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RESUMO - Um dos mais graves entraves da ovinocultura tem sido o controle de
nematoides gastrointestinais no rebanho, sobretudo pelo aparecimento de cepas
resistentes aos anti-helminticos convencionais. Este cenario estimula pesquisas de
cunho biotecnolégico de modo a avaliar ativos vegetais com atividade anti-
helmintica, seja para o desenvolvimento de farmacos convencionais ou fitoterapicos,
se especialmente elencarem vantagens de eficiéncia, custo e seguranga. O presente
trabalho teve por objetivo investigar a atividade anti-helmintica de plantas
selecionadas de acordo com critérios etnofarmacoldgicos e quimiotaxondmicos bem
definidos, através de ensaios in vitro contra ovos, larvas e adultos de
trichostrongilideos parasitas gastrointestinais de ovinos, e posteriormente em
ensaios in vivo envolvendo a utilizagdo de animais naturalmente infectados.
Considerando a exatiddao proporcionada por controles positivo e negativo apds
padronizagao dos testes, foram avaliadas as agdes ovicidas, larvicidas e contra
parasitas adultos de diferentes diluicées a partir do extrato aquoso bruto da casca de
Persea gratissima, das folhas de Lavandula officinalis, Pothomorphe umbelata,
Alpinia speciosa, Annona muricata, Achyrocline satureioides, Passiflora edulis, das
raizes, haste, folha e flor Bidens pilosa. Dos extratos aquosos ensaiados, aquele de
A. muricata foi o mais efetivo, apresentando efeito inibitério da eclodibilidade de ovos
e motilidade larval na ordem de 90-100%, quando comparado ao controle negativo.
Ademais, o extrato foi capaz de inibir completamente a motilidade dos parasitas
adultos nas primeiras quatro horas de observagdo do teste, efeito equiparavel
aguele obtido no controle positivo e diverso do negativo que em 4 horas de
experimentacao ainda mantinha cerca de 70% da motilidade dos parasitas adultos.
Finalmente, o extrato de A. muricata foi avaliado para sua agao anti-helmintica in
vivo, entretanto, os resultados obtidos ndo acompanharam o perfil efetivo do extrato
como aquele observado para os ensaios in vitro.

Palavras Chave: Anti-Helminticos; Extratos de plantas; Ovinocultura e

Trichostrongilideos.



ABSTRACT - One of the most important problem the sheep farming has been the
control of gastrointestinal nematodes in sheep, specially by appearance of strains
resistant to anthelmintics conventional. This fact encouraged biotechnology
researches for to evaluate anthelmintic activity of plants naturally active, for the
developed of drugs conventional or phytotherapy, especially to list the advantage of
efficiency, cost and safety. This work aimed to analyze of anthelmintic activity by
selected plants according criteria defined as ethnopharmacological and
chemotaxonomic, by in vitro assay against eggs, larval and adult forms of
gastrointestinal parasitic trichostrongylid of sheep, and later in vivo to involving
naturally infective animals. Considering the accuracy provided by positive and
negative controls by standardized test, were evaluated the actions against eggs,
larval and adults in different dilutions of the extracts aqueous from the bark of Persea
gratissima, leaves of Lavandula officinalis, Pothrmorphe umbelata, Alpinia speciosa,
Annona muricata, Achyrocline satureioides, Passuflora edulis, roots, stem, leaf, and
flowers, Bidens pilosa. Among the tested extracts, extract A. muricata was the most
effective, to showing inhibition of egg hatchability and larval motility in order of 90 —
100%, compared to negative control. Moreover, the extract was able to inhibit
completely the motility of parasitic adult in the first four hours of the test observation,
effect comparable that obtained in the positive control, and opposite of the negative
control in the 4 hours of experiment which had still about 70% of the motility of
parasitic adult. Finally, the extract of A. muricata, was evaluated for your in vivo
anthelmintic action, however, the results did not follow the profile of the extract
effective as that obtain in vitro.

Key words: Anthelmintcs, extract of plants, sheep farm, trichostrongylid.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a criagdo de ovinos foi explorada de maneira intensa nas ultimas
décadas, principalmente pelo interesse na obtengao de derivados como carne, leite
e la. A carne, sobretudo, tem despertado o forte interesse recente da classe média
no sul e sudeste do pais. No entanto, se por um lado tal atividade se apresenta
como uma forte alternativa pecuaria, por outro, o despreparo relativo dos criadores,
muito antes da cultura se fortalecer, apresentou-se como problema para maior
expansdo do negécio. Dentre alguns dos entraves, o tratamento desordenado de
parasitoses, inclusive gastrointestinais, trouxe ao longo do tempo, resisténcias de
varias espécies parasitarias para muitas das drogas anti-helminticas até entao
amplamente utilizadas.

E sabido que a utilizacdo de plantas como fonte medicinal consiste de uma
alternativa milenar na cura de muitas doencgas, tanto para humanos como para
animais de criagao. Esta sistematica também se aplicada ao controle de parasitoses,
incluindo aquelas gastrintestinais em ovinos, 0 que norteia as perspectivas para o
desenvolvimento de fitoterapicos que venham auxiliar no tratamento e controle das
infecgbes parasitarias.

Tal paradigma impulsiona pesquisas biotecnolégicas que tem por objetivo
avaliar extratos e ativos isolados de espécies de plantas de carater medicinal, que
contenham atividade anti-helmintica e possam auxiliar os farmacos atualmente
utilizados. Neste trabalho, através de ensaios in vitro, extratos naturais de origem
vegetal foram avaliados quanto suas eficacias na inibicdo de eclodibilidade de ovos,
diminuicao da viabilidade larval e de parasitas na fase adulta, de algumas espécies
de nematodos causadores de parasitoses gastrintestinais em ovinos,
nomeadamente da classe dos trichostrongilideos. Em seguida, o extrato de melhor
efetividade foi avaliado in vivo, com animais contaminados naturalmente, seguindo
as regulamentagbes experimentais de testes estabelecidas pelo governo federal

para validacao de ativos de interesse veterinario.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Panorama s6cio econdmico genérico da ovinocultura

A criacdo de ovinos e caprinos, caracterizada como uma cultura rustica e
adaptavel a diversas condigbes climaticas, solos e vegetagcbes, é praticada em
varios continentes. No mundo, apesar de ainda representar 5% do volume total de
carnes produzidas, a produgdo de carne ovina e caprina passou por aumento de
6,5% entre 2003 e 2005, o que resultou no maior avango relativo comparado aos
principais tipos de carnes consumidas para o periodo (NOGUEIRA e JUNIOR,
2005). Segundo a Associacdo Paulista de Criadores de Ovinos (ASPACO), o
comércio dos produtos derivados da criagdo de ovinos e caprinos movimenta US$
11 bilhdes por ano no mundo (ASSOCIACAO PAULISTA DE CRIADORES DE
OVINOS, 2010).

No Brasil, pais com ampla diversidade climatica, a ovinocultura se consolidou
e se fortaleceu no mercado pecuarista nos ultimos anos, se tornando uma alternativa
promissora de comércio, destacando a carne, la e pele como os principais derivados
desta pratica. Segundo a Associagcdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO),
apesar do superavit, o Brasil detém menos de 1% da producdo mundial de carne
ovina, e seu consumo ainda € de 400 gramas por habitante. Para dado comparativo,
no ano de 2010, o rebanho total de ovinos em todo Brasil foi de cerca de 16,4
milhdes de cabegas. O objetivo para os proximos anos € elevar o plantel e
proporcionar maior oferta da carne, de modo que seu consumo seja de
aproximadamente 2,5 quilos por habitante/ano (JORNAL O ESTADO DE SAO
PAULO, 2010).

As qualidades da carne de cordeiro, que corresponde ao carneiro abatido
entre 110 e 120 dias, vao muito além do sabor e da maciez. Este tipo de carne é
fonte excelente de proteina, ferro, fésforo, célcio, vitaminas, inclusas as do complexo
B, além de ser de baixo teor caldrico e pobre em tipos de gorduras prejudiciais a
saude humana. Considerando a importancia nutritiva da carne e, sobretudo, a
importancia da pratica para a economia pecuaria nacional nas ultimas décadas, as
caracteristicas da atividade e plantel assumem finalidades e contornos particulares
em cada regido do pais (SANTHANNA, 2010).

No nordeste brasileiro, a criagdo de ovinos é bastante antiga e tradicional,

sendo o0s primeiros animais trazidos ainda pelos colonizadores. Nesta regido, a
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cultura de maneira subsistencialista, possui grande importancia socioecondémica,
sendo destinada principalmente a populagdo de baixa renda, por constituir a
principal fonte de proteina animal através da carne, e do leite para fabricagdo de
seus derivados. Em regime de pecuaria extensiva, a regido detém cerca de 56,30%
da producdo nacional, pois que também & favorecida pelas caracteristicas
geoclimaticas. Deste modo, o manejo de animais € feito ainda de modo rudimentar,
sem padronizagdo da produgdo ou processamento e da destinagdo logistica-
comercial de seus derivados bem planejadas (LEITE, 2000).

No estado de Sado Paulo, onde a pratica ganha contornos cada vez mais
robustos, o rebanho aumentou de 257.400 mil para 324.700 mil cabegas no periodo
de 1996 a 2005, o que corresponde a um aumento de 26,10%, atingindo nos ultimos
trés anos um salto de producdo da ordem de 83% (JORNAL ESTADO DE SAO
PAULO, 2010). Neste estado, a ovinocultura é direcionada para produgdo comercial
de carne, oferecendo cortes especiais com altos valores agregados, destinados
principalmente a consumidores de classe média-alta (LONAS NEGRAS, 2010).
Dada a exigéncia maior deste tipo de publico consumidor, a producdo € mais
padronizada e envolve uso de tecnologias sofisticadas, melhoramentos genéticos,
uso de inseminagéo artificial com controle da produgéo e programagao das parigoes,
cruzamento de embrides com alto potencial zootécnico, melhoria da gestdo das
unidades produtivas, e programa estratégico na pratica da vermifugagéo levando em
consideracdo a dosagem, periodicidades das aplicagcdes, condi¢cdes climaticas e
ambientais da regiao e do pasto. Estas agdes favorecem a manutengao do controle
de qualidade do plantel e dificulta o desenvolvimento dos diferentes estagios do
parasita gastrintestinal infectante (NOGUEIRA e JUNIOR, 2005).

Este segmento no estado paulista é favorecido pela proximidade dos
mercados consumidores, facilidades de escoamento da produgéo, abatedouros e
frigorificos destinados ao abate e corte de pequenos animais, aproveitando-se da
tradicdo do estado na pratica da bovinocultura de corte e leite. Entretanto, a
producao paulista ainda ndo atende completamente a demanda interna de consumo,
0 que faz o estado negociar carne com o estado do Rio Grande do Sul, ou mesmo
importar carne do Uruguai, principal fornecedor e responsavel por 10% da carne
consumida no Brasil, além de Argentina, Australia e Nova Zelandia (YONEYA, 2011,
EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS, 2010; STAUDT e SILVA, 2008).

O estado do Mato Grosso, com perfil de manejo e criagdo do rebanho

semelhante ao do estado de Sao Paulo, registrou nos ultimos trés anos um aumento
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superior a 27% na participagcado da criagao e produgao de carne ovina no Brasil
(SANTHANNA, 2010).

