar 15 ml de alcool absoluto. Depois de tudo
bem misturado, filtrar o material assim obtido, em papel de
filtro. A leitura ¢ feita imediatamente no colorimetro de Hel-
lige, usando-se como solucdo padrdo a purpurogalina em solu-
¢do alcoolica a 0,020 por mil. Depois de alyumas provas preli-
minares, reduzimos a solucdo padrao a metade, ou seja, solu-
¢do alcoolica a 0,020 por mil, percentagem que verificamos ser
melhor para o tipo de material com que trabalhamos. O res-
tante da técnica usada, tanto para as leituras como(gara 0S cal-
culos, foi feito de acordo com o que refere MUCCIOLO (1941),
para a dosa(];em de catalase e de Fergmdase_do leite.

Os resultados obtidos da avaliacdo semi-quantitativa da ca-
}?Ilasel,vredutase e peroxidase estdo resumidos nos quadros I,

elV.
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QUADRO I

MATERIAL — Ascaridia galli (Schrank, 1788). de Gallus gallus
domestieus.

Medidas semi-quantitativas de C'atalase, Redulase e Peroxidase.

Catalase (10) Redutase (10°) Peroxidase

1 35 Positiva 0.0040
2 45 0.0022
3 35 0.0045
4 45 0.0022
5 35 _ 0.0032
0 50 Negativa 0.0061
7 30 Positiva 0.0056
8 40 0.0027
9 35 0.0024
10 30 0.0033
il 35 0.0028
2 15 0.0046
13 3.0 0.0042
14 35 0.0032
5 05 0.0029
16 45 0.0081
7 35 0.0027
18 55 0.0047
19 35 0.0051
20 35 0.0027
2 30 0.0035
2 15 0,0032
23 35 0.0054
24 25 . 0,0038
25 35 0,0042
26 39 _
2 40 _
28 30 - -
29 35 - -
30 35 - -
ki 25 _ -
kY 30 - -
3 35 - -
Kl 50 _
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QUADRO 1

MATERIAL — Hymenolepis sg. de Gallus gallus domesticus.
Medidas semi-quantitativas de Catalase, Redutase e Peroxidase.

CATALASE REDUTASE PEROXIDASE
Unidades do A
catalasimetro C_orresponldedn- Colorimetro
modificado & &M Mi G 10 de Helligé
(10°) 2
1 2.0 0,066 Negativa 0.0048
2 6.0 0.2 Negativa 0.0032
3 2.0 0,066 Negativa 0.0039
4 4.0 0,133 Negativa 0.0032
5 20 0,066 Negativa 0.009
6 Negativa Negativa Negativa 0.0023
1 04 0.0134 Negativa 0,0013
8 Negativa Negativa Negativa 0,0064
9 Ne%atlva Neogatlva Negativa 0.0063
10 0 167 - 0.0075
1 2.0 0.066 - -
2 30 0.1 - -
13 2.0 0,066 — -

(*) Cada 3 unidades do catalasimetro modificado correspondem, se-
gundo determinados, a 0,1 ml de 0.

Apenas para comparar resultados de catalase e de peroxi-
dase, fizemos umas poucas provas com helmintos de outras
espécies parasitas e de outros hospedeiros. 'No quadro IV, con-
densamos os resultados obtidos, respeitando a ordem sequinte:

Catalasel
1 prova com Hymenolepis sp., obtido de rato de esgoto;
1 prova com D. caninum,

2 provas com Eurytrema coelomaticum (Giart & Billet,
1892), material de hovino.

4 provas com Ancylostoma caninum.
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Peroxidase:
1 prova com E. coelomaticum;
1 prova com A. caninum,

QUADRO IV
1) Hymenolepis sp. (Catalasimetro modificado)
Catalase em 10' — 15 igual a 01 cm ml de O,
2) Dipylidium caninum (Catalasimetro modificado)
Catalase em 10'— 0.75 igual a 0,1 em ml de O,

3) Eurytrema coelomaticum

Catalase em 10" — 050 ml de O; (Loeb)
10— 075

Peroxidase — 0.018

4)  Ancylostoma caninum
Catalase em 10" — 35 (Loeh)
" 10— 30

" 10' — 30
" 10— 40
Peroxidase — 0,045

Devemos notar que para as provas realizadas com Hyme-
nolepis, Dipylidium e Eurytrema também utilizamos 1 g de
helminto, ao passo que para Ancylostoma caninum, em virtu-
de de sua pequena dimensdo e pouco péso, trabalhamos com
apenas 01 g.

