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RESUMO

USO DE PLANTAS MEDICINAIS COMO ALTERNATIVA PARA O CONTROLE DE
Haemonchus contortus EM OVINOS: TESTES IN VITRO E IN VIVO. Luciana Dinato
Rosa de Oliveira. Orientador: Helder Louvandini, PhD, Sdo Paulo, SP.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficacia in vitro e in vivo de quatro plantas
medicinais com uso das folhas de cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile), jameldo
(Syzygium cumini), jenipapo (Genipa americana) e lobeira (Solanum lycocarpum), como
alternativa para o controle de Haemonchus contortus. O teste in vitro utilizado foi de
eclodibilidade de ovos (TEO) utilizando-se concentracfes crescentes (3,12 mg/mL, 6,25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL) de extrato aquoso (EA) das
plantas sobre os ovos de H. contortus. O EA de A. humile apresentou o menor valor da CLs
(concentracéo letal) de 4,14 mg/mL, seguido por 12,35 mg/mL do S. cumini. No TEO do S.
lycocarpum, na concentragdo maxima testada, houve inibicdo de 14,20 % na eclodibilidade, e
da G. americana, inibicdo de 18,27 %, assim a CLs destas plantas foi muito superior as
demais. Para os testes in vivo, 30 animais borregos, machos e fémeas, mesticos Santa Inés,
naturalmente infectados, foram divididos em 5 tratamentos, sendo um controle negativo (sem
uso de planta), e outros quatro que receberam 30 g das respectivas plantas secas e moidas a
saber: tratamento caju (folha de cajuzinho-do-cerrado), tratamento jenipapo (folha de
jenipapo), tratamento lobeira (folha de lobeira) e tratamento jameldo (folha de jameldo). O
periodo experimental foi de 28 dias: 7 de adaptacdo ao confinamento, 14 de fornecimento das
plantas e 7 de periodo residual. Ap6s os 7 dias de adaptacdo, nos dias 0, 7, 14 e 21, foram
feitas as pesagens dos animais, coletas de sangue para contagem de eosindfilos e de fezes para
contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Apos 14 dias de tratamento, foi observada
reducdo de 25,55 % do OPG no tratamento controle, de 66,04 % no tratamento caju, de 66,18
% no tratamento jenipapo, de 53,53 % no tratamento lobeira e de 67,73 % no tratamento
jameldo. No periodo residual (21 dias), o tratamento caju apresentou 47,84 % na reducdo no
OPG, seguido da lobeira com 39,48 %, e do jenipapo com 30,20 %. Neste periodo, houve
aumento de 27,98 % no OPG dos animais tratados com jameldo e de 139,72 % nos animais do
grupo controle. Durante o periodo de tratamento, também foi observado ganho em peso entre
4,9 e 16,04 %, em todos os tratamentos e a contagem de eosindfilos apresentou redugéo de 43
% no controle e 17 % no tratamento caju, sendo que nos demais houve aumento de 5 % no
tratamento jenipapo, de 43 % no tratamento lobeira de 12 % no tratamento jameldo. Conclui-
se que no teste in vitro, o A. humile apresentou a melhor atividade na inibicdo da eclosdo dos
0vos, e no teste in vivo, o S. cumini foi responséavel pela melhor atividade apds o tratamento e
0 A. humile, o melhor resultado no periodo residual, contra a verminose ovina.

Palavras-chaves: Anacardium humile. Anti-helmintico. Genipa americana. Helmintos.
Ruminantes. Solanum lycocarpum. Syzygium cumini.



ABSTRACT

USE OF MEDICINAL PLANTS AS AN ALTERNATIVE FOR CONTROLLING
Haemonchus contortus IN SHEEP: IN VITRO AND IN VIVO TESTS. Luciana Dinato
Rosa de Oliveira. Orientador: Helder Louvandini, PhD, Sdo Paulo, SP.

The objective of this study was to evaluate the in vitro and in vivo efficacy of four medicinal
plants using Anacardium humile, Syzygium cumini, Genipa americana and Solanum
lycocarpum leaves as an alternative for the control of Haemonchus contortus. The in vitro test
used was hatchability of eggs (EHT) using increasing concentrations (3,12 mg/mL, 6,25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL and 100 mg/mL) of aqueous extract (AE) of
plants on H. contortus eggs. A. humile AE showed the lowest LC50 (lethal concentration)
value of 4,14 mg/mL, followed by S. cumini 12,35 mg/mL. In S. lycocarpum EHT, the highest
concentration tested (100 mg/mL) had at an inhibition rate of 14,20 % of hatchability, and in
G. americana, there was an inhibition rate of 18,27 %, so the LC50 of these plants was much
higher than the others. For in vivo tests, 30 lambs, males and females, Santa Ines (crossbred),
naturally-infected were divided into 5 treatments: a negative control (no use of medicinal
plant), and four others that received 30 g of the following plants dried and milled: A. humile,
G. Americana, S. lycocarpum and S. cumini. The experimental period was 28 days: 7 days of
confinement adaptation, 14 days for the treatment with plants and 7 days for the residual
period. After 7 days of adaptation, at 0, 7, 14 and 21days, body weights, blood samples for
eosinophil count and fecal egg counts per gram of feces (EPG) were taken. The following
reductions in EPG were observed in 14 day: a 25,55 % reduction in the control, 66,04 % in
the A. humile treatment, 66,18 % in the G. americana treatment, 53,53 % in the S.
lycocarpum treatment and 67,73 % in the S. cumini treatment. In residual period (21 day), in
A. humile treatment showed reduction of 47,84 % in OPG, following for 39,48 % in S.
lycocarpum treatment e 30,20 % in G. americana treatment. In this period, there was an
increase of 27,98 % in OPG in the animals treated with S. cumini and 139,72 % in the control
group. During the treatment period, an increased rate of weight gain from 4,9 to 16,04 % was
also observed in all treatments, and the eosinophil count was reduced 43 % in the control, 17
% in the A. humile treatment, compared with a 5 % increase in the G. americana treatment, 43
% in the S. lycocarpum treatment and 12 % in the S. cumini treatment. This study concluded
that the in vitro test the A. humile showed the best activity in inhibiting the eggs hatch, and in
the in vivo test S. cumini was responsible for the best activity after the treatment and A. humile
showed the best result in the residual period against the nematode parasites of sheep.

Keywords: Anacardium humile. Anthelmintic. Genipa americana. Helminthis. Solanum
lycocarpum. Ruminants. Syzygium cumini.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

Helmintiases representam um dos maiores problemas de salde para pequenos
ruminantes, comprometendo intensamente o desempenho dos animais. A presenca de
parasitas reduzem o ganho de peso e a capacidade de reproducgéo, assim como a producdo de
leite, 1 e couro. A infeccdo é geralmente de natureza mista, e, juntamente com a sanidade
inadequada e 0 manejo nutricional dos animais, culmina em consideraveis perdas econdmicas
(Cenci et al., 2007). O parasitismo gastrintestinal € um problema enfrentado por produtores de
todo o mundo, sendo o Haemonchus contortus, um parasita do abomaso de pequenos
ruminantes, o responsavel pelas maiores perdas.

A producdo de ovinos no Brasil, bem como em outros paises, tem sido
prejudicada pela intensa ocorréncia de cepas desses parasitas resistentes a produtos anti-
helminticos convencionais. Um dos primeiros relatos brasileiros de resisténcia de H.
contortus & benzimidazol ocorreu no Rio Grande do Sul, em 1967 (Santos & Gongalves,
1967). Esse fato se deu principalmente, devido ao uso indiscriminado desses produtos e ao
manejo inadequado dos rebanhos.

O mercado da carne ovina esta em franca ascensdo em todo o pais. Os precos
pagos por esta carne na unidade produtiva representam bem mais que o preco pago pela carne
bovina nas mesmas condi¢fes. No entanto, em 2012, 63,1 % da carne ovina consumida pelos
brasileiros foi importada, provenientes do Uruguai (93 %), da Argentina (3,8 %), do Chile
(2,8 %), da Nova Zelandia (0,3 %) e da Australia (0,1%), tornando a cadeia produtiva
brasileira cada vez mais dependente do mercado externo (Souza, 2013).

Além dessa dependéncia do mercado externo, hd também o prejuizo dessas



importacBes para os criadores. Os ovinocultores tem se constituido em dois grandes grupos:
0s produtores patronais, onde a ovinocultura € uma atividade que compde 0 sistema de
producdo em conjunto com o0s bovinos de corte e alguma agricultura; e os agricultores
familiares, que se dedicam a ovinocultura como uma atividade importante do seu sistema de
producédo, como fonte familiar de proteina animal. Devido as importa¢des, ha uma diminuigdo
dos pregos dos produtos, obrigando, assim, os criadores a diminuir os rebanhos e buscar
alternativas de rentabilidade (Ribeiro, 2008).

O consumo de carne fresca ou resfriada, em substituicdo a carne congelada, é
uma tendéncia atual de mercado, favorecendo o consumo de produtos internos. Assim, 0s
rebanhos ovinos precisam ser aumentados rapidamente para diminuir as importacGes e cobrir
as ociosidades existentes nos abatedouros e frigorificos (MCT/CNPg/CGAPB, 2001 apud
Embrapa, 2013).

Portanto, os planejamentos adequados, aliados ao manejo correto dos animais,
a organizacdo dos produtores e as pesquisas bem orientadas, poderdo contribuir para o
aumento do periodo de oferta desses animais para abate por maior nimero de meses do ano,
atendendo a demanda crescente dos consumidores.

A maioria dos produtores ndo adota o programa estratégico de controle de
parasitas recomendado, nem realiza anualmente e de forma racional, a alternancia dos grupos
quimicos dos anti-helminticos utilizados. Esse problema ocorre devido a falta de
conhecimento basico no que se refere a biologia e a epidemiologia dos endoparasitas, e
também aos custos elevados dos insumos quimicos.

Na maioria das vezes, as vermifugacOes sdo realizadas sem base técnica, com
isso selecionam-se rapidamente nematoides resistentes as drogas disponiveis no mercado
(Silva, 2007) o que determina a necessidade da renovagdo do estoque de anti-helminticos,
porém, a disponibilidade de novos produtos ainda € restrita. Outros fatores também
influenciam na resisténcia, como clima, idade dos animais afetados e o estado nutricional em
gue esses animais se encontram.

Atualmente o uso de insumos quimicos e 0s processos de producdo ndo
naturais na agricultura tém sido cada vez mais questionados e se tornaram uma preocupacdo
dos consumidores. Sabe-se que 0s antiparasitarios deixam niveis consideraveis de residuos na
carne, no leite e no meio ambiente e isso interfere na saide humana (Padilha et al., 2000).
Devido ao risco de residuos nos produtos alimenticios e no ambiente, percebe-se hoje uma
tendéncia crescente de uma agricultura organica e de uma agricultura sustentavel. Neste

sentido, alguns efeitos negativos para a saude com o uso de tratamentos convencionais ja



foram comprovados. Segundo Gracey et al. (1999), efeitos teratogénicos foram observados
em ovelhas tratadas com parabendazole durante a gestagéo, resultando em defeitos congénitos
em nivel do esqueleto dos neonatos. O levamisol também foi associado a um variado numero
de efeitos indesejaveis em animais de producao.

Por outro lado, inimeros relatos foram feitos sobre alternativas de baixo custo
e menos prejudiciais a salde humana a ao ambiente, baseadas na reducdo ou mesmo na
exclusdo desses tratamentos quimicos no controle parasitario (Silva, 2007).

A fim de contribuir com praticas alternativas para o controle de nematoides
gastrintestinais em pequenos ruminantes, varios pesquisadores, em diversos paises, tem se
empenhado em testar plantas usadas na medicina popular para avaliacdo da eficacia e
seguranca das mesmas (Nery et al., 2009).