A regiao sul do pais, onde a atividade também se consolidou de modo
consideravel, € a segunda maior criadora de ovinos. Seu manejo do rebanho esta
direcionado principalmente para a producéo de |4 destinada para a industria téxtil,
em detrimento da produgcdo da carne. No entanto, pesquisas realizadas entre
acougues e redes de supermercados também registraram nos ultimos dois anos um
aumento de 21% nas vendas de carne ovina (CHOA, 2010; EMBRAPA CAPRINOS
E OVINOS, 2010).

Ainda que a exportagao brasileira da carne ovina para outros paises seja
insignificante, o sucesso recente do mercado de criagdo de ovinos no Brasil tem
chamado a atencao de paises vizinhos, o que mantém ciclos de negdcios e trocas
de experiéncias entre produtores e mesmo pesquisadores do Brasil e Argentina
(OJIMA; BEZERRA; OLIVEIRA, 2006).

Dentro da cadeia produtiva a pele ainda é um derivado importante,
considerado suvenir de grande valia, apresentado na forma de napa, pelica e
camurca, na producdo de roupas e calcados. A Unido Européia € o principal
importador de pecas do Brasil, tendo comprado por volta de 300 toneladas de pele
somente no ano de 2004 (NOGUEIRA e JUNIOR, 2005).

Em suma, o plantel de ovinos, ainda que em recrudescimento no mercado
pecuario, tanto no Brasil como no mundo, mostra ser uma cultura vantajosa e em
expansao, com enormes perspectivas de sucesso, se arranjada de modo racional e

se superar seus grandes desafios.

2.2. Desafios da ovinocultura: Verminoses gastrintestinais

O aquecimento da atividade mostrou mais nitidamente os problemas
envolvidos na criacao. Estes vao desde a caréncia de informagdes técnicas quanto
ao manejo, vermifugagdes realizadas sem auxilio veterinario somado a erros nas
dosagens, administragdes, aplicacdes e periodicidades, falta de controle estratégico
associado a estagdo geoclimatica do ano, uso frequente da mesma classe
farmacoldgica anti-helmintica, clandestinidade de criadouros e abatedouros, baixa
adesdo a eventuais programas de apoio governamental e até o uso de pouca
tecnologia que alternativamente visam baratear o custo de producao (VIEIRA, 2008).

O confinamento de um numero muito grande de animais por piquetes também é uma
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pratica comum, especialmente no estado de Sao Paulo, o que amplia os riscos de
doencas (FURTADO, 2006), e resulta em perdas diretas e indiretas em funcéo de
entraves sanitarios e zootécnicos, como deficiéncias nutricionais, e proliferacdo de
doengas infecciosas ou parasitarias tal como verminoses ou helmintiases (MELO;
NOGUEIRA; RODRIGUES, 2005).

Dentro da cadeia produtiva, as infestacbes gastrointestinais por helmintos séo
uma das importantes causas de prejuizos econdmicos e déficit na produtividade da
ovinocultura, sendo um fator limitante para este setor, o que faz assumir uma
posicao de destaque dentre as dificuldades e problemas enfrentados no plano de
producgéo (GITHIORI; ATHANASIADOU; THAMSBORG, 2006).

No rebanho, dependendo da espécie e grau de intensidade de infecgéo, os
danos patologicos causados pelos endoparasitas sdo manifestados de varias
formas. O parasita gastrintestinal na forma adulta, por ser hematéfago, espolia a
mucosa da parede intestinal por sucgdo do sangue durante até 12 minutos
dependendo da espécie, seguido apds, por 7 minutos de plena hemorragia e
exsudagao protéica provocada pela lesdo intestinal chamada de gastrite vermindética.
A intensidade de infecgédo pode fazer o animal perder até 145 mL de sangue por dia,
e como consequéncia, o animal é levado a um quadro clinico de severa anemia e
hipoproteinemia (VIEIRA, 2008; MACIEL et al., 2006). Os sintomas diretos séo
apresentados pela palidez na conjuntiva e mucosa oral, edema subcutaneo e
submandibular, fragueza, anorexia e diarréia. Nos casos agudos, a infeccdo pode
ser letal para o animal, e em casos cronicos a sintomatologia indireta € encontrada
na dificuldade de desenvolvimento corporal e retardo no ganho de peso, o que
minimizam a producao de carne, leite e outros derivados, além de ampliar as taxas
de mortalidade do rebanho (FURTADO, 2006).

Dentro do contexto dos entraves e desafios enfrentados pela pecuaria ovina,
0S mecanismos de resisténcia animal para com as verminoses citadas, devem ser
acompanhados a favor. Dessa forma fatores como faixa etaria, raga, integridade
imunoldgica e fisioldgica, estado nutricional, e manejo dos animais, exercem grande
influéncia na resisténcia frente as endoparasitoses. O grau de infeccdo do ovino,
dentre muitas causas, pode também estar associado a idade do animal. Um animal
recém nascido e em periodo de lactac&do, possui ainda seu sistema imunofisiolégico
fragilizado, o que amplia a suscetibilidade de infecgbes parasitarias. A alimentagéo
aliada ao manejo e condigao das pastagens, também exerce grande influencia, uma

vez que dietas a base de proteina apés o desmame favorecem a melhoria do
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funcionamento do sistema imunoldgico e fisiolégico, o que auxilia na manutengao da
resisténcia contra infecgoes.

A genética, sobretudo, tem se mostrado importante na resisténcia dos ovinos
contra os parasitas. As diferengas entre as ragas podem ser usadas na selegao de
animais como parte de programas de cruzamentos. Amarante (2006) cita algumas
ragcas de ovinos na qual a resisténcia pode ser constatada, tais como as ragas
Florida Native e Gulf Coast, ambas presente no Sul dos EUA; St. Croix e Barbados
Blackbelly, oriundas do Caribe; Scotish Blackface escocesa; e Red Maasai Africana.
No Brasil, a raga Santa Inés obteve maior destaque na resisténcia contra o parasita
da espécie Haemonchus contortus, espécie de maior prevaléncia, comparado com a
raca européia lle de France, (ROCHA; AMARANTE; BRICARELLO, 2005).

A resisténcia dos nematodides gastrointestinais aos anti-helminticos usuais se
destaca como sendo um dos principais fatores limitantes no controle de verminoses
do rebanho. Tal consequéncia foi a quase inviabilizagdo dos anti-helminticos para o
controle efetivo da doenga parasitaria, o que reflete em resultados de produgcao
negativos diretos e indiretos (VIEIRA, 2008; MELO; BEVILAQUA; REIS, 2009).

Os primeiros relatos de resisténcia helmintica tiveram inicio nas trés ultimas
décadas, e atingiu gravidade impar em todas as regidées do mundo, com destaque
para 0s paises tropicais e subtropicais da América de Sul (RODRIGUES et al.,
2007). Tanto no Brasil como em outros paises, a problematica se iniciou com a
tentativa de controle das parasitoses através do uso intensivo e indiscriminado de
drogas anti-helminticas convencionais, com erros de dosagem (sub-dosagem) e
periodicidade inadequada de administracdo dos farmacos e uso continuo da mesma
classe farmacolégica anti-helmintica sem rotatividade (FURTADO, 2006).

Em alguns paises tal resisténcia aos anti-helminticos disponiveis tornou-se
tdo evidente que coloca em alto risco toda a produtividade do rebanho (MELO et al.,
1998). Nos Estados Unidos (Texas) e na Franca, cuja criagcdo de caprinos para
producao leiteira chega a cerca de 1.200.000 cabegas, a infecgdo por parasitas,
principalmente pela espécie H. contortus, aparece como problema de grande
relevancia (PARAUD e CHARTIER, 2003). Na india, pesquisas realizadas em
fazendas criadoras de caprinos, além de mostrarem a existéncia da resisténcia anti-
helmintica, indicam também a alta prevaléncia de infeccbes gastrointestinais por H.
contortus (TARIQ; CHISHTI; AHMAD, 2010).

A resisténcia pode ser notificada pelo criador em animais que mantiveram os

sinais e sintomas da doenga mesmo apds a constante administragdo do farmaco
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anti-helmintico. Apesar do processo de selegcao ocorrer de maneira silenciosa e
gradativa, sdo necessarios de cinco a oito ciclos parasitarios para que a populagao
de parasitas exibam resisténcia. Tal processo é delineado pela ocorréncia de trés
eventos biolégicos bem caracteristicos, cujo conceito € dividido em estabelecimento,
desenvolvimento, e dispersédo. O estabelecimento esta intimamente relacionado ao
tamanho e diversidade da populagéo, pois favorece as taxas de mutacdes entre os
genes alelos envolvidos na resisténcia. O desenvolvimento corresponde a utilizagéo
do agente seletivo, que na pratica, seria o farmaco anti-helmintico convencional. A
disperséo dos genes é resultado do fluxo e migragdo génica que ocorre através dos
cruzamentos entre os individuos da espécie que parasitam o ovino, influenciado pelo
manejo inadequado e equivocado por parte dos criadores (MELO; BEVILAQUA,
REIS, 2009).

2.3. Principais géneros de helmintos parasitas gastrointestinais de

ovinos

Os géneros de helmintos gastrointestinais de maior importancia relativa aos
prejuizos e impactos econbémicos para o plantel pertencem a familia
Trichostrongylidae, conhecidos coletivamente por trichostrongilideos. Esta familia é
representada principalmente pelos géneros Haemonchus, Trichostrogylus,
Ostertagia (Teladorsagia), Nematodirus (FURTADO, 2006). Outras espécies de
diferentes familias também sao relevantes, tais como dos géneros Strongyloides,
Moniezia, Cooperia, Oesophagostomum, Skrjabinema, Trichuris e Cysticercus
(RODRIGUES et al., 2007).

Os trichostrongilideos sao parasitas hematéfagos com formato capilariforme,
e apesar de possuirem ciclos evolutivos semelhantes, cada espécie possui tropismo
para um determinado 6rgao do sistema digestivo do ruminante. No meio ambiente, o
grau de precipitacdo pluviométrica, a umidade relativa do ar e a temperatura
interferem no ciclo de vida do parasita. Deste modo, o fator ambiental, associado ao
grau de infecgdo parasitaria no rebanho, deve ser levado em consideragao,
observando-se que o periodo de chuvas favorece o desenvolvimento e manutengéo
do ciclo parasitario aliado ao recrudescimento das infec¢des e prejuizos no campo
(VIEIRA, 2008).

O ciclo evolutivo natural, ilustrado na figura 1, se inicia quando fezes de

animais contaminados atingem o solo em condi¢des 6timas de desenvolvimento. Os
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ovos embrionados se diferenciam em ovos larvados. Destes ultimos eclode uma
larva rabiditdide de vida livre L1, que se desenvolve para o estagio L2. Tanto as
larvas L1 quanto L2 se alimentam de bactérias presentes nas fezes dos animais.
Posteriormente, depois de cerca de sete dias, as larvas atingem o estagio L3
infectante que nao se alimentam, mas utilizam de suas reservas energéticas. Neste
estagio as larvas migram das fezes para a vegetagdo, na qual a atividade de
irrigacdo e o periodo anual de chuva favorecem a manutengdo e desenvolvimento
das mesmas. Estas larvas ditas L3 infectam o animal quando ingeridas durante o
pastejo.

