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RESUMO

A produgdo de ruminantes é importante para economia de diferentes regides agricolas.
Entretanto um dos grandes obstaculos para a criagcdo sdo as helmintoses gastrintestinais,
gue causam grandes perdas na produtividade. A resisténcia aos anti-helminticos
convencionais dificulta o controle desses nematddeos principalmente em pequenos
ruminantes. Dessa forma, a busca por novas formas de controle é fundamental e a
fitoterapia tem sido destaque como alternativa. A literatura etnofarmacolédgica tem registrado
propriedades medicinais de e anti-helmintica em plantas do género Annona. Annona
crassiflora, conhecida como panda, é espécie de presente no Cerrado e importante para
producéo de frutos saborosos. Nesta pesquisa, os objetivos foram avaliar a composicéo
fitoquimica das folhas dessa planta e seus efeitosin vitro e in vitro para o controle do
nematdédeo Haemonchus contortus em ovinos. Os cromatogramas em HPLC do extrato
aquoso (EA), extrato etandlico (EE) e extrato de acetato de etila (AE) deA.
crassiflora indicaram a presenca de flavonoides. Os teores de tanino para o AE, EE e AE
foram 6,93; 12,05 e 0,64%, respectivamente. No teste de inibicdo da eclodibilidade,o extrato
etandlico foi o mais efetivo, com ClLg, de apenas 8,96 mg/mL. Entretanto, ap0s a remocao
dos taninos, o extrato aquoso foi o mais eficaz, apresentando CLgo de 4,27 mg/mL. Ao
avaliar a inibicdo do desenvolvimento larval, o EA apresentou Clg 69,14 mg/g de
coprocultura. No testes in vivo, foram fornecidas folhas secas de A. crassiflora a 2,759 (ms)
/kg durante trés dias, entretanto ndo foram constatadas eficicias na reducdo de ovos por
grama de fezes e alteragBes no ganho de peso e pardmetros fisiolégicos sanguineos,
comparando-se com o0 grupo de borregos nao tratados. Neste estudo verificou-se alta
eficacia para inibicdo da eclodibilidade e do desenvolvimento larval de H. contortus e apés a
remocéo dos taninos, os extratos foram mais eficientes. Futuros estudos devem avaliar a
administragdo da planta ou de seus extratos em maiores periodos ou maiores doses e em
formulagbes protegidas da acdo ruminal para promover melhor reducdo do OPG em animais

com hemoncose.



ABSTRACT

The production of ruminants is important for the economy of different agricultural regions.
However, one of the great obstacles for the creation is the gastrointestinal helmintoses, that
cause great losses in the productivity. Resistance to conventional anthelminthic makes it
difficult to control these nematodes mainly in small ruminants. In this way, the search for new
forms of control is fundamental and phytotherapy has been highlighted as an alternative. The
ethnopharmacological literature has registered medicinal and anthelminthic properties in
plants of the genus Annona. Annona crassiflora, known as Pand, is a species present in the
Cerrado and important for the production of tasty fruits. In this research, the objectives were
to evaluate the phytochemical composition of the leaves of this plant and its in vitro and in
vitro effects for the control of the nematode Haemonchus contortus in sheep. High
performance liquid chromatographychromatograms of the aqueous extract (AE), ethanolic
extract (EE) and ethyl acetate (AE) extract of A. crassiflora indicated the presence of
flavonoids. The tannin contents for AE, EE and AE were 6.93; 12.05 and 0.64%,
respectively. In the hatchability inhibition test, ethanolic extract was the most effective, with
CLg of only 8.96 mg / mL. However, after the removal of the tannins, the aqueous extract
was the most effective, presenting LCq of 4.27 mg / mL. When evaluating inhibition of larval
development, EA presented CLgg 69.14 mg / g coproculture. In the in vivo tests, dry leaves of
A. crassiflora were given at 2.75g (ms) / kg for three days, however no efficacy was found in
fecal egg reduction per gram of feces and changes in weight gain and physiological
parameters,comparing with the group of untreated lambs. In this study, high efficacy was
observed for inhibition of hatchability and larval development of H. contortus and after the
removal of tannins, the extracts were more efficient. Future studies should evaluate the
administration of the plant or its extracts in longer periods or higher doses and in
formulations protected of the ruminal action to promote better reduction of eggs per gram of

feces in animals with haemonchosis.
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INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade explorada em quase todos os continentes, em
diferentes climas, relevos e vegetacdes. No entanto, somente em alguns paises a atividade
apresenta expressdo econdmica e € conduzida, na maioria dos casos, de forma empirica e
extensiva, com baixos niveis de tecnologia (LEITE, 2000).

As verminoses sdo ocasionadas por nematddeos, que se alojam no trato
gastrintestinal de ovinos e prejudicam o desempenho e a lucratividade. Esses helmintos
ocasionam perda de peso, comprometem a conversdo alimentar, desnutricdo e menor
crescimento e fertilidade, além ocasionar 6bito em quadros grave (VIEIRA, 2005).

O tratamento frequente dos ovinos com anti-helminticos tem sido a Unica medida de
controle das helmintoses gastrintestinais adotada por criadores (CHARLES, 1995). Esses
produtos sdo compostos quimicos que apresentam diferentes mecanismos de acao contra
0s nematddeos. Em virtude do elevado custo desses produtos e do pouco esclarecimento
técnico, produtores e tratadores utilizam sub ou superdosagens, com periodicidade
inadequada, o que consequentemente favorece a selecdo de parasitos resistentes e a
contaminagdo dos animais e do ambiente com residuos medicamentosos.

A resisténcia aos produtos anti-helminticos é o principal problema para o tratamento
da helmintose ovina e, juntamente com as perdas diretas e indiretas, pode comprometer ou
até inviabilizar essa atividade. Desta forma, o controle desses parasitos somente com anti-
helminticos tem se mostrado ineficaz (GENNARI; AMARANTE, 2006). Assim, tem se
tornado de grande importancia a busca por outros métodos de controle, com o objetivo de
superar essa resisténcia e manter o controle efetivo dos parasitas nos rebanhos
(MOLENTO; PRICHARD, 2001).

Existe uma necessidade de se repensar o uso do anti-helminticos, bem como
desenvolver novas abordagens no controle de parasitas (WALLER, 1995). Idealmente, isto
pode implicar uma abordagem integrada, incluindo o controle bioldgico, frequéncia reduzida
de tratamentos com anti-helminticos sintéticos, racas resistentes a parasitas, bem como a
utilizagcdo de plantas com propriedades antiparasitarias.

A atividade terapéutica dos vegetais esta relacionada aos metabdlitos secundarios,
que possuem como principal fungdo 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).

Apesar da grande variabilidade de plantas com relatos de atividade anti-helmintica,
poucos compostos bioativos promotores dessa agdo nematicida ja foram identificados
(GHISALBERTI, 2002). Em contraste a medicina humana, a fitoterapia ndo € tdo
desenvolvida na medicina veterinaria (HAMMOND et al., 1997). GIRAO et al. (1992),

relataram que dentre as espécies de plantas utilizadas no tratamento de varias doencas,
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algumas sao conhecidas como anti-helminticas. Entretanto, poucas foram avaliadas
cientificamente (HAMMOND et al., 1997).

A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e 2300 espécies,
distribuidas em paises de clima tropical e subtropical (ALALI et al., 1999). O género Annona,
gue possui mais de 120 espécies catalogadas, € muito apreciado no Brasil, por fornecer
frutos comestiveis, como Annona crassiflora (araticum), Annona squamosa (fruta do conde)
e Annona muricata (graviola). Os frutos sdo normalmente consumidos in natura ou usados
em sucos, sobremesas e sorvetes (CORREA, 1984). Casca, folhas, raizes, frutos e
sementes de espécies de Annona tém sido utilizados na medicina popular contra diabetes,
malaria e infeccdes (SOUSA et al., 1991).

Annona crassiflora (‘araticum' ou 'marolo’) é uma espécie nativa de arvore do
Cerrado pertencente as Annonaceae (LORENZI, 1998; SILVA, 2001). O fruto de A.
crassiflora é apreciado por seu cheiro e sabor. A polpa da fruta é consumida in natura, e é
também utilizado para preparar licor, doces, sorvetes e bolos (RIBEIRO et al., 2000).

Extratos de A. crassiflora sementes também sédo usadas na medicina popular para
tratar picadas de cobra (CORREIA, 1984). Santos et al. (1996) purificou um composto de
sementes de A. crassiflora, denominado araticulin, que mostraram citotoxicidade em células
humanas de carcinoma do pulmdo e melanoma, ao passo que 0s extratos obtidos a partir
de folhas de A. crassiflora mostrou propriedades antifingica (SILVA et al., 2001). Devido a
importancia da espécie, frutos de A. crassiflora sdo frequentemente sendo coletadas no
Cerrado (extrativismo).Machado et al (2015) indicaram que o extrato etanélico de folha de A.
crassiflora tem um bom potencial como fonte nematicida natural.

Os tratamentos com extratos de sementes e folhas de A. crassiflora apresentaram
99,43% e 89,81% de eficacia anti-helmintica, respectivamente. Os demais extratos nao
apresentaram eficacia significativa, sendo estatisticamente iguais ao tratamento com agua.
Os extratos de semente e folhas de A. crassiflora, apresentaram eficicia anti-helmintica de
99,43% e 89,81%, respectivamente, e representam alternativas promissoras para o controle
das helmintoses de ovinos, que poderdo ser confirmadas apds testes de toxicidade e
avaliagbes in vivo, para a obtencdo de anti-helminticos naturais, de facil aquisi¢cdo, baixo

custo e com menores impactos ambientais negativos (NOGUEIRA et al, 2009).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das folhas de Annona crassiflora sobre o controle de Haemonchus

contortus em ovinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os principais componentes com acao anti-helmintica.