Nos EUA, Ketzis et al.(2002), obtiveram eficacia igual ao tiabendazole,
trabalhando com oleo essencial de Chenopodium ambrosioides (0,2 mL/kg de peso vivo),
promovendo a inibig&o da eclosdo dos ovos de H. contortus.

Na Nigéria, extratos etanolico e aquoso de Spondias mombin (Ademola et al.,
2005) e Spigelia anthelmia (Ademola et al., 2007) (500 mg/kg de peso vivo) foram eficazes
na reducdo de até 65 % do OPG (ovos por grama de fezes) de ovinos.

No Brasil, um levantamento realizado por Krychak-Furtado (2006), 106
espécies foram citadas com acdo anti-helminticas, entretanto menos de 17 % tiveram suas
eficacias comprovadas. Das espécies identificadas, somente 17,9 % eram indicadas para
tratamento de nematoides em ruminantes. Este fato mostra que, apesar de muitas plantas ja
terem sido descritas com este potencial, poucas foram avaliadas cientificamente.

Estudos realizados no Brasil, 15 plantas apresentaram eficacia acima de 95 %
para inibi¢do do desenvolvimento de trichostrongilideos. As plantas que revelaram resultados
mais promissores foram: Aster lanceolatus, Croton zehntneri, Cymbopogon citratus,
Dicksonia sellowiana, Digitaria insularis, Genipa americana, Lippia sidoides, Mangifera
indica, Melia azedarach, Ocimum gratissimum, Petiveria alliacea, Pterocaulon interruptum,
Oryza latifolia, Spigelia anthelmia e Trichilia pallida (Nery et al., 2009).

A fitoterapia no controle de verminoses é uma alternativa que podera reduzir o
uso de anti-helminticos, prolongando assim, a vida Gtil dos produtos quimicos disponiveis.
Muitas plantas sdo tradicionalmente conhecidas por suas atividades anti-helminticas, no
entanto, seu uso requer verificacdo cientifica para comprovacgéo de sua eficacia (Silva, 2007).

O Brasil possui uma “farmacopeia popular” muito diversa, baseada em plantas

medicinais, isto se deve a uma miscigenacdo cultural que envolve africanos, europeus e



indigenas, e a introducdo de espécies exoticas pelos colonizadores, imigrantes e escravos
(Martins et al., 2003).

Este trabalho se propds a fazer o estudo de algumas plantas medicinais
utilizadas tradicionalmente como vermifugas, que sdo de facil disponibilidade, fornecendo
assim ao produtor rural alternativa as drogas anti-helminticas para o controle das verminoses

gastrintestinais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1  Objetivos gerais

Avaliar in vitro e in vivo, através das folhas de cajuzinho-do-cerrado
(Anacardium humile), jameldo (Syzygium cumini), jenipapo (Genipa americana) e lobeira
(Solanum lycocarpum), a eficacia de plantas medicinais como alternativa para o controle de

Haemonchus contortus em ovinos mesticos infectados naturalmente no Distrito Federal.

1.2.2  Objetivos especificos

e Obtencéo do material vegetal;

e Processamento das folhas;

e Obtencéo dos extratos aquosos das folhas;

e Obtencdo do material biologico para o teste in vitro (ovos de H. contortus);

e Teste da eclodibilidade de ovos, utilizando os extratos aquosos;

e Fornecimento, na proporcdo de 10 % do concentrado diario, do p6 das folhas
aos animais;

e Pesagem para avaliacdo de ganho em peso durante os 14 dias de experimento;

e Coleta de sangue para avaliacdo do numero de eosinofilos durante os 21 dias

de experimento;



e Coleta de fezes para avaliacdo da contagem de OPG durante os 21 dias de

experimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fitoterapia

Fitoterapia € um método de tratamento caracterizado pela utilizacdo de plantas
medicinais em suas diferentes preparacfes sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas,
ainda que de origem vegetal. Um fitoterapico € um produto obtido de planta medicinal ou de
seus derivados, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa
(Brasil, 2009).

2.2 Histérico

O uso das plantas medicinais teve inicio provavelmente na pré-historia, quando
tanto os homens, quanto os animais, iniciaram as préaticas de saude, utilizando plantas pelo
instinto de sobrevivéncia, observando determinados efeitos para minimizar suas
enfermidades, acumulando, assim, conhecimentos empiricos que foram passados de geragédo
para geracao, até os tempos atuais (Ferro, 2008).

Os primeiros relatos de uso de plantas medicinais pelo homem datam
aproximadamente de 2.600 a.C., na Mesopotamia, sendo relatados também no Egito e na
Grécia antiga. O primeiro registro de uso de plantas medicinais como remédios foi
proveniente da medicina tradicional chinesa, encontrado na obra Pen Ts'ao (A Grande
Fitoterapia), que descreve a utilizacdo dos recursos vegetais para a cura de diversas doengas.

Durante séculos, desde a Idade Antiga até o lluminismo, as plantas medicinais consistiram no



principal instrumento terapéutico para a cura de doengas (Leite, 2009).

O uso de ervas medicinais, inicialmente, era meramente intuitiva (empirica) ou
era feita observando-se os animais, que buscavam nas ervas cura para suas afecces. A
utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas acontece em todo o mundo e ha muito
tempo (Ferro, 2008).

No Brasil, os indios utilizavam das plantas medicinais nos seus rituais de cura,
enguanto os povos africanos as associavam com rituais religiosos. A disseminacdo deste uso
foi auxiliada pelos colonizadores europeus, e pelos imigrantes chineses e japoneses (Ferro,
2008).

Nos seculos XVII e XVIII, periodos do Iluminismo, foram desenvolvidas as
primeiras técnicas fitoquimicas de isolamento, quando se iniciou estudos visando a obtencéo
de substancias puras a partir de drogas vegetais, até entdo usadas na forma bruta. Essa
mudanga de enfoque da medicina influenciou a historia da cura nos anos seguintes (Leite,
2009).

O grande ganho econdmico das industrias farmacéuticas e a caréncia de
comprovacao cientifica sobre a eficacia de varios produtos medicamentosos de origem
vegetal, aliada as dificuldades no controle quimico, fisico-quimico, farmacoldgico e
toxicologico dos extratos vegetais usados, impulsionaram a substituicdo desses produtos por
farmacos de origem sintética (Rates, 2001).

O uso abusivo de medicamentos, constituidos principalmente por principios
ativos sintetizados e purificados, gerou varias consequéncias, como 0 surgimento de doencas
iatrogénicas (decorrente do uso de medicamentos) e 0 aumento de resisténcia aos antibidticos.
Em meados de 1960, diante desses fatos e da dependéncia de altos investimentos necessarios
ao financiamento da pesquisa de novos farmacos, surgem na sociedade ocidental, movimentos
em busca de um modelo alternativo ou complementar no campo da satde. Movimentos esses,
interessados nas “terapias alternativas” (Leite, 2009).

Recentemente, iniciaram-se 0s estudos cientificos de alguns medicamentos
fitoterapicos, visando & confirmacdo de suas eficdcias clinicas e seguranca, devido ao
crescimento do mercado de plantas medicinais em todo 0 mundo. Juntamente com esses
estudos, houve a melhoria no controle de qualidade para alguns produtos, o que fez com que o
interesse da classe médica em prescrever fitoterapicos aumentasse (Calixto, 2001).

A megabiodiversidade da flora brasileira pode assegurar uma enorme
vantagem competitiva do Brasil no mercado global, com a utilizag&o racional dos recursos

naturais, proporcionando grandes beneficios para a saide pelo oferecimento de farmacos



seguros e eficazes.

O Brasil detém cerca de 10 % da flora mundial, e apesar de ter proporcionado a
humanidade produtos como o curares, a emetina, a pilorcapina, entre outros com propriedades
extraordinarias, continua a ser um pais com muitas potencialidades. Visto que, menos de 1 %
das espécies vegetais brasileiras foram analisadas sob o ponto de vista quimico e
farmacoldgico, e que 80 % a 85 % da populacdo mundial utiliza medicamentos a base de
plantas, estudos que garantam a seguranca e eficacia das plantas medicinais sdo necessarios
(Ferro, 2008).

2.3 Fitoterapia animal

Em muitos paises em desenvolvimento, com limitado acesso ao servigo de
salide, a maioria da populacéo rural confia na medicina tradicional para aliviar uma variedade
de enfermidades, tanto humanas quanto animais. Entretanto, o esforco para melhorar os
servicos de salde dos animais nas areas rurais é necessario, utilizando-se todos 0s recursos
disponiveis, incluindo a medicina etnoveterinaria (Eloff et al., 2010). A Etnoveterinéria é a
ciéncia que envolve a opinido e o conhecimento das préaticas populares utilizadas para o
tratamento ou prevencdo das doencas que acometem os animais (Mathius-Mundy &
McCorkle, 1989).

O Brasil possui uma vasta fonte de produtos naturais que podem ser Uteis para
a prevencdo ou tratamento de doencgas, tanto para uso humano como animal. As plantas
medicinais podem ser usadas como tratamento alternativo ou complementar na veterinaria,
empregando-se tanto vegetais frescos, extratos vegetais e fitoterapicos (Simoni, 2011).

Segundo Eloff et al. (2010), a pesquisa por alternativas antibacterianas e anti-
helminticas, em particular, é intensificada por seguidos problemas associados a resisténcia a
medicamentos e residuos quimicos na produgdo animal. Praticas etnoveterinarias, quando
comprovadas eficientes e ndo prejudiciais, podem fornecer respostas para os problemas
encontrados atualmente na medicina veterinaria convencional.

Estudos das atividades biologicas das plantas usadas contra doencas nos
animais podem indicar caminhos promissores para o desenvolvimento de extratos que podem

ser usados de forma comercial (Eloff et al., 2010).



2.4 Plantas medicinais com propriedades anti-helminticas

As plantas medicinais podem reunir inimeras substancias farmacologicamente
ativas, os fitocomplexos. Em média, sdo 5 mil principios ativos, com muitas a¢fes sinérgicas
no sentido curativo e outras antagdnicas, no sentido toxicoldgico (Ferro, 2008).

Os principios ativos sdo compostos quimicos ou grupos desses compostos que
sdo sintetizados pelas plantas a partir de nutrientes, da agua e da luz que recebem. Muitos
desses compostos ou grupos, quando interagem com o organismo humano, podem provocar
reacOes bioldgicas. Assim, a planta medicinal é aquela que contém um conjunto de principios
ativos com acdo terapéutica. Essas substancias medicinais apresentam funcGes bem
especificas dentro da planta e, na maioria das vezes, sdo frutos do metabolismo secundario,
portanto, possuem funcao ligada a ecologia da planta (Ferro, 2008).

Muitos sdo os principios ativos encontrados nas plantas, responsaveis pelos
efeitos terapéuticos. Do ponto de vista clinico, os principios ativos podem ser divididos em
grupamentos quimicos presentes na droga vegetal. Baseando-se nas indicacdes clinicas, 0s
principais grupos sdo: acidos organicos, alcaloides, compostos fendlicos, compostos
inorganicos, cumarinas, flavonoides, glicosideos cardiotdnicos, antraquinonas, mucilagens,
6leos essenciais, sapoinas, taninos, substancias amargas, compostos sulfurados, lignanas, neo-
lignanas, gomas e glucoquininas (Ferro, 2008).

O potencial promissor de plantas ricas em principios ativos, principalmente os
taninos, no controle de nematoides, tem sido relatado por autores de diversos paises. Esse
metabolito secundario estd presente em muitas plantas nativas do Cerrado e da Caatinga,
devido a sua rusticidade, indicando um campo amplo de pesquisas de fitoterapicos com acao
anti-helmintica nessas vegetagdes brasileiras (Nery et al., 2009).

Helmintos sdo comuns em areas rurais, e os anti-helminticos formam um
componente importante tanto da medicina etnoveterinaria animal, quanto da medicina humana
tradicional (Eloff et al., 2010). A emergéncia e a transmissdo de populagdes de nematoides
resistentes a um ou mais anti-helminticos de largo espectro é um fenbmeno mundial, sendo
particularmente grave em pequenos ruminantes (Hoste et al., 2006).

