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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade econdmica explorada em todos os
continentes e tem sido estimulada no Brasil, na tentativa de garantir a
populacdo rural uma fonte de renda, além de fornecer carne e leite,
importantes fontes protéicas na dieta do ser humano.

O Brasil possui grande extenséo territorial e clima favoravel a criagéo
da espécie ovina, apresentando potencial para tornar-se um dos maiores
produtores desses animais. Entretanto, o produtor rural brasileiro ainda néo
foi devidamente conscientizado a respeito dessa possibilidade, o que torna
necessario o desenvolvimento de novas tecnologias e uma melhor
organizagao da cadeia produtiva (VIEIRA, 2003).

Um dos principais problemas encontrados na ovinocultura, que limita a
exploragdo economicamente viavel desses animais, sdo as parasitoses
gastrintestinais. Todas as categorias de ovinos podem ser intensamente
parasitadas por helmintos, reduzindo ndao somente o ganho de peso, mas
também a producao de leite, 1a e pele. O tratamento frequente do rebanho
ovino com anti-helminticos sintéticos tem sido uma das Unicas medidas de
controle dos nematoides gastrintestinais adotadas pelos criadores de ovinos.
Esses medicamentos sintéticos, além de elevarem o custo de produgéo,
comprometem o ecossistema devido a persisténcia de seus residuos no
ambiente e nos produtos de origem animal e, de forma extremamente efetiva,
induzem a selecado de cepas de parasitos resistentes (HERD, 1996).

A alta prevaléncia e a grande patogenicidade fazem do Haemonchus
contortus e do Trichostrongylus colubriformis as principais espécies de
endoparasitas de ovinos no mundo. H. contortus € o mais patogénico, pois se
fixa @ mucosa do abomaso e alimenta-se de sangue durante toda a vida
parasitaria. Dessa forma, o principal sintoma da haemoncose é a anemia. Os
animais podem apresentar edema submandibular. Elevadas taxas de

mortalidade em filhotes e em fémeas parturientes sdo frequentes.
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Dentre as novas e promissoras alternativas que vém sendo
pesquisadas para o controle das helmintoses, a utilizacdo de plantas tem sido
apontada como uma das mais relevantes em diferentes paises. A
Organizagao Mundial de Saude (OMS) estima que 25% dos medicamentos
modernos sao oriundos de plantas inicialmente usadas na medicina popular.
Entre 60 a 90% da populacdo dos paises nao industrializados recorrem a
plantas medicinais para solucionar seus problemas de saude (ADDAE-
MENSAH, [2006?])1. Além disso, a aceitacdo do mercado consumidor por
alimentos orgénicos ou naturais e o aumento do consumo desses produtos
tém reforcado o interesse pela busca de alternativas nao convencionais para
o controle das diversas doengas em animais de producdo. Nesse contexto, o
presente trabalho busca alternativas regionais eficazes, de baixo custo e de
menor impacto ambiental para o controle das helmintoses ovinas. Os
resultados e conhecimentos obtidos poderdo contribuir para o melhor
aproveitamento, valorizagdo e conservacdo das espécies vegetais com
potencial fitoterapico.

! http://www.crvp.org/book/Series02/11-5/chapter_vii.htm
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da ovinocultura

A ovinocultura é uma atividade amplamente praticada, visando a
produgéo de carne, de leite e de peles. O interesse pela exploragao de ovinos
vem aumentando nos paises desenvolvidos, onde ja é significativo o uso de
tecnologias para aumentar a producéo (VIEIRA, 2003).

A Australia e a Nova Zelandia exportaram, respectivamente, 361,8 e
293 mil toneladas de carne em 2005, enquanto o Brasil importou
aproximadamente 2,4 mil toneladas, indicando a necessidade de otimiza¢do
dessa atividade no pais (FOOD AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS - FAO, 2006)2. A produgdo de carne ovina € uma
atividade que vem se desenvolvendo gradativamente no Brasil, mudando o
foco e crescendo em regides onde antes a ovinocultura era insignificante,
viabilizando sistemas de producdo animal em pequenas propriedades e
tornando-se mais uma alternativa de investimento no agronegécio. Em 2006,
a producao de carne ovina no Brasil foi de 78 mil toneladas e estimou-se um
crescimento de 3% para 2007 (FAO, 2006)2.

Segundo o Anuario da Pecuaria Brasileira ANUALPEC, o rebanho de
ovinos correspondeu, em 2005, a 16,05 milhdes de cabecas e o de caprinos,
a 10,31 milhdes. No Brasil, a regido Nordeste detém 56,3% dos rebanhos de
ovinos, correspondendo a 10.129.739 milhdes de animais. O restante do
rebanho nacional distribuiu-se em: 4.691.472 na regido Sul; 1.051.739 no
Centro-Oeste; 678.991 no Sudeste e 554.103 no Norte (ANUARIO DA
PECUARIA BRASILEIRA — ANUALPEC, 2008).

De acordo com dados preliminares do censo agropecuario do ano de
2006, os ovinos existentes no Brasil estavam distribuidos em 435.697
estabelecimentos. Os dados indicaram ainda que a criagdo de ovinos é uma
atividade exercida principalmente por pequenos produtores e evidenciam a

importancia social da ovinocultura como fonte de subsisténcia e para a

2 http://www.fao. org/docrep/009/j8126€/j8126e10.htm
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fixagdo do pequeno produtor ao campo (INSTITUTO BRASILEIRO DE

GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2006).
2.2 Helmintoses gastrintestinais

As helmintoses gastrintestinais constituem o principal fator limitante
para a produgdo de ovinos em todo o mundo (VIEIRA, 2003). As perdas
causadas pelas verminoses sdo determinadas nao somente pelos efeitos
agudos da doenga, que, em muitos casos, resultam em morte do animal
infectado, mas, principalmente, pelos danos indiretos causados por infec¢des
cronicas, acarretando desenvolvimento corporal lento, perda de peso,
reducdo na producdo de carne e |a e aumento das despesas associadas ao
controle de doencas (KRYCHAK-FURTADOQO, 2006).

Os danos causados pelos helmintos gastrintestinais sao crescentes
durante a época chuvosa do ano. Consequentemente, a criagdo de pequenos
ruminantes, em sistemas de pastagens, pode ser limitada pela acado dos
parasitas quando ndo for adotado um rigoroso esquema de controle
(QUADROS et al., 2004).

No ciclo de vida dos helmintos gastrintestinais, os ovos séo liberados
para o ambiente, juntamente com as fezes dos animais. Apds a eclosao
desses, as larvas migram pela vegetacao, em contato intimo com um filme
d’agua e sao apreendidas pelos animais durante o pastejo. Essa fase de vida
livre pode durar aproximadamente sete dias, dependendo da temperatura e
da umidade ambientais. Ao serem ingeridas, as larvas fixam-se no trato
gastrintestinal e comegcam a fase parasitaria, seguida da etapa de
reprodugdo. Da ingestdo das larvas até o inicio da ovoposigdo decorrem,
geralmente 21 dias (ANDERSON, 1982).

Sob condigbes adequadas, 20% dos ovos depositados nas fezes
completam o ciclo de vida. Todavia, na estagao seca, apenas 1% completa a
sua fase livre. Pastagens podem ser manejadas para permitir maior
penetragdo de raios solares nas bases das plantas, reduzindo, assim, o
numero de larvas infectantes (ANDERSON, 1982).
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Um dos vermes mais frequentes em criatérios de ovinos é o
Haemonchus contortus, que geralmente ocasiona os maiores prejuizos. Esse
parasita do abomaso é hematéfago durante toda a sua vida parasitaria e os
animais portadores de carga parasitaria elevada podem apresentar anemia e
edema submandibular, sendo a mortalidade causada por esse parasita
relativamente comum em ovinos (AMARANTE; SALES, 2007). Entretanto, o
principal sintoma da infecgdo por H. contortus é a anemia, devido a
quantidade de sangue ingerida pelo verme. Adultos desse parasito tém sido
observados, sugando o hospedeiro por mais de 12 minutos, seguida de
hemorragia local, que ainda pode durar por até sete minutos (LE JAMBRE et
al, 1999).

Considerando que cada verme adulto ingere 0,05 m{ de sangue por
dia, uma ovelha com infec¢cdo moderada de 2000 vermes pode perder 5 a 7%
de seu volume de sangue diariamente, acarretando anemia, hipo-proteinemia
e baixo ganho de peso (ANDERSON, 1982).

Em seguida, em ordem de importancia, estd a espécie
Trichostrongylus colubriformis, que parasita o intestino delgado e esta
presente em praticamente todas as criagées de ovinos. Estes helmintos
lesam a mucosa intestinal, provocando exsudagao local de proteinas séricas.
Dessa forma, em infec¢des macicas, 0s animais podem apresentar anorexia,
diarréia e edema submandibular (URQUHART et al., 1990).

O género Cooperia € comumente encontrado em criagdes de ovinos. A
sintomatologia consiste em perda de apetite e baixo ganho de peso.
Oesophagostomum spp. sdo responsaveis por enterite, que em infec¢des
agudas, provoca grave diarréia, constituindo o principal sinal clinico e ha
geralmente rapida perda de peso e, as vezes, edema submandibular
(URQUHART e/ al., 1990)

Os fatores predisponentes as parasitoses animais sédo: idade, sendo os
jovens e senis mais sensiveis; estado nutricional inadequado, épocas de
maior extresse, como parto, lactagdo, desmame e nascimento, fatores do
animal como raca, tipo de parasita, manejo, superpopulagéo e a introdugéo
de animais portadores nos rebanhos (ANDERSON, 1982).
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No Brasil, Gongalves (1974) realizou o primeiro trabalho em

epidemiologia da helmintose ovina no municipio de Guaiba (RS). Em Santa
Catarina, Ramos et al. (1985) coletaram amostras de conteldos
gastrintestinais de ovinos, determinaram a prevaléncia dos principais géneros
e espécies de helmintos, destacando-se como principais: Haemonchus
contortus (61,3%), Trichostrongylus axei (54,8%), Ostertagia (Teladorsagia)
circumcincta (25,8%), Trichostrongylus colubriformis (48,2%),
Trichostrongylus longispicularis (25,8%), Oesophagostomum columbianum
(38,7%), Oesophagostomum venulosum e Trichuris ovis (32,3%) e Muellerius
spp. (19,4%).

No mesmo Estado, Souza et al. (2000) determinaram o periodo
necessario de descanso de pastagem para ocorrer a redugédo das larvas de
nematoides gastrintestinais de ovinos em campos naturais. Na primavera,
s80 necessarios 42 a 56 dias para ocorrer diminuicdo significativa dessas
larvas nas pastagens para a maioria dos géneros, aumentando para 70 a 84
dias no verao.

Na Bahia, 80 ovinos da raca Santa Inés apresentaram média de ovos
por grama de fezes (OPG) igual a 865, indicando a necessidade de cuidados
com esses animais. Os principais helmintos gastrintestinais encontrados
foram: Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Cooperia spp. O percentual
médio das larvas infectantes encontradas nos capins estudados, nos estratos
de 0-15, 15-30 e acima de 30 cm foram: 31, 53 e 16%, respectivamente
(QUADROS et al., 2004).

2.3 Resisténcia dos nematoides gastrintestinais aos anti-helminticos

A salde do rebanho ovino depende de um combate eficiente dos
parasitas, permitindo a obtengdo de animais saudaveis e prontos para a
venda (MOLENTO, 2004). O controle dos helmintos tem sido realizado
principalmente com produtos quimicos, os quais sdo amplamente utilizados
na pecuaria de corte e leite, muitas vezes indiscriminadamente, sendo
administrados sem critérios epidemioldgicos e permitindo o aparecimento de

resisténcia. Quando o uso for intensivo e o intervalo entre tratamentos se
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aproximar do periodo pré-patente dos nematoides, os parasitos resistentes

serdo capazes de continuar sua reprodugcéo no hospedeiro ininterruptamente,
enquanto que aqueles sensiveis terdo poucas oportunidades de infectar os
animais, alcancar maturidade e produzir ovos antes de serem expostos ao
proximo tratamento (RANGEL et al., 2005).

Desde as primeiras descricdes de nematoides resistentes aos anti-
helminticos, na década de 1970, esse fendmeno deixou de ser apenas uma
curiosidade em parasitologia, para dar origem a um estado de crise em
alguns setores da atividade pecuaria. Essa situagdo tornou-se grave,
especialmente nas criagdes de pequenos ruminantes nas regides tropicais e
subtropicais da América do Sul, onde ocorre resisténcia a maioria dos grupos
de anti-helminticos de amplo espectro (WALLER, 1997).

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos em ovinos no Brasil
foi no Rio Grande do Sul (DOS SANTOS; GONGCALVES, 1967 apud FARIA et
al., 1997). Estudos posteriores no Nordeste brasileiro indicaram o mesmo
perfil em Pernambuco e Bahia (BARRETO; SILVA, 1999). No Ceara, outros
relatos de resisténcia anti-helmintica em caprinos e em ovinos demonstraram
gue esse problema esté se disseminando (MELO et al., 1998).

Vieira e Cavalcante (1999) realizaram um levantamento sobre
resisténcia anti-helmintica em 34 rebanhos no Estado do Ceara. Desses, sete
(20,6%) apresentaram resisténcia aos imidatiazéis, seis (17,6%) aos
benzimidazéis e doze (35,3%) revelaram resisténcia multipla. Apenas em
nove rebanhos (26,5%), os nematoides foram sensiveis aos anti-helminticos
avaliados. Detectou-se que 52,9% dos caprinocultores entrevistados usavam
anti-helminticos de amplo espectro. As coproculturas mostraram que os
sobreviventes a medicagdo com oxfendazole foram principalmente
Haemonchus spp., seguidos em menor frequéncia por Oesophagostomum
spp. enquanto que ao cloridrato de levamisole sobreviveram Haemonchus
spp., Oesophagostomum spp. e Trichostrongylus spp.

As verminoses, que sdo controladas basicamente pela utilizagdo de
anti-helminticos, foram agravadas pelo aumento no aparecimento da
resisténcia dos helmintos a essas drogas. Os primeiros estudos se referiam a

resisténcia dos helmintos ao grupo dos benzimidazéis e levamisoles. Em
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1981, com o descobrimento de um grupo quimico de anti-helmintico distinto,

as avermectinas, surgiu uma alternativa de tratamento que tem sido
considerada até hoje, como um principio ativo potente para o controle das
parasitoses de animais domésticos (GOPAL et al, 1999). Entretanto,
Echevarria et al. (1996) detectaram 13% de resisténcia a ivermectina em
rabanhos gaudchos.

O teste de redugdo do OPG foi utilizado em 42 propriedades
produtoras de ovinos, no Estado do Parana. Os resultados mostraram que a
resisténcia foi alta para todos os anti-helminticos avaliados, sendo 88,1%
para oxfendazole, 78,6% para ivermectina, 56,4% para closantel, 38,7% para
closantel, associado ao oxfendazole, 38% para levamisole e 23,6% para
moxidectina. Havia resisténcia mdltipla em todas as fazendas estudadas e,
na identificacdo das larvas de helmintos, verificou-se que a maioria pertencia
aos géneros Haemonchus e Trichostrongylus (THOMAZSOCCOL et al.,
2004).

A instalagdo da resisténcia decorre do uso frequente e continuo de
bases farmacolégicas destinadas ao controle dos parasitos. A pressdo de
selecdo é um processo gradativo e silencioso. Caso ndo diagnosticado
precocemente, somente sera evidenciado quando atingir niveis de danos em
todos os animais do rebanho (WALLER, 1994).

2.4 Alternativas de controle das helmintoses

Considerando a epidemiologia e a dindmica populacional dos vermes
no rebanho e na pastagem, tém sido desenvolvidas estratégias de controle
que visam a eliminar o parasitismo dos animais e, principalmente, prevenir a
contaminag&o no meio ambiente (VIEIRA, 2003).

O controle estratégico é recomendado com base no conhecimento
epidemiolégico em cada regido. Estudos no semi-arido nordestino tém
demonstrado que, no periodo chuvoso, as pastagens estdo com alta
populagdo de larvas infectantes, enquanto que, no periodo seco, os parasitos
permanecem no sistema gastrintestinal dos animais, muitas vezes sem a

manifestacdo de sintomas. Esse tipo de controle consiste em medicar o
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rebanho quando as condi¢des climaticas da regido sdo desfavoraveis ao
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos estagios de vida livre no ambiente.
Em outros ecossistemas do pais, o esquema de vermifugagio devera ser
ajustado em consonancia com as condigbes climaticas de cada regido,
procurando sempre concentrar o tratamento anti-helmintico no periodo seco
(VIEIRA et al., 1997). Medicagbes taticas sdo também recomendadas sempre
que as condi¢cdes ambientais do momento favorecam o aparecimento de
surtos de verminose, antes do inicio da cobertura ou da inseminacgao artificial
e 30 dias antes do inicio do periodo de parigao (VIEIRA, 2003).

O controle integrado de parasitos (CIP) é a combinacdo de métodos
quimicos e ndo quimicos de controle parasitario disponiveis, com a finalidade
de manter niveis aceitaveis de producdo, sem a eliminacao total do agente
causal. Limpar e desinfetar as instalacbes, manter as fezes em locais
distantes dos animais, evitar a superlotacdo das pastagens, separar 0s
animais por faixa etaria, vermifugar os animais ao trocar de éarea, nao
introduzir no rebanho animais provenientes de outras propriedades antes de
serem vermifugados, manter os animais no aprisco, no minimo 12 horas apés
a vermifugago, pastar de forma alternada ou mista com diferentes espécies
animais, permitir o descanso da pastagem e a rotacdo de area de pastejo
com areas de culturas sdo medidas de manejo que devem ser
implementadas na propriedade, visando a prevencao de hemintoses (VIEIRA,
2003).

