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RESUMO

MINHO, A. P. Efeito anti-helmintico de taninos condensados sobre
nematdédeos gastrintestinais em ovinos. 2006. 168 f. Tese (Doutorado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,

Piracicaba, 2006.

As helmintoses gastrintestinais estdo entre as principais enfermidades na
criacao de ovinos, sendo importante causa de mortalidade e de reducado na
produtividade dos animais. O controle das infeccdes por nematddeos é
baseado no uso de drogas anti-helminticas, porém com a descrigdo
emergente de parasitos resistentes, a eficacia deste tratamento tem
diminuido. Portanto, métodos alternativos de controle sao necessarios para a
diminuicdo ou, até mesmo, a substituicdo do uso de drogas para o controle
das verminoses em pequenos ruminantes. O uso dos taninos condensados
(TC) no controle das helmintoses gastrintestinais de ovinos em todo o mundo
tem se mostrado promissor. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
anti-helmintico dos TC sobre nematdédeos gastrintestinais de ovinos. Durante
o periodo de testes foram realizados quatro ensaios experimentais: ensaio A
- avaliagdo in vitro da ingestdo por larvas de primeiro estagio (L1) de
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis e Teladorsagia
circumcincta, para avaliar o efeito anti-helmintico dos TC provenientes do
extrato de acacia (Acacia mearnsii); ensaio B — estudo sobre a infecgao
natural dos cordeiros a campo, animais infectados com H. contortus e
T. colubriformis, sendo o0s mesmos divididos em dois grupos

(tratados com extrato de acacia e ndo tratados); ensaios C e D - realizados



com infeccdo experimental dos animais por nematddeos gastrintestinais
(H. contortus e T. colubriformis, respectivamente). Nos dois ultimos
ensaios, o0s animais foram divididos em cinco grupos, sendo:
Gl (controle infectado com nematdédeo); GIll (recebeu sorgo taninifero);
Glll (recebeu extrato de acacia uma vez ao dia); GIV (recebeu extrato de
acacia duas vezes ao dia) e GV (controle nédo infectado). Os resultados dos
ensaios A (ingestao larval) e B (infec¢do natural) foram promissores e
demonstraram o efeito direto dos TC sobre os nematddeos parasitas de
ovinos, com diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos. Observando-se
os resultados do experimento com infecgcdo experimental por H. contortus
(ensaio C), ndo se detectou diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,05),
porém no experimento com infecgdo por T. colubriformis (ensaio D) foi
evidenciada diferenga (P < 0,01) nos valores de OPG entre os grupos
tratados com sorgo (Gl) e extrato de acacia por dois dias (GIV), quando
comparados ao controle infectado (Gl); sendo também evidenciada quando
da comparagdo do numero de fémeas de helmintos do Gl e GIV (P < 0,01).
Reducédo na viabilidade dos ovos de helmintos (estagio de ovo até L1) e no
numero de larvas infectantes isoladas de coproculturas provenientes dos
grupos tratados com TC foram evidentes nos ensaios C e D. Os resultados
foram promissores demonstrando a acao direta dos TC sobre nematddeos
gastrintestinais de ovinos e principalmente sobre a produgcdo de larvas
infectantes; porém mais estudos sao necessarios para a indicagdo de um

controle de parasitos gastrintestinais baseado no uso de fontes de TC.

Palavras-chave: Helmintoses; Controle alternativo; Cordeiros; Taninos; In

vivo; In vitro.



ABSTRACT

MINHO, A. P. Anthelmintic effect of condensed tannins on
gastrointestinal nematodes in sheep. 2006. 168 f. Thesis (Doctoral) —
Centre for Nuclear Energy in Agriculture, University of Sdo Paulo, Piracicaba,

2006.

Gastrointestinal nematodes are a major cause of economic loss in farm
animals. Gastrointestinal parasite control programs based on chemotherapy
are failing because of increased anthelmintic resistance; thus, alternative
controls strategies are necessary to reduce the use of anthelmintic drug in
animal production have been studied. Condensed tannins (CT) have shown
potential for alternative control of gastrointestinal nematodes in sheep. The
main objective of the present study was to investigate the anthelmintic effect
of condensed tannin on sheep gastrointestinal nematodes. During the
experimental period four experiments were carried out: Experiment A -
in vitro study of larval feed inhibition (first stage larvae-L1) of Haemonchus
contortus, Trichostrongylus colubriformis and Teladorsagia circumcincta, to
evaluate the anthelmintic effect of CT from acacia (Acacia mearnsii)
condensed tannins extract (CTE); Experiment B — study of the potential uses
of CTE to control gastrointestinal parasites in sheep naturally infected with
H. contortus e T. colubriformis, with animals divided into two groups
(drenched and undrenched with CTE); Experiments C and D — were carried
out with sheep experimentally infected with gastrointestinal nematodes
(H. contortus e T. colubriformis, respectively). In these experiments (C and D)

the animals were divided into five groups Gl (nematodes infect control);



Gll (supplemented with taniniferous sorghum); Glll (drenched with CTE once);
GIV (drenched with CTE for two days) and GV (non-infect control). The
results of experiment A (larval feed inhibition) and B (natural nematode
infection) were promissory and showed the direct effect of CT on sheep
gastrointestinal nematodes with significant difference (P < 0.05) between
groups. The results of H. contortus experimental infections (experiment C) did
not provide significant difference between groups (P > 0.05), however the
T. colubriformis experimental infection results (experiment D) showed
significant difference (P < 0.01) on EPG values of sheep supplemented with
sorghum (GIl) and drenched with CTE for two days (GIV), when compared with
infect control (Gl); Significant reduction of female worm burden was
demonstrated between Gl and GIV (P < 0.01) on experiment D. Reduction on
nematode egg viability (from eggs to L1) and infective larvae (L3) from
coprocultures made with faeces from CT treated groups were observed in
experiments C and D. The results evidenced the direct action of CT on sheep
gastrointestinal nematodes and mainly on L3 production; however more
studies are necessary to indicate a strategic alternative parasite control

based in CT sources.

Key words: Helminthiasis; Alternative control; Lamb; Tannins; In vivo; In

vitro.
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1. INTRODUCAO

Doencgas causadas por nematdédeos gastrintestinais em ovinos geram
um impacto econbmico consideravel para a agroindustria mundial,
principalmente em paises de clima tropical e subtropical como o Brasil,
aumentando os custos de produgcdo animal. Esse incremento nos gastos é
proveniente das mortes de cordeiros, desempenho reprodutivo e ganho de
peso inadequados; além dos gastos com anti-helminticos para profilaxia ou

tratamento dos animais com infecgdes sintomaticas.

O controle dessas parasitoses € baseado em tratamentos repetidos dos
animais com drogas anti-helminticas. Entretanto, a identificacdo cada vez
mais frequente de resisténcia a todos os grupos de medicamentos
comercializados no mundo, tem reduzido consideravelmente a eficiéncia dos
tratamentos contra as endoparasitoses em ovinos. Aliada a esse problema
sério, a tendéncia de alguns produtores em utilizar sistemas de producgéo
organicos, requer alternativas para redugao ou, em alguns casos, a excluséo

das drogas anti-helminticas nos sistemas de produgao animal.

Um dos métodos alternativos é a suplementacdo dos animais com
fontes de taninos condensados (TC). Fontes de TC (forrageiras ou extratos
de plantas), quando fornecidas a ruminantes, melhoram a absorg¢éo protéica
desses animais. Atribui-se a maior absorgcao protéica: maior producao de I3,

carne e leite, assim como melhora na taxa de ovulacao das fémeas.

Além dos efeitos nutricionais nos animais de produgdo, os TC possuem

um consideravel efeito anti-helmintico. Portanto, podem ser utilizados em
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controles parasitarios ecologicamente sustentaveis. Essa agao sobre os
nematédeos gastrintestinais fornece subsidios para estudos de exploragao
cientifico-comercial destes compostos quimicos na criagcdo de ovinos no

Brasil e no mundo.

Este trabalho tem como intuito apresentar os resultados de pesquisas
com o uso de fontes de taninos no controle de parasitoses em ovinos. O texto
foi elaborado na forma de -capitulos, procurando uma compilacdo dos
resultados de quatro ensaios experimentais. O Capitulo 1 (Introdugé&o). No
Capitulo 2 (Reviséo de Literatura) sao apresentados resultados de diversos
autores demonstrando o uso de TC no controle de nematédeos
gastrintestinais em pequenos ruminantes, assim como os objetivos do
presente trabalho. No Capitulo 3 (Projetos-piloto Realizados) alguns
ensaios preliminares deste trabalho sdo apresentados por terem papel
importante na escolha das fontes de TC e suas respectivas doses fornecidas
aos animais. No Capitulo 4 (Efeito in vitro do extrato de acacia (Acacia
mearnsii) sobre nematdédeos gastrintestinais parasitos de ovinos) sao
apresentados os resultados do ensaio A — o qual avaliou a agao in vitro da
ingestdo por larvas de primeiro estagio (L1) de Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis e Teladorsagia circumcincta, para avaliar o
efeito anti-helmintico dos TC provenientes do extrato de acacia (Acacia
mearnsii). No Capitulo 5 (Uso do extrato de acéacia (Acacia mearnsii) no
controle de parasitos gastrintestinais em ovinos) apresentacdo dos
resultados do ensaio B — estudo sobre a infecgdo natural dos cordeiros a
campo, animais infectados com H. contortus e T. colubriformis, sendo os

mesmos divididos em dois grupos (tratados com extrato de acacia e nao
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tratados); No Capitulo 6 (Efeito direto dos taninos condensados sobre
Haemonchus contortus em ovinos experimentalmente infectados) e no
Capitulo 7 (Efeito direto dos taninos condensados sobre
Trichostrongylus colubriformis em ovinos experimentalmente
infectados) sédo apresentados os resultados dos ensaios C e D - realizados
com infecgcdo experimental dos animais por nematédeos gastrintestinais (H.
contortus e T. colubriformis, respectivamente). Nos dois ultimos ensaios, os
animais foram divididos em cinco grupos, sendo: Gl (controle infectado com
nematdédeo); Gll (recebeu sorgo taninifero); Glll (recebeu extrato de acacia
uma vez ao dia); GIV (recebeu extrato de acéacia duas vezes ao dia) e
GV (controle ndo infectado). O Capitulo 8 (Conclusdes Gerais) € uma
sintese das conclusdes obtidas nos ensaios A,B,C e D. Os resultados foram
promissores, demonstrando a acao direta dos TC sobre nematdédeos
gastrintestinais de ovinos e principalmente sobre a producao de larvas
infectantes; porém mais estudos sao necessarios para a indicagdo de um

controle de parasitos gastrintestinais baseado no uso de fontes de TC.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Dentre os fatores que interferem no desenvolvimento pleno da atividade
pecuaria, as helmintoses gastrintestinais ocupam lugar de destaque (MACRAE,
1993). A infecgcdo por nematddeos gastrintestinais € uma das principais limitagdes
ao desenvolvimento dos ovinos em sistema de produgdo baseados no pastoreio
(URIARTE e VALDERRABANO, 1990). Os helmintos acarretam altas perdas
econdmicas, seja em criagbes extensivas (KOHLER, 2001) ou intensivas como
observado por Niezen et al. (1998) na Nova Zelandia, que consideram os parasitos

gastrintestinais o maior impedimento ao aumento da taxa de crescimento animal.

Nematddeos gastrintestinais sdo os parasitos de maior importancia na
ovinocultura, dentre eles destacam-se: Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia curticei e Oesophagostomum
columbianum (AMARANTE et al., 1997a; AMARANTE et al. 2004). Estes parasitos
sao responsaveis por redug¢ao na producio de carne e leite em ruminantes, além de
& em ovinos, com aumento da mortalidade nos animais jovens (MOLENTO e

PRICHARD, 1999).

O Haemonchus contortus é o parasito mais patogénico para pequenos
ruminantes em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo, inclusive no Brasil.
O parasito adulto € hematéfago, causando gastropatias e perdas protéicas, tendo
seu efeito exacerbado pela anemia (STRAIN e STEAR, 2001). T. colubriformis,
C. curticei e Strongyloides spp. sao parasitas do intestino delgado, podendo causar

enterite severa em infec¢gdes macicas (HOLMES, 1995).

Nao se pode, contudo, relacionar parasitismo com doenga, ja que a maioria
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dos animais de um rebanho mostra-se, geralmente, em boas condi¢gbes de saude.
Isto se da devido a capacidade imunolégica do hospedeiro em limitar a populagéo de
parasitos gastrintestinais a niveis aceitaveis. Quando isto ocorre, pode-se afirmar

que a relagao parasito-hospedeiro se encontra em equilibrio (AMARANTE, 2001).

A criacdo de ovinos inadequadamente manejados predispde ao aparecimento
das parasitoses clinicas ou diminuicdo no desempenho dos animais, como por
exemplo: uso indevido das drogas anti-helminticas e taxas de lotagdo elevadas.
Outros fatores podem ser considerados, como clima, estado nutricional e idade dos

animais afetados.

Animais de alta produtividade sdo importados e introduzidos na ovinocultura
brasileira, sem, porém, serem consideradas suas caracteristicas de adaptabilidade e

resisténcia aos nematddeos.

De maneira geral, os cordeiros e fémeas no péri-parto sdo mais susceptiveis
as verminoses (AMARANTE et al., 1992). As ovelhas com crias s&o a principal fonte
de contaminagdo ambiental no rebanho. Contagens elevadas de ovos de
nematddeos por grama de fezes (OPG) sdo observadas em cordeiros, mesmo antes
da desmama (ROCHA, 2003). O fendmeno do péri-parto € mais discreto nas ragas
ovinas descritas como resistentes as verminoses, quando comparadas as racas

susceptiveis (ROCHA et al., 2004).

Gray et al. (1992) relatam que algumas ragas de ovinos sao consideradas
resistentes a H. contortus, sugerindo que a resisténcia ou susceptibilidade do
individuo ao parasitismo € geneticamente determinada. A resisténcia aos parasitos

seria a capacidade do hospedeiro de suprimir o estabelecimento e/ou subsequente
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desenvolvimento da infecgao.

Outro termo amplamente utilizado é resiliéncia, que € a capacidade do animal
infectado em manter niveis de produgao relativamente normais (BISSET e MORRIS,
1996); também traduzida como tolerancia dos animais a infecgao parasitaria. Termo
este, que provavelmente, melhor traduza a capacidade dos animais deslanados

criados no Brasil.

Praticamente a totalidade dos ovinos criados a campo hospeda uma ou mais
espécies de nematdédeos. O controle destes parasitos € baseado em tratamentos
repetidos do animal com drogas anti-helminticas (AMARANTE et al., 1997a; MUNN,
1997). Estas drogas sédo classificadas em anti-helminticos de amplo espectro,
divididos em trés grandes grupos (benzimidazdis, imidazdis e lactonas macrociticas)

e de pequeno espectro (salicilanilidas/fendis substitutos e organofosforados).

Esses medicamentos reduzem de forma significativa o nivel de infecgdo por
helmintos gastrintestinais em cordeiros (KAWANO et al., 2000), porém o surgimento
cada vez mais frequente de cepas resistentes aos anti-helminticos tem reduzido
drasticamente a eficiéncia dessas drogas no controle de infecgbes por nematddeos
(WALLER, 1997), tornando-as ineficazes frente as populagdes resistentes
(AMARANTE, 2001). Em varias regides tropicais e subtropicais, as drogas anti-
helminticas sao intensivamente utilizadas, podendo desencadear o fendmeno de

resisténcia multipla (BUTTER et al., 2000).

A resisténcia aos anti-helminticos caracteriza-se pelo declinio da eficiéncia de
uma droga contra uma populagdo de parasitos, anteriormente suscetivel aquele

tratamento (SANGSTER e GILL, 1999). A resisténcia contra todos os grupos de
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drogas utilizadas é uma realidade mundial (MOLENTO e PRICHARD, 1999), sendo

um importante problema, principalmente em ovinos e caprinos (GOPAL et al., 1999).

O fendbmeno de multirresisténcia as drogas (MRD) anti-helminticas esta
associado a expressao de glicoproteinas de membrana (P-gp), que reduzem a
concentragdo intracelular das drogas antiparasitarias (MOLENTO e PRICHARD
2001), sendo que individuos que manifestam a MRD dentro de uma populagéo
podem transmitir seu fendtipo para as geragdes futuras (MOLENTO e PRICHARD,

1999).

O aparecimento da resisténcia aos anti-helminticos e a tendéncia dos ultimos
anos de mudancga para sistemas organicos de produgao requerem alternativas para
reducdo ou até a exclusdo das drogas anti-helminticas no controle parasitario

(ATHANASIADOU et al., 2000a).

O aumento da incidéncia de MRD em todo o mundo, associado a
ecotoxicidade e residuos na carne, provenientes do uso de drogas anti-helminticas,
enfatizam a necessidade de serem desenvolvidos programas integrados de controle
parasitario, por meio de tratamentos estratégicos baseados na epidemiologia,
eliminagcao de vermifugagdes desnecessarias, utilizagdo de pastoreio alternado e

higienizacado das pastagens (MOTA et al., 2003).

Em resposta aos problemas relacionados anteriormente, novas pesquisas
estdo sendo realizadas com o intuito de descobrir pontos vulneraveis na biologia ou
ecologia desses parasitos (TYRREL et al., 2002). Alguns dos controles parasitarios
alternativos incluem o uso de vacinas contra nematédeos (MEEUSEN, 1996),

controle biolégico (LARSEN, 1999) e o uso de forragens taniniferas com
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propriedades anti-helminticas (BUTTER et al, 2000).

A suplementagdo dos ovinos com taninos condensados (TC), oriundos de
plantas forrageiras ou dos extratos de quebracho e acacia, vém sendo utilizados no
controle de nematddeos gastrintestinais de ovinos, entre eles T. colubriformis

(ATHANASIADOU et al., 2000a e 2000b) e H. contortus (NIEZEN et al., 2002a).

Forrageiras com alto teor de TC, quando fornecidas a ovinos e bovinos,
melhoram a digestdo protéica e absor¢gdo dos aminoacidos. Atribui-se a maior
absorcao protéica: maior producao de |a, carne e leite, assim como melhora na taxa
de ovulacdo das fémeas. O estado nutricional do individuo é considerado um
importante fator de equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro, assim como na

patogénese da infeccio parasitaria (VALDERRABANO et al., 2002).

Ovinos mantidos em boas condigdes nutricionais, especialmente os que
recebem teores elevados de proteina na dieta, apresentam maior resisténcia contra
as infecgdes por nematdédeos gastrintestinais (BRICARELLO et al., 2003).
Corroborando com estes dados, tem-se observado que animais com dietas
suplementadas em proteina tém maior tolerancia as infecgdes parasitarias (BUTTER
et al., 2000; STRAIN e STEAR, 2001). Ovinos experimentalmente infectados com
T. colubriformis, que receberam suplementacdo protéica diaria, apresentaram
reducao significativa nas contagens de OPG, assim como maior ganho de peso,
quando comparados a outros animais sem suplementagao (VAN HOUTERT et al.,

1995).