Dos resultados obtidos verifica-se que o A. caninum é mui-
to mais rico de catalase e de peroxidase do que os demais hel-
mintos por nos estudados.

A quantidade de cniaiase em A. caninum € cérca de dez vé-
zes maior que a encontrada em A. galli e, a de A. galli & cérca
dedZS vézes maior que a encontrada nos cestoides por nos es-
tudados.
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B) EXPERIMENTACAO "IN VIVO"

Acdo da agua oxigenada e 'da agua oxigenada com tracos de
cianeto de potassio, "in vivo™ com uma so aplicacao, sobre
helmintos intestinais do cdo domestico

_Tendo em vista os resultados obtidos nas experiéncias in
vitro, sobre Ascaridia ?allll..reso_lvemos experimentar a agua
oxigenada como anti-hefmintico, in vivo. N

Tomamos entdo 36 cdes, vindos do Deposito Municipal da

Prefeitura, os quais foram numerados e deixados, 18 em cada
canil, recebendo a mesma alimentacdo e nas mesmas condicdes
de ambiente, durante quatro dias Apds ésse tempo, sorteamos
0S cdes, para organizar trés lotes de 12 animais. Os do primei-
ro lote serviram como testemunhos. Os animais do segundo
lote receberam por enema 500 ml de agua oxigenada de dosa-
gem volumétrica conhecida, em solucdo a 15%. Os animais do
terceiro lote receberam tambeém 500 ml de agua oxigenada, nas
mesmas condicoes ja referidas, adicionados de 1 ml de cianeto
de potassio a 1% . A adicdo do cianeto de potassio ao enema fei-
to nos animais do terceiro lote teve como finalidade verificar
se a droga iria, também in vivo, agir como inibidor da catalase
e impedir o desdobramento da agua oxigenada antes desta en-
trar em acdo. A dosagem volumetrica percentual da agua oxi-
genada por nos usada, foi, em média, igual a 9,71 volumes por
cento. De cada partida, tirdvamos uma amostra da agua oxi-
genada para a feitura da dosa%em volumeétrica e os resultados
obtidos foram os seguintes: 9,73 — 9,73 — 971 — 9,60 — 9,70 e
9,59 volumes por cento. A solucao de cianeto de potassio empre-
gada foi sempre de preparacdo recente.

~ Faziamos a seguir exame rigoroso do tubo intestinal, divi-
dindo o delgado em trés porcdes mais ou menos iguais e aten-
tando principalmente para o ceco no intestino grosso.

Os parasitas encontrados eram separados porgenero e con-
tados. Os animais testemunhos serviam para nos dar o nimero
de parasitas possivel de ser encontrado nas infestagGes naturais
reveladas pelo exame das fezes. Ao sacrificar os que haviam re-
cebido os enemas de agua oxigenada e de dgua oxigenada com
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tracos de cianeto de potassio, tinhamos em mente, fazendo-se
a pesquisa e a .contgrqem dos helmintos encontrados, comparar
0 numero médio déles, com o nimero médio revelado pelos
animais testemunhos. Naturalmente, ndo sdo dados absoluta-
mente seguros, uma vez que, por fatores varios, os helmintos
podem abandonar o meio em que se encontram, ndo soi nos ani-
mais testemunhos, como tambem naqueles que tenham recebi-
do 0 enema com as drogas, sem que isto tenha acontecido por
efeito delas. . . _

Da literatura sabemos que das varias pesquisas realizadas
resulta gue a postura_de uma fémea de Ancylostoma caninum,
V. 0. € de cérca de 4.700 a 11.300 ovos diarios, sendo em média
|g,ua| a 8.000. A postura por fémea baixa quanto maior for o
numero de fémeas em parasitismo e, inversamente, aumenta
quando o nimero de fémeas diminui.

_Segundo trabalhos de PETERS, LEIPER & CLAPHAM,
realizados em 1941, vemos que ésses AA. demonstram a inefi-
cacia do exame das fezes, antes e depois do tratamento, como
meio de controle da acdo anti-helmintica dos vermifugos.

LEIPER & PETERS, em 1941 trabalhando com carneiros,
concluem que o estudo da avaliacao do péso dos hospedeiros e
um critério mais sensivel na avaliacdo da acdo vermifuga da
fenotiazina, do que a contagem de ovos antes e depois do tra-
tamento .

SPPEDING, em 1953, mostra que, com relacdo as fezes de
carneiro, a variagao do numero de ovos € alta demais, hora a
hora, dia a dia, para que se possa confiar em simples exames
quantitativos. A propria amostra de fezes apresenta variagdes
muito grandes, de porgdo a porgao.