Um grande numero de plantas medicinais possui propriedades anti-helminticas
no sistema tradicional de medicina humana e veterinaria, sendo utilizadas por grupos étnicos
em todo o mundo (Mali et al., 2008). Na Ameérica Latina, foi relatado o uso de 201 espécies

de plantas na medicina veterinaria tradicional (Eloff et al., 2010).
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Extratos de plantas foram testados usando ensaios com ovos e larvas de
nematoides parasitas. A inibicdo da eclodibilidade dos ovos e o desenvolvimento larval de
Haemonchus contortus e Trichostronglyus columbriformis, os dois mais importantes parasitas
pecuarios, por varios extratos de plantas, foram relatadas (Eloff et al., 2010).

Por causa da limitada disponibilidade e acessibilidade aos modernos
medicamentos, a maioria da populacdo mundial depende, em grande parte das vezes, de
fitoterapicos. A medicina tradicional sustenta uma grande promessa como fonte facilmente
disponivel de agentes anti-helminticos eficazes para o povo, particularmente em paises
tropicais em desenvolvimento. E neste contexto que as pessoas consomem Vvarias plantas ou
preparacOes derivadas de plantas para curar as infecgdes helminticas (Mali et al., 2008).
Entretanto, muitas necessitam que suas eficacias sejam comprovadas cientificamente (Vieira,
2008).

25 Plantas medicinais no controle de Haemonchus contortus em ovinos

A fitoterapia pode constituir uma alternativa eficaz no controle de parasitas
gastrintestinais. Entretanto, estudos envolvendo produtos fitoterapicos ainda sdo escassos.

O bioma Cerrado possui aproximadamente 7 mil espécies, sendo uma das
maiores floras do mundo (Mendonca et al., 1998), utilizada para diversos fins, principalmente
alimenticio e medicinal. Apesar dessa riqueza, poucos estudos mostram, experimentalmente, a

atividade dessas plantas, as quais guardam caracteristicas selvagens extremamente valiosas.

2.5.1  Anacardium humile (cajuzinho-do-cerrado)

Espécie nativa do cerrado, o Anacardium humile A. St. Hil. (Figura 1.1), da
familia Anacardiaceae, € conhecido popularmente como cajueiro-ando, caju-do-cerrado,
cajueiro-do-campo, cajui, cajuzinho, cajuzinho-do-cerrado, cajuzinho-do-campo (Lorenzi,
2008).

A espécie ocorre com frequéncia no cerrado sensu stricto, campo sujo, campo

limpo e campo rupestre de todo o Brasil (Rodrigues & Carvalho, 2001), sendo que as
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principais areas de distribuicdo sdo os estados do Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parang, Bahia, S&o Paulo, Rondénia e Bahia (Lépez-Naranjo &
Pérnia, 1990; Almeida et al., 1998).

As sinonimias encontradas desta espécie sdo Anacardium pumilum Walp. e
Anacardium nanum A. St. Hil. (Lorenzi, 2008).

Figura 1.1 - Arbusto com frutos de Anacardium humile.
Fonte: Arquivo proprio.

A familia Anacardiacea, tem sido objeto de investigacdo, nos ultimos anos,
pois as espécies desta familia tm mostrado bastante promissoras na busca de substancias
bioativas (Correia et al., 2006).

Todas as partes da planta sdo empregadas na medicina caseira em varias
regides do pais, com indicacdes baseadas na tradi¢do: o 6leo do pericarpo do fruto é usado
para afeccOes da pele, a infusdo das folhas ou da casca do caule subterraneo é indicada contra
diarreia, o suco dos pseudofrutos (cajuzinho) é referido como antissifilitico, o decocto das
inflorescéncias é usado para baixar o teor de glicose nos diabéticos (Lorenzi, 2008).
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2.5.2  Genipa americana (jenipapo)

Arvore de copa estreita, de 8 a 14 m de altura, a Genipa americana L. é nativa
de véarzeas Umidas ou encharcadas de todo o Brasil (Figura 1.2). Da familia Rubiaceae, é
conhecido popularmente como jenipapo, jenipapeiro, janapapeiro, janipaba, janipapeiro,
jenipapo, jenipa e jenipapinho.

Esta espécie possui varias sinonimias, séo elas: Gardenia genipa Sw., Genipa
americana var. cauto (Kunth) K. Schum., Genipa barbata Presl, Genipa caruto Kunth,
Genipa codonocalix Standl., Genipa cymosa Spruce, Genipa excelsa K. Krause, Genipa
grandifolia Pers., Genipa nervosa Spruce, Genipa oblongifolia Ruiz & Pav., Genipa

pubescens DC., Genipa spruceana Steyerm., Genipa venosa Standl. (Lorenzi, 2008).

Figura 1.2 - Arvore de Genipa americana.
Fonte: Arquivo proéprio.

Todas as partes dessa planta sdo empregadas na medicina tradicional em
muitas regides do pais. O cha das raizes é utilizado como purgativo e antigonorreico; a casca
do tronco é catartica, antidiarreica, empregada externamente como emplastro contra Glceras,
dores de varias origens e nos casos de faringite; a decoccdo das folhas € indicada contra
diarreia e sifilis; a polpa dos frutos verdes é usada contra sifilis e para ruptura de umbigo em
recém-nascidos; e, os frutos maduros sdo diuréticos e estomaticos, indicados contra anemia,

ictericia, asma, hidropsia, e problemas do figado e do baco. Os indios da Amazdnia usam a
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polpa dos frutos verdes, em aplicacdo local, contra dor de dentes (Lorenzi, 2008).

2.5.3  Solanum lycocarpum (lobeira)

A lobeira é também conhecida como fruta-de-lobo, capoeira-branca, berinjela-
do-mato, jurubebdo, baba-de-boi, loba, jurubeba-de-boi. O Solanum lycocarpum St. Hil
(Figura 1.3) pertence a familia Solanaceae e é nativo de quase todo o pais em éareas de
Cerrado (Lorenzi, 2008)

No Brasil, o lobo-guara caca por suas pequenas presas a noite, mas sua dieta é
composta por 51 % de plantas. A planta favorita deste animal é a fruta da lobeira. Embora
essa fruta seja mais abundante em determinada época do ano, o lobo-guaré se esforca para
comer uma quantidade constante durante o ano, sugerindo que esta fruta tem um significante
valor (Wynn & Fougeére, 2007).

Figura 1.3 - Arbusto de Solanum lycocarpum.
Fonte: Arquivo proprio.

Pesquisas feitas no zooldgico de Brasilia apontam que os cuidados dados no
local ndo podem ajudar os lobos em cativeiro a sobreviver a infestacdo de Dioctophyme

renale, um verme renal letal, a menos que os animais se alimentem de lobeira diariamente



14

(Silveira, 1969).

Os frutos da lobeira sdo utilizados na medicina caseira no interior do pais
principalmente com funcdo diurética, calmante, antiespasmaodica, antiofidica e antiepilética.

O amido dos frutos é utilizado para o tratamento de diabetes, cuja eficacia esta
sendo comprovada por relatos de uso em humanos. O suco do fruto é utilizado para
eliminagdo de verrugas, sendo usado externamente. A decocgdo das folhas é indicada contra

afeccdes das vias urinarias, colicas abdominais e renais, espasmos e epilepsia (Lorenzi, 2008).

2.5.4  Syzygium cumini (Jamel&o)

O Syzygium cumini (L.) Skeels (Figura 1.4), da familia Myrtaceae, é conhecido
popularmente por jamboldo, cereja, jameldo, jaldo, jambol, jambu, jambul, azeitona-do-
nordeste, ameixa-roxa, azeitona e murta. Esta arvore € originaria da Indonésia, China e

Antillhas, sendo cultivada em varios paises, inclusive no Brasil (Lorenzi, 2008).

" Figura 1.4 - Arvore de Syzygium cumini.
Fonte: http://commons.wikimedia.org

Esta espécie apresenta varias sinonimias, dentre elas: Myrtus cumini L.,

Eugenia cumini (L.) Duce, Eugenia jambolana Lam., Syzygium jambolanum (Lam.) Dc.
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(Lorenzi, 2008).

Migliato et al. (2006) relataram varias a¢Ges farmacoldgicas, tanto pelo uso
popular como cientifico desta espécie. No uso tradicional, as folhas sdo utilizadas para
combater diabetes e leucorreia, € usada como cataplasma em doencas da pele, para acalmar
prurido, funciona como anti-inflamatério, tem acdo hipotensiva, diurética e de obstipacao,
além de trazer grandes beneficios ao estdbmago.

A casca tem atividade antidiarreica, acéo inibitdria contra atividade da protease
I do HIV, acgdo hipoglicemiante, disenteria e as sementes sdo usadas como anticonvulsivante,
hipoglicemiante, anti-hemorrégica, anti-inflamatoria, bactericida, antidiarreica. Os frutos
servem para hipoglicemia, tratamento gastrintestinal, sdo diuréticos, anti-inflamatérios,
antipiréticos, entre outros, as flores sdo usadas como antibidticos, enquanto a raiz € utilizada
como antiemético e para aumentar a lactacdo em lactantes.

O poder hipoglicemiante dos frutos € relatado na literatura farmacéutica mais
antiga, que lista os nomes de antigos medicamentos para diabéticos comercializados sob 0s
nomes de Antimellin e Diamina, produzidos na Europa, a partir de frutos secos importados do
Brasil (Lorenzi, 2008).

2.6 Importancia econdmica da fitoterapia

O uso das plantas medicinais no Brasil abrange zonas rurais, regioes
desprovidas de assisténcia medica e centros urbanos, sendo usadas como forma alternativa ou
complementar aos medicamentos convencionais. Esses conhecimentos vieram dos indigenas,
escravos e imigrantes responsaveis pelo surgimento de uma medicina popular rica, aplicada
tanto a humanos quanto a animais (Ferreira, 2006).

A populagdo cada vez mais questiona os perigos do uso irracional dos
medicamentos alopaticos associados aos altos custos, o que tem aumentado significativamente
o consumo de fitoterapicos. ComprovacOes terapéuticas das plantas medicinais, associadas a
insatisfacdo da populacdo perante o sistema de saude, tém favorecido esse consumo
(Tomazzoni et al., 2006).

Por tratar-se de uma alternativa mais saudavel, a demanda por medicamentos
fitoterapicos vem crescendo nos paises desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento, esse

crescimento se justifica pela dificuldade de acesso aos medicamentos alopaticos (Brasil,
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2007).

Segundo a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico (2005),
Suplemento Alimentar e de Promoc¢do da Saude (Abifisa), ndo existem dados oficiais da
movimentacdo da industria de fitoterapicos no Brasil, mas estima-se que seu giro financeiro
esteja em torno de 1 bilhdo de Reais/ano.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Brasil, 2009), 85 %
da populacdo mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais. No Brasil,
pesquisas demonstram que 91,9 % da populacéo ja fez uso de algumas dessas plantas, sendo
que 46 % da populacdo mantém um cultivo caseiro das mesmas (Abifisa, 2005).

O uso das plantas medicinais e dos seus respectivos extratos constitui um
auxilio importante aos cuidados primarios de salde e um excelente complemento terapéutico
para a maioria das especialidades, além de serem 35 % a 70 % mais baratas que os farmacos
sintéticos. Além disso, é compativel com a medicina cléassica alopéatica, porém necessitando
ainda de controles de qualidade e garantia de seguranca quanto aos efeitos toxicos e colaterais
(Ferro, 2008).