Em virtude da disseminacdo de populagbes de endoparasitos
resistentes aos anti-helminticos (MELO et al., 1998), surgiu um novo enfoque
de controle da verminose, por meio do método “famacha”, que consiste em
vermifugar o menor nimero de animais possivel e com menor frequéncia.
Nesse método, sdo medicados apenas 0s animais que apresentam sintomas
clinicos acentuados de verminose. Desta forma, persistird, no meio ambiente,
uma populacdo sensivel aos anti-helminticos. Entretanto, a limitagao do
método “famacha” € com a sua aplicabilidade, uma vez que se adapta
apenas para animais infectados com nematoides hematéfagos, como é o
caso do H. contortus (MOLENTO et al., 2004).
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Os estagios, ovos e larvas, nao parasitarios dos nematoides

gastrintestinais no meio ambiente sofrem influéncia de varios inimigos
naturais. Dentre esses, os fungos tém sido mencionados como os mais
importantes agentes na redugdo da densidade populacional de larvas
infectantes na pastagem (ASSIS et al., 2003a). Araujo (1996) observou que
fungos nematéfagos passaram intactos pelo trato gastrintestinal de bovinos e
se reproduziram no meio ambiente, reduzindo o nivel de contaminag¢édo das
pastagens por larvas de nematoides gastrintestinais de bovinos.

Outra importante alternativa de controle seria a selegdo de animais
tolerantes, que sdo capazes de suprimir o estabelecimento dos parasitas e/ou
de eliminar nematoides ja estabelecidos. Ovinos com essa caracteristica
toleram melhor os efeitos de infecgdes helminticas e promovem menor
contaminagdo da pastagem, reduzindo o numero de vermifugagdes,
retardando, assim, o aparecimento de resisténcia anti-helmintica
(AMARANTE et al., 2007). No Brasil, a primeira investigacdo nesse sentido
foi realizada por Costa et al. (1986), onde a raca Santa Inés apresentou
melhor resposta ao parasitismo que a raga Somalis.

A importancia de novas pesquisas para o controle alternativo é
também respaldada pelo grande investimento econémico com os tratamentos
anti-helminticos convencionais, além da elevada prevaléncia de populagdes
de helmintos resistentes. Fator também primordial e pouco considerado é o
risco de residuos de anti-helminticos na carne, no leite e no meio ambiente
(KRYCHAK-FURTADO, 2006).

2.5 Eficacia anti-helmintica de plantas no controle de helmintos de

pequenos ruminantes

Na tentativa de contribuir para um controle alternativo efetivo de
nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes, varios pesquisadores
tém se empenhado em testar plantas usadas na medicina popular, avaliando
a eficacia e a seguranca das mesmas (AL-QARAWI et al., 2001; GITHIORI et
al., 2003; MACIEL et al., 2006).
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Nos EUA, Ketzis et al. (2002), trabalhando com éleo essencial de

Chenopodium ambrosioides (0,2 mt kg' de peso corporal), observaram
eficacia igual ao tiabendazole, promovendo a inviabilizagdo de todas as
larvas eclodidas de H. contortus.

Min et al. (2004) avaliaram o efeito de uma pastagem de Lespedeza
cuneata, sobre a média de OPG e o total de producdo de ovos em caprinos
naturalmente infectados. Houve reduc¢é@o nos dois parametros avaliados e a
porcentagem de ovos que passaram a larvas de terceiro estagio caiu de 99,0
para 58,2%. Lange et al. (2006) avaliaram a mesma forragem, sobre
infeccbes de H. contortus em ovinos. O grupo tratado teve reducao de 98%
no OPG no sétimo dia de tratamento. Terrill et al. (2007) observaram que a
peletizacdo dessa planta reforga a sua eficacia contra nematoides de
caprinos e pode facilitar a ampla utilizagdo dessa forrageira em pequenos
ruminantes.

No Kénia, Gathuma et al. (2004) observaram 77% de eficacia in vitro
do extrato aquoso a quente (24 mg m{') de frutos e folhas de Myrsine
africana sobre varios nematoides de ovinos. Entretanto, Githiori et al. (2002)
nao observaram reducao significativa no OPG em carneiros, utilizando folhas
e frutos da mesma planta. E bem conhecido que os principios ativos variam
entre as partes vegetais, a localizacdo, a idade e a fase de desenvolvimento
da planta. Além disso, o teste in vivo realizado por Ghitiori et al. (2002) é por
si s mais rigoroso na avalia¢do da eficacia do extrato.

Os extratos aquosos de raizes de Albizia anthelmintica e Hilderbrantia
sepalosae, avaliados separadamente, apresentaram acdo anti-helmintica
com eficacias superiores a 90% (GITHIORI et al.,, 2003; GATHUMA et al.,
2004). Ja o extrato aquoso de Jasminum abyssinicum (0,3¢/animal) reduziu
em 69% o OPG de ovinos (KOMEN et al., 2005).

No Zimbabwe, Kahiya et al. (2003) relataram redugao de 34% no OPG
de caprinos infectados artificialmente com larvas de H. contortus e
alimentados com folhas desidratadas de Acacia karoo, que constituiram 40%
da dieta.

Na Nigéria, o D-3-O-methylchiroinositol, isolado do caule de Piliostigma

thonningii promoveu a paralisia de 60% das larvas de nematoides (ASUZU et



25
al., 1999). Também nesse pais, os extratos aquoso e etandlico de Nauclea

latifolia foram eficazes na reducédo do OPG (93,8%) em ovinos e diminuiram a
sobrevivéncia de larvas (ADEMOLA et al., 2007b; ONYEYILI et al., 2001). Ja
Alawa et al. (2003) observaram que o extrato aquoso de Annona
senegalensis, na concentracdo 7,1 mg m{", reduziu a eclodibilidade dos ovos
em 88,5%. O mesmo procedimento foi utilizado para Vernonia amigdalina,
que foi ineficiente nas concentragdes avaliadas.

Também na Nigéria, os extratos etandlico e aquoso de Spondias
mombin (ADEMOLA et al., 2005) e Spigelia anthelmia (ADEMOLA et al.,
2007a), na concentragdo de 500 mg kg'1 p.c., foram eficazes na reducédo do
OPG (até 65%) de ovinos. Em testes in vitro, os extratos etandlico e aquoso
de Khaya senegalensis inviabilizaram larvas de 1° estégio. Nos testes in vivo,
500 mg kg' p.c. reduziram 71,5% do OPG de H. contortus e 72,3% de
Trichostrongylus colubriformis. Para Oesphagostomum spp., Strongyloides
spp. e Trichuris spp., observaram 100% de inibicdo na mesma concentracdo
(ADEMOLA et al., 2004).

Na Africa do Sul, Bizimenyera et al. (2006) avaliaram a eficacia de
extrato acetbnico de folhas, caule e raiz de Peltophorum africanum contra T.
colubriformis e nas concentragdes cinco e 25 mg m{’', ocorreu inibicao total
da eclosdo de ovos e do desenvolvimento das larvas. Na Arabia Saudita, Al-
Qarawi et al. (2001), utilizando extratos de Calotropis procera, obtiveram 49%
de redugéo do OPG. Nos testes in vitro, as diluigbes 1/5 e 1/10 foram letais,
apés 20 minutos de administragéo.

No Paquistdo, extratos de C. procera, Artemisia brevifolia, Swertia
chirata e Butea monosperma apresentaram eficacia acima de 60% sobre H.
Contortus em testes in vitro. No testes in vivo, todas as espécies provocaram
reducao no OPG acima de 50% (IQBAL et al., 2004; IQBAL et al., 2005;
IQBAL et al., 2006a; IQBAL et al., 2006b). A espécie Trachyspermum ammi
apresentou bom efeito anti-helmintico em ovinos naturalmente infectados,
reduzindo o OPG em 78% (LATEEF et al., 2006; JABBAR et al., 2006). A
acao in vitro e in vivo de um produto comercial contendo taninos foi avaliada
contra H. contortus e houve reducdo dose dependente da eclosdo de ovos,

reducdo do OPG e melhora na utilizacdo dos nutrientes (IQBAL et al., 2007).
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Na Etiépia, o p6 da raiz de Halothamnus somalensis, na dose 2g kg™

p.c., apresentou 50% de reducdo do OPG (DAWO; TIBBO, 2005)°. Ja os
extratos aquosos e hidroalc6olicos de Croton macrostachyus e Ekebergia
capensis, bem como o extrato aquoso de Acacia nilotica induziram completa
inibicdo da eclosdo dos ovos de H. contortus em concentragdo igual ou
inferior a dois mg m{’ (EGUALE et al., 2006). Eguale et al. (2007) também
observaram inibicdo completa da eclosdo de ovos tratados com extratos
aquoso e hidroalcéolico de Coriandrum sativum.

Na Suiga, Hordegen et al. (2003) avaliaram os efeitos da administracédo
de extratos de sete plantas: nim (Azadirachta indica), lirio (Melia azedarach),
abacaxi (Ananas comosus), vernonia anthelmintica, embelia ribes, fumaria
parviflora e caesalpinia crista, na reducao do OPG e de larvas de H. contortus
e Trichostrongylus colubriformis. Somente o extrato etilico de F. parviflora, na
dose de 183 mg kg™ p.c., promoveu significativa redugdo no OPG (100%) e
78,2 e 88,8% de redugcdo de adultos de H. contortus e T. colubriformis.
Utilizando o teste de reducdo modificado methyl-thiazolyltetrazolium (MTT),
Hoérdegen et al. (2006) testaram a atividade anti-helmintica de seis das
plantas citadas anteriormente e os resultados mostraram redugao significativa
no desenvolvimento larval, chegando a 93% de inibigdo, com extrato de A.
indica.

Heckendorn et al. (2007) avaliaram os efeitos da administracdo de
Cichorium intybus, Lotus corniculatus, Onobrychis viciifolia sobre carneiros
infectados artificialmente com H. contortus e Cooperia curticei e todas as
forragens apresentaram redugéao significativa no OPG.

Hounzangbe-Adote et al. (2005a), na Franga, avaliaram o efeito de
Zanthoxylum zanthoxyloides (fagara) administrada na dose de 4g kg™ p.c.,
observando reducido de 57,8 % na eliminagdo de ovos e diminuigcdo na
fertilidade das fémeas dos helmintos. O nimero médio de ovos por Utero no
grupo controle foi de 573,1 e, no grupo tratado, foi de 384,3. Avaliando o
efeito dessa mesma planta e de Newbouldia laevis, Morinda lucida e Carica

papaya sobre trés estagios de vida de H. contortus, Hounzangbe-Adote et al.

3 http://www.cipav.org.co/lrrd/Irrd17/6/dawo17068.htm.
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(2005b) observaram que essas quatro plantas possuem propriedades anti-

helminticas, sendo demonstrada a reducdo da motilidade dos adultos desse
verme.

Paolini et al. (2003) administraram extrato de quebracho (Schinopsis
sp.) para caprinos e obtiveram 64% de redugdo do OPG. Com relacdo a
fecundidade das fémeas de nematoides, o grupo tratado apresentou reducao
de 57%.

No Reino Unido, Marley et al. (2003) estudaram a helmintose de ovinos
naturalmente infectados manejados em piquetes das seguintes forragens: C.
intybus, L. corniculatus e Lolium perenne/Trifolium repens. Apbs 35 dias, nos
ovinos que pastaram L. corniculatus, foram encontrados, em média, 7,6
helmintos e no L. perenne/ T.repens, foram encontrados 16,0.

Athanasiadou et al. (2005) avaliaram o efeito anti-helmintico direto das
forragens, Lotus pedunculatus, Hedysarium coronarium, O. viciifolia, C.
intybus e uma mistura de L. perenne/T. repens (controle) contra T.
colubriformis. e ndo houve evidéncia de efeito anti-helmintico direto dessas
forragens sobre os helmintos. Vale ressaltar que o teor de metabdlitos
secundarios pode variar de acordo com as condicbes ambientais e que a
suscetibilidade dos helmintos também varia de espécie para espécie.

Os extratos de taninos condensados de quebracho foram utilizados em
teste de desenvolvimento larval sobre H. contortus, Teladorsagia
circumcincta, T. colubriformis e Nematodirus battus. Observou-se efeito sobre
a motilidade das larvas de terceiro estagio de todas as espécies testadas,
sendo esse dose dependente. O extrato de quebracho utilizado in vivo foi
eficiente contra T. colubriformis e N. battus (ATHANASIADOU et al., 2001).

2.6 Eficacia anti-helmintica de plantas testadas no Brasil

Apesar de muitas plantas ja terem sido descritas como possuidoras de
atividade anti-helmintica, poucas foram avaliadas cientificamente. Em um
levantamento realizado por Krychak-Furtado (2006), 106 espécies foram
citadas com acao anti-helmintica, entretanto menos de 17% dessas tiveram

suas eficacias comprovadas e das plantas identificadas, apenas 17,9%
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possuiam indicagdo para tratamento de nematoides de ruminantes.

Nos estudos de Krychak-Furtado (2006), 35 extratos vegetais foram
avaliados in vitro contra nematoides gastrintestinais de ovinos. Desses, 13
extratos apresentaram eficiéncia superior a 80%, sendo das espécies:
coragaozinho (Melochia villosa), aster (Aster lanceolatus), capim arroz (Oryza
latifolia), roseira do brejo (Pavonia angustifdlia), pitomba (Trichilia pallida),
guiné (Petiveria alliacea), jenipapo (Genipa americana), xaxim (Dicksonia
sellowiana), Pterocaulon interruptum. Nos testes in vivo em ovinos, o extrato
de P. interruptum foi administrado por via oral, na dosagem de 33,34 mg kg
de peso corporal e obteve-se redugdo de 47% no numero de ovos de
trichostrongilideos eliminados nas fezes. J4 a administracdo de D. sellowiana
em forma de pé seco, na dose de cinco g kg'1 p.c., determinou 86,6% de
reducdo de ovos dos nematoides gastrintestinais (KRYCHAK-FURTADO
2006).

Melia azedarach, conhecida popularmente como lirio, foi introduzida no
Brasil durante a década de 1980 (MACIEL et al, 2006). Testes in vivo,
utilizando essa planta na dosagem de dois e trés gramas de frutos secos e
triturados por kg de p.c., via oral, demonstraram 59 e 54% de eficacia anti-
helmintica em caprinos, respectivamente (GIRAO et al., 1998).

Maciel et al. (2006), avaliando extratos hexanico, etandlico e
cloroférmico de folhas e sementes de M. azedarach sobre H. contortus
observaram 100% de inibicdo da eclosdo de ovos para o extrato etandlico
das folhas, nas concentragdes de 25 e 50 mg m{”'. O extrato etanolico das
sementes inibiu 100% da eclosdo de ovos em todas as concentracoes
testadas. O extrato cloroférmico das sementes inibiu 92,4% da ecloséo de
ovos e 93,5% do desenvolvimento larval na concentragdo 50 mg m{’,
enquanto o extrato hexanico nado foi eficiente. Os testes fitoquimicos das
folhas indicaram a presenca de taninos condensados, triterpenoides,
esteroides e alcaloides.

Oliveira et al. (1997) observaram reducao da infeccdo por nematoides
gastrintestinais em caprinos que receberam, diariamente, folhas de
bananeiras (Musa sp.) por um periodo de 25 dias, quando comparados com o

grupo controle. A eficacia da folha de bananeira foi de 57,1% para
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Haemonchus sp., 70,4% para Oesophagostomum sp., 65,4% para

Trichostrongylus sp. e de 59,5% para Cooperia sp. Por outro lado, Krychak-
Furtado et al. (2005) testaram o extrato etandlico e o latex puro de flores de
M. paradisiaca sobre ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos e
constataram que nenhum dos tratamentos inibiu o desenvolvimento larval.

Sementes de Carica papaya, trituradas em agua e administradas para
cabras, reduziram em 32,2% a contagem de ovos de H. contortus e nao foi
observada mortalidade de nematoides adultos (VIEIRA et al., 1999). Krychak-
Furtado et al. (2005) testaram o extrato aquoso e o 6éleo essencial de
sementes dessa planta sobre ovos de nematoides de ovinos, porém nenhum
dos tratamentos inibiu o desenvolvimento dos ovos desses parasitos.

O extrato aquoso de erva lombrigueira (Spigelia anthelmia) foi testado
na dose de 0,17 mg m{' sobre a eclosdo de ovos de H. contortus, obtendo
inibicao de 50% dos ovos (BATISTA et al, 1999). Em outro estudo, as
fracbes com acetato de etila e metanol, na concentragdo de 50 mg m£'1,
inibiram 100 e 97,4% da eclosdo dos ovos, respectivamente (ASSIS et al.,
2003b). Ja os extratos aquoso e etandlico de caferana (Picrolemma sprucei)
inibiram de 85 a 90% do desenvolvimento de larvas desse nematoide
(NUNOMURA et al., 2006).

Utilizando extrato aquoso de Momordica charantia, (melao-de-Séao-
Caetano), na concentragcdao 0,10 mg m{', Batista et al. (1999) observaram
50% de inibicdo da eclosao de ovos de H. contortus. Posteriormente, Aimeida
(2005) observou redug¢do média no OPG de 63,1% em caprinos naturalmente
infectados e tratados com folhas dessa planta.