Na fase parasitaria, a larva L3 sofre duas diferenciagdes, as quais levam ao
desenvolvimento de estruturas anatdmicas, tais como a lanceta perfurante, e
mecanismos de patogenicidade que permitem auxiliam na efetividade da infecgéo no
hospedeiro. Nele o parasita lesionara e espoliara a mucosa da parede intestinal para
obtengdo de sangue diretamente dos vasos sanguineos. Quando adultos, os
parasitas apresentam caracteristicas sexuais dimoérficas, ou seja, macho e fémea,
gue apods acasalamento, liberam para o meio ambiente novos ovos embrionados
junto as fezes do animal infectado para que um novo ciclo de contaminagao se inicie
(URQUHART et al., 1998; MACHADO, 2008).
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Figura 1: Ciclo natural dos trichostrongilideos.
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Quanto as principais espécies de trichostrongilideos temos:

2.3.1. Haemonchus contortus

A espécie H. contortus, cuja classificacdo taxonémica segundo Urquhart et al.
(1998) é apresentada abaixo, é a que apresenta a maior frequéncia de infeccao
gastrintestinal nas criagbes de ovinos e caprinos, se destacando ainda por ser de
alta patogenicidade, levando a morte de mais individuos do rebanho quando
comparada as demais espécies da familia. Este parasita é conhecido popularmente
como “lombriga da colheita” ou “verme marrom da colheita” (MACHADO, 2008). O
parasita, em sua fase adulta, quando presente na mucosa do abomaso, alimenta-se
de grandes quantidades de sangue, precipitando muitas vezes um quadro clinico de
forte anemia (FURTADO, 2006), perda de apetite, alteracbes do metabolismo

protéico, energético e mineral no animal parasitado (OLIVEIRA et al., 2009).

Filo Nemathelmintes
Classe Secernentea
Ordem Strongylida

Sub Familia Trichostrongyloidea
Familia Trichostrongylidade
Género Haemonchus
Espécie H. contortus

2.3.2. Teladorsagia circumcincta

A espécie T. circumcincta, género que segundo Halliday e Smith (2011)
também o chama de Ostertagia, assim como o H. contortus, parasita 0 abomaso de
pequenos ruminantes. Muitas vezes confundido com o H. contortus, também é
chamado de “lombriga da colheita” ou “verme marrom da colheita” (MACHADO,
2008). Segundo Urquhart et al. (1998) a classificagdo taxonomia da espécie € como

a gue se segue abaixo:
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Filo Nemathelmintes

Classe Secernentea

Ordem Strongylida

Sub Familia Trichostrongyloidea

Familia Trichostrongylidade

Género Ostertagia

Espécie O. (Teladorsagia) circuncincta

2.3.3. Trichostrongylus colobriformis

O nematodo T. colubriformis segundo Urquhart et al. (1998) é o segundo
parasita de maior freqiéncia nas criagdes de ovinos e caprinos. O intestino delgado
€ o local onde se aloja no hospedeiro, lesando a mucosa, 0 que provoca
extravasamento exsudativo de proteinas do soro sanguineo para a luz intestinal,
provocando um quadro clinico caracterizado por anorexia, diarréia e edema
submandibular. O nematédeo é conhecido popularmente como “verme da diarréia
negra” ou “verme vermelho do intestino” (FURTADO, 2006). Os dados taxonémicos

sdo apresentados abaixo:

Filo Nemathelmintes
Classe Secernentea
Ordem Strongylida

Sub Familia Trichostrongyloidea
Familia Trichostrongylidade
Género Trichostrongylus
Espécie T. colobriformis

2.4 Farmacos anti-helminticos usuais e o problema da resisténcia

O mercado dispde de varios anti-helminticos, que pressupdéem oferecer
seguranca e eficacia no controle e combate aos nematdéides. Em geral, a
classificagdo dos farmacos em classes é baseada nos mecanismos de agao contra
as diferentes fases evolutivas dos parasitas e quanto a estrutura quimica dos
diferentes compostos. Neste contexto, 0 mecanismo de acdo de um anti-helmintico
envolve vias ligadas a integridade celular e bloqueio neuromuscular do parasita, 0s
quais de maneira indireta conduzirdo ao esgotamento de suas reservas energéticas,

paralisia muscular, e sua expulsdo do hospedeiro. Desta maneira, as drogas anti-
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helminticas podem ser classificadas em trés classes distintas: Imidotiazois,
Benzimidazdis, e Lactonas Macrociclicas (RODRIGUES et al., 2007).

2.4.1. Imidotiazéis

Composta basicamente pelos farmacos tetramisol e o levamisol, sendo
amplamente conhecida e utlizada. Estes farmacos atuam como agonistas de
receptores nicotinicos em células musculares somaticas, levando a paralisia
espasmatica de toda musculatura do parasita na fase larval e adulta, podendo levar
entdo a morte do helminto por inanicdo (KAHN e LINE, 2011; RODRIGUES et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2010).

2.4.2. Benzimidazois

Os principais farmacos que compdem esta classe sido febendazol,
mebendazol, osfendazol e oxbandazol, além dos classicos tiabendazol e albendazol.
Tais farmacos agem por inibir o potencial de polarizacdo dos microtubulos celulares
dispostos no citoplasma celular, levando ao bloqueio da formagdo do fuso mitético,
envolvido no processo de divisdo celular, motilidade e secregdo celular de
neurotransmissores, organizagao arquitetdénica citoplasmatica, absorgéo e transporte
de nutrientes e metabolismo energético, além da excregcdo de residuos celulares
toxicos (MELO; BEVILAQUA; REIS, 2009).

2.4.3. Lactonas Macrociclicas

As lactonas macrociticas consistem em uma classe de farmacos anti-
helminticos cujo advento é proveniente de estudos envolvendo a fermentagdo de
microorganismos pertencentes ao género Streptomyces. Dentro desta classe esta
contido o grupo das avermectinas, composto pelos farmacos abamectina,
doramectina e selemectina, sendo as ivermecitinas pioneiras no mercado
veterinario. Estudos descrevem seu funcionamento com base na atividade agonista
para neuroreceptores do acido gama aminobutirico (GABA), levando a
hiperpolarizacao celular por aumento do influxo de ions cloro (KAHN e LINE, 2011).
Tendo em vista que o medicamento desta classe nao ultrapassa a barreira

hematoencefalica faciimente, estando, pois, impedido de atuar em receptores GABA
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de mamiferos, costuma-se dizer que tal classe apresenta toxicidade reduzida, muito
embora receptores GABA possam ser encontrados no sistema nervoso periférico
destes animais (BORGES, 2007).

Sobre a resisténcia, Ramos et al. (2002) relata o comportamento das
espécies parasitarias de maior prevaléncia nos rebanhos para cada farmaco, sendo
gue: H. contorturs, possui inumeras cepas resistentes ao tiabendazol e ao levamisol,
cepas da espécie T. colubriformis sao conhecidas por serem resistentes ao
levamisol e ao tetramisol; cepas de O. circumcincta resistentes também ao
levamisol, além de muitas destas cepas serem também resistentes a drogas como
oxfendazol e closantel (MELO et al., 1998). No desafio de superar o problema da
resisténcia por estes farmacos, foi desenvolvida a ivermectina, que a principio
mostrou-se bastante eficaz, porém mais tarde, a resisténcia também se estabeleceu.
De fato, na Holanda, segundo Borgsteede et al. (2010), tem sido detectada
resisténcia helmintica ao farmaco ivermectina principalmente para as espécies H.
contortus e T. circuncincta. Testes recentes para a determinagao do grau de
resisténcia o levaminsol, albendazole, ivermectina, e triclofrom, indicaram resisténcia
multipla a dois ou mais farmacos da mesma classe farmacoldgica, ou cruzada, com
resisténcia simultdnea a farmacos de classes farmacoldgicas distintas. A grande
intensidade desta resisténcia foi demonstrada tanto para espécie H. contortus
quanto para T. colibriformis (ALMEIDA et al., 2010).

2.5. Fitoterapia e ativos vegetais elencados para teste de atividade anti-

helmintica no presente trabalho

O tratamento classico envolvendo a utilizagdo de drogas anti-parasitarias,
segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
(SINDAN, 2009), movimentou cerca de 961 milhdes de reais no mercado veterinario
no ano de 2009. As consequéncias deixadas por este estaldo vdo muito além da
elevacdo de custos do manejo do plantel veterinario. Além do problema da
resisténcia descrita anteriormente, existe também a possibilidade de contaminagdes
da carne e leite animal, levando a impactos negativos para a saude humana.

Muitas estratégias de manejo pecuario a fim de coibir e minimizar o grau de
infeccdo parasitaria estdo sendo utilizadas. Em paralelo, a industria farmacéutica,
gue dispde de inumeras técnicas baseadas em recursos biotecnoldgicos, investe em

pesquisas em diferentes segmentos visando encontrar formas alternativas de inibir



25
0s abalos econdmicos causados pelos nematéides no setor veterinario. Neste
sentido, a fitoterapia consiste em uma alternativa no tratamento parasitario, atraindo
a comunidade cientifica. De uma maneira breve, a fitoterapia consiste na pesquisa e
estudo de espécies vegetais que podem ser utilizadas em partes ou no todo em
tratamentos médicos humanos ou veterinarios. Dentro do perfil pecuario atual, esta
estratégia pode ser entendida como uma ferramenta a mais no objetivo de se ofertar
novas opgdes terapéuticas que auxiliem no controle do entrave zootécnico
vivenciado na ovinocultura.

A escolha de plantas para pesquisa de novos ativos deve se alicer¢car quando
possivel em solida pesquisa etnofarmacoldgica e fitoquimica. Cumpre salientar que
a escolha das plantas empregadas neste trabalho esta de comum acordo com suas
potenciais propriedades anti-parasitarias, alicercada em informacbes prévias
descritas na literatura cientifica. A selecdo compreende também a analise da
caracterizacao fitoquimica, tendo como premissa a presenga de classes de
compostos fitoquimicos conhecidamente ativos como anti-helminticos, e analise do
potencial vermifugo de outros membros da familia e género de vegetais, bem como,
quanto ao conhecimento etnofarmacoldgico e uso popular para a atividade fim.
Finalmente, é importante destacar que a maioria das plantas escolhidas e listadas
abaixo é amplamente distribuida no territério nacional, o que facilita em muito a
disposi¢céo de matéria-prima para o laboratério de pesquisa. Como principal fonte de
pesquisa para avaliagdo das informagdes etnofarmacoldgicas foram utilizados os
seguintes sites: www.plantamed.com.br; www.plantasquecuram.com.br;
www.curaplanta.com.br; www.cantoverde.org, acessados no periodo entre agosto e
outubro de 2010. Neles foi realizado um levantamento criterioso sobre familia,
género, propriedades e informagdes quanto as ag¢des farmacolégicas de acordo com
as informagdes populares, classes fitoquimicas presentes na planta e toxicidade,
abalizadas por outros trabalhos cientificos citados abaixo.

Tendo como base as premissas supracitadas foram elencadas oitos espécies
de plantas para teste: Persea gratissima Gaertn. (Laureacea) (Abacateiro - Figura
2A), Lavandula officinalis Chaix & Kitt (Lamiaceae) (Alfazema - Figura 2B),
Pothomorphe umbelata (L.) Miq. (Piperaceae) (Capeba - Figura 2C), Alpinia
speciosa Schum. (Zingiberaceae) (Colbénia - Figura 2D), Annona muricata L.
(Annonaceae) (Graviola - Figura 2E), Achyrocline satureioides (Lam.) DC

(Asteraceae) (Macela do Campo - Figura 2F), Passiflora edulis Sims.


http://www.plantamed.com.br;
http://www.plantasquecuram.com.br;
http://www.curaplanta.com.br;
http://www.cantoverde.org,
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(Passifloraceae) (Maracuja Peroba - Figura 4G), e Bidens pilosa L. (Asteraceae)
(Picao - Figura 2H).