Os TC ligam-se as proteinas da dieta formando complexos (tanino-proteina),

proporcionando que as proteinas de maior valor biolégico ndo sejam degradadas e



44

utilizadas pela flora bacteriana ruminal, sendo estes complexos dissociados no

intestino delgado, local de absorgao dos aminoacidos.

Os taninos compreendem um grupo de compostos fendlicos encontrados
principalmente em frutos verdes e plantas da familia Leguminosae. Esses
compostos fendlicos sdo classificados conforme sua estrutura molecular em taninos
hidrolisaveis (TH) ou taninos condensados (TC), sendo os condensados também
conhecidos como proantocianidinas. TC s&o os taninos mais comumente
encontrados em plantas forrageiras, arvores e arbustos (BARRY e MCNABB, 1999).
Estruturalmente, os TC s&o polimeros de unidades de flavondides unidos por

ligagcbes carbono-carbono (HAGERMAN e BUTLER, 1981).

Segundo Athanasiadou et al. (2000a) existem duas hipoteses para explicar o
efeito anti-helmintico dos TC contra uma populacao de T. colubriformis em ovinos. A
primeira é o efeito direto dos TC sobre larvas infectantes (L3) e parasitos adultos,
com a diminui¢do da fecundidade das fémeas. A segunda hipétese sugere o efeito
indireto dos TC, melhorando a utilizacdo protéica pelo hospedeiro e

consequentemente uma melhor resposta imunolégica deste aos parasitos.

Eliminagdo da caréncia protéica, ou seja, um aporte adequado de proteinas
metabolizaveis na dieta animal, rapidamente melhora a expressdo da imunidade
contra nematdédeos em ovelhas lactantes, diminuindo a excrecdo de ovos de
helmintos nas fezes. Esses dados podem ser uteis para reduzir a contribuicao das
fémeas parturientes na contaminagdo das pastagens, apenas com o aumento da

absorc¢ao protéica (HOUDIJK et al., 2001).

Em ovinos, a dieta tem um significante impacto sobre a eclosao dos ovos e
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subsequente desenvolvimento larval de T. colubriformis no laboratério e a campo.
Niezen et al. (2002b) relataram uma consistente redugcéo no desenvolvimento larval
de T. colubriformis em ovinos ao utilizar a forrageira Dorycnium rectum, que possui
alta concentracédo de TC, em comparagdo com outras forrageiras com menor ou

nenhuma porcentagem de TC.

A diminuigao do OPG em animais que receberam fontes de TC pode provir de
duas origens: pela diminuigdo da carga parasitaria, ou por redugdo da fecundidade
das fémeas de nematodeos. Paolini et al. (2003a; 2003b), trabalhando com caprinos,
relataram diminuicdo da fecundidade das fémeas de H. contortus e T. colubriformis,
porém o efeito direto sobre o parasito depende do estagio de evolugdo em que este
se encontra. Segundo os mesmos autores, o efeito do extrato de quebracho pode

durar 18 dias, apos sua administragao.

Dieta baseada na forrageira sulla (Hedysarum coronarium), a qual contém alta
concentracdo de TC, foi associada a reducdo no numero de T. colubriformis no
intestino de ovelhas (NIEZEN et al.,, 1995; 1998a; 2002a). Da mesma forma
Athanasiadou et al. (2000b) relatam que cordeiros demonstraram uma redugao na
carga parasitaria de T. colubriformis ao receberem uma solu¢cdo de extrato de

quebracho (fonte de TC).

Athanasiadou et al. (2001) analisaram o efeito dos TC sobre diferentes
nematédeos gastrintestinais de ovinos, fornecendo a estes animais dietas com 4%,
8% e 16% de extrato de quebracho (EQ). Demonstrou-se que a contagem de OPG
de T. colubriformis nos ovinos que receberam 16% de EQ foi menor que a das
outras dietas (P < 0,01). Ja os animais que ingeriram dieta com 8% de EQ

apresentaram menor carga parasitaria (P < 0,05). Concluiu-se que os TC,
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provenientes do EQ, reduziram o nivel de parasitismo intestinal, quando
administrados aos ovinos por um periodo de trés dias. Entretanto, cinco dos seis
animais que receberam a dieta com 16% de EQ apresentaram anorexia ao 30° dia

do experimento (3° dia de fornecimento do EQ).

No Brasil, o extrato de acacia (Acacia mearnsii) é utilizado, ao invés, do
quebracho como fonte de TC, ja que as arvores das quais é extraido o EQ estdo em
processo de extincdo. Entre as espécies das quais se podem extrair o extrato de
quebracho encontra-se a Schinopsis brasiliensis, a qual se encontra presente na
lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extingdo'. O EQ n&o
acarretou efeitos téxicos a ovinos, quando administrado intraruminalmente, nas
doses de 0,5 g e 1,5 g de EQ kg™ PV, sendo potencialmente indicado para uso na

suplementagéo animal (HERVAS et al., 2003).

A maioria dos nematdédeos de interesse econémico no Brasil e no mundo
apresenta duas fases distintas no seu desenvolvimento: (1) uma fase de vida
parasitaria que ocorre no hospedeiro e que se inicia com a ingestdo da larva
infectante (L3) e se completa com o parasito adulto eliminando ovos nas fezes e

(2) uma fase de vida que ocorre na pastagem e vai de ovo até larva infectante.

Como visto em varios trabalhos citados neste texto, os TC agem nas duas
fases de desenvolvimento dos nematddeos: reduzindo a carga parasitaria do animal,

diminuindo a fecundidade das fémeas e com isso a eliminacdo de ovos pelo

' Através da Portaria N°. 37-N, de 3 de abril de 1.992, o IBAMA torna publica a Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameagada de Extingdo. Encontrada no enderego eletrénico:
http://www?2.ibama.gov.br/flora/extincao.htm (acesso em 29/09/2005).
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hospedeiro (fase 1); ou diminuindo a porcentagem de eclosdo dos ovos e ainda
podendo diminuir a viabilidade das L1 e com isso gerando um menor numero de L3
(fase 2). Portanto, o uso dos TC é de grande valor no controle das parasitoses na
ovinocultura, sendo importante ferramenta, ja que age na epidemiologia das

helmintoses em todas as suas fases.

O problema da multirresisténcia contra as drogas anti-helminticas deve ser
analisado por uma equipe multidisciplinar, com a participacao de diversos cientistas,
interpretando o problema sobre diferentes pontos de vista, ja que o estudo do
controle parasitario nos animais auxilia na prevengao de problemas similares no
homem (SANGSTER, 1999). Ressalta-se também a atual tendéncia pela produgao
dos animais chamados “organicos”. Esses animais criados em “fazendas orgénicas”,
nao possuem residuos de farmacos na carcacga, ou em qualquer outro subproduto
destinado ao uso ou consumo humano, ja que nao utilizam nenhum tipo de droga na

fase de producao.

O interesse no efeito direto dos TC sobre ruminantes traz grandes
perspectivas para o controle de nematédeos e redugdo na ocorréncia de cepas
resistentes as drogas anti-helminticas, assim como um grande avango na cadeia de
producdo dos animais “organicos”. Portanto, o desenvolvimento de um produto nao
farmaco ou de origem natural, com caracteristica anti-helmintica e de facil

disponibilizagado aos ovinos teria um grande potencial comercial.

Além da indicagao aos produtores organicos, o extrato de acacia, pode ainda,
ser utilizado como controle alternativo juntamente ao controle parasitario tradicional,
com a finalidade de diminuir e espacar as administragbes das drogas anti-

helminticas convencionais. O conhecimento da epidemiologia dos nematddeos é
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primordial, ja que os TC agem na descontaminacdo das pastagens, diminuindo a
incidéncia de manifestacdes clinicas da doenca, portanto atenuando, ou quase

extinguindo os efeitos deletérios das helmintoses na producéo de ovinos.

Os efeitos anti-helminticos dos TC demonstrados nos animais de producao,
principalmente em ovinos, sustentam o potencial uso das fontes de tanino altamente
concentrado (TAC) nos controles parasitarios ecologicamente sustentaveis. A agéo
direta do TAC sobre os nematodeos gastrintestinais fornece subsidios para estudos
de exploracéo cientifico-comercial destes compostos quimicos na criacao de ovinos

no Brasil e no mundo.

2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos dos taninos condensados (TC) sobre nematédeos

gastrintestinais de ovinos.

2.1.1. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito in vitro dos TC provenientes do extrato de acacia
(Acacia mearnsii) sobre larvas de primeiro estagio de Haemonchus
contortus, Trichostrongylus colubriformis e Teladorsagia circumcincta.

e Determinar o efeito anti-helmintico dos TC provenientes do extrato de
acacia sobre ovinos naturalmente infectados com H. contortus e
T. colubriformis.

e Determinar o efeito anti-helmintico dos TC provenientes do extrato de

acacia sobre ovinos experimentalmente infectados com H. contortus e
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T. colubriformis.
e Adequar a dose de TC proveniente do extrato de Acacia mearnsii
fornecida aos animais e verificar seu efeito sobre o ganho de peso e

trato digestdrio dos animais.
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3. PROJETOS-PILOTO REALIZADOS

Inicialmente, foram realizados trés experimentos. Todos com a
finalidade de determinar o efeito dos TC sobre o numero de OPG de animais
tratados e escolher as fontes de TC a serem utilizadas. Posteriormente, outro
ensaio foi realizado com a finalidade de se estabelecer a dose mais
adequada de extrato de acacia, também chamado de TAC, a ser fornecida

aos ovinos.

No primeiro experimento 20 cordeiros da raga Santa Inés, mantidos a
campo e suplementados com 300 g de milho, foram alocados em dois grupos
(G1 tratados com TC e G2 n&o tratados). Os animais do G1 receberam,
durante trés dias na semana, 300 g de Sorghum vulgare (sorgo taninifero
com 2% TC). Depois de cinco semanas quatro animais de cada grupo foram
abatidos, sendo que os restantes foram abatidos no final de dez semanas,
para determinacdo da carga parasitaria. A fecundidade dos nematddeos foi
determinada dividindo-se o OPG dos cordeiros no dia do abate pelo numero

de fémeas de helmintos identificados.

Neste primeiro experimento Minho et al. (2003) nao relataram diferencga
significativa entre os tratamentos, ao analisarem a fecundidade das fémeas
de nematdédeos. A quantidade de TC presente no sorgo taninifero utilizado
(2%), foi considerada insuficiente. Apesar da diferenga entre os tratamentos
ndo ser significativa; os resultados foram considerados promissores,

apresentando valor de P = 0,096.

No segundo experimento Minho et al. (2004) trabalharam com 12
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cordeiros mantidos a campo e suplementados com concentrado (19% PB). Os
animais foram divididos em trés grupos (Gl: controle ndo tratado, Gll: tratado
com sorgo taninifero e Glll: tratado com extrato de acacia). Ao concentrado
dos grupos tratados, foi adicionado sorgo taninifero (2% TC) ou extrato de
acacia, também chamado de tanino altamente concentrado (TAC) com 15%
de TC, trés dias durante a semana. Os tratamentos eram equivalentes na
quantidade de TC (10 g TC animal™ dia™). Apés 10 semanas de tratamento
houve diminuicdo significativa no OPG dos grupos suplementados com TC

(P < 0,05), em relagao ao grupo controle.

No terceiro experimento preliminar, foram utilizados 25 cordeiros da
raca Santa Inés, divididos em cinco grupos (Gl: controle infectado, Gll:
recebeu sorgo taninifero, Glll: recebeu leucaena, GIV: recebeu TAC e GV:
(controle ndo infectado). Vinte animais foram infectados com 5000 L3 de
H. contortus. Os grupos iniciaram os tratamentos 30 dias pds-infecgédo (p.i.)
recebendo: Sorghum vulgare, Leucaena leucocephala e TAC, com 3; 4 e 15%
de TC, respectivamente. Todos os animais, com exceg¢do dos grupos
controle receberam doses equivalentes de TC, ou seja, aproximadamente
10 g de TC por animal dia”'. O TAC foi administrado durante dois dias
consecutivos por via oral (VO), ja o sorgo taninifero e a leucaena foram
oferecidos durante nove dias, suplementados no concentrado oferecido aos

animais.

Neste terceiro experimento descrito acima, Minho et al. (2005)
relataram diminuicdo no OPG do grupo tratado com TAC, em relagdo aos

demais (P < 0,05). No ultimo dia do experimento a média de OPG do grupo
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controle infectado foi de 1540, sendo que a média no grupo tratado com TAC
foi de apenas 60. No ultimo dia experimental (40 dias pds-infecgdo) Deve-se
ressaltar, entretanto, que alguns animais tratados com 50 g de TAC dia™

manifestaram reacdes indesejaveis, como diarréia e anorexia.

Para determinagcdo da dose ideal de TAC um quarto ensaio foi
realizado. Quatro ovinos foram alocados em baia coletiva, recebendo doses
crescentes de TAC: 0,6; 1,0; 1,6 e 2,0 mg kg™ PV. Os animais receberam o
TAC VO, diluido em agua morna (aproximadamente 37 °C), durante dois dias
consecutivos. Apds receberem o tratamento, os mesmos foram observados
durante sete dias. Sendo que, apds o periodo de observagao uma nova dose
subsequente foi fornecida aos animais. Constatou-se que a dose de TAC
(1,6 g kg' PV) foi a maior dose fornecida, a qual ndo desencadeou efeitos
colaterais aos animais. Ja a dose superior (2,0 g kg”' PV) desencadeou

anorexia e diarréia pastosa aos animais, durante dois dias.

Em experimentos iniciais, alguns animais manifestaram reacdes
indesejaveis apos o fornecimento do TAC. Entretanto, estas manifestacdes
foram minimizadas e praticamente abolidas apds a administracdo do produto

por PV do animal.
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4. EFEITO IN VITRO DO EXTRATO DE ACACIA (Acacia mearnsii) SOBRE

NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS PARASITOS DE OVINOS

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi determinar os potenciais efeitos inibitérios
dos taninos condensados, provenientes do extrato de acacia na alimentagao
de larvas do primeiro estagio (L1) de Haemonchus contortus,
Trichostrongylus vitrinus e Teladorsagia circumcincta. Para isso foi utilizado o
método in vitro de inibicdo da ingestao de bactérias por L1 dos respectivos
nematddeos. Larvas isoladas de fezes de ovinos doadores com infecgao
parasitaria monoespecifica foram incubadas em diluicdes seriadas do extrato
de acacia ou TAC. Utilizando-se varias diluicdes de TAC, determinou-se a
concentracdo mais proxima da DLsy para cada espécie de parasito. Apods
essa determinacao, as respectivas diluicdes foram incubadas na presenca de
polietilenoglicol (PEG), para inativagcédo dos taninos condensados (TC). Com
os TC inativados pelo PEG, o teste foi feito novamente com a finalidade de se
avaliar o verdadeiro papel dos taninos sobre as L1. Os resultados foram
promissores, revelando a acao do TAC sobre as L1 de todas as espécies de
parasitos (H. contortus, T. colubriformis e T. circumcincta), com diferenca
estatisticamente significativa entre os valores do controle negativo (agua
destilada) e grupo tratado com TAC, (P < 0,001); e valores de DLso de 0,043;
0,038 e 0,050 (EP = 0,0024), para H. contortus, T.vitrinus e T. circumcincta,
respectivamente. Também houve diferenca entre os tratamentos com TAC e

TAC + PEG (P < 0,01). Esses resultados corroboram com a hipotese da agéao
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direta dos TC, provenientes do TAC, sobre as larvas de primeiro estagio das
espécies de nematddeos estudadas neste trabalho. Portanto, o potencial de
utilizacdo do TAC no controle alternativo das endoparasitoses em ovinos

parece ser promissor.

Palavras-chave: Taninos condensados; Efeito anti-helmintico; Nematddeos;

In vitro.
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IN VITRO EFFECT OF ACACIA CONDENSED TANNIN EXTRACT (Acacia

mearnsii) ON GASTROINTESTINAL NEMATODES OF OVINE

ABSTRACT

The main objective of this work was determine the inhibitory effects of
acacia condensed tannin extract on first stage (L1) larval feeding of
Haemonchus contortus, Trichostrongylus vitrinus and Teladorsagia
circumcincta. The experiment was carried out to evaluate the larval feed
inhibition of each species. The L1 recovery from faecal samples of donor with
monoespecific infection were incubated in several dilutions of acacia extract
(AE). The LDsy was determined for the three species of nematodes.
Polyethylene glycol (PEG) was added to all dilutions of AE to inactivate the
condensed tannins (CT) from acacia and to confirm their effect on L1. The
impact of CT on larval feed inhibition was detected on all species of
nematodes (H. contortus, T. colubriformis e T. circumcincta). There was
difference between water control and CT treated groups (P < 0.01). The LDsp
values were 0.043; 0.038 e 0.050 (SE = 0.0024), for H. contortus, T.vitrinus e
T. circumcincta, respectively. Difference was detected between treatments AE
and AE + PEG (P < 0.01). The analysis of these results suggests the direct
effect of CT on L1 of the studied nematodes. Thus the potential utilization of

AE on alternative nematode control in sheep would be possible.

Key words: Condensed tannnis; Anthelmintic effect; Nematodes; In vitro.
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4.1. INTRODUCAO

Alguns métodos in vitro sdo utilizados com a finalidade de avaliar a
acao de compostos bioativos e sua possivel eficacia anti-helmintica contra
endoparasitos de ruminantes. Os principais métodos in vitro desenvolvidos
para se avaliar o efeito alguma substéncia sobre nematdédeos de ruminantes
sdo: teste de desenvolvimento larval (DL), inibicdo da migrag&o larval (IML),
avaliagdo do desenvolvimento dos ovos de nematdédeos (DO) e inibicdo da
ingestdo pelas larvas de primeiro estagio (lIL) (AMARANTE et al., 1997b;

COLES et al., 1988).

Segundo Athanasiadou et al. (2001a), os dois testes mais indicados
para avaliar a possivel acdo anti-helmintica proveniente dos extratos de
plantas sobre os nematéodeos gastrintestinais de ruminantes sao os testes

IML e IIL.

A acao dos taninos condensados provenientes de forrageiras ou
extratos de plantas vem sendo intensamente estudada. A finalidade desses
estudos é comprovar os efeitos diretos ou indiretos dos TC sobre os
nematdédeos gastrintestinais de ovinos (Athanasiadou et al., 2000; 2001a e

2001b).

Dois produtos ricos em TC e descritos como potencialmente anti-
helminticos sdo o extrato de quebracho (Schinopsis brasiliensis) e o extrato

de acacia (Acacia mearnsii).