Caracterizar extratos das folhas com e sem taninos e os efeitos na inibicdo da

eclodibilidade.

Analisar a eficicia in vivo para redugdo de ovos do nematdédeo em fezes de ovinos

alimentados com a folha da espécie.

Analisar os parametros sanguineos dos animais tratados com A. crassiflora
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Capitulo 1. Reviséo de literatura

Eficacia anti-helmintica de Annonaceae

1 INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade explorada em quase todos os continentes, em
diferentes climas, relevos e vegetacdes. No entanto, somente em alguns paises a atividade
apresenta expressdo econdmica e € conduzida, na maioria dos casos, de forma empirica e
extensiva, com baixos niveis de tecnologia (LEITE, 2000).

As verminoses sao ocasionadas por nematédeos, que se alojam no trato
gastrintestinal de ovinos e prejudicam o desempenho e a lucratividade. Esses helmintos
ocasionam perda de peso, comprometem a conversdo alimentar, desnutricdo e menor
crescimento e fertilidade, além ocasionar 6bito em quadros grave (VIEIRA, 2005).

O tratamento frequente dos ovinos com anti-helminticos, empregado por criadores,
tem sido a Unica medida de controle das helmintoses gastrintestinais (CHARLES, 1995).
Esses produtos sdo compostos quimicos que apresentam diferentes mecanismos de acao
contra 0s nematdédeos. Em virtude do elevado custo desses produtos e do pouco
esclarecimento técnico, produtores e tratadores utilizam sub ou superdosagens, com
periodicidade inadequada, o que consequentemente favorece a selecdo de parasitos
resistentes e a contaminacdo dos animais e do ambiente com residuos medicamentosos
(VIEIRA, 2012).

A resisténcia aos produtos anti-helminticos é o principal problema para o tratamento
da helmintose ovina e, juntamente com as perdas diretas e indiretas, pode comprometer ou
até inviabilizar essa atividade. Dessa forma, o controle desses parasitos somente com anti-
helminticos tem se mostrado ineficaz (AMARANTE, 2004). Assim, tem se tornado de grande
importadncia a busca por outros métodos de controle, com o0 objetivo de superar essa
resisténcia e manter o controle efetivo dos parasitas nos rebanhos (MOLENTO; PRICHARD,
2001).

Existe uma necessidade de se repensar o uso do antihelminticos, bem como
desenvolver novas abordagens no controle de parasitas (WALLER, 1995). Idealmente, isto
pode implicar uma abordagem integrada, incluindo o controle biolégico, frequéncia reduzida
de tratamentos com antihelminticos sintéticos, racas resistentes a parasitas, bem como a
utilizacdo de plantas com propriedades antiparasitarias (VIEIRA, 2012).

A atividade terapéutica dos vegetais esta relacionada aos metabdlitos secundarios,
que possuem como principal fungéo 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).
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Apesar da grande variabilidade de plantas com relatos de atividade anti-helmintica,
poucos compostos bioativos promotores dessa acdo nematicida ja foram identificados
(GHISALBERTI, 2002). Em contraste a medicina humana, a fitoterapia ndo é tdo
desenvolvida na medicina veterinaria (HAMMOND et al., 1997). GIRAO et al. (1992),
relataram que dentre as espécies de plantas utilizadas no tratamento de varias doengas,
algumas s&o conhecidas como anti-helminticas. Entretanto, poucas foram avaliadas
cientificamente (HAMMOND et al., 1997).

A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e 2300 espécies,
distribuidas em paises de clima tropical e subtropical (ALALI et al., 1999). O género Annona,
que possui mais de 120 espécies catalogadas, € muito apreciado no Brasil, por fornecer
frutos comestiveis, como Annona crassiflora (araticum), Annona squamosa (fruta do conde)
e Annona muricata (graviola). Os frutos sdo normalmente consumidos in natura ou usados
em sucos, sobremesas e sorvetes (CORREA, 1984). Casca, folhas, raizes, frutos e
sementes de espécies de Annona tém sido utilizados na medicina popular contra diabetes,
maléria e infeccdes (SOUSA et al., 1991).

Annona crassiflora (‘araticum' ou 'marolo’) € uma espécie nativa de &rvore do
Cerrado pertencente as Annonaceae (LORENZI, 1998; SILVA, 2001). O fruto de A.
crassiflora & apreciado por seu cheiro e sabor e apolpa é consumida in natura e também
utilizado para preparar licor, doces, sorvetes e bolos (RIBEIRO et al., 2000).

Extratos de A. crassiflora sementes também s&do usados na medicina popular para
tratar picadas de cobra (CORREIA, 1984). Santos et al. (1996) purificou um composto de
sementes de A. crassiflora, denominado araticulin, que mostraram citotoxicidade em células
humanas de carcinoma do pulm&o e melanoma, ao passo que os extratos obtidos a partir
de folhas de A. crassiflora mostrou propriedades antifingica (SILVA et al., 2001). Devido a
importancia da espécie, frutos de A. crassiflora sdo frequentemente sendo coletadas no
Cerrado (LORRENZI et al, 2002).

Em estudos preliminares, os tratamentos com extratos de sementes e folhas de A.
crassiflora apresentaram 99,43% e 89,81% de eficacia anti-helmintica para nematddeos
gastrintestinais de ovinos, respectivamente. Entretanto a eficacia de utilizacdo desses
metabolitos precisa ser confirmada apds testes de toxicidade e avaliagdes in vivo, para a
obtencdo de anti-helminticos naturais, de facil aquisicdo, baixo custo e com menores
impactos ambientais negativos. (NOGUEIRA et al., 2009).

1.1 HELMINTOSES GASTRINTESTINAIS

A ocorréncia das helmintoses gastrintestinais € um dos grandes obstaculos para o
desenvolvimento pleno da criacdo de ruminantes em todo o mundo, principal em paises de
clima tropical (COLGRAVE et al., 2008; MILLER et al., 2011). E considerado o maior

entrave para a producdo de pequenos ruminantes. (BASSETO et al., 2009; LIU et al., 2011).
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Uma alta mortalidade principalmente para animais mais jovens e matrizes ovinas e
caprinas, no periparto é associada com reducdo do ganho de peso, da producao leiteira e
do desempenho reprodutivo dos animais (BORGES et al., 2001; MILLER et al., 2011). A
morbidade é elevada e os animais jovens que se recuperam podem constituir refugos na
criacdo (COLGRAVE et al., 2008; GRAMINHA et al., 2001; MILLER et al., 2011). Leva-se
em consideragdo que alguns animais infectados, aparentemente saudaveis, ndo conseguem
atingir o potencial maximo de produtividade, aumentando os custos da producéo, além de

serem potenciais reservatorios (GIROTTO et al., 2008).

2. CONTROLE DAS HELMINTOSES GASTRINTESTINAIS

Com o objetivo de acabar com os prejuizos causados por nematddeos
gastrintestinais, ao longo dos anos, o uso de anti-helminticos, com distintas bases quimicas
tem sido amplamente aplicado (CONDI et al., 2009). Os grupos de anti-helminticos de
amplo espectro mais usados sdo 0s benzimidazéis (como sulfoxido de albendazol), os
agonistas nicotinicos (imidazotiazéis e hidropirimidinas) e as lactonasmacrociclicas
(avermectinas) (COLES et. al, 2006; STEAR et al., 2007). As salicilanilidas e os
nitrofendis,sdo dois outros grupos de espectro restrito que tém sido utilizados para o
controle de Haemoncus contortus em ovinos (COLES et al., 2006).

As interacdes parasita/hospedeiro sdo essenciais a adocdo de métodos de controle
efetivo bem como o conhecimento da epidemiologia das helmintoses (ARAUJO et al., 2004).
E fundamental identificar as épocas criticas de contaminac&o para indicar as vermifugacoées,
que sdo os tratamentos taticos adotados em determinadas regides de acordo com as
variagdes climéticas (SAUERESSIG, 2001).

Muitos estudos tém buscado alternativas de controle para complementar o uso dos
anti-helminticos sintéticos de acordo com Almeida et al. (2007),. Dentre essas solugdes,
diferentes técnicas de manejo tém sido adotadas (RUAS; BERNE, 2001). 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). Uma vez que parte do ciclo
biolégicos desses parasitas ocorre nas pastagens (CEZAR et al., 2008).

O pastejo rotacionado é uma das estratégias de manejo que pode interromper o ciclo
dos parasitas, de acordo com Cézar et al. (2008). Porém, € preciso 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
adocdo do diferimento de areas, bem como a descontaminacdo prévia das pastagens,
também pode ser utilizada, principalmente para introduzir os animais mais suscetiveis
(AMARANTE, 2004).

A alternancia de categorias e/ou de espécies de hospedeiros no pastejo € outra

estratégia de manejo utilizada. Animais adultos eliminam fezes em grande volume, mas com
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OPG baixo, o que diminui a quantidade de larvas nas pastagens (COLES, 2006). A
alternancia com outras espécies ajuda no controle, pois quando as larvas infectantes séo
ingeridas por um hospedeiro ndo preferencial, 0 nematédeo tem o estabelecimento e a

reproducéo dificultados ou interrompidos Amarante (2004).

3. RESISTENCIADE NEMATODEOS AOS ANTI-HELMINTICOS CONVENCIONAIS

A utilizacdo dos vermifugos quimicos tem sido realizada ao longo dos anos, sem
conhecimento da epidemiologia e das interacBes parasita e hospedeiro, 0 que interfere na
populacdo parasitaria (ARAUJO et al., 2004). O desconhecimento sobre o assunto induziu
tratamentos indiscriminados com esses produtos sintéticos, utilizando subdosagens e com
diagnésticos equivocados, com baixa rotatividade entre as bases anti-helminticas (SOUZA
et al., 2008).