O Oleo essencial de alfavaca (Ocimum gratissimum) e seu
componente, o eugenol, nas concentracdes 0,5 e 1,0% apresentou 100% de
inibicdo da eclosao dos ovos de helmintos. O 6leo essencial apresentou 14
componentes, sendo encontrado em maior quantidade o eugenol (43,7%) e 0
1,8-Cineol (32,71%) (PESSOA et al., 2002).

O extrato hexanico de manga (Mangifera indica) nao apresentou efeito
ovicida, mas a fracao etandlica do extrato hexanico inibiu 95,7% da eclosao
de ovos de H. contortus, na concentragdo 50 mg m{". Os testes fitoquimicos

realizados nessa Ultima fragcdo detectaram proantocianidinas, taninos
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hidrolisaveis, triterpenos, incluindo saponinas (COSTA et al., 2002).

Os estudos in vitro dos extratos aquosos de Cymbopogon citratus
(capim-santo) e Digitaria insularis (capim-agu) sobre culturas de larvas de
nematoides gastrintestinais de caprinos revelaram uma reducéo de 97,79%
do niimero de larvas de H. contortus, na concentracdo de 224 mg m{' para o
extrato de capim-santo e de 98,94% para o extrato de capim-agu, na
concentragdo 138,75 mg m{’ (ALMEIDA et al., 2003). Ja o suco de alho
(Allium sativum) nao foi eficaz sobre o desenvolvimento de ovos e larvas de
Strongyloidea em caprinos (BATATINHA et al., 2004).

Trés plantas citadas como anti-helminticas, Luffa operculata (bucha-
paulista), Operculina sp. (batata-de-purga) e Senecio brasiliensis (maria-
mole), foram avaliadas in vitro e a batata-de-purga apresentou os melhores
resultados na inibicdo da eclosdo de ovos de nematoides (GIRAO et al.,
1998). O farelo de batata-de-purga apresentou uma redugédo média 72,3% no
OPG, 60 dias pés-tratamento de caprinos naturalmente infectados. Animais
tratados com semente de jerimum (Cucurbita pepo L.) apresentaram reducao
média do OPG de 87,3% (ALMEIDA, 2005).

O efeito inibitério do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia
sidoides) na concentracdo de 0,02 mg m{" foi de 94,84% + 2,3, similar ao
tiabendazol. A atividade ovicida do éleo essencial de canelinha (Croton
zehntneri) e seu principal constituinte, o anetol, foi de 58% e 26,6% sobre H.
contortus (VASCONCELOS, 2006). Os 6leos essenciais de L. sidoides, C.
zehntneri e seus constituintes majoritarios reduziram 98% da eclosao de ovos
e inibiram 90% do desenvolvimento larval do H. contortus (CAMURCA-
VASCONCELQOS et al., 2007). O 6leo essencial de L. sidoides, administrado
in vivo, na concentracio de 283 mg kg apresentou eficacia de 54%, 14 dias
apés o tratamento (CAMURGCA-VASCONCELOS et al., 2008). Devido ao
grande numero de referéncias sobre plantas empregadas como anti-
helminticos, os nomes cientificos, comuns, parte utilizada, eficacia das
plantas avaliadas para a acao anti-helmintica em nematoides gastrintestinais
de pequenos ruminantes em diferentes paises estdo apresentados no
QUADRO 1.
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QUADRO 1
Plantas avaliadas para a agao anti-helmintica em nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes em diferentes paises
Nome Parte . Concentracao/ s ,
cientifico Nome vulgar utilizada Teste Animal Dose Eficacia Pais Autor
. 4 . " 40% da ragao Reducéo de 34% nos ovos ) Kahiya et al.
Acacia karoo NC Folhas In vivo Caprino diaria de H. contortus Zimbabwe (2003)
- .. - . . 18g/animal Eficaz sobre nematoides de . Cenci et al.
Acdcia mearnsii  Acacianegra  NC In vivo Ovino oViNos Brasil (2007)
Eficacia de 100% para H.
Acacia mearnsii  Acécianegra  NC In vitro Ovino 1,25 mg ml” contortus, T. vitrinus e T. Brasil Minho (2006)
circumcincta
. . . 40% da ragao Reducéo de 10% para H. . Kahiya et al.
Acacia nilotica NC Folhas In vivo Caprino diaria contortus Zimbabwe (2003)
. . . - Eficacia de 100% sobre ovos I Eguale et al.
Acacia nilotica NC Sementes  In vitro Ovino 2mgml de H. contortus Etiépia (2006)
Albizia . . . B Redugéao de 34% para H. - Githiori et al.
anthelmintica NC Raiz In vivo Ovino 330 mg ml contortus Kénia (2003)
Albizia . . . -1 Eficacia de 89,8% para A Gathuma et al.
anthelmintica NG Raiz In vivo Ovino 83 mg1 ml Trichostrongilideos Kénia (2004)
. . . ) 1g kg~ de peso Na&o foi eficaz contra . Batatinha et al.
Allium sativum Alho Bulbo In vitro Caprino corporal Trichostrongilideos Brasil (2004)
Ananas . . . . 1 Eficacia de 88% contra H. . Hordegen et al.
COMOSUS Abacaxi Enzima In vitro Ovino 10 mg ml contortus Suica (2006)
Annona ) NC Hastes In vitro Ovino 7,1 mg ml" Eficacia de 88,5% contra H. Nigéria Alawa et al.
senegalensis contortus (2003)
Artemisia . Parte In vitro . -1 Eficacia de 67% contra H. . Igbal et al.
brevifolia Artemisia aérea In vivo Ovino 8gkg pc. contortus Paquistao (2004)
Flores U
Aster ’ . . 0,0785 € 0,0475 g Eficacia de 96% para . Krychak-
lanceolatus Aster ;:;ﬁl:ss € In vitro Ovino ml" trichostrongilideos Brasil Furtado (2006)
Azadirachta N . . 1 Eficacia de 93% contra H. . Hordegen et al.
indica Nim indiano Sementes  In vitro Ovino 10 mg ml contortus Suica (2006)

* Ndo Consta

continua
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Azadirachta
indica

Butea
monosperma
Caesalpinia
crista
Calotropis
procera
Calotropis
procera

Carica papaya
Carica papaya

Chenopodium
ambrosioides

Chicorium
intybus
Chicorium
intybus
Chicorium
intybus
Coriandrum
sativum
Croton
macrostachyus
Croton
zehntneri

Croton
zehntneri

Nim indiano
NC®

NC
Vaqueta
Vaqueta

Mamao

Mamao

Mastruz
Chicéria
Chicéria
Chicéria
Coentro
NC

Canelinha

Canelinha

Folhas
Sementes
Sementes
latex
Flores

Sementes

Sementes

Oleo
essencial
e folhas

Folhas
Folhas
Folhas
Sementes

Sementes

Parte
aérea

Parte
aerea

In vivo

In vivo

In vitro

In vitro e
in vivo
In vtro e
in vivo

In vivo

In vitro

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro e
In vito

In vitro

In vitro

In vitro

Ovino
Ovino
Ovino
Ovino
Ovino

Caprino

Qvino

Caprino

Ovino
Ovino
QOvino
Ovino
Ovino

Qvino

Qvino

0,2gkg’ p.c.
3gkg’p.c.
10 mg ml”
0,02 ml kg
3gkg’p.c.
2gkg’p.c.

4,5mg ml’

3,33 plml”

NC

NC

3g TC kg™ matéria
seca

0,5 mg ml”
2mg ml”

0,62 mgml"

1,25 mgml’

Nao foi eficaz contra

H. contortus e C. curticei
Eficacia de 78,4% para
trichostrongilideos

Eficacia de 92,1% contra H.
contortus

Eficacia de 100% sobre
larvas de H. contortus
Eficacia de 88,4% contra
H.contortus

Eficacia de 32,2% contra H.
contortus

Nao foi eficaz contra
trichostrongilideos

Inviabilizou 100% das larvas
de H. contortus

Nao foi eficaz contra

T. colubriformes

Nao foi eficaz contra
nematoides de ovinos
Reducéo de 89% no OPG
para H. contortus

Eficacia de100% contra H.
contortus

Inibiu 100% da eclosao de
ovos de H. contortus
Eficacia de 58% contra H.
contortus

Eficacia de 99% contra H.
contortus

Brasil
Paquistao
Suica
Arabia
Saudita

Paquistao

Brasil

Brasil

EUA

Reino Unido
Reino Unido
Suica
Etiopia
Etiopia

Brasil

Brasil

Costa et al.
(2006)

Igbal et al.
(2006)
Hordegen et al.
(2006)
Al-Qarawi et al.
(2001)

Igbal et al.
(2005)

Vieira et al.
(1999)
Krychak-
Furtado et al.
(2005)

Ketzis et al.
(2002)

Athanasiadou et
al. (2005)
Marley et al.
(2003)
Heckendorn et
al. (2007)
Eguale et al.
(2007)

Eguale et al.
(2006)
Vasconcelos
(2006)
Camurga-
Vasconcelos
(2007)

5 Nio Consta
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Cymbopogon . . . R Eficacia de 97% em larvas de . Almeida et al.
citratus Capim-santo Folhas In vitro Caprino 224 mg ml H. contortus Brasil (2003)
. . Folhas, . Eficacia de 100% in vitro e
ngl:ll;?/voiZfa Xaxim caules e ;Z 5:33 e Qvino 0,1292 g ml™ 86,59% in vivo sobre Brasil E?;f;;g (2008)
tronco trichostrongilideos ’
Digitaria . . " -1 Eficacia de 99% sobre larvas . Almeida et al.
insularis Capim-agu Folhas In vitro Caprino 355 mg ml de H. contortus Brasil (2003)
Ekebergia 6 . . B Inibiu 100% da ecloséo de I Eguale et al.
capensis NC Sementes  In vitro Ovino 2mgml ovos de H. contortus Etiopia (2006)
. . . 1 Eficacia de 85% em larvas de . Hordegen et al.
Embelia ribes NC Fruto In vitro Ovino 10 mg ml H. contortus Suica (2006)
Fumaria Toda . . -1 Eficacia de 74% em larvas de . Hordegen et al.
parviflora NG planta In vitro Ovino 10 mg ml H. contortus Suica (2006)
Genipa . . . 1 Eficacia de 100% ovos de . Krychak-
americana Jenipapo Folhas In vitro Ovino 0,0501 g mi trichostrongilideos Brasil Furtado (2006)
Halothamnus . . . " Eficacia de 50% para - Dawo e Tibbo
somalensis NC Raiz In vivo Caprino 29kg pc. nematoides de caprinos Etiopia (2005)
Hedysa(/um Sulla Forragem  In vivo Ovino NC Nao fo_| eficaz contra T. Reino Unido Athanasiadou et
coronarium colubriformes al. (2005)
Hilderbrantia : . . 4 Eficacia de 90% sobre . Gathuma et al.
sepalosa NC Raiz In vivo Ovino 128 mg mi trichostrongilideos. Kenia (2004)
Khaya In vitro e . 4 Eficacia de 71% sobre H - Ademola et al.
senegalensis NC Casca In vivo Ovino 500 mg kg 1p.c. contortus Nigeria (2004)
Lespedeza NC Forragem  Invivo Caprino 46 g,'l_'C kg Redugdo de 42% no OPG (H. EUA Min et al. (2004)
cuneata Matéria Seca contortus)
Lespedeza . . 3,6% TC na Reducéo de 98% do OPG de Lange et al.
cuneata NC Forragem In vivo Ovino forragem H. contortus EUA (2006)
L . ~ Camurga-
Lippia sidoides ~ Alecrim- Parte : : B Redugéo de 98% no OPG de .
pimenta aérea In vitro Ovino 1,25 mg ml H. contortus Brasil ;/la?ggg%alos et
R Alecrim- Parte . . 1 Redugéo de 94,8% no OPG . Vascongelos
Lippia sidoides pimenta aérea In vitro QOvino 0,62 mg ml de H. contortus Brasil (2008)
Lotus . . -1 Reducéo de 63% no OPG . Heckendorn et
corniculatus NC Forragem  In vivo Ovino 1529 TCkg™ MS para H. contortus Suiga al. (2007)
® No Conta continua
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Lot s O Foragem nuvo Owio NGO e geoimees © onoUndo (a0
;L)ggincula tos Lotus Forragem  Invivo Ovino NC l%ég;gb?;;g?;ggmra Reino Unido gt.h(z;rg)z(a)ssi)adou et
;\:gir;ggfera Manga Sementes  In vitro Ovino 50 mg ml” ?/—idggr?%r?is;) 5.66% no OPG Brasil g%sotg)et al.
Wt U TS o owe  somom SRS ihsweons gy Mecsla
g’zeelgarach Lirio Frutos In vivo Caprino 2gkg' p.c. E:gi%g%gfjg?/;%gpe Brasil (Cjisr;”;cé)et al.
Melochia villosa  Coragédozinho zgrr;?a In vitro Ovino 0,01 gml” tErif(i:%icsi?rc?r?gﬁ:dos o?sm ovos de Brasil grj};f:;(l;-(ZOOG)
orordca  etodeSa PO o owe  omoimom  TARESROOPOM gy Bdmactal
;A)/;urz?ﬁsiaca Bananeira hgﬁzg e In vitro Ovino 0,15 mg ml” ':\rliécﬁcigirifrigﬁ? dc;%rgra Brasil (E%g{c;;ig -et al.
Musa sp Bananeira Folhas In vivo Caprino NC ?)Zizﬁgag%::g’rgjm sp. Brasil gg\gga etal.
Wsne T PSS nwo owo  aemgm'  PedelodermermOPGe g, o Gahmactal
W tamio [NC e owe  QoeoRr  Momdemania g, Gueres
Nauclea latifolia ~ NC’ Casca In vivo Ovino 1600 mg kg™ p.c. r?:ril;g: d?gﬁ:g\?ﬂif de Nigéria (%%?;i“ etal.
Nauclea latifolia NC Fohas 7Y€ Ovino 500 mg kg™ p.c. E::gﬁgﬁr‘giglﬁgéo para Nigéria g%%r;‘)‘"a etal.
gg{;’s‘gfn o Alfavaca Parte Invitro  Ovino Diluigdo de 0,5% ~ Li1oa0ia de 100% sabre ovos gy Z%ifzc;a etal.
Sgi(i))g Z}; chis NC Forragem  Invivo Ovino 26,19 TC kg™ MS 2:139%223?1355% no OPG Suica :e(()ggg%o m et
(vjig/?fg %Chis NC Forragem  Invivo Ovino NC 2?2;2;;:;3:2 contra Reino Unido :lt.h(azr(l)%sSi)adou et
7 Nio consta continua
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Oryza latifolia Capim arroz :2::; In vitro Ovino 0,103 g ml" Eicciﬂ?ogis%% em ovos de Brasil ﬁmf;:ok, (2008)
T DR P o owo  omngm'  SeeRdemesbeons guy Koo
Pl N caike  hwi owme  asmgm  [buiOOhoccosioo  Amady  Bapee
Petiveria Guiné Fohas  Inviro  Ovino  0,0146 g ml’ Cficacia de 99.8% em ovos  pragi Kvchak: 2006)
Is:’;;ci[rjoclgimma Caferana g?;éis e In vitro Ovino 1,3gl" Egcl?lf:?ogforstizo sobre larvas Brasil z\lz%r(l)%r)nura etal.
fn’ﬁiﬂa Mugaqueca Caule In vitro Ovino 4,4 mgml’ g:rﬂiscign?grfu(f/" em larvas Nigéria GZUQZS;J) etal.
orupm N srea  Imvio Ovno 38gm’ contors o Furiado (2006)
r,jlzll)::g:hloeos NC Frutos In vivo Ovino 50 g por animal l;lg,?nf;;uiﬁcaz contra H. Kénia (C;B'(t)'g)r tetal

] ' ' . ' Reduziu 6_4% do OPG e 57% Paolini et al.
Schinopsis sp Quebracho casca In vivo Caprino 5% da MS da dieta céi ;?:rl;g;mdade de H. Franca (2003)
Schinopsis sp Quebracho casca /,r’77 ‘\;I/‘t/rg € Ovino %E/rfg;(?g ercial ?jﬂg}#;ﬁﬁ;keo,\?ggtg) Reino Unido gt.h(z;rg)z(a;i)adou et
P e S b owe  OMOMT IBUIOROORGMER gy Amsad
e bhn hvio Owo  oramgm’  PelElogeSTLmoOPG(H guy  Bactal
e e e D00 oie somaig'pe  wcwoiomldooss  Ngera fgeoRcld

Oesophagostomum sp.