No Brasil, o extrato de acacia foi e continua sendo testado em

experimentos com infec¢do natural ou experimental de ovinos por
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Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis (MINHO et al., 2003

e 2004).

A utilizacdo do PEG nas pesquisas envolvendo TC é de grande valor, ja
que este produto tem a capacidade de se ligar aos TC, formando complexos
PEG-TC, inativando estes taninos (MAKKAR, 2003) e consequentemente
neutralizando seu efeito sobre os parasitos. Para confirmar que o efeito do
TAC sobre as larvas de primeiro estagio (L1) é proveniente dos TC, testes de
IIL devem ser realizados com diluigbes pré-estabelecidas da solugcao de TAC,

previamente incubadas na presenca de uma solugédo de PEG.

Este ensaio teve como objetivo determinar os potenciais efeitos
inibitérios dos TC, provenientes do TAC, sobre larvas L1 de Haemonchus

contortus, Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus vitrinus.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Fonte de taninos condensados

A fonte de TC utilizada foi o extrato de acacia’® (Acacia mearnsii,
sinonimia Acacia molissima, acacia-negra ou black wattle), também
denominado de TAC. Esse extrato possui 15% de TC (método HCI-Butanol;

segundo PORTER et al., 1986).

2 Tanino de acacia de uso universal, Seta Sun®. Seta S.A. — Extrativa Tanino de Acacia.
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4.2.2. Larvas de primeiro estagio

As L1 foram recuperadas das fezes de ovinos doadores com infecgéo
monoespecifica para cada espécie de nematdédeo, ou seja, H. contortus,
T. circumcincta e T. vitrinus. As cepas utilizadas foram isoladas diretamente
dos doadores utilizados no Moredun Research Institute (Edinburgo-Escdcia)
para manutengdo de linhagens de nematddeos gastrintestinais susceptiveis

aos anti-helminticos.

4.2.3. Inibicdo da ingestdo de bactérias marcadas por larvas de

primeiro estagio

As L1 das respectivas espécies foram incubadas por 2 h, a temperatura
ambiente (aproximadamente 22 °C), em varias concentracdes de TAC.
Primeiramente foi produzida uma solucdo padrdo de TAC 10 mg mL™" e, a
partir desta, foram realizadas diluicbes seriadas de 1,25 mg mL™"' até

0,02 mg mL™".

Depois da incubacao inicial, foram adicionadas Escherichia coli
liofilizadas marcadas com isotiocianato de fluoresceina® (FITC). Na manha
seguinte (aproximadamente 18 h de incubacado), o numero de larvas que
ingeriram ou nao as bactérias marcadas foi determinado com o auxilio de um
microscopio de epifluorescéncia invertido. As larvas viaveis foram

identificadas pela presenca do material fluorescente em seu trato digestorio.

® Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled E. coli 026:B6 LPS (FITC-LPS, SIGMA).
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Para confirmar o efeito dos taninos sobre as L1, os testes foram
repetidos na presengca de PEG, com a finalidade de inativar os TC
provenientes do TAC. Da solugédo inicial contendo 1 g de PEG em 25 mL de
agua destilada, foram retirados 10 yL para cada tubo, os quais continham as

varias diluicbes de TAC utilizadas anteriormente.
4.2.4. Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento fatorial completo 3x8x2 (trés espécies de

nematddeos; oito diluicdes de TAC e dois tratamentos - com e sem PEG).
4.2.5. Analise estatistica

Apds a incubacao final, a porcentagem de larvas que ingeriram as
bactérias marcadas foi determinada para cada concentragcdo de TAC. As
respectivas doses letais para 50% da populagdo (DLsg) de cada espécie de
nematdédeo foram calculadas apés transformacéao logaritmica dos valores das

diluicbes de TAC.

4.3. RESULTADOS

Demonstrou-se a acdo do TAC sobre as L1 de todas as espécies de
parasitos (H. contortus, T. colubriformis e T. circumcincta) (Tabela 4.1), com
diferenca estatisticamente significativa entre os valores do controle negativo
(agua destilada) e grupo tratado com TAC, (P < 0,01), com valores de DLsg
de (0,043; 0,038 e 0,050 mg mL"’ (EP: 0.0024), para H. contortus, T.vitrinus e

T. circumcincta, respectivamente. Também houve diferenga entre os
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tratamentos com TAC e TAC + PEG (P <0,01), sendo que as DLsy para os
mesmos parasitos foram alteradas para 0,096; 0,100 e 0,250 mg mL",

respectivamente.

Tabela 4.1- Porcentagem de larvas de primeiro estagio de Haemonchus
contortus, Trichostrongylus vitrinus e Teladorsagia circumcincta
que ingeriram as bactérias marcadas com isotiocianato de
fluoresceina na presenca de extrato de acacia (TAC) ou
TAC + polietilenoglicol (PEG)

Diluicdes H. contortus T. vitrinus T. circumcincta

mg.mL" TAC TAC + PEG TAC TAC + PEG TAC TAC + PEG

controler 7 75 75 75 74 0.75
(71;75)  (71;79) (75,75)  (73;77)  (73;75)  (72;78)
1.25 0 0 0 0 0 6
0.625 0 3 0 0 0 20
0.31 0 6 0 3 0 38
0.155 0 8 0 20 2 44
0.08 11 38 4 51 10 71
0.04 42 60 26 65 40 71
0.02 7 71 65 74 71 72

*: valores (minimo; maximo).
Controle: Agua destilada + bactéria marcada

Os ensaios de IIL forneceram resultados consistentes. Os tratamentos
controles: agua destilada e agua mais PEG nao afetaram a atividade larval,
com resultados de 70% ou mais das larvas consideradas viaveis, ou seja, as
L1 que ingeriram as bactérias marcadas. Os resultados possuem
repetibilidade em todas as réplicas e assim sendo, considerados de

confianga.
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4.4. DISCUSSAO

As L1 sdo muito susceptiveis aos valores de pH abaixo de seis e acima
de oito. A solugédo padrdo de TAC (40 mg mL'1) possui valor de pH 5,5. Nao
houve necessidade de modificar-se o pH do TAC, até mesmo, por causa do
perigo de potenciais interagbes entre os compostos bioativos e os sais

contidos na solugéo tampao.

No presente trabalho, os resultados do efeito do TAC sobre as
espécies de nematédeos analisadas (H. contortus, T. vitrinus e
T. circumcincta) forneceram a evidéncia da atividade anti-helmintica dos TC
provenientes do TAC, contudo, ndo ha dados sobre outros compostos
bioativos contidos no TAC e que potencialmente poderiam ter efeito sobre as

L1.

Entretanto, é extremamente provavel que, sendo a totalidade, grande
parte dos efeitos bioativos provenientes do TAC foram originados pelos TC.
Afirmacado comprovada pelos resultados da |IL quando da utilizagcdo do PEG

para inibicado dos efeitos causados pelos TC.

Os resultados in vitro apresentados neste trabalho corroboram com
pesquisas preliminares in vivo, que demonstram a acado dos TC sobre
H. contortus, quando da utilizagcdo de sorgo taninifero e TAC no tratamento

de ovinos experimentalmente infectados (MINHO et al., 2005).

Diante destes resultados, novos ensaios de IIL utilizando-se o liquido
ruminal proveniente de animais tratados com TAC tornam-se necessarios,

para determinacdo da concentracdo intraruminal destes compostos. Com
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base na concentragado in vivo desses compostos, quando comparada a DLsg
determinada neste trabalho, seria possivel a determinacdo da dose minima

de TAC a ser fornecida aos ovinos.

A utilizacdo do TAC em estudos in vivo e in vitro para controle das
endoparasitoses elimina muito dos empecilhos ocorridos quando da utilizagao
de plantas que possuem metabdlitos secundarios bioativos. Segundo
Athanasiadou e Kyriazakis (2004), a concentragcdo e estrutura destes
metabdlitos nas plantas podem variar entre regides experimentais, época do

ano e mesmo dentro de um mesmo periodo de pastejo.

O efeito anti-helmintico do TAC, demonstrado neste trabalho pela acao
direta sobre as L1 de nematddeos gastrintestinais de interesse econémico,
comprova o potencial de utilizacdo dos TC no controle alternativo das
endoparasitoses na criagdo de ovinos. Entretanto, seu uso pratico esta ligado
diretamente aos estudos in vivo dos efeitos deletérios em ovinos. Hervas
et al. (2003), testando o efeito deletério do quebracho em ovinos,
determinaram que doses de até 1,5 g de EQ kg™ PV nao originaram lesdes
macro ou microscopicas no intestino, figado e rins dos animais

experimentais.

Em ensaios in vivo com ovinos experimentalmente infectados e livres
de infeccao parasitaria, o TAC administrado por via oral aos animais, durante
dois dias, na dose de 1,6 g kg™' PV nao demonstrou efeitos deletérios sobre
consumo e peso vivo dos animais. (MINHO et al., dados ainda néo

publicados).
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A suplementacdao do TAC na dieta animal é indicada durante curtos
periodos de tempo, porém se administrado em dias estratégicos, pode
contribuir na descontaminagdo das pastagens por larvas infectantes de
nematdédeos. Isto se da pela diminuicdo da sobrevivéncia das L1 (ainda nao
infectantes), impedindo, portanto que novos animais sejam infectados ou

diminuindo a reinfecgcao do rebanho.

4.5. CONCLUSAO

O TAC pode auxiliar no controle das infecgbes parasitarias agindo em
dois pontos criticos: (i) evitando ou minimizando o estabelecimento de novas
infeccbes parasitarias no animal (agcdo direta); (ii) agindo na
descontaminagcédo das pastagens, ja que concentragdes elevadas de TC nas

fezes podem inibir a disseminagao de larvas infectantes no meio ambiente.
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5. USO DO EXTRATO DE ACACIA (Acacia mearnsii) NO CONTROLE DE

PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM OVINOS

RESUMO

O desenvolvimento de populagdes de parasitos resistentes as drogas anti-
helminticas disponiveis no comércio mundial tornou-se um problema em
diversos paises. No final da década de 1970, quando da descricao do
primeiro relato de resisténcia aos anti-helminticos, o fendbmeno nao foi
analisado com seriedade por veterinarios e pela comunidade cientifica.
Atualmente algumas alternativas sao indicadas na tentativa de diminuigao
dos riscos de desenvolvimento de resisténcia as drogas em criagbes
comerciais. Taninos condensados (TC) provenientes de forrageiras
taniniferas ou de extratos de taninos (ET) produzidos a partir de cascas de
arvores sao adicionados ou suplementados na dieta de pequenos ruminantes
com a finalidade de controlar os nematédeos gastrintestinais. O objetivo do
presente trabalho foi investigar o efeito direto dos ET provenientes do extrato
de Acacia mearnsii (ETA) fornecidos por via oral a cordeiros naturalmente
infectados com H. contortus e T. colubriformis. Foram utilizados 20 cordeiros
da raca Santa Inés, divididos em quatro grupos de cinco animais, alocados
em quatro piquetes durante 60 dias, recebendo concentrado uma vez ao dia.
Dois grupos receberam tanino altamente concentrado (TAC) na forma de
extrato de Acacia mearnsii (1,6 g kg™ PV) por dois dias consecutivos no inicio
do experimento (dias 1 e 2) e apés trinta dias (dias 31 e 32), sendo dois

grupos mantidos como controle ndo tratado. As contagens de OPG foram
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realizadas duas vezes por semana e coproculturas, em datas estratégicas.
Vinte e oito dias apds a ultima administracdo do TAC todos os cordeiros
foram abatidos. Um més apds o término do periodo experimental dois animais
tracadores, livres de infecgcdo parasitaria, foram alocados em cada piquete,
durante trés semanas. Foi determinada a carga parasitaria de todos os
animais. O fornecimento do TAC foi associado a redugdao na contagem de
OPG (P < 0,01) e carga parasitaria no abomaso (P < 0,01). Nao foi detectada
diferenga significativa na contagem de nematdédeos do intestino delgado
(P >0,05) e na carga parasitaria dos tragcadores (P > 0,05). Os valores
médios de OPG dos grupos tratados foram inferiores aos dos grupos
controle, durante todo o periodo experimental. O efeito anti-helmintico dos
TC sobre nematddeos gastrintestinais foi evidenciado, ressaltando-se o

potencial uso do TAC no controle alternativo das endoparasitoses em ovinos.

Palavras-chave: Nematddeos; Infeccdo natural; Anti-helmintico; Taninos

condensados.
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POTENTIAL USES OF ACACIA TANNIN EXTRACT TO CONTROL

GASTROINTESTINAL PARASITES IN SHEEP

ABSTRACT

The development of the anthelmintic resistant worm population has become a
major practical problem in many countries. Since the end of the 1970’s, when
the first reports of anthelmintic resistance appeared, alternatives to reduce
the risks of appearance the drug resistance have been studied. Condensed
tannins (CT) have shown potential for alternative control of gastrointestinal
nematodes in sheep. The objective of the present study was to investigate the
direct effect of condensed tannin extracts (CTE) from Acacia mearnsii
drenched to lambs naturally infected with Haemonchus contortus and
Trichostrongylus colubriformis. Twenty Santa Inés lambs were divided into
four groups and allocated to four paddocks with five animals each in a
60 days trial receiving concentrate once a day. Two groups were drenched
with CTE of Acacia mearnsii (1.6 g kg”' BW) for two consecutive days at the
beginning of the trial (days 1 e 2) and 30 days later (days 31 e 32) and the
other two groups were maintained undrenched (control) throughout the trial.
Faecal egg counts (FEC) were measured twice a week; coprocultures were
made in strategic days. Twenty eight days after the cessation of tannin
administration, all lambs were slaughtered to determine the worm burden.
After one month of the end of the experimental period, two worm free tracers
were allocated in each paddock for three weeks. Worm counts and female

fecundity were determined for all animals. The CTE drenching was associated
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with a significant reduction for FEC (P <0.01); and worm burden in
abomasum (P < 0.01), but not in small intestine (P > 0.05). The worm burden
from tracers did not have significant difference (P < 0.05). The FEC values of
treated groups were lower than controls values during the whole experiment.
The results confirm the anthelmintic effects of CTE on gastrointestinal
nematodes in lambs and demonstrate the potential use of acacia extract as

alternative parasite control.

Key words: Nematodes; Natural infection; Anthelmintic; Condensed tannins.
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5.1. INTRODUCAO

Doencas causadas por parasitos gastrointestinais em ruminantes
acarretam prejuizos de milhdes de dbdlares ao mercado agropecuario mundial,
a cada ano. Este impacto econdédmico deriva, ndo somente, das mortes e
desempenhos inadequados originados por infec¢gdo parasitaria, mas também
dos gastos com profilaxia e tratamento. A rapida propagac¢édo dos relatos de
cepas de nematddeos resistentes a todas as classes de anti-helminticos em
uso no controle parasitario de pequenos ruminantes, deve ser considerada
como um aviso ao uso indiscriminado de drogas anti-helminticas nos

programas de controle parasitario (GEERTS e GRYSSELS, 2001).

Waller et al. (1996) e Van Wyk et al. (1999) demonstraram a
prevaléncia de nematdédeos resistentes aos anti-helminticos em ovinos.
Esses mesmos autores mencionam que paises como Africa do Sul, Brasil,
Paraguai e Uruguai terdo futuramente, em suas criagcdes de ovinos, relatos
de resisténcia contra benzimidazois, ivermectinas e levamizois. Esta
resisténcia é definida como perda de sensibilidade de uma populacdo de
parasitos anteriormente sensiveis a droga utilizada, transmitida

geneticamente aos seus descendentes (KOHLER, 2001).

O desenvolvimento de cepas de nematddeos resistentes aos anti-
helminticos (JACKSON, 1993) e a tendéncia dos ultimos anos de mudanca
para sistemas de produgdo organica, aumentaram a demanda por sistemas
alternativos de controle parasitario, os quais devem reduzir ou excluir o uso

das drogas anti-helminticas (ATHANASIADOU et al., 2000a).
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A utilizacdo de plantas forrageiras ou de extratos vegetais com alta
concentracao de TC sdo métodos alternativos para o controle das verminoses
gastrintestinais, podendo diminuir o numero ou a fecundidade das fémeas, ou
ainda a viabilidade dos ovos de nematédeos (NIEZEN et al., 1998b; HOSKIN
et al., 2000; ATHANASIADOU et al., 2001a; MARLEY et al., 2003; NGUYEN

et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do extrato de Acacia
mearnsii sobre os parametros parasitologicos de ovinos naturalmente

infectados com nematdédeos gastrintestinais.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Delineamento experimental

No dia anterior ao inicio do periodo experimental, vinte cordeiros da
raca Santa Inés, naturalmente infectados, com quatro meses de idade e
pesando 15 + 3.6 kg foram divididos em quarto grupos de cinco animais, de
acordo com PV e contagem de OPG. Os grupos foram aleatoriamente
alocados em quatro diferentes piquetes, com area aproximada de 800 m?
cada, homogeneamente divididos em pasto de Brachiaria decumbens e
Panicum maximum. Dois grupos receberam extrato de acacia (1,6 g kg™ PV)
por dois dias consecutivos no inicio do experimento (dias 1 e 2) e apds 30
dias (dias 31 e 32) e os outros dois grupos foram mantidos como controle n&o

tratado com anti-helmintico.
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Os piquetes experimentais nunca haviam sido utilizados para alocar
nenhum tipo de animal e foram experimentalmente contaminados com fezes
de ovinos com infeccdo experimental monoespecifica por H. contortus ou
T. colubriformis. Para a infeccdo dos doadores por H. contortus e
T. colubriformis, foram utilizadas cepas isoladas no Departamento de
Parasitologia - IB - UNESP, Botucatu-SP. A cepa de H. contortus apresentava
multirresisténcia as drogas oxfendazol, levamisol, ivermectina e moxidectina

(AMARANTE et al., 2004).

O periodo experimental foi de 60 dias. Durante a semana os animais
permaneciam nos piquetes durante oito horas e durante a noite eram
estabulados para fornecimento de concentrado (milho + farelo de soja),
calculado semanalmente, com base no PV médio dos animais (2 % PV). Aos
finais de semana, os cordeiros permaneciam estabulados, recebendo feno de
Tifton-85 (Cynodon sp) ad libitum e concentrado. A dieta total fornecida aos

animais apresentava aproximadamente 13 % de proteina bruta (PB).

Trinta dias ap6s o término do periodo experimental descrito acima, dois
ovinos, livres de infeccao parasitaria por nematédeos, foram alocados em
cada piquete (2 cordeiros por piquete), durante trés semanas. Estes animais
foram utilizados como tragadores para investigar a contaminagcdo das

pastagens.