Essas préaticas induzem selecdo de populacdes de nematddeos resistentes aos
farmacos e em determinados casos, houve resisténcia mdltipla a diferentes bases
farmacoldgicas (MEJIA et al., 2003). E sucede que diversos nematédeos possuem
caracteristicas genéticas que favorecem o desenvolvimento da resisténcia aos anti-
helminticos, entre elas estéo as rapidas taxas na evolucdo da sequéncia de nucleotideos e
grande populagdo efetiva, possibilitando elevada diversidade genética (BLOUIN et al.,
1995). Dessa forma, possuem meios de assegurar a disseminacao dos genes da resisténcia
além de apresentarem potencial genético para responder contra os farmacos quimicos
(KAPLAN, 2004).

Os nematddeos gastrintestinais tém apresentado um aumento expressivo na
manifestagdo de resisténcia as principais classes de anti-helminticos nas criagdes de ovinos
de muitos paises nos ultimos 20 anos (TAYLOR et al., 2009). O primeiro relato de um
isolado de Trichostrongylus colubriformis resistente a moxidectina foi feito por Le Jambreet
al. (2005) na Austrdlia. Quatro rebanhos analisados na Escécia, apresentaram resisténcia
as bases dos trés grupos de anti-helminticos de amplo espectro segundo Sarginsonet al.
(2007). O primeiro relato de resisténcia de Trichostrongylus axei ao febendazol foi descrito
por Palcyet al. (2010) na Franca.

Relatos de resisténcia em rebanhos ovinos Também no Brasil hd relatos de
resisténcia em rebanhos ovinos. Rosalinsk-Moraes et al. (2007) verificaram resisténcia a
ivermectina, em 100% dos rebanhos da regido da Associacdo dos Municipios do Alto Irani,
oeste de Santa Catarina, e resisténcia a moxidectina, em 66,7% dos rebanhos do estado.
Resisténcia a moxidectina em um rebanho em Jaboticabal, Sdo Paulo, foi constatada por
Buzzulini et al. (2007) t. Falbo et al. (2009) registraram, na area central do Parana pela
primeira vez, a ocorréncia de resisténcia de H. contortus ao closantel em cordeiros.

Foi detectada no estado do Mato Grosso do Sul resisténcia dos géneros

Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperiae Oesophagostomum as bases farmacoldgicas
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albendazol, ivermectina, levamisole, triclorfon, moxidectina, closantel e a associacao entre
albendazol, ivermectina e levamisol, em maior ou menor intensidade, sendo o mais
resistente o género Haemonchus (Sczesny-Moraes et al., 2010). Esses autores reportaram
também um caso de resisténcia mdltipla no estado. Duarte et al. (2012) observaram
resisténcia ao albendazol em rebanhos ovinos no norte de Minas Gerais; levando em
consideracdo que os géneros de maior ocorréncia foram Haemonchus e Trichostrongylus,
sendo as larvas do primeiro, as mais prevalentes, mesmo apos o tratamento dos animais.

Existe portanto, evidéncia que a estratégia de controle quimico tem se tornado
ineficaz devido ao aparecimento de populacdes de nematédeos resistentes aos
medicamentos convencionais ( AMARANTE, 2004). Assim, tem se tornado de grande
importancia a busca por outros métodos de controle, com o0 objetivo de superar essa
resisténcia e manter o controle efetivo dos parasitas nos rebanhos (MOLENTO; PRICHARD,
2001).

4. ALTERNATIVAS FITOTERAPICAS PARA CONTROLE DE NEMATODEOS EM
RUMINANTES

Fitoterapia € o processo que consiste no tratamento por meio da utilizacdo de plantas
e tem sido praticada por toda a populagdo 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).

Entretanto, por ser uma alternativa sustentdvel ao uso de quimioterapicos, tem
aumentado o interesse em propriedades antiparasitarias nos extratos de plantas
(ATHANASIADOU et al.,, 2007). Conforme Krychak-Furtado (2006), a fitoterapia pode
também contribuir para aumentar os lucros da criagdo, uma vez que pode reduzir 0s custos,
com a utilizagdo dos farmacos convencionais.

A atividade terapéutica dos vegetais esta relacionada aos metabdlitos secundarios,
que possuem como principal funcédo 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 observagbes. Entretanto o nimero de estudos controlados, que
visam a verificagcdo, a validagao e a quantificacédo da atividade medicinal dessas plantas tem
aumentado significativamente nos ultimos anos (ATHANASIADOU et al., 2007).

Apesar da grande variabilidade de plantas com relatos de atividade anti-helmintica,
poucos compostos bioativos promotores dessa ag¢do nematicida ja foram identificados
(GHISALBERTI, 2002). Em contraste a medicina humana, a fitoterapia ndo €& tdo

desenvolvida na medicina veterinaria (HAMMOND et al., 1997). GIRAO et al. (1992),
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relataram que dentre as espécies de plantas utilizadas no tratamento de varias doencas,
algumas sao conhecidas como anti-helminticas. Entretanto, poucas foram avaliadas
cientificamente (HAMMOND et al., 1997).

5. FAMILIA ANNONACEAE

A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e 2300 espécies,
distribuidas em paises de clima tropical e subtropical (ALALI et al., 1999). O género Annona,
que possui mais de 120 espécies catalogadas, € muito apreciado no Brasil, por fornecer
frutos comestiveis, como Annona crassiflora (araticum), Annona squamosa (fruta do conde)
e Annona muricata (graviola). Os frutos sdo normalmente consumidos in natura ou usados
em sucos, sobremesas e sorvetes (CORREA, 1984). Casca, folhas, raizes, frutos e
sementes de espécies de Annona tém sido utilizados na medicina popular contra diabetes,
maléaria e infec¢bes (SOUSA et al., 1991). Essas atividades, no ambito fitoquimico, foram
inicialmente atribuidas aos alcaldides, constituintes quimicos muito comuns nessa familia,
identificados em varias partes das plantas, pertencendo principalmente as classes
benziltetraidroisoquino-linicos, aporfinicos e oxaporfinicos (ALALI et al., 1999). Diversas
atividades biolégicas tém sido relacionadas a outra classe de compostos naturais isolados
nesta familia, as acetogeninas, sendo isoladas em praticamente todas as partes da planta
(ALALI et al., 1999).

As acetogeninas sdo derivadas de acidos graxos de cadeia longa isoladas
exclusivamente a partir de plantas pertencentes a familia Annonaceae (PETTIT et al., 2008).
Esses produtos naturais apresentam ampla variedade de propriedades biolégicas, tais como
atividades citotéxica, imunossupressora, pesticida, antiparasitaria e antimicrobiana, e tem
sido despertado interesse crescente devido ao potencial para inibir células resistentes a
multiplos farmacos (BERMEJO et al., 2005).

Diferentes espécies de Annona tém apresentado efeitos nematicidas. Em ensaio in
vitro, foi observado que o extrato aquoso de Annona senegalensis promoveu reducao
significativa no desenvolvimento de ovos de Haemonchus contortus (Alawaet al., 2003).
Danget al. (2011) também confirmaram o efeito nematicida de extratos metandlicos e de
acetato de etila de sementes de Annona squamosa contra os nematédeos parasitas de
plantas Meloidogyne incognita e Bursaphelenchu sxylophilus.

Outro estudo conduzido por Ferreira e colaboradores (2013) demonstrou a eficacia
do extrato aquoso de Annona muricatacontra ovos, larvas e vermes adultos de H. contortus.
Recentemente, a pesquisa de Machado et al. (2015) revelou que o extrato de folhas de A.
crasssiflora apresentou alta atividade contra Caenorhabditi selegans quando comparadas
com o controle positivo sintético. Essa potente acdo nematicida observada no extrato
hidroalcodlico pode ser relacionada aos conhecidos compostos nematicidas presentes nela.
Metabdlitos importantes sdo &cido férmico, toxico em nematédeo expostos (Djianet al.,

1994) e &cido y-aminobutirico, que paralisar masculos dos helmintos (Perry et al., 2004).
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Trigonelina, presente no extrato hidroalcéolico de A. crassiflora, desempenha um papel
importante na resisténcia das plantas ao ataque de patdgenos e possui atividade inibitéria
contra acetilcolinesterase, que representa alvo de varios nematicidas comerciais
(Satheeshkumaret al., 2010).

Outra classe de componentes quimicos desse género de planta sdo os flavonoides,
que tém efeitos importantes sobre a quimioprevencdo e terapia do céncer. Santos e
Salantino (2000) estudaram flavonoides foliares de Annonaceae e relataram a presenca de
kaempferol e quercetina (flavonoides) em A. crassiflora. Um grande nimero de cientistas
relatou que alguns flavonoides tém atividades antimutagénica e anticancerigenas contra
agentes genotéxicos (Santos, Salantino, 2000; Galati, O’'Brien, 2004).

Undegeret al. (2004) relataram que a quercetina foi capaz de reduzir
significativamente a ruptura da cadeia de DNA induzida por mitomicina C em linfécitos
humanos. Além disso, campferol e quercetina foram capazes de inibir a hemdlise,
peroxidacao de lipideos e formacédo de radicais peréxidos, exercendo atividade antioxidante
potente (NG et al., 2003). Embora o0 mecanismo de acdo da quercetina e outros flavonoides
para proteger contra danos no DNA e a potencialidade contra carcinogénese sejam
desconhecidos, sugere-se que os flavonoides sequestrantes podem atuar como
antioxidantes de radicais livres, inibidores de crescimento de células tumorais, indutores de
apoptose, moduladores da reparacdo do DNA ou inativadores cancerigenos (Lee et al,
20083;. Duthie, Dobson, 1999).

