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Resumo

Essa pesquisa foi conduzida com o objetivo de avaliar os parametros parasitolégicos e
sanguineos de ovinos infectados experimentalmente com Haemonchus contortus tratados com
extrato aquoso (EA) das folhas de “manga uba” (Mangifera indica L., var. “uba”), assim como,
avaliar a influéncia do feno triturado das folhas para borregas desmamadas antes e apds a
infeccdo com esse nematddeo. No primeiro experimento foram avaliadas coproculturas
quantitativas com sete tratamentos e cinco repeti¢des: fosfato de levamisol (0,3 mg/g), controle
(H,O destilada) e cinco concentracdes do EA entre 1,81 - 29,1 mg/g. In vivo foi avaliada a a¢édo
anti-helmintica do EA de M. indica em cordeiros Santa Inés, divididos em dois grupos
homogéneos contendo 10 animais cada, sendo um grupo tratado com o EA da mangueira a
0,601 g/kg/PC e outro ndo tratado. Foram realizadas coletas de sangue para andlise dos
pardmetros hematolégicos e bioquimicos séricos. Amostras de sangue foram coletadas nos
dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. Observaram-se eficacias entre 42,5 a 88,7% para
inibicdo do desenvolvimento larval, diferindo estatisticamente do tratamento com &gua
destilada, e constatou-se dose dependéncia (p<0,05). No teste in vivo 0 EA apresentou eficacia
de 41,8% para reducdo de ovos nas fezes apds 28 dias do tratamento. No segundo
experimento as folhas da planta desidratadas e moidas foram incluidas na dieta de borregas
mesticas Santa Inés x Dorper, tratadas inicialmente com Albendazol para eliminar infeccdo com
nematdédeos. Os animais foram divididos em grupos homogéneos, um alimentado com o feno
das folhas da mangueira e o outro ndo. As borregas foram confinadas em baias individuais com
piso de areia e receberam dieta para crescimento contendo 50% de volumoso e 50% de
concentrado. As borregas tratadas receberam o feno triturado na proporgcédo 5g/kg de peso
corporal (PC) em substituicdo a silagem de sorgo. O crescimento, consumo alimentar (CA) e
desempenho foram avaliados semanalmente e os animais foram inspecionados para verificar
possiveis alteracdes clinicas ou comportamentais. Uma vez por semana as borregas foram
pesadas em balanca digital e avaliou-se o consumo alimentar e para cada periodo foram
avaliadas as medidas morfométricas. No 21° dia do experimento, 0os animais de ambos o0s
grupos foram inoculados com 800 larvas infectantes de H. contortus/kg de PC. O feno das
folhas da mangueira foi fornecido até os 35° antes que os nematddeos completassem a
maturidade sexual no abomaso. Para andlise dos parametros hematoldgicos, foram realizadas
trés coletas em cada animal referentes ao periodo um (antes dos animais comecarem a
receber a dieta contendo as folhas durante o periodo de adaptacéo, dia -14), periodo dois (os
animais estavam recebendo o tratamento e ndo estavam infectados, dia 7) e periodo trés (final
do tratamento e animais ja infectados com H. contortus, dia 30). Posteriormente as fezes
foram coletadas nos dias 42, 44, 46 e 48 dias para quantificacdo do niUmero de ovos por grama
de fezes (OPG) pela técnica de Mc-Master. O experimento foi conduzido em delineamento em
parcelas subdivididas (dois tratamentos x dois periodos) com oito repeticdes. As médias foram

comparadas utilizando o teste de Scott-Knott a 5% de significAncia. Quanto ao segundo



experimento, o ganho de peso corporal foi menor no segundo periodo para ambos os grupos
de borregas desmamadas, periodo que estavam infectadas. Nao houve diferenca na CA entre
0s grupos de animais e entre os periodos avaliados. No segundo periodo as borregas infectas
e tratadas com o FFM apresentaram EA superior ao grupo nédo tratado. N&o constatou-se
diferencas significativas entre as médias do OPG para os grupos de borregas e para os dias
avaliados. Entretanto, verificou-se interagdo significativa dos tratamentos e periodos avaliados
para as contagens de eosindfilos, que apresentaram concentragfes superiores no grupo
tratado nos dois Ultimos periodos avaliados. Concluiu-se que a administragdo do EA de “manga
uba” reduz OPG animais infectados ap6s 21 dias do tratamento e promove melhor escore de
Famacha® e concentracdes de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito e B-globulinas superiores
em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, a utilizacdo do feno triturado das folhas de M.
indica na alimentacdo de cordeiros desmamados apresentou se como uma alternativa viavel, ja
que ndo comprometeu o desempenho e melhorou a EA quando 0s animais estavam infectados
com H. contortus.

PALAVRAS-CHAVE: Ovinos. Verminose. “Manga uba”. Perfil Sanguineo. Cerrado. Espécies

vegetais. Haemoncose. Toxidade.



Abstract

The aim of this research is to evaluate the parasitological and blood parameters of
experimentally infected Haemonchus contortus sheep treated with aqueous extract (EA) from
mango leaves (Mangifera indica L., var. "Uba"), as well as to evaluate the influence of leaf
comminuted hay on ewe lambs before and after infection with this nematode. In the first
experiment, quantitative co-cultures with seven treatments and five replicates were evaluated:
levamisole phosphate (0.3 mg / g), control (distilled H 2 O) and five EA concentrations between
1.81 and 29.1 mg / g. In vivo the anthelmintic action of M. indica EA was evaluated in Santa
Inés lambs, divided into two homogeneous groups containing 10 animals each, one group being
treated with the EA of the mango tree at 0.601 g / kg / PC and another one not treated. Blood
samples were collected for analysis of hematological and serum biochemical parameters. Blood
samples were collected on days 0, 7, 14, 21 and 28 of the experiment. Efficacies between 42.5
and 88.7% were observed for inhibition of larval development, differing statistically from
treatment with distilled water, and dose dependence (p <0.05) was observed. In the in vivo test
the EA presented 41.8% efficacy for egg reduction in faeces after 28 days of treatment. In the
second experiment the dehydrated and ground leaves of the plant were included in the diet of
Santa Inés x Dorper crossbred ewes, initially treated with Albendazole to eliminate nematode
infection. The animals were divided into homogeneous groups, one fed with hay from the leaves
of the hose and the other not. The ewe lambs were confined in individual stalls with sand floor
and received a growth diet containing 50% of bulky and 50% of concentrate. Treated ewes
received shredded hay at the rate of 5 g / kg body weight (CP) to replace sorghum silage.
Growth, food intake (AC) and performance were evaluated weekly and the animals were
inspected for possible clinical or behavioral changes. Once a week lambs were weighed in a
digital scale and food consumption was assessed and for each period the morphometric
measurements were evaluated. On the 21st day of the experiment, animals from both groups
were inoculated with 800 infective larvae of H. contortus / kg of PC. Leaf hay from the hose was
supplied up to 350, before the nematodes completed sexual maturity in the abomasum. For the
analysis of the hematological parameters, three collections were performed in each animal for
the first period (before the animals began to receive the diet containing the leaves during the
adaptation period, day -14), second period (the animals were receiving the treatment and were
not infected, day 7) and the third period (end of treatment and animals already infected with H.
contortus, day 30). Afterwards the feces were collected on days 42, 44, 46 and 48 days for
quantification of the number of eggs per gram of feces (OPG) by the Mc-Master technique. The
experiment was conducted in split - plot design (two treatments x two periods) with eight
replications. The averages were compared using the Scott-Knott test at 5% significance. As In
the second experiment, body weight gain was lower in the second period for both groups of ewe
lambs, which were infected. There was no difference in CA between the groups of animals and

between the periods evaluated. In the second period, lambs infected and treated with FFM



presented higher AD than the untreated group. There were no significant differences between
the means of the OPG for lambs and for the evaluated days. However, there was a significant
interaction of treatments and periods evaluated for eosinophil counts, which presented higher
concentrations in the treated group in the last two evaluated periods. It was concluded that
administration of EA mango reduces OPG infected animals after 21 days of treatment and
promotes better Famacha® scores and erythrocyte, hemoglobin, hematocrit and higher (-
globulin concentrations relative to the control group. In addition, the use of the mashed hay of
the M. indica leaves in the feeding of weaned lambs presented as a viable alternative, since it
did not compromise the performance and improved the EA when the animals were infected with
H. contortus.

KEYWORDS: Sheep. Verminose. Mango tree/Ub& specie. Profile Blood. Thick. Plant species.
Haemoncose. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da ovinocultura no Brasil tem sido significativo em virtude das inlmeras
vantagens apresentadas pela atividade. O pais possui 0 18° maior rebanho de ovinos do
mundo, compreende aproximadamente 18,4 milhdes de animais. Sendo os maiores rebanhos
encontrados nas regifes Nordeste e Sul, com 11,5 milhées de animais (63,0%) e 4,3 milhdes
de animais (23,9%) respectivamente (IBGE, 2016).

As verminoses representam um dos principais entraves sanitarios e ocasionam prejuizos
na cadeia produtiva desses ruminantes (VIEIRA et al., 2014). Promovem alta mortalidade,
baixo peso corporal a desmama e longo intervalo pds-parto nas matrizes (FORTES et al.,
2013).

Haemonchus contortus, parasita do abomaso, € um dos principais nematddeos para
ovinos em regibes tropicais. O comprometimento da produgdo ocorre em decorréncia da perda
de apetite, diarreia, anemia e em casos severos, morte do animal (FORTES et al., 2013).

A frequente utlizacdo de anti-helminticos sintéticos, utilizacdo de subdoses ou
superdosagens, diagndsticos sanitarios incorretos e a falta de rotacdo dos produtos quimicos
favorece a selecdo de nematddeos multirresistentes (SANTOS et al., 2012) além de acumular
residuos no ambiente e nos produtos de origem animal (KUNSA; ABEBE, 2009).

Diante desse cenario, a necessidade de novas pesquisas com alternativas eficientes
para o controle das verminoses é de eminente importancia. Além de possuirem compostos
bioativos com propriedades medicinais, as plantas apresentam menor custo, o que justifica a
importancia da utilizacdo de seus compostos como alternativa ao controle quimico (SOUSA et
al., 2013).

Em diferentes continentes tem sido relatada atividade anti-helmintica de extratos de
plantas, representando estratégia promissora para a industria biotecnolégica e criadores de
ruminantes (NERY et al.,, 2010; QADIR et al.,, 2010; GOSWAMI et al., 2011; KAKAR et al.,
2013).

Dentre as espécies vegetais com atividade promissora temos a Mangifera indica L. var.
“Ubd”, Anacardiaceae, é originaria da India, cultivada em muitas regides tropicais e
subtropicais, produzindo um dos frutos mais populares do mundo, com grande importancia
econdmica e social (SAUCO, 2004). Em 2015 a producdo de manga no Brasil foi de 1.226 mil
toneladas, sendo 145 mil toneladas para exportagcdo, destaque pelo segundo ano consecutivo
sendo o fruto mais exportado (SECEX, 2015).

Essa espécie vegetal possui diversas propriedades terapéuticas, demonstrando agéo
antioxidante, analgésica, antinflamatéria, imunomoduladora, atividade no controle da bronquite
cronica, disenteria e hemorragia intestinal em seres humanos, além de atividade diurética e
estimulacdo da producéo de leite (GONZALEZ et al., 2007).
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A resisténcia aos parasitas conferida pela raca pode ser alterada a partir da dieta
oferecida aos animais, dietas ricas em proteina podem contribuir com a resposta imunolégica
gerada pelos animais, em resposta a infeccdo parasitaria, proporcionando desempenho
satisfatorio de racas susceptiveis, apesar de albergarem parasitas (SILVA et al., 2012)

Nesta pesquisa avaliou-se a atividade anti-helmintica in vitro e in vivo do extrato
aquoso das folhas de Mangifera indica L., var. “uba” no controle de H. contortus de ovinos e a
influéncia do feno triturado das folhas de M.indica como promotor de resisténcia para sistema
imunoldgico de borregas desmamadas frente a infeccbes por H. contortus, analisando o
desempenho antes e apés a infeccdo por esse nematédeo. Assim como 0s parametros

clinicos, hematolégicos e bioquimicos dos animais tratados com esse extrato.

2. Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Avaliar os parametros parasitolégicos e sanguineos de ovinos infectados
experimentalmente com Haemonchus contortus e tratados com extrato aquoso das folhas de
“manga ubd” (Mangifera indica L., var. “uba”), e medir a influéncia do feno triturado das folhas
como promotor de resisténcia para o sistema imunolégico de borregas desmamadas frente a

infec¢des por H. contortus.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar a eficacia do extrato aquoso e das folhas desidratadas de M. indica sobre a
inibicdo do desenvolvimento larval in vitro.

e Verificar no teste in vivo a atividade anti-helmintica do extrato aquoso das folhas da
manga uba para reducgédo de ovos de H. contortus por gramas de fezes em ovinos.

e Avaliar os pardmetros sanguineos de ovinos infectados experimentalmente com
Haemonchus contortus e tratados com extrato aquoso das folhas de “manga uba”
(Mangifera indica L., var. “uba@”).

e Avaliar o desempenho e parametros sanguineos de borregas desmamadas e
alimentadas com feno triturado de M. indica L., var. “uba”.

e Avaliar a influéncia do feno triturado das folhas como promotor de resisténcia para
sistema imunoldgico de borregas desmamadas frente a infec¢des por H. contortus.
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3. Reviséo de Literatura

3.1 Ovinocultura

A ovinocultura destaca-se dentre os diversos ramos do agronegocio nos Ultimos anos,
devido ao rapido giro financeiro. O rebanho de ovinos no Brasil compreendeu 18,4 milhdes de
cabegas em 2016. Os maiores rebanhos foram identificados no Nordeste do pais (63,0%), com
destaque para a Bahia e Ceara. No Sul do pais, se observou a notoria concentragao criagédo de
ovinos, sendo que 23,9% do efetivo nacional se encontravam no Rio Grande do Sul (IBGE,
2016).

Essa atividade pode ser realizada de forma secundaria, ocupando o espa¢o deixado por
outras atividades pecuarias, viabilizando as pequenas propriedades, utilizando areas com
relevo impréprio para outras criagbes ou mesmo ser a atividade principal dentro de uma
empresa rural (NICIURA et al., 2009).

No ano de 2012, a demanda por carne ovina se manteve estavel no mercado brasileiro,
as importacBes de carne uruguaia cresceram 11%, as importacBes argentinas aumentaram
123,2% e as chilenas recuaram 97,7%, ademais 0 preco pago ao produtor se manteve
aquecido (MDIC, 2012).

