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RESUMO

Um dos grandes obstaculos para a criagdo de ruminantes séo as helmintoses
gastrintestinais, que causam grandes perdas na produtividade. Ainda, a
resisténcia aos farmacos convencionais dificulta o combate desses
nematodeos. A busca por novas formas de controle se tornou uma
necessidade, sendo que a fitoterapia se destacou como uma das alternativas.
O pequizeiro, nativo do Cerrado, possui ampla utilizacdo na medicina popular
e a acéo anti-helmintica foi relatada para ovinos. Assim, objetivou-se avaliar o
potencial anti-helmintico do pequizeiro no controle das helmintoses
gastrintestinais em ruminantes sob diferentes formas de preparo, bem como
a sua toxicidade. Realizaram-se testes de inibicdo de desenvolvimento larval
(IDL) e da inibicdo da eclodibilidade (IE), para a determinacéo da eficacia de
pos brutos e de extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas. Avaliou-
se, ainda, a toxicidade aguda dos extratos aquosos das cascas do fruto e das
folhas, por via intraperitoneal, em camundongos fémeas e machos. O extrato
aquoso da casca do fruto apresentou eficacias superiores a 90% na IE de
nematodeos de bovinos, em todas as concentracdes testadas, sendo mais
efetivo que o extrato aquoso das folhas, cuja maior eficacia foi de 89,15%. O
extrato das folhas também apresentou eficacia moderada na IE de
Haemonchus contortus de ovinos (89,31%). Na IDL, apresentou eficacia
superior a 95% para as duas maiores concentracdes. Os pés brutos da casca
do fruto e das folhas apresentaram-se altamente efetivos na IDL de H.
contortus de ovinos. Os extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas
apresentaram-se muito téxicos, por via intraperitoneal, em camundongos de
ambos os sexos. Conclui-se que C. brasiliense apresenta grande potencial no
controle da verminose em ruminantes, sendo necessarios novos testes de
toxicidade, por outras vias e em espécies animais de interesse, além de
testes in vivo com diferentes formas de preparo, para serem indicados como

alternativa no tratamento das helmintoses gastrintestinais.

Palavras-chave: Controle. Fitoterapia. Nematédeos gastrintestinais. Pequi.

Ruminantes. Toxicidade.



ABSTRACT

One of the major obstacles for the creation of ruminants is the gastrointestinal
helminthiasis that causes large yield losses. Further, resistance to the drugs
complicates the conventional combat of these nematodes. The search for new
forms of control has become a necessity, and the phytotherapy stood out as
one of the alternatives. The pequizeiro, native of Cerrado, has wide use in folk
medicine and anthelmintic action was reported for sheep. Thus it was
objectified to evaluate the potential anthelmintic of the pequizeiro in the
control of gastrointestinal helminthiasis in ruminants under different
preparation methods, as well as its toxicity. Tests were conducted inhibition of
larval development (ILD) and inhibition of hatchability (IH) for determining the
efficacy of raw powders and aqueous extracts of bark and leaves of fruit. We
evaluated addition, the acute toxicity of aqueous extracts of bark and leaves
of fruit intraperitoneally in mice females and males. The aqueous extract of
the bark of the fruit efficiencies above 90% in IE nematodes of cattle in all
concentrations tested, being more effective than the agueous extract of the
leaves, whose effectiveness was greater than 89.15%. The leaf extract also
showed moderate efficacy in IH Haemonchus contortus in sheep (89.31%). In
ILD showed an efficacy of over 95% for the two highest concentrations. The
powders of raw fruit rind and leaves were highly effective in ILD H.contortus of
sheep. The aqueous extracts of bark and leaves of fruit had become very
toxic intraperitoneally into mice of both sexes. It is concluded that C.
brasiliense holds great potential to control gastrointestinal nematodes in
ruminants, requiring new tests of toxicity by other routes and animal species
of interest, and in vivo tests with different preparation methods, to be listed as

an alternative in the treatment of gastrointestinal helminthiasis.

Keywords: Control. Phytotherapy. Gastrointestinal Nematodes. Pequi.

Ruminants. Toxicity.
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUCAO

A partir da década de 1980, a pecudria bovina se desenvolveu no pais
de forma admiravel, principalmente devido & insergcdo da tecnologia no setor
(CARRER et al., 2007). Atualmente, possui 0 segundo maior rebanho bovino
comercial do mundo, com mais de 212 milhées de cabecas (IBGE, 2011). O
Brasil também apresenta grande potencial para a ovinocultura. O elevado
potencial produtivo desses animais e a expansdo do mercado consumidor
tém estimulado a realizacdo de pesquisas, com a finalidade de aumentar a
produtividade (PIRES et al., 2000).

Entretanto a pecuaria bovina e ovina tem enfrentado diversos
problemas que promovem queda na producgdo, como flutuacBes estacionais,
disponibilidade e qualidade dos alimentos, deficiéncia mineral, manejo
inadequado e elevada incidéncia das helmintoses gastrintestinais, que tém
ocasionado grandes perdas econdmicas (BIANCHIN; CATTO, 2008;
BIZIMENYERA et al., 2006).

Para solucionar ou amenizar os prejuizos causados pelos nematddeos
gastrintestinais, ao longo dos anos, utilizaram-se anti-helminticos, com
distintas constituicdes quimicas. O pouco conhecimento por parte dos
produtores e trabalhadores rurais sobre a epidemiologia das helmintoses,
bem como as interagbes parasita/hospedeiro, com o passar do tempo,
fizeram com que os tratamentos com esses produtos sintéticos fossem
realizados de forma inadequada com uso intensivo, com subdosagens,
diagnésticos equivocados e auséncia de rotatividade entre as bases
farmacolégicas (SOUZA et al., 2008).

A associacdo entre essas acdes promoveu a selecdo de populacdes
de nematddeos resistentes aos farmacos, ocorrendo, em determinados
casos, resisténcia multipla a diferentes bases farmacoldgicas (MEJIA et al.,
2003). Além do favorecimento a resisténcia anti-helmintica, outros problemas
indiretos gerados, em decorréncia do uso intensivo das bases sintéticas, sao
os residuos desses compostos nos produtos de origem animal e a toxidade
aos ecossistemas (GRAMINHA et al., 2001).

14



Pesquisas com fitoterapicos tém demonstrado eficacia comprovada no
controle de diversos parasitas. Conforme Krychak-Furtado (2006), a
fitoterapia contribui com o aumento dos lucros da criagéo, por reduzir o uso e,
consequentemente, 0s custos com quimioterapicos convencionais, além de
estender a vida util dos produtos quimicos disponiveis no mercado. Além
disso, essa pratica tem ganhado destaque, em funcdo do aumento
significativo da demanda dos consumidores por produtos de qualidade
garantida, obtidos de forma sustentavel e sem danos ao ambiente.

O pequizeiro, Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), arvore
nativa de regides de cerrado e com ampla distribuicdo no norte de Minas
Gerais, possui fruto comestivel, o pequi, cuja casca formada pelo epicarpo e
mesocarpo externo representa cerca de 76,7% do peso do fruto (VERA et
al.; 2005). Na comercializacdo do pequi, a casca constitui um residuo que se
acumula no ambiente durante os periodos de safra (COUTO, 2007). Esse
componente, bem como as folhas possuem propriedades medicinais
comprovadas como acdo antibacteriana, moluscicida, antifingica e
nematicida (BEZERRA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2012a; PASSOS et al.,
2002; PAULA-JUNIOR et al., 2006).

Assim, as cascas do fruto durante o periodo de safra e as folhas
durante todo o ano podem apresentar-se com grande potencial para
utilizagdo na producdo de ruminantes como anti-helmintico natural, em

complementacao aos farmacos convencionais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pecuéria bovina

Apesar da crise econbmica da década de 1980, o destaque da
agropecudria que se iniciou a partir de meados da década de 1970
prosseguiu como um dos setores de maior crescimento na economia
brasileira. A partir desse periodo e, principalmente, na década de 1990, a
inovacdo tecnoldgica e a reestruturacdo das relagbes de comércio exterior,
dentre outros fatores, modificaram as formas de concorréncia, o que, em

conjunto, promove o desenvolvimento do setor (CARRER et al., 2007).
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Atualmente, o Brasil possui um efetivo bovino com aproximadamente
212,8 milhdes de cabecas (IBGE, 2011), considerado o segundo maior
rebanho bovino do mundo, perdendo apenas para india, cujo rebanho se
caracteriza por ndo ser comercial (USDA, 2012). Além disso, também é o
segundo maior produtor de carne bovina e exportador, atrds dos Estados
Unidos da América e da india, respectivamente (USDA, 2011). O Brasil ainda
apresenta o terceiro maior rebanho de vacas em lactacdo e é o sexto maior
produtor de leite (USDA, 2011).

Ferraz e Eler (2010) admitem que apenas o segmento da pecuaria de
corte é responsavel por mais de sete milh8es de empregos e, ao considerar
toda a cadeia, proporciona faturamento de aproximadamente US$50
bilhdes/ano. Quanto a pecuéria leiteira, a cadeia agroindustrial do leite
encontra-se em todo o territdrio nacional e € de grande relevancia na geragéo
de empregos e de tributos, bem como na fixacdo de méo de obra rural, no
suprimento de alimentos e na geracdo de renda (PAULA et al., 2005).

A pecuéria bovina € um dos elos da cadeia produtiva nacional que
consolida a integracdo econdmica entre diferentes setores (CARRER et al.,
2007). Entretanto, para aumentar a competitividade da carne bovina nos
mercados interno e externo sdo essenciais a melhoria da qualidade, a
agregacéo de valor ao produto e a diversificacdo, sem perda de rentabilidade
(CORREA et al., 2005).

Apesar do crescimento da pecuaria, observado ao longo dos anos,
como consequéncia dos avangos tecnolégicos e de manejo, esse setor
enfrenta diversos problemas que promovem queda na producdo, como
flutuacdes estacionais, disponibilidade e qualidade dos alimentos, deficiéncia
mineral, manejo inadequado e elevada ocorréncia de doencas e de parasitos
(BIANCHIN; CATTO, 2008).

2.2 Pecuaria ovina

A producdo de ovinos vem se destacando nas diferentes regides do
planeta (VELOSO et al., 2004) e tem sido considerada uma das atividades
mais lucrativas da pecudria, por promover rapido retorno do capital investido

(MOREIRA et al., 2006). No Brasil, a expansdo da ovinocultura tem sido
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acompanhada pelo aprimoramento da qualidade genética dos rebanhos e
pela tecnificacéo e visdo empresarial da atividade, fatores fundamentais para
0 crescimento da ovinocultura no pais (NOGUEIRA; NOGUEIRA JUNIOR,
2005).

Inicialmente, a criacéo de ovinos no Brasil se concentrou na regiao Sul,
mais especificamente no estado do Rio Grande do Sul, onde o principal
objetivo era a producdo de la. Contudo, no inicio da década de 1990, o
mercado da |a entrou em crise e, simultaneamente, ocorreu a expansao do
mercado para a ovinocultura de corte (BORGES, 2007). O Sul deixou de ser
0 polo da ovinocultura e o Nordeste assumiu essa posi¢cdo, onde predominam
animais de pelagem curta para a producdo de carne (BORGES, 2007,
CAMURGCA-VASCONCELOS, 2006). Atualmente o rebanho ovino nacional
possui mais de 17,6 milhBes de cabecas, sendo que 57,24% concentram-se
na regido Nordeste e 28% na regido Sul do pais (IBGE, 2011).

Essa atividade possui grande relevancia social por figurar-se como
fonte de renda para a agropecuaria familiar e melhorar as condi¢des
nutricionais, fornecendo carne e leite com proteinas de alto valor nutricional a
populacdes de paises em desenvolvimento. Nos criatorios dessas regides, ha
o predominio do sistema extensivo de criagdo, com pouco incremento
tecnoldgico (CAMURCA-VASCONCELQOS, 2006).

Contudo o desenvolvimento amplo da ovinocultura depende,
diretamente, da adocdo de manejo nutricional adequado, da ambiéncia das
instalacdes, de condi¢Bes climaticas, de selecdo genética, de escrituracdes
zootécnicas e, principalmente, de préaticas profilaticas ou de controle para
garantir a satde dos rebanhos (SIMPLICIO; SIMPLICIO, 2006).

2.3 Helmintoses gastrintestinais

A ocorréncia das helmintoses gastrintestinais € um dos grandes
obstaculos para o desenvolvimento pleno da criacdo de ruminantes em todo
0 mundo, principalmente nas regies de clima tropical, cujas condi¢cbes
favorecem o desenvolvimento e a persisténcia desses nematddeos e 0s
prejuizos econdmicos sdo mais expressivos (COLGRAVE et al.,, 2008;
MILLER et al.,, 2011; RAZA et al. 2007; VIEIRA, 2008). Atualmente, é
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considerado o maior entrave para a produgéo de pequenos ruminantes e uma
das maiores restricBes para o crescimento da criacdo de ruminantes a pasto
(BASSETO et al., 2009; LIU et al., 2011).

As perdas na produtividade ocasionadas por verminoses
gastrintestinais sdo relacionadas a reducédo do ganho de peso, da producéo
leiteira e do desempenho reprodutivo dos animais. Ocorre alta mortalidade,
principalmente para animais mais jovens e matrizes ovinas e caprinas, no
periparto (BORGES et al., 2001; MILLER et al, 2011). A morbidade é
elevada e 0s animais jovens que se recuperam podem constituir refugos na
criagcdo (COLGRAVE et al., 2008; GRAMINHA et al., 2001; MILLER et al.,
2011). Ainda, alguns animais infectados, aparentemente saudaveis, nao
conseguem atingir o potencial méximo de produtividade, aumentando os
custos da producéo, além de serem potenciais reservatérios (GIROTTO et
al., 2008).

Esses parasitas sdo pertencentes a Ordem Strongylida, a Familia
Trichostrongylidae  (FORTES, 2004). Os principais nematédeos
gastrintestinais que acometem bovinos sdo: Ostertagia ostertagi,
Trichostrongylus axei, Haemonchus placei, Cooperia oncophora, C. pectinata,
C. punctata, Oesophagostomum radiatum e O. venulosum (SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011). Em ovinos, as principais espécies descritas sao:
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus
colubriformis (COLGRAVE et al., 2008). A espécie T. colubriformis aparece
em segundo lugar, em ordem de importancia, podendo provocar lesées na
mucosa intestinal, com exsudacéo de proteinas séricas, quadros de anorexia,
diarreia e edema submandibular (AMARANTE; SALES, 2007).