Todes caamaa rones D0 oo somoig’pe  TEASMELEOCE gy fdemde ot
Swertia chirata NC Flores /Ig 5"33 € Ovino 3gkg’p.c. ?/—?dggri% r?js?s’s% no OPG Paquistéao I(gl())gth)at al.
¥ Nao Consta continua
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Trachyspermum 9 . . B Reduziu em 78% o OPG para s Lateef et al.
ammi NC Sementes  In vivo Ovino 3gkg p.c. nematoides de ovinos Paquistao (2008)
Inibicao de 99,81% sobre
o . . Folhas e . . -1 ’ . Krychak-
Trichilia pallida Pitomba In vitro Ovino 0,1722 gml ovos de Brasil
sementes H. contortus Furtado (2006)
Vernonia . . -1 Nao foi eficaz contra o Alawa et al.
amygdalina Mululu Folhas In vitro Ovino 11,2mg ml H. contortus Nigéria (2003)
Vernonia . . 1 Eficacia de 65% sobre larvas . Hordegen et al.
anthelmintica NC Sementes  In vitro QOvino 10 mg ml de H. contortus Suiga (2008)
Zanthoxvium Reduziu 57,8% na excregao Hounzangbe-
zanthoxyloi des Fagara Folhas In vivo Ovino 4gkg’' p.c. de ovos de Franca Adote et al.
i’ H. contortus (2005b)

9 ~
Naio consta



2.7 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar a eficacia de
extratos de plantas presentes no Norte de Minas Gerais para controle
alternativo da helmintose ovina.
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CAPITULO 2 - EFICACIA ANTI-HELMINTICA DE PLANTAS PRESENTES
NO NORTE DE MINAS CONTRA TRICHOSTRONGILIDEOS DE OVINOS

RESUMO

A rapida selegcado de nematoides resistentes a anti-helminticos tem limitado o
sucesso do controle das helmintoses gastrintestinais de pequenos
ruminantes em varios paises, fomentando a busca de novas alternativas.
Pesquisas utilizando extratos de plantas para esse controle tém demonstrado
resultados promissores. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade anti-
helmintica de diferentes plantas, frequentemente encontradas no Norte de
Minas Gerais, Brasil, sobre trichostrongilideos de ovinos. As espécies
Anacardium humile, Annona crassiflora, Campomanesia cambessedeana,
Caryocar brasilliense, Genipa americana, Hancornia spp., Hymenaea
stigonocarpa, Mangifera indica, Magonia pubescens e Tamarindus indica
foram avaliadas in vitro sobre o desenvolvimento larval de trichostrongilideos
de ovinos. Foram identificadas larvas dos géneros Haemonchus (68%),
Strongyloides (31%) e Trichostrogylus (1%) nas coproculturas dos grupos
controle com agua destilada. O extrato aquoso de sementes de A. crassiflora,
pand, aquoso e etandlico de Caryocar brasilliense, pequi e os exiratos
etandlicos de Genipa americana, jenipapo e de frutos de Mangifera indica
apresentaram eficacias (%) de 99,4; 99,8; 98,5; 100 e 100, respectivamente.
Esses extratos ndo diferiram estatisticamente do grupo de coproculturas
tratadas com ivermectina (p<0,01). Os resultados obtidos neste estudo
indicam o potencial anti-helmintico promissor dessas quatro espécies
vegetais, presentes no Norte de Minas, como uma possivel alternativa aos
anti-helminticos sintéticos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Nematoides gastrintestinais - Controle.
Ovinocultura. Coprocultura quantitative.
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CHAPTER 2 — ANTHELMINTIC EFFICACY OF PLANTS EXISTING IN THE
NORTH OF MINAS GERAIS AGAINST SHEEP TRICHOSTRONGYLIDES

ABSTRACT

The quick selection of nematodes resistant to anthelmintics has reduced the
success of gastrointestinal helminthiasis control in small ruminants in several
countries, demanding the search of new alternative treatments. Researches
using plant extracts for this control have demonstrated promising results. The
aim of this work was to evaluate anthelmintic properties against sheep
nematodes from different plant species frequently found in the North of Minas
Gerais, Brazil. The species Anacardium humile, Annona crassiflora,
Campomanesia cambessedeana, Caryocar brasilliense, Genipa americana,
Hancornia spp., Hymenaea stigonocarpa, Mangifera indica, Magonia
pubescens and Tamarindus indica were tested in vitro on the larval
development of sheep trichostrongylides. Larvae of Haemonchus (68%),
Strongyloides (31%) e Trichostrogylus (1%) were identified in the coproculture
of the control group with distilled water. The water extract of the seeds A.
crassiflora, pana, aqueous and ethanolic extracts of Caryocar brasilliense,
pequi and the ethanolic extracts of Genipa americana, genipap and fruit of
Mangifera indica showed efficacy (%) of 99,4, 99,8, 98,5, 100 and 100
respectively. These extracts did not differ statistically from the coproculture
group treated with ivermectin (p<0.01). The results obtained in this study
indicate the promising anthelmintic potential of these four vegetal species (A.
crassiflora, C. brasilliense, G. americana and M. indica), present in the North
Minas, as a possible alternative to synthetic anthelmintics.

Keywords: Medicinal plants. Gastrointestinal nematodes. Control. Sheep
breeding. Quantitative coproculture.
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INTRODUCAO

Dentre os problemas sanitdrios que acometem os ovinos, as
helmintoses gastrintestinais tém se apresentado como uma das principais
causas de reducdo da produtividade dos rebanhos (PINHEIRO et al., 2000).
A maioria das perdas associadas as infeccdes parasitarias € devido ao
aumento na mortalidade e a reducdo na taxa de crescimento e na
produtividade desses animais (GITHIORI et al., 2002).

Um dos mais importantes problemas do controle de parasitoses € o
desenvolvimento de populagdes resistentes a anti-helminticos, pois o controle
dos nematoides € feito basicamente pela utilizacdo de anti-helminticos
sintéticos. Além disso, as bases para tratamento disponiveis no mercado
possuem algumas limitagbes, tais como: alto custo, possibilidade de residuos
nos alimentos e risco de poluicdo ambiental (HERD, 1996; WALLER, 1997).
A combinacao desses fatores estimulou a busca de novas estratégias para o
controle da verminose. Dentre essas, antiparasitarios produzidos a partir de
plantas que podem oferecer uma alternativa para minimizar alguns desses
problemas (ADEMOLA et al., 2007a; IQBAL et al., 2006a).

O Cerrado é um dos mais importantes biomas do pais, ocupando 22%
do territério nacional. Possui muitos tipos fisiondmicos de vegetagdo e uma
grande biodiversidade. Entretanto, € nessa &area que se encontram os
maiores produtores de gréos, de celulose e de carne bovina do pais. Em
consequéncia desse apelo econdmico, boa parte da vegetacdo nativa foi
derrubada, existindo, hoje, poucas unidades de conservagao (POZO, 1997).

A conservacao da biodiversidade passa pelo conhecimento cientifico
de cada espécie e testes in vitro com extratos de plantas, presentes na regido
do Norte de Minas, possivelmente, permitirdo uma avaliagdo preliminar da
existéncia de propriedades anti-helminticas nesses materiais. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar a eficacia de extratos de Anacardium
humile, Annona crassiflora, Campomanesia cambessedeana, Caryocar
brasilliense, Genipa americana, Hancornia  speciosa, Hymenaea
stigonocarpa, Magonia pubescens, Mangifera indica e Tamarindus indica na

inibicao do desenvolvimento larval de trichostrongilideos de ovinos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Escolha e amostragem das espécies botanicas utilizadas

O critério para a escolha das espécies a serem testadas incluiu plantas
referenciadas como possuidoras de atividade antiparasitaria e a
disponibilidade e/ou facilidade de obtencao na regido. Optou-se também pela
realizagcao de testes buscando atividade anti-helmintica em plantas nativas
gue nao apresentavam indicagdo antiparasitaria, mas que produziam frutos
comestiveis como possivel forma de agregar valor, aumentando o
aproveitamento da espécie.

As plantas selecionadas foram coletadas no Instituto de Ciéncias
Agrarias da UFMG e na comunidade rural do Planalto (16°55'18” S e
43°2’11” O), no municipio de Montes Claros, Norte de Minas Gerais, de
acordo com sua distribuigcdo natural e disponibilidade local. A identificagdo do
material coletado seguiu os padroes da taxonomia classica com consulta a
Lorenzi (1998) e a Almeida et al. (1998).

2.2 Obtencao dos Extratos

As amostras dos vegetais coletados foram minuciosamente vistoriadas
e 0s materiais que apresentavam lesdes macroscopicas ou deterioragdes
foram descartados. A metodologia de obtencéo dos extratos foi adaptada de
Krychak-Furtado (2006). Os materiais submetidos a dessecacdo em estufa
com circulacdo forcada de ar, em temperatura de 40°C * 5, até atingirem
peso constante, foram triturados em moinho martelo, identificados e
conservados a temperatura de aproximadamente 4°C. Ao todo foram
preparados extratos de 10 espécies vegetais diferentes, entretanto em alguns
casos foram obtidos dois extratos diferentes para uma mesma espécie e/ou
duas partes vegetais da mesma espécie, totalizando 19 extratos avaliados
(QUADRO 1).
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QUADRO 1.
Nome cientifico e comum, locais e data de coleta, parte utilizada, método de

extragao e concentragao final dos extratos das espécies vegetais presentes
no Norte de Minas, avaliadas para atividade anti-helmintica

Método ~
Nome cientifico cﬁ?nn:r? Local/data ut';;ratf'ia de Co(r:ﬁenr:ﬁg):ao
extracao 9
_— Comunidade
. . Cajuzinho Aquosa e
Anacardium humile do Cerrado Planalto Folhas etandlica 100 e 200
06/11/07
Comunidade
Annona crassiflora Pana Planalto SFeoth:nst:s Aquosa 100
31/03/08
. Comunidade
Campomanesia . Aquosa e
cambessedeana Gabiroba Planalto Folhas etandlica 100 e 200
06/11/07
Comunidade Epicarpo e
brcairi}lll%fsre Pequi Planalto mesocarpo Pe‘?aunoésliae 100 e 200
05/03/08 externo
Comunidade
Genipa americana  Jenipapo Planalto Folhas Pe‘?aunoésliae 100 e 200
11/02/08
Comunidade
Hancornia spp. Mangaba Planalto Folhas ’;f'a“n%slﬁ‘: ae 100 e 200
06/11/07
Hymenaea . ICA/UFMG
stigonocarpa Jatoba 31/03/08 Folhas Aquosa 100
Comunidade Folhas e
Mangifera indica Manga Planalto Frutos égaunoéslﬁzae 100 e 200
06/11/07 verdes
Magonia ) ICA/UFMG
pubescens Tingul 31/03/08 Folhas Aquosa 100
) . . ICA/UFMG
Tamarindus indica  Tamarindo 31/03/08 Folhas Aquosa 100

Os extratos aquosos foram produzidos, adicionando-se 100 m{ de agua
destilada a 10 mg de cada material vegetal moido, sendo aquecidos em
banho-maria a 60°C, durante 60 minutos. Apos esse periodo, os extratos
foram filtrados a quente em funil com gaze e utilizados na concentragao 100
mg me’.

Os extratos etandlicos foram obtidos submergindo os materiais
vegetais em etanol PA. em recipientes de vidro ambar, conservados em local
escuro e seco por tempo superior a 7 dias. Apds essa extracao, foi realizada
filtragcdo em funil, com papel de filtro qualitativo. Os extratos foram levados a
estufa de circulagdo forgada de ar a 40°C + 5 até a obtencdo de peso
constante. Posteriormente, foram ressuspendidos em agua destilada estéril e

utilizados na concentracdo de 200 mg m{™".
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Realizaram-se todos os procedimentos de acordo com os principios

éticos na experimentacdo animal e aprovados pela Comissdo de Etica de
Experimentacdo Animal (CETEA — UFMG), sob Protocolo n°.042-2/08.

2.3 Avaliacao in vitro da inibicido do desenvolvimento larval de

nematoides gastrintestinais de ovinos

2.3.1 Coleta de fezes e exames parasitolégicos

Apéds a quantificagdo do OPG, utilizando solugédo saturada de cloreto
de sédio (NaCl) e leitura no microscépio em camara de Mc-Master (UENO E
GONGCALVES, 1998), amostras de cinco a 10 gramas de fezes foram
coletadas diretamente da ampola do reto de ovinos mesticos Santa Inés,
naturalmente infectados e imediatamente transportadas ao laboratério de
parasitologia do ICA/UFMG, em Montes Claros. Quatro ovinos com idade
entre seis e dez meses, com contaminagao parasitéria superior a 500 ovos
por grama de fezes (OPG) foram selecionados para a coleta de fezes. Esses
animais foram criados na comunidade rural do Planalto, zona rural de Montes
Claros e cedidos ao Instituto de Ciéncias Agrarias por um periodo de seis
meses para a realiza¢do do trabalho.

A identificagdo dos principais géneros de nematoides presentes nos
animais selecionados foi realizada ap6s a visualizagdo microscépica de
larvas de terceiro estagio. As coproculturas e a identificacdo dessas larvas
foram realizadas segundo o método e as caracteristicas descritas em Ueno e
Gongalves (1998).

2.3.2 Teste de inibicao do desenvolvimento larval

Realizou-se teste de inibicdo do desenvolvimento larval entre os dias
09/04/08 e 24/06/08 pelo método descrito por Borges (2003), adaptado da
técnica de coprocultura quantitativa, proposta por Ueno (1995).

Coletaram-se de cinco a 15 gramas de fezes frescas, diretamente da

ampola retal de cada um dos animais selecionados. Ap6s serem
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transportadas ao Laboratério de Parasitologia do ICA/UFMG em Montes

Claros, procedeu-se a homogeneizacdo e amostras de dois gramas foram
distribuidas em copos plasticos descartaveis, livres de contaminacao
parasitaria. Posteriormente, 2 m{ de cada extrato ou dos controles, positivo
com ivermectina'® na concentragdo 16 pg m{' e negativo agua destilada
estéril, foram adicionados as fezes.

As coproculturas foram agrupadas por tratamento e acondicionadas
em caixas plasticas, mantidas a temperatura ambiente durante uma hora.
Apds esse periodo, em cada amostra adicionaram-se dois gramas de
serragem lavada e esterilizada, homogeneizando-se o© material.
Posteriormente, cada amostra foi coberta com filme plastico, sendo efetuados
pequenos orificios para aeracdo dos cultivos. Para manter a umidade, as
coproculturas foram revestidas com toalhas de papel umedecidas
frequentemente. Os cultivos foram incubados em estufa BOD a 34°C, durante
sete dias.

Para a leitura das coproculturas, o filme plastico foi removido e
adicionou-se agua destilada estéril até a borda dos copinhos. Cada cultivo foi
coberto com uma placa de Petri estéril e virado bruscamente. Em seguida,
foram adicionados 10 mf de agua a placa para permitir a migragao das larvas
infectantes (L3) para fora dos copinhos. Apés duas horas, os contetudos das
placas foram observados em microscopio estereoscépio e as larvas
presentes coletadas em tubos de ensaio e armazenadas sob refrigeracdo a
4°C, até o momento da contagem e da identificacdo. A quantificagdo das
larvas foi possivel, utilizando-se uma camara de Sedgewick, apds a
inativagdo das mesmas com lugol. O nimero total das larvas observadas foi
entdo dividido por dois e o resultado expresso em larvas desenvolvidas por

grama de fezes (LDPG).

2.4 Analise estatistica

Os extratos foram avaliados em dois experimentos distintos, sendo que

0 primeiro contou com o0s seguintes tratamentos: extratos aquosos a 100 mg

10 Ranger LA, Vallée, Montes Claros, MG, Brasil.
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mi' de sementes de pana, folhas de pana, jatoba, tamarindo e tingui,

juntamente com os controles negativo, com agua destilada e positivo, com
ivermectina (16 pg m{"). Esse experimento contou com cinco repeticoes.

O segundo experimento foi constituido por 14 tratamentos compostos
por extratos aquosos e etandlicos de frutos verdes de manga, folhas de
manga, jenipapo, cajuzinho, gabiroba, mangaba e cascas do fruto de pequi,
completando-se os tratamentos com o0s controles negativo, com &agua
destilada, positivo, com ivermectina (16 ug m{"") e quatro repeticées.

A férmula abaixo descrita, adaptada de Borges (2003), foi empregada
na determinacdo da porcentagem de reducdo do numero de larvas dos
parasitas por grama de fezes:

% Eficacia =100 — (LDPG do grupo tratado x 100)
LDPG do grupo controle

Para andlise estatistica, o numero de LDPG foi transformado por meio
da equagao Y = log (y+1), submetido a analise de varidncia e comparado,
utilizando-se o teste de Scott-Knott, sendo considerado o nivel de

significancia de até 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento em que se avaliou a atividade dos extratos
aquosos de tamarindo, tingui, jatobd, folhas e sementes de pana sobre o
desenvolvimento de larvas de trichostrongilideos, somente os extratos
obtidos a partir do pana apresentaram eficacia expressiva, de acordo com a
World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP).
O tratamento dos cultivos de larvas com extrato de sementes e folhas dessa
planta apresentou 99,43% e 89,81% de eficacia anti-helmintica,
respectivamente. Na FIG. 1, estdo apresentados os valores médios de larvas

vidveis por grama de fezes encontradas nos respectivos tratamentos

avaliados:
494 A
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FIGURA 1 - Valores médios de larvas viaveis de trichostrongilideos por
grama de fezes de ovinos submetidos aos tratamentos 1-
tamarindo, 2-tingui, 3-jatoba, 4-agua, 5-pana (folha), 6-pana
(semente), 7-ivermectina. Mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de médias Scott-Knott, até
5% de probabilidade

Segundo a classificagdo do indice de eficacia proposto pela WAAVP,
um produto seria efetivo quando promovesse acima de 90% de agéo anti-
helmintica; moderadamente efetivo quando atuasse entre 80 a 90%; pouco
efetivo quando a agéo fosse entre 60 e 80% e nao efetivo em niveis abaixo
de 60% (POWERS et al., 1982).
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Neste estudo, os extratos das folhas e sementes de pana diferiram

estatisticamente do controle negativo, demonstrando efeito anti-helmintico. O
extrato da semente dessa planta demonstrou atividade anti-helmintica similar
ao do controle com ivermectina (16 pg mf-1) (p<0,01).

De forma semelhante ao obtido neste estudo, Eguale et al. (2006)
observaram inibigao total da eclosdo de ovos tratados com extratos aquosos
de sementes de Acacia nilotica, Croton macrostachyus e Ekebergia capensis.
Hordegen et al. (2006) obtiveram 93 e 92% de eficacia anti-helmintica para H.
contortus, com extrato etandlico de sementes de Azadirachta indica e
Caesalpinia crista, respectivamente.