5.1 Annona crassiflora

Annona crassiflora (‘araticum' ou 'marolo’) é uma espécie nativa de arvore do
Cerrado pertencente as Annonaceae (LORENZI, 1998; SILVA, 2001). O fruto de A.
crassiflora é apreciado por seu cheiro e sabor. A polpa da fruta é consumida in natura, e
também utilizada para preparar licor, doces, sorvetes e bolos (RIBEIRO et al., 2000).

Extratos de A. crassiflora sementes também s&o empregados na medicina popular
para tratar picadas de cobra (CORREIA, 1984). Santos et al. (1996) purificou um composto
de sementes de A. crassiflora, denominado araticulin, que mostraram citotoxicidade em
células humanas de carcinoma do pulm&o e melanoma, ao passo que 0s extratos obtidos a
partir de folhas de A. crassiflora mostrou propriedades antifingica (SILVA et al., 2001).
Devido a importancia da espécie, frutos de A. crassiflora sdo frequentemente sendo
coletadas no Cerrado (extrativismo). Além disso, a ocupagdo agricola do Cerrado esta
impedindo a regeneragédo natural de espécies.

Em estudo preliminar, Machado et al.(2015) indicaram que o extrato etandlico de
folha de A. crassiflora tem um bom potencial como fonte nematicida natural. Verificou-se
também que os tratamentos com extratos de sementes e folhas de A. crassiflora
apresentaram 99,43% e 89,81% de eficicia anti-helmintica, respectivamente. Os extratos

de semente e folhas de A. crassiflora, apresentaram alternativas promissoras para o
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controle das helmintoses de ovinos, que poderdo ser confirmadas apos testes de toxicidade
e avaliagOes in vivo, para a obtengdo de anti-helminticos naturais, de facil aquisigdo, baixo
custo e com menores impactos ambientais negativos. (NOGUEIRA et al., 2009)

6. Consideracdes finais

O uso de extratos de plantas anonaceas pode representar alternativa promissora
contra helmintos, possibilitando a obtenc&do de novos compostos com acdo nematicida em
parasitos multiresistentes. A bibliografia sobre esses compostos ainda é escassa e fomenta
novas pesquisas sobre a acdo dos metabdlitos secundarios componentes caracteristicos

dessa familia de vegetais contra diferentes classes de parasitos de animais e humanos.
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Resumo

A producéo de ovinos tem se destacado no Brasil, e consequentemente no mundo
de forma muito representativa. Entretanto, tem enfrentado problemas que afetam seu
desempenho e, entre eles, a acdo parasitaria. Para tentar diminuir este entrave, o0s
produtores tém usado de forma sistematica anti-helminticos, juntamente com diferentes
técnicas de manejo. Porém, devido a utilizacdo incorreta desses farmacos tem-se
favorecido a selec@o de populagbes de nematddeos resistentes. Assim, tem aumentado o
interesse em propriedades antiparasitarias de extratos de plantas, por ser uma alternativa
sustentavel ao uso de quimiotergpicos. Annona crassiflora, conhecida como pand, araticum
ou articum, é espécie de vegetal do Cerrado, que tem sido mencionada com uso
nematicida. A literatura etnofarmacolégica registra propriedades medicinais de suas folhas
como medicacdo anti-helmintica. Nesta pesquisa, o estudo fitoquimico de extratos desta
planta permitiu determinar a presenca de flavonoides. Realizaram-se testes de inibicdo de
desenvolvimento larval (IDL), da inibicdo da eclodibilidade (IE) e da reducdo do ovos por
grama de fezesin vivo para a determinacdo da eficacia da agcdo dos extratos e da
administragdo via oral de folhas secas. Para averiguar o comportamento dos metabolitos
secundarios nos organismos dos animais, analisou-se os parametros sanguineos dos
mesmos no periodo da administracéo das folhas. O extrato aquoso das folhas com tanino
apresentou 97,2% de eficicia na concentracdo de 168 mg/ml. Sem o tanino, esta eficcia foi
de 100% na concentracdo de 5 mg/ml. O extrato etandlico com tanino foi eficaz em todas as
concentracdes. Entretanto, com tanino, a eficicia foi de 93%, na concentracdo de 10 mg/ml.
O extrato de acetato de etila com tanino teve eficacia acima de 90% a partir da
concentracao de 84,3 mg/ml. Sem o tanino, a partir da concentracdo de 5 mg/ml, a eficacia

foi superior a 90%. No teste de inibicao do desenvolvimento larval, a eficicia foi acima de 97
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% em todas as concentracdes. No teste in vivo ndo foi constatado eficacia na administracéo
das folhas, porém observou-se um aumento no ganho de peso corporal, ao longo do tempo.
N&o foram observadas alteracbes fisioldgicas em parametros do sangue apds 15 dias da
administragdo de A. crassiflora, o que indica que os metabdlitos da planta ndo promoveram
inibicdo da hematopoiese. Conclui-se que A. crassiflora apresenta grande potencial no
controle da verminose em ovinos, sendo necessario 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: Ovinos, anti-helminticos, extratos de plantas, coprocultura, Cerrado,

Parametros sanguineos, hemoncose.

Abstract

The production of sheep has been prominent in Brazil, and consequently in the world
in a very representative way. However, it has faced problems which affect its performance,
among them the parasitic action. Trying to reduce this barrier, producers have been using
anti-helminths systematically along with different handling techniques. However, due to the
incorrect use of these drugs, the selection of resistant nematode populations has been
favored. Thus, interest in antiparasitic properties of plant extracts has increased, as it is a
sustainable alternative to the use of chemotherapeutics. Annona crassiflora, known as pana,
araticum or articum, is a Cerrado plant species that has been mentioned with nematicidal
use. The ethnopharmacological literature registers medicinal properties of its leaves as
anthelminthic medication. In this research, the phytochemical study of extracts of this plant
allowed to determine the presence of flavonoids. Inhibition of larval development (IDL),
inhibition of hatchability (IE) and reduction of eggs per gram of fecesin vivo were performed
for the determination of the efficacy of extracts and oral administration of dry leaves. In order
to investigate the behavior of the secondary metabolites in the organisms of the animals, the
blood parameters of the animals were analyzed in the period of administration of the leaves.
In the in vitro experiment, the agueous extract of the leaves with tannin presented 97.2%
efficacy at the concentration of 168 mg / ml. Without the tannin, this efficacy was 100% at
the concentration of 5 mg / ml. The ethanolic extract with tannin was effective at all
concentrations. However with tannin, the efficacy was 93%, at the concentration of 10 mg /
ml. The extract of ethyl acetate with tannin had efficacy above 90% from the concentration of
84.3 mg / ml. Without tannin, from the 5 mg / ml concentration, the efficacy was greater than
90%. In the inhibition test of larval development, the efficacy was above 97% at all
concentrations. In the in vivo experiment no efficacy was observed in leaves administration,
but an increase in body weight gain was observed over time. No physiological changes were
observed in blood parameters after 15 days of administration of A. crassiflora, indicating that

the plant metabolites did not promote inhibition of hematopoiesis. It is concluded that A.
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crassiflora presents great potential in the control of helmintosis in sheep, then new tests of
toxicity, by other routes and in animal species of interest, besides in vivo tests with different
forms of preparation are necessary to be indicated as an alternative in the treatment of

gastrointestinal helminthes.

Key words: Sheep, anthelminthic, plant extracts, coproculture, Cerrado, Blood parameters,

hemoncosis.

Introducéo

As infecgdes por helmintos gastrintestinais causam prejuizos a pecuaria e podem
inviabilizar a criacdo de pequenos ruminantes infectados com populacées multirresistentes
aos anti-helminticos (Minho, 2006). Haemonchus contortus, um dos principais nematdédeos
de ovinos, promove anemia hemorragica, edema submandibular, com altas taxas de
mortalidade em cordeiros jovens e ovelhas no periparto (Minho, 2006, Bastos et al.,, 2017).
A hemoncose reduz o ganho de peso e a producéo de carne, |a e leite e ocasionam perdas
financeiras significativas para os produtores de ovinos (Miller et al., 2012; Besier, 2014).

A maioria dos anti-helminticos disponiveis no mercado foi desenvolvida a partir da
década de 1960 e sdo essenciais no controle da verminose (Amarante, Sales, 2007).
Contudo, a resisténcia a esses compostos tem sido detectada para nematédeos de
ruminantes em diferentes continentes (Raza et al., 2016, Ramos et al., 2016, Bastos et al.,
2017).

A constante utilizagdo de anti-helminticos de forma inadequada favorece a sele¢éo de
parasitas resistentes, inviabilizando a criacdo dos animais (Ramos et al., 2016). A utilizacdo
de plantas com efeito anti-helmintico tem representado alternativa promissora para o
controle desses nematédeos, o que tem estimulado pesquisas em abordagens alternativas,
incluindo a fitoterapia (Githiori et al., 2006). O bioma Cerrado ocupa boa parte do Brasil
Central. Dentre as espécies tipicas desse Bioma, Annona crassiflora Mart (Annonaceae),
popularmente conhecida como “pand”, “araticum” é uma das espécies vegetais com ampla
utilizacé@o pela populacdo humana em consequéncia do valor alimenticio dos frutos (Silva et
al., 2001). O género Annona tém demonstrado atividade nematicida contra os nematédeos
Haemonchus sp., Bursaphelenchus sp. e Meloidogyne sp., indicando potencial para o
controle alternativo desses parasitos (Ferreira et al.,2013). Em um estudo avaliou-se o efeito
do extrato aquoso (7,1 mg/ml) das cascas de Annona senegalensis Pers. sobre H. contortus
e observou-se reducgéo significativa de 85% na eclodibilidade de larvas (Alawaet al., 2003).
Em outra pesquisa constatou-se que extrato aquoso da folha de Annona muricataa 50%
inibiu a eclobidilidade desse nematddeo em 84,91% e esse efeito foi dose dependente. Os
autores também constaram redugdo da motilidade de larvas L3 na concentragdo de 25%
(Ferreira et al.,2013).
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Entretanto, ndo se conhece o efeito de extratos de Annona crassiflora sobre esse
nematdédeo. Nesta pesquisa foram avaliados os efeitos das folhas dessa espécie vegetal
sobre a eclodibilidade e desenvolvimento larval de H. contortus. Para identificar os principais
componentes com acdo anti-helmintica, extratos das folhas foram caracterizados e os
efeitos na inibicao da eclodibilidade foram avaliados apds a remocéo de taninos. Analisou-
se também a eficacia in vivo na reducdo de ovos do nematddeo em fezes e o ganho de

peso e parametros sanguineos de ovinos tratados com a folha da planta.