Entretanto, percebe-se a necessidade de organizagéo da cadeia de producdo de ovinos
e, consequente, aumento da produtividade, ja que o plantel de ovinos em 2013 foi insuficiente
para abastecer o mercado interno. A procura por carcagas e carnes processadas é grande.
Assim, com a cadeia de producdo sem conseguir abastecer o mercado interno, a producao
uruguaia ganhou mercado no Brasil (CNA, 2013), obtendo um aumento de 32% do volume de
carne exportada em relacdo ao mesmo periodo de 2012 nos meses de janeiro a setembro
(INAC, 2013). Os ovinos foram introduzidos no Brasil juntamente com outras espécies, tais
como os bovinos, suinos e as aves, entretanto observou-se que o nimero de ovinos criados
ndo aumentou na mesma propor¢ado de outros animais de produ¢do (MCMANUS, 2010).

As regibes Norte e Nordeste de Minas Gerais apresentam condi¢cdes de clima e solo
adequadas para a producdo de ovinos (GUIMARAES, 2006). Entretanto, ndo apresentam
indices produtivos satisfatérios em virtude do manejo inadequado, acarretando baixa eficiéncia
dos seus sistemas (ROCHA et al., 2009).

Entre os indices que mais acarretam a produtividade, as verminoses representam os
principais problemas enfrentados pelos criadores de ovinos, representando grande prejuizo

para os produtores em todo o mundo (VIEIRA et al., 2008).
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3.2 Helmintoses gastrintestinais em ovinos

Segundo L6bo et al. (2009), dentre os principais fatores de relevancia para reducdo de
produtividade, mortalidade, atraso no desenvolvimento corporal e perdas econdmicas em
ovinos, estdo as helmintoses gastrintestinais. No Brasil, Haemonchus contortus esta entre os
principais nematddeos para 0s pequenos ruminantes, aloja-se no trato gastrointestinal, mais
especificamente no abomaso, alimentando-se de sangue (AMARANTE et al., 2004).

Duas fases principais sdo observadas no ciclo de vida de H. contortus. Os parasitas
adultos vivem no abomaso, podem causar anemia, edema submandibular e em casos
extremos podem levar até a morte do animal. Os ovinos eliminam junto das fezes ovos desse
parasita no ambiente, que evoluem para ovo larvado. Desses ovos eclodem larvas (L1) que
apo6s aproximadamente 24 h , desenvolvem e tornam-se infectantes apos passar de L2 para
larva infectante (L3)(Figura 1). Os ovinos ao pastejarem iréo ingerir a vegetagdo contaminada
com as larvas infectantes, que retomam o desenvolvimento no abomaso, sofrem mudancas e
dao origem a fémeas e machos adultos, os quais dardo sequéncia no ciclo evolutivo do
parasita (FURTADO, 2006).

Figura 1 - Ciclo de vida de nematédeos Trichostrongylidae de

ovinos
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Fonte: Cedido por MORAIS-COSTA (2015).
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Ainda que seja crescente o desenvolvimento de programas alternativos de controle
parasitario, que visa a reducdo da aplicacdo de compostos quimicos, o controle das
helmintoses com a utilizacdo de produtos quimicos ainda € o método mais empregado
(MOLENTO et al.,, 2011). Contudo, os medicamentos sintéticos sdo utilizados de forma
indiscriminada e frequente (FALBO et al., 2008).

A resisténcia em nematédeos para os principais grupos de anti-helminticos cresce
rapidamente em diferentes regides do mundo (MOLENTO et al., 2011; TORRES-ACOSTA et
al., 2012). As regides com populacdes desses nematédeos apresentam reducédo significativa
na produgdo animal, como na América do Sul (MOLENTO et al., 2011; TORRES-ACOSTA et
al.,, 2012), Africa do Sul (VAN WYK et al., 1999), Austrdlia (LOVE; COLES, 2002), Nova
Zelandia (MCKENNA, 2010) e Europa (PAPADOPOULOS et al., 2012).

Em diferentes regides do Brasil existem relatos de aumento de resisténcia multipla aos
anti-helminticos, como as regides Sul (CEZAR et al., 2010), Sudeste (VERISSIMO et al., 2012)
e Centro-Oeste (SCZESNY-MORAES et al., 2010). Conforme testes de eficacia realizados a
campo, 100% das propriedades localizadas no sul do Brasil ja apresentam alguma resisténcia
a anti-helminticos (VERISSIMO et al., 2012).

Como o desenvolvimento e comercializagdo de novos farmacos sintéticos € lento e caro,
o controle quimico de nematédeos vem perdendo sua eficidcia e a selecdo de parasitas
resistentes aos produtos é inevitavel (GEARY, 2013).

Haemonchus contortus, € dominante quanto a intensidade de infeccdo. Os ovinos
demonstram ser altamente suscetiveis, em comparagdo com outras espécies de ruminantes,
além de haver uma alta taxa de produc¢édo de ovos pelas fémeas desse nematédeo (ACHI et al.,
2003). O sintoma de infeccdo mais importante € o edema de aspecto mole abaixo da
mandibula, conhecido como papeira, a severa anemia com mucosas claras, anorexia, perda

peso, desidratagdo e em casos muito graves pode levar ao 6bito (SANTA ROSA, 1996).

3.3 Métodos alternativos de controle de verminoses em ovinos

Tém sido investigados métodos alternativos de controle da helmintoses, como 0 manejo
rotacionado dos animais em pastagens. Trabalhos conduzidos no Rio Grande do Sul
mostraram que 0 pastejo alternado de bovinos e ovinos foi eficiente para reduzir a
contaminagdo da pastagem (PINHEIRO et al.,, 1983; BORBA, 1995). A maioria das larvas
infectantes de ovinos quando ingeridas por bovinos séo destruidas, favorecendo principalmente
as categorias mais susceptiveis como cordeiros e ovelhas no periparto (AMARANTE, 1992). O
controle tatico no pré-parto é essencial para se reduzir a contaminacdo para os borregos,
levando em conta que as matrizes apresentam maior eliminacdo de ovos de nematédeo no
periodo de periparto (NOGUEIRA et al., 2009).
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O método Famacha®, desenvolvido na Africa do Sul, correlaciona o nivel de anemia com
a coloracdo da conjuntiva ocular e demonstra eficacia de 95% da identificacdo de verminoses,
auxiliando tanto na economia com anti-helminticos como para selecionar os animais mais
resistentes as verminoses (OLIVEIRA et al., 2009).

Algumas racas de ovinos respondem diferentemente a infeccao, (BRICARELLO et al.,
2004). Cordeiros Santa Inés antes da desmama mostraram mais resistentes as infec¢des
naturais por nematodeos gastrintestinais do que cordeiros lle de France (ROCHA; AMARANTE;
BRICARELLO, 2005). Em ovinos de ragas mais resistentes, o desenvolvimento da imunidade
contra os nematddeos gastrintestinais se manifesta precocemente (AMARANTE, 2004).

A fitoterapia, tratamento de enfermidades com a utilizacdo de plantas, € uma pratica
comum em todo o mundo (KUMAR et al., 2012). O conhecimento gerado da relagdo homem-
planta foi incorporado ao cotidiano das populacdes e é transmitido entre diferentes geracdes
(OLIVEIRA; KFFURI; CASALI, 2010).

Atualmente, a demanda por novos principios medicinais com origem nas plantas
aumentou significativamente (KUMAR et al.,, 2012). Os anti-helminticos naturalmente
produzidos e elaborados a partir de plantas oferecem alternativa fitoterapica, sustentavel e
ambientalmente aceitavel (FALBO et al., 2008; NERY et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010).

E obrigatéria a validac&o cientifica dos fitoterapicos para a utilizagio correta de plantas
medicinais ou dos seus compostos. Para isso, sdo realizados testes in vitro e in vivo (COSTA et
al.,, 2002). Contudo, existem poucos resultados eficazes de produtos que demonstrem
alternativa realmente segura ao uso de anti-helminticos, consequéncia da falta de identificagédo
de compostos quimicos e baixa eficiéncia das plantas testadas (COSTA; SIMOES; RIET-
CORREA, 2011; FURTADO, 2006).

Em espécies vegetais, a acdo anti-helmintica tem sido atribuida principalmente aos
taninos (OLIVEIRA et al., 2011). Esses metabdlitos podem formar complexos entre moléculas
incluindo polissacarideos e proteinas, alterando as propriedades quimicas e fisicas do
nematdédeo (OKUDA, 2005).

As plantas com frutos comestiveis podem representar alternativa para o controle das
helmintoses, uma vez que apresentam boa disponibilidade de material vegetal para a producao
de extratos, com baixo custo, representando aspecto importante em sua utilizagdo (SOUSA et
al., 2013).

Em estudos realizados por Hernandéz-Villegas et al. (2011), relataram que os extratos
etandlico na concentracdo de 2 mg/mL e diclorometano a 3 mg/mL de Phytolacca icosandra
apresentaram atividade anti-helmintica in vitro contra Haemonchus contortus superior a 90% na
inibicdo da eclodibilidade. Lone et al. (2012), em estudos in vitro realizados com extrato
metanolico e aquoso de Euphorbia helioscopia nas concentragdes 12,5; 25 e 50 mg/mL,
verificaram morte das larvas apds 8 horas de exposi¢céo e reducdo significativa na eclosdo de
0VOS.

Kamaraj et al. 2010, avaliaram os extratos aquoso e hidro-alcodlico das folhas de Melia

azedarach (Cinamomo) sobre ovos e larvas de H. contortus a partir do teste de eclodibilidade e
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desenvolvimento larval. A 12,5 mg/mL foram observadas inibicbes de 99,4% e 100% da
eclodibilidade, respectivamente para esses extratos e 100% de inibicdo do desenvolvimento

larval.

3.4 Mangifera indica L. var. uba

A manga Mangifera indica L. pertencente a familia Anacardiaceae, € um dos frutos
tropicais mais populares, com origem no sudeste asiatico e introduzida no Brasil no século XVI,
dando origem a diversas variedades cultivadas (CARVALHO et al., 2004). E uma frutifera
perene e de grande importancia econdmica e social (SAUCO, 2004), frequentemente utilizada
em moldes extensivos (BENEVIDES et al., 2008).

Essa espécie estd entre as 10 culturas mais plantadas no mundo, com previsdo de
producdo de mais de 28,8 milhdes de toneladas em 2014 (FAO, 2010). O Brasil ocupa a 72
posicdo de maior produtor de manga do mundo, atrds da india, China, Tailandia, Indonésia,
Paquistdo e México (FAO, 2013). Devido ao clima e solo propicios o Brasil aumentou sua
producéo em 120%, crescimento bem acima da média mundial, que foi de 35% (VITTI, 2009).
No setor de exportacdo, o Brasil ocupa o 4° lugar, atras apenas da india, México e Holanda
(FAO, 2013).

Um dos principais objetivos das pesquisas envolvendo espécies vegetais € a procura por
compostos bioativos com propriedades farmacoterapeuticas. Segundo Gonzalez et al. (2007), a
planta possui diversas propriedades terapéuticas, demostrando acdo antioxidante, analgésica,
antinflamatéria, imunomoduladora, atividade no controle da bronquite crénica, disenteria e
hemorragia intestinal em seres humanos, além de atividade diurética e estimulacdo da
producéo de leite. Além disso, apresenta compostos fendlicos tais como acidos e flavonoides
(ABDALLA et al., 2007), apresentam ainda teores de fosforo, enxofre, nitrogénio e potassio nas
folhas (ROZANE et al., 2007).

Para pesquisar o potencial anti-helmintico da mangueira, foram avaliados ovos de H.
contortus tratados com os extratos hexanico e etandlico da semente dessa planta. O extrato
etandlico rico em taninos e saponinas, inibiu 95,66% da eclosdo dos ovos a 50 mg/mL, contudo
0 extrato hex&nico na mesma concentracdo ndo apresentou efeito significativo (COSTA et al.,
2002). Nogueira et al., 2008, realizaram estudos com extratos aquoso dos frutos verdes e das
folnas da manga. Apresentando 98,20% na reducdo do desenvolvimento larval e 71,64%
respectivamente, onde o extrato aquoso de folha de manga eficacia bem menor.

Ao avaliar o potencial de uso do fruto da manga como anti-helminticos no controle de H.
contortus, Nery et al. (2012), utilizaram o suco fresco de M. indica em dose de 74 g/mg PC e
obtiveram eficacia de 53% para a reducdo dos ovos por grama de fezes (OPG).

Em estudo preliminar, Ferreira (2014) avaliou a folha de M. indica desidratada e moida, e
obteve eficécia in vivo de 22,7% para a dose Unica de 4,978 g/kg/PC na reducédo do OPG de

larvas de H. contortus em ovinos.
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4.1 Resumo

Avaliaram-se os parametros parasitoldgicos e sanguineos in vitro e invivo de ovinos infectados
experimentalmente com Haemonchus contortus e tratados com extrato aquoso e o p6 das
folhas de “manga uba” (Mangifera indica L., var. “uba”). No teste in vitro foram realizadas
coproculturas quantitativas e teste de inibicdo da eclodibilidade. O teste in vivo foi determinado
pela reducdo de contagem de ovos nas fezes de cordeiros. Na coprocultura com 72 horas de
incubacdo a concentracdo de 29,1 mg/g do extrato aquoso e 166,7 mg.g-1 do p6é de
coprocultura apresentou eficacia de 88,7% e 98% respectivamente. O teste in vivo apresentou
eficacia de reducao de ovos por grama de fezes dos ovinos de 41,8% aos 28 dias utilizando o
extrato aquoso e de 22,71% aos 14 dias ap0s o tratamento com o p6 da folha. Os animais
tratados com o extrato aquoso apresentaram melhor escore de Famacha® e concentracdes de
eritrécitos, hemoglobina, hematécrito e B-globulinas superiores. Os teores de tanino
condensado foram de 3,79+0,01% no extrato aquoso e nas folhas moidas Mangifera indica
Var. uba foram 0,01+0,01%. A atividade anti-helmintica dessa espécie vegetal pode estar
relacionada a acao dos taninos, e sinergismo entre os compostos, 0 que deve ser avaliado em

futuras pesquisas.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia, Ovinos, Verminose, “Manga uba , Perfil Sanguineo
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4.2 INTRODUCAO

Na ovinocultura as verminoses sao apontadas como principal fator limitante da saude
desses animais e geradora de prejuizos na criacdo (VIEIRA, 2014). As helmintoses
gastrintestinais promovem alta mortalidade, reducéo do peso corporal apés a desmama e longo
intervalo pos-parto nas matrizes (FORTES et al., 2013).