O Haemonchus contortus é considerado o nematédeo mais patogénico
para pequenos ruminantes. O verme adulto parasita 0 abomaso e, por ser
hematofago, em elevado grau de infeccao, remove até 10% do sangue do
hospedeiro por dia, o que pode levar ao 6bito (AMARANTE; SALES, 2007;
COLGRAVE et al., 2008). Assim, a haemoncose é caracterizada por anemia
hemorragica aguda e hipoproteinemia. O abomaso apresenta edema da
mucosa, submucosa e serosa, com escamacado das células epiteliais e
ulceracdo (SANTA ROSA, 1996).
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O principal sinal é a palidez da pele e mucosas, seguido de coloracédo
escura das fezes (melena) e alteracdes do velo, com perda de 1a. A fase
aguda da haemoncose caracteriza-se por anemia moderada, gastroenterite
catarral, desidratacdo, retardo de desenvolvimento e crescimento, diarreia
liquida ou pastosa e pelos arrepiados e sem brilho. Na fase crénica, observa-
se edema submandibular, diminuicdo significativa na producdo de leite e
carne, emagrecimento, anemia acentuada e morte (SANTA ROSA, 1996).

O ciclo evolutivo dessas espécies de nematdédeos €, geralmente,
semelhante. As fémeas liberam ovos com as fezes do hospedeiro, que
desenvolvem no ambiente e, em trés dias, eclodem as larvas do primeiro
estagio (L1), que, ap6s duas mudas, passam a forma infectante, que sera
ingerida no pastejo (FORTES, 2004). Uma vez no organismo, as larvas
infectantes atingem o estagio adulto no trato gastrointestinal, reiniciando o
ciclo (RUAS; BERNE, 2001).

As larvas infectantes migram para as laminas d’agua que se formam
sobre 0 solo e a vegetacdo, contaminando as pastagens (FORTES, 2004).
Assim, esses parasitas tendem a ser recorrentes em animais submetidos,
continuamente, ao pastejo (MEHLHORN et al., 2011). Gazda et al. (2012)
constataram, para ovinos criados em pastagens, que a elevada carga animal
por unidade de &rea contribui para a contaminagdo constante das gramineas,
com consequente infec¢do dos animais.

A patogenia das helmintoses varia conforme a intensidade da infecgéo,
o tipo de injdria que provocam e a reacdo dos tecidos do hospedeiro. E
influenciada diretamente pela idade, pela espécie e pela raca do animal,
sendo 0s mais jovens mais suscetiveis as verminoses e 0s ovinos e caprinos
mais vulneraveis que os bovinos. Frequentemente, ocorrem infec¢cdes mistas
de nematddeos com diferentes graus de patogenicidade (RUAS; BERNE,
2001).

2.3.1 Controle das helmintoses gastrintestinais

A fim de solucionar ou amenizar 0s prejuizos causados por
nematodeos gastrintestinais, ao longo dos anos, tem sido difundido, na

producdo animal, o uso de anti-helminticos, com distintas bases quimicas
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(CONDI et al., 2009). Atualmente, ha trés grupos de anti-helminticos de
amplo espectro, que sdo os benzimidazois (como sulféxido de albendazol),
0s agonistas nicotinicos (imidazotiazois e hidropirimidinas) e as lactonas
macrociclicas (avermectinas) (COLES et. al, 2006; STEAR et al., 2007). Dois
outros grupos de espectro restrito tém sido utilizados para o controle de H.
contortus em ovinos, que sd@o as salicilanilidas e os nitrofendis, sendo que,
em alguns paises, os organofosforados ainda sdo comercializados (COLES
et al., 2006).

O conhecimento da epidemiologia das helmintoses, bem como as
interacdes parasita/hospedeiro sdo essenciais a ado¢cdo de métodos de
controle efetivo (ARAUJO et al., 2006). O controle estratégico, por exemplo,
depende dessas informacfes para identificar as épocas criticas de
contaminagdo para indicar as vermifugagcfes, sendo necesséaria adocédo de
tratamentos taticos em determinadas regides, em fun¢do das variacdes
climéticas (SAUERESSIG, 2001).

De acordo com Almeida et al. (2007), muitos estudos tém buscado
alternativas de controle para complementar o uso dos anti-helminticos
sintéticos. Dentre essas solucfes, diferentes técnicas de manejo tém sido
adotadas (RUAS; BERNE, 2001). Como parte do ciclo biolégico desses
parasitas ocorre nas pastagens (CEZAR et al., 2008), uma dessas técnicas
consiste no manejo do rebanho nas pastagens, que depende do
conhecimento de fatores epidemioldgicos dependentes do clima, das
espécies de parasitas presentes e do tipo e do manejo das pastagens
(EYSKER et al., 2005).

Cézar et al. (2008) reportam que o pastejo rotacionado € uma das
estratégias de manejo que pode interromper o ciclo dos parasitas. Entretanto
€ necessario que o tempo de permanéncia do rebanho nos piquetes seja
inferior ao de desenvolvimento das larvas infectantes e o intervalo de
descanso seja suficiente para inviabiliza-las ou destrui-las. A
descontaminacdo prévia das pastagens, adotando o diferimento de areas,
também pode ser utilizada, principalmente para introduzir os animais mais
suscetiveis (AMARANTE, 2004).
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Outra estratégia de manejo utilizada trata-se da alternancia de
categorias e/ou de espécies de hospedeiros no pastejo. Animais adultos
tendem a apresentar melhor imunidade as verminoses que 0s jovens,
eliminando fezes em grande volume, mas com OPG baixo, o que diminui a
quantidade de larvas nas pastagens (COLES, 2002). De acordo com
Amarante (2004), a alternancia com outras espécies auxilia no controle, pois
quando as larvas infectantes s&o ingeridas por um hospedeiro nao
preferencial, o nematdédeo tem o estabelecimento e a reproducéo dificultados

ou interrompidos.

2.3.2 Resisténcia dos nematédeos aos anti-helminticos convencionais

O controle com a utlizagdo dos vermifugos quimicos tem sido
realizado ao longo dos anos, sem conhecimento da epidemiologia e das
interacdes parasita e hospedeiro, 0 que interfere na populacdo parasitaria
ambiental e, por consequéncia, na infecgdo dos rebanhos (ARAUJO et al.,
2006). A caréncia de informacdes promoveu tratamentos indiscriminados com
esses produtos sintéticos, com uso intensivo, utilizando subdosagens e com
diagnésticos equivocados, com baixa rotatividade entre as bases anti-
helminticas (SOUZA et al., 2008).

A associagdo entre essas agbes promoveu rapida selecdo de
populagBes de nematddeos resistentes aos farmacos, ocorrendo, em
determinados casos, resisténcia multipla a diferentes bases farmacol6gicas
(MEJIA et al., 2003). Além disso, diversos nematédeos possuem
caracteristicas genéticas que favorecem o desenvolvimento da resisténcia
aos anti-helminticos, dentre as quais, podem ser citadas rapidas taxas na
evolucdo da sequéncia de nucleotideos e grande populacdo efetiva, o que
permite elevada diversidade genética (BLOUIN et al., 1995). Dessa forma,
além de apresentarem potencial genético para responder contra os farmacos
guimicos, possuem meios de assegurar a disseminacdo dos genes da
resisténcia (KAPLAN, 2004).
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Nos ultimos 20 anos tem se observado um aumento expressivo na
manifestagdo de resisténcia dos nematddeos gastrintestinais as principais
classes de anti-helminticos nas criacbes de ovinos de muitos paises
(TAYLOR et al.,, 2009). Na Austrdlia, Le Jambre et al. (2005) fizeram o
primeiro relato de um isolado de Trichostrongylus colubriformis resistente a
moxidectina. Sarginson et al. (2007) observaram, em quatro rebanhos
analisados na Escécia, resisténcia as bases dos trés grupos de anti-
helminticos de amplo espectro. Na Franca, Palcy et al. (2010) fizeram o
primeiro relato de resisténcia de Trichostrongylus axei ao febendazol.

No Brasil, os relatos de resisténcia em rebanhos ovinos também séo
frequentes. Em Santa Catarina, Rosalinsk-Moraes et al. (2007) verificaram
resisténcia a ivermectina, em 100% dos rebanhos da regido da Associacao
dos Municipios do Alto Irani, oeste do estado, e resisténcia a moxidectina, em
66,7% dos rebanhos. Buzzulini et al. (2007) também encontraram resisténcia
a moxidectina em um rebanho em Jaboticabal, Sdo Paulo. Falbo et al. (2009)
registraram, pela primeira vez, a ocorréncia de resisténcia de H. contortus ao
closantel em cordeiros, na éarea central do Parana.

No estado do Mato Grosso do Sul, Sczesny-Moraes et al. (2010)
detectaram resisténcia dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia
e Oesophagostomum as bases farmacoldgicas albendazol, ivermectina,
levamisole, triclorfon, moxidectina, closantel e a associagao entre albendazol,
ivermectina e levamisol, em maior ou menor intensidade, sendo o género
Haemonchus o mais resistente. Esses autores reportaram também um caso
de resisténcia multipla nesse estado. Resisténcia ao albendazol também foi
observada por Duarte et al. (2012) em rebanhos ovinos no norte de Minas
Gerais; além disso, os géneros de maior ocorréncia foram Haemonchus e
Trichostrongylus, constatando que as larvas de Haemonchus foram as mais
prevalentes, mesmo apds o tratamento dos animais.

Até 2004, poucos relatos de resisténcia de nematédeos em bovinos as
bases farmacologicas eram descritos (KAPLAN, 2004). Entretanto, nos
Ultimos anos, esses relatos tém aumentado significativamente em muitos
paises, para diferentes espécies de nematédeos sobre todas as bases
farmacolégicas existentes (SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011).

22



Em rebanhos de bovinos do Pampa Umido da Argentina, Fiel et al.
(2001) detectaram resisténcia de Trichostrongylus spp. a avermectina e a
milbemicina. Anziani et al. (2004), por sua vez, relataram o primeiro caso de
resisténcia simultdnea as avermectinas e aos benzimidazéis para
Haemonchus spp. em bovinos, também na Argentina.

Gasbarre et al. (2009) descreveram o primeiro relato de resisténcia a
anti-helminticos nos Estados Unidos, ao detectarem isolados de Haemonchus
contortus resistentes a ivermectina, a moxidectina, a doramectina, a
eprinomectina e ao albendazol e de H. placei e Cooperia sp. resistentes as
avermectinas testadas. Na Australia, Lyndal-Murphy et al. (2010) reportaram
0 primeiro caso de resisténcia as lactonas macroliticas para Cooperia spp. e
Haemonchus placei, provenientes de bovinos.

A ocorréncia de nematddeos resistentes aos farmacos convencionais
também tem sido descrita em rebanhos bovinos brasileiros. No estado de
Sao Paulo, Soutelo et al. (2007) registraram a presenca de Cooperia spp.
eHaemonchus spp. resistentes ao albendazol, ao levamisol e, principalmente,
a ivermectina. Ainda em Sao Paulo, Condi et al. (2009) encontraram as
espécies Cooperia punctata, C. pectinata, Oesophagostomum radiatum e
Trichuris spp. com resisténcia a moxidectina. Souza et al. (2008) detectaram,
no Planalto Catarinense, Haemonchus sp. e Cooperia sp. como 0s principais
géneros com resisténcia a ivermectina; os géneros Ostertagia, Cooperia e
Trichostrongylus, ao fosfato de levamisol e Cooperia sp., ao sulfoxido de
albendazol.

O aparecimento constante de populacées de nematddeos resistentes
aos medicamentos convencionais evidencia que a estratégia de controle
guimico tem se tornado ineficaz (AMARANTE; AMARANTE, 2003). Dessa
forma, a busca por outros métodos de controle, com a finalidade de superar
essa resisténcia e manter o controle efetivo dos parasitas nos rebanhos tem
se tornado de grande importancia (MOLENTO; PRICHARD, 2001).
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2.3.3 Alternativas fitoterapicas para controle de nematdédeos em

ruminantes

A fitoterapia, que consiste no tratamento por meio da utilizagdo de
plantas, tem sido praticada por toda a populagcdo mundial durante séculos,
para o controle de uma variedade de problemas, desde doencas infecciosas
as causadas por parasitas na pecuaria e nos seres humanos (HAMMOND et
al., 1997). Sdo comumente referidos como medicamentos etno-veterinario ou
etno-médico e, geralmente, eram evitados pela medicina convencional e
tradicionalista (BEHNKE et al., 2008).

Contudo, por ser uma alternativa sustentdvel ao uso de
quimioterapicos, o interesse em propriedades antiparasitarias nos extratos de
plantas tem aumentado (ATHANASIADOU et al., 2007). Conforme Krychak-
Furtado (2006), a fitoterapia pode também contribuir para aumentar os lucros
da criagdo, uma vez que pode reduzir os custos, com a utilizacdo dos
farmacos convencionais.

A atividade terapéutica dos vegetais esta relacionada aos metabdlitos
secundarios, que possuem como principal funcdo a de protecdo do vegetal
contra predadores (CHAGAS, 2004). Esses compostos tém sido utilizados
como pesticidas no controle de diversos tipos de pragas e parasitas
(CHAGAS et al., 2002).

Anteriormente, as evidéncias das propriedades antiparasitarias das
plantas eram baseadas em relatos e em observagfes. Entretanto o nimero
de estudos controlados, que visam a verificacdo, a validacdo e a
quantificacdo da atividade medicinal dessas plantas tem aumentado
significativamente nos ultimos anos (ATHANASIADOU et al., 2007).