2.7 Taninos como anti-helminticos

Os fatores relatados acima tém proporcionado um forte impulso para a
investigacdo atual em busca de solucGes alternativas. Além da funcdo conhecida das plantas
na nutricdo de herbivoros, elas também sdo fontes ricas de produtos bioativos que podem ser
benéficos, ou ndo, para os animais em pastejo. Ha evidéncias de potenciais efeitos benéficos
de substancias bioativas derivadas de plantas. Plantas ricas em taninos tém atraido mais
atencéo por seus efeitos em nematoides internos em ruminantes (Hoste et al., 2006).

As plantas em geral sdo constantemente submetidas a estresses causados por
temperaturas, estresse hidrico, radiacdo solar e deficiéncia de nutrientes, que limitam a
producdo e a qualidade nutricional das mesmas. Sob condic¢des de estresse, muitas plantas
tropicais, possuem pré-disponibilidade genética para produzir metabdlitos secundarios como
os taninos (Giner-Chaves, 1996).

Os taninos sdo polifendis que podem proporcionar a planta caracteristicas
como gosto amargo, odor repulsivo e pode provocar intoxica¢es ou efeitos antinutricionais

nos predadores (Giner-Chaves, 1996). A presenca dessas substancias nas plantas inibe o



17

ataque de predadores como insetos, aves, herbivoros, nematoides, fungos, bactérias, entre
outros (Cenci et al., 2007).

Os taninos sdo classificados em taninos hidrolisaveis (TH) e taninos
condensados (TC), conforme sua estrutura molecular. Os TH normalmente estdo presentes em
baixas concentracGes nas plantas e podem sofrer facilmente hidrélise por bases, acidos e
esterases. Esses taninos sdo convertidos em metabdlitos de baixo peso molecular pelo
metabolismo microbiano e pela digestdo. Em monogastricos, alguns desses metabolitos séo
toxicos e estdo associados a hemorragias gastro-entéricas e necrose do figado e rins (Cannas,
2001). Quando metabolizados por bactérias ruminais, formam compostos potencialmente
toxicos também para ruminantes (Min & Hart, 2003).

Os TC sdo mais comumente encontrados em forrageiras, arvores e arbustos
(Barry & McNabb, 1999) e sdo menos tdxicos que os TH (Cenci, 2006). Os TC nédo sao
susceptiveis de quebra por hidrélise e, como consequéncia, ndo sdo absorvidos pelo trato
gastrointestinal (Cannas, 2001). Esses polimeros, quando em baixa concentracdo, tem a
capacidade de proteger a proteina ingerida da degradacdo ruminal (by pass) e, quando em alta
concentracdo na dieta (acima de 5 % da matéria-seca (MS)), apresentam importante acdo
antinutricional (Beelen et al., 2008) pois tem a capacidade de formar complexos insoltveis
com proteinas (Jean-Bain, 1998). Assim, com a diminuicdo da degradabilidade ruminal, os
taninos condensados aumentam a disponibilidade de proteina alimentar no duodeno (Mangan,
1988).

Devido a adstringéncia, que reduz a palatabilidade e consequentemente o
consumo, os taninos geralmente induzem respostas negativas a nutricdo de ruminantes. Esse
efeito dos taninos sobre o consumo voluntério tem se mostrado varidvel na literatura (Beelen
et al., 2008).

Entretanto, o consumo de taninos também tem sido relacionado a alguns efeitos
positivos sobre a nutricdo de ruminantes. Em concentragdes em torno de 3 a 4 % de tanino na
MS, dentre os efeitos positivos destaca-se a protecdo da proteina alimentar contra a excessiva
degradacdo ruminal, a diminuicdo do desperdicio de ambnia, 0 aumento da absorc¢do de
aminoacidos provenientes da dieta no intestino delgado, a prevencdo do timpanismo e a
reducdo da producéo de gas metano no rumen (Animut et al., 2008).

Segundo Barry et al. (2001) e Niezen et al. (2002), os TC também podem
aumentar a resisténcia dos animais a infeccdo por parasitas gastrintestinais através do
aumento da oferta de proteina. Nesse caso, as proteinas sdo priorizadas para a reparagdo de

tecidos e resposta imunitaria. O TC também se liga aos nutrientes, inibindo a disponibilidade
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dos mesmos para o crescimento larval ou para diminuir o metabolismo dos parasitas através
da inibicdo da fosforilagdo oxidativa, uma rota metabdlica empregada para a geragdo de
adenosina trifosfato (ATP), principal molécula utilizada como combustivel animal. A inibicdo
dessa rota pode causar paralisia e morte larval (Athanasiadou et al., 2001).

Vérias pesquisas, em especial, pesquisas com leguminosas e A&rvores
forrageiras, mostram o efeito de bioativos dessas plantas contra varios estagios da vida das
populacdes de parasitas. A maioria dos trabalhos publicados tem por foco as leguminosas
forrageiras (familia Fabaceae) (Athanasiadou et al., 2005). Os efeitos variam com as espécies

de plantas, parasitos e hospedeiros (Hoste et al., 2006).

2.8 Producao de ovinos no Brasil e no Distrito Federal

O Brasil apresenta um enorme potencial de crescimento e expansao para
diferentes ecossistemas com producdo de carne, leite, pele, 1a e seus derivados. A criacdo de
ovinos é uma opcao viavel e rentavel para pequenos produtores rurais e para as unidades de
producdo familiar, segundo a Confederacdo de Agricultura e Pecuéria do Brasil (CNA)
(Barbosa, 2010).

A principal dificuldade do setor de caprinos e ovinos estd no porte reduzido
dos rebanhos, quase 10 vezes inferiores ao de bovinos. 1sso se reflete em uma instabilidade na
oferta de animais para abate, o que diminui o interesse dos frigorificos que buscam escala.
Atualmente, a carne de cordeiro pode custar entre 20 % e 50 % mais do que bovina
(Camarotto, 2011).

Ainda assim, o rebanho ovino vem crescendo nos ultimos anos e alguns
frigorificos especializados vislumbram melhorias. Entre 2002 e 2009, houve crescimento de
17,5 % no namero de animais, segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa). A qualidade dos rebanhos também estd melhorando, resultado da maior utilizac&o
da genética no setor, o que ainda é relativamente novo no Brasil (Camarotto, 2011).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), a
ovinocultura tem se destacado no agronegdcio brasileiro. O rebanho efetivo brasileiro, em
2011, era de 17.668.063 cabecas, enquanto na regido Centro-Oeste era de 1.209.581. No
Distrito Federal (DF), o rebanho efetivo de ovinos neste mesmo ano era de 10.500 cabecas,

representando somente 0,05 % do rebanho total brasileiro, segundo o Instituto Brasileiro de
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Geografia e Estatistica (Ibge) (2010).

Segundo o0 Mapa, os brasilienses consomem entre 28 e 30 toneladas de carne
ovina por més, sendo 10 % produzidas no DF e 90 % provenientes da Bahia, Regido Sul e
Uruguai. A Associacdo dos Criadores de Caprinos e Ovinos de Brasilia (ACCOB) afirma
estar estimulando a criacdo de ovelhas, pois a demanda é aquecida e 0 mercado estad em
expansao.

Diante dos dados apresentados, observa-se uma grande demanda por produtos
da ovinocultura no DF, tanto por parte dos consumidores, quanto dos abatedouros,

sinalizando aos produtores locais um nicho de mercado a ser conquistado.

2.9 Resisténcia endoparasitaria em ovinos

Nos anos 1950, as estratégias de controle sanitario animal indicavam a
utilizacdo de produtos quimicos apenas como medida preventiva (Chagas et al., 2009).

A verminose gastrintestinal é considerada, atualmente, um dos principais
problemas sanitarios enfrentado pelos criadores de ovinos. Este problema tem sido causado
pela resisténcia aos anti-helminticos nas ultimas trés décadas, principalmente pela maior
frequéncia de tratamentos (Melo e Bevilaqua, 2005).

Segundo Molento (2009), a resisténcia parasitaria € o fendbmeno em que uma
droga que apresentava reducdo da carga parasitaria (OPG) acima de 99 %, passa a ter eficacia
inferior a 80 % para dado organismo ap0s certo periodo de tempo.

Buscando entender o porqué dos ovinos serem tdo sensiveis as parasitoses é
preciso relembrar suas origens. Os ovinos, juntamente com 0s caprinos, surgiram em regides
desérticas da Asia Central e foram as primeiras espécies a serem domesticadas pelo homem.
Nesta época, viviam em ambiente desfavoravel aos parasitos, portanto ndo eram expostos aos
vermes e isto determinou que o0s animais ndo desenvolvessem resposta imunitaria (Sotomaior
et al., 2009).

Outro fator a ser observado, € que na natureza, esses animais apresentavam
comportamento migratorio e dificilmente pastejavam no mesmo local. O que mudou
completamente quando a criagdo passou a ser mais intensiva, onde 0s animais passaram a
pastar nos mesmos locais, favorecendo, assim, os parasitos (Sotomaior et al., 2009).

O trato gastrintestinal dos ovinos é parasitado por varias espécies de helmintos
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e de protozoarios. Dentre as parasitoses, a verminose é a responsavel pelos maiores prejuizos.
Os principais agentes causadores da verminose nas condigdes brasileiras de criagdo de ovinos
sdo Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis (Amarante et al., 2004).

Amarante (2001) afirmou que praticamente 100% dos animais criados a campo
sdo portadores de uma ou mais espécie de endoparasitas. A infec¢do é geralmente de natureza
mista, e juntamente com a sanidade e 0 manejo inadequados dos animais culmina em
consideraveis perdas econdmicas (Cenci et al., 2007).

As moléstias parasitarias em ovinos sao responsaveis por sindromes clinicas
graves e por importantes perdas na producdo. Os individuos mais sensiveis a estas moléstias
séo o0s animais jovens, ovelhas parturientes e animais subnutridos (Smith, 1993).

A principal consequéncia dessas infeccBes sdo 0s prejuizos econémicos
devidos a reducdo na produtividade, a mortalidade e as despesas com méao-de-obra e com a
aquisicdo de antiparasitarios (Amarante, 2001). O parasitismo no abomaso e no intestino de
pequenos ruminantes causa ainda extensivas perdas de proteinas no trato digestério das
ovelhas (Kimambo et al., 1998).

2.10 Haemonchus contortus

A elevada prevaléncia, associada a grande patogenicidade, faz de Haemonchus
contortus a principal espécie endoparasita de ovinos no Brasil (Amarante, 2001). Estudos
revelam que mais de 80 % da carga parasitaria de ovinos sdo compostos por esse parasita, que
esta presente no abomaso e se alimenta de sangue (Leal, 2012).

Altas infeccdes de H. contortus resultam em hipoproteinemia e anemia com
desenvolvimento de “papeira” (edema subcutaneo na regido ventral da mandibula), fraqueza
ou fadiga apds exercicio e diarreia (Carlton et al., 1998).

O ciclo bioldgico deste parasita é direto: os ovos sdo eliminados junto com as
fezes e evoluem rapidamente para larvas infectantes (Smith, 1993). O ciclo evolutivo desse
género pode ser dividido em fase pré-parasitaria e parasitaria. A fase pré-parasitaria inicia-se
com a postura de ovos blastomerados (Figura 1.5) pelas fémeas presentes no trato
gastrintestinal.
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Figura 1.5 - Ovo blastomerado de Haemonchus contortus (visto em microscopio invertido
com aumento de 200x). Fonte: Arquivo proprio.

Nos ovinos, as fezes eliminadas correspondem a 5% do peso vivo do animal e,
nos bovinos, correspondem a 10% (Amarante, 2011).

Em condicOes ideais de temperatura, umidade e oxigénio, os ovos evoluem
para ovos larvados (Figura 1.6) em primeiro estagio de desenvolvimento larval (L1). Apos
algumas horas, os ovos eclodem e liberam as larvas rabditoides. Livres, essas larvas
prosseguem o desenvolvimento, passando pela fase L2 e culminando com uma larva de

terceiro estagio (L3) que corresponde a fase infectante.