GIBSON, em 1953, verifica que, as doses de fenotiazina, se-
%ue-se um periodo em que a contagem dos ovos cai a zero, Su-

indo depols gradativamente. Cavalos mantidos em condigoes
de ndo reinfestagdo por cérca de trés anos, durante os quais fo-
ram medicados até oito vézes com fenotiazina (30 g), e ésse
fenomeno se repetiu, no fim dos trés anos. quando sacrificados,
continham algumas centenas de parasitas cada um. Essa obser-
vacdo foi feita entre nos por VAZ & FRANCO ROCHA (1948),



QUADRO V

NUmero de vermes encontrados nas necropsias dos 36 cdes da
experiéncia n.° L

HA I-LO. + KCN Testemunhos
Cio n° A T D Céonu A T. D. Cdon" A T.
il 3B 8 0 38 112 0 28 18 il 14
26 20 10 2 14 16 il 0 30 114 1
3 0 26 0 3l 2 ! 0 29 50 0
21 1 1 1 | 3 0 0 3 13 2
40 0 4 0 13 0 8 0 39 26 3
3 1 0 0 47 4 0 0 5 42 0
8 3 2 0 24 0 g 0 43 58 24
41 217 5 5 45 0 0 33 5 10
15 5 8 0 44 4 b 0 10 14 4
37 0 0 0 28 18 1 0 7 13 7
42 229 15 0 2 2 0 0 2 1 13
16 24 2 1 46 0 0 0 48 28 12
Soma 545 8l 9 191 40 28 545 125
Média 454 6,7 0.7 159 33 2.3 454 104
D. P. 8 16 15 319 40 8.1 385 112
C. V% 18. 1134 2143 2006 1212 3522 848 1077
Notagdes — A. = Ancylostoma
T. = Trichuris
D. = Dipylidiiun

D.I*. - desvio padrdo
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uando em Aracatuba (Estado de S&o Paulo — Brasil), traba-
Inando com fenotiazina em centenas de bovinos, tiveram tam-
bém a oportunidade de encontrar infestacdes macicas em ani-
mais tratados e cujos exames de fezes estavam negativos.

_Para controle do efeito dos enemas feitos nos nossos ani-
mais de experiéncia, o sacrificio déles se impunha, uma vez
que o simples exame de fezes para pesquisa de ovos dos parasi-
tas apos os enemas, poderia ndo dar as indicacdes de que ne-
cessitavamos. Todos 0s animais foram por isso sacrificados, oi-
to dias apos a administragdo do enema.

Para melhor clareza, condensamos os resultados das nossas
experimentacdes no quadro V. o ,

Para as comparaces (test “t”) das medias dos numeros de
helmintos de cada um dos géneros supra, colhidos em animais
tratados e em testemunhos, verificamos que, para que os re-
sultados fossem significanets, o valor de "t” deveria ser igual
ou maior que 2,074, Destas comparacOes vimos que o resultado
se aproximou da significancia, no nivel de 5% ("t” = 2.049),
para Ancylostoma sp.. enquanto atingiu o limite de significan-
cia, no nivel de 5%.5”f’ = 2.088), para Triclniris sp. Estes re-
sultados foram obtidos (1uand0 comparamos animais tratados
com agua oxigenada contendo tracos de cianeto de potassio e
0s testemunhos. Com a agua oxigenada sem cianeto de potas-
sio, 0s resultados foram ndo significantes.

Experiéncias com trés aplicacdes de agua oxigenada
sobre helmintos do cdo doméstico

Pela grande variabilidade no nimero _de helmintos encon-
trados nas necropsias dos 36 ces da experiéncia n.° Le porque,
mesmo entre os testemunhos, encontramos em alguns tao pou-
cos parasitas, resolvemos fazer mais uma experimentacdo, co-
mo seque: .

Tomamos 15 cdes e os colocamos nas mesmas condices que
0s da_experiéncia anterior. Depois de quatro dias, sorteamos
0S animals, que passaram a constituir trés lotes de cinco ani-
mais cada_um. Os do primeiro lote serviram como testemunhos.
Os animais do segundo lote receberam 500 ml de agua oxige-



202 Rev. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 6, fase. 2, 1958

nada, de concentracdo volumétrica de oxigénio conhecida, em
solucdo a 15%, sob a forma de enema. Os do terceiro lote re-
ceberam também 500 ml de dgua oxigenada nas mesmas con-
dicoes acima referidas, aos quais adicionamos 1 ml de cianeto
de potassio a 1%.

