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RESUMO

CANOVA, E. B. Eficiéncia de plantas taniniferas no controle de helmintos
gastrintestinais de ovinos. 2016. 100 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Os endoparasitas tém demonstrado resisténcia aos principais anti-helminticos. Por isso é
necessario investigar estratégias sustentaveis, sendo uma das alternativas a utilizacdo de
plantas leguminosas (Fabaceae). Objetivou-se avaliar a atividade anti-helmintica de 17
extratos de plantas no teste de inibicdo da eclodibilidade dos ovos (TIEO), teste de inibigéo de
desembainhamento de larvas (TIDL) de Haemonchus contortus e o teste de motilidade do
Caenorhabditis elegans (TMCL), in vitro. As duas melhores plantas foram levadas para teste
in vivo (Arachis pintoi cv Amarillo e Caesalpinia echinata). Os extratos foram feitos a partir
das folhas de Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia echinata, Cajanus cajan,
Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema pubencens cv Cardillo, Cratylia
mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala cv Cunningham, Leucaena
pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti
cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes guianensis e Styzolobium aterrimun, as quais
foram coletadas no campo agrostoldgico do Instituto de Zootecnia em Nova Odessa/SP. Seus
principios ativos foram extraidos em solucdo de acetona:agua 70:30, solvente retirado por
rotaevaporacao, seguido por lavagem com diclorometano e liofilizado. Os resultados obtidos
para o TIEO, TIDL e para o TMCE foram baseados na concentracao inibitéria de 50% (Clso),
maior concentracdo testada 50 mg/mL e a menor 0,0975 mg/mL nos TIEO e TIDL, e TMCE a
maior foi 50 mg/mL e a menor 0,039 mg/mL. Em ordem da maior para menor eficacia no
TIEO foram para o extrato de P. colubrina (0,10 mg/mL), extrato de C. echinata (0,17
mg/mL) e extrato M. caesalpiniaefolia (0,53 mg/mL). Os resultados do TIDL em ordem da
maior para menor eficacia foram para o extrato de S. guianensis (0,51 mg/mL), extrato de A.
pintoi cv Amarillo (1,04 mg/mL) e extrato de C. echinata (1,25 mg/mL). O resultado obtido
com maior eficiéncia na Clso do TMCE foi 0 extrato de C. echinata (0,49 mg/mL), o extrato
de M. caesalpiniaefolia (1,03 mg/mL), extrato de Dipteryx alata (1,50 mg/mL) e extrato de P.
colubrina (1,56 mg/mL). Para o experimento in vivo utilizou-se 30 ovinos, PV médio de 32
kg (+/- 0,59), mestigos Dorper/Santa Inés, machos, ndo castrados. Animais foram divididos
em trés tratamentos: A. pintoi (A), C. echinata (B) e controle (C) infectados sem tratamento,
cada tratamento continha 10 animais. Animais dos tratamentos A e B foram tratados com 10 g
da planta moida juntamente no concentrado. Foram colhidos sangue e fezes para analises.
Final do experimento os animais foram abatidos e abomaso lavado para a recuperacéo dos H.
contortus. O tratamento A obteve OPG (1015) quando comparado com OPG dos tratamentos
B (1244) e C (1537). O comprimento dos nematoides machos (A =1,24cm; B=131eC =
1,35) e fémeas (A = 1,83 cm; B = 1,91 e C = 1,97) encontrados em cada tratamento teve
diferenca significativa, sendo a quantidade de nematoides do tratamento A menores. Conclui-
se que a planta A. pintoi propiciou redu¢do no OPG e comprimento dos nematoides sugerindo
acao anti-helmintica com potencial de uso no controle sustentavel desta verminose.