Brevemente, dentre os membros da familia Zingiberaceae a espécie Zingiber
officinale é conhecida popularmente como gengibre. Estudos recentes dos
compostos [6]-gingerol, [10]-shogaual, [10]-gingerol, [6]-shogaol e
hexahidrocurcumina, isolados das raizes desta planta indicaram a presenca de
atividade anti-helmintica contra a larva do parasita Angiostrongylus cantonensis,
causador da doenga Angiostrogiliase (LIN et al.,, 2010). Muitos estudos sao
realizados com as espécies da familia Annonaceae, indicando a presenga de
numerosos constituintes fitoquimicos tal como fendis, taninos, catequinos,
flavondides, triterpenos, alcaldides (SOUZA et al.,, 2008), e, sobretudo, das
acetogeninas, classe de compostos reconhecidamente parasiticida, como mostrado
no trabalho de Malebo et al. (2009) com acetogeninas isoladas de Annickia
kummeriae. Neste sentido, pesquisas tém sido efetuadas utilizando varias espécies,
principalmente do género Annona, a fim de classificar e avaliar todas as cerca de 70
tipos e classes diferentes de acetogenicas, extraidas de espécies como Annona
cherimolia, Annona squamosa, Annona cornifolia, Annona montana, Annona
muricata e Annona mutans.

A espécie P. gratissima conhecida popularmente como abacateiro, consiste
de uma arvore de grande porte podendo alcangar até 20 metros de altura, sendo
encontrada principalmente nos paises da América Central e Sul. Para fins
medicinais, cujas propriedades sao anti-anémica, anti-diarréica, antiinflamatéria,
anti-oxidadante, é comum o uso de diferentes partes da planta, no entanto, quando
se busca pelo seu potencial anti-helmintico, normalmente apenas a casca do caule &
utilizada. A planta é rica em taninos, metil eugenol, dopamina, quecitina, flavonodides
e Oleos essenciais. Sua importancia passa pelo uso culinario, em que a polpa da
fruta €& comestivel (KRUTHIVENTI e KRISHNASWAMY, 2000; JOSEPH e
KOUKOURAS, 2002).

A espécie L. officinalis conhecida popularmente como alfazema, é de
pequeno porte, com tamanho que varia de 30 a 80 cm de altura, possui folhas
pequenas, duras e finas, sendo encontrada principalmente em regides
mediterraneas. De acordo com a informagao popular, a planta é indicada pelas
propriedades analgésica, anti-anémica, anticonvulsivante e anti-helmintica. Seus
principais constituintes fitoquimicos sao oleos volateis, flavondides, taninos e

canfora. Dentre os estudos publicados, baseados na constituicdo dos 6leos volateis,
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estdo testes in vitro aplicados no combate a fungos, principalmente da espécie
Phytophthora infestans que atacam plantacdes de tomate (SOYLU; SOYLU; KURT,
2006) e aqueles que destacam seu efeito diurético pelo uso de infusao das flores
(ELHAJILI et al., 2001).

A espécie P. umbelata conhecida popularmente como capeba é uma planta
de pequeno porte com tamanho que varia entre 1 a 2 metros de altura e folhas
largas e grandes. Dentre suas propriedades medicinais estdo a anti-relmatica,
antianémica, antiinflamatéria, diurética, larvicida e anti-helmintica, antioxidante,
citotoxica e fotoprotetora na prevengédo do cancer de pele. Na literatura ha estudos
baseados em suas propriedades antiinflamatérias e analgésicas confirmados pelo
uso de extratos aquosos (PERAZZO et al.,, 2005), bem como nas propriedades
citotoxica e antitumoral do extrato bruto obtido de partes aéreas da planta
(SACOMAN et al., 2008). Trabalhos também mostraram a atividade antimalarial do
4-Nerolidylcatechol isolado da espécie (PINTO et al., 2009). No contexto
farmacéutico, testes estdo sendo feitos com manipulagdées dermocosméticas com a
finalidade de prevencdo e combate dos danos fotooxidativos causados na pele,
envelhecimento cutdneo e cancer de pele (ALMEIDA et al., 2008).

A espécie A. speciosa conhecida popularmente como colbénia, € uma planta
nativa do Brasil, possui pequeno porte, com folhas lanceoladas, compridas e
pontiagudas. Apesar de seu carater abortivo, possui propriedades farmacoldgicas
como a antihipertensiva, antiulcerogénica, diurética, calmante, estimuladora da
motilidade intestinal e anti-helmintica. A analise fitoquimica mostrou a presenca de
alcaldides, flavondides, catequina, taninos e 6leos essenciais. Na literatura cientifica,
ha poucos estudos sobre a espécie, destacando apenas as propriedades diuréticas
(MENDONCA et al.,1991), e aqueles que mostram a presenca de dihidrochalcona
identificada junto com outros seis compostos fendlicos presentes no rizoma da
planta (ITOKAWA; MORITA; MIHASHI, 1981).

A espécie A. muricata conhecida popularmente como graviola € uma arvore
de clima tropical encontrada principalmente nos paises da América Central e Sul.
Trata-se de uma planta de grande porte, folhas grandes, casca fina e lisa, e frutos
comestiveis. Conforme supracitado sdo encontradas em sua familia plantas ricas em
acetogeninas, das quais podemos destacar: squamocina, reconhecida por possuir
acao inseticida, mutagénica, fitotoxica e genotdxica (OASA et al., 2010); Annonacina
com atividade citotoxica contra células humanas de ovario e mama (LIAW et al.,

2004); Montalicina G e H, que possuem atividade contra hepatoma humano HepG2
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(LIAW et al., 2005); Annomontacina; Cis-annontacina; Muricina; entre outros. No
contexto parasitologico e antimicrobiano, estudos avaliaram a acdo antiparasitaria,
no que podemos citar os testes com extratos metandlicos de A. muricata e A.
cherimolia contra Entamoeba hystolitica (BORIES et al., 1991), e contra 0s
protozoarios Leishmania braziliensis e Leishmania panamensis, ambos agentes da
Leishmaniose (JARAMILLO et al., 2000). Segundo trabalho realizado por Souza et
al. (2008), o extrato aquoso de A. squamosa mostrou a acgao inibitéria de 52% na
eclodibilidade de ovos contra o parasita H. contortus o que confirma a tradicdo do
género botanico em pesquisas de ambito parasitolégico e, sobretudo nos testes
similares aos que serao realizados neste trabalho.

A espécie A. satureioides, conhecida popularmente como macela do campo,
ou camomila nacional, possui porte pequeno e rasteiro em forma de touceira, com
tamanho médio de 30 cm de altura. E originaria da America do Sul e utilizada como
antibactericida, antidiarréica, antiepilética, anti-helmintica, antiinflamatéria e
antitumoral. Em seu extrato sdo contidas varias classes fitoquimicas tal como 6leos
essenciais, flavondides, acidos polifendicos e ésteres. Muitos estudos estao
publicados sobre a espécie, e entre eles ha aqueles que descrevem testes
realizados com plantas coletadas na Argentina, que mostraram a atividade
antibacteriana (JORAY et al., 2011), e as propriedades imonumoduladoras sobre
leucocitos humanos (TEIXEIRA e BASSANI, 1997), bem como aqueles que
descrevem sua agao no trato gastrintestinal e antiinflamatéria, ligadas a presenga de
flavonéides como quercitina, 3-luteolina e O-metilquercitina.

A espécie P. edulis, conhecida popularmente como maracuja peroba € uma
planta trepadeira de crescimento rapido, encontrada comumente em florestas de
paises tropicais ou em areas de cultivo. Rica em flavondides, pectina e
benzoflavonas é indicada popularmente por apresentar efeito calmante, hipnético,
sedativo e anti-helmintico. Na literatura sdo encontradas pesquisas que avaliaram a
atividade ansiolitica de flavonoides extraidos dos frutos da planta, e teste clinicos
realizados em mulheres com hipercolesterolemia, que comprovam acgéo da pectina
na reducéo do colesterol (LI et al., 2011).

A espécie B. pilosa conhecida popularmente como picdo, € uma planta
rasteira muito comum e amplamente distribuida em todo territério brasileiro, de
pequeno porte com tamanho que varia de 10 a 15 cm de comprimento. Possui caule
fino e reto, com flores pecioladas. A planta é rica em resinas e taninos. Toda a

planta pode ser utilizada, no entanto, as resinas sdo aromaticas e conhecidas por
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suas propriedades desobstruente, odontalgica, antidissentérica e vermifuga. Na
literatura, sdo encontrados estudos recentes que avaliaram extratos brutos
hidroetandlicos e fracbes com atividade anti-oxidante e hepatoprotetores
(KVIECINSKI et al., 2011). A presenca de flavondides e compostos acetilenos
presentes em 41 espécies do género Bidens, parece ser responsavel pela inibigao
do crescimento in vitro do protozoario Plasmoédium falciparum agente etioldgico da
malaria (BRANDAO et al., 1997).

Considerando o contexto da discussao acima, se pode observar que para as
plantas elencadas e apesar do uso popular como vermifugo, pouco ou nada é
descrito na literatura cientifica a respeito do topico de investigagao antiparasitaria
contra helmintos parasitas gastrointestinais de ovinos, o que torna a presente
selecao de plantas atraente do ponto de vista da originalidade, sobretudo quanto da

pesquisa focada nos critérios etnofarmacoldgicos e quimiotaxonomicos.

Figura 2: Fotografias dos exemplares vegetais elencados para os experimentos

deste trabalho: A — P. gratissima (Abacateiro); B — L. officinalis (Alfazema); C — P.
umbelata (Capeba); D — A. speciosa (Colénia); E — A. muricata (Graviola); F — A.
satureioides (Macela do Campo); G — P. edulis (Maracuja Peroba); H — B. pilosa

(Pic&o).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho envolveu o levantamento bibliografico para
selecdo de plantas medicinais com atividade anti-helmintica. Ademais, o trabalho
objetivou padronizar e efetuar ensaios in vitro contra ovos, larvas e adultos de
parasitas trichostrongilideos para avaliar os efeitos ovicida, larvicida e contra
parasitas adultos das oito espécies vegetais selecionadas. Posteriormente, com o
extrato de maior eficicia, realizar os ensaios in vivo com animais contaminados

naturalmente por trichostrongilideos.

3.2. Objetivos especificos

. Levantamento bibliografico e selecao de espécies de plantas medicinais com
atividade anti-helmintica segundo relatos populares, levando em
consideragéao critérios etnofarmacolégicos e quimiotaxinbmicos, originalidade
cientifica beneficios estratégicos quanto ao custo, localizacdo e acesso,
dando preferéncia para espécies brasileiras;

. Coleta e identificagdo botanica das oito espécies vegetais de interesse, e
preparo do extrato aquoso em forma de “cha” por infusdo simples das partes
vegetais de interesse;

. Padronizagédo, para o wuso regular nas condicdbes da Unidade de
Biotecnologia-UNAERP, dos ensaios in vitro contra ovos, larvas e adultos de
parasitas trichostrongilideos gastintestinais de interesse, utilizando ovinos
contaminados naturalmente;

. Avaliacdo do efeito ovicida, larvicida e contra adultos de trichostrongilideos
parasitas de ovinos de diferentes diluicbes do extrato aquoso da casca de P.
gratissima, das folhas de L. officinalis, P. umbelata, A. speciosa, A. muricata,
A. satureioides, P. edulis, e das raizes, haste, folha e flor B. pilosa.