Fizemos trés enemas para cada animal, com espaco de qua-
tro dias entre cada aplicacao. Sacrificamos 0s animais 24 horas
apos o Ultimo enema. Os resultados desta nova série encontram-
se condensados no quadro VI.

~ Nas mesmas condicBes usadas para os animais da experién-

cia n.11, para as comparacdes das médias do nimero de helmin-
tos de cada um dos géneros supra, helmintos colhidos em ani-
mais tratados e em testemunhos %t.este “t”), verifica-se que
para que os resultados fossem mgm icantes, 0 valor de “t” de-
veria ser igual ou maior que 2,306.

0 (nico resultado que chegou ao limite de significancia ao
nivel de 5% ("t” = 2,326) nos for dado por Ancylostoma sp.,
quando comparamos animais tratados com agua oxigenada e
0s testemunhos. Nas demais comparagdes, inclusive aquelas
que compreendiam tratamentos com H_OL mais KCN, os resul-
tados foram ndo significantes.

. Com a finalidade de verificar se a gua oxigenada e a agua
oxigenada adicionada de tracos de cianeto de potassio agia di-
ferentemente sobre machos e fémeas e sobre vermes de Idades
diferentes, fizemos a contagem de machos e fémeas de Ancy-
lostoma caninum, colhidos em todos os animais da experiéncia
n" 1 num total de 1217 exemplares, e os medimos um a um,
com um curvimetro, apos projeta-los em tela de r%egao, com
Eﬁldlascog)lo Zeiss, sequndo tecnica original de FRANCO RO-
CHA (1954).

Resumimos abaixo a técnica de mensuracdo adotada:
1) Fixacdo dos helmintos em formol acético.

2) Colocar de 10a 20 exemplares em lamina de vidro, re-
cobrindo-0s com uma laminula e adicionando por capilaridade
quantidade suficiente de solucdo fisiologica.



QUADRO VI

NGmero de vermes encontrados_nas necropsias dos 15 cdes da
experiéncia n.u 2.

H,0a K.O., + KCN Testemunhos

Cio n° A T. D. Cio nn A T. D. Cion°® A T.
29 116 0 4 4 105 19 6 4 ' 156 0
2 0 0 0 3 1 0 0 15 105 14
24 0 0 0 0 107 0 4 183 3 16
16 1 3 0 28 0 0 0 13 81 19
43 0 0 0 39 6 0 0 40 56 24
Soma 17 3 4 219 19 10 459 73
Média 234 0.6 08 438 38 2.8 918 146
D.P. 517 13 3 56,8 85 2.8 40.7 9.0
C.V% 2209 2167 225.0 1297 2237 1400 I 443 61,6

Notagies — A los
T

An_cKIostoma
.= Tric

D.
P.
V.

- uris
= Dipylidiuni _
= desvio padrdo

D
C.V.- coeficiente de variabilidade
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Cao n.°

41
42
il
26
31

8
21
15
4
16

3
40

Totais

QUADRO VII

Freqléncia de representantes de cada sexo nos vermes ancilostomideos,
encontrados nos cdes de cada lote da experiéncia n." 1

—
[N"]
wW

—~N oo

coviormoco—lBES

37 185

Notagdes — F. - fémeas

M. = machos

H/X + KCN

[F6]

OO ODOOD PLLUILD =]

o
—

Testemunhos

F M.
28 1
7 37
74 44
26 21
8 3
b 4
R 25
i 8
2 5
46 24
1 4

1 0
346 186
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23) Levar a lamina assim preparada com o material ao
Epidiascopio previamente ajustado para um aumento de 10 dja-
metros, fazendo-se a sequir a projecdo da imagem dos helmin-
tos em tela de projecdo. .

~4)  Medir a imagem sobre a tela de Fro ecdo com um 4eur-
viinetro”, de cartografia e dividir o resultado por 10.

Os tamanhos maximo e minimo, para adultos de Ancylos-
toma caninum, dados por quatro autores, vém expressos no
quadro VIII.

QUADRO VIl
Machos Fémeas
Neveu-Lemaire 9 12mm 9 21 mm
Morgan & Hawkins 9 1L2mm 121 mm
Monning 0 122mm 14 16 mm
Cesar Pinto 10 12mm 14 16 mm

As medidas por nos obtidas e feitas pelo “curvimetro”, co-
mo atrds vem descritas, estdo condensadas no quadro IX. sendo
0s limites inferior e superior, respectivamente: machos = 4 —
15 mm; fémeas = 3 — 16 mm,

QUADRO IX
h2 . R.O., + KCN Testemunhos

De9mm Com De9mm Com De9mm Com
para Menos  para  menos  para  menos
cima de9mm cima de9mm cima de 9mm

Machos 69 114 25 26 105 8l
Fémeas 365 13 87 43 37 16

~ 0s machos foram medidos desde a extremidade anterior
até ao cone genital.
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. As diferencas obtidas quando comparamos a acdo da agua
oxigenada e da agua oxigenada com cianeto de potassio, sobre
ancilostomideos machos e fémeas e /de tamanhos diferentes, co-
Ihidos nas necropsias dos cdes da experiéncia n." 1. também fo-
ram ndo significantes.