A familia Annonaceae, a qual pertence o pana, apresenta propriedades
citotoxica, antitumoral, antibactericida, antifungica (LEBOEUF et al., 1982), e
anti-helmintica (DURET et al. 1998). Alawa et al. (2003), utilizando
coproculturas tratadas com extrato aquoso de cascas de Annona
senegalensis, observaram 92% de reducdo de larvas na concentragédo de 7,5
mg m{'. Souza et al. (2008) avaliaram o efeito dos extratos e de uma
acetogenina isolada de sementes de Annona squamosa sobre a eclosédo de
ovos de H. contortus. Na concentragao 25 mg m£'1, o extrato acetato de etila
e a acetogenina inibiram 100% da eclosao dos ovos, entretanto a eficacia do
extrato aquoso foi de 52%.

O extrato aquoso de sementes de A. crassiflora (pana), obtido nas
condicdes deste estudo foi significativamente eficaz na concentragdo de 100
mg m{', diferentemente dos resultados obtidos por Souza et al. (2008).
Entretanto, esses autores utilizaram o extrato aquoso de outra espécie do
mesmo género. A atividade anti-helmintica dos vegetais do género Annona,
até agora estudados, poderia estar relacionada as acetogeninas, metabdlitos
secundarios exclusivos da familia Annonaceae (LIMA, 2007).

No segundo experimento, sete dos extratos avaliados diferiram
estatisticamente do controle negativo (TAB. 1). Ambos os extratos de pequi
se igualaram  estatisticamente ao anti-helmintico  convencional,
diferentemente dos demais extratos. Esse resultado poderia ser atribuido ao
elevado teor e efeito sinergico dos metabdlitos responsaveis pela agéo anti-
helmintica nessa espécie vegetal.
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As maiores eficacias anti-helminticas foram observadas com a
utilizacéo dos extratos etandlicos de jenipapo, de pequi, de frutos imaturos de
manga e também com o extrato aquoso de pequi. Esses tratamentos foram
similares ao controle positivo. Os extratos aquosos de gabiroba, de jatoba, de
tamarindo, de tingui e os extratos aquosos e etandlicos de mangaba nao
demonstraram efeito deletério sobre os vermes. Os extratos dessas plantas
podem ndo conter compostos anti-helminticos, conté-los em quantidade
insuficiente ou atuarem como substrato para o desenvolvimento das larvas.
Nas coproculturas obtidas para os grupos controles negativos dos dois
experimentos foram identificadas larvas dos géneros Haemonchus (68%),
Strongyloides (31%) e Trichostrogylus (1%). Esses dados sugerem que 0s
extratos com atividades anti-helminticas, observadas neste estudo, atuaram
sobre esses trés géneros de nematoides, considerados os mais patogénicos

e prevalentes para os rebanhos ovinos (URQUHART et al., 1990).

TABELA1

Valor médio de larvas por grama de fezes, desvio padrao, em coproculturas
tratadas com extratos aquosos e etandlicos de M. indica, de G. americana, de
A. humile, de C. cambessedeana, de H. speciosa, de C. brasilliense e suas

eficacias
Extrato aquoso Extrato etandlico
Larvas viaveis Eficacia Larvas viaveis Eficacia

(%) (%)
Manga (folha) 71,1471 A 7,6 16,6 + 15,8 B 78,4
Manga (fruto) 56,5 +19,8 A 26,6 0£0,0C 100
Jenipapo 29,6 £25,4 B 61,5 0£0,0C 100
Cajuzinho 70,4 456 A 8,6 17,9 +#157B 76,8
Gabiroba 1176 #149 A -52,7 48,0 +155A 37,6
Mangaba 209,9 #1773 A -172,5 83,064 A -7,8
Pequi 0,1+0,2C 99,8 1,1£2,2C 98,5
Agua 77 155 A - 77 155 A -
Ivermectina 0£0,0C 100 0£0,0C 100
(16 ugmt™)

Mesmas letras mailsculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo
teste Scott-Knott até 5% de probabilidade.
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A pesquisa por anti-helminticos naturais se inicia pelos testes in vitro,

empregando os extratos totais das plantas. Nesses testes, os extratos séo
colocados em contato com os ovos ou larvas do parasito para avaliar o efeito
sobre a eclosdo dos ovos ou o desenvolvimento larval (HAMMOND et al.,
1997). O presente trabalho utilizou uma metodologia diferente, que preconiza
a mistura do extrato as fezes, ambiente natural para a incubacgéo, a eclosao e
o desenvolvimento das larvas. Buscou-se verificar a atividade de 19 extratos
vegetais brutos, sendo doze extratos aquosos na concentragdo de 100 mg
m{' e sete etandlicos na concentracdo de 200 mg m{' como meio de se
fazer uma triagem do potencial anti-helmintico de algumas das diferentes
plantas disponiveis no meio rural do Norte de Minas, frente ao
desenvolvimento de larvas de trichostrongilideos de ovinos. Os extratos
etandlicos de jenipapo, manga (fruto imaturo), pequi e os extratos aquosos de
pequi e pana apresentaram eficacias anti-helminticas compativeis com
aquelas preconizadas para produtos comerciais.

As eficacias obtidas neste trabalho corroboram outros estudos da
literatura, envolvendo extratos do jenipapo e da manga. Krychak-Furtado
(2006) utilizou o extrato hidroalcéolico de folhas de jenipapo. Por sua vez,
Costa et al. (2002) avaliaram o efeito da fracao etandlica do extrato hexanico
de sementes de manga. Entretanto, os extratos foram avaliados quanto a
capacidade de reduzir a eclos@o de ovos e neste estudo conduzido no Norte
de Minas foi utilizada uma metodologia alternativa, além da &gua como
solvente, devido & facilidade de obtengédo pelos produtores e aos baixos
custos, além de nao apresentar riscos toxicolégicos as pessoas e ao meio
ambiente.

Os resultados demonstraram que tanto o extrato aquoso quanto o
etandlico da casca do pequi possuem atividade anti-helmintica. Isto pode
estar relacionado ao elevado nimero de compostos fendlicos presentes na
composicao quimica do extrato utilizado. O pequi € referenciado na literatura
ainda por ser rico em taninos (PAULA-JUNIOR et al., 2006). Esse composto
possui capacidade de se complexar com proteinas, polissacarideos,
alcaloides e ions metalicos (SALUNKHE et al., 1990). Na literatura cientifica,

grande numero de pesquisas tem relatado a redugdo do nimero de ovos de
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nematoides em fezes de ovinos, alimentados com plantas taniferas, como,
por exemplo, Lespedeza cuneata, Lotus corniculatus e Cichorium intybus
(LANGE et al., 2006; MARLEY et al., 2003).

Os resultados obtidos para as espécies A. crassiflora, C. brasiliense, G.
americana e M. indica podem sugerir que a utilizacdo dessas plantas seja
uma alternativa viavel no controle das helmintoses gastrintestinais de ovinos.
Na literatura cientifica, ndo se encontram registros de toxicidez sistémica
para a manga. Vieira (2007) ndo observou efeitos téxicos do farelo de
residuos de manga e esse pode ser incluido na ragédo para frangos de corte
até o nivel de 5%. Além disso, a manga tem sido utilizada como conservante
de alimentos devido as propriedades antioxidantes (KABUKI et al., 2000).

O farelo da casca do pequi tem sido utilizado na alimentagdo animal
sem evidéncias de agédo toxigénica (RIBEIRO et al, 2007). O fruto do
jenipapeiro é utilizado para a alimentagdo humana, enquanto folhas e frutos
sao utilizados na alimentacao animal (EPISTEIN, 2001). Estudos realizados
por Roesler et al. (2006) demonstraram que os exiratos etandlicos de
sementes de pand apresentam agdo antioxidante in vifro e sugerem a sua

eventual aplicagdo como antioxidante natural.
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4 CONCLUSAO

Os extratos de semente de A. crassiflora, do farelo da casca de C.
brasiliense, das folhas de G. americana e dos frutos imaturos de M. indica
apresentaram eficicia anti-helmintica de 99,43%, 99,8%, 100% e 100%,
respectivamente.

Esses resultados representam alternativas promissoras para o controle
das helmintoses de ovinos, que poderdo ser confirmadas apds a
determinagé@o das dosagens adequadas, testes de toxicidade e avaliagoes in
vivo, para a obtengdo de anti-helminticos naturais, de facil aquisi¢cdo, baixo

custo e com menores impactos ambientais negativos.
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CAPITULO 3 - Mangifera indica COMO ANTI-HELMINTICO NO
CONTROLE DA HELMINTOSE OVINA

RESUMO

O rapido desenvolvimento de resisténcia a anti-helminticos, associado ao alto
custo das drogas disponiveis, tem limitado o sucesso do controle das
helmintoses gastrintestinais de pequenos ruminantes, contribuindo com a
inviabilizacdo de criatérios em diferentes continentes. Uma das alternativas
promissoras, sugerida na literatura cientifica, tem sido a utilizagéo de extratos
de plantas como fontes de anti-helminticos. Extratos aquosos de folhas e de
frutos de Mangifera indica var. Uba foram avaliados in vitro, por meio do teste
de inibicdo do desenvolvimento larval. Posteriormente, o extrato aquoso dos
frutos frescos foi avaliado in vivo pelo teste de redugao da contagem de ovos
nas fezes de ovinos naturalmente infectados. Nas analises fitoquimicas, os
principais metabdlitos secundarios identificados nos extratos obtidos foram
taninos e flavonoides. Na concentracao de 100 mg m['1, os extratos de folhas
e de frutos de M. indica demonstraram 88,7 e 100% de inibicdo do
desenvolvimento larval, respectivamente. In vivo, identificou-se que 99,8%
das larvas eram Haemonchus spp. e a eficacia de reducdo de ovos de
helmintos nas fezes foi de 52,9%. Os resultados in vitro e in vivo
demonstraram a aplicabilidade desse vegetal no controle de nematoides em
ovinos. Entretanto, estudos futuros devem ser realizados para a verificagdo
das melhores estratégias de utilizagédo nos diferentes sistemas de produgéo.

Palavras-chave: Mangifera indica. Extrato vegetal. Anti-helmintico. Ovinos -
Norte de Minas.
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CHAPTER 3 - Mangifera indica AS ANTHELMINTIC TO SHEEP
HELMINTHIASIS CONTROL

ABSTRACT

The quick development of resistance to anthelmintics associated with the high
cost of available drugs has limited the success over the control of
gastrointestinal helminthiasis in small ruminants, often contributing to failure of
animal breeding in different continents. One of the promising alternatives
suggested in the scientific literature is the use plant extracts as a source of
anthelmintics. Aqueous extracts of leaves and fruit of Mangifera indica var.
Uba were evaluated in vitro through the test of inhibition of the larval
development. Later, the fresh fruit aqueous extract was tested in vivo through
the fecal egg-count reduction test in naturally infected sheep. In the
Phytochemical analyses, the main secondary metabolites identified in the
obtained extracts were tannins and flavonoids. In the concentration of 100 mg
m{-1, the leaves’ and fruit extracts of M. indica showed 88,7% and 100% of
inhibition in the larval development, respectively. In vivo test demonstrated
that 99,8% of the larvae were Haemonchus spp. and the efficacy of
helmithiasis egg reduction in the feces was 52,9%. In vitro and in vivo results
showed that this plant could help control sheep nematodes. However, future
studies have to be conducted to verify other strategies in the use of different
production systems.

Keywords: Mangifera indica. Plant extract. Anthelmintic. Sheep. North of
Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas para a descoberta de novas substancias que possam ser
empregadas no manejo integrado de doencas, tém sido extremamente
importantes pela procura em reduzir efeitos negativos sobre 0 meio ambiente.
A utilizacao de plantas medicinais no controle da verminose pode reduzir o
custo com a aquisicao de anti-helminticos, retardar o aparecimento de cepas
de nematoides resistentes e reduzir a contaminacao de produtos de origem
animal com produtos quimicos (KRYCHAK-FURTADO, 2006).

Mangifera indica L. (Anacardiaceae) é uma planta originaria da india,
conhecida popularmente como manga. Atualmente difundida em varias
regides tropicais e subtropicais, possui um dos frutos mais populares no
mundo (LAKSHMINARAYANA et al., 1983). A variedade Uba possui fruto
pequeno, pesando de 100 a 150g, de formato oval, com aproximadamente
13% de casca. A polpa desse é firme, saborosa e suculenta, o que tem
motivado grande interesse comercial sobre essa fruta (RAMOS et al., 2005).

O Nordeste brasileiro e o Norte de Minas Gerais sdo tradicionais
produtores de mangas, possuindo condigbes climaticas ideais para o cultivo
da mangueira. Além disso, essa planta € comumente encontrada em
pomares comerciais ou de subsisténcia (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
2002).

A manga tem sido recomendada no tratamento das bronquites crénicas
e outras alteragbes como disenteria e hemorragias intestinais. Tem
apresentado ainda atividade diurética e estimulante da fungéo lactea. As
folnas sdo adstringentes e as sementes possuem propriedades anti-
helminticas (BRAGA, 2001). E ainda uma das plantas ricas em vitamina C,
nutriente importante para tratar ou prevenir o escorbuto (CARDELLO;
CARDELLO, 1998).

As helmintoses gastrintestinais constituem um dos principais fatores
limitantes para a ovinocultura, ocasionando declinio da producdo de carne,
leite ou 12, menor nimero de crias, baixo desenvolvimento dos cordeiros e
maiores gastos com medicamentos, equipamentos e assisténcia

especializada (MACEDO, 2007). Para o controle dos helmintos, empregam-
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se anti-helminticos sintéticos, entretanto o seu uso indiscriminado tem
favorecido a selecao de cepas de nematoides resistentes, além da poluigcao
ambiental e do acumulo de residuos nos alimentos (WALLER, 1997)

Desde os primeiros relatos de resisténcia aos anti-helminticos, esse
fendmeno deixou de ser curiosidade e deu origem a crises em alguns setores
da atividade pecuaria. Esses fatos tém sido especialmente relatados nas
criagbes de pequenos ruminantes das regides tropicais e subtropicais da
América do Sul, onde héa registros de nematoides resistentes a todos os
grupos de anti-helminticos de amplo espectro atualmente disponiveis
(WALLER, 1997).

A validagcdo cientifica das plantas medicinais € uma etapa inicial
obrigatoria para a utilizagéo correta das mesmas ou de seus principios ativos.
Esses compostos sao substdncias com propriedades biol6gicas,
farmacéuticas ou terapéuticas potencialmente aplicaveis na pratica clinica.
Desse modo, este trabalho buscou avaliar a eficacia anti-helmintica de
extratos aquosos de frutos imaturos e folhas de Mangifera indica para o

controle de nematoides gastrintestinais de ovinos.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos na experimentacdo animal e aprovados pela Comissdo de Etica de
Experimentagédo Animal (CETEA — UFMG), sob Protocolo n°.042-2/08.

2.1 Experimento 1 - Frutos imaturos e folhas de M. indica: extrato
aquoso a quente

2.1.1 Coleta do material vegetal

A coleta foi Unica, realizada em novembro de 2007, na comunidade
rural do Planalto (16°55'18” de latitude e 43°52°11” de longitude), localizada
a 25 km do centro de Montes Claros, no Norte de Minas Gerais. Frutos
imaturos e folhas de Mangifera indica var. Uba foram coletados manualmente
de uma Unica arvore no periodo da manha. Os frutos foram considerados
imaturos pela coloracdo verde do pericarpo e peso abaixo de 90g. A

variedade Uba foi selecionada, por estar em frequéncia nessa regiao.
2.1.2 Obtencao dos extratos

Apds a coleta, os frutos e folhas foram minuciosamente vistoriados e
0s materiais que apresentavam lesbes ou deterioragées foram descartados.
A metodologia de obtencdo dos extratos foi adaptada de Krychak-Furtado
(2006). Os frutos foram cortados com o auxilio de uma ferramenta cortante e,
juntamente com as folhas, foram secos em estufa com circulagéo forgada de
ar (Tecnal, TE-394/3), a temperatura de 40°C * 5 até peso constante.
Posteriormente, foram moidos e armazenados em temperatura de
aproximadamente 4°C.

Para o preparo dos extratos, o material vegetal foi pesado e acrescido
de agua destilada e incubado em banho-maria a 60°C, por 60 minutos. Apéds

esse tempo, foi realizada filtragdo em funil com gaze.
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Para a comparagdo do efeito anti-helmintico, ambos os extratos

vegetais foram obtidos na concentragédo de 250 mg mi’ e, posteriormente,
diluidos em agua destilada estéril para as concentragdes de 200, 150, 100 e
50 mg m{'. Além dessas cinco concentragdes, 0 experimento contou com o
controle negativo, com agua destilada estéril e o controle positivo, com
ivermectina,’’ na concentragdo 16 pg m¢"'. Cada tratamento e cada controle

contaram com quatro repetigoes.

2.1.3 Avaliacao in vitro da inibicado do desenvolvimento larval de

nematoides gastrintestinais de ovinos

Apos a quantificacdo dos ovos por grama de fezes (OPG), utilizando
solugédo saturada de cloreto de sédio (NaCl) e leitura no microscopio em
camara de Mc-Master (UENO e GONGCALVES, 1998), foram selecionados
quatro ovinos mesticos Santa Inés, com idade entre seis e dez meses,
naturalmente infectados, com contaminacgéo parasitaria superior a 500 OPG.