Haemonchus contortus, parasita do abomaso, € um dos principais nematdédeos de
pequenos ruminantes que promove hematofagia e abomasite com comprometimento da
producdo em decorréncia da perda de apetite, diarreia e anemia (FORTES et al., 2013). Em
decorréncia do aumento da infestacdo desse parasita, tem sido observada alta mortalidade de
cordeiros e ovelhas em periodo de periparto (COSTA et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2009;
SARGISON et al., 2007).

A frequente utilizacdo de anti-helminticos sintéticos, em subdoses ou superdosagens,
diagndsticos parasitolégicos incorretos e a falta de rota¢@o dos produtos quimicos favorecem a
selecdo de nematédeos multirresistentes (SANTOS et al., 2012; DUARTE et. al. 2012;
VERISSIMO et al. 2012; FORTES et al. 2013). Além de acumular residuos no ambiente e nos
produtos de origem animal (KUNSA; ABEBE, 2009).

A utilizacdo de compostos secundarios de plantas pode representar alternativa para o
controle de nematddeos gastrintestinais (ATHANASIADOU et al., 2001; SOUSA et al., 2013).
Em diferentes continentes tem sido relatada atividade anti-helmintica de extratos de plantas,
representando estratégia promissora para a industria biotecnolégica e criadores de ruminantes
(NERY et al., 2010; QADIR et al., 2010; GOSWAMI et al., 2011; KAKAR et al., 2013).

Mangifera indica L. var. “Uba”, Anacardiaceae, ¢ originaria da india, cultivada em muitas
regibes tropicais e subtropicais, produzindo um dos frutos mais populares do mundo, com
grande importancia econémica e social (SAUCO, 2004). Em 2015 a producéo de manga no
Brasil foi de 1.226 mil toneladas, sendo 145 mil toneladas para exportacdo, destaque pelo
segundo ano consecutivo sendo o fruto mais exportado (SECEX, 2015).

Essa planta possui diversas propriedades terapéuticas, demonstrando acéo antioxidante,
analgésica, antinflamatéria, imunomoduladora, atividade no controle da bronquite cronica,
disenteria e hemorragia intestinal em seres humanos, além de atividade diurética e estimulagao
da producéo de leite (GONZALEZ et al., 2007).

Em estudos anteriores, foram avaliados ovos de H. contortus tratados com os extratos
hexanico e etandlico da semente dessa planta. O extrato etandlico rico em taninos e
saponinas, inibiu 95,6% da ecloséo a 50 mg/mL (COSTA et al., 2002). Ao avaliar o potencial de
uso de M. indica como anti-helmintico no controle de H. contortus, Nery et al. (2012), utilizaram
0 suco fresco a 74 g/kg/PC e verificaram eficacia de 53% para a reduc@o dos ovos por grama
de fezes (OPG).
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Nesta pesquisa avaliou-se a atividade anti-helmintica in vitro e in vivo do das folhas de
Mangifera indica L., var. “ubad” no controle de H. contortus de ovinos. Assim como 0s

parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos dos animais tratados com esse extrato.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Local de estudo

O experimento foi conduzido no Setor de Ovinocultura do Instituto de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), em Montes Claros no estado de Minas
Gerais, Brasil (W 43°55'33,56” e S 16°41°10,05").

O clima da regido é caracterizado como tropical imido com verado seco (As) de acordo
com a classificacdo de Koppen (ALVARES et al., 2014), marcada por longa estacdo seca de
maio a setembro e periodo chuvoso de janeiro a fevereiro. A precipitagdo média mensal e a
temperatura foram 201,32 milimetros e 24,32°C, respectivamente.

A area em estudo apresenta solo classificado como cambissolo haplico distréfico.
Apresenta baixa disponibilidade de nutrientes, principalmente fésforo e altos teores de aluminio
trocavel, textura média a argilosa, relevo suave ondulado com pedregosidade e é desenvolvido
de siltitos rocha do Pré-cambriano (EMBRAPA, 1999).

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA - UFMG) e

aprovados sob o protocolo 42/2008.

4.3.2 Material vegetal

Para realizacdo dos extratos foram coletadas folhas de M. indica Var. “uba@” entre os
meses de maio a julho de 2014. As folhas danificadas ou com algum tipo de deteriorac&o foram
descartadas. Em seguidas as folhas selecionadas foram lavadas em &gua corrente e
desidratadas em estufa com circulacéo forgada de ar a 40°C + 5 por 72 horas, trituradas e o pé
armazenado em local fresco e longe da luz solar. Trés subamostras foram submetidas a
determinacdo de matéria seca (MS), a 105°C, para célculo das concentracdes a serem
testadas.

Para realizacdo dos testes in vivo e de inibicdo do desenvolvimento larval foi produzido o
extrato aquoso, obtido por decoccdo, de acordo o método adaptado de Nery et al. (2010);
Morais-Costa, et al (2015). As folhas moidas foram submersas em &gua purificada estéril,
homogeneizadas e incubadas em banho Maria a 40°C durante 60 minutos. Posteriormente,
filtrou-se a quente em funil com gaze e algoddo e o extrato foi desidratado em estufa com
circulacdo forcada de ar a 40°C até obtencdo de peso constante. Trés subamostras foram
submetidas a determinacao de MS, a 105°C, para calculo das concentragfes a serem testadas

do extrato aquoso.
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4.3.3 Cromatografia

Para realizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)
pesou-se 10 mg do extrato aquoso de manga, em microtubo plastico do tipo safe-loc adicionou-
se 1,0 mL, agua. Procedeu-se a solubilizacdo da amostra, com auxilio de banho de ultrasom,
por 20 min e, em seguida, centrifugou-se a 10.000 rpm, por 10 min. O sobrenadante (10 uL) foi
empregado nas analises por CLAE-FR.

Para obtencdo do perfil cromatografico, utilizou-se sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, Waters, equipado com injetor automatico 2695, detector de arranjos de diodos
(DAD) 2996, bomba L-6200A, integrador C-R4A, e programa Empower para processamento de
dados. Também foi utilizado, coluna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., particulas de 5
pm), detecgdo em UV 210-400nm, fluxo de 1 mL/min e temperatura de 40°C. O volume injetado
foi de 10 pL. Utilizou-se gradiente de eluicdo de agua e acetonitrila. Em todas as etapas foram
empregados solventes grau CLAE e agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q. Fez-se um
branco para o MeOH, utilizado nas analises (Valadares et al., 2003).

O teor total de proantocianidinas foi quantificado no extrato aquoso apés solvolise
catalizada por acido com n- BUOH/HCI 37% (95:5), segundo metodologia previamente descrita
(Hiermann et al., 1986). Procedeu-se a leitura da absorvancia da solugdo a 540 nm, sendo os
valores expressos como cloreto de cianidina. Os resultados corresponderam & média de trés

determinacdes, seguidos dos desvios-padréo.

4.3.4 Teste de inibicdo da eclodibilidade in vitro

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 seis minutos. O
sobrenadante foi descartado e completou-se os tubos com solugdo 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 solucéo de ovos e 4gua

purificada foi armazenada em Béquer.

4.3.5 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). No
grupo ndo tratado foi utilizado apenas agua destilada e no grupo controle tratado, foi utilizada a
solucdo de levamisol (0,3mg/L) ou solucdo de ivermectina (16pg/ml) no grupo tratado (CP).
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Cada coprocultura foi acrescida de vermiculita, na quantidade para completar 2 g somando-se
0 p6 ou o extrato aquoso das folhas de manga desidratadas, e 2 ml de dgua destilada estéreis.
Para cada tratamento foram realizadas 5 repetic6es. As concentracdes finais utilizadas do
extrato aquoso foram 29,1; 15,55; 7,27; 1,81 mg/g de coprocultura e das folhas desidratadas
foram de 166,7; 133,3; 100; 66,7; e 33,3mg de MS/g de coprocultura. As culturas fecais foram
umedecidas diariamente com adigdo de agua destilada e avaliaram-se os periodos de 72 horas
e sete dias de incubag&o com cinco repeticdes.

ApoOs trés horas desses periodos de incubacgédo, foi adicionada agua destilada até a
borda de cada copo para obtencéo das larvas. Os cultivos foram cobertos com uma placa de
petri, virados bruscamente, e adicionou-se 20 mL de agua purificada a placa para as larvas
migrarem para fora dos recipientes.

Ap6s trés horas, as larvas foram coletadas e armazenadas em tubos de ensaio contendo
1 mL de formol 10% e mantidas refrigeradas a 4°C até a contagem. Para visualizacdo e
quantificacdo das larvas foi utilizado o microscépio éptico na objetiva de 10x, utilizando-se
camara de Sedgewick (Nery et al., 2010). O numero total de larvas observado foi dividido por
dois e o resultado expresso em larvas desenvolvidas por grama de fezes (LDPG).

Para especificacdo da porcentagem de eficacia 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 LDPG, foram previamente transformados em Log (x
+ 10) e submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas por teste Tukey com 5% de
probabilidade utilizando-se o Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG) 2007.
Com a analise de regresséo probit do pacote estatistico SAEG® 9.1 (2007), foi determinada a

concentracdo para inibir 90% (CL90) da eclodibilidade.

4.3.6 Teste de reducdo de ovos em fezes de ovinos

In vivo 1

No primeiro experimento utilizando-se extrato aquoso, foram avaliados 20 cordeiros
mesticos Santa Inés machos e fémeas, em iguais propor¢des, com média de peso corporal de
30 kg, com idade média de 4 meses, infectados com aproximadamente 800 larvas infectantes
de H. contortus por kg PC. As eficacias foram determinadas com o teste de redu¢céo de ovos
nas fezes de acordo com a metodologia adaptada de Coles et al. (1992).

ApoOs 28 dias de infeccdo os ovinos foram separados em dois grupos homogéneos,
baseados no OPG, peso e sexo. Um grupo foi tratado com 0,601 g/kg/PC do extrato aquoso da
manga, valor obtido através do célculo da quantidade que o trato gastrointestinal consegue
suportar (12,5% PC), administrado uma vez por dia por trés dias consecutivos, utilizando-se
uma sonda esofagica. O outro grupo néo foi tratado, representado o controle negativo. O

experimento foi realizado no periodo da manhd, apés 12 horas de jejum dos animais.
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Durante todo o periodo experimental os animais permaneceram confinados em baias
com piso de areia e alimentados com silagem de sorgo, concentrado, premix mineral e agua a
vontade. Semanalmente eram realizados a pesagem dos animais e o exame de mucosa
segundo o0 método Famacha® (MOLENTO, 2004). Os animais foram clinicamente
inspecionados considerando possiveis alteragfes comportamentais.

A realizagdo dos OPGs foi iniciada dois dias antes do inicio do experimento. A partir do
primeiro dia de tratamento foram realizados OPGs trés vezes por semana, durante cinco
semanas consecutivas.

As médias do OPG foram obtidas individualmente para todos os cordeiros com a técnica
de Mc Master modificada com duas repeticdes por animal (GORDON; WHITLOCK, 1939).
Amostras fecais de todas as coletas foram utilizadas para realizacdo de coprocultura para
confirmacédo do género do nematédeo (UENO; GONCALVES, 1998).

O experimento foi conduzido em delineamento em parcelas subdivididas (parcelas
representadas pelos dois tratamentos e as subparcelas pelos cinco periodos de analises)
(Morais-Costa et al, 2016). Os dados de OPG obtidos foram transformados para log10 (x + 10),
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelos testes de médias Scott Knott
e Mann-Whitney aos niveis de significancia a 5% e 10% respectivamente. A férmula adaptada
de Coles et al. (1992) foi empregada para determinar o percentual de reducdo de ovos nas
fezes:

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

In vivo 2

No segundo experimento in vivo, a metodologia utilizada foi a mesma do experimento
um. As analises foram realizadas em 24 cordeiros Santa Inés machos, com média de peso
corporal de 35 kg, infectados com aproximadamente 1000 larvas infectantes de Haemonchus
contortus.

Um grupo foi tratado com a folhas desidratadas e moidas de manga, um grupo néo foi
tratado, representando o controle negativo e o grupo controle positivo, foi tratado com 10 mg de
albendazol (Aldazol 10 CO, Vetecia laboratérios de produtos veterinarios LTDA-Vallée S/A, S&o
Paulo, Brasil) kg-1 de peso corporal (PC) por via oral.

Os animais tratados com as folhas desidratadas e moidas foram separados em gaiolas
metabdlicas e administrou-se a dose Unica de 4,978 g(MS).kg-1 de PC em um mesmo volume
de concentrado. Apds consumo da mistura, os cordeiros voltaram a receber a mesma dieta

relatada anteriormente.

4.3.7 Parametros sanguineos

A avaliacdo dos parametros sanguineos foram realizadas apenas nos animais machos
gue receberam o extrato aquoso. As coletas de sangue foram realizadas no periodo da manha,

antes do fornecimento da dieta, obedecendo a jejum de 12 horas e durante quatro semanas
41



consecutivas para andlises dos parametros hematolégicos e bioquimicos dos animais com o
objetivo de avaliar alguma possivel reacéo toxica do extrato. Foram realizadas cinco coletas
em cada animal referente aos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. O sangue foi coletado a
partir da primeira semana do experimento, por meio de puncao da veia jugular ap6s assepsia
com iodo-PVP | a 1%, utilizando-se tubos a vacuo.

Os tubos contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram encaminhados para
analise dos hemogramas em equipamento de contagem eletrdnica (BC 2.800 Vet, Mindray
Medical International LTDA, China).

Proteina, albumina, creatinina e ureia sérica foram mensuradas a partir do Kit enzimatico
(Bioclin — Quibasa Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil) colorimétrico por
espectrofotdmetro (Sistema automatico para bioquimica —-BIOPLUS BIO 2000). As
concentracdes de globulinas totais foram obtidas pela diferenca entre as concentracdes de
proteinas totais e de albumina (Payne; Payne 1987).

As fracdes de proteinas plasmaticas foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose
(CELMGEL) (30 min) em tampé&o TRIS. Os géis foram corados por 5 minutos em 200 mL de
negro de amido e em solucdo de &cido acético (7%) até o fundo de o gel ficar perfeitamente
claro. As concentragbes das fracbes de proteinas foram determinadas e assistidas por
computador software CELM SE- 250.

O experimento foi conduzido em delineamento em parcelas subdivididas (Morais-Costa
et al, 2016). Os dados foram avaliados considerando-se 1% e 5% de significancia, pelo teste

de Scott-Knott utilizando-se o pacote estatistico SAEG 9.1.
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4.4 Resultados

4.4.1 Perfil cromatografico e teores de protociadininas

O perfil cromatografico do extrato aquoso da folha de manga apresentou picos de

taninos, em diferentes tempos de retencdo, 1,02; 5,59; 7,22 e 10,75 min (FIGURA 1).