5.2.2. Técnicas parasitologicas

Amostras de fezes foram colhidas diretamente do reto dos animais

duas vezes por semana e processadas imediatamente para mensurar a
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eliminacdo de ovos de nematdédeos nas fezes. A contagem de OPG foi
realizada segundo a técnica de Gordon e Whitlock modificada (UENO e
GONCALVES, 1994). Trés coproculturas foram realizadas durante o periodo
experimental (a cada 20 dias), sendo que as fezes foram incubadas durante

10 dias a 27 °C em camara germinativa (UENO e GONCALVES, 1994).

Para determinacdo da carga parasitaria, foi realizada necropsia
parasitologica. Foram isolados o abomaso e intestino delgado de todos os
animais, sendo os nematdédeos recuperados da digesta ou por lavagem e
raspagem das respectivas mucosas A estimativa da carga parasitaria foi
realizada utilizando-se aliquotas (em duplicata) de 10 % da digesta de todos

0s animais.
5.2.3. Peso e parametros hematimeétricos

Os cordeiros foram pesados a cada duas semanas, durante a manha3,
antes da alimentacdo. Semanalmente, foram colhidas amostras de sangue
de cada animal, por punc¢ado da veia jugular, utilizando-se frascos do tipo
vacutainer com anticoagulante (heparina). Do sangue total, foram obtidos

os valores de volume globular (VG) e hemoglobina.
5.2.4. Fonte de taninos condensados

Como fonte de TC foi utilizado o extrato soluvel de Acacia mearnsii,
contendo 150 g de TC kg' MS - (método HCI-Butanol, segundo PORTER
et al., 1986). O TAC apresenta-se na forma de um po fino, soluvel em agua; o
qual, no presente trabalho, foi fornecido aos animais na dose de 1,6 g kg™’ PV

(VO), apo6s prévia diluigdo em agua morna. Os animais receberam
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aproximadamente 4,5 g TC dia™'. Algumas moléculas de TC sdo sensiveis a
oxidagcdo a temperaturas de aproximadamente 100 °C (LARRAURI et al.,
1997), por isso, as diluicdes foram realizadas em temperaturas de

aproximadamente 37 °C, na qual o efeito anti-helmintico dos TC foi mantido.

5.2.5. Analise estatistica

Os dados referentes a contagem de OPG e carga parasitaria foram analisados sob
transformacao logaritmica [log (x + 10)] e posteriormente submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey utilizando-se o programa

estatistico SAS (SAS Institute, Cary, USA).

5.3. RESULTADOS

Apenas larvas de H. contortus e T. colubriformis foram identificadas
nas coproculturas realizadas com pool de fezes de todos os grupos, durante
todo o periodo experimental (Tabela 4.1). Nao foi observado efeito de piquete
experimental sobre os parametros observados neste trabalho, também nao foi

observada interagao significante entre piquete vs tratamento (P > 0.05).

5.3.1. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Foi evidenciado efeito anti-helmintico do TAC sobre a contagem de
OPG dos ovinos que receberam tratamento por dois dias consecutivos com
intervalo de 30 dias. Apds uma semana do inicio do ensaio (dia 6), houve
diferenca significativa entre os valores de OPG dos animais dos grupos

controle e tratado com TAC (respectivamente 992 e 76; EP = 8,3; P < 0,05;),
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sendo que esta diferenca foi mantida durante todo o experimento
(Figura 5.1). O valor médio de OPG do grupo tratado manteve-se abaixo de

1000 durante todo o periodo experimental.

Tabela 5.1- Porcentagem de helmintos identificada em coproculturas durante
o periodo experimental com ovinos naturalmente infectados por
nematédeos gastrintestinais e mantidos a campo durante 60
dias, divididos em grupo controle ndo tratado com anti-helmintico
(piquetes 1 e 3) e tratado com extrato de acacia (1,6 g kg”' PV),

(piquetes 2 e 4)

Dia experimental Grupos Haemonchus Trichostrongylus
P P contortus % colubriformis%
93 7
0 Controle 20 30
Tratado 63 37
o1 49
Controle 78 22
48 71 29
Tratado 68 32
32 68
80 20
Controle 2 o8
58
Tratado 69 31
44 56

5.3.2. Carga parasitaria

A carga parasitaria recuperada do abomaso dos animais do grupo
controle (n&do tratado) foi significativamente diferente (P <0,01) da
encontrada nos animais tratados com TAC, sendo que o numero de
nematoédeos (H. contortus) identificados para cada grupo foi respectivamente
de 367 e 132 (EP =47,0). O numero de T. colubriformis identificados no
intestino delgado nédo apresentou diferenga significativa (P > 0.05) entre os

grupos controle e tratado (respectivamente 3188 e 2400; EP = 429,0).
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A quantidade média de H. contortus identificados segundo o sexo foi de
146 e 50 (EP =18,1) machos e de 221 e 82 (EP= 31,9) fémeas,
respectivamente para animais dos grupos controle e tratado com TAC
(P <0,01). Nao houve diferenga significativa entre os grupos, quando
analisados os valores de machos e fémeas de T. colubriformis (P > 0.05),
sendo encontrados 1749 e 1311 (EP = 240,8) machos e 1439 e 1089
(EP =194,6) fémeas nos intestinos dos animais dos grupos controle e

tratado, respectivamente (Figura 5.2).
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Figura 5.1- Variagcdo da contagem de ovos de nematédeos por grama de
fezes (OPG) em ovinos naturalmente infectados com nematddeos
gastrintestinais, divididos em grupo controle ndo tratado com

anti-helmintico e grupo tratado com extrato de acacia

(1,6 g kg™ PV). O simbolo (e-) indica os dias de tratamento
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5.3.3. Peso corporal, ganho de peso e parametros hematimétricos

Nao houve diferenga significativa entre os valores de peso corporal e
ganho de peso (P > 0.05) dos animais experimentais, sendo os valores de
PV, ao dia zero de, 15,6 kg e 15,3 kg (EP = 1,25), respectivamente para os
grupos controle e tratado. Ao final do periodo experimental (dia 58), o peso
médio atingido foi de 22,5 kg para os animais do grupo controle e 23,2 kg
para os do grupo tratado (EP = 0,86). A média do ganho de peso diario dos
animas, durante os 60 dias experimentais, foi de 122 g d™' (EP = 42,8). O
grupo controle apresentou ganho de 117 g d”', enquanto o ganho do grupo

tratado foi de 130 g d”' (EP = 14, 3; P > 0.05).
500 T
400 - Haemonchus contotus

300 A

200

Carga Parasiaria

HH

100

HA

0 .
Macho Fémea Total

4000 7 Trichostrongylus colubriformis

3000

2000

Carga Parasitaria

HH
b

1000

Macho Fémea

Controle [ Tratado

Figura 5.2- Carga parasitaria identificada no abomaso e intestino delgado de
ovinos naturalmente infectados com nematdédeos gastrintestinais,
divididos em grupo controle ndo tratado com anti-helmintico e

grupo tratado com extrato de acécia (1,6 g kg™ PV)
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Quanto aos parametros hematimétricos, o VG dos animais estudados
foi afetado pelo tratamento (P < 0,05) nos dias experimentais 14, 21, 28 e 42;
sendo os valores dos grupos tratado e controle, respectivamente para cada
data e grupo, de 30 e 34 (EP =1,3),32e 35 (EP=1,2),29e¢ 32 (EP=0,8) e

28 e 32 (EP = 0,8).

Nos dias experimentais 7, 35, 49 e 56, no entanto, n&o foi evidenciada
diferenca significativa (P > 0,05) entre as médias de VG, sendo identificados
os valores de 30 e 33 (EP =1,1), 28 e 30 (EP =0,9), 29 e 31 (EP =0,9) e 31
e 31 (EP = 0,8), respectivamente para cada data e para os grupos controle e
tratado. A concentragdo de hemoglobina (g L") ndo foi afetada (P > 0.05)

pelo tratamento com TAC, durante o periodo experimental (Figura 5.3).

5.3.4. Animais tracadores

A carga parasitaria identificada na digesta dos ovinos tragadores é
apresentada na Tabela 5.2. O numero médio da carga parasitaria total de
H. contortus identificada nos animais mantidos em piquetes, anteriormente
utilizados pelos animais do grupo controle (nao tratado), foi 28,3 nematdédeos
e dos animais alocados em piquetes anteriormente utilizados por animais do

grupo tratado com TAC foi 16,3 nematdédeos (EP = 8,71).

Os valores médios de carga parasitaria intestinal (T. colubriformis) dos
animais foram de 138,0 e 74,8 nematédeos (EP = 8,18), respectivamente
para animais alocados em piquetes previamente utilizados por ovinos dos

grupos controle (ndo tratado) e tratado com extrato de acacia.

Apesar dos animais tragcadores alocados nos piquetes anteriormente
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utilizados pelos animais tratados com TAC apresentarem um valor médio de

carga parasitaria de abomaso 42% menor e de carga parasitaria intestinal

45% menor que o do grupo tratado, nao foi evidenciada diferenga estatistica

nestes parametros (P > 0.05).

37
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—@— Controle —0O— Tratado

Figura 5.3- Valores de volume globular e hemoglobina de ovinos

naturalmente infectados com nematdédeos gastrintestinais,

divididos em grupo controle (ndo recebeu anti-helmintico) e

tratado com extrato de acéacia (1,6 g kg”' PV). O simbolo (e-)

indica os dias de tratamento
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Tabela 5.2- Carga parasitaria dos ovinos tracadores (n = 8) alocados em
piquetes previamente utilizados por ovinos naturalmente
infectados com nematodeos gastrintestinais, durante 60 dias,
divididos em grupo controle n&o tratado com anti-helmintico
(piquetes 1 e 2) e grupo tratado com extrato de acacia
(1,6 g kg PV)

Piquetes previamente

Nematodeos utilizados EP’
Controle Tratado

Macho 14,5 4.1 8,65

Haemonchus contortus Fémea 13,8 10,0 8,74
Total 28,3 16,3 8,71

Macho 55,9 49,2 8,28

Trichostrongylus colubriformis Fémea 82,4 32,1 8,43
Total 138,0 74,8 8,18

" EP = erro padrdo da média

5.4. DISCUSSAO

No presente estudo, evidenciou-se diferenca significativa (P < 0,05)
entre valores de OPG dos animais dos grupos controle e tratado com TAC,
durante a fase de estabelecimento da infecgdo parasitaria (primeiro més),
assim como, apdés o estabelecimento da infecgdo parasitaria (segundo més),

como visto na Figura 5.1.

Os resultados citados acima sao confirmados por Athanasiadou et al.
(2000a), quando estudando o fornecimento de fontes de TC, durante
10 semanas, a ovinos infectados por T. colubriformis. Estes autores

demonstraram redugcdo nos valores de OPG durante as duas fases da
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infeccao parasitaria, ou seja, antes e depois da expressdo de resposta

imunolégica do hospedeiro contra os parasitos.

Em muitos experimentos, o efeito anti-helmintico dos TC é avaliado
comparando-se plantas forrageiras com e sem a presenga de taninos. Alguns
destes comprovam a acgdo dos TC sobre nematdodeos gastrointestinais
(HOSKIN et al., 2000; MARLEY et al., 2003; NGUYEN et al., 2005).
Entretanto, a concentracdo de TC determinada nestes experimentos pode
sofrer variagbes no decorrer do mesmo ano, segundo a estagdo climatica,

regiao geografica ou estagio fisiolégico da planta.

Consequentemente, as variagdées na concentracdao de TC contribuem
para que alguns estudos ndo comprovem a agéo anti-helmintica de algumas
plantas taniniferas (NIEZEN et al., 1998a e 1998b), embora, segundo os
relatos de Butter et al. (2000) o efeito dos taninos sobre os parasitos apenas
seria evidenciado quando as fontes de TC fossem suplementadas as dietas

com baixa concentragio protéica.

Estudos desenvolvidos com uso dos extratos de quebracho ou acacia
(ATHANASIADOU et al., 2001a; MINHO et al., 2005) indicam que se pode
minimizar o problema da variacdo da concentracdo de TC nas dietas
fornecidas aos animais, ja que a concentragcdo nestas fontes comerciais é

constante durante todo o ano.

A concentracao de TC ideal em leguminosas forrageiras, geralmente
varia entre 20 g e 40 g kg”' MS, a qual permite aos taninos ligarem-se as

proteinas dietéticas durante a mastigacdo protegendo-as do ataque
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bacteriano no rimen (NGUYEN et al., 2005). A dose ideal do extrato de
quebracho para utilizacdo em dietas, a fim de se evitarem efeitos
indesejaveis aos ovinos é de aproximadamente 1,5 g quebracho. kg' PV

(HERVAS et al., 2003).

O ganho de peso médio dos ovinos durante este estudo (122 g d™') esta
dentro do esperado para animais mantidos em sistema de produgcdo semi-

intensivo (SELAIVE-VILLARROEL e SOUZA JUNIOR, 2005).

No presente estudo, a média de peso vivo do grupo tratado com TAC
deveria ser superior a do grupo controle, ja que animais parasitados
apresentariam menor ganho de peso (ATHANASIADOU et al., 2000a;
BUTTER et al., 2000). Entretanto, o curto periodo experimental, a baixa
contaminagédo das pastagens e a quantidade de proteina suplementada aos
animais (manutengao) interferiram nos resultados de ganho de peso. Por
outro lado, a similaridade nos valores de ganho de peso dos grupos néo
evidencia interferéncia no desempenho dos animais tratados, assim como
ndo demonstram efeitos nutricionais deletérios causados pelo fornecimento

do TAC.

O efeito anti-helmintico do TAC sobre H. contortus foi evidenciado e
confirmado pelos resultados de carga parasitaria no abomaso, diminuindo
assim a contaminacao das pastagens (e consequentemente a reinfecgao dos
cordeiros), evidenciada pelos baixos valores de OPG nos animais tratados,
durante todo o periodo experimental. Os valores de carga parasitaria dos
ovinos tracadores, que permaneceram em pastagens anteriormente ocupadas

por animais dos grupos controle ou tratado, ndo apresentaram diferencga



90

significativa (P > 0,05). Porém, alguns fatores podem ter contribuido para
este acontecimento, como as condi¢cdes climaticas, com chuvas torrenciais
durante a fase experimental, e a inclinagdo das pastagens, fatos estes que
podem ter colaborado para a descontaminagado das pastagens e que podem

explicar os valores de carga parasitaria identificados em ambos os grupos.

Os valores da carga parasitaria de H. contortus identificados na digesta
dos animais tracadores foram pequenos, quando comparados aos de
T. colubriformis, apesar do numero de ovos produzidos pelas fémeas de
Haemonchus spp. ser aproximadamente 50 a 100 vezes maior que o
produzido pelas fémeas de Trichostrongylus spp. (UENO E GONCALVES,
1994), evidenciando o efeito dos TC sobre a carga parasitaria dos

nematddeos parasitos do abomaso.

Outra explicacao seria que ovinos da raga Santa Inés sdo considerados
resistentes a infec¢gbes por H. contortus (BRICARELLO et al., 2004), sendo
esta outra explicagcdo para os resultados obtidos neste trabalho. Em estudos
com ovinos naturalmente infectados com nematdédeos gastrintestinais, o valor
médio de OPG proveniente de H. contortus encontrado por Amarante et al.
(2004) foi significativamente menor em ovinos da raga Santa Inés quando
comparado aos valores das ragas Suffolk e lle de France, porém n&o foi
evidenciada diferenca entre as racas quanto a susceptibilidade a

T. colubriformis.

A raca Santa Inés criada no Brasil possivelmente descenda de ovinos
submetidos a longos periodos de um processo natural de selegdo de animais

resistentes ao H. contortus (AMARANTE et al., 1997a). Os valores de carga
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parasitaria de H. contortus identificados neste trabalho corroboram com os
relatos de resisténcia ou tolerancia da raga Santa Inés a esta espécie de
nematddeo. No presente trabalho, os resultados de VG e concentracido de
hemoglobina dos animais do grupo controle (ndo tratados), mantidos a pasto
por 60 dias, evidenciam a tolerancia desta raca as infecgbes por nematodeos

gastrintestinais, corroborando com os trabalhos anteriormente citados.

5.5. CONCLUSOES

A acao anti-helmintica do extrato de acacia foi evidenciada, indicando
que o uso dos TC nos controles alternativos da haemoncose ovina deve ser
estudado e testado em regides com problemas de resisténcia as drogas anti-
helminticas ou em fazendas que incorporaram o sistema de producao
organica. Entretanto, mais estudos tornam-se necessarios para o0
desenvolvimento de um produto comercial baseado no extrato de acacia, o
qual poderia ser utilizado em grande escala na cadeia de produgao de

ovinos.
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6. EFEITO DIRETO DOS TANINOS CONDENSADOS SOBRE Haemonchus

contortus EM OVINOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO

O parasitismo gastrintestinal em ovinos reduz a eficiéncia de producao,
originando efeitos indesejaveis no bem estar animal. Programas de controle
de parasitos gastrintestinais baseados somente no uso de drogas anti-
helminticas estdao falhando, devido ao aparecimento do fenbmeno de
multirresisténcia as drogas, portanto estratégias de controle alternativo sao
necessarias. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o potencial efeito
anti-helmintico dos taninos condensados sobre Haemonchus contortus em
ovinos experimentalmente infectados e as consequéncias nutricionais sobre
os animais. Vinte ovinos livres de infeccao parasitaria foram divididos em
cinco grupos de quatro animais. Os grupos GI a GIV foram
experimentalmente infectados com 5000 Ilarvas infectantes (L3) de
Haemonchus contortus. O Gl foi mantido como controle infectado e o GV
como controle nao infectado. Vinte e oito dias pds-infecgao (p.i.) os animais
foram tratados com fontes de TC: o Gll suplementado com 350 g de sorgo
taninifero, durante sete dias; os grupos Glll e GIV receberam extrato de
Acacia mearnsii (1,6 g de extrato. kg™ de peso vivo), durante um ou dois
dias, respectivamente. No 36° dia p.i. os animais dos grupos | a IV foram
abatidos. Nao foi detectada diferenga significativa no numero de ovos por
grama de fezes e carga parasitaria entre os grupos tratados (P > 0,05).

Porém a viabilidade dos ovos de helmintos do GIV foi 35% da determinada no
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Gl. O nuamero L3 recuperado das coproculturas do Gll e GIV foi 50% menor
que o do GIl. O uso de TC na dieta animal ndo afetou o peso corporal e os
parametros hematimétricos dos animais (P > 0,05). O uso dos TC pode ser
promissor na descontaminagdo das pastagens, porém mais estudos sao

necessarios para sua indicagao no controle da haemoncose ovina.