No QUADRO 1, estdo descritas mais de 20 espécies vegetais que
foram avaliadas em diversos paises, nos ultimos trés anos para deteccao do

potencial anti-helmintico in vitro, com eficacias superiores a 90%.
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QUADRO 1

Espécies vegetais avaliadas em diferentes paises com eficacia anti-helmintica superior a 90% em experimentos in vitro

(Continua)
Espécie vegetal Nome popular Parte utilizada Forma de utilizacdo Teste Referéncia
Acanthus montanus Justicia de espinho Folhas EA IEO /IDL Adamu et al. (2010)
_ _ IEO/IDL/IAL/ o
Agave sisalana Sisal Folhas EA Silveira et al. (2012)
AVA

Alpinia zerumbet Coldnia Parte aérea D IEO /IDL Macedo et al. (2012)
Anacardium humile Cajuzinho do mato Folhas EA/EE IDL Nery et al. (2010)
Andrographis paniculata Folhas EM IEO Kamaraj et al. (2011)
Anisomeles malabarica Folhas EAE/EM IEO Kamaraj et al. (2011)

Casca EAE/EAC/EM IEO Kamaraj et al. (2011)
Annona squamosa Fruta do conde

Folhas EAE/EM IEO /IDL Kamaraj e Rahuman (2011)
Catharanthus roseus Vinca Folhas EAE/ EAC/ EM IEO/IDL Kamaraj et al. (2010)
Combretum molle Folhas EAC IEO /IDL Ademola et al. (2010)
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QUADRO 1

Espécies vegetais avaliadas em diferentes paises com eficacia anti-helmintica superior a 90% em experimentos in vitro

(Continua)
Espécie vegetal Nome popular Parte utilizada Forma de utilizacdo  Teste Referéncia
Datura metel Folha EM IEO Kamaraj et al. (2011)
Eclipta prostrata Erva-botao Folhas EAE / EM IEO Kamaraj e Rahuman (2011)
Lantana cAmara Cambara Parte aérea D IDL Macedo et al. (2012)
Lippia sidoides Alecrim pimenta Folhas EHA IEO Souza et al. (2010)
Mangifera indicavar. Uba Manga Frutos EA IDL Nery et al. (2012)
Folhas / sementes EA / EHA IEO /IDL Kamaraj et al. (2010)
Melia azedarach Cinamomo
Frutos EH IDL Cala et al. (2012)
Mentha villosa Hortela-comum Folhas EAE/EAC/EM IEO/IDL Kamaraj et al. (2010)
Musa paradisiaca Banana Folhas EM/EA IEO / AVA Hussain et al. (2011)

Folhas /coracéo / o
Musa sp. Banana EA IDL Oliveira et al. (2010)
pseudocaule
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QUADRO 1

Espécies vegetais avaliadas em diferentes paises com eficacia anti-helmintica superior a 90% em experimentos in vitro

(Concluséao)

Espécie vegetal Nome popular  Parte utilizada Forma de utilizagéo Teste Referéncia
_ Espinafre da Hernandéz-Villegas et al.
Phytolacca icosandra Folhas EA/ED/EH IE
guyana (2011)

Prosopis juliflora Algaroba Frutos EM IEO /IDL Batatinha et al. (2011)

Sementes EAE/EA/EM IEO Kamaraj et al. (2011)
Solanum torvum Jurubeba

Folhas EAE/EAC/EM IEO /IDL Kamaraj e Rahuman (2011)

Tagetes minuta Chinchila Parte aérea D IEO /IDL Macedo et al. (2012)
Terminalia chebula Haritaki Parte aérea D IEO /DL Macedo et al. (2012)
Trichilia claussenii Catigua Sementes EAC/ EM IEO /DL Kamaraj e Rahuman (2011)

Notas: EA: extrato aquoso; D: decoccdo; EE: extrato etanolico; EM: extrato metandlico; EAE: extrato em acetato de etila; EAC:

extrato acetbnico; EHA: extrato hidroalcodlico; EH: extrato hexanico; ED: extrato diclorometéanico; IEO: inibicdo da eclodibilidade

ovos; IDL: inibicdo de desenvolvimento larval; IAL: inibicdo da alimentacao larval; AVA: acdo em vermes adultos.

Fonte: Da autora.
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Apesar da grande variabilidade de plantas com relatos de atividade
anti-helmintica, poucos compostos bioativos promotores dessa acao
nematicida ja foram identificados (GHISALBERT]I, 2002). Dentre esses, estéo
0s taninos, que, apesar do efeito anti-nutricional, podem exercer agéo anti-
helmintica direta, por interferir no ciclo natural desses parasitas (KETZIS et
al., 2006). Estudos realizados com taninos condensados demonstraram a
eficacia sobre Trichostrongylus colubriformes e Haemonchus contortus, ao
serem administrados por via oral em ovinos (BUTTER et al., 2000; MAX et
al., 2005).

Ao avaliarem os efeitos do extrato de Onobrychis viciifolia, planta rica
em taninos sobre os nematddeos do abomaso de pequenos ruminantes,
Brunet et al. (2008) constataram que o extrato reduziu, significativamente, a
capacidade de penetracdo dos nematédeos Haemonchus contortus e
Teladorsagia circumcincta na mucosa digestiva e, ao adicionarem polivinil
polipirrolidona, um inibidor de taninos, as alteragfes nos nematddeos foram
minimizadas.

Ademola et al. (2009) avaliaram o efeito das fracBes oriundas da
biosseparacao do extrato etandlico da casca de Khaya senegalensis (Deser.)
A. Juss e concluiram que a atividade anti-helmintica dessa planta pode estar
relacionada ao sinergismo entre 0s seus varios metabodlicos secundarios,
dentre os quais, foram identificados: taninos, taninos condensados,

saponinas, flavonoides, alcaloides e terpenoides.

2.4 Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae)

A familia Caryocaraceae, encontrada no neotrépico, apresenta dois
géneros: Anthodiscas e Caryocar. Os representantes do género Anthodiscas,
cerca de dez espécies, possuem folhas opostas e a ocorréncia é registrada
desde Santa Catarina, regido Sul do Brasil, a Costa Rica, América Central. O
género Caryocar (folhas alternas) possui aproximadamente 16 espécies, das
quais uma ocorre na Costa Rica, 11 na Regido Amazébnica, duas no Nordeste
brasileiro, uma no sul da Bahia e do estado do Rio de Janeiro e uma de
ocorréncia em todo o bioma Cerrado, a espécie Caryocar brasiliense
Cambess (KERR et al. 2007; CARVALHO, 2009).
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Caryocar brasiliense Cambess é uma planta arbérea nativa de regiées
de cerrado, com ampla distribuicdo nas regi6es Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil (MAIA et al., 2008). O nome popular dessa espécie vegetal pode variar
conforme a regido de ocorréncia, sendo 0s mais comuns: pequi, piqui, piquia-
bravo, améndoa-de-espinho, gréo-de-cavalo, pequia, pequia-pedra,
pequerim, suari e piquia (SANTOS et al., 2004). A frutificacdo & anual,
ocorrendo o periodo de safra de setembro a fevereiro, sendo que, no estado
de Minas Gerais, 0 periodo de floragdo vai de setembro a novembro e a
frutificagcdo, de novembro a fevereiro (CARVALHO, 2009; VERA et al., 2005)
(FIG. 1).

FIGURA 1 — Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae)

a) Flor do pequizeiro
b) Fruto do pequizeiro (pequi)
¢) Pequizeiro

Fonte: Da autora.
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Em 2001, o pequizeiro foi eleito “Arvore Simbolo do Estado de Minas
Gerais”, em concurso realizado pelo Instituto Estadual de Floresta — MG
(SANTOS et al., 2004). Além disso, a Portaria Federal 54, de 05 de marco de
1987, do antigo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), atual
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), impede o seu corte e a comercializacdo de sua madeira em todo o
territério nacional (SILVA NETO; COSTA, 2010).

O pequizeiro possui grande importancia socioecondmica, uma vez que
os frutos sé@o explorados de forma extrativista por populagcfes que se inserem
no bioma do Cerrado, constituindo fonte de alimentagcdo e de renda. E
amplamente utilizado na culinaria, na agroindustria, na fabricacdo de
cosméticos e na medicina popular (BELO, 2009).

Com base no uso terapéutico popular do pequi, diversas pesquisas
tém sido realizadas para a identificacdo das propriedades medicinais. Martins
et al. (2009) constataram a atividade do extrato aquoso das folhas do pequi a
5 e 20% no controle de Aspergillus flavus, fitopatégeno presente nas
sementes do pequi. A agdo antifingica também foi identificada por Passos et
al. (2002), ao avaliarem o extrato bruto etandlico das folhas, os éleos fixos da
semente e da améndoa e a cera da superficie epicular das folhas no controle
da levedura Cryptococcus neoformans, causador da criptococose, uma
micose oportunista de humanos.

Bezerra et al. (2002) descreveram a atividade moluscicida do extrato
etandlico da casca do caule e das folhas de pequi contra Biomphalaria
glabrata, hospedeiro intermediario da esquistossomose na concentracdo de
100 ppm. O extrato hidroetandlico das folhas, segundo Paula-Junior et al.
(2006), apresenta acao leishmanicida e antibacteriana.

O extrato etandlico da casca do fruto também demonstrou efeito
antioxidante, conforme pesquisas realizadas por Roesler et al. (2008). Acdo
anti-inflamatoria e possiveis efeitos hipotensivos do 6leo da polpa do pequi
foram identificados por Miranda-Vilela et al. (2009).

Nogueira et al. (2012a) avaliaram a atividade do extrato aquoso da
casca do fruto de Caryocar brasiliense no controle de nematodeos

gastrintestinais de ovinos, obtendo eficicias maximas de 91,8% (7,5 mg.ml™)
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e 98,4% (15 mg.ml'l), na inibicdo da eclodibilidade de larvas e minima de
99% na menor concentracdo (40 mg.ml'l), na inibicdo do desenvolvimento
larval. Em analises fitoquimicas do extrato, esses autores verificaram a
presenca de saponinas, de taninos totais, de taninos catequéticos, de
catequinas, de esteroides, de flavonoides e de xantonas, podendo ser a
atuacao sinérgica desses metabdlitos responsavel pelo efeito anti-helmintico.

Dentre os principais compostos identificados em diversas partes do
pequizeiro (folhas, casca do caule, casca do fruto, etc.) foram detectados
compostos  fendlicos (flavonoides, taninos  hidrolisdveis, taninos
condensados), saponinas e terpenos (BEZERRA et al., 2002; PASSOS et al.,
2002; PAULA JUNIOR et al., 2006).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-helmintico do pequizeiro no controle das

helmintoses gastrintestinais de

intraperitoneal.

ruminantes e sua toxicidade por via
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CAPITULO 2 - EXTRATOS AQUOSOS DE Caryocar brasiliense
CAMBESS (CARYOCARACEAE) NA INIBICAO DA ECLODIBILIDADE DE
NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE BOVINOS

RESUMO

O pequizeiro, planta nativa do Cerrado, possui ampla utilizacdo na medicina
popular e recentes estudos tém demonstrado potencial anti-helmintico para
nematdédeos de ovinos. Assim, objetivou-se avaliar a eficacia in vitro dos
extratos aquosos da casca do fruto e das folhas do pequizeiro na inibicdo da
eclodibilidade de nematédeos gastrintestinais de bovinos. Promoveram-se a
filtracdo, a flutuacdo e a sedimentacdo, para a obtencdo de ovos de
nematodeos. As concentracdes 15,00; 7,50; 3,75 e 1,88 mg.m{* foram
avaliadas para ambos os extratos. Solucdo de levamisol (15 mg.m!l'l) e agua
purificada estéril consistiram nos controles positivo e negativo,
respectivamente. O experimento foi em delineamento inteiramente
casualizado com oito repeticbes. Calcularam-se as eficacias e os dados de
contagem foram submetidos a andlise de variancia e as médias, comparadas
com o teste de Duncan (5%). Com a analise de regressao probit, determinou-
se a concentragdo letal para inibicdo de 90% da eclodibilidade (CLg). Todas
as concentracdes do extrato aquoso das cascas do fruto apresentaram
eficacia acima de 90% e as trés mais elevadas ndo se diferiram do controle
positivo. A maior eficacia observada para o extrato das folhas foi 89,15%, na
concentracdo de 15,00 mg.m{". As CLg, foram 1,70 e 15,88 mg.m{'para o
extrato das cascas do fruto e das folhas do pequizeiro, respectivamente. Os
resultados demonstram que o0s extratos avaliados apresentam grande
potencial na inibicdo da eclodibilidade de nematdédeos gastrintestinais de

bovinos.

Palavras-chave: Controle alternativo. Extratos vegetais. Helmintoses

gastrintestinais. Pecuaria bovina. Pequizeiro.
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CHAPTER 2 - AQUEOUS EXTRACTS FROM Caryocar brasiliense
CAMBESS (CARYOCARACEAE) IN INHIBITION OF HATCHABILITY OF
GASTROINTESTINAL NEMATODES CATTLE

ABSTRACT

The pequizeiro, native plant from Cerrado, has wide use in folk medicine and
recent studies have shown potential anthelmintic of the nematodes of sheep.
Thus it was objectified to evaluate the in vitro efficacy of agueous extracts of
the fruit peel and leaves pequizeiro in inhibition of the hatchability of
gastrointestinal nematodes of cattle. Promoted by filtration, flotation and
sedimentation, for obtaining nematode eggs. The concentrations 15,00; 7,50;
3,75 and 1,88 mg.ml’,'1 were evaluated for both extracts. Solution of
levamisole (15 mg.ml’,'l) and sterile purified water consisted in positive and
negative controls, respectively. The experiment was a completely randomized
design with eight replications. They were calculated efficiencies and count
data were subjected to analysis of variance and means compared with
Duncan test (5%). With the probit regression analysis, we determined the
lethal concentration for 90% inhibition of hatching (LCg). All concentrations of
the aqueous extract of the fruit peels showed efficacy above 90% and the
three highest not differ from the control positive. The greater efficacy
observed for the extract of the leaves was 89.15% at the concentration of
15,00 mg.m{™. The CLg were 1.70 and 15.88 mg.m¢{" for the extract from the
bark of the fruit and leaves of pequizeiro respectively. The results showed that
the extracts have great potential assessed in hatchability inhibition of

gastrointestinal nematodes of cattle.

Keywords:  Alternative  control.  Vegetal extracts. Helminthiasis

gastrointestinal. Cattle raising. Pequizeiro.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia das verminoses gastrintestinais € um dos grandes
problemas enfrentados na pecudria bovina de corte e leiteira em diversas
regides no mundo. Ocasionam reducdo do ganho de peso, do crescimento,
do desempenho e da produtividade dos rebanhos (ARAUJO et al., 2004).
Além disso, demandam elevados custos com tratamentos profilatico e
curativo (MOTA et al.,, 2003). Assim, o somatério desses prejuizos gera
grandes perdas econdmicas para o setor.

Os anti-helminticos sintéticos tém sido administrados
inadequadamente, de forma frequente e sem aguardar o periodo
recomendado entre tratamentos, o que seleciona popula¢gbes de nematdédeos
resistentes (RANGEL et al., 2005). O uso abusivo dos farmacos também
eleva os custos da producdo e provoca danos ambientais, por causa da
toxicidade, além de acumular residuos nos produtos de origem animal.

A sociedade atual tem exigido, cada vez mais, produtos saudaveis e
ambientalmente sustentaveis. Dessa forma, a bovinocultura precisa se
adequar as exigéncias do consumidor, adaptando o modo de producao.
Nesse sentido, torna-se de grande relevancia a busca por novos métodos de
controle das verminoses.

Controles alternativos e complementares tém sido pesquisados para
amenizar os impactos causados pelas helmintoses gastrintestinais. A
utilizac&o de extratos vegetais no controle de doengas de animais e humanos
tem sido difundida durante séculos (ALMEIDA et al., 2007).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess) € uma planta arborea
nativa do Cerrado e de grande importancia socioecondmica para as regiées
de ocorréncia, representando fonte de renda e de alimento. Diferentes partes
da arvore apresentam potencial medicinal comprovado, como a agao
antifngica, moluscicida (PASSOS et al., 2002), leishmanicida e
antibacteriana (PAULA-JUNIOR et al., 2006). Em funcéo das potencialidades
do pequizeiro como anti-helmintico, objetivou-se avaliar a eficacia dos
extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas na inibicdo da

eclodibilidade de nemat6deos gastrintestinais de bovinos.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Parasitologia
Animal do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas

Gerais, localizado na cidade de Montes Claros — MG.