0 motivo da escolha de ancilostomideos dos cdes de expe-
riéncia, para interpretacdo da possivel influéncia da acdo da
agua oxigenada e da agua oxn};}enada com cianeto de potassio

em relagao ao sexo e ao tamanho dos vermes colhidos nas ne-
cropsias dos ces da experiéncia n.° 1, foi devido ao fato de
Serem sempre 0S mais numerosos e por sua localizagdo se fa-
zer mais alta no intestino.

DISCUSSAQ DOS RESULTADOS
A) PROVAS "IN VITRO"

Apesar de os dados referentes as provas in vitro ndo obe-
decerem O_YI?.OT quantitativo, uma vez que as provas foram
semi-quantitativas, foi nossa intencdo dar valores que pudes-
sem ser ao menos comparados entre si. Quando encontramos
referéncias relativa:; a quantidade de enzimas, principalmen-
te do tipo da catalase, sdo elas sempre expressas como "0s as-
carideos tém pouca catalase; os vermes como a Taenia pisi-
formes e a Fasciola hepatica tém teor muito baixo de catalase”.
N&o nos cabe discutir n mérito de tais afirmativas, ditadas pe-
la prudéncia. Fazendo, porém, numerosas provas para evi-
denciacdo de enzimas do tipo de catalase, da redutase, e da
P_eromdase e. obtendo valores de provas feitas semi-quantita-
ivamente, julgamos poder, a simples titulo de comparacao,
lancar mo désses valores, para dizer, V. g que 0s ascariceos
tém pouca catalase, em média 3,35 unidades do catalasimetro
de Loeb, enquanto os cestoides acusam um teor baixo désse
enzima, em média 051 unidades.

Ao fazermos o estudo comparativo do teor de catalase, de
redutase e de peroxidase de helmintos parasitas, englobando
0s cestoides (Dipylidium e Hjmenoleplsf, 0 trematoides Eu-
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rytrema), os nematoides (Ascaridia, Asearis, Ancylostoma).
pudemos verificar o seguinte:

a) Proporcionalmente aos valores relativos expressos, 0s
trematoides e os cestoides sdo 0s que tém teor mais baixo de
catalase. Encontramos a seguir os nematdides ndo sugadores
de sangue, com cérca de duas vezes e meia mais catalase e, fi-
nalmente, 0s nematoides sugadores de sangue, nos 3uals a quan-
tlda_d§ é proporcionalmente muito maior (cérca de dez vézes
mais).

b) Julgamos poder afirmar que a redutase estd sempre
P,r_esente nos nematoides, ndo acontecendo o mesmo para 0s Ces-
oides (Hymenolepis), uma vez que as provas realizadas foram
sempre negativas para éstes helmintos.

~¢) Pelo estudo dos dados colhidos apos leituras colorimé-
tricas (colorimetro de Hellige), encontramos valores aproxima-
dos de peroxidase em nematoides ndo sugadores de san?ue (As-
carldla;e em cestoides (Hymenolepis). Os maiores valores fo-
ram: Trematoda (Eurytrema) e Nematoda sugadores de san-
gue (Ancylostoma).

Seria temerdrio avancar que, ao medirmos a catalase e a
peroxidase de Eurytrema’e de Ancylostoma, estivessemos me-
dindo ndo apenas o0 enzima désses helmintos, mas tambem o do
sangue que Eles pareciam conter, uma vez que ndo dispunha-
mos, N0 momento, de meios para essas determinagdes.

Nessas condicOes, parece-nos possivel admitir que, pelo me-
nos in vitro, quanto_menor seja 0 teor de enzimas do tipo de
catalase e da peroxidase, encontrados nos helmintos por nos
estudados, mais sensiveis éles se mostram aos efeitos da agua
oxigenada.

Relativamente & potencializacdo do efeito da agua oxige-
nada, quando se usa um veneno da catalase, que iria agir co-
mo catalisador negativo, verificamos que éste fato se da in
vitro, em todas as placas. Acontece, porém, que. nas placas
onde colocamos uma certa porcdo de muco do proprio intesti-
no, a morte ocorria em espago de tempo mais curto.
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Parece-nos permitido indicar que a acdo da dgua oxige-
nada in vitro depende dos enzimas catalase e peroxidase, seu
efeito se fazendo sentir na razdo inversa da quantidade déles
e ndo pelo desdobramento da agua oxigenada.