Adicionalmente, pode-se mostrar flavona e flavonoide no tempo de retencdo 11,23 e 11,48 min

respectivamente (FIGURA 2). Nery et al., (2012), em analise fitoquimica do suco de fruto

imaturo de Mangifera indica, constataram a presenca de flavonoides e taninos condensados.

Figura 1: Perfil cromatografico, obtidos por CLAE-RF, para o extrato aquoso da espécie

vegetal Mangifera indica L. As letras no UV estéo relacionadas com os picos 1, 2, 3 e 4,

indicando taninos
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O extrato aquoso da folha de Mangifera indica Var. uba apresentou atividade anti-

helmintica para inibicao da eclodibilidade de 81,65% para a concentragéo de 30 mg.ml'l, assim
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reduzindo significativamente a eclodibilidade comparando-se com o controle com &gua
purificada (P<0,05) (TABELA 1).

Tabela 1. Eficacias do extrato aquoso das folhas de Mangifera indica Var. uba e fosfato de
levamisol (15mg.m{™) na inibicso da eclodibilidade de Haemonchus contortus

Concentragéo (mg.m{™) Média OB Média OL Média L1 Eficacia (%)
30,00 87,00 31,75 26,75b 81,65
15,00 86,00 15,00 97,75cd 51,25
7,5 73,75 27,25 101,75d 49,87
3,75 71,00 37,75 79,5¢ 58,08
Né&o tratado 4,75 0,00 131,25e -
Levamisol 214,75 0,00 0,00a 100,00
Ccv 8,60 33,08 12,60 -

Notas: Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si pelo
teste de DUNCAN (p<0,05). Nao tratado — agua purificada; CV: coeficiente de variagdo; OB:
ovos blastomerados; OL: ovos larvados; L1: larvas de primeiro estagio. Formula de eficacia (%) =
100 x [1 — (L1 / ndmero inicial de ovos)]

4.4.3 Atividade anti-helmintica in vitro

O extrato aquoso das folhas de M. indica apresentou atividade anti-helmintica de
88,7% na concentracdo de 29,10 mg/g de coprocultura, reduzindo significativamente o
desenvolvimento larval se comparado com o controle com agua purificada (P<0,05) (TABELA
2). As eficacias observadas foram doses dependentes e a concentragdo letal estimada para

inibir o desenvolvimento de larvas infectantes foi 28,83 mg/g (GRAFICO 1).
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Tabela 2. Eficacia do extrato aquoso de Mangifera indica em diferentes concentrages para

inibicdo do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus

TRATAMENTOS LPGF* EFICACIA (%)

Extrato aquoso (mg/qg)

29,10

80° 88,7
14,55 210° 70,5
7,28 290" 59,3
1,82 4102 42,5
Fosfato de levamisol (0,3 mg/qg) ¢ 100,0
Agua destilada 4502 -

Larvas sobreviventes (%)

Letras diferentes indicam diferenca significativa (P< 0,05), pelo teste Tukey. Coeficiente de variagao:
3,33%.

*LPGF: namero de larvas infectantes por grama de fezes em coproculturas
Eficicia: % eficacia= 100 x ( 1 — LPGF do grupo tratado/LPGF do grupo controle)

Grafico 1- Inibicdo do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus em diferentes

concentracdes do extrato aquoso de Mangifera indica
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O po6 da folha de “manga uba” apresentou atividade anti-helmintica para inibicdo do
desenvolvimento larval de 98% para a concentracdo de 166,67 mg.g-1 com 72 h de incubacéo,
reduzindo significativamente o desenvolvimento larval comparando com o controle com agua
purificada (P<0,05) (TABELAS 3).

Tabela 3. Média de larvas de Haemonchus contortus por grama de fezes em coproculturas
tratadas com diferente concentragfes das folhas desidratadas de Mangifera indica Var. ub4,
ivermectina (16 pg.m{™) ou agua destilada estéril e suas respectivas eficacias na inibicdo do

desenvolvimento larval apés trés e sete dias de incubacéo

Concentracio (mg.g™ Trés dias Sete dias
de coprocultura) Média LDPG Eficacia (%) Média LDGP Eficacia (%)

166,67 25,0 Aa 98,0 4,0 Aa 100,0
133,37 333,5Ba 77,0 98,0 Ab 89,0
100,00 404,0 Ba 72,0 13,0 Ab 99,0
66,67 256,0 Aa 82,0 1,0 Ab 100,0
33,37 480,0 Ba 66,5 1,0 Ab 100,0

Né&o tratado 1433,0 Ba - 874,5 Bb -
Ivermectina 0,0 Aa 100,0 0,0 Aa 100,0

Ccv 20,8 - 26,4 -

Notas: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott - Knott (5%). CV: Coeficiente de variacao;
LDPG: larvas desenvolvidas por grama de fezes; N&o tratado — agua purificada estéril. Formula
de Eficacia (%) = 100 — [(LDPG do grupo tratado / LDPG do grupo controle negativo) x 100]

4.4.4 Atividade anti-helmintica in vivo

Apés a terceira e quarta semanas do tratamento com o extrato aquoso das folhas de M.
indica L, verificou-se reducdo significativa (p<0,10, teste - ndo paramétrico de Mann-Whitney)
na média do OPG em relagdo aos animais ndo tratados. Para ambos os grupos de ovinos a
média do OPG reduziu (p<0,05, teste de Scott-Knott) apds a segunda semana do inicio do
experimento (TABELA 4). No exame de inspec¢do dos animais ap6s o tratamento, ndo foram

verificadas alteragcbes visiveis relacionados a possivel toxicidade. A maior eficacia anti-

helmintica verificada, 42,8%, ocorreu 21 dias ap0s a administracéo do extrato (TABELA 4).
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Tabela 4. Valores médios de ovos por grama de fezes (OPG) para ovinos tratados com

extrato aquoso de folhas de Mangifera indica (0,601 g/kg/PC) ou néo tratados

Periodo de coleta (dias)

Tratamentos 0 7 14 *EF 21 EF 28 EF

N&o tratado  2888,4A 2268,7A 1924,6B 2008,3Ba 2033,3Ba

M. indica 2128,7A 2530,6A 17415B 95 1147,5Bb 42,8 1182Bb 41,8

Letras diferentes mailsculas nas linhas diferem significativamente pelo teste de Scott Knott (P < 0,05).
Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,10) pelo teste de Mann-
Whitney. Coeficiente de variacdo = 9,52%.

*EF=Eficécia anti-helmintica: [1- (OPG tratamento/OPG controle)] x 100.

Nesta pesquisa, a média do peso corporal foi similar entre os grupos de ovinos
avaliados (TABELA 5). Entretanto, entre sete a 28 dias 0s animais de ambos 0s grupos
demonstraram ganho de peso. Durante o0 experimento, animais do grupo controle
apresentaram média de ganho de peso corporal de 170 (+/- 0,03) g/dia, enquanto que no grupo
tratado com o extrato da folha de M. indica o ganho médio foi de 90(+/- 0,07) g/dia.

Tabela 5. Valores médios do peso corporal (kg) de borregos tratados com extrato aquoso de

folhas de Mangifera indica (0,601 g/kg/PC) e nao tratados

Periodos de avaliagdo (dias)

Tratamentos 0 7 14 21 28
Nao tratado 30,5C 32,7C 31,6C 33,8B 35,3A
M. indica 32,0C 31,6C 32,5C 33,0B 34,5A

Letras diferentes nas linhas diferem significativamente (P < 0,05), pelo teste de Scott-Knott. Coeficiente de
variagdo = 5,13%. M.indica: 90(+/- 0,07)g/dia. Controle: 170 (+/- 0,03) g/dia.

As folhas desidratadas de Mangifera indica na dose 4,978 g.kg-1 PC apresentaram baixa
eficacia apos sete e 14 dias de tratamento. O tratamento ndo diferiu do controle negativo em
nenhum dos periodos testados, evidenciando baixa eficacia na reducao do OPG de ovinos na
dose e frequéncia de fornecimento testada.

Os animais ndo rejeitaram as folhas desidratadas fornecidas juntamente com o

concentrado, e ndo apresentaram nenhuma alteragcdo visivel clinicamente durante o periodo
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experimental. O tratamento com folhas de manga desidratada e moida apresentou eficacia de
22,7% (TABELA 6) para a dose Unica de 4,978 g.kg-1 PC.

Tabela 6 - Média de ovos por grama de fezes de ovinos inoculados com Haemonchus
contortus e tratados com as folhas de Mangifera indica Var. uba, albendazol e de animais nao

tratados
Tratamentos OPG ApOs sete dias Ap6s 14 dias CV %
Inicial OPG Eficacia OPG Eficacia
Folha 837,52 685,4Ba 9,61% 843,5 Ba 22,7% 16,2
Tratado 1116,7b 31,2Aa  959% 37,5 Aa 96,5% 21,8
N&o tratado 845,8a 758,3 Ba - 1091,7 Ba - 11,3

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailsculas na coluna, e minisculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de DUCAN (5%). Coeficiente de Variagdo = 18,355. Tratado - 10 mg
de albendazol / kg-! de peso corporal; Nao tratado — agua purificada; CV: Coeficiente de variacdo; OPG:
Ovos por gramas de fezes. Formula eficacia (%) = 100 x (1 — média OPG grupo tratado / média OPG
grupo controle).

4.4.5 Parametros sanguineos

Na avaliacéo clinica dos animais, pelo método de Famacha®© n&o foi observada
diferenca significativa nos periodos avaliados. Entretanto, os animais tratados com o extrato

apresentaram melhor escore quando comparado aos nao tratados (TABELA 7).

Tabela 7. Valores medianos de escore de Famacha® de ovinos tratados com extrato aguoso
de folhas de Mangifera indica (0,601 g/kg/PC) ou néo tratados

Tratamentos 0 7 14 21 28 Média
1,83 2,50 2,66 2,66 2,16 2 36A

Nao tratado

M. indica 1,50 2.00 1,66 2,33 2,16 1,93B

Letras diferentes maiusculas nas linhas diferem significativamente pelo teste de Wilcoxon (P < 0,05).
Coeficiente de variacdo = 36,52.

A concentragdo de hemoglobina corpuscular, amplitude de distribuicdo de eritrdcitos,
bem como os niveis de leucécitos, mondcitos, plaquetas, a;-globulinas, a,-globulinas e y-
globulinas ndo apresentaram influéncia dos tratamentos e dos periodos avaliados (TABELAS 8,
9 e 11). Os valores de hemoglobina corpuscular média, volume corpuscular médio, linfdcitos,
eosindfilos, bastonetes, segmentados, albumina, globulina, ureia, relagdo albumina/globulina e
B-globulinas variaram entre os dias de coleta (TABELAS 8, 9, 10 e 11). Animais recebendo
extrato da folha de M. indica apresentaram concentragfes de eritrocitos, hemoglobina,
hematdécrito e B-globulinas superiores quando comparados ao grupo nao tratado.
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Tabela 8. Valores médios para eritrocito, hemoglobina, hematdcrito, hemoglobina corpuscular

média, concentracdo de hemoglobina corpuscular, volume corpuscular médio, amplitude de

distribuicao de eritrécitos e plaquetas de ovinos com haemoncose tratados com extrato aquoso

de Mangifera indica e animais ndo tratados

Tratamento 0 7 14 21 28 Média Ref.® CV (%)
Eritrécito (x10°/uL)
N&otratado 11,33 11,28 1078 11,56 1111 1L21B
o 9-15 1,12
M. indica 12,71 12,75 12,20 12,34 12,96 12,59A
Hemoglobina (g/dL)
Nao tratado 10,58 11,03 10,35 11,55 11,18 10,93B
o 9-15 17,56
M. indica 12,36 12,9 11,96 12,68 13,23 12,62A
Hematdcrito (%)
N&o tratado 32,01 33,53 32,18 3591 33,35 33,39B
o 27-45 17,36
M. indica 36,96 3950 37,71 3955 41,03 38,95A
Hemoglobina corpuscular média (pg)
Nao tratado 9,36 9,74 9,63 9,99 10,08
M. indica 9,74 9,82 9,74 10,35 10,31 8-12 5,84
Média 955b 9,78b 9,68b 10,17a 10,19a
Concentragéo de hemoglobina corpuscular (g/l)
Nao tratado 33,00 32,82 32,11 27,37 33,62
- 31-34 14,38
M. indica 33,48 31,74 31,52 32,04 32,13
Volume corpuscular médio (fl)
Nao tratado 28,39 29,74 30,08 30,99 30,02
M. indica 29,08 29,84 30,93 32,39 32,12 28-40 7,33
Média 28,73b 29,79b 30,50a 31,69a 31,07a
Amplitude de distribuicdo de eritrocitos - RDW (%)
Nao tratado 18,25 21,90 19,28 20,38 18,51 . 1759
M.indica 19,01 22,75 1881 19,55 22,10 ’
Plaquetas (ul)
Nao tratado 452,16 622,83 438,33 650,33 488,33 250- 6.54
M. indica 517,50 609,33 473,00 747,83 635,33 750 '

Letras mailsculas diferentes nas colunas e minusculas nas linhas diferem significativamente (P < 0,05),
pelo teste de Scott — Knott. ? Intervalo de referéncia para ovinos sadios (PUGH, 2004). * Valores ndo

encontrados na literatura consultada.
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Tabela 9. Valores médios para leucdcitos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos, bastonetes e
segmentados de ovinos com haemoncose tratados com extrato aquoso de Mangifera indica e

animais nao tratados.

Tratamentos Dia 0 7 14 21 28 Referéncia® CV (%)

Leucdcitos (mm3)
Néo tratado 8150 8000 7283 7766 8800

M. indica 8000 8350 9333 8583 9033 4000-12000 309
Linfécitos (mm3)
N&o tratado 3968 2848 3513 4266 4975
M. indica 3639 2927 4579 4618 5095 2.000 - 9.000 3,42
Média 3803a 2887b  4046a 4442a  5035a
Mondcitos (mm?3)
N&o tratado 362 355 290 277 325 7,02
M. indica 367 394 312 213 356 0- 750
Eosindfilos (mms3)
N&ao tratado 182 141 74 14 203
M. indica 150 71 112 49 109 0-1000 31,94
Média 166a 106ab 93ab 31b 156a
Bastonetes (mm3)
N&o tratado 0 96 48 141 238
M. indica 0 79 228 231 211 * 24,53
Média Oc 87b 138ab 186a 224a

Segmentados (mm3)
N&o tratado 3636 4559 3357 3067 3057
M. indica 3843 4876 4100 3472 3260 400 a 6.000 3.60

Média 3739%b  4717a  3729b 3269b  3158b

Letras minusculas diferentes nas linhas diferem significativamente (P < 0,05), pelo teste de Scott -
Knott. # Intervalo de referéncia para ovinos higidos (FELDMAN et al., 2000). * Valores ndo
encontrados na literatura consultada.