. Com base na avaliagao dos resultados dos ensaios in vitro, efetuar ensaio in
vivo com carneiros contaminados naturalmente por trichostrongilideos apenas

com a espécie vegetal de maior eficacia nos ensaios in vitro;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao dos extratos

As cascas frescas de P. gratissima, folhas frescas de L. officinalis, P.
umbelata, A. speciosa, A. muricata, A. satureioides, P. edulis, e as raizes, hastes,
folhas e flores frescas de B. pilosa foram identificadas botanicamente e coletadas no
Sitio Terra de Esmael, localizado no Municipio de Jurucé-SP (Latitude 21°04’12,5;
Longitude 47°04°08,0”; Altitude 545 metros), préximo a cidade de Ribeirao Preto-SP.

O extrato aquoso bruto foi preparado por infusdo simples, de acordo com o
uso popular em forma de “cha”, na propor¢do de 100 gramas do vegetal fresco
triturado para 1 litro de agua em ebulicdo a 100°C. Apdés 30 minutos de infusao, todo
conteudo foi peneirado e centrifugado a 3000 rpm (Excelsa Baby |, Fanem) por 5
minutos. O sobrenadante foi separado e armazenado em freezer -20°C até uso

posterior.

4.2. Manutencao de animais para obtengado de ovos, larvas e parasitas

adultos de trichostrongilideos

Para a realizagdo dos ensaios in vitro de eclodibilidade de ovos e viabilidade
larval, ovos e larvas de trichostrongilideos foram obtidos de fezes de carneiros
machos, pertencentes a raga Santa Inés, com peso entre 15-40 kg e idade variando
entre 4-6 meses, infectados naturalmente e mantidos na Fazenda Experimental da
Unaerp (Ribeirdo Preto-SP), estando disponiveis agua e alimentacao ad libtum. A
confirmagao de parasitose para os carneiros foi feita pelo teste parasitolégico
veterinario de OPG (ovos/g de fezes), conforme técnica padronizada por Gordon e
Whitlock (1939) e descrita por Ueno e Gongalves (1998), sendo as fezes colhidas
diretamente da ampola retal dos animais. Posteriormente, para realizagdo dos testes
de motilidade dos adultos, os parasitas foram coletados diretamente do abomaso do
animal sacrificado com diagndstico previamente confirmado para alta infestagao de
parasitas.

Todo o procedimento de manutengao dos carneiros na fazenda experimental
e 0s ensaios in vivo foram acompanhados de profissional veterinario responsavel e

aprovados junto ao Comité de Etica da Unaerp protocolado sob nimero 022/09.
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Figura 3: Fazenda experimental Unaerp - Ribeirdo Preto-SP.

4.3. Ensaio da inibicaio da eclodibilidade de ovos para

trichostrongilideos

Seguindo a metodologia de Coles et al. (1992), aproximadamente 20 gramas
de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal do animal parasitado,
conforme confirmagao prévia de parasitose (OPG > 2000 ovos/g de fezes). O
material colhido foi macerado e filtrado em agua corrente por meio de um arranjo de
tamises sobrepostos com malhas de 500; 150; 90 e 20 ym. Os ovos retidos no
ultimo tamis foram recuperados com solugéo salina supersaturada, sendo permitida
a flutuacéo do conteudo de ovos por meio de flotagao simples. Os ovos recuperados
em suspensdo salina foram lavados em agua destilada por meio de trés
centrifugacdes consecutivas (Excelsa Baby |, Fanem, 3500 rpm, 3 minutos), de
modo a gerar uma solugdo aquosa final de ovos. Suspensdes aquosas (100uL)
contendo aproximadamente 100 ovos de trichostrongilideos foram distribuidas em
placas de micro-titulagdo e adicionadas dos diferentes ativos em teste com
diferentes concentragdes para formulagao das curvas dose-resposta.

O delineamento das faixas de concentragdo dos extratos aquosos das
espécies de plantas P. gratissima, L. officinalis, P. umbelata, A. speciosa, A.
muricata, A. satureioides, P. edulis, e B. pilosa, foi realizado pelo uso de cinco
diluicdes seriadas de proporg¢des finais v/v (volume solugdo ovos / volume do
extrato) de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%.

Apods 48 horas (25°C) de exposicao direta dos ovos aos diferentes ativos foi
realizada a contagem de ovos e larvas de primeiro estagio (L1) conforme proposto
pela World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P.)
e descrito detalhadamente em Powers et al. (1982). O resultado final foi dado pela

meédia ponderada e desvio padrdao de trés réplicas experimentais independentes,
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acompanhadas pelos controles, positivo com Levamisol 2% (2 mg/mL) e negativo
com solugdo salina. Os dados foram expressos como percentagem de inibigdo da
eclosdo de ovos num comparado entre controles negativo, positivo e grupos

experimentais.

Figura 4: Formas evolutivas de trichostrongilideos: A - Ovo embrionado; B - Ovo

larvado; C — Larva L1.

4.4. Ensaios de motilidade larval para trichostrogilideos

A coprocultura foi realizada conforme Ueno e Gongalves (1998).
Aproximadamente 20 gramas de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal
do animal parasitado, conforme confirmagéo prévia de parasitose (OPG > 2000
ovos/g de fezes). O material foi macerado e adicionado na proporgao de 1:2 (v/v) em
maravalha estéril até completa homogeneizacdo de modo que a mistura
permanecesse umedecida através da adigdo de quantidade suficiente de agua
destilada. Apdés o periodo de 07 dias em condigdes o6timas de incubagdo em
temperatura ambiente, o material em béquer foi invertido em placa de petri com
guantidade suficiente de agua morna (37°C), para a qual migram as larvas de
terceiro estadio (L3). Suspensdes aquosas (50 uL) contendo cerca de 50 larvas de
terceiro estadio foram distribuidas em placas de micro-titulagdo e adicionadas dos
diferentes ativos em teste e em diferentes concentragdes para formulagdo das
curvas dose-resposta.

O delineamento das faixas de concentragdo dos extratos aquosos das
espécies de plantas P. gratissima, L. officinalis, P. umbelata, A. speciosa, A.

muricata, A. satureioides, P. edulis, e B. pilosa, foi realizado pelo uso de cinco
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diluicdes seriadas de proporg¢des finais v/v (volume solugdo ovos / volume do
extrato) de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%.

Apods 24 horas de exposi¢ao direta (25°C) das larvas aos diferentes ativos,
foram feitas contagens do contingente de larvas moveis e imdveis em microscopia
comum. O resultado final foi dado pela média ponderada e desvio padrao de trés
réplicas experimentais independentes, acompanhadas pelos controles, positivo com
Levamisol 2% (2 mg/mL) e negativo com o diluente dos ativos em questdo. Os
dados foram expressos como percentagem de larvas mortas num comparado entre

controle negativo, positivo e grupos experimentais.

Fonte: Arquivo pessoal Ferreira L. E.

Figura 5: Larvas L3 de trichostrongilideos.

4.5. Ensaios de motilidade de parasitas adultos H. contortus com A.

muricata

O teste foi desenvolvido segundo a metodologia proposta por Hounzangbe-
Adote et al. (2005). Os parasitas adultos de trichostrongilideos, visiveis a olho nu,
foram coletados manualmente diretamente do abomaso de animais infectados
naturalmente e sacrificados de acordo com o protocolo aprovado no Comité de
Etica. Para tanto, carneiros adultos segundo as mesmas descricbes apresentadas
acima e apresentando valores de OPG elevados (> 3000 ovos/g de fezes), foram
mantidos em jejum durante 24 horas antes do sacrificio pelo método de
sensibilizagdo mecéanica seguido de sangria. Imediatamente apds a morte do animal,
foi removido todo o sistema digestivo de modo a facilitar a localizagdo do abomaso,
gue uma vez isolado e pingado fora removido pelo uso de tesoura cirurgica. O 6rgao,
devidamente mantido para transporte, foi aberto e a coleta dos parasitas adultos
realizada através de lavagem da mucosa da parede intestinal com solugao salina a

37°C em um funil de vidro acoplado a uma mangueira de abertura e fechamento
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controlados por prendedor de metal. Apds decantagdo dos parasitas durante o
periodo de 1 hora, os mesmo foram removidos e incubados por no maximo 1 hora
em uma solugéo PBS com penicilina e estreptomicina 4% a 37°C.

Em placas de 12 pocos contendo cerca de 5 a 7 parasitas adultos, foram
adicionados 1 mL das diluicbes do extrato de A. muricata avaliado nas concentragao
de 1,7 mg/mL; 8,5 mg/mL e 42,5 mg/mL. Essa espécie mostrou os melhores efeitos
guando comparada as demais plantas estudadas contra ovos e larvas de
trichostrongilideos. Durante o experimento, as placas foram mantidas em estufa sob
temperatura de 37°C, e a leitura de motilidade dos parasitas realizada em intervalos
de 2 horas até que o controle negativo perdesse sua eficiéncia, o que em geral
acontecia em torno de 10 horas apds o inicio dos testes em nossas condi¢cdes de
experimentacao.

O resultado final foi dado pela média ponderada e desvio padrao de trés
réplicas experimentais independentes, acompanhadas pelos controles, positivo com
Levamisol 2% (2 mg/mL) e negativo composto de solugdo PBS com penicilina e
estreptomicina 4%. Os dados foram expressos como percentagem de parasitas
moveis num comparado entre controle negativo, positivo e grupos experimentais. As
analises estatisticas dos resultados foram feitas usando o teste de ANOVA seguido
do pos-teste de Skott-Knott (p<0.05).

Figura 6: Coleta dos parasitas adultos de H. contortus:

A - Aparelho digestivo do ovino; B - Orgdo abomaso; C - Parasitas adultos na

mucosa intestinal; D - Parasita adulto.



36

4.6. Ensaio in vivo com extrato aquoso de A. muricata

Para realizacdo dos ensaios in vivo, abalizados segundo metodologias de
manejo realizadas corriqueiramente em centros de pesquisas agropecuarias, foram
utilizados 30 carneiros machos, numerados, da raga Santa Inés, com peso entre 15-
25 Kg e idade entre 4-6 meses, contaminados naturalmente por trichostrongilideos e
mantidos na Fazenda Experimental da Unaerp (Ribeirdo Preto-SP) estando
disponiveis alimentacdo composta por ragdo comercial e feno durante dois periodos
didrios, e agua “ad libtum”. Os animais, adquiridos de propriedades rurais
localizadas na macrorregidao da cidade de Ribeirdo Preto — SP, tiveram a
confirmagao de parasitose feita pelo teste OPG, durante os trés dias consecutivos
anteriores ao inicio do experimento, cuja carga parasitaria constatada variou entre
1500 a 20.000 ovos/g de fezes (Média geral dos animais de 5500 ovos/g fezes),
sendo o valor de parasitose minima de 1500 ovos/g de fezes para selegdo do
animal.

De maneira randémica, os 5 grupos de animais (n=6) foram distribuidos em
trés grupos testes, tratados com diluigdes seriadas do extrato bruto de A. muricata,
em concentragdes (peso folha / peso animal) de 1g/kg; 0,33 g/kg; 0,11g/kg, e em
dois grupos controles. No grupo controle positivo foi administrado o vermifugo
Trimix®, cuja dosagem de 1ml/4kg de animal, fornece 200mcg/kg de ivermectina,
7,5mg/kg de levamisol, 5,0 mg/kg de albendazol, e para o controle negativo
administrado solucao salina (1ml/kg de animal). Em todos os grupos a administragcao
dos tratamentos foi feita por via oral. Assim como para os testes de mobilidade de
parasitas adultos, a eleicao de A. muricata para os testes in vivo baseou-se em sua
maior eficacia nos testes in vitro (testes ovicidas e larvicidas) quando comparada
com os demais extratos em teste.