B) PROVAS "IN VIVO"

Ao analisarmos os dados obtidos com as experiéncias n.°s
1 e 2, cujos resultados se encontram condensados nos quadros
Ve VI, verificamos, de imediato, a grande variabilidade do nu-
mero de vermes na luz do intestino, quer nos animais que ser-
viram como testemunhos, quer naqueles que foram tratados
com agua oxigenada e com agua oxigenada contendo tracos de
cianeto de potassio. Essa grande variabilidade poderia talvez
indicar o porqué de ndo resultarem significantas as diferen-
¢as entre as médias obtidas, quando comparados os resultados
entre as medias do nimero de vermes encontrados nos animais
que serviram como testemunhos, com as do numero de vermes
encontrados nos animais que haviam sido tratados, bem como
entre as médias do nmero de vermes encontrados nos animais
gue haviam recebido seja agua oxigenada, seja agua oxigena-
a com cianeto de potassio. Como trabalhamos com animais
que sofreram infestacdo natural a aplicacdo do teste de hete-
rogeneidade das variancias itesje de Bartlettg/ revelou que as
variancias de algumas populacdes (quadros V e VI) se mos-
traram, quando cotejadas, significantes, prejudicando ou mes-
mo anulando a validade do teste “t”. A o
~Na experiéncia n.° 1, para que os resultados fossem mgm-
ficantes. o valor de "t" deveria ser |gua! ou superior a 2,074
Da comparagdo, vimos que o resultado se aproximou da sig-
nificancia ao nivel de 5% (“t” = 2.049), para Anc?llostoma P,
enquanto atingiu o dmite de significancia ao nivel de 5% (“t”
= 2,088) para Trichuris sp. quando comparamos animais tra-
tados com agua oxigenada contendo tracos de cianeto de potas-
$io, Com 0s animais que serviram como testemunhos,

‘Na experiéncia n." 2, 0 valor de “t" deveria ser igual ou su-
rfJ_eglor_a 2,306. O Unico resultado que atingiu o limite de signi-
icAncia ao nivel de 5% ("t” = 2,326) nos foi dado por Ancy-
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lostoma sp., quando comparamos animais tratados com &gua
oxigenada e os testemunhos. o

Nas demais comparacOes feitas nas duas experiéncias, os
resultados foram ndo significantes. E’ preciso, também (e isto
se verifica ao estudarmos o conteddo dos quadros V e V1), le-
var em linha de conta que, ao lado de resultado praticamente
negativo (cdo testemunho n.° 32), com apenas um exemplar de
Ancylostoma sp.. encontramos animais tratados que. apos, a
necropsia, ndo apresentavam nenhum exemplar désse parasita
(quadro V — caes n.°s 35, 40 e 37, dos tratados com agua oxige-
nada, e cdes n.'s 13 24. 45 e 46, dos tratados com agua oxige-
nada contendo tra.%_os de cianeto de potassio). , .

A fim de verificar se havia acdo diferente da agua oxige-
nada e da agua oxigenada com tracos de cianeto de potassio, So-
bre machos e fémeas de idades diferentes, dos vermes ancilos-
tomideos colhidos nos animais da experiéncia n. 1, fizemos a
contagem dos vermes colhidos, separando-0s em sexos e medin-
do-0s segundo técnica descrita (pag. 35) ec_udos resultados con-
densamos no quadro IX. As diferencas obtidas quando compa-
ramos a acdo das substancias em experiéncias, sobre sexo e ta-
manho dos ancilostomideos colhidos dos animais da experiéncia
n." 1 também foram ndo significantes.

. Aandlise estatistica_dos resultados obtidos nas provas que
visavam esclarecer a agao da agua oxigenada e da agua oxige-
nada contendo tragos de cianeto de potassio, tanto sobre os ver-
mes mais comuns do cdo doméstico, como sobre sexo e tama-
nho dos ancilostomideos colhidos nos animais da experiéncia
n. 1 ndo nos permitiu concluir se essas substdncias sdo ou ndo
eficientes como anti-helmintico.