Palavras-chave: Extrato de acacia, anti-helmintico, haemoncose,

experimento in vivo.
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DIRECT ANTHELMINTIC EFFECTS OF CONDENSED TANNINS ON

Haemonchus contortus IN SHEEP EXPERIMENTALLY INFECTED

ABSTRACT

Sheep gastrointestinal parasitism reduces the efficiency of production
and has adverse effects on their welfare. Gastrointestinal parasite control
programs based on chemotherapy are failing because of increased
anthelmintic resistance; thus, alternative controls strategies are necessary.
The aims of the present study were to investigate the potential anthelmintic
effects of condensed tannins on experimentally infected sheep and the
nutritional consequences on animals. Twenty helminth-free lambs were
divided into five groups of four animals. Groups | to IV were infected
artificially with 5000 third stage larvae of Haemonchus contortus. Group | was
the infected control and the group V was the uninfected control. Twenty-eight
days post-infection lambs from GIl were supplemented with taniniferous
sorghum (350 g day™' animal™, during seven days); GlIl were drenched with
Acacia mearnsii extract (rich in condensed tannins) for one day and GIV
during two days (1,6 g extract kg™' body-weight). At 36° day post-infection
animals from Gl to GIV were slaughtered. The treatments did not cause
significant reduction of the faecal egg counts and worm burden (P > 0.05).
But the egg viability from GIV was 35% of the viability from Gl and the number
of infective larvae recuperated from Gll and GIV were 50% less than the Gl
number at the last day of treatment. The use of condensed tannins on diet did

not cause significant difference on body-weight and blood parameters
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(P > 0.05). The use of condensed tannins (CT) could be a promising
alternative source to reduction the pasture contamination but more studies
are necessary to indicate the CTs to alternative control of H. contortus

infection.

Key words: Acacia extract, anthelmintic, haemoncosis, in vivo experiment.
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6.1. INTRODUCAO

Ovinos mantidos a campo invariavelmente sao infectados por parasitos
gastrintestinais. Apesar destas infecgbes por nematdédeos desencadearem
uma reagao imunogénica nos ovinos, esta resposta é influenciada por varios
fatores, como a idade, raca e sexo do hospedeiro e ainda pela espécie,
numero de parasitos e primo-infeccdo (KNOX, DENG e NOLAN, 2003). De
maneira geral, os cordeiros e fémeas no péri-parto sdo mais susceptiveis as

verminoses (AMARANTE et al., 1992).

Estas infecgcbes parasitarias sdo frequentemente correlacionadas a
significante diminuigdo da produtividade, sendo os helmintos gastrintestinais
a principal causa de prejuizo econbmico nas criagbes animais
(YU et al., 2000). Dentre essas perdas estdo as diminuicdes em: ganho de
peso, producao de leite, desempenho reprodutivo, quantidade e qualidade da

|4, além de alteragdo na composigao corporal do animal (SYKES, 1994).

O controle das doencas parasitarias € baseado principalmente em
tratamentos repetidos dos rebanhos com drogas anti-helminticas. Porém, a
utilizacdo frequente dos anti-helminticos provocou o fendbmeno da
multirresisténcia as drogas. Este fato aliado a tendéncia de mudancga para
sistemas de produgao organicos requer alternativas para redugédo ou, até
mesmo, a substituicdo das drogas anti-helminticas no controle parasitario

(ATHANASIADOU et al., 2000a).

Plantas com propriedades anti-helminticas sdo conhecidas e utilizadas

em todo o mundo ha muitos anos, porém poucas pesquisas foram realizadas
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para validar seu uso, principalmente em medicina veterinaria
(MAX et al., 2005). A suplementacdao dos ovinos com taninos condensados
(TC), oriundos de plantas forrageiras ou dos extratos de quebracho e acacia,
vém sendo utilizados no controle de nematédeos gastrintestinais de ovinos,
entre eles Trichostrongylus colubriformis (ATHANASIADOU et al., 2000a e

2000b) e Haemonchus contortus (NIEZEN et al., 2002a).

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a agcdo direta dos TC
provenientes do extrato de acacia (Acacia mearnsii) e do sorgo taninifero
(Sorghum bicolor) sobre H. contortus em ovinos experimentalmente
infectados. Para isso foram avaliados: (1) os valores de OPG; (2) a carga
parasitaria; (3) o numero de L3 recuperadas de coproculturas; (4) a
viabilidade dos ovos de helmintos, ou seja, desenvolvimento até L1. Assim
como seu efeito sobre os paradmetros de producao animal: PV, peso de

carcaga e consumo voluntario.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Delineamento experimental

Inicialmente foram mantidos animais doadores com infec¢édo parasitaria
monoespecifica para obtenc¢édo das L3. Esses animais foram mantidos até que
o numero de L3 necessarios para infeccao dos animais experimentais fosse

atingido.

Os vinte cordeiros utilizados no periodo experimental foram mantidos
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estabulados, recebendo feno e concentrado. Dezesseis animais foram
infectados com 5000 L3 de H. contortus, e quatro animais foram mantidos
como controles livres de infeccdo, os animais foram mantidos em unidades

experimentais com quatro animais em cada baia, porém sem grupo definido.

Um dia antes do inicio dos tratamentos, os animais foram divididos,
segundo numero de OPG e peso corporal. Delineamento dos grupos
(Tabela 6.1): Gl controle infectado; Gl suplementado com sorgo, Glli
recebeu extrato de acacia (TAC), por um dia; GIV recebeu TAC, durante dois

dias e GV controle nado infectado.

Tabela 6.1- Delineamento experimental do ensaio realizado com 20 ovinos
da raca Santa Inés. Cordeiros divididos em cinco grupos de
quatro animais: controle infectado (Controle infect), tratado com
sorgo taninifero (Sorgo), tratado uma vez (1X) ou duas vezes
(2X) com tanino altamente concentrado (TAC) e grupo controle
ndo infectado (Nao infect). Os animais foram infectados

artificialmente com 5000 L3 de H. contortus

Fontes de TC

Grupos Infeccédo (DPI=0) (DPI=28 a 34) DPI =36
Gl - Controle infect H.contortus - Abate
Gll - Sorgo H.contortus Sorgo Abate
Glll - TAC 1X H.contortus TAC 1X* Abate
GIV-TAC 2X H.contortus TAC 2 Abate
GV - Nao infect Nao Infectado - Abate

DPI = Dias pos-infecgédo
;I'C = fonte de tanino condeng#ado
TAC foi fornecido no 28° ou™ no 28° e 29° DPI.

Os tratamentos tiveram inicio 28 dias pos-infecgao (p.i.), sendo o sorgo
suplementado durante sete dias e o TAC administrado por um ou dois dias

VO. Foi realizado o acompanhamento do numero OPG de todos os grupos
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experimentais. Durante a semana de tratamento com TC foram realizadas
quatro culturas de fezes e testes de viabilidade de eclosdo dos ovos
de helmintos, para cada grupo experimental, em dias estratégicos

(0, 2, 5 e 7 dias pos-tratamento).

Nos ultimos cinco dias de tratamento metade dos animais
(n = 2 tratamento™) foi alocada em gaiolas metabdlicas para avaliagdo do
consumo voluntario dos animais. Foram aferidos os pesos das sobras de
concentrado e feno nas baias e gaiolas, assim como o total de fezes
produzidos pelos animais e recuperados nas gaiolas. O abate dos animais
ocorreu nove dias apos o inicio dos tratamentos com TC para realizagao de

necropsia parasitologica.
6.2.2. Fontes de taninos condensados

Com base em analises prévias para determinacao das concentracdes
de TC (método HCI-Butanol;segundo PORTER et al., 1986) dos insumos e
posteriores testes de toxicidade in vivo feitos nos animais, foram
selecionados o sorgo taninifero (Sorghum bicolor), com 2% de TC e o extrato

de Acacia mearnsii (TAC), com 15% de TC.
6.2.3. Animais

Foram utilizados 20 cordeiros da raga Santa Inés, com idade entre dois
e trés meses, mantidos estabulados até o desmame e livres de infecgao

parasitaria até o inicio dos trabalhos.
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6.2.4. Larvas infectantes

Foram utilizadas larvas de H.contortus obtidas de dois cordeiros
doadores com infeccdo monoespecifica. As fezes obtidas desses doadores
foram cultivadas para obtengdo das L3 (técnica de Roberts e O’Sullivan
modificada, segundo UENO e GONCALVES, 1994). As larvas obtidas das
culturas foram mantidas em temperatura ambiente e utilizadas antes de

completarem 21 dias de estocagem.

Para infeccdo dos ovinos doadores foram utilizadas L3 de H. contortus
isoladas no Departamento de Parasitologia - IB - UNESP, Botucatu, no ano
de 2001, de ovinos provenientes do municipio de Pratdnea-SP. Nessa
propriedade, H. contortus apresenta resisténcia multipla a vermifugos de
amplo-espectro - oxfendazol, levamisol, ivermectina e moxidectina

(AMARANTE et al., 1992; AMARANTE et al., 2004).
6.2.5. Dieta experimental

Os animais receberam feno de graminea (Cynodum sp.) e concentrado
(milho + farelo de soja) na proporcédo 50%-50%, dieta total com 13% de PB.
As quantidades foram fornecidas segundo o NRC 1985, para a faixa etaria e
ganho de peso diario de aproximadamente 150 g por animal. O concentrado
oferecido aos animais foi dividido e fornecido duas vezes ao dia. Foram feitos

ajustes semanais de calculo da dieta apds a pesagem dos animais.

Os cordeiros do grupo tratado com sorgo receberam um total de 350 g
de sorgo taninifero dia™, o qual foi adicionado ao concentrado (dieta basal)

fornecido aos animais, durante sete dias, o total de TC na dieta foi de
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aproximadamente 7 g de TC animal’ dia™. O TAC foi fornecido via oral
individualmente aos animais, sendo previamente pesado e diluido em
aproximadamente 50 mL de agua morna (37 °C). Apos diluicdo, o TAC foi
administrado aos animais, por via oral, com auxilio de seringa, na dose de
1,6 g kg”' PV, durante um ou dois dias, isso corresponde a aproximadamente

7,2 g de TC (dose para animal de aproximadamente 30 kg).

6.2.6. Técnicas parasitologicas

As amostras de fezes foram colhidas diretamente do reto de todos os
animais. Os valores de OPG foram determinados segundo a técnica de
Gordon e Whitlock (1939) modificada, segundo Ueno e Gongalves (1994) e
realizada semanalmente até o 21° dia p.i., duas vezes por semana do 21° ao

28° dia p.i. e diariamente durante o fornecimento dos TC.

Foram realizadas coproculturas para cada grupo experimental,
utilizando-se um pool de fezes de todos os animais do grupo, utilizando-se a
mesma quantidade de fezes por pool, padronizada em 25 g. As fezes foram
cultivadas para obtencdo e contagem das L3, para isto, foi utilizado a técnica de
Roberts e O’Sullivan modificado, segundo Ueno e Gongalves (1994). As L3 foram
recuperadas em volumes idénticos (100mL) e separadas por grupo; para
determinacdo do nimero de L3 g’ de fezes em cada tratamento (LPG). O
teste de viabilidade dos ovos de nematddeos recuperados nas fezes foi
realizado logo apds o exame de contagem de OPG. As fezes dos animais de
cada grupo, ja diluidas em solugcdo hipersaturada de NaCl (30%) foram
reunidas em um unico pool. A solucéo foi passada e lavada em duas peneiras

de 196 e 38 um respectivamente. O residuo com os ovos retidos na peneira
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de 38 ym foi transferido para um tubo de ensaio.

O residuo de cada grupo foi dividido em varios frascos devidamente
identificados, contendo 1/5 de residuo de fezes peneiradas e 3/5 de solugéo
hipersaturada de NaCl. Os tubos foram centrifugados a 2000 xg, durante trés
minutos. O 1/5 do tubo correspondente ao sobrenadante foi transferido para
outro tubo e diluido em agua para retirar o sal residual. Essa operagao de
lavagem foi repetida trés vezes, sendo que em cada uma o precipitado
(1/5 do volume inferior do tubo) foi isolado, cada lavagem foi realiza com
auxilio de centrifugacdo a 2000 xg, durante trés minutos. As lavagens séo
necessarias para retirada do excesso de NaCl, o qual pode interferir no

desenvolvimento dos ovos®.

Apds a ultima lavagem os ovos de helmintos recuperados e diluidos na
solugcdo aquosa foram transferidos para uma placa de Petri e incubados em
estufa a 25 °C por 24 h. Apds este periodo, com auxilio de um microscopio
optico (aumento 10x), foram contadas 100 estruturas e identificadas em ovos
ou L1. O numero de L1 identificados em relacdo as 100 estruturas contadas

foi determinado como o resultado de viabilidade dos ovos de nematddeos.

As analises de contagem de L3 recuperadas por grupo experimental,
assim como o teste de viabilidade dos ovos de helmintos foram feitas em dias

estratégicos a partir do inicio dos tratamentos com TC (dias: 0, 2, 5e 7).

* JACKSON, F. Protocolo do laboratério de parasitologia do Moredun Research Institute.

Comunicagao pessoal. (setembro, 2004).
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Dois dias apés o término do fornecimento dos TC, todos os grupos,
com excecao do controle ndo infectado, foram abatidos. Apdés o abate foi
removido o abomaso de todos os animais (com as extremidades dos 6rgaos
devidamente amarradas). O conteudo foi removido e duas aliquotas
(10% do volume total) foram obtidas. Foi determinada a carga parasitaria de

cada animal e feita a classificagdo dos helmintos adultos por sexo.

6.2.7. Peso e parametros hematimeétricos

Os ovinos foram pesados uma vez por semana. A cada 15 dias foram
colhidas amostras de sangue de cada animal, por pungdo da veia jugular,
utilizando-se frascos do tipo vacutainer com anticoagulante (heparina). Do
sangue total foram obtidos os valores de volume globular (VG) e

hemoglobina.

6.2.8. Anédlise estatistica

Os dados referentes a contagem de OPG foram analisados sob
transformacao logaritmica [log (x + 10)]. Os efeitos do TAC sobre os paradmetros de
contagem de OPG, L3 recuperadas, viabilidade dos ovos e carga parasitaria foram
analisados pelo modelo linear geral (GLM) utilizando-se o programa estatistico SAS
(SAS Institute, Cary, USA). Todos os dados foram submetidos a analise de variancia

e as médias comparadas pelo teste de Tukey.

O modelo estatistico utilizado para analise de variancia foi Yi=pu+T; + g,
onde Y, corresponde a variavel dependente; y, a média geral; T;, ao efeito dos

tratamentos (i=1 a 5) e g;, ao residuo.
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6.3. RESULTADOS

Para facilitar a compreenséo utilizaremos as siglas: Gl (controle infectado);
GIl  (recebeu sorgo taninifero); Glll (recebeu TAC, uma vez); GIV

(recebeu TAC, duas vezes) e GV (controle ndo infectado).

6.3.1. Peso vivo e peso de carcaca

No 21° dia experimental, quando da divisdo dos grupos para inicio dos
tratamentos, os pesos (PV) médios dos cordeiros, em quilos, para os respectivos
grupos eram: Gl 14,94; GIlI 15,60; Glll 15,80; GIV 15,27 e GV 1545; EP: 0,737

(P < 0,05).

Nao foi detectada diferenca significativa entre os grupos durante todo o
periodo experimental, sendo as médias dos valores de peso (kg), quando da ultima
pesagem, antes do abate de: Gl 19,37; Gll 20,25; Glll 17,75; GIV 18,38 e GV 20,0;
EP: 1,454 (P < 0,05). A Figura 6.1 ilustra a distribuigdo dos pesos durante o periodo

experimental.

No dia do abate, apds jejum de sdlidos (aproximadamente 22 h) os valores
de peso (kg) obtidos foram: Gl 18,68; Gll 19,67; Glll 17,57 e GIV 17,68; EP: 1,604
(P < 0,05), o controle n&o infectado ndo foi abatido. A Figura 6.2 ilustra as médias

dos valores de pesos dos animais ao abate e das suas respectivas carcacas.

6.3.2. Volume globular e hemoglobina

Os valores de VG e hemoglobina ndo apresentaram diferenga significativa
durante todo o periodo experimental. Os valores médios de VG (%) dos animais,

segundo os grupos experimentais, detectados na ultima semana do ensaio foram: Gl
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26,0; GlI 27,0; GllI 27,0; GIV 29,25 e GV 30, 5; EP: 1,31 (P > 0,05).

Para hemoglobina (g dL™") os valores detectados na ultima semana foram:
Gl 9,54; Gll 10,53; Glll 8,97; GIV 9,93 e GV 10,14, EP: 0,45 (P > 0,05).
Nas Figuras 6.3 e 6.4 estdo demonstrados os valores de VG e hemoglobina,

respectivamente, durante todo o periodo experimental.

22,0 -
20,0 ~
18,0

16,0 -

Peso (kg)

14,0 -

12,0

10,0

-7 0 7 14 21 28 35 36

Dias experimentais

—-0-—Controle —¢—Sorgo — -A- — TAC 1X —Xx— TAC 2X —=a— Nao Infect

Figura 6.1- Peso médio dos cordeiros do grupo controle infectado (Controle),
do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado uma vez (1X)
ou duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado (TAC) e
do grupo controle nao infectado (Nao Infect). Os animais foram

infectados artificialmente com 5000 L3 de H. contortus no dia 0
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Figura 6.2- Peso médio ao abate dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e das respectivas carcagas quente
(C. quente) e fria (C. fria). Os animais foram infectados
artificialmente com 5000 L3 de H. contortus e abatidos 36 dias

apos a infecgao

6.3.3. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Nao houve diferenga significativa entre os grupos infectados com
H. contortus e tratados com diferentes fontes de TC (P > 0,05). Os valores
medios de OPG, por grupo infectado, no ultimo dia experimental (nove dias
apos inicio do fornecimento de TC) foram: Gl 4922; GIl 1360; Glll 4615 e
GIV 1164 (EP: 7,65). Na Figura 6.5 estdo demonstrados os valores de OPG
durante todo o periodo experimental. A porcentagem de redug&do no numero

de OPG do GIV em relagdo ao Gl, no 36° dia p.i., atingiu 35%.
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Figura 6.3- Valores médios do volume globular de cada grupo
(4 animais grupo™), durante o periodo experimental. Grupos:
controle infectado (Controle), tratado com sorgo (Sorgo), tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e controle nao infectado (Nao Infect). Os
animais foram infectados artificialmente com 5000 L3 de

H. contortus no dia zero

6.3.4. Carga parasitaria

As médias foram separadas em: carga parasitaria total; total de fémeas
e total de machos. Nenhuma das médias analisadas apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (P > 0,05), sendo as médias das cargas
parasitarias totais: GI 1130; GIl 877,5; Glll 1110; GIV 835 (EP: 8,15). A
meédia de machos por grupo foi: Gl 437,5; GIl 395; Glll 467,5; GIV 330 (EP:
8,11). Na Tabela 6.2 estado ilustrados os numeros de carga parasitaria de

todos os animais experimentais.