O experimento perdurou por sete dias consecutivos. Exames de OPG foram
feitos em triplicata para cada amostra de fezes nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 sendo
expressos através das médias ponderada das triplicatas de cada animal, seguido
das médias ponderadas de cada grupo e desvio padrdao. Exames clinicos
veterinarios, com parametros avalidveis de peso, condigbes gerais da mucosa
conjuntiva, qualidade da pelagem, escore corporal positivo ou negativo, analise de
comportamento e checagem da temperatura. Também nestes mesmos dias foram
coletadas amostras de sangue de cada animal para exames laboratoriais completos

de hemograma (contagem de hemacias, hematocrito, dosagem de hemoglobina e
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contagem de leucdcitos) e série bioquimica composta de dosagens de glicose, uréia,
creatinina, colesterol total, colesterol VLDL, triglicérides, acido urico, proteinas totais,
albumina, bilirrubina direta e total, bilirrubina indireta, enzimas AST / TGO
(transaminase glutdmico oxalacética), ALT / TGP (transaminase glutamico piruvica),
gama GT (gama glutamiltransferase), globulina, e relagdo albumina / globulina.

O resultado final foi dado pelas médias ponderadas das ftriplicatas dos
resultados dos exames parasitologicos (OPG) de cada animal nos dias O, 1, 3, 5, 7,

seguido das médias ponderadas dos animais de cada grupo e desvio padrao.

4.7. Andlise estatistica

As analises estatisticas das médias ponderadas das triplicatas dos resultados
obtidos nos testes de eclodibilidade de ovos, motilidade larval, motilidade de
parasitas adultos, e ensaio in vivo, foram realizadas utilizando o teste de ANOVA
seguido do pos-teste de Skott-Knott (p<0.05), no programa SISVAR 5.3

desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os resultados dos ensaios in vitro séo representacdes graficas das
médias ponderadas e desvio padrao das trés réplicas experimentais independentes,
realizadas em quintuplicata, e expressas como porcentagem de inibicdo da
eclodibilidade de ovos ou porcentagem de motilidade larval ou de parasitas adultos,
na comparagao entre grupos controles e experimentais.

As figuras 7 - 8 e 9 - 10 mostram, respectivamente, os diferentes resultados
obtidos na avaliagdo dos efeitos ovicidas e larvicidas dos extratos aquosos das oito
espécies vegetais, num comparado com grupos controles negativos (Solugao salina)
e positivo (Levamisol 2%). Enquanto a figura 11 mostra o resultado obtido na
avaliagao da motilidade dos parasitas adultos em um periodo de total de 10 horas
expostos ao extrato de A. muricata comparado com aos grupos controles negativo
(solugcdo PBS com penicilina e estreptomicina 4%) e positivo (Levamisol 2%).

Os resultados do ensaio in vivo com 0 extrato bruto de A. muricata sao
expressos na tabela 1. Nela estdo contidos os resultados dos exames
parasitologicos de fezes obtidos nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 do experimento, através das
médias ponderada das triplicatas de cada animal, seguido das médias ponderadas

dos animais de cada grupo e desvio padrao.
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Figura 7: Efeito de diferentes tratamentos com extratos aquosos na eclodililidade de ovos de trichostrongilideos (p<0,05).
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Figura 8: Efeito de diferentes tratamentos com extratos aquosos na eclodililidade de ovos de trichostrongilideos (p<0,05).
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Figura 9: Efeito de diferentes tratamentos com extratos aquosos na motilidade de larvas de trichostrongilideos (p<0,05).
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Figura 10: Efeito de diferentes tratamentos com extratos aquosos na motilidade de larvas de trichostrongilideos (p<0,05).
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Tabela 1: Resultados de OPG (ovos/g de fezes) para cada grupo de animais nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 do experimento in vivo

com A. muricata (p<0,05).

Tratamentos Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
Controle (+) Trimix® 1ml/4kg 3917 + 2076 * 1475 £ 1076 * 139+ 114 * 200 + 162 * 164 + 147 *
Controle (-) Salina 1ml/kg 7164 + 3827 7433 + 3638 4767 + 2469 * 7572 + 2967 8489 + 3181
A. muricata 1g/kg 6000 * 5007 5878 + 4056 4089 + 4046 * 2828 + 1792 * 3806 + 3049 *
A. muricata 0,33g/kg 9083 + 6824 8056 + 4030 4000 + 2788 * 7613 + 4697 9787 + 11338
A. muricata 0,11g/kg 6439 + 4830 6844 + 7376 3200 + 3125 * 4283 + 2299 * 2830 + 1944 *
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A analise dos resultados obtidos com os testes ovicidas (Figs. 7 e 8) nas
cinco diluigbes seriadas dos extratos da casca de P. gratissima, das folhas de A.
speciosa e A. satureioides, nao mostraram resultados expressivos na inibigao do
desenvolvimento dos ovos quando comparada ao controle positivo (Levamisol 2%).
Para estas espécies de plantas ensaiadas, a inibigdo da eclodibilidade de ovos
variou em meédia entre 25 a 45% na diluicdo de maior concentracao (50% v/v),
patamar que representa uma percentagem inferior comparado com as demais
espécies testadas na mesma proporgao de diluicao. Por outro lado, os testes como
folhas de L. officinais, P. umbelata, A. muricata, P. edulis, e a planta inteira de B.
pilosa, demonstraram resultados bastante promissores, onde a inibicdo da
eclodibilidade de ovos variou entre 95 e 100%, principalmente para as trés diluicbes
de maior concentragao (50%; 25%; 12,5% v/v). Tais resultados foram equiparaveis
agueles obtidos para o controle positivo.

A analise dos resultados obtidos com os testes larvicidas (Figs. 9 e 10) nas
cinco diluicbes seriadas dos extratos de P. gratissima, folhas de L. officinais, A.
satureioides, P. edulis, e planta inteira de B. pilosa, mostrou resultados
insignificantes em termos de eficiéncia, pois, 0S numeros percentuais das
mortalidades de larvas causadas pelas cinco concentra¢des seriadas variaram entre
1 a 10%, valores proximos daqueles exibidos pelo controle negativo utilizado. Ja os
testes com os extratos das folhas de P. umbelata e A. speciosa mostraram
resultados percentuais de mortalidade mais efetivos, atingindo a ordem de
aproximadamente 40% para diluigdo de maior concentragao utilizada (50% v/v).
Entretanto, os resultados obtidos com o extrato de folhas de A. muricata se
mostraram essencialmente satisfatérios, com taxas de mortalidade atingindo a faixa
de 90-95% para as quatro diluicbes de maior concentragao (50%, 25%, 12,5% e
6,25% v/v), resultados equiparaveis aqueles obtidos quando do uso de controle
positivo.

Considerando que a A. muricata apresentou resultados promissores em
ambos os testes, eclodibilidade de ovos e motilidade de larvas, foi natural supor sua
maior eficiéncia também para os testes contra parasitas adultos de H. contortus,
apresentados na figura 11 completando a investigagdo do ativo no ciclo de vida
inteiro do parasita. Deve ser lembrado que os testes in vitro envolvendo os parasitas
adultos sdo mais trabalhosos e envolvem o sacrificio de animais, o que implica em
maior contingéncia de agdes, inclusive no aspecto ético, explicando assim a selecao

apenas de A. muricata para estes testes. Para os testes contra parasitas adultos, as
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diferentes concentragbes do extrato aquoso de A. muricata apresentou resultados
bastante significativos ao inibir a motilidade dos parasitas em comparagédo com o
grupo controle negativo ao longo de 10 horas de exposi¢do, muito embora sem que
este efeito fosse dependente de dose. Alias, doses menores do extrato inibiram
motilidade dos parasitas do que suas doses mais altas. De acordo com a
metodologia original proposta por Hounzangbe-Adote et al. (2005), a técnica
envolvia a leitura dos resultados apenas nos horarios de 6, 24 e 48 horas, parametro
modificado em nossas condi¢gdes de experimento considerando a viabilidade dos
parasitas utilizados e condicbes de ambiente proprias, abalizadas funcionalmente
nos experimentos pelos controles positivo e negativo. Nos nossos experimentos as
menores doses do extrato aquoso A, muricata foram capazes de inibir
completamente a motilidade de parasitas adultos nas primeiras quatro horas de
observacao, efeito equiparavel aquele obtido para o controle positivo, e diverso do
negativo, no qual em 4 horas de experimento ainda podia se observar cerca de 70%
da motilidade dos parasitas preservada.

Uma grande vantagem observada para os efeitos da A. muricata € que a
mesma apresenta agéo significativa em todas as fases do ciclo de vida do parasita,
ou seja, ovos, larvas e adultos, o que diminui as chances de aparecimento de
resisténcias por parte do parasita, pelo menos do ponto de vista tedrico. Este
desiderio, sobretudo, se aliado ao uso da planta na forma de fitomedicamento faz
reforcar a idéia de diminuigcdo das chances de resisténcia, problema acentuado no
controle de parasitoses gastrointestinais de ovinos com o uso do arsenal terapéutico
ora empregado. Isto porque se forem observadas atividades sinérgicas de diferentes
moléculas em diferentes alvos farmacoldgicos para o extrato, o uso da planta como
fitoterapico seria feito de forma mais vantajosa, onde poucas chances seriam dadas
para o aparecimento de parasitas resistentes, se somada a idéia de cobertura ampla
do ciclo de vida do parasita. Com efeito, a fitoterapia consiste em uma forma de
tratamento ou terapia que cresceu e se destacou nas ultimas décadas, pois algumas
espécies de plantas sao facilmente encontradas e sédo de facil acesso econémico a
populacdo carente, desde que devidamente orientada. Este corolario, aliado a
fatores tais como uso de medicamentos de alto custo, indisponibilidade dos
farmacos em algumas areas rurais carentes ou distantes, e desenvolvimento de
resisténcia aos anti-helminticos pelos nematdides, impulsionam a ampliacédo de
pesquisas e estudos de plantas voltadas para o uso humano e veterinario, incluindo
a busca por novos vermifugos (CAMURCA-VASCONCELOS et al.,, 2005). Além
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disso, e no cenario agropecuario, a carne e o leite do animal tratado pelo uso da
fitoterapia tendem a apresentar baixos teores de residuos quimicos em
contraposicao aos tratamentos convencionais, o que permite uma alimentagdo mais
saudavel ao consumidor (FURTADO, 2006).

Para efeito comparativo e segundo Souza et al. (2008), testes in vitro para
avaliagao do extrato aquoso de A. squamosa (Fruta de conde), espécie de mesmo
género da graviola, resultou na mortalidade de 19,4% de larvas de primeiro estagio
em nematodides gastrintestinais de bovinos. Em carneiros, testes in vivo, também
foram realizados, nos quais os resultados mostraram a reducdo de 40% na
contagem de ovos de H. contortus, dados que corroboram indiretamente aos
resultados aqui obtidos para A. muricata. A literatura aponta que nao sao recentes
as pesquisas com acetogeninas, um dos constituintes fitoquimicos extraidos de
espécies da familia de plantas da A. muricata (Annonaceas), sobre o contexto
farmacologico como sendo este composto fortemente bioativo, incluso como anti-
helmintico. Dentre os varios tipos de acetogeninas, a squamocina tem sido
apresentada como possuindo atividade inseticida, mutagénica e genotdxica
(ALVAREZ et al.,, 2010). A acetogenina annonacina, também mostrou atividade
citotoxica em células de cancer ovariano (LIAW et al., 2004), cancer de mama, e
carcinoma renal (KIM; SON; WOO, 2001). Na parasitologia, estudos também
mostram sua avaliacdo citotdxica contra agentes causadores da leishmaniose
(JARAMILLO et al., 2000), sendo a atividade citotdxica possivel responsavel pelos
efeitos observados neste trabalho para graviola, rica em acetogeninas. Apesar da
incompleta elucidagdo dos mecanismos de acao do extrato da familia Annonacea,
estudos biomoleculares apontam que sua ag¢ao na inibicdo da eclodibilidade dos
ovos e evolugao até larva de diferentes parasitos, esta ligada na inibigao da divisao
celular (mitose), e dessa forma na formagao e desenvolvimento das estruturas vitais
do parasito, aléem do bloqueio do funcionamento da cadeira respiratoria para
liberagdo de energia, acdo semelhante a classe dos farmacos benzimidazodis
(SOUZA et al., 2008).