Como se pode inferir dos diversos dados colhidos na litera-
tura, quando se fazem estudos experimentais de helmintologia.
particularmente para_avaliar a acdo de anti-helminticos. depa-
la-se com a variahilidade do nUmero de vermes encontrados
nos animais testemunhos, como um entrave para a interpreta-
¢do dos resultados. Varios fatores interferem nas infestacoes
experimentais, ndo permitindo, muitas vézes, que se dé uma in-
terpretacdo satisfatoria dos fendmenos observados. Um dos fa-
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tores importantes diz respeito a resisténcia individual do hos-
pedeiro e, ao lado déle, segundo CULBERTSON (1941). deve-
mos ainda considerar a idade, o sexo, a alimentacdo, o estado
de saude e a existéncia de parasitismo, por helmintos parasitas
de g[uPos diferentes. _ ) . _

Estes fatores, ja evidentes nas infestaces experimentais,
talvez se mostrem ainda mais acentuados nas infestagdes natu-
rais. particularmente se considerarmos que 0s nossos animais
de experiéncia eram cées de rua, nos quais o patriménio genéti-
co & de uma heterogeneidade marcante.

CONCLUSOES

A anélise, discussdo e interpretacdo dos resultados expe-
rimentais conduzem a uma série de concluses, que passamos
a relatar, separando, para_maior clareza, as referentes as pro-
vas in vitro daquelas relativas as provas in vivo.

PROVAS "IN VITRO"

1) E'nitida a acdo da agua oxigenada in vitro sobre As-
caririia galli.

2) Determinages semi-quantitativas de catalase, redutase
e peroxidase em helmintos indicam que os Nematoda sdo mais
ricos que os Cestoda, sendo que, dos primeiros, os hematofagos
sd0 mais ricos que os ndo hematofagos.
33 Ha indicacdo de que a acdo anti-helmintica da agua oxi-
gena a in vitro & inversamente proporcional & concentracdo

aqueles enzimas nos helmintos com os quais & posta em con-
tacto .

4). Ha também indicios de que o cianeto de potassio re-
for¢a in-vitro a acdo anti-helmintica da agua oxigenada.

PROVAS "IN VIVO”

1) Os cées de rua da cidade de S&o Paulo apresentam in-
festacdo natural por AncKIostonla caninum (Ercolani, 1859).
Trichuris vulpis (Froelich, 1789), Dipylidium caninum (L.,
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1758). com grande variabilidade numérica de individuo para
individuo. o N _

2) Esta grande variabilidade condiciona um érro residual
elevado na analise, dificultando a obtencdo de significancia es-
tatistica nas comparagGes entre grupos de animais tratados e
ndo tratados. _ _ _
_3) Das experiéncias realizadas, ndo se pode afirmar a efi-
ciéncia da acdo anti-helmintica da agua oxigenada, mesmo quan-
do_adicionada de cianeto de potassio, sobre helmintos intesti-
nais do cdo doméstico.

SUMMARY

The action of HO- on helminth with poor degree of cata-
lase was already mentioned bg BUTZ and LALAND (1934).
SCHWARTZ and PORTER (1 372 WHITNEY (1939), ARAU-
JO and MACHADO GUIMARAES (1942), ARAUJO (1942),
and LASER (1944). The latter has demonstrated that the As-
caris lumbricoides dies in one hour in_an atmosphere of O-,
because of the forming hydrogen peroxide. _

Our own investigations, frying to explain the action of
H2o00n the canine helminthiasis, were done as follows:

A — Experiments in vitro:

1) Behavior of the helminths out of their habitat.
2) Behavior of the helminths when in contact with an
1% H”0j. 10 volumes, solution.

3) Behavior of the helminths when in contact with an
1% 10 volumes solution, with traces of potassium cyanide.

B — Half-quantitative searching of enzymes — catalase, redu-
tase and peroxvdase in the helminths.

C — Experiments in vivo:
1) Action of the 15% HO" 10 volumes solution on the
canine helminthiasis.

2? Action of the 15% H-0_. 10 volumes solution with tra-
ces of potassium cyanide on the canine helminthiasis.
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EXPERIMENTS “IN VITRO"

To test the behavior of the helminths out of their own
habitat, Ascaridia galli (Schrank. 1788) were put in saline so-
lution in an oven at 36 -37° C. They were checked everly each
hour and those which did not respond to mechanical or eletrical
stimulation were considered dead. . _

The results were not satisfactory hecause theK died easng,
even if the saline solution was enriched by saccharose 5 1000
or bb "Fenwick"" modified by Ackert et al (1948). .

sing saline solution (99 ml) with 1 ml of a vz solution
of potassium cyanide, the time of death remained the same as
in the former test, but different results were obtained using
saline solution (99 ml) with 1 ml of 10 volumes, or saline
solution (98 ml) with i ml of H-OF volumes % and 1 ml of
1% potassium cyanide solution (see table I).