O teste de inibicdo do desenvolvimento larval foi realizado no més de
fevereiro de 2008, pelo método descrito por Borges (2003), adaptado da
técnica de coprocultura quantitativa, proposta por Ueno (1995).

Cinco a 15 gramas de fezes frescas, obtidas diretamente da ampola
retal de cada um dos animais selecionados, foram transportadas ao
Laboratério de Parasitologia do ICA/UFMG em Montes Claros, Norte de
Minas Gerais. As fezes homogeneizadas foram distribuidas, por meio de
amostras de dois gramas, em copos plasticos descartaveis, livres de
contaminagdo parasitaria. Posteriormente, 2 m{ de cada extrato ou dos
controles positivo, com uma solugdo contendo ivermectina na concentracao
16 ug mi’, negativo, com agua destilada estéril, foram adicionados as fezes,

para os respectivos tratamentos.

1 Ranger LA, Vallée, Montes Claros, MG, Brasil
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2.2 Experimento 2 — Frutos imaturos de M. indica: extrato aquoso a frio

2.2.1 Coleta do material vegetal

A coleta foi Unica, realizada em outubro de 2008 no Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (16°44°06” de
latitude e 43°51'42” de logitude) em Montes Claros, no Norte de Minas
Gerais. Frutos imaturos de Mangifera indica var. Uba foram coletados

manualmente de duas arvores no periodo da manha.
2.2.2 Obtencao dos extratos

Os frutos frescos foram cortados, acrescidos de &gua destilada,
liquidificados e peneirados, obtendo-se um suco. Esse suco foi seco a uma
temperatura de 105°C, para determinacdo do teor de extrativos. Para o teste
in vivo foi utilizado o suco na concentragdo de 1000 mg de matéria verde m{’
e o teor de extrativos correspondeu a 74 mg m{". Na avaliagdo do efeito anti-
helmintico in vitro, o suco foi diluido em agua destilada para as
concentracoes 800, 600, 400, 200 e 100 mg m{'. Cada um desses
tratamentos, juntamente com os controles negativo, com agua destilada
estéril e positivo, com levamisol'? (0,2 mg m{") foram realizados em cinco

repeticdes.

2.2.3 Avaliacao in vitro da inibicado do desenvolvimento larval de

nematoides gastrintestinais de ovinos

Foram selecionadas borregas mesticas Santa Inés x Dopper, com
idade entre seis a dez meses, naturalmente infectadas e com contaminacao
parasitaria superior a 500 ovos por grama de fezes (OPG). Esses animais
foram selecionados ap6s a quantificacdo do OPG, utilizando-se solugao
saturada de cloreto de sddio (NaCl) e leitura no microscopio em camara de
Mc-Master (UENO e GONGALVES, 1998).
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O teste de inibicdo do desenvolvimento larval foi realizado no més de

fevereiro de 2008 pelo método descrito por Borges (2003), adaptado da
técnica de coprocultura quantitativa, proposta por Ueno (1995).

Fezes frescas, obtidas diretamente da ampola retal de cada um dos
animais selecionados, foram transportadas ao Laboratério de Parasitologia
do ICA/UFMG em Montes Claros, Norte de Minas Gerais. Apds a
homogeneizagdo, amostras de dois gramas foram distribuidas em copos
plasticos descartaveis, livres de contaminagao parasitéria. Posteriormente, 2
m{ de cada extrato, dos controles positivo e negativo foram adicionados as

fezes, para os respectivos tratamentos.
2.3 Experimento 3 — Frutos imaturos avaliados in vivo

2.3.1 Teste in vivo de reducao da contagem de ovos nas fezes

Este experimento foi realizado em uma propriedade rural, localizada
no municipio de Montes Claros, Norte de Minas Gerais, no més de outubro
de 2008. Os ovinos selecionados para o experimento permaneceram em um
piquete e receberam cana de milho triturada, além de agua e mistura mineral
ad libitum.

Trinta ovinos mesticos Santa Inés, com peso médio de 18,5kg e com
quatro a oito meses de idade foram amostrados. As fezes foram coletadas
diretamente do reto nos dias zero e sete do experimento para contagem do
OPG pela técnica de Mc-Master (UENO e GONCALVES, 1998). Os animais
selecionados apresentavam infeccdo natural por trichostrongilideos e
contaminagéo superior a 500 OPG e foram distribuidos em trés grupos com
idade e pesos homogéneos e identificados por colar. A administracdo das
solugbes foi realizada por via oral, com o auxilio de sonda esofagica, em
dose Unica e de acordo com o peso corporal de cada animal. Dez animais
receberam o extrato aquoso de frutos frescos de M. indica na dose 1 mf kg™

de peso corporal (p.c.), 10 animais foram tratados com com albendazol™ 10

12 Ripercol*L Soluc¢do Oral, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil
13 Aladazol 10 Co — Vallée, Montes Claros, MG, Brasil
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mg kg™ p.c., 10 animais nao foram tratados e constituiram o grupo controle.

A identificagao dos principais géneros de nematoides presentes nos
animais selecionados foi realizada ap6s a visualizagdo microscépica de
larvas de terceiro estagio. As coproculturas e a identificacdo dessas larvas
foram realizadas segundo o método e caracteristicas descritas em Ueno e
Goncalves (1998).

2.4 Testes fitoquimicos

Os testes para a determinacao dos principais metabdlitos secundarios
presentes nos extratos de folhas e frutos de M. indica foram realizados de
acordo com metodologia colorimétrica, proposta por Matos (1997). Para a
realizagdo dos testes, foram utilizadas aliquotas dos mesmos extratos,

diluidos em agua destilada.

2.5 Analises estatisticas

A férmula abaixo descrita, adaptada de Borges (2003), foi empregada
para a determinacdo da porcentagem de redug¢do do numero de larvas por

grama de fezes:

% Eficacia =100 — (LDPG do grupo tratado x 100)
LDPG do grupo controle
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Os resultados obtidos sofreram transformacao logaritmica, Log (x+1) e

foram submetidos a analise de variancia. No primeiro experimento, a analise
foi feita no esquema fatorial 2X5 (duas partes vegetais e cinco
concentragdes). As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott até 5%
de probabilidade. No segundo experimento, além da ANOVA, a dose letal

50% (DLs,) foi determinada por meio da andlise probit do programa SAEG'.
2.5.1 Calculo da porcentagem de reducao de ovos nas fezes

A eficacia anti-helmintica do extrato fresco foi estimada pela formula:
%FECR =100 x (1- T )
C
Onde T e C sao a média de OPG dos grupos tratado e controle,
respectivamente (COLES et al., 1992).

' Sistema para Andlises Estatisticas
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3 RESULTADOS

No experimento 1, os grupos tratados com frutos e folhas diferiram
estatisticamente entre si pelo teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as concentragdes avaliadas do extrato aquoso de frutos
imaturos de manga apresentaram eficacia superior a 90% e se igualaram
estatisticamente a ivermectina. Em contrapartida, todos os extratos de folhas
diferiram estatisticamente da ivermectina e as concentragdes 150 e 200 mg
m{' foram estatisticamente iguais & agua. Os resultados da andlise de
variancia e a porcentagem de eficacia dos extratos estdo apresentados na
TAB. 1:

TABELA 1

Numero médio de larvas por grama de fezes em coproculturas tratadas com
extrato aquoso de folhas e frutos verdes de manga e suas respectivas
eficacias em reduzir o nimero de larvas viaveis

Concentracao Folha Fruto
do extrato . o . o
(mg m£'1) Larvas viaveis Eficacia Larvas viaveis Eficacia
(%) (%)
50 11,50 £ 09,6 Ba 90,05 4,0 +5,2Ba 91,01
100 13,00 £ 15,6 Ba 88,76 0,0+£0,0Bb 100
150 51,50 + 39,6 Aa 55,47 0,0+ 0,0 Bb 100
200 38,25 + 23,6 Aa 66,93 0,0+ 0,0 Bb 100
250 08,75 £ 09,2 Ba 92,43 0,0+ 0,0 Bb 100
Agua 44,50 + 24,0 A - 44,5 + 24 A -
Ivermectina 0,0+0,0C 100 0,0+£0,0B 100
(16ugmt’)

Mesmas letras mailsculas nas colunas e minlsculas nas linhas nao diferem
estatisticamente pelo teste Scott-Knott até 5% de probabilidade.

Comparando as diferentes partes do vegetal, o tratamento com frutos
foi melhor em todas as concentragdes, exceto na menor (50 mg mE"), que
nao diferiu estatisticamente. Contudo ambas as eficacias nesta concentragao
dos extratos superires a 90 %.
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No segundo experimento, o extrato obtido a partir de frutos frescos de

manga apresentou eficacia acima de 99% no teste de inibigdo do
desenvolvimento larval na concentragdo 800 mg m{'. Nessa concentracédo, o
extrato fresco foi estatisticamente semelhante ao anti-helmintico comercial
(p<0,05) (TAB. 2):

TABELA 2

Numero médio de larvas por grama de fezes em coproculturas tratadas com
extrato aquoso de frutos imaturos frescos de Mangifera indica e suas

eficacias
Concentragao do
extrato Larvas viaveis Eficacia (%)
(mgm’")
100 46,2+43,1 A 51,7
200 48,5 + 23,71A 48,4
400 142+11,5B 84,89
600 42+3,7C 95,53
800 0,6+1,3 D 99,36
Agua 94+80,7 A -
Levamisol (0,2 mg m{™") 0+0,0 D 100

Mesmas letras nado diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott até 5% de
probabilidade.

Considerando a analise probit do Sistema de Andlises Estatisticas
(SAEG), as DLsy e DLgy do extrato de frutos frescos em matéria verde seriam
123,7 mg mi' e 486,3 mg me’, respectivamente.

A FIG 1 demonstra a probabilidade de sobrevivéncia de larvas de
trichostrongilideos de ovinos, em fungdo de doses do extrato aquoso de
frutos imaturos frescos de M. indica:
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FIGURA 1 - Gréfico da atividade de Mangifera indica expressa em
probabilidade de sobrevivéncia  de larvas de
trichostrongilideos de ovinos, em contraste com diferentes
dosagens do extrato aquoso de frutos imaturos frescos.

No teste in vivo, o suco do fruto fresco administrado na dose de 74 mg
de matéria seca por quilograma de p.c. apresentou eficicia de 52,9%, para a
redugdo da contagem de ovos nas fezes dos animais. As médias de OPG
dos borregos dos grupos tratados e do grupo controle estdo apresentados na
TAB 3.

TABELA 3.

Média de OPG e desvio padrao dos grupos de ovinos apds sete dias do
tratamento com extrato de frutos frescos de Mangifera indica, albendazol e do
grupo controle

Tratamentos OPG Eficacias
Albendazol (10 mg k9'1 p.c.) 8+20,0 99,7%
M. indica (74mg kg p.c.) 1193 + 1626,6 52,9%

Controle 2536 + 4294,5 -
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A identificacdo das larvas indicou que 99,8% eram do género
Haemonchus e apenas 0,2% Trichostrongylus. Esses dados evidenciaram a
maior prevaléncia e o predominio do género Haemonchus nos ovinos
avaliados.

Na analise fitoquimica, tanto as folhas quanto os frutos demonstraram
reacdo positiva para a presenca de taninos. Ambos os extratos apresentaram
flavonoides e o reativo de Shinoda indicou a presenca de flavonas nos
extratos de folhas e frutos. Foi verificada a presenca de alcaloides e
saponinas nas folhas, mas ndo nos frutos dessa espécie. A TAB. 4 mostra as
classes de compostos, bem como os reativos utilizados na sua identificacdo

nos extratos aquosos de frutos imaturos e folhas de manga:

TABELA 4.

Resultados das reagdes indicativas de presenga ou auséncia de taninos, de
flavonoides, de saponinas e de alcaloides nos extratos aquosos de folhas e
frutos imaturos de Mangifera indica

Classes Reativos Extratos
Folha Fruto
Taninos Cloreto férrico + +
Acetato chumbo - -
Acetato cobre + +

Acido acético + - -
Acetato chumbo
Flavonoides Shinoda
Cloreto férrico
NaOH
Saponinas Rossol
Mitchell
Rosenthalen
Sulfo-vanilinico - -
Liebermann - -
Alcaloides Dragendorff + -
Mayer - -
Bouchardat + -

L+ o+ o+
L+ o+ o+

Vot
1

+ positivo, - negativo
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4 DISCUSSAO

Os resultados indicam que os extratos aquosos de folhas e frutos de
manga possuem efetiva atividade anti-helmintica, pois inibiram o
desenvolvimento larval mesmo na menor concentragdo avaliada (50 mg mE"),
com eficacias superiores a 90%. Esses dados corroboram os resultados
obtidos por Costa et al. (2002), que obtiveram 95,66% de eficacia da fracao
etandlica do extrato hexanico de sementes de manga, na concentracdo de 50
mg me’.

Segundo a classificacdo do indice de eficacia proposto pela World
Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), um
produto seria efetivo quando promover acima de 90% de acdo anti-
helmintica; moderadamente efetivo quando atuasse entre 80 a 90%; pouco
efetivo quando a acéo fosse entre 60 e 80% e nao efetivo em niveis abaixo
de 60% (POWERS et al., 1982).

No presente estudo, foi observado que, para os extratos aquosos de
folhas e frutos avaliados na concentracdo 50 mg m{', o numero médio de
larvas viaveis ndo diferiu estatisticamente. Esse dado é importante para se
minimizar a utilizagdo dos frutos, parte vegetal economicamente importante, e
as folhas poderiam ser obtidas e utilizadas durante todo o ano. Futuros
estudos avaliando concentragdes inferiores a 50 mg m{' devem ser
considerados para se estimar as DLgy € DLg,

A metodologia utilizada para a avaliagdo da eficacia anti-helmintica in
vitro neste trabalho preconizou a mistura do extrato diretamente com as fezes
coletadas. Dessa forma, parte de seus principios ativos pode nao ter
interagido diretamente pelo contato com ovos e larvas. O produto a ser
testado, sendo adicionado as coproculturas, torna o ambiente mais préximo
das condigdes normais de desenvolvimento dos ovos, melhorando e
aumentando o rigor e a precisdo da metodologia utilizada.

No teste in vivo, o percentual de redugdo da contagem de ovos nas
fezes encontrado apés tratamento com M. indica (52,9%) deve ser
considerado para o controle da helmintose ovina. Entretanto, por falta de

protocolos especificos para extratos de plantas, obteve-se indice de redugao
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pouco eficaz, quando comparado aos propostos pela WAAVP.

Em experimentos in vivo, 0s extratos de plantas muitas vezes nao
alcancam o indice proposto pela WAAVP. Nos trabalhos de Githiori et al.
(2003) e de Igbal et al. (2004), utilizando o teste de redug¢do de ovos nas
fezes, obtiveram-se eficacias de 34 e 67,2% para os extratos de Albizia
anthelmintica e Artemisia brevifolia, respectivamente.

Frequentemente, os componentes ativos do extrato ndo estao isolados
e uma dose mais elevada ou em maior frequéncia de aplicagdo poderia
melhorar a eficacia dos extratos. Além disso, os animais deste estudo
apresentavam infecgdo elevada de trischostrongilideos e muitos deles
apresentavam sintomatologia clinica, como pelos quebradicos, baixo escore
corporal, mucosas palidas e edema submandibular.

Os sintomas apresentados pelos animais deste estudo sao
compativeis com quadros de infecgbes macigas por Haemonchus contortus,
o que foi comprovado apds a identificacdo das larvas, correspondendo a
99,8% dos parasitos presentes nas coproculturas. Esse nematoide tem sido
relatado como a principal espécie endoparasita de ovinos no Brasil € no
mundo, por apresentar maior prevaléncia, elevada patogenicidade e rapida
selecdo de populacdes resistentes aos anti-helminticos convencionais
(SANGSTER, 2001).

A manga é amplamente utilizada na industria alimenticia, devido as
suas propriedades antioxidantes, a sua palatabilidade e ndo ha registros, na
literatura cientifica, de toxicidez para animais. Essas caracteristicas, aliadas
aos dados obtidos neste estudo, indicam o potencial promissor da utilizagdo
da M. Indica no controle alternativo das verminoses de ovinos pela agricultura

familiar ou em escala industrial.
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5 CONCLUSAO

O extrato aquoso de folhas na concentracdo 50 mg me’ apresentou
90,05% de eficacia in vitro, ndo diferindo do extrato dos frutos na mesma
concentracdo. O extrato de frutos frescos de manga demonstrou eficacia in
vitro na inibicdo do desenvolvimento larval de 99,3% na concentragdo 800 mg
me".