A reprodutibilidade, confianga e robustez dos experimentos para ovos, larvas
e adultos dos parasitas podem ser certificadas por desvios padrdes relativamente
baixos observados para maioria dos grupos e pela correta funcionalidade do controle
positivo e negativo, com variabilidades experimentais bastante adequadas quando
comparadas com a literatura cientifica (MACIEL et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

Até o presente momento, os trabalhos de prospeccéo de ativos em ensaios in vitro
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como predecessores dos ensaios in vivo tem se apresentado como uma estratégia
experimental racional e elegante, na medida em que permitem economia de tempo e
de custos, ao mesmo tempo em que diminuem o numero de animais necessarios
para o desenvolvimento de um novo ativo de interesse biotecnoldgico, o que implica
obviamente em vantagens no que tange ao regulatorio ético no uso de animais de
experimentagado. Alem disso, e por serem simples e rapidos, os testes in vitro
permitem com segurangca e eficiéncia o acompanhamento da purificagdo
cromatografica de ativos de interesse, muito embora, ndo obrigatoriamente, ativos
eficazes in vitro também o sejam in vivo, sendo o mesmo verdadeiro quando da
obtencdo de um ativo isolado em comparacédo ao efeito sinérgico entre ativos no
extrato total em ensaios in vitro e in vivo (AKHTAR et al., 2000), uma vez que 0s
resultados usualmente variam de acordo com o nematéide usado no teste e quanto
ao estado imunolégico de diferentes racas e tipos de ovinos (DIMRI e SHARMA,
2004; TZAMALOUKAS et al., 2006).

Somado a este topico e considerando a efetividade do extrato de A. muricata,
segundo Powers et al. (1982) os resultados dos testes in vitro devem ser abalizados
pelo indice de classificacdo adotado pela World Association For The Advancement
Of Veterinary Parasitoloy (W.A.A.V.P.). Nela o patamar percentual de efetividade
para produto em teste ser langado para tratamento anti-helmintico, deve ultrapassar
90% de agao contra o parasita tratado, além da comprovagéo de que o ativo impediu
a evolugdo normal dos ovos (FURTADO et al., 2005). Os testes in vitro de ecloséo
de ovos (COLES et al., 1992) e de desenvolvimento larvar, por colocar a substancia
diretamente em contado com as diferentes formas parasitarias dentro do ciclo
evolutivo, sdo amplamente utilizados, tanto para avaliar resisténcia aos anti-
helminticos (COSTA et al., 2002), como também para testes com extrato ou ativos
de origem vegetal selecionados com possivel atividade anti-helmintica
(RODRIGUES et al., 2007).

Uma vez definido o extrato de A. muricata como sendo o mais efetivo nos
ensaios in vitro, inclusive em conformidade com os critérios da W.A.A.V.P., o extrato
foi administrado por via oral para animais infectados naturalmente com
trichostrongilideos. O fato de os animais serem contaminados naturalmente e serem
oriundos de uma macrorregido de extensao territorial consideravel, como aquela de
Ribeirdo Preto-SP, faz com que os experimentos sejam mais realisticos em relagao
as condicdbes de campo que acompanham o produtor, onde co-infeccbes por

parasitas de diferentes espécies, em diferentes estagios de evolu¢ao dentro do ciclo
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parasitologico e apresentando diferentes niveis de resisténcia a tratamentos com
anti-helminticos sao bastante comuns.

A tabela 1 mostra os resultados de OPG de grupos controles e experimentais
nos testes in vivo. Muito embora 0S grupos experimentais possam ter sofrido
deflexdes de valores de OPG em dias especificos, o perfil de resposta geral dos
grupos (1g/kg; 0,11g/kg; 0,33 g/kg) durante os 7 dias de experimento se assemelhou
de maneira quase fidedigna aqueles do grupo controle negativo, e de maneira
bastante diversa do grupo positivo que quase promoveu total eliminagdo de ovos ao
fim do experimento.

Estes dados nos levam a concluir que, muito embora bastante promissor nos
testes in vitro, o extrato de A. muricata, a0 menos nas doses ensaiadas, falhou na
apresentagao de qualquer atividade in vivo. Tal divergéncia dos resultados in vitro e
in vivo, também relatada por Peneluc et al. (2009) e Molento e Prichard (2001), pode
ser atribuida a interagdo organismo — bioativo — parasita, a biodisponibilidade, ou
seja, eficiéncia do extrato da planta dentro do animal, protecao do parasita na
intimidade das vilosidades intestinais, viruléncia da espécie do parasita e
sensibilidade do hospedeiro frente a infeccdo. Outros efeitos também s&o
justificados pela baixa concentragdo do extrato utilizado nos experimentos in vivo
quando comparado as doses efetivas para 0s ensaios in vitro, nos quais o bioativo
em contato intimo com as formas evolutivas dos parasitas possui agdo direta. A
acao de microorganismos no rumem, também justifica a disparidade dos resultados,
pois a microbiota ruminal pode alterar o metabolismo e o mecanismo de ag¢ao de
alguns nutrientes, medicamentos ou extratos bioativos administrados via oral
Peneluc et al. (2009). Divergéncias entre resultados in vitro e in vivo, parecem até
certo ponto comuns experimentalmente, como reportado em testes envolvendo alho
(Allium sativum), neem (Azadirachta indica), meldao de sao Caetano (Momordica
charantia), e fruta do conde (A. squamosa), realizados em condigdes similares as
deste trabalho, onde a agao in vitro dos ativos fora comprovada em detrimento de
sua acao in vivo (CHAGAS, 2007).

Finalmente, os valores de desvios padrdes altos encontrados em nossos
experimentos in vivo em comparagdo com aqueles in vitro, refletem e se devem a
caracteristicas proprias da metodologia, que prevé a distribuicdo randémica de
animais vivos cujos valores de OPG iniciais para teste variaram em ordens de
grande monta (1500 — 20.000 ovos/g de fezes). Este tipo de observagao parece ser

comum em experimentos de mesmo tipo (OLIVEIRA et al., 2009). Durante o ensaio,
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houve a morte de 2 animais dos grupos experimentais, entretanto as morte nao
podem ser atribuidas a um efeito toxico do extrato de A. muricata, uma vez que
estas mortes foram atribuidas ao acentuado grau de fraqueza no qual os animais se
encontravam ja no inicio dos testes, associado a elevada carga parasitaria
constatada nos OPGs, ndo combatidas pelo tratamento. Ademais, conforme
mencionado na metodologia, e a fim de acompanhar o estado clinico fisiopatolégico
dos animais, os resultados de OPGs foram associados com exames clinicos e
laboratoriais bioquimicos e hematologicos de cada animal (Material Suplementar —
Anexos) nao foram observadas fortes variagdes quando comparando 0s animais ao
controle positivo e experimentais com aqueles do controle negativo. Isto significa
dizer, que o extrato aquoso de graviola fora bem tolerado pelos animais do ponto de

vista toxicoldgico.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se do conjunto de dados obtidos neste trabalho que:

« Os trabalhos de prospeccdo de ativos em ensaios in vitro como
predecessores dos ensaios in vivo tem se apresentado como uma estratégia
experimental vantajosa por permitirem economia de tempo/custeio e reducao da
necessidade do uso de animais de experimentagdo, a0 mesmo tempo em que
permitem o acompanhamento da purificagdo cromatografica de ativos de interesse
de maneira rapida e eficiente, quando devidamente padronizados. Neste interim,
guando avaliadas as eficiéncias de funcionalidade de controles positivo e negativo
nos testes de eclodibilidade de ovos, e viabilidade de larvas e adultos de
trichostrongilideos parasitas gastrointestinais de ovinos, pode-se afirmar que a
padronizagao dos testes ocorreu com sucesso em nosso laboratério;

. Pesquisas teoricas baseadas na literatura popular e cientifica a fim de
selecionar espécies de plantas com carater anti-helmintico, baseadas em relatos
populares, efeitos farmacoldgicos, e acesso facilitado, ocorreu com sucesso. Assim
foi possivel montar um grupo de oito espécies de plantas, das quais foi possivel
apresentar a A. muricata como bastante efetiva na em sua atividade anti-helmintica;

. Dos extratos aquosos ensaiados, o de A. muricata foi 0 mais efetivo,
apresentando efeito inibitério da eclodibilidade de ovos e inibitério da viabilidade
larval na ordem de 90-100%, quando comparado ao controle negativo. Ademais, o
extrato foi capaz de inibir completamente a motilidade dos parasitas adultos nas
primeiras quatro horas de observagao do teste, efeito equiparavel aquele obtido para
0 controle positivo e diverso do negativo que em 4 horas ainda mantinha cerca de
70% da motilidade dos parasitas, mostrando que a A. muricata pode ser uma fonte
efetiva de ativos com interesse biotecnolégico ou para o desenvolvimento de
fitoterapicos Uteis para uso veterinario no ramo da ovinocaprinocultura.

Em que pese a forte agdo in vitro, o extrato aquoso de A. muricata falhou em
reduzir o nivel de OPG em animais contaminados quando comparado ao efeito do
vermifugo comercial, composto da associacdo de ivermectina, levamisol e
albendazol. Tal divergéncia dos resultados in vitro e in vivo, pode ser explicada, ao
menos em partes, por fatores como a biodisponibilidade dos compostos ativos nos
diferentes compartimentos do trato gastrintestinal, pela dose e concentragdo
avaliada, alta variagcdo do OPG, e dentre outros fatores. Ademais, pelos exames

clinicos e laboratoriais empregados nos experimentos in vivo, pode-se dizer que o