HALF-QUANTITATIVE SEARCHING OF ENZYMES

As the amount of catalase in Toxocara canis or in Ascaris
lumbrieoides is equivalent to that of Ascaridia galli, chicken
helminths were used by convenience, chlefIE Ascaridia and
Hymcnoleﬁls_. They were treated by ACKERT and NOLF
(192%) technique and kept in saline solution. .

or the catalase, redutase and peroxydase searching, the
general techniques were used, sometimes slightly modified.

CATALASE — 1 gr of helminth was cut into little pieces
and mixed with 0,5 gr of washed sand in order to form a 8aste,
to which was added saline solution until a volume of 10 ml.
To this material, after beln? in the catalasemetre of Loeb was
added 05 ml of H-0 . 10 volumes. _
~ While searching the catalase of Hymcnolepis, a more sen-
sible catalasemetre had to be built (Fig. 2).

The results are shown in tables Il. Ill"and IV,

REDUTASE — The material was P_repared as for the ca-
talase test. To the 10 ml of saline solution which contains the
helminth extract, and is kept in a steril tube. 2 ml of liquid
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vaseline is added and the n 1 ml of a 0,5% solution of methylene
blug is 8entl¥ powred in. The steril tube remains in hot water
atd38”-|4 ° C for 10 minutes. The results are shown in tables Il
and Il1.
~ PEFOXYDASE — 1 gr of helminth cut into little pieces
is mixed with 0,5 gr of washed sand and 1 ml of saline solution
in order to form a past, to which are added 1 ml of a 2% pyro-
allol solution and 1 ml of a 20% 10 volumes solution.
fter 1 minute, 15 ml of absolute alcohol are added and well
mixed. Immediately after filtering the material is checked in
a Hellm% colorimetre using as hasic solution purporogalin
0.010/1000. The next steps were the same as used by MUCCIO-
LO (1941) while testing the milk peroxydase. The results are
in tables II. 11l and IV,

EXPERIMENTS IN VIVO

Fifty one dogs were used; 36 in a first test and 15 in a
aetc.ond, all under the same experimental and maintenance con-
itions.

“The first 36 animals were separeted into three groups from
which 12 remained as testimony: 12 received 500 ml of a 15%
H2 2 10 volumes solution (one dosis each) and 12 receibed 500
ml of a 15% H;jOl 10 volumes solution with 1 ml of 1% potassium
cyanide (one dosis each). . _

After sight days all 36 animals were killed and examined,
because just fezes examinations would not be absolute as de-
monstrated by PETERS. LEIPER and CLAPHAM é1941)' LEI-
PER and PETERS (1941); VAZ and FRANCO ROCHA (1948);
SPPEDING (1953) and GIEBSON (1953).

The other 15animals were also separated into three groups:
5 testimony dogs; 5 which received 500 ml of a 15% H-.0.. 10
volumes solution (3 dosis, one every 4th day); and 5 which
received 500 ml of @ 15% HIOv 10 volumes solution with 1 ml
of potassium cyanide 1% (3 dosis, one e_very 4th day).

Twenty four hours after the last dosis all 15 animals were
killed and examined. The findings of the 51 tested dogs are
shown in tables V and VI.
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In order to check if there was any difference in the action
of hydrogen peroxide and _hrdrogen peroxide with traces of
potassium cyanide on the different ages, males and females of
Ancylostoma caninum, 1217 parasites from 36 of the first dogs
were measured by FRANCO ROCHA (1954) technique usmg
?XZelss epidiascope. The results are shown in tables VII an

CONCLUSIONS

1) The action of hydrogen peroxide in vitro on Ascari-
dia galh IS evident. o
Considering the half-quantitative search of enzymes,

the Cestoda has less catalase, redutase and peroxydase than
the Nematoda, and among the latter, the non hematophagous
have less than the hematophagous. _

~3) It seems that the action of hydrogen peroxide on hel-
minths, in vitro, is inversely proportional to their enzyme
amount. _ o _
~4) 1t seems too, that the Fota33|um cyanic reinforces, in
vitro, the action of H-.0- on helminths.

5) Most of the canine population of Sdo Paulo shows a
natural infestation by Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859),
Trichuris vulpis (Froelich. 1789) Dipylidium caninum (L., 1758),
with great numeric variability from one dog to another.

6) The numeric variability determines such an analytical
error, that it is difficult to compare the statistical significance
between the treated and non treated animals. _

) The eficiency of H.0j. even with traces of potassium
cyanide, in the treatment of canine helminthiasis is not absolute.
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