Figura 1.6 - Ovo larvado de Haemonchus contortus (visto em microscépio invertido com
aumento de 200x). Fonte: Arquivo proprio.
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As larvas L1 e L2 apresentam esofago rabditoide, alimentam-se no ambiente de
microrganismos e assim, acumulam reservas nas células intestinais. J& a larva infectante L3
apresenta esofago filarioide e, necessariamente, se alimenta do sangue do hospedeiro. Além
disso, a larva L3 apresenta dupla cuticula para protecdo e resisténcia as intempéries
ambientais; e quando no ambiente, ndo se alimenta, consumindo as reservas acumuladas nas
células intestinais (Figura 1.7). Amarante (2011) relatou que o periodo aproximado para este

ciclo, se em temperatura de 25° C, tem duracgéo de 7 dias.

Figura 1.7 - Larva L3 de Haemonchus contortus/corada com lugol (visto em microscépio
invertido com aumento de 100x).Fonte: Arquivo préprio.

Depois de formada, a larva infectante L3 resiste as condi¢cdes adversas do
ambiente por até 6 meses, exceto no verdo, quando em altas temperaturas e alta umidade, as
larvas se movimentam mais, gastando suas reservas, durando assim, aproximadamente 1 més
(Amarante, 2011).

Este ciclo é continuado quando o hospedeiro ingere a larva L3 do ambiente,
iniciando a fase parasitaria. A partir dessa ingestdo, as larvas sdo hemat6fagas e perdem sua
cuticula externa. A L3 penetra na mucosa do intestino e desenvolve outra cuticula, dando
origem, apos 4 dias, a larva L4. Esta sofre novamente a perda da cuticula, formando a L5
inicial (Figura 1.8), culminando na maturacdo sexual das larvas. Apos 25 dias da infeccéo, ja
se tem ovos eliminados nas fezes (Amarante, 2011).
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Figura 1.8 - Larva L5 de Haemonchus contortus e sua cuticula que foi perdida (visto em
microscopio invertido com aumento de 200x). Fonte: Arquivo préprio.

2.11 Fatores que afetam a resisténcia dos ovinos as verminoses

A imunidade dos animais desempenha papel muito importante na resisténcia a
verminose (Amarante, 2004). Outros fatores também interferem na resposta do hospedeiro,
tais como idade, variac@es individuais e condicdo fisiologica (Amarante, 2008).

Os animais, até a puberdade, apresentam grande susceptibilidade a verminose,
de maneira geral. Na recria desses animais, medidas efetivas de controle de verminoses séo
indispensaveis para evitar a mortalidade e a reducdo no ganho em peso. Animais bem
alimentados podem apresentar aumento da habilidade para enfrentar as condicGes adversas do
parasitismo. Podem também apresentar aumento na resisténcia, limitando o estabelecimento
de larvas infectantes, o desenvolvimento e a fecundidade dos nematodeos. Por dltimo, o
alimento pode afetar diretamente os helmintos ao conter compostos antiparasitarios, como 0s
taninos condensados (Coop e Kyriazakis, 2001).

A capacidade dos ovinos de adquirirem e expressarem imunidade contra 0s
nematoides gastrintestinais € transmitida aos seus descendentes geneticamente, variando entre
as diferentes racas, bem como entre os individuos de uma mesma raca (Stear e Murray, 1994).
Entretanto, o0 melhoramento genético feito nos ultimos 40 anos selecionou apenas melhorias
de caracteristicas ligadas a produtividade dos animais, tais como producdo e 1, deixando de

lado o melhoramento da resisténcia aos parasitas (Amarante, 2008).
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A suplementacdo de proteina tem proporcionado o aumento da resisténcia das
ovelhas ao H. contortus (Wallace et al., 1996), propiciando melhora na resposta imunoldgica,
especialmente daquelas racas que ja sdo naturalmente mais resistentes a hemoncose, tal como
cordeiros da raca Santa Inés (Bricarello et al., 2005).

A nutricdo do hospedeiro é importante na modulagdo do processo de infeccéo
do verme. Segundo Louvandini et al. (2006), na época da seca, com a reducdo da qualidade
do pasto e quando as infeccBes por vermes se tornam mais severas, hd um aumento no OPG
(ovos por grama de fezes) dos animais, independente da concentracdo proteica na dieta. No
entanto, 0s animais com suplementacdo baixa de proteina tém seu sistema de producédo
comprometido, observando- se um grande numero de ovos nas fezes desses animais,
aumentando assim a contaminacdo da pastagem.

As ovelhas se tornam mais susceptiveis as infeccbes por nematoides
gastrintestinais no periodo do periparto, provocando um aumento do numero de ovos
eliminados nas fezes, 0 que consequentemente aumenta também a contaminacgdo da pastagem.
Apds a desmama dos cordeiros, a resposta imunologica se restabelece e a contagem de OPG
reduz (Amarante et al., 1992). Assim, as ovelhas no final da gestacdo e durante a lactacéo
necessitam de uma dieta com elevado teor de proteina metabolizavel para reduzir a
dependéncia do uso de anti-helminticos para o controle da verminose.

Esse problema se deve também a grande frequéncia de tratamentos, que é
capaz de selecionar os parasitas mais resistentes, diminuindo, assim, a vida til dos farmacos.
O aparecimento das cepas resistentes pode ser explicado pela teoria da evolucdo, vez que a
selecdo natural permite que os mais adaptados sobrevivam e se reproduzam (Melo e
Bevilaqua, 2005).

2.12 Alternativas de controle da verminose em ovinos

As helmintiases gastrintestinais ocupam lugar de destaque nos fatores que
interferem no desenvolvimento pleno da atividade pecuaria. Dentre os prejuizos causados
estdo o retardo na producdo, custos com tratamentos profilaticos e curativos e, em casos
extremos, a morte dos animais (Araujo, 2008).

Segundo Cezar (2000), levantamentos realizados no Brasil, demostraram que

apenas 30 % dos produtores utilizam os tratamentos antiparasitarios de acordo com as
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recomendacgdes. Como resultado de uma superutilizagdo, o controle quimico das parasitoses
estd a beira do colapso, trazendo como consequéncia grande quantidade de carrapatos e
helmintos resistentes a maioria das drogas (Echevarria e Pinheiro, 1999).

Como alternativa, alguns métodos tém sido amplamente estudados por diversos
grupos de pesquisa a fim de se evitar as doencgas ou sua propagacdo. Destaca-se aqui 0 pastejo
alternado entre ovinos e bovinos, no qual se sugere a utilizagcdo de bovinos com mais de 2
anos de idade; administracdo de anti-helmintico na dose correta; utilizacdo dos grupos de anti-
helminticos em esquema de rodizio anual; avaliacdo periddica da presenca de nematoides
resistentes através de OPG; melhoramento genético do rebanho; controle bioldgico com a
utilizacdo de fungos nematofagos; utilizacdo de homeopatia; e, utilizacdo de fitoterapia
(Amarante, 2011).
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RESUMO

USO DE PLANTAS MEDICINAIS COMO ALTERNATIVA PARA O CONTROLE
DE Haemonchus contortus EM OVINOS: TESTES IN VITRO E IN VIVO. Luciana
Dinato Rosa de Oliveira. Orientador: Helder Louvandini, PhD, Sdo Paulo, SP.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficacia in vitro e in vivo de quatro plantas
medicinais com uso das folhas de cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile), jameldo
(Syzygium cumini), jenipapo (Genipa americana) e lobeira (Solanum lycocarpum), como
alternativa para o controle de Haemonchus contortus. O teste in vitro utilizado foi de
eclodibilidade de ovos (TEO) utilizando-se concentracfes crescentes (3,12 mg/mL, 6,25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL) de extrato aquoso (EA) das
plantas sobre os ovos de H. contortus. O EA de A. humile apresentou o menor valor da CLsg
(concentracéo letal) de 4,14 mg/mL, seguido por 12,35 mg/mL do S. cumini. No TEO do S.
lycocarpum, na concentragdo maxima testada, houve inibicdo de 14,20 % na eclodibilidade, e
da G. americana, inibicdo de 18,27 %, assim a CLso destas plantas foi muito superior as
demais. Para os testes in vivo, 30 animais borregos, machos e fémeas, mesticos Santa Inés,
naturalmente infectados, foram divididos em 5 tratamentos, sendo um controle negativo (sem
uso de planta), e outros quatro que receberam 30 g das respectivas plantas secas e moidas a
saber: tratamento caju (folha de cajuzinho-do-cerrado), tratamento jenipapo (folha de
jenipapo), tratamento lobeira (folha de lobeira) e tratamento jameldo (folha de jameldo). O
periodo experimental foi de 28 dias: 7 de adaptacdo ao confinamento, 14 de fornecimento das
plantas e 7 de periodo residual. Apo6s os 7 dias de adaptacéo, nos dias 0, 7, 14 e 21, foram
feitas as pesagens dos animais, coletas de sangue para contagem de eosinofilos e de fezes para
contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Ap6s 14 dias de tratamento, foi observada
reducdo de 25,55 % do OPG no tratamento controle, de 66,04 % no tratamento caju, de 66,18
% no tratamento jenipapo, de 53,53 % no tratamento lobeira e de 67,73 % no tratamento
jameldo. No periodo residual (21 dias), o tratamento caju apresentou 47,84 % na redugé@o no
OPG, seguido da lobeira com 39,48 %, e do jenipapo com 30,20 %. Neste periodo, houve
aumento de 27,98 % no OPG dos animais tratados com jameldo e de 139,72 % nos animais do
grupo controle. Durante o periodo de tratamento, também foi observado ganho em peso entre
4,9 e 16,04 %, em todos os tratamentos e a contagem de eosinofilos apresentou reducgéo de 43
% no controle e 17 % no tratamento caju, sendo que nos demais houve aumento de 5 % no
tratamento jenipapo, de 43 % no tratamento lobeira de 12 % no tratamento jamel&o. Conclui-
se que no teste in vitro, o A. humile apresentou a melhor atividade na inibi¢do da eclosdo dos
0Vvos, € no teste in vivo, o S. cumini foi responsavel pela melhor atividade apds o tratamento e
0 A. humile, o melhor resultado no periodo residual, contra a verminose ovina.

Palavras-chaves: Anacardium humile. Anti-helmintico. Genipa americana. Helmintos.
Ruminantes. Solanum lycocarpum. Syzygium cumini.
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ABSTRACT

USE OF MEDICINAL PLANTS AS AN ALTERNATIVE FOR CONTROLLING
Haemonchus contortus IN SHEEP: IN VITRO AND IN VIVO TESTS. Luciana Dinato
Rosa de Oliveira. Orientador: Helder Louvandini, PhD, Sdo Paulo, SP.

The objective of this study was to evaluate the in vitro and in vivo efficacy of four medicinal
plants using Anacardium humile, Syzygium cumini, Genipa americana and Solanum
lycocarpum leaves as an alternative for the control of Haemonchus contortus. The in vitro test
used was hatchability of eggs (EHT) using increasing concentrations (3,12 mg/mL, 6,25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL and 100 mg/mL) of aqueous extract (AE) of
plants on H. contortus eggs. A. humile AE showed the lowest LCs, (lethal concentration)
value of 4,14 mg/mL, followed by S. cumini 12,35 mg/mL. In S. lycocarpum EHT, the highest
concentration tested (100 mg/mL) had at an inhibition rate of 14,20 % of hatchability, and in
G. americana, there was an inhibition rate of 18,27 %, so the LCs, of these plants was much
higher than the others. For in vivo tests, 30 lambs, males and females, Santa Ines (crossbred),
naturally-infected were divided into 5 treatments: a negative control (no use of medicinal
plant), and four others that received 30 g of the following plants dried and milled: A. humile,
G. Americana, S. lycocarpum and S. cumini. The experimental period was 28 days: 7 days of
confinement adaptation, 14 days for the treatment with plants and 7 days for the residual
period. After 7 days of adaptation, at 0, 7, 14 and 21days, body weights, blood samples for
eosinophil count and fecal egg counts per gram of feces (EPG) were taken. The following
reductions in EPG were observed in 14 day: a 25,55 % reduction in the control, 66,04 % in
the A. humile treatment, 66,18 % in the G. americana treatment, 53,53 % in the S. lycocarpum
treatment and 67,73 % in the S. cumini treatment. In residual period (21 day), in A. humile
treatment showed reduction of 47,84 % in OPG, following for 39,48 % in S. lycocarpum
treatment e 30,20 % in G. Americana treatment. In this period, there was an increase of 27,98
% in OPG in the animals treated with S. cumini and 139,72 % in the control group. During the
treatment period, an increased rate of weight gain from 4,9 to 16,04 % was also observed in
all treatments, and the eosinophil count was reduced 43 % in the control, 17 % in the A.
humile treatment, compared with a 5 % increase in the G. americana treatment, 43 % in the S.
lycocarpum treatment and 12 % in the S. cumini treatment. This study concluded that the in
vitro test the A. humile showed the best activity in inhibiting the eggs hacht, and in the in vivo
test S. cumini was responsible for the best activity after the treatment and A. humile showed
the best result in the residual period against the nematode parasites of sheep.