Verificou-se interagcdo significativa dos tratamentos e os periodos avaliados para as
contagens de proteina total e creatinina. A proteina total do grupo tratado com o extrato se
manteve mais alta aos 21 e 28 dias. Enquanto que os niveis de creatinina do grupo néo tratado
foram inferiores ao do tratado apenas aos 28 dias (P< 0,01) (TABELA 10).
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Tabela 10. Médias das concentracdes séricas de proteinas totais, albumina, globulina,

relacdo albumina/globulina, ureia e creatinina de ovinos com haemoncose tratados com

extrato aquoso de Mangifera indica e animais néo tratados

Tratamentos 0 7 14 21 28 Referéncia ® CV (%)
Proteinas totais (g/dL)
N&o tratado 6,00Ba 590Aa 6,06Ba 6,10Ba 6,02Aa 79 5,67
M. indica 6,08Bb 6,03Ac 6,33Ab 6,76Aa 6,06Ab
Albumina (g/dL)
Nao tratado 3,45 3,21 3,34 3,59 4,08
M. indica 3,93 3,39 3,37 3,93 3,63 2,4-3,0 12,15
Média 3,69a 3,3b 3,35b 3,76a 3,85a
Globulina (g/dL)
Nao tratado 2,54 2,72 2,72 2,5 2,15
M. indica 2,86 2,90 2,96 2,83 2,43 3,50 - 5,70 13,71
Média 2,70 a 2,8la 2,84a 2,66a 2,29b
Relacédo albumina globulina
N&o tratado 1,38 1,18 1,24 1,38 1,93
M. indica 1,38 1,19 1,19 1,44 1,52 * 22,34
Média 1,38b 1,185b 1,21b 1,41b 1,72a
Ureia (g/dL)
Nao tratado 29,29 29,10 33,00 48,63 48,25
M. indica 31,16 39,20 43,47 46,63 37,83 17-42,8 29,49
Média 30,22b  34,15b 38,23b  47,63a 43,04a
Creatinina (g/dL)
N&o tratado 1,46Aa 1,25Ab 1,09Ac 0,91Bc 1,04Ac
M. indica 1,02Ba  0,99Ba 0,95Ba 0,93Ab  1,01Bb Lo 19 12,06

Letras minusculas diferentes nas linhas e maiusculas nas colunas diferem significativamente (P <
0,01), pelo teste de Scott-Knott. ? Intervalo de referéncia para ovinos sadios (PUGH, 2004). * Valores

nao encontrados na literatura.
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Tabela 11. Médias das concentragdes de a;-globulinas, a,-globulinas, B-globulinas e y-

globulinas de ovinos com haemoncose tratados com extrato aquoso de Mangifera indica e

animais nao tratados

Tratamentos Dia0 7dias 14dias 21dias 28 dias Média CV (%)
a,-globulinas (g/dL)
N&o tratado 0,46 0,52 0,47 0,48 0,44 21,02
M. indica 0,44 0,57 0,49 0,52 0,39
0y-globulinas (g/dL)
Nao tratado 0,77 0,87 0,77 0,89 0,70
M. indica 0,73 0,79 0,71 0,70 0,78 16,98
B-globulinas (g/dL)
Nao tratado 0,28 0,27 0,40 0,22 0,32 0,29B
M. indica 0,88 0,63 0,78 0,44 0,44 0,63A 50,41
Média 0,58a 0,45b 0,59%a 0,33b 0,58b
y-globulinas (g/dL)
N&o tratado 1,03 1,09 1,08 1,06 0,68 26,29
M. indica 0,79 0,90 0,87 1,15 0,97

Letras minusculas diferentes nas linhas e mailsculas nas colunas diferem significativamente (P <

0,01), pelo teste de Scott-Knott.

52



4.5 Discusséo
4.5.1 Inibicdo do desenvolvimento larval (IDL)

O extrato aquoso das folhas de M. indica reduziu significativamente a IDL em
comparacdo ao controle com agua estéril. Outras pesquisas tém reportado eficacias
semelhantes a essa pesquisa com outras espécies frutiferas utilizando a coprocultura
quantitativa. Nogueira et al. (2009), avaliaram o extrato aquoso das folhas de Annona
crassiflora (pand) e verificaram que a 100 mg/g a eficacia de inibicdo do desenvolvimento larval
de 89,8 %. Em outro estudo Nery et al. 2010, avaliando do extrato aquoso de Anacardium
humile (cajuzinho do cerrado) a 150 mg/g verificaram eficacia de 90,9% na inibicdo do
desenvolvimento larval de H. contortus.

Nogueira et al. (2012), avaliaram a atividade do EA da casca do fruto de Caryocar
brasiliense (pequi) na IDL de H. contortus, obtendo eficicia de 94,8% a 200 mg/g de COP, as
andlises fitoquimicas do extrato indicaram a presenca de saponinas, taninos totais, taninos
catequéticos, catequinas, de esteroides, de flavonoides e de xantonas. Os autores sugerem
que a atuacgdo sinérgica desses metabdlitos poderia ser responsavel pelo efeito anti-helmintico
na inibicdo do desenvolvimento larval.

Para sete dias de incubacdo, a folha de manga desidratada e moida apresentou
atividade anti-helmintica para inibicdo do desenvolvimento larval de 100% para as
concentracbes de 33,37; 66,67 e 166,67 mg.g'1 (TABELA 2). Em estudo preliminar o suco
fresco dos frutos imaturos de Mangifera indica apresentou eficicia superior a 95% na inibi¢cdo
do desenvolvimento larval para 44,4 mg.ml™* (NERY et al., 2012). Dessa forma, a atividade
inibitéria do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus pode ser constatada para ambas
as partes dessa planta.

Comparando-se com extrato de outra planta frutifera, o extrato aquoso de Anacardium
humile a 150 mg.ml'1 e 0 extrato etanélico a 80 mg.ml"l, demostraram eficacia de 97,3% e de
99,6%, respectivamente, na inibicdo do desenvolvimento larval de nematddeos gastrointestinal
de ovinos (NERY et al., 2010).

4.5.2 Eficacia in vivo parareducéo de ovos de H. contortus nas fezes de ovinos

A maior eficacia anti-helmintica verificada foi de 42,8% aos 21 dias apés a administracédo
do extrato aquoso. Essa poderia estar associada a possivel melhoria da imunidade celular dos
animais para o controle da haemoncose. Essa eficacia pode ser considerada baixa se
comparada com a prescrita para anti-helminticos sintéticos por World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) (COLES et al. 1992). Entretanto, para
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produto natural esse resultado é promissor e futuros estudos poderiam avaliar o efeito dos
metabdlitos desse extrato na melhoria da resposta.

Nery et al. (2012), analisaram a administragdo oral do suco fresco de M. indica a 74
mg/kg/PC e verificaram a eficacia de 53% para a reducdo do OPG de ovinos com
haemonchose experimental apds 7 dias do tratamento.

Em estudo preliminar o perfil cromatografico do extrato aquoso da folha de manga
apresentou picos de taninos, flavona e flavonoides em diferentes tempos de retengéo. Os
teores de taninos condensados foram maiores no extrato aquoso das folhas 3,79+0,01% de M.
indica var. uba, em relagédo a folha moida 0,01+0,01% (FERREIRA, 2014), que é considerado
baixo.

Em pesquisa com extrato aquoso de fruto imaturo, e fracdo etandlica do extrato hexanico
da de M. indica, os metabolitos detectados foram proantocianidinas, taninos hidrolisaveis,
triterpenos, e saponinas (COSTA et al., 2002; EL-SHERBINI; OSMAN, 2013).

Os frutos de M. indica possui diferentes classes de compostos fendlicos, tais como
acidos , ésteres e flavonoides (ABDALA et al., 2007). As folhas desta arvore contém altos
niveis de fésforo, enxofre, nitrogénio e potassio (ROZANE et al., 2007).

Compostos vegetais secundarios, cuja func¢éo principal é a protecdo contra herbivoria,
podem ser considerados responsaveis por atividade terapéutica (CHAGAS et al., 2004). Para
as espécies de plantas com ag¢do anti-helmintica, essa capacidade foi atribuida principalmente
aos taninos. Diferentes estudos identificaram efeitos anti-helminticos em substéncias bioativas
de fontes de taninos condensados (GITHIORI et al.,, 2006; MINHO et al.,, 2008). Estes
compostos interagem com proteinas da cuticula de nematddeos e ha alteracdo das
propriedades quimicas e fisicas (ATHANASIADOU et al., 2001).

Nesta pesquisa, a menor eficacia no teste in vivo poderia estar associada a baixa dose
utilizada no tratamento. Futuros estudos com maiores doses e maiores frequéncia de
administrag@o poderiam promover eficicias mais elevadas. Santos et al. (2012), relataram que
a microbiota ruminal pode influenciar nos compostos administrados via oral, de forma que
substancias apontadas como bioativas em testes in vitro poderiam sofrer alteracdes estruturais
perdendo a atividade no ambiente ruminal.

Nogueira et al. (2012) verificaram que o0 extrato aquoso produzido a partir do mesocarpo
externo do fruto de Caryocar brasiliense (pequi), a concentragédo 2 g/kg/PC promoveu 98,3% de
reducdo do OPG apds sete dias da administracéo oral.

O extrato aquoso das folhas de Spondias mombin (caja), na concentracdo de 500 mg/g,
tratados por 2 dias, reduziu 0 OPG em ovinos em 65% apés 12 dias do tratamento (ADEMOLA
et al., 2005).

Folhas desidratadas e moidas (30g) de espécies frutiferas foram adicionadas ao
concentrado de ovinos na proporcdo de 10%. ApGs 14 dias de tratamento, foi observada
redugdo de 25,55% do OPG no tratamento controle, de 66,04% em Anacardium humile
(cajuzinho-do-cerrado), de 66,18% em Genipa americana (jenipapo), de 53,53% em Solanum

lycocarpum (lobeira) e de 67,73% em Syzygium cumini (jameldo). No periodo residual (21
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dias), o tratamento com A. humile apresentou 47,84% na reducdo no OPG, seguido de S.
lycocarpum (39,48%), e do G. americana (30,20%). Neste periodo, houve aumento de 27,98%
no OPG dos animais tratados com S. cumini e de 139,72% nos animais do grupo controle
(OLIVEIRA 2013).

Nesta pesquisa, durante o experimento, animais do grupo controle apresentaram média
de ganho de peso corporal de 170 (+/- 0,03) g/dia, enquanto que no grupo tratado com o
extrato da folha de M. indica o ganho médio foi de 90 (+/- 0,07)g/dia. Isso pode estar
relacionado com o fato dos animais estarem confinados, recebendo dietas calculadas para
promover ganhos de peso superiores a 100 gramas por dia e, dessa forma, possiveis
alteragfes causadas pela haemoncose foram atenuadas (MOLENTO et al., 2013).

O tratamento com as folhas desidratadas nao diferiu do controle negativo em nenhum
dos periodos testados, evidenciando baixa eficacia na reducdo do OPG de ovinos na dose e
frequéncia de fornecimento testada.

Os animais ndo rejeitaram as folhas desidratadas fornecidas juntamente com o
concentrado, e ndo apresentaram nenhuma alteragcdo visivel clinicamente durante o periodo
experimental.

Em outra pesquisa, reducdo de 33% na contagem de ovos nas fezes foi observado para
dose Unica de 303 mg.kg™ de peso vivo de extrato de folhas de Musa sp. Cv. Prata And em
comparacdo com o periodo anterior do tratamento, quando todos os animais apresentaram
altos niveis de infeccdo (NOGUEIRA et al., 2012).

ATHANASIADOU et al., (2007), descrevem que a eficacia dos extratos vegetais pode
variar com biodisponibilidade dos compostos vegetais nos diferentes compartimentos do trato
gastrointestinal do animal parasitado e com a especificidade do parasita, produzindo resultados
divergentes entre testes in vitro e in vivo com a mesma espécie vegetal.

Além disso, uma vez que neste experimento as folhas desidratadas de Mangifera indica
Var. uba foram administrados em dose Unica, estudos futuros, com o fornecimento de maior
dose e/ou maior frequéncia poderiam apresentar melhores resultados. Em outro estudo,
comparando o percentual de redugdo de nematddeos das espécies Trichostrongylus axei,
Cooperia curticei e Oesophagostomum columbianum em relacdo aos dias de tratamento com
extrato aquoso das folhas de Zanthoxylum rhoifolium, constatou-se melhor eficacia para o
grupo tratado oito dias consecutivos (56%) em relagdo ao grupo tratado apenas quatro dias
(51%) (PENELUC et al., 2009).

A vantagem do uso das folhas em relacao a sementes e frutos verdes é que a folhas séo
produzidas o ano inteiro, o que ndo acontece com a semente e o fruto que possuem
estacionalidade de producéo.

A atividade anti-helmintica dessa espécie vegetal pode estar relacionada a acdo dos
taninos. Entretanto a interacdo entre os metabdlitos secundarios, deves também ser avaliada ,

verificando-se possiveis sinergismos entre 0s compostos.
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4.5.3 Parametros sanguineos

No presente estudo, os animais tratados apresentaram melhor escore de Famacha®.
Entretanto a contagem de eritré6citos de ambos os grupos ocorreu dentro dos valores de
normalidade (PUGH, 2004). Apesar da alta contagem inicial de OPG, os animais tratados
apresentaram valores superiores de eritrocitos. Segundo Bowman 2010, em ovinos infectados
por H. contortus pode ocorrer perda de um quinto do volume total de eritrcitos circulantes por
dia e os efeitos patogénicos resultam da inabilidade do hospedeiro em compensar essa
espoliacao.