2.1 Selecé&o das amostras vegetais

As cascas do fruto (epicarpo e mesocarpo externo) e as folhas do
pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess) foram coletadas em regifes de
Cerrado do norte de Minas Gerais. As amostras foram identificadas e
armazenadas em exsicata n° 338, no Herbario Montes Claros, localizado na
Universidade Estadual de Montes Claros.

Apé6s a coleta, as amostras vegetais foram selecionadas, eliminando-
se materiais com lesdes ou deteriorados. Posteriormente, foram lavadas e
sanitizadas, com solugdo de hipoclorito de sédio, na concentracdo de 2%
(v/v), por 15 minutos (SILVA; GALLO, 2003).

2.2 Obtencéo dos extratos aquosos

As cascas picadas e folhas selecionadas foram desidratadas em estufa
com circulacdo de ar forcada a 40°C 5, por aproximadamente 72h.
Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas, identificadas e
armazenadas em freezer a -4° C.

Os extratos aquosos foram obtidos por decocgdo (KRYCHAK-
FURTADO, 2006; NERY et al., 2010). O material seco e moido foi submerso
em 4gua purificada estéril, homogeneizado e incubado em banho-maria a
60°C, durante 60 minutos. Em seguida, filtrou-se a quente em funil com gaze
e algodéo, colocou-se o filtrado em placas de petri e novamente foi
desidratado em estufa, com circulacéo forcada de ar, a 40°C 5 até obtencao
de peso constante, consistindo do extrato aquoso bruto. Subamostras desses
extratos foram submetidas a determinacdo de matéria seca, a 105°C, para

célculo das concentracfes a serem testadas (CUNNIF, 1995).
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2.3 Coleta de fezes e exames parasitoldgicos

Para a realizacdo dos testes in vitro, foram coletadas amostras de
fezes diretamente da ampola retal de trés bezerros mesticos (Nelore x
Holandés), com idade entre quatro e cinco meses, naturalmente infectados
por nematddeos gastrintestinais. Um pool das amostras fecais foi
imediatamente encaminhado ao Laboratério de Parasitologia Animal. A
quantificacdo de ovos por grama de fezes (OPG) foi realizada pela
metodologia descrita por Ueno e Gongalves (1998), onde se acrescentaram
58 m{ de solucdo hipersaturada de cloreto de sddio a dois gramas de fezes
para flutuac@o dos ovos, que foram contados em cadmara de Mc-Master, com
0 auxilio de microscépio éptico na objetiva de 10x, obtendo-se OPG médio de
1250.

2.4 Recuperagéo de ovos de nematédeos gastrintestinais

Os ovos foram recuperados, realizando-se a metodologia adaptada de
Bizimenyera et al. (2006). As fezes coletadas foram maceradas,
homogeneizadas, lavadas e filtradas em tamis, com malhas contendo poros
de um mm, 106, 53 e 20 ym. Posteriormente, os ovos coletados da ultima
peneira foram distribuidos em tubos de 14 m{ e centrifugados a 2000 rpm por
seis minutos. O sobrenadante foi descartado e completaram-se os tubos com
solucdo salina hipersaturada para a ressuspensdo do sedimento.
Centrifugou-se novamente e o sobrenadante foi lavado na peneira de 20 ym,
com agua purificada até a retirada total da solugdo salina. A solucdo de ovos
foi armazenada em Béquer e a concentracdo de ovos, estimada em

microscépio éptico, correspondeu a 150 ovos em 150 i de 4gua purificada.

2.5 Inibic&o da eclodibilidade

Para avaliar a eficacia do extrato aquoso das cascas do fruto e das
folhas do pequizeiro, foi utilizada a metodologia adaptada de Coles et al.
(1992). Ambos os extratos foram diluidos em agua purificada estéril para a

obtencéo das concentracdes a serem testadas.
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Em placas de microdiluicdo, foram adicionados 150 pt de solugdo, com
aproximadamente 150 ovos e 150 pf das diluicdes dos extratos, obtendo-se
as concentracdes finais 15,00; 7,50; 3,75 e 1,88 mg.m{*. Foram utilizados
150 £ de fosfato de levamisol (Protall VP®, Vallée, Minas Gerais, Brasil), na
concentracdo de 15 mg.mf{* como controle positivo e 150 uf de agua
purificada estéril como controle negativo. As placas foram homogeneizadas,
cobertas com filme plastico e incubadas em estufa BOD a 28°C por 72h.
Apbs esse periodo, foram adicionados 100 ul de formaldeido 10% (v/v) e as
placas foram armazenadas sob refrigeracdo a aproximadamente 4°C, para
posterior contagem.

Procederam-se as analises em microscépio Optico na objetiva de 10x,
quantificando-se os ovos blastomerados, os ovos larvados e as larvas de 1°
estagio (L1). O experimento foi realizado com oito repeti¢cdes por tratamento,
em um delineamento inteiramente casualizado.

2.6 Identificacdo dos géneros de nematddeos

Para a identificacdo dos géneros de nematdédeos presentes, foram
realizadas coproculturas quantitativas para a obtencao de larvas infectantes
(UENO; GONGALVES, 1998). Foram confeccionadas laminas coradas com
lugol e os géneros, diferenciados, utilizando-se a chave de Keith (1953), apés

a visualizacdo em microscopia Optica com objetiva de 40x.
2.7 Determinacédo do teor total de proantocianidinas

Quantificou-se o teor total de taninos condensados (proantocianidinas)
nos extratos aquosos da casca do fruto e das folhas de Caryocar brasiliense,
conforme metodologia descrita por Hiermann et al. (1986), onde se utilizou
solvélise catalisada por acido com n-BuOH/HCI 37% (95:5). A leitura da
absorbéncia das solucdes foi realizada a 540 nm, sendo os valores
expressos como cloreto de cianidina. Para os resultados, obteve-se a média

de trés determinac®es, seguida do desvio-padrao.
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2.8 Andlises estatisticas

A eficacia média de inibicdo da eclodibilidade foi calculada com a

seguinte férmula, adaptada de Coles et al. (1992):

% Eficacia = 100 x [1 — (L1 / nimero inicial de ovos)]

O numero de L1 e de ovos nédo eclodidos observados por parcela foi
convertido em valores relativos ao nimero inicial de ovos. Foram realizadas a
andlise de variancia e a comparacdo das médias, com o teste de Duncan a
5% de probabilidade. Com a analise de regresséo probit do pacote estatistico
SAEG® 9.1 (2007), foram determinadas as concentra¢cdes dos extratos
capazes de inibir 50% (CLso) € 90% (CLgo) a eclodibilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada infec¢cdo mista nas amostras de fezes utilizadas e os
principais géneros de nematddeos identificados foram Trichostrongylus
(87,75%), Cooperia (28,57%), Haemonchus (24,50%), Bunostomum (6,12%),
Oesophagostomum (3,06%). Esses dados corroboram a descricdo de
Sutherland e Leathwick (2011), que indicam as espécies Trichostrongylus
axei, Haemonchus placei, Cooperia oncophora, C. pectinata, C. punctata,
Oesophagostomum radiatum e O. venulosum como os nematdédeos mais
prevalentes para bovinos.

O extrato aquoso das cascas do fruto e das folhas do pequizeiro
apresentou eficicias elevadas na inibicdo da eclodibilidade de nematddeos
gastrintestinais de bovinos. Contudo as eficacias verificadas para as
concentragdes do extrato das cascas do fruto foram superiores aquela
observada para a maior concentragdo do extrato das folhas, indicando melhor

acao anti-helmintica (TAB. 1).
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TABELA 1

Inibicdo da eclodibilidade de nematddeos gastrintestinais de bovinos
submetidos a tratamentos com diferentes concentragtes do extrato aquoso
das cascas do fruto de Caryocar brasiliense

Extrato Concentracdo Média OB Média OL Média L1 Eficacia

aquoso  (mg.m{™) +DP +DP + DP (%)
15,00 59+2,7b 141,0+128a 0,3+0,5a 99,81

Casca 7,50 50+2,1b 139,0+x16,7a 05%+05a 99,61

do fruto 3,75 6,9+2,7b 119,1+176ab 3,1+34a 97,87

1,88 169+33,8b 101,8+38,6ab 11,3+4,7b 91,28

15,00 34+£19b 994+212ab 14,0+48c 89,15

Folh 7,50 53+18b 103,8+133ab 16,6+24c 87,11
olna
3,75 49+30b 846+9,7ab 198x7,7d 84,70
1,88 58+22b 940x269b 288+25e 77,67
CN 08+10b 00+x0,0d 128,3+189f
CP 84,4+287a 620+33,7c 03+x05a 9981
CV (%) 106,24 16,47 15,47

Notas: Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). OB: ovos
blastomerados; OL: ovos larvados; L1: larvas de primeiro estagio; CN:
controle negativo — agua purificada; CP: controle positivo — levamisol (15
mg.m{™); CV: coeficiente de variacdo; DP: desvio padrao.

Fonte: Da autora.

A média de ovos blastomerados (FIG. 1A) para os tratamentos com
0s extratos ndo diferiu estatisticamente do controle negativo, evidenciando
que ambos os extratos ndo foram eficazes na inibicdo do desenvolvimento
embrionario. Contudo inibiram a eclosao das larvas, uma vez que se verificou

média significativamente mais elevada de ovos larvados (FIG. 1B).
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FIGURA 1 — Ovos de trichostrongylideos de bovinos (Objetiva de 10x)

a) Ovo blastomerado
b) Ovos larvados
Fonte: Da autora.

Para todos os tratamentos com os extratos do pequizeiro, a média de
L1 eclodidas diferiu do controle com agua purificada. As médias de L1 das
trés maiores concentracBes do extrato aquoso das cascas do fruto foram
estatisticamente semelhantes aquela observada para o controle positivo com
o levamisol (p<0,05). Para ambos os extratos, em todas as concentracdes

avaliadas, verificaram-se as larvas L1 deterioradas, evidenciadas na FIG. 2.

FIGURA 2 - Larvas de primeiro estagio (L1) de trichostrongylideos de
bovinos (Objetiva de 10x)
a) L1 degradada pela acdo do extrato aquoso das cascas do
fruto do pequizeiro
b) L1 degradada pela acao do extrato aquoso das folhas
¢) L1 sem degradacéo (grupo controle negativo)
Fonte: Da autora.
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A classificacdo do indice de eficacia, proposta pela World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology, considera que um produto seja
efetivo, ao promover acima de 90% de agdo anti-helmintica; moderadamente
efetivo, entre 80 a 90%; pouco efetivo, entre 60 e 80% e ndo efetivo, em
niveis abaixo de 60% (POWERS et al., 1982). Dessa forma, os resultados
demonstram que o extrato aquoso das cascas do fruto pequi apresentou
elevada atividade anti-helmintica para todas as concentracdes avaliadas,
enquanto o extrato das folhas, na concentracdo igual ou superior a 3,75
mg.m{*, apresentou eficacia moderada.

Resultados semelhantes foram descritos por Nogueira et al. (2012a),
ao avaliarem o extrato aquoso das cascas do fruto pequi, na inibicdo da
eclosdo nematddeos gastrintestinais de ovinos. Esses autores obtiveram
eficacias superiores a 90%, nas concentracdes 150 e 7,5 mg.mt’l.
Entretanto, para as menores concentracbes (3,75 e 1,88 mg.mt’l), as
eficacias foram, respectivamente, 49,2 e 4,9%, diferindo da presente
pesquisa, que também registrou eficicias superiores a 90% para baixas
concentracdes. Esse contraste provavelmente decorre das diferentes
espécies de nematdédeos avaliadas, ja que, no estudo citado, esses autores
identificaram monoinfec¢do por Haemonchus contortus.

Para os dois extratos avaliados nesta pesquisa, houve aumento da
porcentagem de inibicdo da eclosdo, com elevacdo das concentracdes,
indicando resposta dose-dependente. As CLsg e CLgo foram, respectivamente,
0,37 e 1,70 mg.m['l, para o extrato aquoso das cascas do fruto (GRAF. 1) e

0,043 e 15,88 mg.m{ ", para o extrato das folhas do pequizeiro (GRAF. 2).
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GRAFICO 1 - Probabilidade de eclos&o de larvas de trichostrongylideos de
bovinos, em funcdo da concentracdo do extrato aquoso das
cascas dos frutos de Caryocar brasiliense

Fonte: Da autora.
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GRAFICO 2 - Probabilidade de eclos&o de larvas de trichostrongylideos de
bovinos, em funcdo da concentracdo do extrato aquoso das
folhas de Caryocar brasiliense

Fonte: Da autora.

Os resultados obtidos para as concentracfes letais, com excecdo da
CLgo, para o extrato aquoso das folhas, sao inferiores aos de Nogueira et al.
(2012a), que obtiveram CLsg € ClLgg de 3,81 e 7,35 mg.ml"l, respectivamente,
para o extrato aquoso das cascas do fruto do pequizeiro na inibicdo da
eclodibilidade de nematddeos de ovinos. Em outra pesquisa, Nogueira et al.
(2012b) verificaram CLsy, € Clgg de 0,19 e 0,84 mg.mf’l, respectivamente,
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para 0 extrato aquoso de Musa sp., na inibicdo da eclosdo de larvas de
nematddeos de ovinos. Para o extrato aquoso, de Musa paradisiaca, Hussain
et al. (2011) obtiveram CLs, de 2,13 mg.m{™*. Por sua vez, Kamaraj et al.
(2010) observaram Cls, de 2,04 mg.m{", para o extrato aquoso de Melia
azedarach e 1,97 mg.m{*, para o extrato hidro-alcodlico, na inibicio da
eclodibilidade de nematddeos de ovinos.

A acdo anti-helmintica das plantas tem sido atribuida aos compostos
secundarios. Pesquisas identificaram efeito anti-helmintico em substancias
bioativas, a partir de fontes de taninos condensados (GITHIORI et al., 2006;
MINHO et al. 2008). Na presente pesquisa, 0s teores de taninos
condensados determinados no extrato aquoso das cascas do fruto do
pequizeiro e das folhas foram, respectivamente, 0,27% (+0,03) e 0,83%
(x0,05). Manolaraki et al. (2010) reportam a¢éo anti-helmintica dos frutos de
alfarrobeira (Ceratonia siliqua) e das folhas de pera selvagem (Pyrus spinosa)
e de oliveira (Oleaeuropaea var. koroneiki), cujos teores de taninos
condensados, expressos em leucocianidinas, foram 0,42% (+0,07), 0,84%
(x0,12) e 0,08% (+0,05), respectivamente e podem ser considerados
similares e/ou inferiores aos encontrados nesta pesquisa.