Keywords: Anacardium humile. Anthelmintic. Genipa Americana. Helminthis. Solanum
lycocarpum. Ruminants. Syzygium cumini.
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2.1. INTRODUCAO

O parasitismo gastrintestinal € um problema sério na produgdo de pequenos
ruminantes, devido a alta morbidade e alta mortalidade causada por Haemonchus contortus e
nematoides relacionados. Este problema tem sido agravado pelos crescentes relatos mundiais
de parasitas gastrintestinais multi-resistentes (Jachson & Coop, 2000).

O H. contortus, parasita altamente patogénico de pequenos ruminantes, é 0
responsavel pelas maiores perdas econémicas na ovinocultura mundialmente. A infeccdo por
nematoides gastrintestinais continua sendo uma das principais causas de queda na producéo
de leite, no desempenho e no ganho em peso, nos rendimentos de carcaga, nos custos com
medicamentos e da alta mortalidade de animais jovens e debilitados (Chagas et al., 2009).

O controle das helmintiases é realizado através da utilizacdo de anti-
helminticos sintéticos, no entanto ja existem algumas desvantagens: o desenvolvimento de
populacbes resistentes, o que resulta em baixa eficacia do tratamento; alto custo dos
vermifugos; risco de poluicdo ambiental e de residuos nos alimentos (Melo et al., 2003).

Em funcdo do uso indiscriminado das drogas anti-helminticas nas criagdes de
ovinos em todo o pais, preocupagdes devem ser abordadas: residuos nos produtos de origem
animal, como na carne, no leite e nos seus derivados, além do impacto ambiental da presenca
dos anti-helminticos nas fezes dos animais no ecossistema pastoril (Universidade Federal do
Parana (UFPR), 2010).

Segundo Edwards et al. (2001), o principal impacto das avermectinas sobre o
ambiente, excretadas através das fezes, € que essas podem afetar a populacdo de espécies de
invertebrados, insetos na sua maioria. Sabe-se que quando as fezes contendo ivermectina, séo
misturadas ao solo, essa droga tende a ser fortemente ligada a matéria organica das fezes e
pode persistir no solo e no meio organico por varios meses, ou possivelmente por anos,

particularmente em condic¢des anaerobicas.
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A obrigacdo da constancia na oferta dos produtos e a tentativa de aumentar o
ganho econémico da atividade, através da maior venda de cordeiros, leva, muitas vezes, o
produtor ao uso inadequado dos anti-helminticos, embora se espere que o0s criadores e
técnicos ndo extrapolem os limites maximos de residuos permitidos (UFPR, 2010).

Diante desses fatos, tem-se despertado grande interesse de tornar os sistemas
de producdo mais sustentaveis, buscando alternativas de baixo custo, gerando produtos livres
de residuos quimicos, assim, menos prejudiciais a saude humana e ao ambiente. (Leal, 2012).

Dentre essas alternativas, a fitoterapia pode contribuir para aumentar os lucros
da criacdo, uma vez que pode reduzir o uso de anti-helminticos convencionais, além de
estender a vida Gtil dos produtos quimicos disponiveis (Vieira et al., 1999).

A maior parte das plantas, na sua quase totalidade, pode ter algum efeito
medicinal desconhecido por nés. As plantas medicinais sdo capazes de produzir principios
ativos que podem alterar o funcionamento de 6rgdos e sistemas, restaurando o equilibrio
organico ou homeostasia nos casos de enfermidades (Ferro, 2008).

Em vaérios paises, ha inimeros relatos de indicacdes terapéuticas, embasadas na
medicina popular e tradicional, necessitando de estudos cientificos para comprovacdo da
eficacia e seguranca dessas plantas (Ferro, 2008).

Como modo alternativo para o controle de parasitos, diversas plantas
medicinais vém sendo estudadas, in vitro e in vivo, contra nematoides gastrintestinais de
ruminantes (Carvalho, 2012; Peneluc et al., 2009; Hussain et al., 2011; Kamaraj & Rahuman,
2011).

Para o presente trabalho foram escolhidas plantas do Cerrado, usadas
tradicionalmente com ac¢édo anti-helmintica ou antidiarreica. Visto que a presenca de parasitas
na mucosa do animal desencadeia reacdo inflamatdria, causando contragdo da musculatura
lisa, vasodilatagdo, aumento da secrecdo de muco, lesdes vasculares e epiteliais, ma absor¢éo
de nutrientes e diarreia (Meeusen, 1999). Objetivou-se com este experimento avaliar in vitro e
in vivo a eficacia dos extratos das folhas das plantas cajuzinho-do-cerrado (Anacardium
humile), jameldao (Syzygium cumini), jenipapo (Genipa americana) e lobeira (Solanum

lycocarpum) como alternativa para o controle de Haemonchus contortus em ovinos.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1  Obtencéo das folhas

As folhas de A. humile, G. americana, S. lycocarpum e S. cumini, foram
colhidas manualmente e com o uso de ferramentas cortantes, na Fazenda Lagoa Bonita,
localizada em Planaltina-DF, entre os dias 23 de agosto a 23 de setembro de 2011. Procurou-
se colher as folhas novas, das pontas, sem presenca de insetos, doencas e com coloragdo
uniforme.

Durante o periodo de colheita, verificou-se que a precipitacdo pluviométrica foi
de 0 (zero) mm, a temperatura maxima foi de 30,7 °C, a minima de 16,7 °C e a umidade
relativa foi de 28,93 % (Inmet, 2012).

O local de coleta esta situado na latitude de 15°34°S e na longitude de 47°43°0O
e a 978 m de altitude (Google Earth, 2012).

2.2.2  Processamento do material vegetal

As folhas selecionadas, foram colocadas em estufa de secagem com circulagao
e renovacdo de ar a 36 °C durante 48 horas. Depois de secas, as folhas foram moidas (Figura
2.1) em moinho de facas tipo Willey (Modelo TE-650 da Tecnal), utilizando-se peneira com a

malha de 0,59 mm.
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Figura 2.1- Farinha das folhas: A — Cajuzinho-do-cerrado; B — Lobeira;
C — Jamelao; D — Jenipapo.

Fonte: Arquivo proprio.

O material moido foi armazenado em sacos plasticos com 30 g cada um,
selados com seladora elétrica, devidamente identificada com o nome da planta e armazenada a

temperatura ambiente em local escuro.

2.2.3  Estudo bromatolédgico do material vegetal e da dieta oferecida aos animais

Os resultados das analises bromatoldgicas encontram-se na Tabela 2.1. A
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), matéria organica (MO), proteina bruta (PB)
elignina (LIG), foram realizadas conforme procedimentos descritos pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) (1990). A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra
em detergente acido (FDA), foram determinadas seguindo as recomendagdes de Van Soest et
al. (1991).
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Tabela 2.1 - Analise bromatoldgica das folhas das plantas e do concentrado expressos em g/kg
de matéria seca.

A.humile  G.americana  S.cumini  S. lycocarpum Concentrado

MS 100 °C 941,23 940,65 936,41 944,94 913,23
MM * 33,87 50,65 45,80 55,36 57,36
MO * 966,13 949,35 954,20 944,64 942,64
PB * 92,59 150,56 90,97 215,37 216,15
FDN * 682,94 525,01 642,02 691,75 423,46
FDA * 594,97 412,72 553,11 560,64 106,68
Lignina * 296,17 334,96 323,73 362,84 41,58

2.2.4  Determinacdo de fenois totais, taninos totais e taninos condensados

Para a determinacdo de fenois totais e taninos totais foi usada a metodologia de
acordo com Makkar et al. (1993). Para a determinagdo dos taninos condensados foi usada a
metodologia de Porter et al. (1986). Os resultados da analise dos taninos sdo apresentados na
Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Analise de fendis totais, taninos totais e taninos condensados das folhas das
plantas e do concentrado.

Amostra Fendis totais (%)  Taninos totais (%) Tan. Condensados (%)
A. humile 18,51 14,18 9,33
G. americana 0,66 0,51 0,36
S. cumini 15,61 11,16 2,63
S. lycocarpum 3,04 2,43 0,03
Concentrado 0,47 0,31 0,08

2.2.5 Ensaio de atividade in vitro do extrato aquoso do material vegetal

O extrato aquoso (EA), na concentracdo de 100 mg/mL, foi obtido sob pressao.



34

Em frascos Schott, foram colocadas 200 g da folha moida e acrescentados 2.000 mL de &gua
deionizada. Os frascos tampados foram colocados em autoclave a 110 °C, por uma hora. Logo
apos, foram filtrados a quente, com auxilio de papel filtro (Figura 2.2).

Segundo Torquato et al. (2010), ha um aumento no teor de taninos
condensados de folhas, quando a extracdo aquosa € feita sob presséo.

O processo de extracdo de taninos condensados da casca de cajueiro foi

avaliado por Sousa & Brito (2012), e esses afirmaram que a elevacdo da temperatura e o

periodo de tempo na faixa de 80 a 140 minutos favorecem essa extracao.

A ;
£

Figura 2.2 - Extratos aquosos obtidos. Da esquerda para a direita: EA de jameldo, EA de
lobeira, EA de cajuzinho-do-cerrado e EA de jenipapo.
Fonte: Arquivo proprio.

2.2.6  Teste daeclodibilidade de ovos - TEO

O teste da eclodibilidade de ovos é o teste mais simples para 0 uso em primeira
instancia, embora varios outros tipos de ensaios possam ser utilizados como uma triagem
primaria (Jackson & Gordon, 2008 apud Katiki, 2011).

As fezes foram coletadas diretamente do reto do animal, com OPG de
aproximadamente 23.000 ovos/grama de fezes. Procedeu-se a recuperagdo dos ovos segundo a
metodologia descrita por Bizimenyera et al. (2006), que é uma adaptacdo de Coles et al.
(1992). As fezes foram homogeneizadas em agua morna (£ 40 °C) e filtradas em um conjunto
de peneiras, com as seguintes reticulagdes: 1 mm, 106 um, 53 um e 25 pm.

Na peneira de 25 um os ovos foram retidos, lavados com agua destilada e

centrifugados por 5 min a 3.000 rpm, em tubos de 50 mL completados com &gua. O
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sobrenadante foi descartado e solugédo salina saturada foi adicionada para a ressuspensdo do
sedimento.

Apds nova centrifugacdo nas mesmas condicGes, o sobrenadante foi lavado na
peneira de 25 um e os ovos coletados foram colocados em calice para sedimentagdo. Os ovos
foram sifonados e se realizou a contagem dos mesmos em 5 aliquotas de 50 uL. Foram
preparados aproximadamente 110 ovos/vol. para serem utilizados em até 1 h.