No teste in vivo, a porcentagem de reducdo do OPG foi de 52,9%,
utilizando o extrato aquoso dos frutos frescos de manga na dose de 74 mg de
extrato seco kg' p.c. Além disso, os animais ndo apresentaram efeitos
adversos ao extrato que demonstrou ser in6cuo nas condicbes deste
experimento, indicando que essa planta pode contribuir para o controle da
helmintose em ovinos. Entretanto, faz-se necessario ainda determinar os
mecanismos pelos quais esses extratos atuam, bem como as maneiras de

serem integrados com sucesso nos diversos sistemas de produgao ovina.
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CAPITULO 4 - EFICACIA DE Genipa americana L. SOBRE NEMATOIDES
GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

RESUMO

O controle de nematoides gastrintestinais vem sendo comprometido, devido a
resisténcia aos diferentes grupos de anti-helminticos sintéticos. Extratos
obtidos de plantas podem ser alternativas promissoras no tratamento da
verminose e a espécie Genipa americana tem sido descrita como possuidora
de propriedades anti-helminticas. O presente trabalho buscou avaliar a
eficacia anti-helmintica in vitro dessa espécie sobre ovos e larvas de
trichostrongilideos de ovinos. O extrato aquoso de folhas de G. americana foi
avaliado pelo teste de inibicdo do desenvolvimento larval nas concentragdes
200, 150, 100, 60 e 40 mg m{". Ja o extrato etanolico foi avaliado pelo teste
de redugao da eclosao de ovos nas concentragdes 100, 80, 60, 40 e 20 mg
m{"'. Nas andlises fitoquimicas, ambos os extratos evidenciaram a presenca
de taninos e flavonoides. Considerando a analise probit, a eficacia de 90%
seria alcancada para os extratos etandlico e aquoso de folhas de jenipapo,
nas concentragbes 33,8 e 49,3 mg me’, respectivamente. Os extratos
avaliados dessa planta podem representar uma alternativa viavel aos anti-
helminticos sintéticos. Entretanto estudos sado necessarios para verificar a
toxicidade para ovinos e a sua eficacia in vivo.

Palavras-chave: Folhas de Jenipapo. Anti-helmintico. Eclosdao de ovos.
Coprocultura quantitativa, Norte de Minas.
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CHAPTER 4 - Genipa americana L. EFFICACY ON SHEEP
GASTROINTESTINAL NEMATODES

ABSTRACT

The gastrointestinal nematode control has been compromised due to the
resistance to several groups of synthetic anthelmintic drugs. Plant extracts
may be alternatives to the helminthiasis treatment, and the G. americana has
shown anthelmintic properties. This present study aimed to evaluate the in
vitro anthelmintic efficacy of this species over sheep trichostrongylides eggs
and larvae. The G. Americana leaves’ aqueous extract have been evaluated
by the larval development inhibition test at 200, 150, 100, 60 and 40 mg m{”
concentrations. The leaf ethanol extract at concentrations of 100, 80, 60, 40
and 20 mg m{" has been assessed by reducing nematode egg hatching test.
In the phytochemical analyses, both extracts showed the presence of tannins
and flavonoids. Considering the probit analysis, 90% of efficacy would be
achieved for the genipap leaf aqueous and ethanolic extracts, in the
concentrations of 33,8 and 49,3 mg me’, respectively. The evaluated extracts
of this species could represent a viable alternative to synthetic anthelmintics.
However, future studies are needed to verify its toxicity to sheep and its
efficacy in vivo.

Keywords: Genipap leaves. Anthelmintic. Egg hatching. Quantitative
coproculture. North of Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a demanda por carne ovina tem crescido, principalmente nos
grandes centros urbanos. Em virtude desse potencial apresentado pelo
mercado consumidor brasileiro, os criadores vém optando por sistemas de
criacdo mais intensivos. Entretanto, para que se obtenha éxito é
imprescindivel garantir a sanidade dos ovinos criados.

As helmintoses gastrintestinais constituem o principal fator sanitario
limitante da criagdo e sd@o controladas basicamente por anti-helminticos
sintéticos. Esses sdo muitas vezes utilizados indiscriminadamente,
favorecendo a selecdo de cepas de nematoides resistentes e a poluicdo
ambiental, além de acumular residuos nos alimentos (WALLER et al., 1997)

Os compostos anti-helminticos devem ser respeitados como recursos
preciosos. Para a industria farmacéutica, a busca por moléculas anti-
helminticas inéditas que venham a colaborar no rodizio com as atuais drogas
€ um processo laboroso e oneroso e uma possibilidade considerada remota
para os préximos anos (HENNESSY, 1997). Portanto, a pesquisa de formas
alternativas para o controle das helmintoses gastrintestinais torna-se
imprescindivel.

O jenipapeiro (Genipa americana L.) é uma espécie arborea da familia
das Rubiaceas que pode ser empregada na medicina caseira, na alimentagao
animal e humana, no curtimento de couros, no reflorestamento e na industria
madeireira. A espécie tem importancia ecoldgica para o repovoamento de
animais, sendo viavel para o plantio em areas brejosas degradadas,
crescendo com maior facilidade em regides de clima quente (EPSTEIN,
2001).

A utilizacdo de plantas medicinais no controle de verminose é uma
alternativa que podera reduzir a ocorréncia de residuos nos produtos de
origem animal e o aparecimento de resisténcia anti-helmintica aos produtos
convencionais, bem como reduzir o custo com a aquisicdo desses. O
presente trabalho buscou avaliar a eficacia anti-helmintica in vitro de Genipa
americana sobre ovos e larvas de trichostrongilideos de ovinos, determinando

as concentragcbes mais efetivas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e obtencao dos extratos

Folhas de Genipa americana L. (Jenipapo) foram coletadas na
comunidade rural do Planalto (16°55’18” S e 43°52°11” O), no municipio de
Montes Claros, Norte de Minas Gerais. Em coleta Unica, realizada no més de
janeiro de 2008, no periodo da manha. A identificagdo seguiu os padrdes da
taxonomia classica com consulta a literatura botanica disponivel. O material
vegetal foi selecionado, removendo as folhas com lesbes e submetido a
secagem em estufa, com circulagao forcada de ar, a temperatura de 40°C £ 5
até peso constante. Em seguida, foi moido e conservado a aproximadamente
4°C, até o momento de uso.

Foram realizados dois experimentos. No primeiro, em fevereiro de
2008, o material vegetal moido foi acondicionado em béquer, acrescentando
agua destilada e levando ao banho-maria a 60°C, durante 60 minutos. Apds
esse periodo, foi realizada filtragdo a quente em funil com gaze. O extrato
aquoso, na concentragdo 200 mg m{", foi diluido em &gua destilada estéril,
obtendo-se as concentragées 150, 100, 60 e 40 mg mi'.

Avaliou-se a eficacia anti-helmintica dos extratos, por meio do teste de
inibigdo do desenvolvimento larval, pareada a um controle negativo, com
agua destilada estéril e com um controle positivo, com ivermectina'® (16 pg
m£'1). Cada concentracdo e os controles foram realizados com quatro
repeticoes.

O segundo experimento foi realizado em novembro de 2008. O extrato
utilizado havia sido obtido em fevereiro de 2008, acondicionando o material
vegetal moido em recipientes de vidro ambar acrescentando etanol PA. O
vidro fechado foi conservado em local escuro e seco durante 10 dias. Foi
realizada filtragdo, em funil com papel de filtro qualitativo e o extrato foi
levado a estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C t5 até atingir peso
constante e conservado a temperatura de aproximadamente 4°C. Neste

experimento, o extrato etandlico bruto foi ressuspendido em agua destilada

15 Ranger LA, Vallée, Montes Claros, MG, Brasil.
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estéril nas concentragdes 100, 80, 60, 40 e 20 mg m{' e avaliada a sua

eficacia anti-helmintica frente a ovos de nematoides gastrintestinais de
ovinos. O protocolo contou ainda com um controle positivo, com levamisol'®
(0,2 mg mE") e um controle negativo, empregando-se agua destilada estéril.
Cada concentragéo e os controles foram realizados com quatro repetigoes.

Adotaram-se todos os procedimentos experimentais de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal e previamente aprovados pela
Comissdo de FEtica de Experimentagcdo Animal (CETEA - UFMG),
Protocolado sob n°.042-2/08.

2.2 Avaliacao in vitro da inibicao do desenvolvimento larval de

nematoides gastrintestinais de ovinos em coproculturas

Foram selecionados quatro ovinos mesticos Santa Inés, com idade
entre seis e dez meses naturalmente infectados, com contaminacao
parasitaria superior a 500 ovos por grama de fezes (OPG). Esses animais
foram selecionados apdés a quantificacdo do OPG, utilizando solugao
saturada de cloreto de sddio (NaCl) e leitura no microscopio em camara de
McMaster (UENO e GONCALVES, 1998). Amostras de cinco a 10 gramas de
fezes foram coletadas diretamente da ampola retal e imediatamente
transportadas ao Laboratorio de Parasitologia do ICA/UFMG, campus Montes
Claros.

No primeiro experimento, o teste de inibicdo do desenvolvimento larval
foi realizado no més de fevereiro de 2008, pelo método descrito por Borges
(2003), adaptado da técnica de coprocultura quantitativa, proposta por Ueno
(1995). O numero total das larvas observadas foi dividido por dois e o

resultado expresso em larvas desenvolvidas por grama de fezes (LDPG).

16 Ripercol, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil.
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2.3 Avaliacao in vitro da reducao da eclosao de ovos de

trichostrongilideos de ovinos

Para esta segunda etapa, utilizou-se uma metodologia modificada do
teste de eclodibilidade, para determinagcdo de resisténcia anti-helmintica,
proposto pela World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP), segundo Coles et al. (1992).

Foram coletados diretamente do reto aproximadamente 10g de fezes
dos ovinos selecionados para o estudo. A essas foi adicionada solugéo salina
hipersaturada e procedeu-se a filtragem em peneiras dispostas em ordem
decrescente de abertura de malha. O filtrado foi acondicionado em tubos
cilindricos e centrifugado a 2.000 rpm, por dez minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e passou por trés lavagens com agua destilada e
centrifugagdes consecutivas. Na Ultima lavagem, o sedimento foi mantido
com um pequeno volume de agua destilada, ressuspendido e transferido para
tubos de ensaio em aliquotas de 300 p{, contendo aproximadamente 100
ovos. A cada tubo de ensaio contendo 300 pf da suspensdo de ovos foi
adicionado igual volume do extrato vegetal a ser estudado ou os controles
positivo ou negativo.

Os tubos de ensaio foram vedados com filme pléstico e incubados a
temperatura de 28°C, durante 72 horas. A agao dos extratos vegetais sobre o
desenvolvimento dos ovos foi avaliada, apés o periodo de incubacgao,
transferindo-se o conteldo dos tubos de ensaio para placas de titulacdo e
leitura em microscopia o6tica, empregando-se o aumento de 100 vezes.
Foram avaliados todos 0s ovos e larvas presentes nas amostras, obtendo-se
0 numero de ovos blastomerados, larvados e de larvas eclodidas para cada

amostra.

2.4 Analise estatistica

A féormula abaixo descrita, adaptada de Borges (2003), foi empregada
para a determinagdo da percentagem de eficdcia na inibicdo do
desenvolvimento larval e na reducao da eclosédo de ovos: % Eficacia =100 —

(Larvastratado*100/Larvascontrole)
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Para analise estatistica, o nimero de LDPG e de larvas eclodidas foi

transformado por meio da equagéo Y = log (y+1), submetidos a ANOVA e as
médias comparadas, utilizando-se o teste de Scott-Knott, sendo considerado
o nivel de significancia de até 5%. A dose letal 50% (DL50) foi determinada

por meio da analise probit do Sistema para Analises Estatisticas (SAEG).

2.5 Testes fitoquimicos

Foi realizada avaliagao qualitativa de alguns compostos secundarios
presentes nos extratos aquoso e etandlico de folhas de jenipapo, segundo
metodologia colorimétrica, proposta por Matos (1997).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise fitoquimica, os extratos aquoso e etandlico evidenciaram a
presenca de taninos e flavonoides. No extrato etandlico, as reagdes com
acetato de cobre e &acido acético, acrescido de acetato de chumbo
apresentaram resultados negativos, indicando a predominancia de taninos
condensados, uma vez que esta reacdo é especifica para taninos
hidrolisaveis. Nao foi verificada a presenca de alcaloides nos extratos. A TAB.
1 demonstra as classes de metabdlitos secundarios e os reativos especificos

empregados no experimento:

TABELA1

Resultados das reagbes indicativas de presencga (+) ou auséncia (-) de
taninos, de flavonoides e de alcaloides nos extratos aquosos e etandlicos de
folhas de Genipa americana

Reativos Extrato Extrato etandlico
aguoso

Taninos CF + +

ACH

ACO

AACH

Flavonoides Shinoda
CF

NaOH
Alcaloides Dragendorff
Mayer - -
Bouchardat - -

o+ o+ o+ o+ o+

CF-Cloreto férrico, ACH-Acetato de chumbo, ACO- Acetato de cobre, AACH-
Acido acético e acetato de chumbo

Os taninos e flavonoides sao metabdlitos secundarios considerados
responsaveis por importantes atividades terapéuticas. Os taninos
condensados sao descritos na literatura como possuidores de consideravel
atividade anti-helmintica. Podem complexar-se a proteinas livres, reduzindo a
disponibilidade dos nutrientes, resultando em morte das larvas por inanigéo,
ou ainda ligar-se a cuticula das larvas, rica em glicoproteinas, causando a
sua morte (ATHANASIADOU et al., 2001). Pesquisas tém relatado a redugao

do nimero de ovos de nematoides em fezes de ovinos alimentados com



77
plantas taniferas (LANGE et al. 2006; MARLEY et al. 2003).

E importante ressaltar que, tanto para o teste de inibicio do
desenvolvimento larval, como para a redugdo da eclosdo ovos, as
substancias predominantes nos extratos podem ser as responsaveis pela sua
respectiva atividade. Entretanto a possivel interagdo e o sinergismo entre as
substancias ativas presentes ndo devem ser descartados (SIMOES et al.,
1999).

Ainda nado ha legislacado especifica para anti-helminticos fitoterapicos
de uso veterinario. Entretanto, segundo a classificagdo do indice de eficacia
proposto pela WAAVP, um produto sintético seria efetivo quando promovesse
acima de 90% de agado anti-helmintica; moderadamente efetivo quando
atuasse entre 80 a 90%; pouco efetivo quando a agéo fosse entre 60 € 80% e
nao efetivo em niveis abaixo de 60% (POWERS et al., 1982).

Ambos os extratos de jenipapo apresentaram atividade anti-helmintica
significativa (p<0,05). O extrato aquoso de Genipa americana, na
concentracdo 100 mg m{’ apresentou atividade estatisticamente similar a
ivermectina e na concentragdo 200 mg m{ " inibiu 100% do desenvolvimento
larval. Ja o extrato etandlico apresentou 100% de eficacia no teste de

reducéo da eclosdo de ovos, na concentragdo 100 mg mt"' (TAB. 2).
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TABELA 2
Numero médio de larvas, desvio padrao e eficacia de extratos aquoso e

etandlico de G. americana sobre o desenvolvimento larval e a eclosao de
ovos de helmintos, respectivamente

Extrato aquoso Extrato etandlico
(Larvas) (Ovos)

Concentracdo  Larvas Eficacia Concentracdo  Larvas Eficacia
(mg m&™) viaveis (%) (mg m{™") viaveis (%)
40 19+283B 74,9 20 13,5+£84B 86,9
60 4+53B 94,5 40 13,3+£3,8B 86,7
100 1£0,5C 99,6 60 45+38D 95,5
150 1£0,5C 99,6 80 55+£23C 94,5
200 0+0,0C 100 100 0+0,0E 100
Agua 78 £34,6 A - Agua 57 +12,9A 46,3
Ivermectina  0+0,0C 100 Levamisol 0+0,0 E 100

Mesmas letras mailsculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo
teste Scott - Knott até 5% de probabilidade

A FIG. 1 demonstra a sobrevivéncia de larvas, em fungéo de dosagens
do extrato aquoso de folhas de jenipapo. Com base na curva representada

pelo grafico, a DLs, foi 25,19 mg m{™".
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FIGURA 1 - Gréfico da atividade do extrato aquoso de jenipapo sobre o
desenvolvimento larval de trichostrongilideos de ovinos,
expresso em probabilidade de sobrevivéncia de larvas

Na figura 2, pode-se observar a porcentagem de larvas eclodidas 72
horas apds a administragdo do extrato etandlico de folhas de jenipapo. A DLsg
foi 3,83 mg m{'. Todas as concentragbes de ambos os extratos diferiram
estatisticamente do controle com agua destilada.
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FIGURA 2 - Grafico da atividade do extrato etandlico de jenipapo sobre
ecloséo de ovos de trichostrongilideos de ovinos, expresso em
probabilidade de eclosado de larvas
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Considerando a classificacdo da WAAVP, apds a analise probit, os

extratos etandlicos e aquosos de folhas de jenipapo seriam considerados
efetivos, a partir das concentragdes 33,83 e 49,25 mg m{', inibindo em 90%
a eclosao de ovos e desenvolvimento larval, respectivamente. Esses dados
corroboram os obtidos por Krichak-Furtado (2006), que observou efeito
ovicida com eficacia de 100%, utilizando o extrato hidroalcéolico de folhas de
jenipapo, na concentragdo 50 mg m{™".

A pesquisa por anti-helminticos naturais se inicia pelos testes in vitro
dos extratos totais das plantas. Nesses testes, os extratos sdo colocados
diretamente em contato com os ovos ou larvas do parasito para avaliar o
efeito sobre a eclosdo dos ovos ou o desenvolvimento larval (HAMMOND et
al., 1997). Neste estudo conduzido no Norte de Minas, a metodologia
utilizada no teste de inibicado do desenvolvimento larval preconizou a adigao
do extrato as fezes, o que permitiu uma avaliagdo mais semelhante ao
ambiente natural de desenvolvimento larval dos nematoides. Essa poderia
ser uma das causas da DLsy do extrato aquoso obtida ter sido mais elevada.
Entretanto, a agua apresenta maior disponibilidade para os produtores e
menor custo, além de apresentar menores riscos toxicoldgicos as pessoas e
ao meio ambiente.