Uma hipétese da acdo indireta dos taninos condensados envolve a
capacidade de se ligar as proteinas dietéticas, protegendo-as da degradacao
ruminal, promovendo aumento do fluxo de absorcdo de proteinas e
aminoacidos no intestino delgado, o que favorece a resposta imune contra os
nematddeos. Diretamente, podem interagir com as proteinas da cuticula do
nematdédeo, degradando-as (HOSTE et al.,, 2006). Estudos recentes
mostraram que, em contato com extratos de sanfeno (Onobrychis viciifolia),
ricos em taninos condensados, larvas infectantes apresentaram alteracdo da
hipoderme, vesiculas no citoplasma e degeneracdo e ou morte das células
musculares e intestinais (BRUNET et al., 2011).

Hoste et al. (2006) admitem que em nematddeos de ovinos e caprinos,
a atividade anti-helmintica dos taninos condensados das plantas é bem
descrita e que os efeitos sao variaveis, em fungéo das diferentes espécies de
nematodeos gastrintestinais. Em bovinos, Novobilsky et al. (2011) avaliaram

extratos com taninos condensados de trés plantas: Onobrychis viciifolia,
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Lotus pedunculatus e L. corniculatus, na inibicdo da alimentacéo larval (AL) e
na eliminacdo da cuticula larval (ECL) de Cooperia oncophora e Ostertagia
ostertagi. Esses autores constataram que o0s trés extratos inibiram,
significativamente, a AL e a ECL e concluiram que os taninos presentes
nessas plantas atuaram contra esses nematédeos.

Além dos taninos, outros metabdlitos secundarios também podem
apresentar agdo anti-helmintica. Barrau et al. (2005) pesquisaram extratos
fracionados de Onobrychis viciifolia, na inibicdo da migracdo de larvas de
terceiro estagio de Haemonchus contortus e constataram que, além dos
taninos, os flavonois glicosideos também foram responséveis por
propriedade nematicida.

Garcia et al. (2005) constataram que compostos polifenélicos, como
flavonoides, cumarinas e fenois simples, presentes em Molus alba,
apresentaram consideravel atividade anti-helmintica in vitro contra larvas
infectantes dos géneros Trichostrongylus e Haemonchus de bovinos. Ao
avaliarem o efeito de fracdes da biosseparacéo do extrato etandlico da casca
de Khaya senegalensis, Ademola et al. (2009) constataram que a atividade
anti-helmintica foi sinérgica entre os compostos secundarios taninos totais e
condensados, saponinas, flavonoides, alcaloides e terpenoides.

Os metabdlitos identificados nas folhas do pequizeiro correspondem
aos grupos dos taninos condensados, aos taninos hidrolisaveis, aos
flavonoides e aos terpenoides (BEZERRA et al., 2002; PAULA-JUNIOR et al.,
2006) e as saponinas (PAULA-JUNIOR et al., 2006). No extrato aquoso da
casca do fruto pequi, foi indicada a presenca de taninos totais, de taninos
catequéticos, de saponinas, de flavonoides, de catequinas, de esteroides e
de xantonas (NOGUEIRA et al.,, 2012a). No extrato etandlico da casca do
fruto, identificaram-se compostos fendlicos, como tanino hidrolisavel e acido
fendlico, além de flavonoides (ROESLER et al., 2008).

Assim, é possivel que o elevado potencial anti-helmintico, verificado
nesta pesquisa, decorra da associacédo entre os diversos metabolitos, e ndo
apenas dos taninos condensados. Pois, apesar de apresentar baixos teores
de taninos condensados, 0 extrato aquoso das cascas do fruto apresentou

maior eficacia quando comparado ao extrato das folhas.
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Os resultados desta pesquisa demonstram que o pequizeiro tem
grande potencial para o controle alternativo das verminoses em bovinos.
Contudo estudos da toxicidade e da eficacia in vivo nesses animais devem
preconizar, de forma segura e eficiente, as indica¢gBes para a utilizagdo dessa
espécie vegetal no controle alternativo das helmintoses dos bovinos.

4 CONCLUSAO

Os extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas de Caryocar
brasiliense Cambess, apesar de nédo inibirem o desenvolvimento embrionario,
possuem acdo inibitéria da eclodibiidade de L1 de nematdédeos
gastrintestinais de bovinos. O extrato aquoso das cascas do fruto apresenta
maior eficicia anti-helmintica in vitro quando comparado ao extrato das

folhas.
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CAPITULO 3 — ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA IN VITRO DE Caryocar
brasiliense CAMBESS (CARYOCARACEAE) PARA Haemonchus

contortus
RESUMO

Objetivou-se avaliar a eficacia in vitro dos pés das cascas dos frutos e das
folhas e do extrato aquoso das folhas (EAF) de Caryocar brasiliense, na
inibicdo do desenvolvimento larval (IDL) de Haemonchus contortus. Avaliou-
se, também, a eficacia do EAF na inibicdo da eclodibilidade (IE) desse
nematdédeo. Para IDL, foi realizado o método adaptado de coprocultura
quantitativa com trés e sete dias de incubacdo e para cinco concentracdes
dos pos brutos das cascas do fruto e das folhas e para seis concentragfes do
EAF. Solucdo de ivermectina (16 pug.m{') e agua purificada estéril
consistiram, respectivamente, dos controles positivo e negativo. Para
avaliacdo da IE, foram comparadas quatro concentragcBes do EAF com a
solucdo de fosfato de levamisol (15 mg.m{™") e agua purificada estéril, que
consistiram dos controles positivo e negativo, respectivamente. As
concentracdes iguais ou superiores a 66,67mg.g™ de coprocultura (COP) do
poé das cascas e das folha, apoés sete dias de incubagdo, apresentaram
eficacias superiores a 90% na IDL, ndo diferindo estatisticamente do controle
positivo (p<0,05). As eficacias de concentragfes iguais ou superiores a 50
mg.g'lde COP do EAF foram superiores a 90% apo0s sete dias. As
concentracdes letais para inibir 90% (CLgy,) da populagcdo de larvas foram:
53,60; 64,89 e 38,60 mg.g™" de COP para o p6 das cascas do fruto, pé das
folhas e EAF, respectivamente. No teste de IE, a maior eficicia verificada foi
89,31% para a concentracdo de 15 mg.m{*. Conclui-se que as cascas do
fruto e as folhas de C. brasiliense apresentam potencial para serem utilizadas
no controle alternativo de Haemonchus contortus, principal nematédeo de

ovinos.

Palavras-chave: Desenvolvimento larval. Eclodibilidade. Nematédeos

gastrintestinais. Pequizeiro. Verminose ovina.
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CHAPTER 3 — IN VITRO ANTHELMINTIC ACTIVITY OF Caryocar
brasiliense CAMBESS (CARYOCARACEAE) FOR Haemonchus contortus

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effectiveness in vitro efficacy of the powders
of fruit shells and aqueous extract of the leaves (EAF) of Caryocar brasiliense,
inhibition of larval development (IDL) of Haemonchus contortus. It was
evaluated also effective in inhibiting the EAF hatchability (IE) of this
nematode. For IDL was performed quantitative fecal culture method adapted
from three and seven days of incubation and five concentrations of powders
of crude bark and leaves of fruit and six concentrations of the EAF. Solution of
ivermectin (16 pg.m['l) and sterile purified water consisted, respectively, of
positive and negative controls. For evaluation of IE, four concentrations were
compared with the EAF phosphate solution levamisole (15 mg.mt’l) and
sterile purified water, consisting of negative and positive controls,
respectively. The concentrations greater than or equal to 66.67 mg.g" of
coproculture (COP) of the bark powder and sheet, after seven days of
incubation, showed efficiencies above 90% in IDL, not statistically different
from the positive control (p <0, 05). The efficacies concentrations greater than
or equal to 50 mg.g"l of the EAF COP were greater than 90% after seven
days. The lethal concentration to inhibit 90% (LCy) in larvae population were
53.60, 64.89 and 38.60 mg.g'l, COP for the powder of the shells of the fruit,
leaves and EAF dust, respectively. In the test IE, the greater effectiveness
was found 89.31% for the concentration of 15 mg.m{ ™. It is concluded that the
shells of the fruit and leaves of C. brasiliense have potential for use in

alternative control of Haemonchus contortus, main nematode of sheep.

Keywords: Larval development. Hatchability. Gastrointestinal nematode.

Pequizeiro. Sheep worms.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia das helmintoses gastrintestinais € uma das principais
limitagBes para o desenvolvimento da ovinocultura em diferentes regifes do
mundo. Por infectar animais de qualquer faixa etaria ou sexo, os nematédeos
gastrintestinais promovem elevadas perdas econémicas, em decorréncia do
menor crescimento, do ganho de peso, da queda na producao de leite e da
baixa fertilidade. Em casos de elevadas infec¢des, altas taxas de mortalidade
sao verificadas (BIZIMENYERA et al., 2006).

O Haemonchus contortus € o0 nematédeo mais patogénico para
pequenos ruminantes. Os adultos parasitam o abomaso e, por serem
hematéfagos, podem remover até 10% do sangue do hospedeiro por dia
(AMARANTE; SALES, 2007; COLGRAVE et al., 2008).

A utilizacdo dos anti-helminticos com distintas constituicdes quimicas,
sem 0 conhecimento da epidemiologia dessas helmintoses, promoveu a
selecdo de populagBes resistentes, o que evidencia que essa estratégia de
controle tem se tornado ineficaz (AMARANTE; AMARANTE, 2003).

Nos ultimos 20 anos, tem-se observado resisténcia as principais
classes de anti-helminticos nas criagBes de ovinos de diferentes continentes
(TAYLOR et al., 2009). Dessa forma, é fundamental a busca de alternativas
para superar a resisténcia anti-helmintica e manter o controle efetivo desses
nematédeos nos rebanhos ovinos (MOLENTO; PRICHARD, 2001).

Neste contexto, objetivou-se determinar a eficacia in vitro das cascas e
folhas do pequizeiro, na inibicdo do desenvolvimento larval de H. contortus e

verificar os efeitos do extrato aquoso das folhas na inibicdo da eclodibilidade.
2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Parasitologia

Animal do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas

Gerais, localizado na cidade de Montes Claros, MG.
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2.1 Selecdo das amostras vegetais

As cascas do fruto (epicarpo e mesocarpo externo) e as folhas do
pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess) foram coletadas em regides de
Cerrado do norte de Minas Gerais. As amostras foram identificadas e
armazenadas em exsicata n° 338, no Herbario Montes Claros, localizado na
Universidade Estadual de Montes Claros.

Apés a coleta, as amostras vegetais foram selecionadas, eliminando-
se materiais com lesdes ou deteriorados. Posteriormente, foram lavadas e
sanitizadas, com solugdo de hipoclorito de sédio, na concentracdo de 2%
(v/v), por 15 minutos (SILVA; GALLO, 2003).

2.2 Obtencéo do p6 bruto e do extrato aquoso

As cascas picadas e folhas selecionadas foram desidratadas em estufa
com circulagdo de ar forcada a 40°C 5, por aproximadamente 72 horas.
Posteriormente, para a obtencdo dos pds, foram trituradas em moinho de
facas, identificadas e armazenadas em freezer a -4°C, consistido dos pds
brutos a serem avaliados.

O extrato aquoso a quente foi obtido por decoccao, de acordo com o
método adaptado de Krychak-Furtado (2006) e Nery et al. (2010). O p6 das
folhas foi submerso em &agua purificada estéril, homogeneizado e incubado
em banho-maria a 60°C durante 60 minutos. Em seguida, filtrou-se a quente
em funil com gaze e algodao, colocou-se o filtrado em placas de petri para
desidratacdo em estufa com circulagao forcada de ar a 40°C até a obtencao
de peso constante. Subamostras desse extrato e dos pés foram submetidas a
determinacdo de matéria seca, a 105°C, para calculo das concentracfes a
serem testadas (CUNNIF, 1995).

2.3 Coleta de fezes e exames parasitologicos

Para realizacdo dos testes in vitro, foram coletadas amostras de fezes
diretamente da ampola retal de trés borregos Santa Inés, com
aproximadamente cinco meses de idade, com monoinfeccdo por

Haemonchus contortus. As amostras fecais foram imediatamente

50



encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia Animal. A quantificacdo de
ovos por grama de fezes (OPG) foi realizada pela metodologia descrita por
Ueno e Gongalves (1998), onde se acrescentaram 58 m{ de solucéo
hipersaturada de cloreto de soédio a dois gramas de fezes para flutuagcdo dos
ovos, que foram contados em camara de Mc-Master, com o auxilio de
microscépio optico na objetiva de 10x. Posteriormente, novas coletas foram
realizadas nos animais com contaminacdo superior a 800 OPG, para a

realizacdo dos testes anti-helminticos.

2.4 Inibic&o do desenvolvimento larval

Para avaliar a eficicia dos p6s brutos das cascas do fruto e das folhas
e do extrato aquoso das folhas, na inibicAo do desenvolvimento larval,
utilizou-se a metodologia adaptada de coprocultura quantitativa (BORGES,
2003; NERY et al., 2010). Distribuiram-se 2 g de fezes homogeneizadas em
copos descartaveis livres de contaminacdo parasitaria. Como controle
positivo, nos trés experimentos, foram utilizados 2 m{ de solugéo contendo o
antiparasitario ivermectina (Ranger LA®, Vallée, Minas Gerais, Brasil), na
concentracdo de 16 pg.m{" e 2 m¢ de &gua purificada estéril como controle

negativo.

Experimento | e Il: foi utilizado o p6 das cascas do fruto (I) e das folhas
do pequizeiro (ll), nas concentragbes: 166,67; 133,33; 100,00; 66,67; e 33,33
mg.g™ de coprocultura (COP), com cinco e sete repeticdes, respectivamente.
Em cada coprocultura, foram acrescidos 2 m{ de &gua purificada estéril.
Ambos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com os tratamentos arranjados em esquema fatorial 2x7. Os
fatores consistiram de periodo (trés e sete dias de incubagédo) e de extratos
(166,67; 133,33; 100,00; 66,67; 33,33 mg.g'1 de COP; controle negativo;

controle positivo).

Experimento lll: para avaliacdo da eficdcia do extrato aquoso das
folhas do pequizeiro, o extrato foi diluido em &gua purificada estéril e
utilizaram-se 2 m{ para cada tratamento, obtendo-se as concentracdes 66,67;
50,00; 33,33; 25,00; 16,67 e 8,33 mg.g"l de COP. O experimento foi realizado
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com sete repeticbes, em delineamento inteiramente casualizado, com os
tratamentos arranjados em esquema fatorial 2x8. Os fatores consistiram de
periodo (trés e sete dias de incubacao) e de extratos (66,67; 50; 33,33; 25;
16,67 e 8,33 mg.g™* de COP; controle negativo; controle positivo).

Nos trés experimentos, apés a adicdo dos tratamentos, as
coproculturas foram mantidas a temperatura ambiente, por duas horas.
Posteriormente, em cada amostra dos experimentos | e Il, foi adicionada
vermiculita, na quantidade para completar 2 g, somando-se ao p6 da planta.
Para o experimento Ill, foram adicionados 2 g de vermiculita. Apés a
homogeneizagéo, incubaram-se os cultivos em estufa BOD & 28°C durante
trés e sete dias.