Material e Métodos

Material vegetal

De oito espécimes de A. crassiflora adultas com aproximadamente 5 metros de
altura foram coletadas folhas em margo de 2016 no municipio de Montes Claros/MG/Brasil
(S 16°54'11.4 W 43°52'02.9"). A espécie foi identificada de acordo com caracteristicas
morfolégicas e amostras foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de
Montes Claros, com numero de voucher 3475. As amostras foram minuciosamente
vistoriadas visualmente e os materiais com lesdes ou deterioracdes foram descartados. As
folhas foram desidratadas em estufa com circulagdo forcada de ar (TE 394/4, Tecnal
Equipamentos Cientificos Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), a 40°C + 5 até atingirem peso
constante. Posteriormente, foram moidas e armazenadas em pacotes de papel livres da

incidéncia de luz (Morais-Costa et al., 2015).

Preparo dos extratos

Para o preparo do extrato aquoso (EA), 10g de folhas desidratadas e trituradas foram
adicionadas a 50 mL de agua destilada estéril. Esse material foi incubado em banho-maria a
40°C, por 60 minutos. Para os extratos etandlico e acetato de etila, 100g de folhas
desidratadas e trituradas foram acondicionadas em dois recipientes de vidro &mbar
acrescentando 1000 mL de &lcool ou de acetato de etila. Os frascos foram vedados e
conservados em local escuro em temperatura ambiente durante sete dias. Os extratos
foram filtrados, em funil com algod&o e gaze e desidratados em estufa de circulagéo forcada
de ar a 40°C até atingirem peso constante para remocao dos solventes. Posteriormente,
foram raspados e acondicionados em local fresco, livre da incidéncia de luz e conservados a
4°C (Morais-Costa et al., 2015). Subamostras foram submetidas a determinacdo de matéria
seca para calculo das concentracdes a serem testadas.

Para obtencéo de extratos sem tanino, 1 g do material seco foi dissolvido em 13 mL
de agua quente a 90° C. Apos resfriado em temperatura ambiente foi adicionado 0,2ul de
NaCl a 10%. Posteriormente foi filtrado em filtro de bukner com bomba a vacuo.

Centrifugou-se 1 mL do filtrado a 1800xg por seis minutos com solu¢do de 4mL de gelatina
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a 1%. Os sobrenadantes foram usados para avaliar os extratos sem tanino. Para a
comparacao dos efeitos anti-helminticos dos extratos com e sem tanino, ambos os extratos

foram padronizados a 150 mg/mL.

Determinacdo dos metabdlitos secundarios

A separacao dos metabdlitos secundarios foi realizada por High-performance liquid
chromatography(HPLC). As analises foram realizadas em equipamento Merck-Hitachi
(Alemanha) composto de bomba L-6200A, injetor automatico AS-2000A, detector UV-VIS L-
4250 e integrador D-2500. Utilizou-se coluna de ODS (250 x 4,0 mm d.i., 5 mm, Merck,
Alemanha) fluxo de 1,0 mL/min, temperatura de 40°C, procedendo-se a eluicdo com
gradiente linear de H,O (A) e CH3;CN (B): 0 min 90% A, 10% B; 60 min 10% A, 90% B,
seguido de 5 min de eluicdoisocratica. A deteccao foi realizada no UV a 220 nm. Foram
utilizados solventes grau HPLC (Merck, Alemanha) e a remoc¢do do ar foi realizada por
sonificacdo (Valadares et al., 2003).

Para as analises, as amostras foram dissolvidas em metanol grau HPLC, para
concentragdes de 10 mg/mL e 5 mg/mL, respectivamente, para extratos e fragdes, sendo as
solugbes centrifugadas a 10.000 rpm, durante 10 min, previamente a inje¢cdo. Aliquotas
dessas solug@es (5uL) foram injetadas de modo automatico (Valadares et al., 2003).

O teor total de proantocianidinas (tanino condensado) foi quantificado nos extratos
apos solvolise catalizada por acido com n- BuOH/HCI 37% (95:5), segundo metodologia
previamente descrita (Hiermannet al., 1986). Apds a reagdo com n-BuOH/HCI 37% (95:5),
procedeu-se a leitura da absorbancia da solu¢cdo em espectofotdmetro a 540 nm, sendo os
valores expressos em porcentagem de cloreto de cianidina. Os resultados corresponderam

a média de trés determinag8es, seguidos dos desvios-padrao.

Inibicdo da eclodibilidade

Todos os procedimentos foram desempenhados de acordo com os principios da
experimentac¢@o animal aprovados com o protocolo 275/2013 do Comité de ética de uso de
animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil. Foi utilizada a
metodologia modificada do teste de inibicdo da eclodibilidade para determinar a eficacia
anti-helmintica, proposto pela World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP), segundo Coles et al. (1992). Os ovos foram recuperados por meio
da metodologia adaptada de Bizimenyera et al. (2006). As fezes foram coletadas,
maceradas, homogeneizadas, lavadas e filtradas em tamis de 106, 53 e 20 pm.
Posteriormente, os ovos foram coletados da segunda e terceira tamis e distribuidos em
tubos Falcon de 14 mL e centrifugados a 2.000 rpm por seis minutos.

O sobrenadante foi descartado e completaram-se os tubos Falcon com solucio

hipersaturada para a ressuspensdo do sedimento. Centrifugou-se novamente e o
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sobrenadante foi lavado na peneira de 20 ym, com agua estéril até a retirada total da
solucao salina. A mistura de ovos e agua estéril foi armazenada em Béquer, até 0 momento
de utilizacdo. Os extratos foramdiluidos eméagua purificada estérilpara a obtencdo das
concentragdes a serem testadas.

Em placas de microdiluicdo, foram adicionados 100 pL da mistura das
concentracbes 337,0; 168,5; 84,3; 42,1; 21,6 com tanino e 10,0; 5,0; 2,5; 1,3 e 0,6 mg/mL
dos extratos sem tanino. Foram utilizados 100 pL de fosfato de lavamisol a 0,6 mg/mL como
controle positivo e agua estéril como controle negativo.

As placas, cobertas com filme plastico foram incubadas em estufa BOD
(Biochemical Oxigen Demand) a 28°C por 72h. Apés esse periodo, foram adicionados 100
puL de formaldeido 10% (v/v). Foram armazenadas sob refrigeracdo a aproximadamente
4°C, para evitar a proliferacdo de fungos.

As andlises foram procedidas em microscopio Optico com objetiva de 10x.
Quantificou-se os ovos blastomerados, larvados e as larvas de primeiro estagio (L1). Os
experimentos foram realizados com cinco repeticbes por tratamento, em delineamento
inteiramente casualizado. A eficacia média de inibicdo da eclodibilidade foi calculada por
meio da férmula adaptada de Coles et al. (1992):

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

No teste de inibicdo da eclodibilidade, o nimero de L1 e de ovos ndo eclodidos
observados por parcela foi convertido em valores relativos ao nimero meédio de ovos
iniciais. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste Duncan. A analise de regresséo probit foi usada para estimar as concentracdes
suficientes para inibir 50% (CLsg) € 90% (CLgo) das eclosdes das larvas. As analises foram

processadas no pacote estatistico SAEG 9.1., considerando-se 5% de significancia.

Inibicdo do desenvolvimento larval (IDL)

Foi utilizada a técnica adaptada de coprocultura quantitativa segundo Borges
(2003), modificada por Nery et al. (2010), utilizando-se 2g de fezes para cada coprocultura
(COP). O grupo controle ndo tratado, foi utilizada agua destilada estéril e no grupo tratado
foi adicionado 2 ml de solucdo de fosfato de levamisol (0,3 mg/g). As folhas desidratadas
foram avaliadas nas concentragdes finais de 83,3 a 333,3 mg (ms)/g de COP.

Cada COP foi acrescida de 2g de vermiculita e 2 ml de agua destilada estéril. As
coproculturas foram umedecidas por sete dias com agua purificada. Apds o periodo de
incubacdo, foi adicionada agua estéril até a borda de cada copo. Os cultivos foram cobertos
com placa de petri, virados bruscamente, e adicionou-se 10 mL de 4gua estéril a placa para
as larvas migrarem para fora dos recipientes. Apoés trés horas, as larvas foram coletadas e
armazenadas em tubos de ensaio contendo 1 mL de formol 10% sob refrigeracdo a 4°C até
a contagem. Para visualizacdo das larvas foi utilizado o microscépio Optico na objetiva de

10x, utilizando-se camara de Sedgewick (Nery et al.,2010). O numero total de larvas
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observado foi dividido por dois e o resultado expresso em larvas desenvolvidas por grama
de fezes (LDPG). Para determinar a porcentagem de eficdcia na inibicdo do
desenvolvimento larval, foi utilizada a férmula adaptada de Borges (2003):

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

Os dados referentes aos valores de LGDP foram previamente transformados em
Log (x + 10) e submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Duncan. A andlise de regressdo probit foi empregada para estimar a CLsy € Clgg. As
analises foram processadas no pacote estatistico SAEG 9.1., considerando-se 5% de

significancia

Teste in vivo de reducdo de ovos em fezes

Foram avaliados 16 cordeiros mesticos Santa Inés machos e fémeas, em iguais
proporcdes, com 4 e 5 meses de idade e média de peso corporal (pc) de 25 kg com OPG=0.
Esses animais, foram infectados com aproximadamente 800 larvas infectantes (L3) de H.
contortus por 10 kg pc. A eficacia anti-helmintica e a foi determinada com o teste de
reducéo de ovos nas fezes de acordo com a adaptacédo proposta por Coles et al., (1992).