111

---0--- Controle —0—Sorgo — A~ — TAC 1X —»%—TAC 2X —=—— N&o Infect

Hemoglobina (g dI')

Dias experimentais

Figura 6.4- Valores médios de hemoglobina (g dL™") dos cordeiros do grupo
controle infectado (Controle), do tratado com sorgo (Sorgo), do
tratado uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e do grupo controle nao infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com

5000 L3 de H. contortus no dia zero

6.3.5. NUmero de L3 e viabilidade dos ovos de helmintos

Como apenas um pool de cada tratamento foi analisado em cada dia
estratégico durante o fornecimento dos taninos condensados
(dias: 0; 2; 5 e 7), os resultados n&o sofreram analise estatistica. Entretanto
pode-se verificar uma queda consideravel nos valores de L3 recuperadas e
de L1 identificadas em todos os grupos que receberam fontes de TC,

principalmente nos Gll e GIV.

Os valores dos numeros de L3 recuperadas nas coproculturas e a
porcentagem de viabilidade dos ovos de helmintos podem ser visualizados

nas Tabelas 6.3 e 6.4.
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Figura 6.5- Numero médio de OPG dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle); do grupo tratado com sorgo taninifero (Sorgo) do 28°
ao 34° dia pés-infecgao (DPI); do grupo tratado uma vez (1X) ou
do tratado duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado
(TAC), respectivamente, no 28° e no 28° e 29° DPI. Os animais
foram infectados artificialmente com 5000 L3 de H. contortus no

dia zero

6.3.6. Consumo voluntario

Pode-se visualizar na Tabela 6.5 que o fornecimento de taninos
condensados, tanto na forma de sorgo taninifero (suplementado na dieta
basal), quanto na forma de extrato de acacia (fornecido VO) nao afetaram o
consumo voluntario dos animais. Fato comprovado pela analise das

guantidades de concentrado e feno ingeridos pelos animais dos diferentes



113

tratamentos. Deve-se ressaltar que ao volume de concentrado consumido
pelo grupo GlIlI, acrescentam-se 350 g, correspondendo ao sorgo taninifero

adicionado a dieta animal.

Como observado na Tabela 6.5 o grupo nao infectado por nematédeos
gastrintestinais apresentou o maior consumo voluntario e producao de fezes.
Estimou-se a equivaléncia no consumo voluntario dos animais controle
(ndo tratados) e tratados com TAC pela analise estatistica dos valores
médios do peso corporal dos ovinos durante todo o periodo experimental,
peso ao abate e peso das carcacas fria e quente, a qual ndo demonstrou

diferencga significativa entre os grupos (P > 0,05).

Tabela 6.2- Carga parasitaria de Haemonchus contortus identificada no
abomaso dos cordeiros do grupo controle infectado (Controle),
do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado uma vez
(1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado
(TAC) e do grupo controle nao infectado (Nao Infect). Os
animais foram infectados artificialmente com 5000 L3 de

H. contortus no dia zero

NUmero de Haemonchus contortus

Grupos Macho Fémea Total
Controle infectado 437,5 (140; 1130) 692,5(390; 1370) 1130 (530; 2500)
Sorgo 395 (100; 1000) 482,5(150; 1030) 877,5 (250; 2030)
TAC 1X 467,5(80; 1180) 642,5(160; 1400) 1110 (240; 2580)
TAC 2X 330 (0; 950) 505 (0; 1070) 835 (0; 2020)
Controle n&o infectado 0 (0; 0) . 0(0; 0) ] 0(0; 0)

Valores minimos e maximos entre parénteses

Tabela 6.3- Numero de larvas infectantes (L3) de Haemonchus contortus por

grama de fezes recuperadas de coproculturas realizadas com
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pool (25 g). Amostras dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e do grupo controle nao infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com

5000 L3 de H. contortus

Dias P4s-Tratamento

Grupos

0 2 5 7
Controle infectado 980 856 1776 1944
sorgo 764 804 820 800
TAC 1X 920 936 1760 1400
TAC 2X 960 440 840 680
Controle ndo infectado ) 0 ) 0 , 0 ) 0

Tabela 6.4- Viabilidade (%) dos ovos de Haemonchus contortus recuperados
de pool de fezes dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e do grupo controle nao infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com
5000 L3 de H. contortus. Ovinos mantidos em gaiolas

metabdlicas (2 animais grupo™)

Dias Pds-Tratamento

Grupos 0 5 5 7
Controleinfectado 60 61 62 80
sorgo 60 62 70 91
TAC 1X 62 50 55 82
TAC 2X 70 22 43 70
Controle ndo infectado . 0 0 : 0 0

Tabela 6.5- Quantidade de dieta ingerida (concentrado e feno) e quantidade
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de fezes produzidas por cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e do grupo controle nao infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com
5000 L3 de H. contortus no dia zero. Ovinos mantidos em gaiolas
metabdlicas (2 animais grupo™), durante a Gltima semana do

experimento

6.4. DISCUSSAO

Como esperado o peso dos animais n&o infectados e do grupo
suplementado com sorgo foram superiores, porém devido ao curto periodo
experimental ndo foi detectada diferenga significativa. Animais com infecgéo
parasitaria apresentam o consumo voluntario reduzido em pelo menos 10 a
30% (COOP e SYKES, 2002). Neste mesmo periodo, detectou-se que a agéo
do TAC néo influenciou o peso final dos animais, mesmo acarretando diarréia
pastosa em trés dos oito animais tratados. Os animais eliminaram fezes

pastosas por dois dias apos o primeiro dia de fornecimento do TAC.

Athanasiadou et al. (2001a), ao avaliar ovinos infectados com
T. colubriformis que receberam EQ, como fonte de TC na dieta, na dose de

60 g kg”' MS, durante um periodo de 67 dias, observaram que o EQ nao
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promoveu incremento no peso dos animais em comparagdo com O grupo
controle. Porém, quando os animais receberam dietas com alto valor protéico
aumentaram a ingestdo de alimento sem que tivesse ocorrido prejuizo a

digestibilidade (ATHANASIADOU et al., 2001a).

Como observado neste trabalho, o fornecimento de TC suplementado
na dieta, na forma de sorgo (ad libitum), ndo acarreta nenhum disturbio
gastrintestinal aos ovinos ou diminuicdo no consumo voluntario, quando
fornecidos em doses adequadas. A suplementacdo de TC na dieta pode ser
potencialmente utilizada em controles parasitarios profilaticos ou de longa
duracdo. Da mesma forma, outros pesquisadores relataram a suplementacao
de pequenos ruminantes com fontes de TC sem prejuizo ao desempenho
animal (ATHANASIADOU et al., 2000a; ATHANASIADOU et al., 2001a;

NIEZEN et al., 2002a; PAOLINI et al., 2003a).

O fornecimento de TC por via oral com uso de seringa apresentou
resultados mais rapidos sobre a diminuicdo da viabilidade dos ovos de
helmintos e recuperacdo de L3 das fezes, porém foi testado apenas em
curtos periodos de fornecimento, sendo indicados somente nestes casos. O
uso prolongado de TC nao é indicado, pois implica na manipulagéo diaria dos
animais, sendo ainda causadores em potencial de quadros de diarréia
pastosa. Os TC provenientes do EQ foram testados com sucesso em
tratamentos de curta duracao, sendo eficazes na redugcédo do OPG em ovinos

(ATHANASIADOU et al., 2000b).

Os valores de VG do grupo controle néao infectado e do TAC 2X foram

semelhantes (respectivamente, GV: 30,5% e GIV: 29,25%) e superiores aos
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tratamentos TAC 1X e sorgo (27,0%) e obviamente ao controle infectado
(Gl: 26%). Entretanto ndo houve diferenga estatistica entre as médias de VG.
Os valores de hemoglobina também n&o diferiram estatisticamente e podem
ter sofrido influéncia da suplementagdo do sorgo na dieta, ja que o grupo
(Gll) suplementado com este ingrediente apresentou valores de hemoglobina

maiores (10,53 g dL™") que os do grupo ndo infectado (10,14 g dL™").

Analisando-se a média dos grupos com relagdo ao numero de OPG néao
se pOde evidenciar diferenga significativa entre as mesmas. Porém deve-se
levar em consideragdo que os helmintos ndo se distribuem de forma
homogénea no rebanho, os parasitos apresentam distribuicdo binomial
negativa, ou seja, poucos animais albergam a maioria dos nematddeos
gastrintestinais (AMARANTE et al., 1998), portanto, ocorrendo 0 mesmo com

os valores de OPG.

Essa afirmativa pode explicar porque trés animais do GIV apresentaram
reducao no valor de OPG, sendo que um apresentou OPG 2100 ao inicio do
tratamento e valor zero do 5° ao 9° dia pds-tratamento. Por outro lado um
animal nao teve seu valor de OPG reduzido, apresentando 10000 OPG no
ultimo dia experimental, o que afetou significativamente a média de OPG do

GIV.

Como evidenciado em apenas alguns animais deste ensaio, a redugéao
no numero de OPG em animais tratados com fontes de TC pode ser
significativa, principalmente quando sao utilizados extratos de quebracho
(ATHANASIADOU et al., 2000a e 2000b; PAOLINI et al., 2003a) ou algumas

forrageiras como Lotus corniculatus, Cichorium intybus (MARLEY et al., 2003)
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e Hedysarum coronarium (NIEZEN et al., 2002a). Max et al. (2005) utilizando
EQ no controle de helmintos gastrintestinais em ovinos, na dose de
2,4 g EQ kg' PV, durante trés dias, relataram reducdo de até 91% na

contagem de OPG em animais infectados com H. contortus.

Porém, mesmo que a eliminagcdo de ovos de nematdédeos n&o seja
diminuida, podemos estimar que a contaminagdo das pastagens o fosse. Este
fato baseia-se na diminui¢cdo da viabilidade dos ovos de helmintos observada
principalmente no grupo GIV (TAC 2X), o qual atingiu valores inferiores a
35% dos apresentados pelo grupo Gl (controle infectado). Apenas 22% dos
ovos eliminados pelos animais do GIV no 2° dia de tratamento atingiriam

estagio de L1, contra 61% do GI.

Da mesma forma os TC influenciaram negativamente a produgao de L3
nas fezes dos animais tratados. Neste caso, além do grupo GIV, também o
GIll apresentou resultados promissores. Apos o inicio dos tratamentos o
numero de LPG de fezes recuperadas do GIV foi sempre 50% inferior ao
numero de larvas recuperadas nas fezes do Gl. A acao dos TC no GIl foi
mais lenta, porém eficiente, pois no ultimo dia de tratamento foram

recuperadas das coproculturas do Gll (800 LPG) e do Gl (1944 LPG).

A metodologia utilizada na avaliagdo da viabilidade dos ovos de
H. contortus remove todos os residuos de TC em consecutivas lavagens. Por
isso, sugere-se que a retirada dos TC provenientes do sorgo nesta fase
inviabilizaram a acao dos mesmos neste teste. Ao contrario, para realizagao
das coproculturas os TC provenientes do sorgo permanecem nas fezes em

contato com os ovos e larvas dos nematdédeos, proporcionando um efeito
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direto sobre as larvas. Nesta linha de raciocinio, pode-se sugerir que o efeito
do TAC na viabilidade dos ovos seria sobre as fémeas do parasito, ou entao,

agiriam rapidamente sobre os ovos durante o transito no trato digestorio.

Outros autores relatam a acédo dos TC sobre a viabilidade dos avos ou
larvas de helmintos gastrintestinais (ATHANASIADOU et al., 2001b; NIEZEN
et al., 2002b). Entretanto, aplicar os resultados de testes in vitro para os
animais ainda € um desafio, pois as doses de TC devem ser adaptadas a
espécie ovina sem causar danos a ingestdo ou digestibilidade da dieta.
Maiores estudos sobre a acao direta dos TC sobre H. contortus sé&o
necessarios para que se avalie a sua utilizagdo em tratamentos
antiparasitarios e seu efeito sobre a fase de vida livre dos helmintos

gastrintestinais.

A contagem de helmintos adultos foi considerada baixa em todos os
animais, principalmente considerando-se que a carga parasitaria total do
Gl: 1130 helmintos, quando o esperado em outras ragas ovinas seria de 2000
a 4000, ou seja, de 40% a 80% de estabelecimento do numero de L3
administradas aos animais. Entretanto este fato era esperado, ja que a raga
Santa Inés €& caracterizada como relativamente resistente as infecgbes

parasitarias por H. contortus (AMARANTE et al., 2004).

Alguns trabalhos com ovinos relatam diminuicdo na carga parasitaria
de H. contortus ap6s utilizagdo dos TC em niveis adequados a alimentagao
animal (HORDEGEN et al., 2003; MIN e HART, 2003). Outros relatam efeito
dos TC na carga parasitaria de helmintos parasitas do intestino e nédo nos de

abomaso (ATHANASIADOU et al., 2001b). Por outro lado, Max et al. (2005)
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relataram acao dos TC apenas contra H. contortus, ndo apresentando efeito

contra T. colubriformis.

Em contrapartida, muitos trabalhos correlacionam o uso de TC com
diminuicdo na fecundidade das fémeas de helmintos (ATHANASIADOU et al
2000a, 2001a; MIN e HART, 2003; PAOLINI et al., 2003a e 2003b), porém
Athanasiadou et al. (2000b) relataram que n&o se pode afirmar que a

diminuicdo na fecundidade das fémeas seja atribuida aos TC.

Neste trabalho ndo foi detectada diferenca significativa na carga
parasitaria dos animais entre os diferentes tratamentos, porém a diferenca
entre o controle infectado (Gl: 1130) e TAC 2X (GIV: 835) foi de 27% e entre

Gl e sorgo (GllI: 877,5) de 23%.

6.5. CONCLUSOES

Como observado em varios trabalhos, apesar de promissor, o uso dos
TC no controle das endoparasitoses em ovinos ainda € controverso,
dependendo da fonte de TC, espécie e habitat do helminto. Além destes
fatores deve-se levar em consideracdo, principalmente, a dose de TC
(g dia" animal™) e a duragdo do tratamento. Porém, ndo se pode descartar o
potencial de acdo destes compostos e sua utilizacdo no controle dos
nematoédeos gastrintestinais, principalmente aonde ndo se pode fazer uso de
drogas anti-helminticas, seja em produg¢des organicas ou em propriedades

com relato de resisténcia anti-helmintica multipla.
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7. EFEITO DIRETO DOS TANINOS CONDENSADOS SOBRE
Trichostrongylus colubriformis EM OVINOS EXPERIMENTALMENTE

INFECTADOS

RESUMO

Nematddeos gastrintestinais sdo a maior causa de perdas econdémicas
em criagdes animais. O controle das helmintoses é baseado no uso de
drogas anti-helminticas. O objetivo principal deste trabalho foi de avaliar o
potencial efeito anti-helmintico dos taninos condensados sobre
Trichostrongylus colubriformis em ovinos experimentalmente infectados e as
consequéncias nutricionais sobre os animais. Vinte ovinos livres de infecgao
parasitaria foram divididos em cinco grupos de quatro animais. Os grupos Gl
a GIV foram experimentalmente infectados com 6000 L3 de T. colubriformis.
O GI foi mantido como controle infectado e o GV como controle nao
infectado. Vinte e oito dias pés-infecgdo (p.i.) os animais foram tratados com
fontes de taninos condensados (TC): o Gll suplementado com 350 g de sorgo
taninifero, durante sete dias; os grupos Glll e GIV receberam extrato de
Acacia mearnsii (1,6 g de extrato. kg' PV), durante um ou dois dias,
respectivamente. No 36° dia p.i. os animais dos grupos | a IV foram abatidos.
No dia 29 p.i. (2° dia de tratamento) foi detectada diferenca significativa no
numero de ovos por grama de fezes (P < 0,01) entre o Gll e GI; ja no 35° e
36° dias p.i. houve diferenca (P < 0,01) entre os grupos Glll e GI. A carga
parasitaria total dos grupos foi semelhante, porém houve diferencga

significativa no numero de fémeas do GIV em relagdao ao Gl (P < 0,01).
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A viabilidade dos ovos de helmintos do GIV foi 24% da determinada no Gl no
ultimo dia de tratamento, sendo de 55,6% e 51,7% no 2° e 5° dias de
tratamento, respectivamente. O numero de L3 recuperadas das coproculturas
do GIV, quando comparado ao valor do Gl (100%) foi de 13,7%; 45,9% e
52,5% nos dias 2, 5 e 7 pds-tratamento. O uso de TC na dieta animal néo
afetou o peso corporal e os parametros hematimétricos dos animais
(P > 0,05). O uso dos TC pode ser promissor na descontaminagado das
pastagens e no controle de T. colubriformis; porém mais estudos sao
necessarios para sua indicagcdo como anti-helmintico no tratamento das

parasitoses causadas por T. colubriformis em ovinos.

Palavras-chave: Extrato de acacia, anti-helmintico, nematédeos intestinais,

experimento in vivo.
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DIRECT ANTHELMINTIC EFFECTS OF CONDENSED TANNINS ON

Trichostrongylus colubriformis IN SHEEP EXPERIMENTALLY INFECTED

ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes are a major cause of economic loss in farm
animals. The control of helminth infections in both ruminant and non-ruminant
farm animals has traditionally been anthelmintic drug-dependent. The aims of
the present study were to investigate the potential anthelmintic effects of
condensed tannins on Trichostrongylus colubriformis in experimentally
infected sheep and the nutritional consequences on animals. Twenty
helminth-free lambs were divided into five groups of four animals. Groups | to
IV were infected artificially with 6000 third stage larvae of T. colubriformis.
Group | was the infected control and the group V was the uninfected control.
Twenty-eight days post-infection lambs from GIl were supplemented with
taniniferous sorghum (350 g day™' animal”, during seven days); GlIl were
drenched with Acacia mearnsii extract (rich in condensed tannins) for one day
and GIV during two days (1,6 g extract kg™' BW). At 36° day post-infection
animals from Gl to GIV were slaughtered. The values reduction of the faecal
egg counts was significant between Gll and Gl (P < 0.01) on 29 day p.i.; the
same was detected between Glll and Gl on 35° e 36° day p.i. (P < 0.01. The
egg viability from GIV was 24%; 55.6% and 51.7% of the viability from GI on
2°;, 5° and 7° days of treatment with CT sources. The number of infective
larvae recovered from GIV compared of Gl (100%) was 13.7%; 45.9% and

52.5% on 2°, 5° e 7° days of CT treatment. The use of condensed tannins on
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diet did not cause significant difference on body-weight and blood parameters
(P > 0.05). The use of CT could be a promising alternative source to reduction
the pasture contamination and in the control of T. colubriformis infections but
more studies are necessary to indicate the CT use as anthelmintic in parasitic

diseases caused by T. colubriformis in sheep.