52
extrato aquoso de graviola € bem tolerado pelos animais do ponto de vista

toxicologico.
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APENDICE A
RELAQAD DE CARNEIROS: EXAME LABORATORIAL
Dia do Experimento: 1 Data da Coleta: 15/06/2011
HEMOGRAMA BloQUiMICO
Grupo N d? Hemac.| Hemat. [Hemog.| Leuc. |Glicose| Uréia | Creat. | Colest. | Triglic. Ac Prot. Album. Bilirru. | Bilirru. |AST/TG| ALT/TG | Fosf.Al |GamaG Bilirru.l Col.VL Globul. Rel.
Carneiro Urico | Tot. D T o P c T DL AIG
106 mm3 | (%) g/dL mm3 | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL g/dL g/dL | mg/dL | mg/dL u/L U/L u/L u/L mg/dL | mg/dL | mg/dL g/dL
28 8.96 25 8,5 7.600 70 56 0,8 77 22 0,1 4,8 3,0 0,04 0,06 122 30 208 27 0,0 4,4 1,8 1,7
14 79 [ 24 7,8 11.200[ 75 56 0,8 48 21 0,2 5,0 2,8 0,08 0,15 82 9 241 33 0,1 4,2 2,2 1,3
Nega_tivo 32 13.0 35 12,9 7.900 72 46 0,7 93 20 0,4 54 3,4 0,01 0,05 100 21 242 49 0,1 4,0 2,0 1,7
1sr:|I/I:1‘:g 8 149 [ 30 10,8 9.300 [ 58 66 0,8 71 20 0,3 6,2 2,8 0,02 0,04 262 20 250 46 0,0 4,0 3,4 0,8
19 10.8 30 10,4 8.600 76 59 0,9 82 25 0,1 6,2 3,3 0,03 0,04 379 24 309 69 0,0 5,0 2,9 1,1
30 108 [ 30 10,5 9.000 [ 78 43 0,8 80 14 0,3 51 2,8 0,03 0,06 114 25 252 37 0,0 2,8 2,3 1,2
2 14.9 38 13,7 6.800 66 56 0,8 59 27 0,7 6,2 3,8 0,01 0,05 129 19 423 52 0,0 54 2,4 1,6
22 13.1 36 13,2 | 10.500 67 45 1,0 72 21 0,4 5,8 3,7 0,01 0,05 79 26 187 23 0,0 4,2 2,1 1,8
Positivo 6 125 34 11,9 9.300 67 39 0,5 50 11 0,6 6,7 2,3 0,04 0,08 67 8 68 35 0,1 2,2 4,4 0,5
Trimix 35 11.0 30 10,9 | 15.200 72 53 0,9 78 23 0,3 5,0 3,5 0,01 0,11 89 8 189 40 0,1 4,6 1,5 2,3
1 mikg 9.1 25 8,7 7.100 44 60 0,6 28 16 0,7 6,7 2,8 0,02 0,06 135 13 7 41 0,0 3,2 3,9 0,7
13.3 35 13,6 8.300 64 36 0,5 51 10 0,2 6,3 2,4 0,03 0,06 69 2 107 29 0,0 2,0 3,9 0,6
29 106 [ 30 10,8 9.300 | 75 47 0,8 79 14 0,4 5,6 3,4 0,01 0,05 142 25 210 25 0,1 2,8 2,2 1,5
5 11.8 33 11,8 9.100 64 74 0,5 47 52 0,2 57 2,6 0,04 0,07 147 16 111 46 0,1 10,4 31 0,8
Teste G1 20 133 | 35 12,7 8.100 [ 69 54 0,9 70 18 0,2 5,9 3,7 0,02 0,03 133 26 187 38 0,0 3,6 2,2 1,7
1 ml/kg 21 13.8 37 13,1 8.600 68 47 0,9 83 3 0,3 6,1 3,9 0,02 0,05 78 6 433 52 0,0 0,6 2,2 1,8
Conc. 37 898 | 25 9,1 8.900 [ 73 46 0,9 65 17 0,2 5,9 4,2 0,05 0,21 83 12 188 46 0,2 3,4 1,7 2,5
Lg/mi 34 7.6 22 7,8 10,6 74 61 0,9 52 14 0,2 4,7 2,7 0,01 0,10 106 13 66 38 0,1 2,8 2,0 1,4
36 83 [ 24 8,7 10.800 [ 69 64 0,7 59 17 0,0 4,3 2,5 0,05 0,09 153 23 87 36 0,1 3,4 1,8 1,4
31 8.9 25 8,6 9.000 67 62 0,5 53 34 0,2 4,0 2,1 0,01 0,05 127 26 141 29 0,1 6,8 1,9 1,1
Teste G2 33 9.78 28 8,9 8.600 66 51 0,9 81 15 0,1 5,8 3,0 0,02 0,05 128 30 174 36 0,1 3,0 2,8 1,1
1 ml/kg 27 11.6 33 11,7 9.100 62 50 0,9 70 12 0,2 57 3,4 0,03 0,06 130 6 211 27 0,1 2,4 2,3 1,5
Conc. 4 9.0 25 8,6 8.600 60 76 0,7 50 22 0,3 7,4 3,1 0,03 0,07 126 18 541 46 0,0 4,4 4.3 0,7
0,33g/m| 17 8.9 25 9,3 10.100 60 61 0,7 35 26 0,1 4,6 2,1 0,01 0,05 88 13 153 35 0,0 5,2 2,5 0,8
12 9.18 26 8,6 12.900 63 75 0,5 22 16 0,0 59 2,3 0,03 0,08 142 18 58 52 0,1 3,2 3,6 0,6
16 3.6 10 4,2 3.200 76 86 0,8 42 29 0,2 3,8 1,7 0,01 0,10 46 10 104 61 0,0 5,8 2,1 0,8
Teste G3 26 14.0 35 14,2 7.600 66 53 0,9 63 24 0,4 6,4 3,2 0,04 0,08 87 5 295 38 0,1 4,8 3,2 1,0
1 ml/kg 18 12.6 34 12,6 | 10.600 60 68 0,9 37 19 0,1 6,7 2,7 0,02 0,07 83 7 209 50 0,1 3,8 4,0 0,7
Conc. 23 13.6 37 13,2 9.000 63 55 0,8 89 15 0,1 59 3,9 0,03 0,04 114 11 422 28 0,0 3,0 2,0 2,0
0,11 g/ml 15 9.5 25 8,6 10.200 66 70 0,8 59 25 0,2 51 2,7 0,02 0,03 72 19 231 24 0,0 5,0 2,4 1,1
25 10.6 30 10,5 8.300 69 51 1,0 78 26 0,2 59 3,4 0,00 0,05 92 5 302 32 0,1 52 2,5 1,4
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APENDICE B
RELA(}i\O DE CARNEIROS: EXAME LABORATORIAL
Dia do Experimento: 1 | Data da Coleta: 22/06/2011
HEMOGRAMA BloQuiMICO

Grupo C::n:;o Hemac.| Hemat. |[Hemog.| Leuc. |Glicose| Uréia | Creat. | Colest. | Triglic. l'J?i:::.o :_:;f’ Album. Bil::l)'ru. Bi"_:_'ru' AngG ALLITG Fosf.Alc Gar;}aG Bilirru.l Co[l).:/L Globul. ':7('3
106 mm3 | (%) g/dL mm3 | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL | mg/dL g/dL g/dL mg/dL | mg/dL u/L U/L u/L u/L mg/dL | mg/dL | mg/dL g/dL
28 8.9 25 8,0 8.100 83 7 0,9 44 43 0,8 53 3,1 0,01 0,06 20 30 249 34 0,1 8,6 2,2 1,4
14 6.3 17 6,9 12.800 66 47 0,7 31 36 0,3 4,6 2,3 0,02 0,09 50 12 216 40 0,1 7,2 2,3 1,0
Ngg:’i::c’ 32 7.6 22 7,8 12.900 [ 67 52 0,7 39 23 0,4 4,5 2,9 0,01 0,04 97 18 335 67 0,0 4,6 1,6 1,8
1 mlldkg 8 14.9 30 10,6 5.100 73 64 0,7 40 37 0,6 6,3 2,7 0,01 0,03 103 22 371 34 0,0 7,4 3,6 0,8
19 10.8 30 10,9 7.500 58 43 0,7 38 41 0,2 4,4 2,3 0,01 0,05 63 18 270 46 0,0 8,2 2,1 1,1
30 8.6 25 7,9 3.900 [ 79 58 0,7 34 22 0,0 4,6 2,7 0,02 0,08 46 15 290 63 0,1 4,4 1,9 1,4
2 14.1 38 13,7 12.100 68 48 0,8 55 22 0,3 57 3,5 0,02 0,05 102 25 348 46 0,0 4,4 2,2 1,6
22 11.2 33 11,8 6.000 75 52 0,8 40 25 0,4 51 3,1 0,02 0,10 67 18 229 45 0,1 50 2,0 1,6
Positivo 6 10.5 30 104 | 12700 [ 65 39 0,5 29 24 0,2 6,1 2,1 | 002 | 008 50 13 140 39 0,1 4,8 4,0 0,5
Trimix 35 11.0 30 10,9 16.300 72 60 1,0 43 28 0,2 4,6 3,2 0,03 0,13 75 10 140 62 0,1 56 1,4 2,3
1mlikg 3 9.18 25 8,9 7.600 71 46 0,6 33 26 0,4 6,2 2,5 0,02 0,08 86 13 183 52 0,1 52 3,7 0,7
9 10.6 30 10,6 12300 [ 74 60 0,7 38 27 0,2 6,1 2,8 0,02 0,05 67 20 294 61 0,0 54 3,3 0,8
29 10.6 30 10,8 6.100 68 55 0,8 47 19 0,3 4,9 2,9 0,02 0,04 115 17 201 39 0,0 3,8 2,0 1,5
5 10.6 30 10,6 11.000 50 49 0,5 27 22 0,1 4,6 2,0 0,02 0,10 115 20 131 49 0,1 4,4 2,6 0,8
Teste G1 20 9.7 28 9,3 12.300 [ 68 56 0,8 38 14 0,4 57 3,4 0,02 0,07 102 23 238 49 0,1 2,8 2,3 1,5
1 mi/kg 21 13.3 37 13,0 5.100 70 51 0,8 35 22 0,4 52 3,3 0,02 0,07 66 8 379 67 0,1 4,4 1,9 1,7
Conc. 37 8.9 25 8,9 6.300 73 51 0,8 31 41 0,3 53 3,8 0,01 0,23 69 16 188 40 0,2 8,2 1,5 2,5
Tg/ml 34 7.6 22 7,2 12.800 [ 66 62 0,8 35 28 0,2 4,4 2,5 0,03 0,10 80 16 65 67 0,1 56 1,9 1,3
36 8.3 24 8,7 13.300 69 44 0,6 40 31 0,2 3,3 1,8 0,02 0,09 308 17 81 195 0,1 6,2 1,5 1,2
31 3.6 10 3,6 12.800 78 56 0,5 27 15 0,3 39 2,0 0,02 0,11 60 15 126 43 0,1 3,0 1,9 1,1
Teste G2 33 7.9 23 7,7 3.800 i 71 51 0,8 26 20 0,3 55 3,0 0,02 0,06 474 33 301 73 0,0 4,0 2,5 1,2
1 mi/kg 27 9.10 26 8,6 12.300 101 37 0,7 28 18 0,1 4,8 3,0 0,02 0,08 567 45 192 60 0,1 3,6 1,8 1,7
Conc. 4 6.98 20 6,9 12.200 71 63 0,6 25 22 0,4 55 2,5 0,02 0,10 95 17 863 50 0,1 4,4 3,0 0,8
0.33g/ml 17 8.9 25 9,3 12.300 62 58 0,7 51 26 0,3 3,5 1,7 0,03 0,05 114 12 94 16 0,0 52 1,8 0,9

12 MORREU

16 MORREU
Teste G3 26 14.0 35 14,0 5.600 69 45 0,8 31 28 0,4 55 2,8 0,01 0,07 59 11 365 44 0,1 56 2,7 1,0
1 mi/kg 18 12.6 34 12,3 11.800 72 60 0,8 35 23 0,4 6,1 2,5 0,02 0,04 66 14 227 50 0,0 4,6 3,6 0,7
Conc. 23 10.6 30 10,9 6.500 75 49 0,7 38 25 0,4 53 3,4 0,09 0,11 112 12 6,25 28 0,1 50 1,9 1,8
0,11 g/ml 15 5.6 15 52 13.100 52 51 0,6 39 35 0,3 39 2,0 0,01 0,04 43 14 184 24 0,0 7,0 1,9 1,1
25 10.6 30 10,5 5.100 29 52 0,8 30 24 0,4 55 3,0 0,01 0,08 472 27 303 86 0,1 4,8 2,5 1,2
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