Os animais foram separados em dois grupos de oito animais cada, considerando a
média de ovos por grama de fezes (OPG), peso e sexo, para formacdo de grupos
homogéneos. Um grupo foi tratado com 2,75 mg (ms)/kg pc de folhas de A. crassiflora
diariamente, em trés dias consecutivos. O outro grupo néo foi tratado. O experimento foi
realizado na manhd, ap6s 12 horas de jejum dos animais. Durante todo o periodo
experimental, os animais permaneceram confinados em baias com piso de areia e
alimentados com concentrado, de acordo com a massa corporal com 200g/dia, premix
mineral, silagem de sorgo e agua a vontade. Os animais foram monitorados quanto a sinais
clinicos e pesados na parte da manha antes da alimentacao no dia do tratamento e nos dias
sete e 14 pés-tratamento. O ganho de peso médio dos grupos foi comparado pelo teste de
Duncan ao nivel de significancia de 5%.

O OPG foi avaliado em dois periodos, com intervalos semanais. Em cada periodo
foi realizado uma média de trés dias (Nogueira et al., 2012, Morais-Costa et al., 2015). A
contagem de ovos foi avaliada nos dois dias anteriores ao tratamento e no dia do
tratamento, com a média utilizada para padronizar os grupos de cordeiros. Posteriormente,
a média OPG foi calculado nos dias 7, 8 e 9 (segundo periodo) e dias 14, 15 e 16 (terceiro
periodo).

A média de OPG foi obtida individualmente para todos os cordeiros com a técnica
de Mc Master modificada com duas repeticbes por animal e com a sensibilidade de
deteccdo de 25 ovos por grama de fezes (Gordon; Whitlock 1939). Amostras de todas as
coletas foram utilizadas para realizacdo de coprocultura para identificacdo do género do

nematodeo e confirmacédo da monoinfec¢ao pelo nematddeo (Ueno; Gongalves, 1998).
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@] experimento foi conduzido em delineamento em parcelas
subdivididas(representadas pelos dois grupos de animais e as subparcelas representadas
pelos periodos). Os dados de OPG foram transformados para logs, (X + 10), submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas com testes de Duncan ao nivel de
significancia de 5%. A férmula adaptada de Coles et al., (1992) foi empregada para
determinar o percentual de redugéo de ovos nas fezes:

Eficacia% = 100 x (1 — média OPG grupo tratado / média OPG grupo controle).

Analises sanguineas

A primeira coleta de sangue ocorreu com 0s animais recém-desmamados, com
aproximadamente quatro meses de idade e livres de nematdédeos gastrointestinais. A
segunda coleta ocorreu 45 dias apés a primeira, com 0s animais infectados e com
haemonchose aguda. Apds essa coleta os animais foram tratados com as folhas de A.
crassiflora, como relatado anteriormente. A terceira coleta ocorreu 15 dias apés a segunda,
com 0s animais com aproximadamente 6 meses de idade. O sangue foi coletado por meio
de puncéo da veia jugular apds assepsia com iodo-PVP | a 1%, utilizando-se tubos plasticos
providos de vacuo. O procedimento foi realizado no periodo da manhd antes do
oferecimento da dieta, obedecendo ao jejum alimentar de 12 horas.

Os tubos contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram destinados para
andlises dos hemogramas em equipamento de contagem eletrdnica (BC 2.800 Vet, Mindray
Medical International LTDA, China) em laboratério terceirizado. O experimento foi conduzido
em delineamento em parcelas subdivididas e as médias foram comparadas por teste de

meédias, a 5% de probabilidade utilizando o pacote estatistico SAEG 9.1.

Resultados

Metabdlitos secundarios de folha de Annona crassiflora

Os cromatogramas registrados por HPLC-DAD mostraram similaridade nos
perfis dos EA, EE e AE, com predominio de picos correspondentes a compostos
polares, com espectro UV compativel com polifendis (Fig. 1 A, B e C). Os dois picos
principais verificados indicaram tempos de retencdo de 6,980 e 7,731, 6,484 e 7,704
e 9,644 e 36,323 min para EA, EE e AE, respectivamente. Os dados dos espectros
de UV foram compativeis com flavonoides (A 279,3 e 278,1 nm para EA e EE
,respectivamente, e A 279,3 e 212,0 nm para AE). As concentra¢fes de taninos dos
extratos aquoso, etandlico e acetato de etila foram, respectivamente, 6,93; 12,05 e
0,64%.
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Fig. 1 — Perfis cromatograficos, obtidos por HPLC, caracteristicas do espectro de UV de

flavonoides (picos 1 e 2) e seus respectivos tempo de retengéo (TR). A - extrato aquoso (TR
= 6,980 e 7,731 min), B - extrato etandlico (TR = 6,484 e 7,704 min) e C - extrato acetato de
etila (TR = 9,644 e 36,323) das folhas de Annona crassiflora.

41



Inibicdo da eclodibilidade

Para o extrato aquoso com e sem tanino, concentracdes iguais ou superiores a
10,53 e 2,5 mg/mL, respectivamente, apresentaram médias de larvas eclodidas
significativamente menores que aquela observada no controle com agua estéril (Tabela 1).
As CLs 50 e 90 foram, respectivamente, 17,99 e 85,48 mg/mL para o extrato com tanino e
respectivamente, 2,7 e 4,27 mg/ml para o extrato sem tanino.

Para os extratos etandlico e acetato de etila, com e sem tanino, concentracfes
iguais ou superiores a 21,6 e 1,3 mg/mL, respectivamente, apresentaram médias de larvas
eclodidas significativamente menores que aquelas observadas nos controles com agua
estéril (Tabela 2 e 3). Para o extrato etandlico com tanino, as CLs 50 e 90 foram 0,037 e
8,95 mg/mL, respectivamente, e para esse extrato sem tanino essas concentracdes foram
estimadas em 2,7 e 7,98 mg/ml, respectivamente. As CLs 50 e 90, foram 12,5 e 81,83
mg/mL, respectivamente, para o extrato acetato de etila com tanino e respectivamente,1,95

e 4,84 mg/mL para esses extrato sem tanino.
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Tabela 1: Valores médios de ovos blastomerados, ovos larvados e larvas de Haemonchus

contortus tratados com extrato aquoso com e sem tanino de folhas de Annona crassiflora Mart.

(Annonaceae)
Tratamentos (mg/mL) Ovos Ovos Larvas Ovos + Eficacia
Blastomerados Larvados Larvas (%)
Com tanino
168,5 21,2° 4,2 ¢ 20" 27,4 97,2
84,3 33.2° 2,2° 9,5° 45,0 86,6
42,1 36,8" 2,5% 12,5°¢ 51,8 82,6
21,0 25,3° 6,0° 35,7° 67,0 49,6
10,53 12,8 ¢ 4,0 ¢ 46,5° 63,3 34,5
Sem tanino
10,0 35° 44,0° 0,0' 47,5 100,0
5,0 2,5° 55,2 0,0' 57,7 100,0
2,5 1,2°¢ 2,0° 495° 52,7 30,3
1,3 0,7° 5,3 67,0°" 73,0 5,6
0,6 1,0° 30% 73,22 77,2
Levamisol (0,6 mg/kg) 85,0° 0,0 0,0' 85,0 100,0
Agua estéril 0° o' 71,02 71,0
CV (%) 23,1 18,2 9,8

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Duncan (P<0,05).
% Eficacia = 100 x [1 — (L1 / nimero inicial de ovos)].

CV = Coeficiente de variagéo.
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Tabela 2: Valores médios de ovos blastomerados, ovos larvados e larvas de Haemonchus

contortus tratados com extrato etandlico com e sem tanino de folhas de Annona crassiflora Mart.

(Annonaceae)
Tratamentos (mg/mL) Ovos Ovos Larvas Ovos + Eficacia
Blastomerados  Larvados Larvas (%)
Com tanino
337,0 22,4° 0,8° 08° 24,0 98,7
168,5 31,8° 40° 1,5¢ 37,3 97,4
84,3 35° 40° 2,5° 10,0 95,7
42,1 33° 45 30° 10,8 94,8
21,6 33° 35¢ 38° 10,6 93,5
Sem tanino
10,0 11,5° 37,82 40° 53,3 93,1
5,0 30° 6,3° 11,8° 21,1 79,8
2,5 1,0° 1,0° 29,0 ¢ 31,0 40,5
1,3 00" 0,0° 445" 44,5 23,3
0,6 0,0° 0,0° 56,5 * 56,5 2,5
Fosf. de levamisol (0,6 50,3 % 0,0° 0,0¢ 50,3 100
mg/kg)
Agua estéril o' 0° 58,0 2 58,0
CV (%) 10,5 16,2 15,7

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas. Teste Duncan (P<0,05).

% Eficacia = 100 x [1 — (L1 / nUmero médio de larvas)].