ApOs esses periodos de incubacdo, realizou-se a leitura das
coprocultura, adicionando-se agua destilada até a borda de cada copo. Os
cultivos foram cobertos com a tampa de uma placa de petri, virados
bruscamente e aproximadamente 20 mf de agua purificada foram
adicionados a placa, para as larvas migrarem para fora dos recipientes. Apés
duas horas, as larvas foram coletadas e armazenadas em tubos de ensaio
contendo 1 m{ de formol 10% sob refrigeracdo a 4°C até a contagem.

As larvas foram visualizadas e quantificadas em microscépio 6ptico na
objetiva de 10x, utilizando-se uma camara de Sedgewick. O namero total de
larvas observado foi dividido por dois e o resultado, expresso em larvas
desenvolvidas por grama de fezes (LDPG).

Para larvas infectantes provenientes das coproculturas de sete dias,
foram confeccionadas laminas coradas com lugol e o género Haemonchus,
identificado, utilizando-se a chave de Keith (1953), apés visualizacdo em

microscopia 6ptica com objetiva de 40x.
2.5 Inibic&o da eclodibilidade

Os ovos foram recuperados pela metodologia adaptada de
Bizimenyera et al. (2006). As fezes coletadas foram maceradas,
homogeneizadas, lavadas e filtradas em peneiras com tamis contendo poros
de 1000, 106, 53 e 20 um. Posteriormente, os ovos coletados da Ultima

peneira foram distribuidos em tubos de 14 m!{ e centrifugados a 2000 rpm por
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seis minutos. O sobrenadante foi descartado e completaram-se os tubos com
solucéo salina hipersaturada para a ressuspenséo do sedimento, centrifugou-
se novamente e o sobrenadante foi lavado na peneira de 20 ym, com agua
purificada até a retirada total da solugdo salina. A solucdo de ovos e agua
purificada foi armazenada em Béquer e padronizou-se a concentracao
aproximada de 100 ovos em 100 pf.

Para avaliar a eficacia do extrato aquoso das folhas do pequizeiro, foi
utilizada a metodologia in vitro, para a deteccéo de resisténcia anti-helmintica
adaptada de Coles et al. (1992). O extrato foi diluido em agua purificada
estéril, para a obtengéo das concentracBes a serem testadas.

Em placas de microdiluicdo contendo 150 { de solugdo, com
aproximadamente 200 ovos, foram adicionados 150 pf das diluicdes do
extrato aquoso das folhas, obtendo-se as concentragdes finais: 15,00; 7,50;
3,75 e 1,88 mg de.m{™. Como controle positivo, foram adicionados 150 pf de
fosfato de levamisol (Protall VP®, Vallée, Minas Gerais, Brasil) na
concentragdo de 15 mg.m{*. Para o controle negativo, adicionaram-se 150 j{
de agua purificada. As placas foram homogeneizadas, cobertas com filme
plastico e incubadas em estufa BOD a 28°C por 72h. ApOs esse periodo,
foram adicionados 100 pf de formaldeido a 10% e as placas foram
armazenadas sob refrigeracéo (4°C) para posterior contagem.

Para cada repeticdo, foram contados, em microscépio 6ptico na
objetiva de 10x, ovos blastomerados, ovos larvados e larvas de 1° estagio
(L1). O experimento foi realizado com oito repeticbes por tratamento, em um

delineamento inteiramente casualizado.
2.6 Determinagdo do teor total de proantocianidinas

Quantificou-se o teor total de taninos condensados (proantocianidinas)
nos extratos aquosos da casca do fruto e das folhas de Caryocar brasiliense,
conforme metodologia descrita por Hiermann et al. (1986), onde se utilizou
solvélise catalisada por acido com n-BuOH/HCI 37% (95:5). A leitura da
absorbéncia das solucdes foi realizada a 540 nm, sendo os valores
expressos como cloreto de cianidina. Para os resultados, obteve-se a média

de trés determinacdes, seguida do desvio-padrao.
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2.7 Andlises estatisticas

Para a determinacdo da porcentagem de eficacia na inibicdo do
desenvolvimento larval, empregou-se a formula abaixo, adaptada de Borges
(2003):

% Eficacia = 100 — [(LDPG do grupo tratado / LDPG do grupo controle
negativo) x 100]

A eficacia média de inibicdo da eclodibilidade foi calculada pela férmula
adaptada de Coles et al. (1992):

% Eficacia = 100 x [1 — (L1 / nimero inicial de ovos)]

Os dados referentes aos valores de LDPG foram previamente
transformados em Log (x + 10). No teste de inibicAdo da eclodibilidade, o
numero de L1 e de ovos ndo eclodidos observados por parcela foi convertido
em valores relativos ao nimero inicial em cada repeticdo. Os dados obtidos
foram submetidos & andlise de varidncia e as médias, comparadas pelo teste
Duncan até 5% de probabilidade. Com a analise de regressédo probit do
pacote estatistico SAEG® 9.1 (2007), foram determinadas as concentragfes
para inibir 50% (CLso) e 90% (CLg) do desenvolvimento larval, apds sete dias

de incubagéo, e da eclodibilidade.

3 RESULTADOS
3.1 Inibicéo do desenvolvimento larval

O po6 bruto da casca do fruto do pequizeiro apresentou elevadas
eficacias para a inibicdo do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus
para ambos os periodos avaliados. Apés trés dias, os metabdlitos presentes
poderiam ter inibido a eclosédo e/ou degradado as L1. Nos dois periodos, as
médias de larvas para as concentracdes 166,67 e 133,33 e 100,00 mg.g™* de
coprocultura (COP) foram estatisticamente semelhantes aquelas observadas
para o controle com o anti-helmintico comercial (p<0,05). Somente para a
concentracdo 33,37 mg.g™" de COP, o LDGP para trés dias de incubacéo foi
significativamente inferior, quando comparado ao periodo de sete dias (TAB.
1).
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TABELA 1

Média de larvas de Haemonchus contortus por grama de fezes em
coproculturas tratadas com p6 bruto das cascas do fruto de Caryocar
brasiliense, ivermectina, agua purificada estéril e suas respectivas eficacias

na inibicdo do desenvolvimento larval apés trés e sete dias

Concentracéo Trés dias Sete dias
(mg.g™ de Média LDPG  Eficacia ~ Média LDGP  Eficacia
coprocultura) +DP (%) +DP (%)
166,67 0,0x0,0Aa 100,0 0,0+x0,0Aa 100,0
133,37 0,0x0,0Aa 100,0 0,0+x0,0Aa 100,0
100,00 10+x22Aa 99,5 10,0+ 9,4 Ab 97,4
66,67 802 7Aab 95,9 140+ 195Ab 96,3
33,37 228+243ADb 88,2 111,0+49,2Bc 70,7
CN 193,0+£1374Ac . 379,0+133,2 Ad
CP 0,0+x0,0Aa 100,0 20+2,7Aab 99,5

Notas: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas
nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05). Coeficiente de variacéo = 13,08%. LDPG: larvas desenvolvidas por
grama de fezes; DP: desvio padrédo; CN: controle negativo — agua purificada
estéril; CP: controle positivo — solugdo de ivermectina (16 ug.ml"l).

Fonte: Da autora.

O p6 das folhas do pequizeiro também apresentou relevante acdo anti-
helmintica, na inibicdo do desenvolvimento larval. Contudo percebe-se que
as trés maiores concentragfes apresentaram eficacias superiores para o
periodo de sete dias, inferindo-se que os metabolitos presentes nas folhas

sdo mais eficientes na inibicdo do desenvolvimento larval (TAB. 2).
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TABELA 2

Média de larvas de Haemonchus contortus por grama de fezes em
coproculturas tratadas com pé bruto das folhas de Caryocar brasiliense,
ivermectina, agua purificada estéril e suas respectivas eficacias na inibicédo

do desenvolvimento larval apés trés e sete dias

Concentracdo Trés dias Sete dias
(mg.g™ de Média LDPG  Eficacia ~ Média LDGP  Eficacia
coprocultura) +DP (%) +DP (%)
166,67 39+42Ba 92,1 0,0+x0,0Aa 100,0
133,37 6,3+3,8Ba 87,4 0,0+x0,0Aa 100,0
100,00 24,7+145Bb 51,2 24+29Aa 99,7
66,67 383+£34,2ADb 23,2 69,9+495ADb 91,9
33,37 96,3+ 40,5Ac 0,0 841,5+208,9Bc 3,0
CN 499+409Ab . 867,4+171,1Bc
CP 0,14+0,2Aa 99,7 0,0x0,0Aa 100,0

Notas: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas
nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05). Coeficiente de variacéo = 10,84%. LDPG: larvas desenvolvidas por
grama de fezes; DP: desvio padrédo; CN: controle negativo — agua purificada
estéril; CP: controle positivo — solugdo de ivermectina (16 ug.ml"l).

Fonte: Da autora.

O extrato aquoso das folhas do pequizeiro apresentou maiores
efichcias no periodo de sete dias, o que sugere melhor inibicdo do
desenvolvimento larval do que na eclosdo dos ovos ou degradacdo das L1.
As eficacias nas concentragdes 66,67 e 50,00mg.g'l de coprocultura foram
superiores a 90% e nao se diferiram do controle positivo no periodo de sete
dias, quanto ao nimero de LDGP (TAB. 3).



TABELA 3

Média de larvas de Haemonchus contortus por grama de fezes em
coproculturas tratadas com extrato aquoso das folhas de Caryocar
brasiliense, ivermectina, agua purificada estéril e suas respectivas eficacias

na inibicdo do desenvolvimento larval apés trés e sete dias

Concentracdo Trés dias Sete dias
(mg.g" de ~\iédia LDPG  Eficacia Média LDGP Eficacia
coprocultura) +DP (%) +DP (%)
66,67 8,3x58Aa 75,5 259+19,2Bb 97,2
50,00 79+89Aa 76,7 440+ 346Bb 95,2
33,33 34,6 £ 18,2 Abc 0,0 151,3+36,6 Bc 83,6
25,00 52,3+40,4Ac 0,0 1920+ 77,1Bc 79,2
16,67 259+314Aab 23,1 568,1+1249Bd 38,3
8,33 33,7+ 14,6 Abc 0,9 9240+ 1476 Be 0,0
CN 33,4+28,3Abc " 920,9+182,2Be
CP 11,0+ 13,1Ba 67,1 31+43Aa 99,7

Notas: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas
nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05). Coeficiente de variacdo = 10,48%. LDPG: larvas desenvolvidas por
grama de fezes; DP: desvio padrdo; CN: controle negativo — agua purificada
estéril; CP: controle positivo — solugdo de ivermectina (16 ug.ml"l).

Fonte: Da autora.

As concentracdes letais CLsy € Clgg, €m mg.g'1 de COP apés sete dias
de incubacdo foram, respectivamente: 23,30 e 53,16 para o pd bruto da
casca dos frutos (GRAF. 1); 46,04 e 64,80, para o p6 bruto das folhas
(GRAF. 2) e 18,79 e 38,55, para o extrato aquoso das folhas (GRAF. 3).
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3.2 Inibicdo da eclodibilidade

Observou-se resposta dose-dependente para o extrato aquoso das
folhas do pequizeiro, na inibicdo da eclodibilidade de larvas, aumentando a
eficacia, em funcédo da concentracdo. Todas as concentracdes testadas se
diferiram estatisticamente do controle negativo, quanto a média de L1 (TAB.
4).

TABELA 4

Eficacias do extrato aquoso das folhas de Caryocar brasiliense e fosfato de

levamisol, na inibicdo da eclodibilidade de Haemonchus contortus

Concentracéo Média OB Média OL Média L1 Eficacia
(mg.m&™) +DP +DP +DP (%)
15,00 0,0+x0,0b 173,7+40,1a 24,7+112Db 89,31
7,50 10+11b 1546 +23,5b 40,9+ 16,6 c 82,33
3,75 20+£20hb 63,4+£259c 108,3+50,4d 53,19
1,88 40+3,1b 205+13,0e 1925+439e 16,76
CN 20+13b 16+35f 231,3+926f
CP 169,0+235a 59,6+169d 0,0+x0,0a 100,00
CV (%) 21,46 17,48 13,56

Notas: Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem-se
estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). DP: desvio padréo;
CN: controle negativo — agua purificada; CP: controle positivo — fosfato de
levamisol (15mg.m2'1); CV: coeficiente de variagcdo; OB: ovos blastomerados;
OL: ovos larvados; L1: larvas de primeiro estagio.

Fonte: Da autora.

A média de ovos blastomerados (FIG. 1A) foi estatisticamente
semelhante ao controle negativo, demonstrando que o extrato n&o inibiu o
desenvolvimento embrionario. Entretanto atuou de forma moderadamente
eficaz na inibicdo da eclosao das larvas, ja que houve elevadas médias de

ovos larvados (FIG. 1B).
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FIGURA 1 - Ovos de Haemonchus contortus provenientes de ovinos
(Objetiva de 10X)
a) Ovo blastomerado
b) Ovo larvado

Fonte: Da autora.

As larvas L1 eclodidas apresentaram-se degradadas para todas as
concentracbes avaliadas do extrato aquoso das folhas do pequizeiro, como

verificado na FIG. 2.

FIGURA 2 - Larvas de primeiro estagio (L1) de Haemonchus contortus

provenientes de ovinos (Objetiva de 10X)
a) L1 degradada pela acéo do extrato aquoso das folhas do
pequizeiro
b) L1 sem degradacgé&o (grupo controle negativo)
Fonte: Da autora.
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Para as concentra¢des 3,75 e 1,88 mg.mll'l além da degradacao,

observou-se larvas com deformagéo estrutural (FIG. 3). Essas observagfes
sugerem que o extrato aquoso das folhas possivelmente atue com melhor

eficacia nas larvas do que nos ovos do nematédeo.

a ¢ b _ c

FIGURA 3 - Larvas de primeiro estagio (L1) de Haemonchus contortus
provenientes de ovinos (Objetiva de 10X)
a) e b) L1 deformadas pela acéo do extrato aquoso das folhas
do pequizeiro
c) L1 sem deformacéo (grupo controle negativo)

Fonte: Da autora.

Na inibicdo da eclodibilidade as CLgsy e ClLgg do extrato aquoso das

folhas do pequizeiro, foram 3,78 e 12,31 mg.m{", respectivamente (GRAF. 4).
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GRAFICO 4 - Probabilidade de ecloséo de larvas de Haemonchus contortus
de ovinos, em funcdo da concentracdo do extrato aquoso das folhas de
Caryocar brasiliense

Fonte: Da autora.