Aproximadamente 110 ovos/vol. foram colocados em cada poco (placa com 24
pocos): 6 concentragdes (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL e
3,125 mg/mL) de cada substancia teste, controle negativo (dgua destilada) e controle positivo
(0,78 mg/mL de Tiabendazol) em 6 repeticdes.

As placas (Figura 2.3) foram homogeneizadas manualmente e acondicionadas
em B.O.D. (27 °C) por 24 horas. Apds este periodo, os ovos e as larvas L1 eclodidas foram

quantificadas para o calculo da porcentagem de inibicéo da eclodibilidade larvar.

Figura 2.3 - Placas utilizadas no TEO com 24 pocos. Ao lado de cada placa a numeragéo
equivale & concentragdo: 1=100 mg/mL; 2=50 mg/mL; 3=25 mg/mL; 4=12,5 mg/mL; 5=6,25
mg/mL; 6=3,125 mg/mL; (-)=controle negativo; (+)= controle positivo.

Fonte: Arquivo proprio
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2.2.7 Avaliacdo do Projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Upis
(CEUA-— Upis)

O projeto foi avaliado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Upis
(CEUA — Upis) para andlise de metodologia empregada nos experimentos onde animais
foram submetidos a tratamentos diversos. O protocolo de numero 070/11 concedido pela

comisséo foi favoravel a realizacdo do projeto.

2.2.8  Animais utilizados no experimento

Foram utilizados 30 borregos mesticos da raga Santa Inés de ambos 0s sexos,
entre 5 a 10 meses de idade, com peso médio de 23,12 + 5,01 kg, oriundos da Fazenda Lagoa
Bonita. Animais estes que foram alojados dentro das instalacdes das Faculdades Integradas
Upis, em Planaltina - DF. Os animais foram separados em 5 baias de 30 m2, contendo 6
animais, recebendo condi¢des adequadas de luz, temperatura e agua ad libitum. As baias
possuiam bebedouro de madeira com volume nivelado por boia, cocho de sal com capacidade

para 15 kg e cocho de alimentagcdo com capacidade para 50 kg (Figura 2.4).

Figura 2.4 - Baias onde foram confinados 0s animais para o experimento.
Fonte: Arquivo proprio.

O periodo de duracdo do experimento foi de 28 dias: 7 de adaptacdo, 14 de

fornecimento da planta e 7 de periodo residual.
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2.2.9 Confinamento e adaptacao dos animais

Durante os sete dias iniciais foi feita adaptacdo dos animais ao confinamento,
pois esses estavam sendo criados extensivamente. A dieta dos ovinos foi composta de silagem
de milho ad libitum e 300 g do concentrado Confiagro Racdo Ovinos 18 % Mult® por animal

uma vez por dia, no periodo da tarde.

2.2.10 Tratamento dos ovinos com o material vegetal

A mesma dieta do periodo de adaptacdo foi utilizada durante o periodo
experimental, com excecdo dos tratamentos que receberam as 30 g das plantas em
substituicdo as 30 g do concentrado fornecido. Em média, a dose de 1,3 g do p6 de cada
planta para cada Kg do animal foi administrada diariamente.

Os tratamentos foram diferenciados de acordo com a planta fornecida na dieta
e foram: controle (apenas o concentrado), tratamento caju (concentrado + folha de cajuzinho-
do-cerrado), tratamento jenipapo (concentrado + folha de jenipapo), tratamento lobeira

(concentrado + folha de lobeira) e tratamento jamel&o (concentrado + folha de jamel&o).

2.2.11 Pesagem dos animais

Foram feitas trés pesagens dos animais durante o experimento, uma no dia 0
(inicio do tratamento com as plantas), uma no dia 7 (meio do tratamento) e outra no dia 14
(Gltimo dia de tratamento). Todos os animais foram pesados, individualmente, em balanca
digital da marca Filizola, utilizando para isso, caixa de pesagem de madeira para contenc¢do

dos animais.
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2.2.12 Coleta de sangue e de fezes dos animais

Os animais foram contidos manualmente e a coleta de sangue e fezes foi
realizada simultaneamente, utilizando para isso seringas descartaveis e luvas cirurgicas para
retirada direta das fezes do reto do animal.

Ap0s coleta, o sangue foi transferido para tubos com EDTA-k3 (anticoagulante)
da marca Vacuette e as fezes foram acondicionadas em frascos de plastico estéreis e logo

submetidos a analise. Amostras foram obtidas de todos os animais nos dias 0, 7, 14 e 21.

2.2.13 Contagem de eosinofilos e do OPG (contagem de ovos por gramas de fezes).

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada no Hospital Veterinario da
Upis, Campus Planaltina.

O OPG foi determinado pelo método de McMaster modificada por Gordon e
Whitlock (Ueno e Goncalves, 1998).

Para a determinacdo da porcentagem da reducdo do OPG (ROPG), utilizou-se a
férmula descrita por Jabbar et al. (2007):

ROPG (%) = (OPG inicial — OPG final) x 100
OPG inicial

2.2.14 Analise estatistica

No teste in vitro foi determinada a concentracdo letal de 50 % dos ovos
(CL50) das diferentes plantas avaliadas com as variaveis independentes (dose) transformadas
por logaritmo natural (log dose) utilizando-se regressdo com distribui¢cdo normal e logistica,
sendo que a estimativa dos pardmetros dessas equacgdes foram obtidas com o méximo de
verossimilhanca por meio do SAS ® pelo Probit.

No teste in vivo, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com cinco tratamentos e seis repeti¢fes (animais). Os resultados também foram analisados
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por meio do SAS ®. As varidveis OPG transformada em Log (x+10) e o peso dos animais
foram avaliadas por meio de regressdo de cada animal e feita a comparacdo entre o0s
coeficientes angulares das equacdes. Para a contagem de eosindfilos foi feita avaliacdo de

medidas repetidas no tempo pelo Proc Mixed. Foi adotando o nivel de significancia de 5%.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Resultados do Teste da Eclodibilidade de Ovos

O EA de A. humile e de S. cumini mostraram atividades anti-helminticas
pronunciadas in vitro, no teste de eclosdo dos ovos. O controle positivo (tiabendazol) inibiu a
eclosdo dos ovos em 97,78 % e 0 negativo (agua) em 12,08 %.

O EA de A. humile inibiu a eclosdo dos ovos numa CLsg de 4,14 mg/mL, a qual
foi a menor concentracdo inibitdria observada, entre todos os extratos testados (Figura 2.5),
seguido pelo EA de S. cumini que apresentou CLso de 12,35 mg/mL (Figura 2.6).

- ————m D = T

1 10 100
Dose

Figura 2.5 - Grafico dose x resposta do A. humile.
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Figura 2.6 - Grafico dose x resposta do S. cumini.

Para o ensaio de desenvolvimento larvar, utilizando também extrato aquoso de
A. humile, Nery et al. (2010) encontraram uma CLsp de 10,14 mg/mL, onde o EA na
concentracdo de 100 mg/mL teve eficacia de 90,9 %, mostrando que o A. humile também foi
eficiente na inibicdo do desenvolvimento de larvas de H. contortus.

A analise fitoquimica das folhas de A. humile confirmou a presenca de taninos,
indicando a predominancia dos taninos condensados e em concentragdo superior a das outras
plantas analisadas. Segundo Nery et al. (2010), a analise fitoquimica do extrato aquoso de A.
humile mostrou, além dos taninos, a presenca de flavonoides e alcaloides. Os resultados
obtidos no TEO sugerem que a presenca dos taninos condensados pode ter influenciado na
eclodibilidade dos ovos, apesar de outros estudos também demostrem que mesmo 0s taninos
hidrolisaveis (Katiki et al., 2011) ou outros compostos fitoquimicos, tais como fendis,
alcaloides, esteroides e terpenos (Waterman et al., 2010), podem contribuir para a atividade
anti-helmintica.

Em contraste, a CLs para as demais plantas na concentragdo méxima testada
(100 mg/mL) foi alta, pois a inibicdo de eclodibilidade, nessa concentracdo, foi de 14,20 %
para o S. lycocarpum e de 18,27 % para a G. americana (Tabela 2.3). Concentra¢des maiores
que 100 mg/mL nédo foram testadas pois a matéria sélida superava a liquida, impedindo,

assim, a producéo do extrato aquoso.
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Tabela 2.3 - Porcentagem de inibicdo da eclodibilidade dos ovos e CLsy (mg/mL) nas
diferentes plantas avaliadas.

Concentrac0es A. humile G. americana S. cumini S. lycocarpum
(mg/mL) (%) (%) (%) (%)
3,125 55,34 - 34,37 -
6,25 51,18 - 31,98 -
12,5 76,65 - 45,67 -
25 92,11 - 51,05 15,35
50 98,23 13,51 73,25 14,81
100 100 18,27 96,17 14,20
CLso 4,14 2.821 12,35 4,66 x 10™

O extrato hidroalcodlico de G. americana na concentragdo de 50,1 mg/mL,
também foi testado por TEO (Krychak-Furtado, 2006). A analise fitoquimica da folha, casca,
fruto e raiz de Genipa americana mostrou a presenca de iriddides, taninos, &cido
geniposidico, geniposideo, gardenosideo, genipina-gentiobiosideo, genipacetal, genipaol
(Erbano, 2010). Apds o teste descrito acima, notou-se uma inibicdo do desenvolvimento de
ovos de trichostrongilideos de 100 %. Com este resultado, podemos inferir que ha diferencas
entre a extracdo aquosa e a extracdo hidroalcodlica de G. americana na inibicdo da eclosdo de
0VO0s.

Além disso, os resultados mostram que a atividade dos EAs das plantas
estudadas foi diretamente proporcional a dose, ou seja, quanto maior a concentracdo do EA,
maior foi a inibicdo da eclosdo dos ovos, exceto na concentragcdo de 6,25 mg/mL do A.
humile, onde a concentracéo inferior foi mais efetiva.

No Kénia, Gathuma et al. (2004) observaram a eficacia de 77 % do
EA (24 mg/mL) de folhas e frutos de tamujo (Myrsine africana), em testes in vitro, sobre
varios nematdides de ovinos. Ja Alawa et al. (2003), relataram que o EA de araticum-da-areia
(Annona senegalensis) na concentracdo 7,1 mg/mL, reduziu a eclodibilidade dos ovos em
88,5 %. O EA de erva lombrigueira (Spigelia anthelmia) também foi testado sobre a eclosao
de ovos de H. contortus, na concentracdo de 0,17 mg/mL, obtendo inibicdo de 50 % dos ovos
(Batista et al., 1999). Esses relatos demonstram que diferentes plantas podem apresentar
atividade anti-helmintica e que essa atividade pode ser dependente do tipo da planta e

concentracdo dos extratos utilizados.
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2.3.2 Analise da eficacia na reducdo do OPG dos animais durante os 14 dias de

tratamento

Nesse caso, as OPGs foram determinadas ndo apenas para H. contortus, mas
para todos os tipos de helmintos infectantes. Lembrando, entretanto, que a maior parte da
infestacdo encontrada em animais da regido estudada € de H. contortus (Leal, 2012).

As folhas das plantas adicionadas ao concentrado dos animais na propor¢édo de
10 %, em média 1,3 g/kg de peso vivo, apresentou reducdo do OPG em todos os tratamentos:
de 66,04 % no tratamento A. humile (racdo + folha de cajuzinho-do-cerrado), de 66,18 % no
tratamento G. americana (racdo + folha de jenipapo), de 67,73 % no tratamento S. cumini
(racdo + folha de jameldo) e de 53,53 % no tratamento S. lycocarpum (racdo + folha de
lobeira) (Tabela 2.4). Ap6s os 14 dias de tratamento, houve diferenca estatistica entre o
controle e os tratamentos com A. humile, G. americana e S. cumini.

No periodo residual, o tratamento com S. cumini foi igual estatisticamente ao
controle negativo, mostrando que as folhas desta planta ndo tiveram efeito no OPG ap0s o

término do tratamento, ao contrario das outras plantas. (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 — Eficacia dos tratamentos durante os 14 dias de experimento e no periodo residual
(dia 21); Reducdo de ovos/dia, durante os 21 dias de experimento, em cada tratamento.