Para ambos os grupos avaliados, as médias de hematdcrito ocorreram dentro da faixa
de normalidade para ovinos (PUGH, 2004). Os animais tratados apresentaram valores de
eritrécitos, hemoglobina, hematécrito e B-globulinas superiores (P<0,05) aos animais nao
tratados. As reducdes nesses pardmetros sdo importantes para a avaliagdo de parasitos
hematdéfagos, sendo indicativo do grau de anemia dos animais (SOTOMAIOR et al., 2007). Os
animais quando apresentam anemia aguda os valores de hematdcrito séo inferiores a 15% e
sdo concomitantes com fraqueza e representam grave prognéstico (BOWMAN, 2010),
caracteristicas que nao foram observadas no experimento. Em outro estudo com ovinos
infectados com o nematédeo, em animais tratados ou ndo com anti-helminticos, também foram
reportados valores de hematdcrito entre 24,7% a 29,6%, considerados normais (COSTA et al.,
2011). Volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média indicam o grau de
diferenca do tamanho das células e a concentracdo de hemoglobina dentro da célula
respectivamente, estando frequentemente aumentado nos casos de anemia e indica
precocemente a variacdo do volume de hemacias (HARVEY, 1997). Os valores desses
parametros verificados no presente estudo ocorreram no limite de normalidade para ovinos,
resultados que mostram a eficiéncia do extrato.

A contagem média de linfdcitos, eosinéfilos e bastonetes foram significativamente maior
nos periodos finais, que poderia ser justificada pela provavel abomasite ocasionada por H.
contortus (BRICARELLO et al., 2004). No inicio, os animais ja estavam infectados ha 28 dias
pelo parasito, correspondendo a fase aguda da haemoncose. Entretanto, todos os dados de
leucograma estiveram dentro dos valores de referéncia para ovinos.

Animais bem nutridos e mais resistentes a verminose podem reduzir o estabelecimento
ou eliminar nematédeos implantados e dessa forma apresentarem valores do leucograma
dentro dos limites de normalidade (AMARANTE, SALES, 2007). Em ovinos parasitados e
tratados com imunoestimulante Propionibacterium granulosum e lipopolissacarideo de
Escherichia coli associado ao antihelmintico albendazole foram verificados valores médios de
neutréfilos de 8.166 a 9.640/uL (MARTINS et al., 2012), superiores aos obtidos no presente
trabalho. Birgel et al. (2012) observaram o agravamento dos quadros de anemia em caprinos
da ragca Saanen com verminose correlacionando com neutrofilia, ndo verificado nesta presente
pesquisa. Os valores de linfocitos dos borregos avaliados foram menores na segunda semana

avaliada, contudo estiveram dentro da normalidade (TABELA 6). Em outro estudo esse
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resultado também foi observado para fémeas ovinas adultas infectadas por nematddeos
gastrintestinais, estando dentro dos valores de referéncia (MARTINS et al., 2012).

Nesta pesquisa os valores de plaquetas variaram entre 473 a 650,33 (103 /uL) e foram
similares em ambos os grupos avaliados. Provavelmente por esses animais apresentaram
pouca idade. Segundo Franca et al. (2011), a contagem de plaquetas é maior nos animais da
menor faixa etéria, possivelmente, em consequéncia da maior atividade hematopoiética e dos
hormdnios da tiredide observada em animais jovens. Outros estudos reportaram valores de
plaguetas 512 x 103/ uL, em ovinos saudaveis (SEVINC et al., 2013).

Neste estudo, 0os animais de ambos os grupos apresentaram altas concentracdes de
albumina, com valores a cima da referéncia. Entretanto, apresentaram hipoglobunemia em
decorréncia da abomasite, que reduz a digestdo de proteina e consequentemente absorcéo
aminoacidos importantes para a sintese dessas imunoproteinas (BRICARELLO et al., 2004).
Os metabdlitos albumina e globulina sdo indicadores Uteis e sensiveis para avaliacdo do
estado proteico do animal, porém apresentam respostas mais lentas quando comparados a
ureia, que é considerada um parametro de maior magnitude na investigacdo do estado proteico
do animal, os niveis superiores de albumina podem estar relacionados com a dieta ofertada e
0s niveis proteicos desta, mostrando um bom balanceamento nutricional durante o periodo
experimental (CONTRERAS et al.,2000).

Segundo Borjesson et al. (2000), a concentracdo de proteinas totais é influenciada pela
idade, sendo menor nos animais mais jovens, provavelmente, sdo decorrentes das menores
concentracbes de imunoglobulinas em funcdo do sistema imunoldgico ainda estar em
desenvolvimento.

Os niveis de creatinina do grupo néo tratado foram inferiores ao do tratado apenas aos
28 dias e permaneceram préoximo dos niveis minimos de referéncia, possivelmente em
decorréncia dos animais serem mais novos (BUSH, 2004).

Para borregos com haemoncose avaliados nesta pesquisa, a concentragdo sérica de
ureia foi pr6xima ou mesmo menor do que limite inferior de referéncia para ovinos higidos nas
primeiras semanas avaliadas. Essas concentracfes inferiores podem estar relacionadas ao
metabolismo dos animais, como reportado anteriormente (BRICARELLO et al., 2004).
Entretanto, observaram-se valores de ureia superiores aos de referéncia nos dias 21 e 28 dias,
sugerindo recuperagdo dos animais. A concentracdo de ureia sérica € reflexo direto e imediato
das quantidades de azoto proteico ingerido ou diminuicdo da absorgdo, associada &s les6es na
mucosa gastrintestinal (RIBERIO et al., 2004). As concentra¢des das varidveis sanguineas sdo
influenciadas por fatores como idade e sexo, porém como no presente experimento
trabalhamos com animais machos e com idade e peso homogéneos, esses fatores intrinsecos
influenciaram pouco nos resultados.

As fracbes das globulinas s&o importantes como indicadores de processos
inflamatdrios e do metabolismo proteico dos animais (GONZALEZ et al., 2006). Dessa maneira,
a globulina reflete o status imunologico do animal e, portanto, altas concentracdes deste

metabolito geralmente estao associadas com doenga ou manejo de vacinagdo recente (PAYNE
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et al., 1987). Estudos ja relatados na literatura inferem que a manga e seus componentes
melhoram a imunidade, esperando desta forma poucas alterac6es nas concentracdes das
fracBes das proteinas.

As fragbes a;-globulinas, a,-globulinas e y-globulinas ndo apresentaram alteracées,
resultado que mostra condigcBes de normalidade do experimento, ndo alterando o sistema
imunoldgico dos animais e mostra o extrato aquoso da folha de Mangifera Indica como possivel
indicador no controle de Haemonchus contortus, uma vez que ndo proporcionou grandes

alteragGes nos parametros sanguineos e na fisiologia dos animais avaliados.

58



4.6 Concluséao

As folhas de Mangifera indica Var. uba apresentam elevada atividade anti-helmintica in
vitro na inibicdo da eclodibilidade e do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus. A
administragdo dessas folhas na dieta de animais infectados apresentou baixa eficacia nos
testes in vivo, futuros estudos, como o aumento da frequéncia de fornecimento ou com
aumento da dose administrada, poderiam melhor validar o efeito anti-helmintico das folhas
dessa espécie vegetal.
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Influéncia do feno triturado das folhas de Mangifera indica como promotor de resisténcia
para sistemaimunolégico de borregas desmamadas frente a infec¢g6es por Haemonchus

contortus

5.1 Resumo

Objetivou-se avaliar a influéncia do feno triturado das folhas de Mangifera indica como
promotor de resisténcia para sistema imunoldgico de borregas desmamadas frente a infeccdes
por Haemonchus contortus. Foram avaliadas 16 borregas mesticas Santa Inés x Dorper
divididas em dois grupos homogéneos, tratados ou ndo com o feno dessa planta. Os animais
foram confinados em baias individuais e alimentados com 50% de volumoso e 50% de
concentrado, sendo o feno administrado a 5g/kg de peso corporal (PC) em substituicdo a
silagem de sorgo. No 21° do experimento, os animais de ambos os grupos foram inoculados
com 800 larvas infectantes de H. contortus/kg de PC. A dieta experimental foi fornecida até o
35°, antes que o nematdédeo completasse a maturidade sexual. O crescimento, consumo e
desempenho dos animais foram avaliados semanalmente durante a adaptacdo e periodo
experimental. Os parametros hematoldgicos foram analisados em trés periodos: periodo um
(antes da administracao do feno, dia -14), periodo dois (os animais recebendo o tratamento e
nado infectados, dia 7) e periodo trés (animais recebendo o tratamento e infectados com H.
contortus, dia 30). As fezes foram coletadas nos dias 42, 44, 46 e 48 dias do experimento para
quantificacdo do nimero de ovos por grama de fezes (OPG) pela técnica de técnica de Mc-
Master. O experimento foi conduzido em delineamento em parcelas subdivididas (dois
tratamentos x dois periodos) considerando oito repeticdes. As médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott, considerando 5% de significancia. O ganho de peso corporal foi menor no
segundo periodo para ambos os grupos, quando os animais estavam infectados. No segundo
periodo as borregas infectas e tratadas com o feno de M. indica apresentaram eficiéncia
alimentar superior ao grupo néo tratado. Verificou-se interagéo significativa dos tratamentos e
periodos avaliados para as contagens de eosindfilos que foram superiores para animais do
grupo tratado nos dois Ultimos periodos avaliados. Entretanto ndo se verificou diferencas
significativas entre as médias do OPG para os grupos de borregas e periodos avaliados.
Assim, a utilizacdo do feno triturado das folhas de M. indica na alimentacdo de cordeiros
apresentou se como uma alternativa viavel, indicando melhora na eficiéncia alimentar de
animais infectados com H. contortus e adicionalmente elevou a concentragdo de eosindfilos,

que poderiam contribuir no controle imunolégico contra 0 nematodeo.

Palavras-chave: resisténcia anti-helmintica, parasitoses, manga uba.
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5.2 Introducéo

A reducdo do indice de produtividade do rebanho ovino, em sua maioria, pode ser
associada as infec¢fes parasitarias, principalmente decorrente do nematédeo gastrintestinal da
espécie Haemonchus contortus, devido a sua alta patogenicidade e prevaléncia (AMARANTE
et al.,, 2009). Esse nematddeo parasita o abomaso, € um dos principais nematédeos de
pequenos ruminantes que promove hematofagia e abomasite, com comprometimento da
producdo em decorréncia da anemia, reducdo de apetite e diarreia (FORTES et al., 2013). Em
decorréncia do aumento da infeccdo desse parasita, tem sido observada alta mortalidade de
cordeiros e ovelhas em periodo de periparto (COSTA et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2009;
SARGISON et al., 2007).

Racas resistentes as infeccfes helminticas podem apresentar ganho médio de peso e
peso ao abate superior, em relacdo aos animais de racas susceptiveis, quando criados sob a
mesma condi¢do de pastejo. Como por exemplo, no Brasil, ovinos das racas Crioula Lanada e
Santa Inés, raca resistente as infec¢bes parasitarias, apresentaram pesos superiores em
comparacao aos animais das racas Corriedale e lle de France (Bricarello et al., 2004; Rocha et
al., 2005).

A resisténcia &s infeccdes por nematédes pode ser alterada a partir da dieta oferecida
aos animais. Maiores niveis proteicos contribuem com a resposta imunoldgica, proporcionando
desempenho satisfatério de racas susceptiveis, apesar de albergarem os parasitas (SILVA et
al.,2012). Estudos tem mostrado também que a utlizagdo de compostos secundarios de
plantas pode representar alternativa para o controle de nematddeos gastrintestinais
(ATHANASIADOU et al., 2001; SOUSA et al., 2013).

Mangifera indica L. var. “Uba”, possui ac¢do antioxidante, analgésica,
antinflamatéria, imunomoduladora, atividade no controle da bronquite crénica, disenteria e
hemorragia intestinal em seres humanos, além de atividade diurética e estimulacdo da
producéo de leite (GONZALEZ et al., 2007). Nery et al. (2012), utilizaram o suco fresco de M.
indica em dose de 74 g/mg PC no controle de H. contortus e obtiveram eficacia de 53% para a
reducdo dos ovos por grama de fezes (OPG).Contudo ndo se conhece os efeitos da adicdo de
folhas dessa frutifera, que estéo disponiveis em todas as esta¢gfes na dieta de ovinos sadios
ou quando infectados com H. contortus.

Nesta pesquisa avaliou-se a influéncia do feno triturado das folhas de M. indica como
promotor de resisténcia para sistema imunoldgico de borregas desmamadas frente a infec¢ées

por H. contortus, analisando o desempenho antes e apés a infecgdo por esse nematédeo.
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5.3 Material e Métodos

5.3.1 Coleta e preparo do feno das folhas da “mangueira”

As folhas de M. indica var Uba foram coletadas nos meses de marco e abril de 2016, no
Campus de Montes Claros da Universidade Federal de Minas Gerais, Norte de Minas Gerais.
As folhas danificadas ou com deterioradas foram descartadas e aquelas selecionadas foram
lavadas em agua corrente e desidratadas estufa com circulacdo 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). Subamostras foram submetidas a determinacéo
de matéria seca (MS), a 105°C (LACERDA et al., 2009).

5.3.2 Animais e dietas avaliadas

Foram utilizadas 16 borregas mesticas Santa Inés x Dorper, recém-desmamados com
média de peso corporal (pc) de 15+2,73 kg e aproximadamente 3,5 meses de idade. No
periodo da adaptacdo foi administrado albendazol (10 mg/g de peso corporal) e realizado o
teste de ovos por gramas de fezes (OPG) para assegurar que estavam livres de nematédeos.
Os animais foram divididos aleatoriamente.

As analises de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e fibra em
detergente neutro (FDN) foram realizadas segundo procedimentos descritos por Silva &
Queiroz (2002). A proporgéo dos ingredientes e a composi¢do quimica encontram-se na Tabela
9. Um grupo foi tratado com a dieta contendo feno de folha da mangueira (FFM) a 5 g/kg/PC
em substituicdo da silagem de milho e o outro n&o foi tratado, representado o controle negativo.
As dietas foram formuladas de acordo com o National Research Council (2007), para conter
50% de volumoso (silagem de milho) e 50% de concentrado a base de farelo milho, farelo de
soja, calcério e fosfato bi célcio (Tabela 10). O volumoso e o concentrado foram misturados nos
cochos e fornecidos aos animais duas vezes ao dia, em duas porc¢des iguais, uma pela manha
(8h) e outra a tarde (16h). A quantidade de dieta fornecida foi calculada de modo a permitir

aproximadamente 10% de sobras.

69



Tabela 9. Composigdo bromatologica com base na matéria seca (MS) dos ingredientes

utilizados nas dietas experimentais dos ovinos avaliados

Ingredientes (%MS) FM SM MG FS FB
Matéria seca 90,87 27,29 87,64 88,61 98,57
Cinzas 8,58 5,90 1,61 6,39

FDN 37,17 48,44 13,91 12,22

FDA 24,21 22,00 5,44 10,13

EE 7,65 2,38 4,02 3,45

PB 8,52 11,01 9,05 48,78

Nota: FM= feno de folha de manga. SM= silagem de milho. MG= milho grdo moido. FS= farelo se soja.
FB= fosfato bi célcio.