Key words: Acacia extract, anthelmintic, intestinal nematodes, in vivo

experiment.
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7.1. INTRODUCAO

As infec¢cbes parasitarias causadas por Trichostrongylus colubriformis
estdo entre as de grande importdncia na criagdo de ovinos, logo apos a
haemoncose, em ordem de importancia, nos paises tropicais. Mesmo
infecgcbes parasitarias consideradas por alguns autores como subclinicas
diminuem o ganho de peso, consumo voluntario, produgcao de leite e 18 dos
ovinos, podendo ainda, prejudicar a deposicdo de tecidos moles e

crescimento esquelético (BUTTER et al., 2000).

As drogas anti-helminticas reduzem de forma significativa o nivel de
infeccdo por helmintos gastrintestinais em cordeiros (KAWANO et al., 2000).
Entretanto, o desenvolvimento de cepas de parasitos resistentes a estas
drogas (JACKSON e COOP, 2000), principalmente em pequenos ruminantes;
os residuos de farmaco nas carcacas e o crescimento do numero de
propriedades utilizando o sistema de produgdo organico ressaltam o
interesse em sistemas de controle parasitario alternativo (ATHANASIADOU

et al., 2001a).

Plantas com propriedades anti-helminticas sdo conhecidas e utilizadas
em todo o mundo ha muitos anos, porém poucas pesquisas foram realizadas
para validar seu uso, principalmente em medicina veterinaria (MAX et al.,
2005). A suplementacgao dos ovinos com taninos condensados (TC), oriundos
de plantas forrageiras ou dos extratos de quebracho e acéacia, vém sendo
utilizados no controle de nematddeos gastrintestinais de ovinos, entre eles

T. colubriformis (ATHANASIADOU et al., 2000a e 2000Db).
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O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a acao direta dos TC
provenientes do extrato de acacia (Acacia mearnsii) e do sorgo taninifero
(Sorghum bicolor) sobre T. colubriformis em ovinos experimentalmente
infectados. Para isso foram avaliados: (1) os valores de OPG; (2) a carga
parasitaria; (3) o numero de larvas infectantes de terceiro estagio (L3)
recuperadas de coproculturas; (4) a viabilidade dos ovos de helmintos, ou
seja, o desenvolvimento até larva de primeiro estagio (L1). Assim como seu
efeito sobre os parametros de produgdo animal: PV, peso de carcaca e

consumo voluntario.

7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Delineamento experimental

Inicialmente foram mantidos animais doadores com infecgcao parasitaria
monoespecifica para obtencado das L3. Esses animais foram mantidos até que
o numero de L3 necessario para infeccdo dos animais experimentais fosse

atingido.

Os vinte cordeiros utilizados no periodo experimental foram mantidos
estabulados, recebendo feno e concentrado. Dezesseis animais foram
infectados com 6000 L3 de T. colubriformis, e quatro animais foram mantidos
como controles livres de infeccdo, os animais foram mantidos em unidades
experimentais com quatro animais por baia, porém sem grupo definido. Um
dia antes do inicio dos tratamentos, os animais foram divididos, segundo

numero de OPG e peso corporal. Os grupos de animais foram os seguintes
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(Tabela 7.1): Gl controle infectado; GIlI suplementado com sorgo, Glli
recebeu TAC, por um dia; GIV recebeu TAC, durante dois dias e GV controle

nao infectado.

Tabela 7.1- Delineamento experimental do ensaio realizado com 20 ovinos
da raca Santa Inés. Cordeiros divididos em cinco grupos de
quatro animais: controle infectado (Controle infect), tratado com
sorgo taninifero (Sorgo), tratado uma vez (1X) ou duas vezes
(2X) com tanino altamente concentrado (TAC) e do grupo
controle n&o infectado (Nao Infect). Os animais foram infectados

artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis

Fontes de TC

Grupos Infec¢éo (DPI=0) (DPI=28 a 34) DPI=36
Gl - Controle infect T. colubriformis - Abate
Gll - Sorgo T. colubriformis Sorgo Abate
Glll - TAC 1X T. colubriformis TAC 1X* Abate
GIV - TAC 2X T. colubriformis TAC 2X* Abate
GV - Nao infect Nao Infectado - Abate

DPI = Dias p6és-infec¢ao
TC = fonte de tanino condensado
*#TAC foi fornecido no 28° ou * no 28° e 29° DPI.

Os tratamentos tiveram inicio 28 dias pés-infecgao (p.i.), sendo o sorgo
suplementado durante sete dias e o TAC administrado (VO), por um ou dois
dias. Foi feito o acompanhamento do numero OPG de todos os grupos
experimentais. Durante a semana de tratamento com TC foram realizadas
quatro culturas de fezes e testes de viabilidade de eclosdo dos ovos de
helmintos, para cada grupo experimental, em dias estratégicos

(0, 2, 5 e 7 dias pos-tratamento) .

Nos ultimos cinco dias de tratamento metade dos animais

(n = 2 tratamento™’) foi alocada em gaiolas metabdlicas para avaliagdo do
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consumo voluntario dos animais. Foram aferidos os pesos das sobras de
concentrado e feno nas baias e gaiolas, assim como o total de fezes
produzidos pelos animais e recuperados nas gaiolas. O abate dos animais
ocorreu nove dias apo6s o inicio dos tratamentos com TC para realizagao de

necropsia parasitoldgica.

7.2.2. Fontes de taninos condensados

Com base em analises prévias para determinacao das concentracdes
de TC (método HCI-Butanol; segundo PORTER et al., 1986) dos insumos
foram selecionados o sorgo taninifero (Sorghum bicolor), com 2% de TC e o

TAC, com 15% de TC.

7.2.3. Animais

Foram utilizados 20 cordeiros da raca Santa Inés, com idade entre dois
e trés meses, mantidos estabulados até o desmame e livres de infecgao

parasitaria até o inicio dos trabalhos.

7.2.4. Larvas infectantes

Foram utilizadas larvas de T. colubriformis obtidas de trés cordeiros
doadores com infeccdo monoespecifica. As fezes obtidas desses doadores
foram cultivadas para obtencdo da forma infectante (L3-terceiro estagio)
segundo Roberts e O’Sullivan (1950) modificado segundo Ueno e Gongalves
(1994). As larvas obtidas das culturas foram mantidas em temperatura

ambiente e utilizadas antes de completarem 21 dias de estocagem.

Para infeccdo dos ovinos doadores foram utilizadas L3 de T.
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colubriformis isoladas em 2003, no Departamento de Parasitologia - IB -
UNESP, Botucatu, de ovinos naturalmente infectados por nematdédeos

gastrintestinais oriundos de Pratanea - SP.

7.2.5. Dieta experimental

Os animais receberam feno de graminea (Cynodum sp.) e concentrado
(milho + farelo de soja) na propor¢cdo 50%-50%, dieta total com 13% de
proteina bruta (PB). As quantidades foram fornecidas segundo o NRC 1985,
para a faixa etaria e ganho de peso diario de aproximadamente 200 g por
animal. O concentrado oferecido aos animais foi dividido e fornecido duas
vezes ao dia. Foram feitos ajustes semanais de calculo da dieta apo6s a

pesagem dos animais.

Os cordeiros do grupo tratado com sorgo receberam um total de 350 g
de sorgo taninifero dia™, o qual foi adicionado ao concentrado (dieta basal)
fornecido aos animais, durante sete dias, o total de TC na dieta foi de
aproximadamente 7 g de TC animal’ dia'. O TAC foi fornecido VO
individualmente aos animais, sendo previamente pesado e diluido em
aproximadamente 50 mL de agua morna (37° Celsius). Apds diluicédo, o TAC
foi administrado aos animais, por via oral, com auxilio de seringa, na dose de
1,6 g kg”' PV, durante um ou dois dias, isso corresponde a aproximadamente

7,2 g de TC (dose diaria para animal de 30 kg).

7.2.6. Técnicas parasitoldgicas

As amostras de fezes foram colhidas diretamente do reto de todos os

animais. A determinagdo dos valores de OPG foi realizada segundo a técnica
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de Gordon e Whitlock (1939) modificada, segundo Ueno e Gongalves (1994) e
realizada semanalmente até o 21° dia p.i., duas vezes por semana do 21° ao

28° dia p.i. e diariamente durante o fornecimento dos TC.

Foram realizadas coproculturas para cada grupo experimental,
utilizando-se um pool de fezes de todos os animais do grupo, utilizando-se a
mesma quantidade de fezes por pool, padronizada em 25 g. As fezes foram
cultivadas para obtengdo e contagem das L3, para isto, foi utilizado o método de
Roberts e O’Sullivan modificado, segundo Ueno e Gongalves (1994). As L3 foram
recuperadas em volumes idénticos (100 mL) e separadas por grupo; para

determinagdo do numero de LPG de fezes por tratamento.

O teste de viabilidade dos ovos de nematddeos recuperados nas fezes
foi realizado logo apds o exame de contagem de OPG. As fezes dos animais
de cada grupo, ja diluidas em solugdo hipersaturada de NaCl (30%) foram
reunidas em um unico pool. A solucdo foi filtrada em duas peneiras de
196 e 38 ym respectivamente. O residuo, com os ovos retidos na peneira de

38 um, foi transferido para um tubo de ensaio.

O residuo de cada grupo foi dividido em varios frascos devidamente
identificados, contendo 1/5 de residuo de fezes peneiradas e 3/5 de solugao
hipersaturada de NaCl. Os tubos foram centrifugados a 2000 xg, durante trés
minutos. O 1/5 do tubo correspondente ao sobrenadante foi transferido para
outro tubo e diluido em agua para retirar o sal residual. Essa operacgao de
lavagem foi repetida trés vezes, sendo que em cada uma o precipitado
(1/5 do volume inferior do tubo) foi isolado, cada lavagem foi realiza com

auxilio de centrifugacao a 2000 xg, durante trés minutos. As lavagens séo
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necessarias para retirada do excesso de NaCl, o qual pode interferir no

desenvolvimento dos ovos®.

Apés a ultima lavagem os ovos de helmintos recuperados e diluidos em
solucdo aquosa foram transferidos para uma placa de Petri e incubados em
estufa a 25°C por 24 h. Apds este periodo, com auxilio de um microscopio
optico (aumento 10x), foram contadas 100 estruturas e identificadas em ovos
ou L1. O numero de L1 identificados em relacdo as 100 estruturas contadas

foi determinado como o resultado de viabilidade dos ovos de nematddeos.

As analises de contagem de L3 recuperadas por grupo experimental,
assim como os testes de viabilidade dos ovos de helmintos, foram feitas em

dias estratégicos a partir do inicio dos tratamentos com TC (dias: 0, 2, 5e 7).

Dois dias apdés o término do fornecimento dos TC, todos os grupos,
com excecao do controle nado infectado, foram abatidos. Apés o abate foi
removido o abomaso de todos os animais (com as extremidades dos 6rgaos
devidamente amarradas). O conteudo foi removido e duas aliquotas
(10% do volume total) foram obtidas. Foi determinada a carga parasitaria de

cada animal e feita a classificagdo dos helmintos adultos por sexo.

7.2.7. Peso e parametros hematimétricos

Os ovinos foram pesados uma vez por semana. A cada 15 dias foram

°® JACKSON, F. Protocolo de laboratério Moredun Research Institute. Comunicacdo pessoal.

(setembro, 2004).
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colhidas amostras de sangue de cada animal, por puncao da veia jugular,
utilizando-se frascos do tipo vacutainer com anticoagulante. Do sangue total

foram obtidos os valores VG e hemoglobina.

7.2.8. Analise estatistica

Os dados referentes a contagem de OPG foram analisados sob
transformacgao logaritmica [log (x + 10)]. Os dados referentes a contagem de OPG,
recuperacéo de L3, viabilidade dos ovos e carga parasitaria foram analisados pelo
modelo linear geral (GLM) utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS Institute,
Cary, USA). Todos os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. O modelo estatistico utilizado para analise de
variancia foi Y; = p + T; + e;, onde Y; corresponde a variavel dependente; |, a média

geral; T;, ao efeito dos tratamentos (i= 1 a 5) e g, ao residuo.

7.3. RESULTADOS

Para facilitar a compreenséo utilizaremos as seguintes siglas para os
diferentes grupos (tratamentos): Gl (controle infectado); GIl (recebeu sorgo
taninifero); Glll (recebeu TAC, uma vez); GIV (recebeu TAC, duas vezes) e

GV (controle nao infectado).

7.3.1. Peso vivo e peso de carcaga

No 21° dia experimental, quando da divisdo dos grupos para inicio dos
tratamentos, o peso vivo médio (kg) dos cordeiros, nos respectivos grupos era:

Gl 15,65; Gll 15,45; GllIl 15,48; GIV 15,45 e GV 15,25; EP: 0,581 (P < 0,05). Nao
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houve diferenca significativa entre os grupos durante todo o experimento, sendo o
peso médio ao abate: Gl 19,60; GIl 19,30; Glll 19,95; GIV 20,05 e GV 21.15;
EP: 1,401 (P < 0,05). Na Figura 7.1 esta apresentada a distribuicdo dos pesos
durante o periodo experimental. Na Figura 7.2 estdo ilustradas as médias dos pesos
dos animais ao abate e os valores de suas respectivas carcagas (pesos quente e

frio).
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Peso (kg)

14,0
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10,0 « « « |
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Dias experimentais

—-0-—Controle —0—Sorgo — A~ — TAC 1X —X— TAC 2X —=— Nao Infect

Figura 7.1- Peso médio dos cordeiros, durante o periodo experimental, do
grupo controle infectado (Controle), do tratado com sorgo
taninifero (Sorgo), do tratado uma vez (1X) ou duas vezes (2X)
com tanino altamente concentrado (TAC). Os animais foram
infectados artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis no dia

zero e abatidos 36 dias apds a infecgéao
7.3.2 Volume globular e hemoglobina

Os valores de VG e hemoglobina ndo apresentaram diferenca significativa
durante todo o periodo experimental. Os valores médios de VG (%) dos animais,

segundo os grupos experimentais, detectados na ultima semana do ensaio foram:
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Gl 34,5; Gll 37,5; Glll 35,5; GIV 36,0 e GV 36,25; EP: 1,59 (P > 0,05). Nas Figuras
7.3 e 7.4 estdo demonstrados os valores de VG e hemoglobina, respectivamente,

durante todo o periodo experimental.
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m Controle m Sorgo O TAC 1X = TAC 2X

Figura 7.2- Peso médio ao abate dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo taninifero (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e das respectivas carcagas quente
(C. quente) e fria (C. fria). Os animais foram infectados
artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis no dia zero e

abatidos 36 dias apos a infecgao

7.3.3. Contagem de ovos por grama de fezes

No dia 29 p.i. (2° dia de tratamento) foi detectada diferenga significativa
no numero de ovos por grama de fezes (P < 0,01) apenas entre o Gll (sorgo)
e Gl (controle infectado), ja no 35° e 36° dias p.i. houve diferenca (P < 0,01)
entre os grupos GlIl (TAC 1X) e Gl (controle infectado). Os valores médios de

OPG, por grupo infectado, no ultimo dia experimental (nove dias apds inicio
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do fornecimento de TC) foram: Gl 928; GIl 516; GIll 348 e GIV 604
(EP: 8,72). Os animais do GV (controle nédo infectado) ndo eliminaram ovos

de nematédeos nas fezes.

Na Figura 7.5 estdo demonstrados os valores de OPG durante todo o
periodo experimental. No 36° dia p.i. a porcentagem de redug¢do do numero
de OPG dos grupos Glll (TAC 1X) e GIV (TAC 2X), quando comparados ao

Gl (controle infectado), atingiram 37,8% e 62,2%, respectivamente.

---0--- Controle —¢— Sorgo — A~ — TAC 1X —¢—TAC 2X —=— Nao Infect
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30 -
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Volume globular (%)

20
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Dias experimentais

Figura 7.3- Valores médios do volume globular de cada grupo (4 animais
grupo'1), durante o periodo experimental. Grupos: controle
infectado (Controle), tratado com sorgo (Sorgo), tratado uma vez
(1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado
(TAC) e controle nado infectado (Nao Infect). Os animais foram
infectados artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis no dia

Zero
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7.3.4. Carga parasitaria

A carga parasitaria total dos grupos foi semelhante, sendo que as
meédias das cargas parasitarias totais dos ovinos, divididos por grupos foram:

Gl 1956; GIlI 1825; GlIl 1519 e GIV 1309 nematddeos (EP: 8,85).

Entretanto, houve diferenca no numero de fémeas do GIV em relagéo
ao Gl (P <0,01). As médias do numero de fémeas por grupo foram: Gl 1306;
GIl 1089; GlIl 998; GIV 810 (EP: 8,86). Na Tabela 7.2 estdo apresentadas as
meédias dos valores de carga parasitaria dos ovinos de todos os grupos

experimentais, assim como seus valores maximos e minimos.

---0--- Controle —<0—Sorgo — A~ — TAC 1X —¢— TAC 2X —=— Nao Infect
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Figura 7.4- Valores médios de hemoglobina (g dL™") dos cordeiros do grupo
controle infectado (Controle), do tratado com sorgo taninifero
(Sorgo), do tratado uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino
altamente concentrado (TAC) e do grupo controle nao infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com
6000 L3 de T. colubriformis no dia zero
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7.3.5. NUmero de L3 e viabilidade dos ovos de helmintos

Como apenas um pool de cada tratamento foi analisado em cada dia
estratégico durante o fornecimento dos taninos condensados
(dias: 0; 2; 5 e 7), os resultados n&o sofreram analise estatistica. Entretanto,
verificou-se uma queda consideravel nos valores de L3 recuperadas e de L1
identificadas em todos o0s grupos que receberam fontes de TC,
principalmente nos GlIl (TAC 1x) e GIV (TAC 2x). Os valores dos numeros de
L3 recuperadas das coproculturas e porcentagem de viabilidade dos ovos de

helmintos podem ser visualizados nas Tabelas 6.3 e 6.4.
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: Inicio do fornecimento das fontes de TC
DPI: Dias po6s-infeccéo

Figura 7.5- Numero médio de OPG dos cordeiros do grupo controle infectado
(Controle); do grupo tratado com sorgo (Sorgo) do 28° ao 34° dia
pos-infecgao (DPI); do grupo tratado uma vez (1X) ou do tratado
duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado (TAC),
respectivamente, no 28° e no 28° e 29° DPI. Os animais foram
infectados artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis no dia

Zero
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7.3.6. Consumo voluntéario

Pode-se visualizar na Tabela 7.5 que o fornecimento de TC, tanto na
forma de sorgo taninifero (suplementado na dieta), quanto na forma de TAC
(VO) néo afetaram o consumo voluntario dos animais, ja que as sobras de
concentrado e feno dos tratamentos foram semelhantes. Deve-se ressaltar
que ao volume de concentrado consumido pelo grupo Gll, acrescentam-se

350 g, correspondentes ao sorgo taninifero adicionado a dieta animal.

Estimou-se a equivaléncia no consumo voluntario dos animais dos
grupos controle (néo tratados) e tratado com TAC pela analise estatistica dos
valores médios dos pesos: corporal (durante o periodo experimental), ao
abate e das carcacas fria e quente, a qual ndo demonstrou diferenca

significativa entre os grupos (P > 0,05).