Ambos os extratos representam alternativas promissoras para o
controle de trichostrongilideos, desde que a sua inocuidade e a eficacia em

ovinos sejam avaliadas.
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4 CONCLUSAO

Os extratos aquoso e etandlico de G. americana foram efetivos na
inibigdo do desenvolvimento larval e na redugdo da eclosdo de ovos de
trichostrongilideos de ovinos, nas concentra¢gdes de 200 e 100 mg m{f'1,
respectivamente. Com base na analise probit, a eficacia de 90% seria
alcancada para os extratos aquoso e etandlico de folhas de jenipapo, nas
concentracoes de 49,25 e 33,83 mg m{f'1, respectivamente. Os resultados
obtidos, juntamente com futuros estudos, avaliando a toxicidade e a eficacia
in vivo, poderao contribuir para a utilizagdo racional dessa espécie vegetal

como alternativa aos anti-helminticos convencionais.
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CAPITULO 5 - EFEITO DE Caryocar brasiliense Camb. SOBRE O
DESENVOLVIMENTO LARVAL DE NEMATOIDES OVINOS

RESUMO

As helmintoses gastrintestinais constituem um importante problema sanitario
para a ovinocultura em todo o mundo. Frutos de Caryocar brasiliense Camb.
sdo utilizados na alimentagdo humana e o aproveitamento das cascas
poderia constituir uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel para o
tratamento dessa parasitose. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou
avaliar a eficacia do extrato aquoso da casca de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) sobre o desenvolvimento larval de nematoides de ovinos. A eficacia
anti-helmintica in vitro foi avaliada pela técnica de coproculturas quantitativas
de um total de 15 matrizes mesticas Santa Inés. Esses animais eram
naturalmente infectados, sendo que Trichostrongylus spp. e Haemonchus
spp. corresponderam aos principais géneros presentes nas coproculturas. O
extrato aquoso da casca de pequi na concentragdo 200 mg m{" inibiu em
94% o desenvolvimento larval de nematoides em comparagdo a
coproculturas livres do extrato vegetal. Posteriormente, as doses requeridas
para induzir 50% e 90% de inibicdo do desenvolvimento larval foram
calculadas, por meio da analise probit e corresponderam a 23,82 mg mi'e
53,19 mg m{", respectivamente. Os resultados demonstraram o potencial
promissor da utilizagdo desse subproduto como alternativa aos anti-
helminticos sintéticos. Futuros estudos poderdo definir as melhores
estratégias de utilizacdo da casca do pequi no controle da verminose ovina.

Palavras-chave: Helmintos gastrintestinais. Plantas medicinais. Coprocultura
quantitativa. Caryocar brasiliense Camb. - Norte de Minas Gerais.
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CHAPTER 5 - EFECT OF Caryocar brasiliense CAMB. ON THE LARVAL
DEVELOPMENT OF SHEEP NEMATODES

ABSTRACT

The gastrointestinal helminthiasis represents an important sanitary problem
for the sheep breeding around the world. Fruit of Caryocar brasiliense Camb,
popularly known as pequi, have been used as food and the best use of fruit
peel could be an economic and environmental sustainable alternative. In this
context, this present study aimed to evaluate the anthelmintic efficacy of
aqueous extract of the fruit peel of pequi (Caryocar brasiliense Camb.) on the
larval development of sheep nematodes. The in vitro anthelmintic efficacy was
evaluated by quantitative coprocultures from a total of 15 (fifteen) Santa Inés
crossbred ewes. These animals were naturally infected, being the
Trichostrongylus spp. and Haemonchus spp. the most present nematodes in
the coprocultures. The aqueous extract of pequi peel at the concentration of
200 mg m{' showed 94% of nematode larval development inhibition
compared to plant extract free coprocultures. Subsequently, the required
quantity to induce the inhibitions of 50 and 90% on the larval development
were calculated using the probit analysis and corresponded to 23,82 mg m{"
and 53,19 mg m{", respectively. The results showed the promising potential
of this product use as an alternative for the synthetic sheep anthelmintics.
Future studies may define better strategies for the use of pequi peel on the
sheep verminosis control.

Keywords: Gastrointestinal helminths. Medicinal plants. Quantitative
coproculture. Caryocar brasiliense Camb. North of Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

A criagdo de pequenos ruminantes tem sido praticada por diferentes
segmentos produtivos, abrangendo desde a agricultura familiar até empresas
rurais. As helmintoses representam o principal problema sanitario nesses
animais e todas as categorias podem ser intensamente parasitadas,
reduzindo ndo somente o ganho de peso, mas a producao de leite, 1a e pele,
além da capacidade reprodutiva (PINHEIRO et al., 2000).

O controle de nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes é
realizado quase exclusivamente com anti-helminticos sintéticos (MELO,
2003). No entanto, a selecdo de populagbes de vermes resistentes a varias
classes dessas drogas é realidade em paises de diferentes continentes,
inclusive no Brasil (AKHTAR et al., 2000; MELO et al., 2003). Além disso, as
bases medicamentosas disponiveis no mercado possuem limitagdes, como o
custo elevado, a possibilidade de residuos nos alimentos e o risco de
poluicao ambiental (HERD, 1996; WALLER et al., 1997).

A utilizacdo de extratos de plantas no controle de verminose é uma
alternativa que podera reduzir a selegdo de helmintos resistentes aos
vermifugos comerciais e a ocorréncia de residuos nos produtos de origem
animal e no meio ambiente, bem como o custo envolvido na aquisi¢cao
desses. Muitas plantas séo tradicionalmente conhecidas como possuidoras
de atividade antiparasitaria, necessitando, entretanto, que sua eficicia seja
cientificamente comprovada (AMARANTE, 2007).

Caryocar brasiliense Camb., popularmente denominada pequi, € uma
arvore nativa do Cerrado e os seus frutos sdo muito utilizados tanto para
alimentagdo humana quanto para fins terapéuticos, como, por exemplo, no
tratamento de resfriados, de bronquites, de tosses e ainda como
afrodisiaco (VIEIRA; MARTINS, 1998). Extratos da folha e da casca do caule
dessa planta tém acdo anti-micética e moluscicida (BEZERRA et al., 2002;
PASSOS et al., 2002; MOTTER et al., 2004), além de acao leishmanicida,
bactericida e antioxidante (PAULA JUNIOR et al., 2006).



85
A casca representa cerca de 80% do peso total, enquanto a polpa

representa 8% e a améndoa, aproximadamente, 2% do fruto (VERA et al.,
2005). Uma forma de agregar valor a espécie seria a utilizagdo de outras
partes da planta, como a casca do fruto, que ndo é utilizada comercialmente.
O melhor aproveitamento desse produto pode constituir uma alternativa
ecolodgica, social e economicamente viavel, pois possibilitara a ampliacao dos
lucros, a geracdo de novos empregos € a redugdo de residuo organico
depositado no ambiente. O presente trabalho buscou avaliar a eficacia anti-
helmintica in vitro do extrato aquoso do farelo da casca de pequi (Caryocar
brasiliense Camb.) para o controle alternativo de nematoides gastrintestinais

de ovinos.



86
2 MATERIAL E METODOS

O exocarpo e 0 mesocarpo externo (casca) do fruto de Caryocar
brasiliense Camb. foram obtidos no Mercado Municipal de Montes Claros, no
Norte de Minas Gerais, nas safras 2006/2007 e 2007/2008. A metodologia
de obtencdo dos extratos foi adaptada de Krychak-Furtado (2006). As
amostras foram obtidas, removendo-se as cascas com lesbes ou em
deterioragéo, sendo em seguida, lavadas e desidratadas ao sol durante dois
dias. Posteriormente, o material foi triturado em moinho de facas, para a
obtengéo do farelo. Esse material foi identificado e conservado a temperatura
de aproximadamente 4°C em geladeira. O material vegetal foi submetido a
extracdo aquosa em banho-maria, durante uma hora, a 60°C. Apds esse
periodo, o material foi filtrado em gaze e papel de filtro qualitativo. A solugao
obtida foi utilizada em seguida.

Os procedimentos adotados com os animais neste trabalho estiveram
de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, sendo
aprovados no protocolo 42-2/2008 pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UFMG.

Experimento 1

Em fevereiro de 2007, avaliou-se a acdo anti-helmintica do extrato na
concentracdo de 200 mg m¢”" em coproculturas individuais, comparando-se a
um controle com agua destilada estéril. Foram utilizadas como doadoras de
fezes 15 ovelhas adultas mesticas Santa Inés, provenientes de propriedades
rurais do municipio de Montes Claros, no Norte de Minas (16°44°06” de
latitude e 43°51°42” de longitude). Esses animais possuiam infecgéo natural
por nematoides gastrintestinais e contaminagdo superior a 500 ovos por
grama de fezes (OPG). Duas amostras de fezes de cada animal, coletadas
diretamente da ampola retal, contendo dois gramas cada, foram separadas

para constituirem, respectivamente, os grupos tratado e controle.
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Experimento 2

Em margo de 2008 procedeu-se a selegao de cinco ovinos mesticos
Santa Inés, com idade entre seis e dez meses, naturalmente infectados e
com OPG superior a 500. As fezes coletadas diretamente da ampola retal
foram misturadas, homogeneizadas e distribuidas nos tratamentos. O extrato
das cascas de pequi foi empregado nas concentragdes 200, 160, 100, 60 e
40 mg mi' e utilizou-se um controle positivo, com ivermectina'’ na
concentragcdo 16 ug m{' e um controle negativo, com agua destilada estéril.

Para todos os tratamentos, utilizaram-se quatro repetigdes.

2.1 Avaliacao in vitro da inibicio do desenvolvimento larval de

nematoides gastrintestinais de ovinos

Amostras contendo cinco a 10 gramas de fezes coletadas diretamente
da ampola retal dos ovinos selecionados foram imediatamente transportadas
ao Laboratério de Parasitologia do ICA/UFMG, em Montes Claros.

Para a identificacdo das larvas de nematoides confeccionaram-se
laminas coradas com lugol e os géneros foram diferenciados apoés a
visualizagdo em microscopia 6ptica, utilizando a chave de Keith (1953).

Os testes de inibicdo do desenvolvimento larval foram realizados em
outubro de 2007 e margo de 2008 pelo método adaptado da técnica de
coprocultura quantitativa, proposta por Ueno (1995), conforme o trabalho de
Borges (2003).

2.2 Anadlise estatistica

A férmula abaixo, adaptada de Borges (2003), foi empregada para a

determinagdo da porcentagem de eficacia na inibicdo do desenvolvimento

larval: % Eficacia =100 — (Larvas do grupo tratado x 100)

Larvas do grupo controle
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Os dados referentes aos valores de LDPG previamente transformados

em log (x + 1) foram submetidos a analise de variancia. Compararam-se as
médias pelo teste Scott-Knott até 5% de probabilidade.

As médias obtidas no primeiro experimento foram analisadas pelo teste
T de Student até 1% de probabilidade. As doses letais 50% (DLsy) € 90%
(DLgg) para as larvas de nematoides, por contato, foram determinadas por

meio da andlise probit do Sistema para Analises Estatisticas - SAEG (2007).

2.3 Testes fitoquimicos

Avaliagdo qualitativa de compostos secundéarios presentes no extrato
aquoso da casca dos frutos de pequi foi realizada, de acordo com

metodologia colorimétrica, proposta por Matos (1997).

17 Ranger LA, Vallée, Montes Claros, MG, Brasil
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na TAB. 1 estdo apresentados os valores médios de larvas obtidas nos
grupos controle e tratado, apds administragéo do extrato aquoso do farelo de
cascas de pequi:

TABELA 1

Numero médio por animal e desvio padrao de larvas desenvolvidas por
grama de fezes de ovinos (LDPG) em coproculturas tratadas ou néo tratadas
com extrato aquoso do farelo da casca de pequi (200 mg m£'1)

Matrizes ovinas Agua destilada Extrato aquoso
(200 mg me™)
1 740 270
2 104 0
3 240 15
4 2571 48
5 576 8
6 527 25
7 266 0
8 375 0
9 210 0
10 33 0
11 378 0
12 304 0
13 25 0
14 234 0
15 456 0
Média 469,27° 24,4°
Desvio padrao 614,56 69,27

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste T de Student ao nivel de significancia de
1%.
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Neste experimento, o extrato aquoso da casca de pequi, na

concentragdo 200 mg m&',  inibiu significativamente (p<0,01) o
desenvolvimento de larvas de helmintos gastrintestinais nas coproculturas,
provenientes de todos os quinze animais avaliados, quando comparado com
0 grupo controle, com agua destilada (TAB. 1). A eficacia desse extrato
vegetal na inibicao do desenvolvimento larval foi de 94,8%.

A identificagdo das larvas obtidas nas amostras demonstrou que
85,68% delas corresponderam aos nematoides Trichostrongylus spp.,
13,67%; aos Haemonchus spp., 0,36%; aos Oesophagostomun spp. e 0,25%;
aos Strongyloides spp., ndo sendo observada diferencga significativa (p>0,95)
entre os grupos tratados e controle. Esse dado na prevaléncia dos helmintos
indica fortemente a agao deletéria do extrato sobre os diferentes géneros de
vermes detectados, demonstrando bom espectro de atuagéo anti-helmintica.

A TAB. 2 demonstra a sobrevivéncia de larvas, bem como a eficacia do

extrato aquoso de cascas de pequi na inibi¢do do seu desenvolvimento.

TABELA 2

Numero médio de larvas viaveis, desvio padrao e eficacia do extrato aquoso
de cascas dos frutos de Caryocar brasiliense sobre o desenvolvimento larval
de nematoides gastrintestinais de ovinos

Extrato aquoso

(Larvas)
Concentracao Larvas viaveis Eficécia (%)
(mgmt")
40 18,5+ 24,6 B 99,02
60 9,75+ 10,6 B 99,48
100 0,5+0,5B 99,97
160 0+0,08B 100
200 0+0,08B 100
Agua 1894 + 1144 A -
Ivermectina (16 ug mt") 0+0,0B 100

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Scott-Knott até 5% de probailidade.
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Todas as concentragdes do extrato diferiram do grupo submetido ao

contato com agua destilada e se igualaram ao grupo tratado com ivermectina
(16 ug m[").

A figura 1 apresenta a curva obtida do numero de larvas viaveis, em
funcdo do aumento das concentragbes do extrato aguoso de cascas de
pequi:

Larvas sobrevivertes (%)

0,00 L - .
1—_|= T T T T T T T T T 1
55 255 455 655 855 1055 1255 1455 1655 1855 2055
Concertragdes (moinl)

FIGURA 1 - Gréafico da probabilidade de sobrevivéncia de larvas de
helmintos, em fung¢é@o de doses do extrato aquoso de cascas
de pequi, por meio da andlise probit.

As doses requeridas para induzir 50 e 90% de inibicdo do
desenvolvimento larval, calculadas por meio da andlise probit, foram 23,82
mg m{”' e 53,19 mg m{", respectivamente.

Segundo a classificagdo do indice de eficacia, proposto pela World
Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), um
produto sintético é efetivo quando promove acima de 90% de acdo anti-
helmintica; moderadamente efetivo quando atua entre 80 a 90%; pouco
efetivo quando a agéo € entre 60 e 80% e ndo efetivo em niveis abaixo de
60% (POWERS et al., 1982).
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Os testes fitoquimicos qualitativos realizados neste estudo indicaram a

presenca de catequinas, de esteroides, de flavonoides, de saponinas, de
taninos totais, de taninos catequéticos e xantonas.

Os taninos condensados sdo substancias descritas na literatura como
possuidoras de atividade anti-helmintica. Esses metabdlitos podem associar-
se as proteinas livres, reduzindo a disponibilidade dos nutrientes e resultando
em morte das larvas por inani¢cdo, ou podem ainda aderir a cuticula das
larvas, rica em glicoproteinas (ATHANASIADOU et al., 2001). Na literatura
cientifica, a redugao do nimero de ovos de nematoides em fezes de ovinos
alimentados com plantas taniferas, como por exemplo, Lespedeza cuneata,
Lotus corniculatus e Cichorium intybus, tem sido descrita (LANGE et al.,
2006; MARLEY et al., 2003).

Neste estudo, a metodologia de avaliagdo da eficacia anti-helmintica
empregou a mistura do extrato com as fezes coletadas. Desta forma, parte de
seus pricipios ativos pode nao interagir diretamente pelo contato com ovos e
larvas. Apesar dessa possibilidade, ao se adicionar as coproculturas o
produto a ser testado, o ambiente do teste de eficacia seria 0 mais préximo
das condi¢des normais de desenvolvimento dos ovos, aumentando o rigor da
avaliagao da eficacia anti-helmintica.

Ribeiro et al. 2007, avaliando o efeito da casca do pequi, em
substituicdo ao capim elefante, na dieta de caprinos, ndo observaram efeitos
toxigénicos, aumentando a expectativa de uso desse subproduto como anti-
helmintico.

O potencial anti-helmintico do pequi, verificado neste trabalho, deve ser
considerado para possibilitar o melhor aproveitamento da casca do fruto
dessa planta do cerrado brasileiro, que podera constituir-se numa atividade

ecolodgica, social e economicamente viavel.
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4 CONCLUSAO

O extrato aquoso da casca de pequi na concentragdo de 200 mg m{’
apresentou eficacia de 94,8% para a inibicdo do desenvolvimento larval de
helmintos. A DLs, e DLgy estimadas para os parasitas foram 23,82 mg mi' e
53,19 mg m£'1, respectivamente, indicando o seu uso promissor no controle
alternativo da helmintose gastrintestinal. Os resultados obtidos, juntamente
com futuros estudos, avaliando a toxicidade e a eficacia in vivo, poderao
contribuir para a utilizacdo desse subproduto como alternativa aos

medicamentos convencionais.
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