Tabela 10. Proporgdes (%) dos ingredientes das dietas experimentais com ou sem o feno de
folhas de Mangifera indica (FFMI) com base na matéria seca (MS) e composicao

bromatolégicas segundo os tratamentos

Ingredientes (%MS) Dieta sem FFMI Dieta com o FFMI
Silagem de milho 50,00 38,00

Milho 34,00 32,90

Farelo de soja 14,00 14,80

Fosfato bi célcio 2,00 2,00

Feno de folha de manga 0,00 12,30

5.3.3 Delineamento experimental

Para adaptacdo as borregas permaneceram sete dias em baias individuais recebendo
silagem para adaptarem ao local e 14 dias para adaptacdo as dietas. O experimento foi
conduzido em delineamento em parcelas subdivididas e teve duracdo de 35 dias. O primeiro

periodo compreendeu 21 dias com os animais sadios e livres de infec¢do do nematddeo e o
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segundo periodo os animais foram infectados com 800 larvas infectantes de H. contortus /kg/pc

e avaliados durante 14 dias.

5.3.4 Variaveis avaliadas

As medidas morfométricas, consumo e desempenho dos animais foram avaliados
semanalmente durante a adaptacéo e o periodo experimental, sendo os animais inspecionados
para verificar possiveis altera¢cdes clinicas ou comportamentais.

Uma vez por semana as borregas foram pesadas em balanca digital. Para cada periodo
foram avaliadas as medidas morfométricas (altura de cernelha, altura de garupa, altura do
térax, comprimento do corpo, comprimento da garupa, largura da garupa, circunferéncia do
térax, circunferéncia do pescoco e largura do peito), os animais eram medidos em piso reto
com o auxilio de uma fita métrica.

Essas andlises foram conduzidas em delineamento em parcelas subdivididas (dois
tratamentos x dois periodos) considerando oito repeticdes e os dados foram avaliados foram
comparados pelo teste Scott—Knott, considerando-se a significancia 5%, e utilizou-se o pacote
estatistico SAEG 9.1.

Para as analises dos parametros hematolégicos foram realizadas trés coletas em cada
animal referentes periodo um (antes dos animais comecarem a receber a dieta com o
tratamento, durante o periodo de adaptacéo, dia -14), periodo dois (0s animais recebendo o
tratamento e n&o infectados, dia 7) e periodo trés (animais terminando o periodo de tratamento
e ja infectados com H. contortus, dia 30). O sangue foi coletado por meio de puncéo da veia
jugular apés assepsia com iodo-PVP | a 1%, utilizando-se tubos a vacuo. Os tubos contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram encaminhados para analise dos hemogramas
em equipamento de contagem eletrénica (BC 2.800 Vet, Mindray Medical International LTDA,
China).

O experimento foi conduzido em delineamento em parcelas subdivididas (dois
tratamentos e trés periodos) considerando oito repeticdes e os dados foram previamente
transformados em log x e avaliados considerando-se 5 % significancia pelo teste de Scott —
Knott e utilizando-se o0 mesmo pacote estatistico

O teste de reducdo de ovos em fezes das borregas foi de acordo com a metodologia
adaptada de Coles et al. (1992). As coletas de fezes ocorreram nos dias 42, 44, 46 e 48 do
experimento, apds periodo de adaptagdo. As médias do OPG foram obtidas individualmente
utilizando-se a a técnica de Mc Master modificada com duas repeti¢cdes por animal (GORDON;
WHITLOCK, 1939). Amostras fecais de todas as coletas foram utilizadas para realizacao de
coprocultura para confirmacdo do género do nematédeo (UENO; GONCALVES, 1998). O
experimento foi conduzido em delineamento em parcelas subdivididas (parcelas representadas
pelos dois tratamentos e as subparcelas pelos quatro periodos de andlises). Os dados de OPG

obtidos foram transformados para logyo (x + 10), submetidos a analise de variancia e as médias
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comparadas pelos testes de Scott Knott considerando-se 5% de significancia. A férmula
adaptada de Coles et al. (1992) foi empregada para determinar o percentual de reducdo de
ovos nas fezes:

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

5.4 Resultados

5.4.1 Desempenho dos Animais

No periodo inicial (ndo infectados) os animais alimentados com aditivo FFM
apresentaram maior consumo de matéria seca (CMST) em relacdo aqueles do grupo controle
(P < 0,05, Tabela 11). No segundo periodo, os animais infectados do grupo controle
apresentaram maior CMST em relacdo ao primeiro periodo e os animais tratados com FFM o
diminuiram (P < 0,05, Tabela 11). A interacdo entre os tratamentos e os periodos foi
significativa (P < 0,05).

Tabela 11. Médias semanais do desempenho produtivo de cordeiros alimentados com inclusdo

de feno de folha de Mangifera indica (FFM) e apés infec¢do por Haemonchus contortus

Periodo néo infectado Periodo infectado
Parametros Controle FFM Controle FFM
CMST 0,69+0,08 Bb 0,90+0,12Aa 1,06+0,16 Aa 0,62+0,07 Bb
GPCD 0,15+0,05 Aa  0,14+0,04 Aa  0,10%0,02Ab 0,08+0,01Ab
CA 6,23+3,37 Aa  7,36x2,56 Aa  9,97+0,59 Aa 7,567+1,51 Aa
EA 0,22+0,10 Aa 0,15+0,04Ba 0,10+0,005Bb 0,14+0,03 Aa

Nota: Letras diferentes mailUsculas indicam diferenca entre os grupos de animais e letras diferentes
minusculas indicam diferenca entre os periodos pelo teste de Scott Knott (P < 0,05). Consumo de matéria
seca total (CMST) em gramas por dia (CMS). Ganho de peso corporal diario (GPCD), em gramas por dia.
. Converséo alimentar (CA)= CMST/GPVD. Eficiéncia alimentar (EA)= GPVD/CMST.

N&o houve diferenca significativa quanto ao ganho de peso corporal (GPCD) entre os
tratamentos. Porém esse ganho foi menor no segundo periodo para ambos os grupos, quando
0s animais estavam infectados (P<0,01, Tabela 11). Ndo houve diferengca na converséo
alimentar (CA) para ambos os grupos de borregas e periodos avaliados (P >0,05).

Considerando a eficiéncia alimentar (EA) dos animais, no primeiro periodo, o grupo
controle apresentou melhor indice em relacdo ao grupo tratado (P<0,01), entretanto no
segundo periodo, quando as borregas estavam infectadas, o grupo tratado com FFM
apresentou EA superior ao grupo néo tratado (P< 0,05). Considerando os periodos avaliados, o
grupo controle reduziu significativamente o EA, enquanto o grupo tratado o manteve (Tabela

11). A interagdo entre os tratamentos e os periodos foi significativa (P < 0,05).
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Para o ganho diario médio da altura de cernelha, altura de garupa, altura do térax,
comprimento corporal e comprimento da garupa nao foram detectadas diferenca significativas
entre os tratamentos em nenhum dos periodos avaliados (Tabela 11). No segundo periodo,
apos a infeccdo dos animais, esses parametros de crescimento foram reduzidos em ambos os
tratamentos avaliados (P<0,01). Para os ganhos diarios médios da largura da garupa,
circunferéncia do toérax, circunferéncia do pescoco e largura do peito ndo foram constatas

diferengas significativas entre tratamentos e periodos avaliados (Tabela 12).

Tabela 12. Ganho diario médio de medidas morfométricas de ovinos alimentados com inclusdo

de feno de folha de M. indica (FFM) ou ndo antes e apés infec¢do por Haemonchus contortus.

Medidas morfométricas

Antes da infeccao

Apoés a infeccdo

Controle FFM Controle FFM
Altura de cernelha 0,21+0,08**  0,18+0,06 **  0,09+0,02"°  0,12+0,06 "
Altura de garupa 0,28+0,07**  0,22+0,09"**  0,12+0,04"  0,13+0,06 ™"
Altura do térax 1,11+0,05"*  1,09+0,03"*  0,09+0,08"°  0,05+0,02"°
Comprimento do corpo 2,56+0,16 **  2,51+0,07"*  0,17+0,03"°  0,13+0,05"°
Comprimento da garupa 0,20+0,07**  0,16+0,09"**  0,09+0,04*°  0,05+0,04"°
Largura da garupa 0,14+0,03"*  0,12+0,05"**  0,10+0,06 **  0,08+0,03 **
Circunferéncia do térax 0,25+0,08*  0,25+0,13"**  0,17+0,05**  0,18+0,08 **
Circunferéncia do pescoco 0,14+0,03"*  0,12+0,07**  0,11+0,05"*  0,37+0,42 **
Largura do peito 0,11+0,03"*  0,09+0,05"**  0,14+0,03"*  0,08+0,04 **

Nota: Medidas morfométricas expressas em centimetros. Letras diferentes mailsculas indicam diferenca
entre os grupos de animais e letras diferentes minusculas indicam diferenca entre os periodos pelo teste
de Scott Knott (P < 0,05).

5.4.2 Parametros sanguineos

A concentracdo de hemacias nao foi influenciada pelos tratamentos, sendo menor no
segundo periodo para ambos os tratamentos (P < 0,05, Tabela 13). A concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito e plaguetas ndo apresentaram influéncia dos tratamentos,
entretanto em ambos 0s grupos as concentragBes foram menores no primeiro periodo (P <
0,01).

maiores no segundo periodo avaliado. Entretanto, as concentracdes de hemoglobina

Os valores de hemoglobina corpuscular média e volume corpuscular médio foram

corpuscular e amplitude de distribuicdo de eritrocitos aumentaram para ambos 0s grupos ao

longo dos periodos avaliados (P< 0,01, Tabela 13).
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Tabela 13. Hemograma de borregas antes, durante e apés o tratamento com feno de folhas de
Mangifera indica (FFM) e infectados (dia 7 e 30) ou ndo (dia -14) com Haemonchus contortus

Tratamentos Dia-14 Dia 7 Dia 30 Referéncia ® CV (%)
Hemacias (Milhdes/mm)
Nao tratado 5,26 4,24 5,46
9-15 18,02
(FFM) 5,84 4,68 5,726
Média 5,05a 4,46b 5,59a
Hemoglobina (g/dL)
N&o tratado 12,31 14,86 16,02
9-15 17,56
(FFM) 12,12 15,32 16,14
Média 12,21b 15,09a 16,08a
Hematdcrito (%)
Nao tratado 36,94 42,92 44,34
27-45 17,36
(FFM) 37,3 43,76 44,06
Média 37,12b 43,34a 44,2a
Hemoglobina corpuscular média (pg)
N&o tratado 23,53 35,44 30,92
(FFM) 20,79 33,66 28,23 8-12 5,84
Média 22,16¢ 34,55a 29,57b
Concentragéo de hemoglobina corpuscular (g/l)
Nao tratado 33,30 34,67 36,14
31-34 14,38
(FFM) 32,50 35,14 36,62
Média 32,9c 34,90b 36,38a
Volume corpuscular médio (fl)
N&o tratado 70,63 102,22 85,43
(FFM) 64,02 95,28 77,16 28-40 7,33
Média 67,32c 98,75a 81,29b
Amplitude de distribuicdo de eritrocitos - RDW (%)
Nao tratado 13,32 16,98 18,94
* 17,59
(FFM) 13,56 17,12 18,08
Média 13,44c 17,05b 18,51a
Plaquetas (ul)
Nao tratado 343800 368000 386800
250-750 6,54
(FFM) 310000 457000 403600
Média 326900b 412500a 395200a

Letras mailsculas diferentes nas colunas e minusculas nas linhas diferem significativamente (P < 0,05),
pelo teste de Scott — Knott.* Intervalo de referéncia para ovinos sadios (PUGH, 2004). * Valores nio
encontrados na literatura consultada. Periodo um (antes dos animais comegarem a receber a dieta com o
tratamento durante o periodo de adaptacdo, dia -14), periodo dois (0s animais estavam recebendo o
tratamento e ndo estavam infectados, dia 7) e periodo trés (animais terminando o periodo de tratamento e
ja infectados com H. contortus, dia 30).
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5.4.3 Leucograma

Os valores de leucécitos, linfocitos, segmentados e neutréfilos ndo apresentaram
influéncia entre os tratamentos, sendo menores no primeiro periodo avaliado para ambos os
grupos de borregas (P < 0,01, Tabela 14). As concentragGes de mondcito ndo apresentaram
influéncia dos tratamentos e dos periodos avaliados (P>0,05).

Verificou-se interacao significativa dos tratamentos e periodos avaliados para as

contagens de eosindfilos. As concentracBes desses foram superiores para o grupo tratado nos

dois ultimos periodos avaliados em relacdo ao grupo controle (P< 0,01, Tabela 14).
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Tabela 14. Leucograma de ovinos com haemoncose antes, durante e apds o tratamento com

feno de folhas de Mangifera indica (FFM) e infectados (dia 7 e 30) ou ndo (dia -14) com

Haemonchus contortus

Tratamentos Dia-14 Dia 7 Dia 30 Referéncia® CV (%)
Leucécitos (mms3)
Né&o tratado 5460 8400 8360
FFM 6200 8820 8480 4000-12000 3.09
Média 5830b 8610a 8420a
Linfécitos (mm3)
Né&o tratado 1836,2 2285,0 2570,2
FFM 1898,6 2673,6 2804,6 2.000 - 9.000 3,42
Média 1867,4b 2479,3a 2687 ,4a
Monécitos (mm3)
Nao tratado 151Ac 197,8Bb 207,2Ba 7,02
FFM 149,8Ac 247,8Ab 252,4Aa 0- 750
Eosindfilos (mm3)
Nao tratado 157,6Ab 174,8Ba 112,0Ba
FFM 84,4Bb 277,0Aa 166,2Ab 0 -1000 3194
Bastonetes (mm3)
Nao tratado 23,8 0
FFM 0 0 ) 24,53
Segmentados (mm3)
Nao tratado 3376,2 5650,2 5420,4
FFM 3992,2 5723,8 5311,0 400 a 6.000 3,60
Média 3684,2b 5687a 5365,7a
Neutrofilos totais (mm3)
N3o tratado 3388,4 5650,2 5420,4
FEM 3992,2 5723,8 5311,0
Média 3690,3b 5687a 5365,7a

Letras mailsculas diferentes nas colunas e minudsculas nas linhas diferem significativamente (P < 0,05),
pelo teste de Scott — Knott.? Intervalo de referéncia para ovinos sadios (PUGH, 2004). * Valores néo
encontrados na literatura consultada. Periodo um (antes dos animais comegarem a receber a dieta com o
tratamento durante o periodo de adaptacéo, dia -14), periodo dois (0s animais estavam recebendo o
tratamento e ndo estavam infectados, dia 7) e periodo trés (animais terminando o periodo de tratamento e

j& infectados com H. contortus, dia 30).
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5.4.4 Teste de reducdo de ovos em fezes de ovinos

Nao se verificou diferencgas significativas entre as médias do OPG para os tratamentos
e periodos avaliados (P>0,05) ndo sendo verificas eficacias de reducdo do OPB para o grupo
tratado com o FFM (Tabela 15).