3.3 Determinacdo do teor de proantocianidinas

O teor de taninos condensados, expresso como cloreto de cianidina,
do extrato aquoso das cascas do fruto do pequizeiro foi 0,27% 0,03, 0 que
corresponde a 2,7 mg.g'l de extrato. No extrato aquoso das folhas, foi de

0,83% 0,05, correspondendo a 8,3 mg.g'1 de extrato.
4 DISCUSSAO

De acordo com a classificacdo proposta pela World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology, um produto é efetivo ao promover
eficicia anti-helmintica superior a 90%; moderadamente efetivo, entre 80 a
90%; pouco efetivo, entre 60 e 80% e nédo efetivo, em niveis abaixo de 60%
(POWERS et al, 1982). Assim, verifica-se que as quatro maiores
concentracbes testadas dos pés das cascas do fruto e das folhas do
pequizeiro apresentaram potencial elevado para a inibicdo do
desenvolvimento larval. Quanto ao extrato aquoso das folhas, as duas
maiores concentracdes também apresentaram eficacia superior a 90%.

Nogueira et al. (2012a) também constataram o potencial anti-
helmintico de Caryocar brasiliense. Esses autores reportaram eficacias
superiores a 90%, para o extrato aquoso das cascas do fruto, nas
concentracbes 7,5 e 15 mg.m{’, na inibicdo da eclodibilidade de
Haemonchus contortus, sendo a ClLgy de 7,35mg.mt"1. Comparando a Clgg
verificada por esses autores com aquela observada nesta pesquisa, pode-se
constatar que o extrato aquoso das cascas do fruto do pequizeiro apresentou
melhor eficacia na inibicdo da eclodibilidade e no desenvolvimento larval do
que o extrato aquoso das folhas.

Adamu et al. (2010) também encontraram resultados satisfatorios para
0 extrato aquoso das folhas de acanto (Acanthus montanus). Esses autores
obtiveram médias de eficacias de 90,2 e 92,5%, para as concentracdes de
100 e 200 mg.m{’"l, respectivamente, na inibicdo do desenvolvimento larval
apo6s quatro dias de avaliagdo, onde as larvas foram colocadas diretamente
nos extratos. Para a inibicdo da eclodibilidade, as médias foram superiores a

91%, a partir da concentragdo de 25 mg.mt’"l.
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Silveira et al. (2012) avaliaram o extrato aquoso de sisal (Agave
sisalana) e verificaram eficacias superiores a 90% para concentracdes acima
de 15 mg.m{*, na inibicdo da eclodibilidade de Haemonchus contortus. As
ClLso e Clgs, foram, respectivamente, 6,90 e 24,79 mg.m['l. Na inibicdo do
desenvolvimento larval, onde as larvas foram incubadas com o extrato, a
eficacia de 91,8% foi detectada para a concentragdo de 0,06 mg.m{™.

Na literatura cientifica, sdo relatadas menores CLgq para a inibicao do
desenvolvimento larval, comparadas aquelas observadas na presente
pesquisa. Provavelmente, esse fato decorre da metodologia utilizada, sendo
gue os relatos anteriormente descritos testaram os extratos em contato direto
com as larvas. Nesta pesquisa, a coprocultura quantitativa simulou o
ambiente natural das larvas, que se desenvolvem no bolo fecal dos
hospedeiros (NERY et al., 2010).

Nas folhas do pequizeiro, foram identificados compostos secundarios,
como taninos condensados, taninos hidrolisaveis, flavonoides, terpenoides
(BEZERRA et al., 2002; PAULA-JUNIOR et al., 2006) e saponinas (PAULA-
JUNIOR et al., 2006). No extrato aquoso da casca do fruto verificou-se
presenca de taninos totais e catequéticos, de saponinas, de flavonoides, de
catequinas, de esteroides e de xantonas (NOGUEIRA et al., 2012a).

Estudos tém reportado que os metabdlitos secundarios das plantas
apresentam efeitos em ovos, larvas ou adultos de nematodeos
gastrintestinais. Pesquisas recentes evidenciam a atividade anti-helmintica de
taninos (GITHIORI et al., 2006; HOSTE et al., 2006; KETZIS et al., 2006;
MINHO et al., 2008; NOVOBILSKY et al., 2011).

Os taninos condensados apresentaram eficacia sobre Trichostrongylus
colubriformes e Haemonchus contortus, ao serem administrados por via oral
em ovinos (BUTTER et al., 2000; MAX et al., 2005). Ao avaliarem os efeitos
do extrato de Onobrychis viciifolia, planta rica em taninos sobre os
nematdédeos do abomaso de pequenos ruminantes, Brunet et al. (2008)
constataram que o extrato reduziu, significativamente, a capacidade de
penetracdo dos nematédeos Haemonchus contortus e Teladorsagia
circumcincta, na mucosa digestiva e, ao adicionarem polivinilpolipirrolidona,

um inibidor de taninos, as alteracdes nos nematddeos foram minimizadas.
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A acéo indireta dos taninos condensados envolve a capacidade de se
ligar as proteinas dietéticas, protegendo-as da degradacdo ruminal,
promovendo aumento do fluxo de absorcdo de aminoacidos no intestino
delgado, o que favorece a resposta imune contra 0s nematodeos.
Diretamente, podem interagir com as proteinas da cuticula do nematédeo,
degradando-os (HOSTE et al., 2006). Estudos recentes mostraram que, em
contato com extratos de sanfeno (Onobrychis viciifolia), ricos em taninos
condensados, larvas infectantes apresentaram alteracdo da hipoderme,
vesiculas no citoplasma e degeneracdo e ou morte das células musculares e
intestinais (BRUNET et al., 2011).

Os teores de taninos condensados verificados nesta pesquisa foram
inferiores aos de outras plantas com potencial anti-helmintico. Marie-
Magdeleine et al. (2010) verificaram, para o extrato aquoso das folhas de
mandioca (Manihot esculenta), 14,1% +1,0 e 25,0% %0,8, com os padrdes
com quebracho, comumente utilizado e com a prépria mandioca,
respectivamente. Esses autores afirmaram que a utilizacdo de dois padrbes
diferentes mostrou limitagdo do método com o padrdo quebracho, que
subestimou o conteudo de taninos condensados, o que ocorre em fungéo das
diversas possibilidades estruturais desse metabdlito entre diferentes espécies
vegetais. Novoblsky et al. (2011) verificaram, para os extratos de Onobrychis
viciifolia, Lotus pedunculatuse e Lotus corniculatus, 12,5; 19,4 e 9,4% de
taninos condensados, respectivamente.

Além dos taninos, estudos diversos tém comprovado a acdo anti-
helmintica de outros compostos secundarios que também estdo presentes
nos extratos da casca do fruto e das folhas do pequizeiro como as saponinas
(ADEMOLA; ELOFF, 2010; EGUALE et al., 2007) e flavonoides (BARRAU et
al., 2005). Como a composigédo fitoquimica das cascas do fruto e das folhas
do pequizeiro se assemelha, é possivel que as diferencas, quanto ao
potencial anti-helmintico decorram da propor¢cdo dos metabdlitos em cada
parte da planta.

Athanasiadou et al. (2007) admitem que a eficacia dos extratos
vegetais pode variar com a biodisponibilidade dos compostos nos diferentes

compartimentos do trato gastrointestinal do animal parasitado e também com
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a especificidade do parasita. Isso reflete em resultados divergentes entre
testes in vitro e in vivo. Assim, apds a comprovacao de acdo anti-helmintica
in vitro das plantas, é necessaria a avaliacao da eficacia in vivo, para indicar
a melhor forma de utilizagdo no controle das verminoses, além de verificar a

existéncia de efeitos prejudiciais com a realizacao de testes de toxicidade.

5 CONCLUSAO

Os pobs brutos das cascas do fruto e das folhas do pequizeiro
apresentam eficacias elevadas, na inibicdo do desenvolvimento larval de
Haemonchus contortus de ovinos, em concentra¢des iguais ou superiores a
66,67 mg/g de coprocultura. O extrato aquoso das folhas apresenta eficacia
elevada, na inibicdo do desenvolvimento larval e moderada, na inibicdo da
eclodibilidade de ovos de H. contortus. Dessa forma, cascas do fruto e folhas
de C. brasiliense apresentam potencial para o controle alternativo da

haemonchose ovina.
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CAPITULO 4 - TOXICIDADE AGUDA DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Caryocar brasiliense CAMBESS (CARYOCARACEAE) EM
CAMUNDONGOS

RESUMO

Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae) é nativo do Cerrado e
importante fonte de alimento e renda para a populacao desse bioma, além de
possuir potencial medicinal. Entretanto os metabdlitos ativos podem possuir
acdo toxica. Assim, objetivou-se avaliar a toxicidade aguda dos extratos
aquosos das cascas do fruto e das folhas do pequizeiro em camundongos de
ambos 0s sexos, por via intraperitoneal. Os extratos aquosos foram obtidos a
guente, pelo método adaptado de decocgéo. Os extratos foram diluidos em
agua para injetaveis e filtrados em membrana milipore. As diluicdes 500,0;
250,0; 125,0 e 62,5 mg.kg'1 de peso corporal foram utilizadas para o extrato
das cascas do fruto e para o extrato das folhas 300,0; 150,0; 75,0; 37,5 e
18,75 mg.kg'de peso corporal. Utilizaram-se quatro fémeas e quatro machos
por grupo, para o experimento de toxicidade das cascas do fruto e seis
fémeas e seis machos por grupo, para as folhas do pequizeiro. Administrou-
se agua para injetaveis nos grupos controles de ambos experimentos. Os
sinais clinicos e 6bitos foram registrados até 14 dias apds a administracéo.
As DL,y e DLgy foram estimadas com andlise de regressdo probit e
corresponderam, respectivamente, a 89,6 e 149,8 mg.kg'l de peso corporal,
para o extrato das cascas do fruto. Para o extrato das folhas, as DL € DLsg
foram 33,35 e 67,01 mg.kg™ de peso corporal, respectivamente. Conclui-se
que os extratos aquosos avaliados sdo classificados como muito téxicos
quando administrados por via intraperitoneal em camundongos de ambos os

sexos e que o extrato das folhas apresenta doses letais menores.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense. Mortalidade. Mus musculus. Pequi.

Via intraperitoneal.
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CHAPTER 4 - ACUTE TOXICITY OF AQUEOUS EXTRACTS OF Caryocar
brasiliense CAMBESS (CARYOCARACEAE) IN MICE

ABSTRACT

Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae) is native from Cerrado and
important source of food and income for the population of this biome, besides
having medicinal potential. However, the active metabolites may have toxic
effects. Thus, it was objectified to assess the acute toxicity of aqueous
extracts of fruit peels and leaves pequizeiro in mice of both genders, by
intraperitoneally route. The aqueous extracts were obtained by the hot, by the
method adapted of decoction. The extracts were diluted in water for injection
and filtered through Millipore membrane. Dilutions 500.0, 250.0, 125.0 and
62.5 mg.kg'1 of body weight were used to extract from the bark of the fruit and
the leaves extract 300.0, 150.0, 75, 0, 37.5 and 18.75 mg.kg'l of body weight.
It was used four females and four males per group, for the experiment of
toxicity of the fruit peels and six males and six females per group, for leaves
pequizeiro. It was administered in water for injection control groups of both
experiments. The clinical signs and deaths were recorded up to 14 days after
administration. The LD, and LDsy were estimated with analysis of probit
regression and corresponded, respectively, to 89.6 and 149.8 mg.kg'l of body
weight, for the extract the shells of the fruit. For the extract of leaves, DL, and
DLs, were 33.35 and 67.01 mg.kg"l of body weight, respectively. It is
concluded that the agueous extracts evaluated are classified as very toxic
when administered intraperitoneally in mice of both genders and that the leaf

extract presents smaller lethal doses.

Keywords: Caryocar brasiliense. Mortality. Mus musculus. Pequi.

Intraperitoneal Route.
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1 INTRODUCAO

Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), arvore do Cerrado,
possui ampla distribuicdo no Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (MAIA et al.,
2008). O nome popular desse vegetal varia conforme a regido de ocorréncia,
sendo 0s mais comuns: pequi, piqui, piquia-bravo, améndoa-de-espinho,
grédo-de-cavalo, pequia, pequia-pedra, pequerim, suari e piquia (SANTOS et
al., 2004). A frutificagcao é anual entre os meses de setembro a fevereiro. Em
Minas Gerais, a floragéo estende-se de setembro a novembro e a frutificacéo,
de novembro a fevereiro (CARVALHO, 2009; VERA et al., 2005).

O pequizeiro possui grande importancia socioecondmica, uma vez que
os frutos sé@o explorados de forma extrativista por popula¢gdes que se inserem
no bioma Cerrado, constituindo em fonte de alimentacdo e de renda, e a
planta como um todo, utilizada na agroindUstria, na fabricagdo de cosméticos
e na medicina popular (BELO, 2009).

Quanto ao uso terapéutico do pequizeiro, diversas pesquisas tém
reportado o potencial alelopatico, antifingico, leishmanicida, bactericida,
moluscicida, antioxidante, antinflamatério e hipotensivo (BEZERRA et al.,
2002; MARTINS et al., 2009; MIRANDA-VILELA et al., 2009; MOREIRA et al.,
2008; PASSOS et al., 2002; PAULA-JUNIOR et al., 2006; ROESLER et al.,
2008). Além disso, estudos anteriores comprovaram a acao anti-helmintica
do extrato aquoso das cascas do fruto contra nematédeos gastrintestinais de
ovinos, demonstrando grande potencial no controle alternativo das
verminoses em ruminantes (NOGUEIRA et al., 2012a).

Kerr et al. (2007) reportam que as folhas do pequizeiro, nos estados de
Minas Gerais e Goias, sdo utilizadas na alimentacdo de rebanhos bovinos,
caprinos, ovinos e, em algumas localidades, na alimentacdo de galindceos.
Esse relato corrobora a possivel utilizagdo dessa espécie vegetal, uma vez
gue, a principio, ndo estaria promovendo efeitos toxicos na alimentacdo dos
animais. Entretanto, para a seguranca em sua utilizacdo, sdo necessarias
pesquisas acuradas para determinacdo de toxicidades aguda e crdnica para

0s animais.



A atividade terapéutica das plantas esta relacionada, principalmente,
aos metabolitos secundarios, destinados a protecdo contra herbivoria no
organismo vegetal (CHAGAS, 2004). Entretanto, além da capacidade de
cura, podem ser potencialmente toxicos, dependendo da dosagem e da
forma de administracdo. Mesmo com a ampla utilizacdo do fruto na
alimentacdo humana, apenas uma pequisa avaliou a toxicidade dessa
espécie vegetal, indicando que o extrato hidroalcodlico do farelo da casca do
fruto apresentou toxicidade em camundongos, por via intraperitoneal
(ALMEIDA et al., 2010).