CV = Coeficiente de variacao.
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Tabela 3: Valores médios de ovos blastomerados, ovos larvados e larvas de Haemonchus

contortus tratados com extrato de acetato de etila com e sem tanino de folhas de Annona

crassiflora Mart. (Annonaceae)

Tratamentos (mg/mL) Ovos Ovos Larvas Ovos + Eficacia
Blastomerados  Larvados Larvas (%)
Com tanino
337,0 0° 0¢ 0° 0 100,00
168,5 0° 0° 1,6° 1,6 95,43
84,3 58° 0,8° 30° 9,6 91,43
42,1 1,8¢ 1,8¢ 9,6° 13,2 72,57
21,0 34° 34° 10,8 17,6 69,14
Sem tanino
10,0 20° 10,2° 0,6° 12,8 98,28
5,0 1,8¢ 1,4 % 2,6° 5,8 92,57
2,5 2,4 1,4 % 13,0° 16,8 62,85
1,3 2,8 0,4 % 2,6° 5,8 25,71
0,6 2,0° 1,0 334° 36,4 4,57
Fosf. de levamisol (0,6 13,82 22,0 0° 35,8 100,00
mg/kg)
Agua estéril 0° o' 35,0% 35,0
CV (%) 32,84 28,60 18,93

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas. Teste Duncan (P<0,05).

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

CV = Coeficiente de variacao.
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Inibicdo do desenvolvimento larval

No teste de inibicdo de desenvolvimento das larvas em coproculturas, o tratamento
com folhas desidratadas de A. crassiflora resultou em nimeros médios de larvas infectantes
significativamente menores do que os observados para o controle da agua destilada (P
<0,05). A eficacia anti-helmintica aumentou com a concentracdo da folha (Tabela 4) e as
CLso e CLgg estimadas foram 24,10 e 69,14 mg/g, respectivamente.

Tabela 4: Valores médios de larvas infectantes de Haemonchuscontortus para diferentes
concentragcdes da folha desidratada de Annona crassifloraMart. (Annonaceae) em

coproculturas quantitativas

Tratamento (mg/qg) LDGF* Eficacia (%)
333,3 12,00 ° 99,72

250,0 10,00 * 99,76

166,6 38,00 ° 99,12

83,3 90,00 ° 97,91

Agua estéril 43252
Levamisol (0,025 mg/qg) 0,00 ¢ 100,00

* LDGF: Numero de larvas infectantes (L3) desenvolvidas por grama de fezes.
Diferentes letras nas colunas indicam diferencas significativas pelo teste de Duncan
com P<0,05.

Eficacia: % Eficacia = 100 x (1- LDGF do grupo tratado / LDGF do grupo controle
ndo tratado).

Coeficiente de variagédo = 15,0 %

Teste in vivo

Os ovinos inicialmente apresentaram media OPG de 1167+45. ApOs o tratamento
com as folhas de A. crassiflora ndo foi constatada redugédo do OPG em comparagdo com o
grupo nédo tratado. Dessa forma, para o tratamento com as folhas dessa planta ndo foi
observada eficacia anti-helmintica na dose e frequéncia avaliadas. Para ambos os grupos
avaliados verificou-se reducdo significativa da média do OPG na segunda semana de
analise, com média de 648,85 + 29,91 (Tabela 5).
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Tabela 5: Efeitos da administracdo das folhas desidratadas de Annona crassiflora Mart.
(2,75g/kg PC) na contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de ovinos infectados com

Haemonchus contortus

Tratamentos Periodo Primeira Segunda
inicial semana semana
OPG g™ OPG g*
Controle 1273,60 % 1123,30 % 627,7°
A. crassiflora 1061,30 * 1406,70 670,0°

Letras diferentes nas linhas indicam diferencgas significativas. Teste Duncan (P<0,05).
Eficacia: % Eficacia = 100 x (1- LDGF do grupo tratado / LDGF do grupo controle nao

tratado. Coeficiente de variacdo = 10,8%

Apbs a terceira semana de tratamento, ambos os grupos apresentaram ganho de
peso maior em comparacao aos demais periodos avaliados (P<0,05). Os animais tratados
com A. crassiflora ndo apresentaram alteracdes de comportamento, edema submandibular,

fraqueza ou perda de apetite durante o experimento (Tabela 6).

Tabela 6: Efeitos da administracéo de folha de Annona crassiflora Mart. (2,75g/kg PC) sobre

0 peso corporal e ganho de peso (GP) em kgpara ovinos infectados com Haemonchus

contortus

Grupos Inicio Primeira semana Segunda semana  Terceira semana
Peso Peso GP Peso GP Peso GP

A. crassiflora 26,91 26,85 -0,06" 26,59 -0,26" 28,72 2,13%

Controle 25,22 24,45 -0,70° 24,58 0,13 25,63 1,05%

Letras diferentes nas linhas indicam diferengas significativas com o teste Duncan (P<0,05).

Coeficiente de variacdo do peso e GP foram respectivamente 30,64 e 32,93%

Parametros sanguineos

As médias de contagem de eritrécitos, hematdcrito, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média ea concentracdo de hemoglobina corpuscular
apresentaram diferenga significativa em funcdo dos periodos (P<0,05), mas ndo foram
influenciadas pelo tratamento (Tabela 7). No terceiro periodo, foram verificadas
concentracbes de neutréfilos segmentados superiores aos demais periodos analisados
(Tabela 8, P<0,05).
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Tabela 7: Valores médios para eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, hemoglobina
corpuscular média, concentracao de hemoglobina corpuscular, volume corpuscular médio e
amplitude de distribuicdo de eritrécitos e plaquetas de ovinos com haemoncose tratados

com folhas de Annona crassiflora e animais nao tratados

Tratamento Dia 0 Dia 21 Dia 42 Referéncia CV (%)

Eritrécito (x10°/uL)L)
Controle 5,82 6,02 15,31
A. crassiflora 5,69 5,69 14,77 9ai5 13,06
Média 5,75° 5,8° 15,04"

Hemoglobina g/dL
Controle 14,38 15,08 15,12
A. crassiflora 14,63 14,93 14,63 sats >4
Hematocrito%*
Controle 41,73 43,73 44,98
A. crassiflora 31,45 43,00 42,65 27a 45 17,66
Média 36,58°  43,36" 43,81"
Volume corpuscular médio VCM fL*
Controle 71,64 73,45 29,39
A. crassiflora 75,66 77,91 30,14 28a40 12,34
Média 73,65  75,68" 29,76°
Hemoglobina corpuscular média HCM (pg)*
Controle 24,68 25,45 9,88
A. crassiflora 25,99 27,06 9,96 8al2 12,85
Média 25,33%  26,25" 9,92°
Concentragéo de hemoglobina corpuscular CHCM g/dL*
Controle 34,44 34,65 33,66
A. crassiflora 34,32 34,84 33,04 3la 34 3,37
Média 34,38  34,74"  3334°
Amplitude de distribuic&o de eritrocitos — RDW %
Controle 17,15 16,55 16,42
A. crassiflora 16,70 16,93 16,48 ’ 4,029
Plaquetas /mm?®

Controle 276500 435500 435166,7 . 183
A. crassiflora 352250 531000 527666,7

Letras distintas nas linhas indicam diferencas significativas entre os periodos pelo teste de
Duncan a 5% de significancia
* N&o encontrado na literatura

** Médias comparadas pelo teste de Scott-Knot a 5% de significancia.
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Tabela 8: Valores médios para leucdécitos, bastonetes, neutréfilos, linfécitos, monécitos e

eosindfilos de ovinos com hemoncose tratados com extrato aquoso de Annona crassiflora e

animais nao tratados

Tratamento Dia 0 Dia 45 Dia 60 Referéncia CV(%)
Leucécitos /mm°
Controle 8950 8883,33 9666,67 4.000 a 12.000 19
A. crassiflora 7900 10416,67 10366,67
Neutréfilos /mm?®
Controle 5878,75 6004,50 6870,83 3000 a 2,11
A. crassiflora 5144,50 6792,83 6969,50 1500/mm?®
Neutréfilos bastonetes/mm?®
Controle 1 1 1 3 150,59
A. crassiflora 1 3 1 0 a300/mm
Neutréfilos segmentados /mm®”
Controle 35001 35642 40815
A. crassiflora 30586,5 39511 41433 3000 a 2,07
Média 32793,75° 37576,5° 41124 11500/mm?®
A
Eosinéfilos /mm?®
Controle 354,50 340,50 247,17
A. crassiflora 270,75 286,67 287,0 100 a 1259/mm? 47,0
Linfécitos
Controle 2448,25 2251,66 2229,33
A. crassiflora 2201,75 2926,17 2835,67 2000 a 9000/m® 584
Monécitos /mm?®
Controle 268,5 286,0 319,17
A. crassiflora 283,0 411,0 274,50 0a 750 1,83

Letras distintas nas linhas indicam diferencas significativas entre os periodos pelo teste de

Duncan a 5% de significancia.

Médias comparadas pelo teste de KrulscalWalis a 5% de significancia.
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Observou-se correlacdo negativa de Pearson (anexo) entre as médias de OPGe a
diferenca entre os tamanhos das hemacias (RDW) (-0,43, P<0,05); o peso corporal e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (-0,53, P<0,05); e do peso corporal e
concentracdo de mondcito (-0,72, P<0,01). Constataram-se correlagdes positivas entre as médias de
OPG e o valor plaquetas (0,55, P<0,01); peso corporal e concentracdo de hemoglobina (0,51, P<0,05);
e peso corporal e hematdcrito (0,58, P<0,01).

Discusséo

Impactos negativos tém sido relatados na produtividade de ovinos infectados com
esse nematodeo, elevando o custo da producao em diferentes regides de criagdo (Miller et
al., 2012). A pesquisa por alternativas de controles para reducdo da utilizacdo de anti-
helminticos convencionais tem sido constante em diferentes continentes, visando
potencializar o controle de popula¢cdes multirresistentes desse parasito. Nesta pesquisa 0s
extratos de A. crassiflora, espécie comum no Cerrado, foram efetivos para inibirem a
eclodibilidade e o desenvolvimento larval de Haemonchus contortus. A andlise com HPLC
revelou presenga de flavonoides no extrato aquoso, etanolico e de acetato de etila de A.
crassiflora, que foram efetivos na inibi¢éo in vitro da eclodibilidade, mesmo apds a remoc¢ao
dos taninos.