Tabela 15. Valores médios de ovos por grama de fezes (OPG) para ovinos alimentados com

o feno de folhas de Mangifera indica (5g/kg/pc) e para aqueles ndo tradados

Periodo de coleta (dias)

Tratamentos 42 44 46 48 Médias
Na&o tratado 437,5 756,2 956,2 825,0 743,7+220,3
M. indica 725,0 1162,5 787,5 1006,2 920,3+201,5

Letras mailsculas diferentes nas colunas e minudsculas nas linhas diferem significativamente (P < 0,05),
pelo teste de Scott — Knott. Coeficiente de variacdo = 18,04%.

77



5.5 Discusséo

5.5.1 Desempenho dos Animais

Nesta pesquisa para os animais néo infectados com H. contortus constatou-se que o
ganho de peso, conversao alimentar e a eficiéncia alimentar foram semelhantes entre os
grupos de animais avaliados apds o desmame indicando que o FFM poderia representar uma
alternativa nutricional em substituicdo a silagem de milho. Dessa forma a inclusdo desse feno
poderia contribuir com a reducdo dos custos com esse volumoso, uma vez que as folhas dessa
planta estdo disponiveis em muitas propriedades rurais e durante todas as estacoes.
Adicionalmente, o IEF foi superior para as borregas tratadas com o FFM em comparacéo ao
grupo controle durante os primeiros 14 dias de infec¢do do nematddeo.

O IEF superior das borregas tratadas com o FFM pode ter sido efeito dos compostos
fendlicos presentes, como os flavonoides. Sabe-se que a ingestdo de flavonoides interfere em
diversos processos fisioldgicos, e auxilia na absor¢do e na acdo de vitaminas, por atuar nos
processos de cicatrizagdo, como antioxidantes, além de apresentarem atividade antimicrobiana
(MENEZES, 2005). Os animais tratados poderiam apresentar uma melhor resisténcia durante a
fase aguda da doenca.

O teor de taninos condensados em massa seca obtidos foi de 2,67+0,01% para o extrato
aquoso das folhas de M. indica. IQBAL et al. (2007), testaram os efeitos direto e indireto de TC
em ovinos, utilizando uma fonte de tanino comercial no teste in vitro ocorreu inibicdo da
ecloséo de ovos, entretanto, ndo foi efetivo em adultos de H. contortus. J& no teste in vivo
indicou reducdo na contagem de OPG do grupo tratado com TC quando comparado ao
controle ndo tratado. Além disso, na cromatografia gasosa do extrato etéreo de M. indica foi
identificado acido galico (3,4,5-triidréxibenzdéico) (Anexo A), esse composto foi relatado por
Porfirio et al. (2013) como uma estrutura fendlica, que possui atividades farmacoldgicas.

A ingestdo média de MS (0,820 kg) observada neste estudo foi proxima aquela
recomendada pelo NRC (2007), que é de 0,800 kg/dia para cordeiros com peso corporal médio
de 20 kg, respectivamente.

Sabe-se que o consumo de altas concentra¢gfes de tanino, maior que 7% da matéria
seca, reduz a ingestdo alimentar, inibe o crescimento animal, interfere na morfologia e na
atividade proteolitica de microrganismos ruminais, todavia, concentracdes baixas ou
moderadas, menor que 6% da matéria seca, promovem aumento na produc¢do e diminuem o
parasitismo intestinal de ruminantes (HOSTE et at., 2006).

Dietas em diferentes niveis energéticos e protéicos poderiam influenciar o ganho médio
diario e ganho total (Alves et al. 2003; Medeiros et al. 2007), fato ndo observado nesta
pesquisa, na decorréncia das dietas propostas serem isoenergeéticas e isoproteéicas.

Avaliando residuo de frutas, Ferreira et al. (2009), obtiveram médias de ganho de peso

semelhantes a do presente trabalho com a adicéo de subprodutos de acerola, caju e abacaxi a
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silagem de capim-elefante, sendo 123,2; 154,4 e 164,8 g/animal/dia os ganhos para os
respectivos tratamentos.

Apesar da infec¢do por H. contortus n&o ter influenciado a conversdo alimentar dos
animais no presente trabalho, devido ao pouco tempo de infeccdo e aos animais estarem
confinados em baias individuais.

As medidas morfométricas nédo foram influenciadas pelo tratamento com FFM, porém no
segundo periodo, ap6s a infecgdo dos animais, esses parametros de crescimento foram
reduzidos em ambos os grupos avaliados. De forma semelhante, Aradjo Filho et al. (2007),
nao detectaram efeito significativo da dieta com residuo de carnaduba sobre medidas
morfométricas de ovinos confinados, exceto para a circunferéncia do térax e largura do peito, o
qual atribuem a maior deposicao de tecidos, observada em dietas de maior energia, o que ndo
foi observado neste estudo, haja vista as dietas apresentarem teores semelhantes de NDT.

Garcia et al. (2000) ndo observaram efeito significativo da utilizacdo da casca de café
sobre medidas biométricas de cordeiros, exceto para comprimento de perna e profundidade do
térax. Segundo esses autores, tais diferencas foram atribuidas pela menor disponibilidade de
nutrientes da casca, que apresentava altos teores de lignina, comprometendo, portanto, o

crescimento ésseo, sobretudo de regifes anatdmicas mais sensiveis, como térax e perna.

5.5.2 Pardmetros sanguineos

A maior concentracdo de eosinéfilo do grupo tratado com o FFM nos dois Ultimos
periodos avaliados poderia ser atribuida ao uma melhor reacdo & infeccdo pelo nematédeo
desencadeada pelos metabdlitos do FFM como os flavonoides que sé@o descritos por diversos
autores por terem atividades antibacteriana, antiparasitaria, imunomoduladora, anti —
inflamat6ria, antioxidante e inibicdo enzimatica (Wang et al., 2010; Sulsen et al., 2007; Sandhar
et al., 2011; Middleton et al., 2000).

Os eosindfilos sdo essenciais no controle de infec¢Bes parasitarias, em muitos casos,
esses neutréfilos agem mais efetivamente contra os estagios larvais, necessitando da
cooperacao dos anticorpos para a maior eficacia (Meeusen & Balic, 2000).

ApoOs as infeccdes por helmintos, os numeros de eosindfilos podem aumentar
significativamente no sangue e tecidos. A liberacdo desses leucécitos da medula éssea é
estimulada por eotaxinas, interleucina 5 (IL-5) e quimiocinas, produzidas pelos linfécitos T 11
helper 2 (Th2) e mastdcitos. Os eosindfilos sdo atraidos aos locais de degranulagdo dos
mastocitos e ativados, aumentando a sua habilidade para destruir parasitas (Balic et al., 2000;
Tizard, 2008).

In vivo os eosindfilos podem danificar e, provavelmente, matar as L3 de H. contortus em
ovinos infectados artificialmente, contudo, a presenca dos eosindéfilos no tecido, por si s6, ndo é
suficiente e depende da interacdo com outros fatores, como a a¢do de mastdcitos intra-
epiteliais e IL-4 (Balic et al., 2006).
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Em um estudo que avaliou o potencial de agao dos eosindfilos in vitro, a partir do sangue
de ovinos infectados artificialmente com H. contortus, foi observado que essas células
promoveram reducédo drastica na motilidade das L3 incubadas com os eosindfilos extraidos dos
animais infectados. Apés a incubacao, as larvas foram transferidas intra-abomaso e a sua
maioria ndo se estabeleceu no hospedeiro (Terefe et al., 2007). Dessa forma no presente
estudo a elevacdo do numero de eosinodfilos para os animais tratados com o FFM poderia
também para contribuir para reducéo parasitaria em uma fase cronica da haemonchose, o que

deve ser avaliado em futuros estudos.

5.5.3 Teste de reducéo de ovos em fezes de ovinos

No presente trabalho ndo se verificou diferencas significativas para as médias do OPG
para grupos de animais e periodos avaliados. Entretanto em futuras pesquisas deve-se
também considerar essa analise durante um maior periodo, uma vez que 0s animais tratados
com o FFM apresentaram elevag&o dos teores de eosindfilos e poderia possivelmente reduzir o
namero ou viabilidade dos nematédeos adultos durante uma fase cronica da doenca.

Em outra pesquisa que avaliou a inclusédo do feno de folha de bananeira, Magdeleine et
al. (2010) ndo observaram efeito significativo sobre a imunidade contra H. contortus. Entretanto
quando tratados com esse feno apés 21 dias de infec¢do com 5000 larvas de H. contortus os

autores constaram menores valores de OPG em comparag&o com animais do grupo controle.
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5.6 Concluséo

A inclusdo do feno de folhas de M. indica a 5 g/kg de PC ndo compromete
desenvolvimento morfométrico e o ganho de peso de borregas desmamadas. Adicionalmente,
a inclusdo desse aditivo promove melhor eficiéncia alimentar e elevacdo da concentracdo de

eosindfilos quando esses animais estéo infectados com H. contortus.
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Anexo A - Composigdo quimica do extrato etandlico de folha de Mangifera indica (A5)

Pico Tr Compostos Area Area (%) Area Area (%) Média DP
1 7.326  &cido 2-hidroxipropanoico 1895213 0,13 2136447 0,12 0,13 0,01
2 7.897  &cido 2-hidroxietanoico 440695 0,03 149527 0,01 0,02 0,01
3 8.818 L-alanina 482276 0,03 194571 0,01 0,02 0,01
4 9.783  &cido gliconico 3360107 0,23 3099861 0,17 0,20 0,03
5 11.750 Ni 1158361 0,08 1434545 0,08 0,08 0,00
6 13.911 A&cido benzoico 1052911 0,07 1101640 0,06 0,07 0,01
7 14926 Fosfato 1593234 0,11 2339060 0,13 0,12 0,01
8  15.045 Glicerol 13071826 0,91 15745307 0,88 0,89 0,01
9 15.580 carboidrato - butano-1,2,3-triol 1012429 0,07 1298508 0,07 0,07 0,00
10 15.694 carboidrato - butano-1,2,3-triol 835636 0,06 1132473 0,06 0,06 0,00
11  16.392 &cido butanodioico 1671087 0,12 2257288 0,13 0,12 0,01
12 18.222 carboidrato n&o identificado 912348 0,06 1414180 0,08 0,07 0,01
13 21.136 carboidrato n&o identificado 1662894 0,12 1913143 0,11 0,11 0,00
14 22.121 A&cido 2-hidroxibutanodioico 5428221 0,38 5821874 0,33 0,35 0,03
15 24.329 carboidrato - 4cido L-Treonico 1734917 0,12 2245960 0,13 0,12 0,00
16  26.126 &cido 4-hidroxibenzoico 15684948 1,09 20229976 1,13 1,11 0,02
17 26.605 Ni 1554913 0,11 1729309 0,10 0,10 0,01
18 28.816 Carboidrato - Xilitol 3003572 0,21 4301662 0,24 0,22 0,02
19 29.320 carboidrato n&o identificado 4240077 0,29 5473532 0,31 0,30 0,01
20 30.111 carboidrato ndo identificado 3957326 0,27 4546802 0,25 0,26 0,01
21 30.635 carboidrato nao identificado 11742533 0,81 12207919 0,68 0,75 0,07
22 31.043 Carboidrato - D-frutose 59738226 4,15 83066778 4,66 4,40 0,26
23 31.256 Carboidrato - D-frutose 68259713 4,74 85080572 4,77 4,75 0,02
24 31.337 &cido 3,4,5-triidroxicicloex-1-enoico 93039462 6,46 113578981 6,37 6,41 0,04
25 31.881 Ni 7905515 0,55 9347692 0,52 0,54 0,01
26 32.409 Ni 196621686 13,64 231403781 12,97 13,31 0,34
27 33.262 carboidrato - galactopiranose 136578395 9,48 155660329 8,73 9,10 0,38
28 33.510 carboidrato - talose 12236268 0,85 15327429 0,86 0,85 0,01
29 34.876 A&cido 3,4,5-triidroxibenzoico 182830847 12,69 230365300 12,91 12,80 0,11
30 35.004 carboidrato nédo identificado 9859772 0,68 6269946 0,35 0,52 0,17
31 35.512 carboidrato - talose 191620387 13,30 226007035 12,67 12,98 0,31
32 37.004 A&cido hexadecanoico 23425442 1,63 45382519 2,54 2,08 0,46
33 37.407 carboidrato - B-D-Galactofuranose 3798009 0,26 3457321 0,19 0,23 0,03
34 37.892 Carboidrato - Inositol 65113235 4,52 95142855 5,33 493 041
35 39.885 (2E)-3,7,11,15-Tetrametilexadec-2-em-1-ol 2207564 0,15 3528618 0,20 0,18 0,02
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36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

40.188

40.537

40.657

40.800

41.275

41.425

48.351

49.219

50.303

51.669

Carboidrato - Gulose

Carboidrato - a-D-Manopiranosideo

Acido (92,122)-octadeca-9,12-dienoico

Acido (Z)-octadec-9-enoico

Carboidrato - a-D-Galactopyranoside

Acido octadecanoico

carboidrato - Hidroquinona-B-D-glicopiranosideo
Carboidrato - a-D-Glicopiranosideo

carboidrato néo identificado

carboidrato ndo identificado

2704395

566076

1226434

4157184

745082

902385

6201631

288148371

4310075

2458036

0,19

0,04

0,09

0,29

0,05

0,06

0,43

19,99

0,30

0,17

3950846

781874

2465853

8050401

923717

2344464

4571202

355381446

7085530

3815656

0,22

0,04

0,14

0,45

0,05

0,13

0,26

19,92

0,40

0,21

0,04

0,11

0,37

0,05

0,10

0,02

0,00

0,03

0,08

0,00

0,03

0,09

0,04

0,05

0,02

Tr — Tempo de reteng&o (min.)
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