Eficécia do tratamento (%) Ovos/dia
Tratamentos Dia 14 Dia 21 Coeficlente an~gular da
regressao
A. humile 66,04° 47,84" -19,34°
G. americana 66,18° 30,20° -12,02°
S. cumini 67,73° -27,98% -4,28%
S. lycocarpum 53,53% 39,48° -13,75°
Controle negativo 25,55 -139,722 12,36°
Erro padrdo da média 14,49 44,50 6,38

Nota: *° letras diferentes na coluna apresentam diferenca significativa P<0,05.

No controle negativo também houve reducdo do OPG em 25,55 %, 0 que pode
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ser explicado que apds o confinamento a infec¢do tendeu a diminuir, possivelmente, devido
ao bom aporte nutricional dos animais e ao fato dos mesmos ndo entrarem em contato com o
pasto e com fezes contaminadas. O que corrobora com Almeida et al. (2012), que comprovou
este fato apds confinar animais por 75 dias e comprovar esta reducdo no OPG, ap0s
confinamento.

Apesar de o A. humile ter apresentado os melhores resultados no TEO, no teste
in vivo, foi pouco efetivo. Diferencas entre os percentuais de reducédo de parasitas entre testes
in vitro e in vivo tém sido registradas. Esta variacao entre resultados de testes anti-helminticos
pode ser justificada pela variagdo ambiental e pela duragdo no tratamento (Martin et al.,
2001). Esta auséncia de efeitos no teste in vivo pode ser explicada atraveés da baixa
concentracdo utilizada comparativamente a dose efetiva nos testes in vitro, além dos extratos
utilizados no teste in vitro estarem em contato direto com o0s parasitos, 0 que ndo ocorre nos
testes in vivo (Peneluc et al., 2009). Além disso, como relatado anteriormente, nos testes in
vitro, utilizou-se somente ovos de H. contortus, enquanto que na OPG calculada, foram
considerados todos os tipos de ovos de helmintos infestantes.

A inibicdo da OPG causada pelo uso do S. cumini na dieta dos animais testados
esta de acordo com o resultado apresentado por Michelin et al. (2005), os quais relatam a
ocorréncia de 80,02 % de eliminacdo parasitaria em ratos, o que corrobora com os resultados
apresentados in vitro nesse estudo.

As folhas de S. lycocarpum causaram resultados similares in vitro e in vivo,
ndo apresentando efetividade em nenhum dos dois testes quando se comparado as outras
plantas testadas. Os resultados mostram que o tratamento com as folhas de S. lycocarpum néo
apresentou diferenca estatistica com o controle negativo.

No Paquistdo, Hussain et al. (2011) observaram que no 15° dia ap0s tratamento
com pé das folhas de Trianthema portulacastrum L., houve reducéo de 46,6 % do OPG e com
folhas de Musa paradisiaca L. reducdo de 40,54 %, na dose de 1 g/kg de peso vivo. A dose
utilizada no estudo Paquistanés pode ser comparada a dose utilizada no presente estudo
(média de 1,3 g/kg de peso vivo), evidenciando a diferenca entre as dosagens necessarias de
cada planta para se verificar atividade anti-helmintica.

Pela andlise de regressdao dos dados no tratamento controle houve uma taxa de
aumento de 12,36 ovos/dia, durante os 21 dias do experimento. Os outros tratamentos
apresentaram reducdo com taxa de: -19,34 ovos/dia no tratamento A. humile, -4,28 ovos/dia
no tratamento S. cumini, -12,02 ovos/dia no tratamento G. americana e -13,75 ovos/dia no

tratamento S. lycocarpum (p < 0,05). Houve diferenca estatistica entre o controle e os
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tratamentos com A. humile, G. americana e S. lycocarpum (p < 0,05). O tratamento S. cumini
ndo apresentou diferenca estatistica com o controle e as outras plantas (p < 0,05).

O grafico das retas de regressao mostra 0 comportamento do OPG nos periodos
de tempo do experimento e tempo residual (Figura 2.7). Onde podemos afirmar que a
tendéncia de aumento do OPG, durante os 21 dias, acontece somente no grupo controle
negativo. Esses resultados mostram que os tratamentos foram eficientes, e que mesmo 7 dias

apos administracdo foi possivel observar um relativo controle na OPG.
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Figura 2.7 — Retas de regressao da relacdo entre os dias de pds tratamento com as plantas e

ovos eliminados nas fezes.

A eficacia destas plantas como anti-helminticos pode ser explicada por
algumas hipoteses: na hipotese direta, onde os taninos condensados interagem com as
proteinas na cuticula, na cavidade oral, no esdfago, na cloaca e na vulva dos nematoides,
modificando as propriedades quimicas e fisicas. Ou a hipotese indireta, que envolve a
capacidade dos taninos condensados se ligarem a proteinas na dieta, protegendo-as da
degradacdo ruminal, aumentando assim o fluxo de proteinas e a absorcdo de aminoacidos no
intestino delgado, o que favorece a resposta imunitaria contra os vermes (Hoste et al., 2006).

Além disso, Thompson & Geary (1995) sugerem que o modo de agdo dos



46

taninos interfere com geracdo de energia em parasitas helmintos pelo desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa e podem também se ligar a glicoproteinas na cuticula do parasita,
podendo assim causar a morte.

Segundo a classificacdo do indice de eficacia proposta pela World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) para parasitas adultos, um
produto sintético é considerado efetivo quando promover acima de 90 % de acdo anti-
helmintica, moderadamente efetivo quando atuar entre 80 a 90 %, pouco efetivo quando a
acao for entre 60 e 80 % e ndo efetivo em niveis abaixo de 60 % (Powers et al., 1982).

Os dados apresentados, quando comparados a classificagdo da WAAVP,
indicam que os tratamentos com G. americana, A. humile e S. cumini foram pouco efetivos,
enquanto e S. lycocarpum ndo foi efetivo no presente estudo in vivo. Entretanto, futuros
trabalhos de campo poderdo contribuir para a verificacdo do beneficio do uso dessa terapia

como um coadjuvante aos tratamentos convencionais.

2.3.3  Analise do peso dos animais durante os 14 dias de tratamento

Em qualquer tratamento realizado é necessaria a avaliacdo de possiveis
efeitos negativos no desempenho dos animais, 0s quais podem ser provocados por fatores
antinutricionais do fitoterapico (Ketzis et al., 2006). Neste experimento, todos 0s animais que
participaram do experimento apresentaram sinais clinicos (alimentacdo, atividade motora,
ruminacéo e excre¢do) normais.

A andlise estatistica do ganho em peso (Tabela 2.5) mostrou que em todos 0s
tratamentos houve aumento do peso apos os 14 dias de tratamento: 72,11 g/dia no tratamento
controle, 87,98 g/dia no tratamento A. humile, 150,11 g/dia no tratamento S. cumini, 260,83
g/dia no tratamento G. americana e 190,16 g/dia no tratamento S. lycocarpum. Entretanto,

houve diferenca estatistica somente entre o controle e o tratamento G. americana (p < 0,05).
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Tabela 2.5 Pesos médios dos ovinos (kg) nos dias 0, 7 e 14 dias experimentais e ganho em
peso médio diario (g/dia).

Tratamentos Dia 0 Dia 7 Dia 14 Ganho em peso

(kg) (kg) (kg) diario (g/dia)
A. humile 22,48 22,78 23,71 87,98
G. americana 22,81 25, 25 26, 47 260,83
S. cumini 24, 57 25, 68 26, 65 150,11°
S. lycocarpum 25, 16 26, 62 27,83 190,16°
Controle negativo 20, 57 20,73 21, 58 72,11°
Erro padrdo da media 2,07 2,03 2,01 54,94

Nota: *° letras diferentes na coluna apresentam diferenca significativa P<0,05.

Segundo Carvalho (2012), os tratamentos com pequi (Caryocar brasiliense) e
cagaita (Eugenia dysenterica), tanto quando administrados separadamente ou em conjunto,
como anti-helminticos para ovinos, na dosagem média de 1,2 g/kg de peso vivo, também néo
apresentaram diferenca significativa com o controle no peso dos animais, corroborando com
os resultados aqui encontrados. Esse ganho de peso pode ser explicado pelo fato de os animais
estarem em confinamento, alimentando-se de silagem e concentrado condig¢des nutricionais

melhores que em situacdo de pastejo.

2.3.4  Resultado da contagem de eosinofilos durante os 21 dias de tratamento

Objetivou-se com a realizacdo desse teste, 0 acompanhamento do numero de
eosinofilos nos animais durante os tratamentos e no pods-tratamento. Isso porque, um
aumento do nivel dessas células pode ser um indicativo de resposta & infecgdo que os
helmintos podem causar. Desta forma, observou-se que apds 14 dias, 0s animais dos grupos
controle negativo reduziram em 42,86 % o numero de eosinéfilos e os do tratamento com
cajuzinho-do-cerrado 17,5 %; enquanto que nos outros tratamentos houve aumento deste

numero (Tabela 2.6).
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Tabela. 2.6 - Média e variacdo da contagem de eosindfilos em relacdo ao total de leucdcitos,
durante os 14 dias de experimento e no periodo residual (dia 21).

Contagem de eosindfilos Variagdo de  Variacgdo de
eosinofilos eosinofilos

apos 14 dias  apos 21 dias

Tratamentos Dia0 Dia7 Dial4 Dia2l

(%) (%)

(%) (%) (%) (%)

A. humile 4,00 2,7 33 4,3 17,5° -7,5
S. cumini 4,17 3,3 4,7 6,2 -12,71° -48,68
G. americana 3,67 4,2 3,8 6,5 -3,54° 77,11
S. lycocarpum 1,17 35 1,7 3,2 -45,30° -173,50
Controle negativo 3,50 6,5 2,0 4,2 42,86° -20,00

Nota: *° letras diferentes na coluna apresentam diferenca significativa P<0,05.

Os resultados encontrados contradizem com o0s encontrados por Carvalho
(2012), que observaram diminuicdo dos eosindfilos nos tratamentos com pequi (Caryocar
brasiliense) e cagaita (Eugenia dysenterica), tanto quando administrados separadamente ou
em conjunto, na dosagem média de 1,2 g/kg de peso vivo para ovinos.

A anélise estatistica da contagem de eosinofilos ndo apresentou diferenca

estatistica entre os tratamentos.
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2.4 CONCLUSOES

Este trabalho gerou dados importantes para o estudo de plantas medicinais do

Cerrado visando o controle de H. contortus, tanto em testes in vitro como in vivo. Os tépicos

abaixo descrevem os dados conclusivos deste trabalho:

No teste in vitro de inibicdo da eclodibilidade dos ovos, o EA de A. humile mostrou a
maior atividade inibitoria da eclosdo dos ovos de H. contortus, seguido pelo EA de S.
cumini, jaa G. americana e de S. lycocarpum a dose seria muito alta.

No teste in vivo, o tratamento com folhas de S. cumini, G. americana e A. humile foram
capazes de reduzir o OPG dos ovinos de maneira significativa em relacéo ao controle.
Apo6s sete dias do término dos tratamentos, os tratamentos com A. humile, S.
lycocarpum e G. americana mostraram efeito significativo na reducdo do OPG quando
se comparado ao controle.

Apenas o tratamento com G. americana demonstrou melhorar o desempenho de ganho

em peso dos ovinos.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho pode servir como referéncia para outros trabalhos que visem
obter alternativas anti-helminticas sustentaveis, bem como para validacdo do efeito das
plantas aqui estudadas através de novas metodologias, tais como o uso de extrato aquoso in
vivo, além do estudo dos compostos fitoquimicos presentes neste extrato e testes a campo
simulando 0 manejo extensivo, visto que as plantas mostram ser alternativas para controle

de helmintos.
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