Para os trés extratos avaliados, com ou sem a presenca de taninos, verificou-se
eficacias superiores a 90% nas maiores concentragfes avaliadas, o que sugere a presenca
de outros metabdlitos efetivos para inibir a embriogénese e eclosdo de larvas do
nematdédeo. Os extratos avaliados com a presenca de taninos apresentaram diferencas
quanto as eficicias de inibicdo, sendo o extrato etandlico o mais efetivo com ClLgy de
apenas 8,96 mg/mL. Entretanto, com a remocdo dos taninos, o extrato aquoso foi mais
eficaz apresentando ClLgy de 4,27 mg/mL. Para ambos os extratos avaliados, apds a
remocao de taninos constatou-se redugdo das Clgg, indicando que outros metabolitos
possam ser efetivos na inibicdo da eclodibilidade. Os resultados observados nesta pesquisa
podem sugerir que os flavonoides evidenciados nos cromatogramas seriam 0s principais
metabdlitos responsaveis pelo efeito anti-helmintico na reducdo da eclodibilidade.

De forma semelhante, pesquisa tem indicado que os flavonoides podem interferir na
nas atividades enziméticas e nos processos metabolicos dos nematodeos (Kerboeuf et al.,
2008), justificando os resultados observados neste estudo. Em estudo da familia
Annonaceae, os compostos fenodlicos de maior ocorréncia foram os flavonoides O-
glicosideos de apigenina, kaempferol, quercetina e luteolina, utilizando procedimentos
padrdo de espectrometria de UV/Vis (Santos e Salatino, 2000, Simdes e Schenkel, 2004)

Em contraste a esses estudos, a pesquisa com o extrato aquoso de Lantana
camaraa 10 mg/mL demonstrou que a inibicdo da eclosédo foi atribuida exclusivamente a
acdo dos taninos. Apés a remocao deste metabdlito o efeito inibitério ndo foi evidenciado
(Macedo et al., 2012).
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Outras espécies do Cerrado demonstraram eficacia anti-helmintica. O extrato
aquoso do pequi (Caryocar brasiliensis), a 15 mg/mL promoveu 91,8% de inibicdo da
eclodibilidade (Nogueira et al., 2014). Extratos aquoso e etandlico de Piptadenia viridiflora
promoveram 90% de inibicdo de ecloséo de larvas de H. contortus nas concentracdes 2,4 e
2,1 mg/mL respectivamente (Morais-Costa et al. 2015).

Outras pesquisas com espécies do género Annona, tém-se demonstrado menores
eficacias que aquelas observadas para os extratos de A. crassiflora. O extrato metandlico
de Annona squamosa L. a 6,25 mg/mL demonstrou 77,4% de eficacia de IE (Kamaraj and
Rahuman, 2011). Ferreira et al. (2013) relataram 84% de eficacia na IE utilizando-se o
extrato aquoso de folhas de Annona muricata na dilui¢éo final de 50%.

Em outro estudo, o efeito anti-helmintico de extratos hidro-alcodlicos de
Lysilomalatisiliguum, Laguncularia racemosa, Rizophora mangle, Avicennia germinans, e
Theobro macacao promoveram efetiva IE de larvas. Os taninos de L. racemosa foram
considerados os principais responsaveis por esse efeito. Entretanto, esses metabdlitos néo
foram os principais agentes anti-helminticos dos extratos de L. latisiliquum, A. germinanse
T. cacao. Os autores sugeriram a interagdo entre taninos e outros metabdlitos secundarios
na inibicdo da ecloséo de larvas (Vargas-Magafia et al., 2014).

Para inibicdo do desenvolvimento larval, a CL 90 do pé das folhas de A. crassiflora
foi 69,14 mg/g, o que evidencia eficicia anti-helmintica em condi¢des naturais de avaliacéo,
uma vez que esse material foi avaliado juntamente com as fezes, onde naturalmente ocorre
a eclosdo e o desenvolmento larval dos nematédeos gastrintesinais.O extrato aquoso da
casca de C. brasiliensis a 200mg/g inibiu o desenvolvimento de larvas de H. contortus em
94,8% na coprocultura quantitativa e testes fitoquimicos indicaram a presenca de
catequinas, esteroides, flavonoides, saponinas, xantinas e taninos (Nogueira et al.,
2014).Morais-Costa et al. (2015) em outro estudo com plantas do Cerrado, as folhas secas
de Casearia sylvestrise Paullinia sp. apresentaram alta propor¢cdo de taninos (7,4 e
6,4%),entretanto com baixo indice de inibicdo de desenvolvimento larval a 333g/g (46,6 e
71,6%, respectivamente), comparado com testes com as folhas de Piptadenia viridiflora
(86,5%) e Ximenia americana (99,8%), que apresentam baixas concentracfes de taninos
condensados (0,2 e 0,3, respectivamente).

Neste estudo, a administracdo de folhas secas de A. crassiflora na dose 2,759 (ms)
/kg durante trés dias aos animais ndo apresentaram eficacia na reducdo do OPG. Essas
diferencas entre os resultados in vitro e in vivo com os tratamentos com plantas foram
previamente relatados (Peneluc et al., 2009; Nogueira et al., 2014) e poderiam ser
associados a bioavaliagdo dos compostos da planta em diferentes segmentos do trato
gastrointestinal do ruminante (Athanasiadou et al., 2000; Eguale et al., 2006). Essa menor
eficacia in vivo poderia também ser justificada pela presenca de cuticula mais resistente aos
componentes ativos da planta dos nematédeos na fase adulta, associada a atuacdo da
microbiota autdctone do rimen, que poderia reduzir a atividade dos metabdlitos (Nogueira

et al., 2014).
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A reducdo significativa das médias do OPG observada na segunda semana poderia
ser relacionada a melhoria da resposta imune ao parasita, observada para os animais com o
aumento da idade (Ciarlini et al., 2002). O ganho de peso observado nos borregos tratados
com folhas secas de A. crassiflora foi semelhante ao grupo controle. O ganho de peso foi
significativamente maior para o Ultimo periodo avaliado e foi correlacionado a redugéo de
OPG nesse periodo.

N&aoforam observadas alteracdes fisioldgicas em parametros do sangue apos 15
dias da administracdo de A. crassiflora. O hematdcrito médio foi > 35% para todos os
cordeiros tratados com folhas de A. crassiflora e segundo Jain (1993), esta dentro da
normalidade.

Hematdcrito e contagem de eritrdcitos (Jain, 1993) sdo bons indicadores de anemia
e representam parametros importantes para a avaliacdo da infeccdo por nematddeos
hematéfagos (Macedo et al.,, 2012). Ovinos alimentados com folhas de A. crassiflora
apresentaram valores dentro dos padrdes de referéncia duas semanas apos o tratamento, o
que indica que os metabdlitos da planta ndo promoveram inibicdo da hematopoiese.

Em hemonchoses aguda, a anemia é caracterizada pela progressiva e rapida
diminuicdo na contagem dos eritrocitos (Harvey, 2012) e valores de hematdcrito abaixo de
15% sdo concomitantes com fragueza e indicam um mau progndstico (Bowman, 2010).
Neste estudo os cordeiros apresentaram anemia com baixas concentracdes de hemécias
antes do tratamento em decorréncia de espoliacdo ocasionada pelo nematdédeo e ou por
reducdo da hematopoiese. Isto pode ser comprovado ao observar a diminuicdo da
hemoglobina corpuscular média (HCM), do volume corpuscular médio (VCM) e da
concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM), que eram altas no inicio. Constatou-se,
porém numero normal de eritrocitos duas semanas apoés o tratamento (Tabela 7), sugerindo
reducdo da espoliacdo sanguinea por melhor toler&ncia dos animais parasitismo, o que foi
evidenciado pela correcdo negativa com a média do OPG, que reduziu significativamente
neste periodo (Tabela 5).Observou-se que a proporcao de neutréfilos segmentados (Tabela
8) aumentou no terceiro periodo, o que poderia indicar recuperacdo do processo

inflamatdrio na mucosa do abomaso promovida pelo nematédeo (Naoum, 2006).

Concluséo

Folhas de A. crassiflora promoveram reducdo da eclodibilidade e desenvolvimento
larval de H. contortus. Andlises fitoquimicas dos extratos indicaram a presenca de
flavonoides. Extratos aquoso e etandlico que apresentaram altas propor¢bes de
proantocianidinas, ap6s a remoc¢ao dos taninos demonstraram alta eficacia anti-helmintica in
vitro. Entretanto, a administracéo de folhas secas de A. crassiflora na dose 2,75g (ms) /kg
durante trés dias aos animais nao reduziu eficacia na redu¢cédo do OPG em relacdo ao grupo

controle.
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ANEXO

Correlacdes significativas de Pearson para as variaveis: OPG, peso, RDW, plaquetas,

hemoglobina, hematocrito, CHCM e mondcitos de ovinos tratados com folhas de Annona

crassiflora.

Variavel Variavel Correlacao Significancia
OPG RDW -0,43 0,04

OPG plagueta 0,55 0,01

Peso hemoglobina 0,51 0,05

Peso hematdcrito 0,58 0,02

Peso CHCM -0,53 0,04

Peso monocito -0,72 0,00

OPG — Ovos por grama de fezes
RDW - Amplitude de distribui¢cdo de eritrécitos

CHCM - Concentracédo de hemoglobina corpuscular
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