Apesar de ndo terem sido verificados registros na literatura sobre a
intoxicacdo de animais e seres humanos com a ingestdo de qualquer parte
de C. brasiliense, estudos para determinar a toxicidade sao imprescindiveis,
considerando as potencialidades na alimentacdo e medicinal. Dessa forma,
objetivou-se avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso das cascas dos
frutos e das folhas de pequi em camundongos fémeas e machos, por via

intraperitoneal.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Farmacologia e
Parasitologia Animal do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais, localizado na cidade de Montes Claros, norte de

Minas Gerais, Brasil.

2.1 Selecéo do material vegetal

Na selecdo do material vegetal, foram utilizadas cascas do fruto,
compostas por epicarpo e por mesocarpo externo, e folhas do pequizeiro,
coletadas em regides de cerrado do norte de Minas Gerais. As amostras
foram identificadas e armazenadas em exsicata n° 338, no Herbario Montes
Claros, localizado na Universidade Estadual de Montes Claros.

Apos a coleta, eliminaram-se as amostras lesionadas ou deterioradas
e, posteriormente, procederam-se a lavagem e a sanitizacdo com solucao de
hipoclorito de sddio, na concentragdo de 2% (v/v), por 15 minutos (SILVA;
GALLO, 2003).
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2.2 Obtencdo dos extratos aquosos

Para a producéo dos extratos aquosos, as cascas dos frutos e folhas
foram desidratadas em estufa, com circulacéo forcada de ar a 40°C até obter
peso constante. Posteriormente, foram trituradas, identificadas e
armazenadas em freezer a 4°C negativos. Esses materiais foram suspensos
em agua destilada estéril, homogeneizados e incubados em banho-maria a
60°C, durante 60 minutos. Procederam-se a filtracdo dos extratos aquosos
em funil com algodéo e a distribuicdo em placas de Petri para a desidratacao
em estufa, com circulacdo forcada de ar, a 40°C (KRYCHAK-FURTADO,
2006; NERY et al. 2010).

Os poés dos extratos aquosos obtidos foram diluidos em agua para
injetaveis (Al) e filtrados em membrana milipore de 22 um, com o auxilio de
bomba a vacuo, em capela de fluxo laminar, para evitar contaminacdo. A
matéria seca de subamostras dos extratos diluidos e filtrados foi determinada
em estufa a 105°C (CUNNIF, 1995).

2.3 Teste de toxicidade aguda por via intraperitoneal

Os procedimentos adotados nos testes de toxicidade aguda foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG,
conforme o registro 42/2008 (ANEXO A). Realizaram-se testes piloto com
numero reduzido de animais antes de cada experimento, para determinar as
faixas de dosagens a serem avaliadas.

Para a avaliacdo da toxicidade aguda, utilizou-se metodologia
adaptada de Tahraoui et al. (2010). Os experimentos dos dois extratos foram
realizados em tempos diferentes, permitindo o melhor acompanhamento dos
animais. Em ambos os experimentos, foram utilizados camundongos adultos
jovens, com idade aproximada de sete semanas, albino (Mus musculus) da
linhagem Swiss.

Inicialmente, realizou-se o teste de toxicidade aguda do extrato aquoso
das cascas do fruto, por via intraperitoneal, nas doses 500,00; 250,00; 125,00
e 62,50 mg.kg™" de peso corporal (PC), comparando-se com o controle que
recebeu 1 m{ de Al. Foram utilizados quatro animais fémeas, com média de

peso de 43,20 g e quatro machos, com média de peso de 49,12 g, por grupo.
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Posteriormente, procedeu-se ao teste de toxicidade do extrato aquoso
das folhas de pequi, analisando-se as doses 300,00; 150,00; 75,00; 37,50 e
18,75 mg.kg™ PC. Foram utilizados seis camundongos fémeas, com média
de peso de 39,50 g, e seis machos, com média de peso de 44,82 g, para
cada dosagem e controle, inoculado com 1 m{ de Al.

Foi realizada aplicacdo em dose Unica, em funcéo do peso individual e
respeitando-se a capacidade de volume intraperitoneal. Os animais foram
separados por tratamento e acondicionados em gaiolas plasticas com tampa
de inox, forradas com maravalha. Durante todo periodo experimental,
forneceram-se agua e racdo comercial (Labina®, Purina, S&do Paulo, Brasil)
ad libitum.

O comportamento e a mortalidade foram observados nos tempos 5, 10,
30, 60 minutos, quatro e oito horas apdés a aplicagdo. Posteriormente,
verificaram-se 0s mesmos parametros a cada 24 horas até o décimo quarto
dia, quando os ultimos sobreviventes e o controle foram eutanasiados (SILVA
et al., 2007).

2.4 Analise estatistica

Para determinar as doses letais para 10% e 50% da populacdo (DL, €
DLsg), foi empregada a analise de regressao probit do programa estatistico
SAEG® 9.1 (2007). As frequéncias de mortalidade de fémeas e machos nos
dois experimentos foram ainda submetidas ao teste Qui-quadrado, para

observar diferencas entre 0s sexos.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior dose do extrato aquoso das cascas do fruto do pequizeiro
provocou 100% de mortalidade nas fémeas, enquanto, nos machos, 100% de
mortalidade ocorreram nos grupos que receberam as duas maiores
dosagens. Para ambos os sexos, 0s primeiros Obitos foram observados

guatro horas apos a aplicacdo (TAB. 1).
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TABELA 1

Periodo de ocorréncia de mortalidade apés aplicacéo, mortalidade em
namero absoluto e relativo, em fungéo das diferentes doses do extrato
aquoso das cascas do fruto de Caryocar brasiliense Camb. em camundongos

fémeas e machos

Camundongos fémeas Camundongos machos
Mortalidade Mortalidade
Dose (mg.kg™ Dose (mg.kg™
(Mg-kg Periodo n % (Mg-kg Periodo n %
de PC) de PC)
500,00 4 h 4 100 500,00 4-8h 4 100
250,00 24 -48h 3 75 250,00 48-72h 4 100
125,00 72 h 2 50 125,00 48 h 1 25
62,50 . 0 - 62,50 . 0 -

Notas: PC = peso corporal; h = horas; n = nimero absoluto; % = nlimero
relativo.

Fonte: Da autora.

O extrato aquoso das folhas do pequizeiro provocou 100% de
mortalidade para as fémeas, na maior dose, enquanto, nos machos, 100% de
mortalidade ocorreram nas dosagens de 300 e 150 mg.kg'l PC, sendo que os

primeiros 6bitos foram registrados 24 horas ap0s aplicagéo (TAB. 2).
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TABELA 2

Periodo de ocorréncia de mortalidade apés aplicagdo, mortalidade em
namero absoluto e relativo, em fungéo das diferentes doses do extrato
aquoso das folhas de Caryocar brasiliense Camb. em camundongos fémeas

e machos
Camundongos fémeas Camundongos machos
Mortalidade Mortalidade
Dose (mg.kg™ Dose (mg.kg™
(Mg-kg Periodo n % (mg-kg Periodo n %
de PC) de PC)
300,00 24 h 6 100 300,00 24-48h 6 100
150,00 24-48h 5 83,3 150,00 24-48h 6 100
75,00 48 h 4 66,7 75,00 48h-6d 3 50
37,50 96 h 2 333 37,50 . 0 -
18,75 . 0 - 18,75 . 0 -

Notas: PC = peso corporal; h = horas; d = dias; n = numero absoluto; % =
namero relativo.

Fonte: Da autora.

Em ambos experimentos, ndo houve diferenca significativa entre as
frequéncias de mortalidade de fémeas e machos. Nos dois experimentos, a
resposta foi dose dependente, ocorrendo aumento da mortalidade, com
elevacdo progressiva da concentragdo dos extratos. As DL, e DLsy obtidas
para o extrato aquoso das cascas do fruto do pequi foram, respectivamente,
de 89,6 mg.kg"l PC (intervalo de confiangca a 95% = 78,08 — 99,54 mg.kg'1
PC) e 149,8 mg.kg"l PC (intervalo de confianca a 95% = 138,52 — 161,95
mg.kg™ PC) (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 — Dose letal mediana do extrato aquoso das cascas dos frutos
de Caryocar brasiliense administrado por via intraperitoneal a
camundongos

Nota: Regressao polinomial da dose-resposta: y = 0,0014x* — 0,947x +

160,99; R* = 0,9861; n = 4

Fonte: Da autora.

Para o extrato aguoso das folhas, obtiveram-se, respectivamente, as
DL,y e DLsy de 33,35 mg.kg"l PC (intervalo de confianga a 95% = 28,5 —
37,78 mg.kg™ PC) e 67,01 mg.kg™ PC (intervalo de confianca a 95% = 61,20
- 73,38 mg.kg™ PC) (GRAF. 2).
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GRAFICO 2 - Dose letal mediana do extrato aquoso das folhas de Caryocar

brasiliense administrado por via intraperitoneal a camundongos
Nota: Regressdo exponencial da dose-resposta: y = 200,18e %% R? =
0,9931; n = 6.

Fonte: Da autora.
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Segundo Schvartsman (1980), em uma escala crescente de toxicidade,
0 numero 1 representa substancias praticamente atoxicas, com DLg, superior
a 15 g.kg™ PC e 6, as supertéxicas, com DLs, inferior a 5 mg.kg™ PC. Dessa
forma, os extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas de pequi
apresentaram grau de toxicidade quatro para ambos os sexos, pois as DLsg
situaram-se entre 50 a 500 mg.kg® PC, sendo classificados como muito
téxicos.

O comportamento dos camundongos observado nos experimentos foi
semelhante entre fémeas e machos. Logo apés a aplicacdo, houve aumento
da frequéncia respiratéria e reacdo de fuga para todos os tratamentos,
mesmo apis cessarem esses sinais nos grupos controle. As doses de 500 e
250 mg.kg™ PC do extrato aquoso das cascas do fruto e 300, 150 e 75
mg.kg'1 PC e folhas de pequi determinaram dificuldade de locomocgéo e
incoordenagdo motora até o Obito. Aos 10 minutos apds, os sintomas mais
observados para essas dosagens foram dispneia e prostragéo.

Os grupos que foram tratados com as duas menores dosagens dos
extratos da casca do fruto e das folhas do pequizeiro aboliram os sintomas
totalmente entre duas e quatro horas apds a inoculagéo, respectivamente. Os
animais do grupo controle normalizaram o comportamento cinco minutos
apos a aplicac@o da 4gua para injetaveis.

Quadros clinicos semelhantes foram registrados por Almeida et al.
(2010), ao administrarem extrato hidroalcodlico do farelo da casca do fruto do
pequi por via intraperitoneal em camundongos. Esses autores observaram
que os efeitos foram de estimulantes a depressivos cinco minutos apés a
administragcéo do extrato.

As fémeas sobreviventes dos tratamentos com 250 mg.kg™ PC do
extrato da casca do fruto e 150 mg.kg™ PC do extrato da folha recuperaram-
se dos sintomas descritos anteriormente, respectivamente, trés e quatro
horas apos a aplicacédo. Entretanto, os animais sobreviventes que receberam
75 mg.kg'l PC do extrato das folhas apresentaram melhora clinica somente
24 horas ap0s a inoculagao.

Para ambos experimentos, foram observadas alteracfes

comportamentais semelhantes. Possivelmente, porque a composicdo
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fitoquimica da casca do fruto e das folhas seja préoxima. Os bioativos ja
identificados nas folhas correspondem aos grupos dos taninos condensados,
dos taninos hidrolisaveis, dos flavonoides e dos terpenoides (BEZERRA et
al., 2002; PAULA-JUNIOR et al., 2006) e das saponinas (PAULA-JUNIOR et
al., 2006). Testes fitoquimicos qualitativos com a casca do fruto de pequi
indicaram a presenca de saponinas, de taninos totais, de taninos
catequéticos, de flavonoides, de catequinas, de esteroides e de xantonas
(NOGUEIRA et al.,, 2012a). No extrato etandlico da casca do fruto,
identificaram-se compostos fendlicos, como taninos hidrolisaveis e acido
fendlico, além de flavonoides (ROESLER et al., 2008).

Os animais inoculados com 500 mg.kg" PC do extrato aquoso das
cascas do fruto apresentaram espasmos, movimentos de pedalagem e
decubito lateral ou abdominal antes do 6bito. Entre os compostos
secundarios apresentados pela casca do fruto e folhas, as saponinas e os
taninos podem provocar sintomas nervosos (FERREIRA et al.,, 2009;
HERVAS et al., 2003).

Ferreira et al. (2009) relataram, em bovinos intoxicados
experimentalmente com favas de Stryphnodendron fissuratum, por via oral, a
ocorréncia dos mesmos sintomas, além de incoordenagdo motora, dispneia,
taquipneia e respiracdo abdominal, associada as saponinas da planta,
designadas como stryphnosideos (HARAGUCHI et al., 2006; YOKOSUKA et
al., 2008).

Em ovelhas, 3 g.kg'1 PC da formulacdo comercial de tanino de
quebracho (Schinopisis balansae), por via intraperitoneal, promoveram
fraqueza e depresséo fisica no quinto dia apds a aplicacédo, observando-se
decubito, taquicardia e taquipneia no oitavo dia, possivelmente associados
aos taninos (HERVAS et al., 2003).

As saponinas triterpénicas promovem a abertura de grandes canais de
célcio e potéassio-dependentes nas membranas de neurdnios e células
musculares, provocando hiperpolarizagdo e supressdo da atividade elétrica
(MCMANUS et al., 1993). Alabdul Magid et al. (2006a, 2006b, 2006c)
identificaram, aproximadamente, 35 saponinas triterpénicas em Caryocar

glabrum e C. villosum, denominadas caryocarosideos.
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As saponinas ainda possuem atividade citotoxica, ao formarem
complexos com o colesterol e esteroides da membrana celular, promovem a
formagdo de poros e aumentam a permeabilidade, além de alterarem
carboidratos da superficie celular, resultando em hemodlise (GAUTHIER et al.,
2009). Alabdul Magid et al. (2006c) constataram que as saponinas
bidesmosidicas de Caryocar glabrum sdo menos hemoliticas quando
comparadas as monodesmosidicas, pois a ruptura aumenta com o maior
namero de unidades de carboidratos ligados na posicéo trés do aglicona.

A toxicidade dos taninos pode ser direta ou indireta e relaciona-se a
inibicAo enzimética, a indisponibilizacdo de substratos e a acgdo nas
membranas, pois possuem capacidade de se complexarem a proteinas,
polissacarideos e ions, como ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio e
calcio (OKONKWO et al., 2010; SANTOS; MELO, 2004).

4 CONCLUSAO

Os extratos aquosos das cascas do fruto e das folhas do pequizeiro
sdo toxicos, por via intraperitoneal, em camundongos fémeas e machos,
sendo que o extrato das folhas apresentou DLg, mais baixa. Portanto, futuros
estudos devem avaliar a toxicidade de Caryocar brasiliense por outras vias e
para outras espécies de animais, considerando as possiveis diferengcas nas
composicdes fitoquimicas e nas concentragbes dos compostos para
diferentes partes dessa planta.
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