Tabela 7.2- Carga parasitaria média de Trichostrongylus colubriformis no
intestino delgado dos cordeiros do grupo controle infectado, do
tratado com sorgo (Sorgo), do tratado uma vez (1X) ou duas
vezes (2X) com tanino altamente concentrado (TAC) e do grupo
controle nado infectado (N&o Infect). Os animais foram
sacrificados 36 dias apo6s infeccao artificial com 6000 L3 de

T. colubriformis

Numero de Trichostrongylus colubriformis

Grupos Macho Fémea Total
Controle infectado 667,5 (510; 930) 1335 (110; 1710)  2002,5 (1540; 2640)
Sorgo 825 (400; 1600)  1132,5 (860; 1700) 1957,5 (1260; 3300)
TAC 1X 522,5 (460; 650)  1002,5 (910; 1060) 1525 (1380; 1710)
TAC 2X 490 (460; 530) 850 (610; 1320) 1340 (1070; 1830)
Controle nao infectado 0 0 0

Valores minimos e maximos entre parénteses.
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Tabela 7.3- Numero de larvas infectantes (L3) de Trichostrongylus

colubriformis por grama de fezes recuperadas de coproculturas.
Amostras dos cordeiros do grupo controle infectado (Controle),
do tratado com sorgo (Sorgo), do tratado uma vez (1X) ou duas
vezes (2X) com tanino altamente concentrado (TAC) e do grupo
controle nao infectado (Nao Infect). Os animais foram infectados

artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis

Dias P6s-Tratamento

Grupos
0 2 5 7
controle infectado 404 426 388 400
sorgo 387 286 330 256
TAC 1X 412 258 344 310
TAC 2X 384 58 178 210
controle nao infectado 0 0 0 0

Tabela 7.4- Viabilidade (%) dos ovos de Trichostrongylus colubriformis

recuperados de pool de fezes dos cordeiros do grupo controle
infectado (Controle), do tratado com sorgo (Sorgo), do tratado
uma vez (1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente
concentrado (TAC) e do grupo controle nédo infectado
(Nao Infect). Os animais foram infectados artificialmente com
6000 L3 de T. colubriformis

Dias P6s-Tratamento

Grupos
0 2 5 7
Controle infectado 82 90 89 83
Sorgo 78 77 92 84
TAC 1X 79 33 54 76
TAC 2X 80 50 46 20

Controle ndo infectado 0 0 0 0
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Tabela 7.5- Quantidade média diaria de dieta ingerida (concentrado e feno) e

gquantidade de fezes produzidas, durante a ultima semana do
experimento, por cordeiros do grupo controle infectado
(Controle), do tratado com sorgo (Sorgo), do tratado uma vez
(1X) ou duas vezes (2X) com tanino altamente concentrado
(TAC) e do grupo controle nao infectado (Nao Infect). Os animais
foram infectados artificialmente com 6000 L3 de T. colubriformis.

Ovinos mantidos em gaiolas metabdlicas (2 animais grupo™)

Grupos Concentrado (kg) Feno (kg) Fezes (kg)
Controle Infectado 0,48 0,30 0,43
Sorgo 0,27 0,24 0,36
TAC 1X 0,28 0,11 0,16
TAC 2X 0,44 0,15 0,48
Controle néo infectado 0,49 0,29 0,67

7.4. DISCUSSAO

Como esperado o peso dos animais ndo infectados foi superior,

seguido pelo grupo tratado com TAC por dois dias (TAC 2X), porém devido

ao curto periodo experimental nao foi detectada diferenca significativa.

Animais com infeccao parasitaria apresentam o consumo voluntario reduzido

em pelo menos 10% a 30% (COOP e SYKES, 2002), mesmo em infecgbes

consideradas subclinicas. No caso de infeccdes por T. colubriformis deve-se

ainda considerar a perda de proteinas pelo endotélio intestinal. Yu et al

(2000) relatam uma perda de 4 g a 5 g nitrogénio dia”' em animais infectados

por T. colubriformis, essas perdas sao referentes ao aumento na producéao de

muco e perdas enddgenas através das células endoteliais.

Durante o periodo experimental, detectou-se que a agdo do TAC néao
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influenciou o peso final dos animais, apesar de desencadear diarréia pastosa
em trés animais, dois do grupo GllIl e um do GIV. Os animais eliminaram

fezes pastosas por dois dias ap6s o primeiro dia de fornecimento do TAC.

Athanasiadou et al. (2001a), ao avaliar ovinos infectados com
T. colubriformis que receberam EQ, como fonte de TC na dieta, na dose de
60 g. kg”' MS durante um periodo de 67 dias, observaram que o EQ nao
promoveu incremento no peso dos animais em comparagdo com O grupo
controle. Porém, quando os animais receberam dietas com alto valor protéico
aumentaram a ingestdo de alimento sem que tivesse ocorrido prejuizo a

digestibilidade.

Quando fornecidos em doses adequadas os TC suplementados na
dieta, na forma de sorgo (ad libitum), ou administrado na forma de TAC, néo
acarretaram disturbio gastrintestinal grave aos ovinos ou diminuigdo no
consumo voluntario. A suplementacdo de TC na dieta pode ser
potencialmente utilizada em controles parasitarios profilaticos ou de longa
duracdo. A suplementacdo de pequenos ruminantes com TC oriundos de
varias fontes ndo causou prejuizo na aceitabilidade ou no desempenho
animal (Athanasiadou et al., 2000a; Athanasiadou et al., 2001a; Niezen et al.,

2002a; Paolini et al., 2003a).

O fornecimento de TC por via oral com uso de seringa apresentou
resultados mais rapidos sobre a diminuicdo da viabilidade dos ovos de
helmintos e recuperacao de L3 das fezes, porém foi testado apenas em
curtos periodos de fornecimento, sendo indicados somente nestes casos,

apesar da acado do TC aplicado por dois dias consecutivos perdurar até o



146

sétimo dia apdés o tratamento. O uso prolongado de TC via oral, ndo é
indicado, pois implica na manipulacdo diaria dos animais, sendo ainda
causador em potencial de quadros de diarréia pastosa, sem considerar-se,
ainda, o risco eminente de morte do animal por aspiracdo, quando aplicado
em grandes rebanhos. Os TC provenientes do EQ foram testados com
sucesso em tratamentos de curta duracdo, sendo eficazes na reducdo do

OPG em ovinos (Athanasiadou et al., 2000b).

O VG néo foi reduzido a niveis preocupantes, ja que os T. colubriformis
ndo possuem habitos hematdfagos. N&do houve diferenga estatistica entre as
médias de VG. Os valores de hemoglobina também n&o diferiram
estatisticamente, porém podem ter sofrido influéncia da suplementagdo do
sorgo na dieta, ja que o grupo (GIll) suplementado com este ingrediente
apresentou valores de hemoglobina maiores (13,26 g dL™") que os do grupo

nao infectado (12,28 g dL™).

A média dos grupos com relagdo ao numero de OPG apresentou
diferenca significativa em alguns dias especificos: 29°;, 35° e 36° dias pdés-
infecgdo, evidenciando o efeito anti-helmintico dos TC sobre o numero de
ovos de nematddeos eliminados nas fezes dos ovinos. Apesar do GIV
(TAC 2X) apresentar menor numero de fémeas (P < 0,01), quando comparado
ao controle (Gl), seu efeito nédo ficou estatisticamente comprovado na
diminuicdo do OPG. Contudo o mesmo néo ocorreu com o GlIl (TAC 1X), no
qual se observou OPG inferior (P < 0,01). Os parasitos apresentam
distribuicdo binomial negativa, ou seja, poucos animais albergam a maioria

dos nematddeos gastrintestinais (AMARANTE et al., 1998), portanto, ocorre o
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mesmo com o numero de OPG. Devido a este fato, algumas diminui¢gdes no
numero de OPG né&o séao significativas estatisticamente devido ao numero
reduzido de animais por grupo, que se deve a dificuldade e aos altos custos
para a realizacdao de experimentos com numero elevado de animais por

tratamento.

Os extratos de TC, provenientes de cascas de arvores, sdo mais
facilmente utilizados, pois possuem concentragdo constante de taninos totais
e condensados, durante todo o ano, o0 mesmo nao ocorrendo com plantas
forrageiras e sementes de leguminosas. Vitti et al. (2005) relataram a
incidéncia de variagbes sazonais nas concentragcdbes de nutrientes e
principalmente no teor de taninos em plantas forrageiras. Neste trabalho o
extrato de acacia foi utilizado por facilidades de aquisicao e, também, pelo
fato da arvore da qual é extraido o extrato de quebracho (Schinopsis

brasilienses) estar em processo de extingdo no Brasil®.

Diferentes fontes de TC foram testadas em todo o mundo, com a
finalidade de avaliar-se seu potencial efeito sobre os nematdédeos de
pequenos ruminantes, entre ales o extrato de quebracho (ATHANASIADOU
et al., 2000a e 2000b; PAOLINI et al., 2003a) ou algumas forrageiras como
Lotus corniculatus, Cichorium intybus (MARLEY et al., 2003) e Hedysarum
coronarium (NIEZEN et al.,, 2002a). Max et al. (2005) utilizando EQ

no controle de helmintos gastrintestinais em ovinos, na dose de

® Através da Portaria N°. 37-N, de 3 de abril de 1.992, o IBAMA torna publica a Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameagada de Extingdo. Encontrada no endereco eletrdnico:
http://www?2.ibama.gov.br/flora/extincao.htm (acesso em 29/09/2005).
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2,4 g EQ kg PV, durante trés dias, relataram reducdo de até 91% na

contagem de OPG em animais infectados com H. contortus.

Pelo menos, 50% dos ovos eliminados na primeira semana apds o
tratamento n&o atingiram o estadio de L3. Fato este, baseado na diminuicéo
da viabilidade dos ovos de helmintos observada principalmente no grupo
GIV (TAC 2X), o qual atingiu valores inferiores a 25% dos apresentados pelo
grupo Gl (controle infectado). Apenas 20% dos ovos eliminados pelos
animais do GIV atingiriam o estagio de L1 no 7° dia de tratamento, contra
83% do GI. A este indicio alia-se a diminuicdo das L3 recuperadas das fezes
dos animais tratados com TC (210 LPG no GIV, contra 400 LPG no GIl). Como
consequUéncia da diminuigdo do numero de ovos de nematédeos nas fezes
dos animais tratados, os TC promovem reducdao na contaminacao das

pastagens com larvas infectantes.

Os resultados indicaram que os TC influenciaram negativamente a
producdo de L3 nas fezes dos animais tratados. Pois, além do grupo GIV,
também o GIll e GIlll apresentaram resultados promissores. No 2° dia pés-
tratamento o numero de LPG recuperadas do GIV foi visivelmente inferior ao
numero de larvas recuperadas nas fezes do Gl (respectivamente, 58 LPG e
426 LPG). A acao dos TC no GlIl foi menos intensa, porém eficiente, pois no
ultimo dia de tratamento foram recuperadas das coproculturas do Glll e do

Gl, respectivamente, 310 LPG e 400 LPG.

A metodologia utilizada na avaliagcdo da viabilidade dos ovos de
T. colubriformis remove todos os residuos de TC em consecutivas lavagens.

Por isso, sugere-se que a retirada dos TC provenientes do sorgo nesta fase
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inviabilizaram a acao dos mesmos, neste teste, fato comprovado pelos altos

indices de viabilidade do GllI, até mesmo, superando os do GlI.

Ao contrario, para realizacdo das coproculturas os TC provenientes do
sorgo permanecem nas fezes em contato com os ovos e larvas dos
nematodeos, proporcionando um efeito direto sobre as larvas, comprovado
pelo numero de L3 recuperadas: 256 no Gll e 400 no GIl. Nesta linha de
raciocinio, pode-se sugerir que o efeito do TAC na viabilidade dos ovos seria
sobre as fémeas do parasito, ou entdo, agiriam rapidamente sobre os ovos

durante o trénsito no trato digestorio.

Em analises in vitro, alguns autores relatam a agédo dos TC sobre a
viabilidade dos ovos ou larvas de helmintos gastrintestinais
(ATHANASIADOU et al., 2001b; NIEZEN et al., 2002b). Entretanto, aplicar os
resultados de testes in vitro em animais ainda é um desafio, pois as doses de
TC devem ser adaptadas a espécie ovina sem causar danos a ingestdo ou

digestibilidade da dieta.

Existe ainda a dificuldade em predizer qual a concentracdo (mg mL™")
dos TC no conteudo do abomaso, intestino delgado ou intestino grosso, onde
vivem as diferentes espécies de helmintos Somente assim, poder-se-ia
realmente comparar os resultados in vitro com os in vivo em relagdo a

dosagem utilizada em mg mL™".

Maior numero de estudos sobre a acdo direta dos TC sobre
T. colubriformis é necessario para que se avalie a utilizagdo exclusiva desses

compostos em tratamentos antiparasitarios e seu efeito sobre a fase de vida
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livre dos helmintos gastrintestinais. Porém a utilizacdo dos TC com a
finalidade de se espacgar ou diminuir o numero de aplicagcbes de drogas

anti-helminticas durante o ano, seria potencialmente viavel.

A contagem de helmintos adultos foi baixa, devido ao pequeno numero
de L3 infectantes administradas aos animais, avaliando-se assim o efeito dos
TC em infecgbes parasitarias subclinicas. Provavelmente seu efeito
anti-helmintico teria sido mais facilmente detectado em infec¢des macicas, ou
seja, com inoculagdes experimentais seriadas (semanal de 3000 L3) ou com

infecgao unica de 10 a 30 mil L3 de T. colubriformis.

A raca Santa Inés caracteriza-se como relativamente resistente as
infeccdes parasitarias por H. contortus, mas néo contra T. colubriformis
(AMARANTE et al.,, 2004). Portanto, transtornos clinicos indesejaveis
poderiam ter ocorrido caso os animais tivessem sido infectados com grande

numero de larvas.

Alguns autores relatam efeito dos TC sobre a carga parasitaria de
helmintos parasitas do intestino e ndo nos de abomaso (ATHANASIADOU
et al., 2001b). Outros relatam diminuigcdo na carga parasitaria de H. contortus
apo6s utilizacdo dos TC em niveis adequados a alimentacao animal
(HORDEGEN et al., 2003; MIN e HART, 2003). Por outro lado, Max et al.
(2005) relataram acao dos TC apenas contra H. contortus, ndo apresentando

efeito contra T. colubriformis.

Em contrapartida, muitos trabalhos correlacionam o uso de TC com

diminuicdo na fecundidade das fémeas de helmintos (ATHANASIADOU
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et al 2000a, 2001a; MIN e HART, 2003; PAOLINI et al., 2003a e 2003b),
ressaltando sua importancia na epidemiologia das helmintoses. Entretanto,
Athanasiadou et al. (2000b) relataram que nao se pode afirmar que a
diminuicdo na fecundidade das fémeas seja atribuida aos TC. Butter et al.
(2000) obtiveram redugédo no numero de OPG de animais tratados com TC,
porém os valores foram semelhantes aos do grupo que recebeu apenas dieta

com alta concentragao protéica.

Os TC podem formar complexos proteina-tanino no rumem,
sequestrando proteinas de alto valor bioldgico, evitando sua degradagéo
pelas bactérias da flora ruminal (MAIE et al., 2003). Estes complexos sao
novamente separados no inicio do intestino delgado, disponibilizando ao
animal maior aporte protéico, na forma de aminoacidos que sao absorvidos
pelas células do endotélio. Além de proteinas, os taninos podem formar
complexos com varios tipos de moléculas, como polissacarideos, acidos
nucléicos e minerais (MIN e HART, 2003), sendo que estas reagdes sao

sempre dependentes de pH ideal (aproximadamente pH 7,0).

Neste trabalho foi detectada diferenga significativa no numero de
fémeas de helmintos parasitando o ID dos animais do GlIl (TAC 2X), quando
comparado ao Gl (controle infectado), entretanto n&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos com fontes de TC (sorgo; e TAC 1X),
indicando que nao houve diferenga entre os tratamentos. A melhor eficacia
do tratamento TAC 2X evidencia-se, também, pelos melhores efeitos sobre a
diminuicao de viabilidade e numero de L3, além de apresentar menor numero

de carga parasitaria total (GIV: 1309).
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7.5. CONCLUSOES

O uso dos TC para controlar as parasitoses intestinais € promissor,
principalmente os provenientes dos extratos de plantas. Porém alguns testes
ainda sao necessarios para validagcdo de doses e duracao de tratamentos.
Nao se pode descartar o potencial de acao destes compostos, ou tdo pouco,
sua utilizacao, pelo menos, como coadjuvante em tratamentos profilaticos, os
quais utilizam drogas anti-helminticas convencionais. A principal contribuigdo
dos TC seria a diminuicdo no numero de aplicagdes, aumentando o intervalo
entre as mesmas, diminuindo o risco de desenvolvimento de cepas

resistentes as drogas utilizadas.

Rebanhos ovinos criados em regime de produgdo organica ou
propriedades com relato de resisténcia anti-helmintica multipla sdo usuarios
em potencial de tratamentos alternativos para o controle das helmintoses

gastrintestinais, entre eles o uso de fontes de TC.
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8. CONCLUSOES GERAIS

Os taninos condensados podem auxiliar no controle das infeccdes
parasitarias agindo em dois pontos criticos: (i) evitando ou minimizando o
estabelecimento de novas infecgdes parasitarias no animal; ja que tem agéo
direta sobre as larvas infectantes e formas adultas de nematddeos e (ii)
agindo na descontaminagdo das pastagens, ja que concentragdes elevadas
de taninos condensados nas fezes podem agir sobre as larvas de primeiro
estagio, impedindo que estas atinjam a fase infectante, auxiliando, assim, na

descontaminacao das pastagens.

A dose de extrato de acacia (1,6 g kg”' PV), foi a mais adequada ao
fornecimento animal. A acdo anti-helmintica do extrato de acacia foi
evidenciada, indicando que o uso dos taninos condensados nos controles
alternativos das parasitoses gastrintestinais originadas por Haemonchus
contortus e Trichostrongylus colubriformis, deve ser estudado e testado em
regides com problemas de resisténcia as drogas anti-helminticas ou em

fazendas que incorporaram o sistema de producao organica.

A principal contribuicdo destes compostos, em longo prazo, seria a
diminuicdo no numero de aplicagbes de anti-helminticos, aumentando o
intervalo entre as mesmas, diminuindo assim, o risco de desenvolvimento de
cepas resistentes as drogas utilizadas. Entretanto, mais estudos tornam-se
necessarios para o desenvolvimento de um produto comercial baseado no
extrato de acacia, o qual poderia ser utilizado em grande escala na cadeia de

produgdo de ovinos.
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