Palavras-chave: Amendoim forrageiro, Compostos fitoquimicos, Ovinocultura, Pau Brasil
Sustentabilidade






ABSTRACT

CANOVA, E. B. Tanniferous plants (leguminous) efficiency for controlling
gastrointestinal parasitism of sheep. 2016. 100 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Endoparasites have demonstrated resistance to the main anthelmintics found in the market and
new sustainable strategies are needed to control them. This work aimed to evaluate the
anthelmintic activity of 17 extracts of taniniferous plants that belongs to the Fabaceae family
by in vitro egg hatch test (EHT), larval exsheathment test (LET) with Haemonchus contortus
and larval matility test (LMT) with Caenorhabditis elegans. Arachis pintoi cv Amarillo and
Caesalpinia echinata. Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia echinata, Cajanus cajan,
Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema pubencens cv Cardillo, Cratylia
mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala cv Cunningham, Leucaena
pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti
cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes guianensis and Styzolobium aterrimun were
collected from Agrostological field from Instituto de Zootecnia (Nova Odessa/SP). The
phytochemicals were extracted by maceration in acetone:water (70:30). The acetone was
rotoevaporated and the aqueous extract was cleared with dicloromethane. The remaining
extract was liofilized and kept frozen until the use in vitro tests. EHT, LET were performed
with doses ranging from 50 mg/mL to 0.0975 mg/mL and LMT with doses ranging from 50
mg/mL to 0.039 mg/mL. LCs, were calculated to compare efficacies. The extracts P.
colubrina (0.1 mg/mL), C. echinata (0.17 mg/mL) and M. caesalpiniaefolia (0.53 mg/mL)
presented the best results in EHT. L. pulverulenta, C. cajan, C. mollis and S. aterrimun were
not effective at the higher dose in EHT (50 mg/mL). In the LET the extracts of S. guianensis
(0.51mg/mL), A. pintoi cv Amarillo (1.04 mg/mL) and C. echinata (1.25 mg/mL) had the best
results. In LMT, the extracts of C. echinata (0.49 mg/mL), M. caesalpiniaefolia (1.03
mg/mL), D. alata (1.5 mg/mL) and P. colubrina (1.56 mg/mL) had the best results. A. pintoi
and C. echinata were chosen to be tested in vivo. In order to evaluate the plants over lambs
infected with parasites, 30 lambs with average body weight of 32 kg (+/- 0,59 kg), Dorper x
Santa Ines, male and not castrated were divided equaly in 3 treatments: (A) A. pintoi 10 g/day,
(B) C. echinata 10 g/day and (C) control. The plants were grinded and mixed with concentrate
and offered during all experiment. Blood and feces were collected for analysis. At the end of
experimental period, animals were slaughtered and H. contortus were recovered from
abomasum for counts, measurements and evaluation of female fertility (count of eggs).
Treatment (A) with A. pintoi had lower FEC (1015) when compared with (B) C. echinata
with FEC of 1244 and (C) Control with FEC of 1537 (P<0.05). The length of male worms (A
=124cm;B=131cmeC=135cm)and female (A=1,83cm;B=191cmeC=1,97 cm)
presented differences (P<0.05), as the (A) group present smaller length. It was concluded that
A. pintoi cv Amarillo reduced FEC and the size of the worms suggesting potencial
anthelmintic effect in the sustainable control of parasites.

Keywords: Brazilwood, Peanut forage, Phytochemical compounds, Sheep, Sustainability
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1. INTRODUCAO

O ovino foi a primeira espécie a ser domesticada pelo homem, a qual foi utilizada
como fonte de alimento (carne e leite) e também como protecdo, pelo uso da 1& e couro
servindo de abrigo para se proteger das intempéries ambientais da época. A cria¢do ovina se
expandiu por todos os territérios e a ampla propagacdo da espécie foi, principalmente, pelo
poder de adaptacdo a diferentes climas, relevos e vegetacGes. Aqui no Brasil a criacdo de
ovinos teve influéncia, principalmente, dos portugueses durante o periodo de colonizacdo. A
principio a criacdo de ovinos era voltada somente para a produgdo de 1a e aos poucos,
dependendo das necessidades de cada regido, os animais foram sendo adaptados para a
producdo de 13 e de carne (VIANA, 2008).

Os ovinos antes da domesticacdo apresentavam habitos migratorios e eram mantidos
livres das altas infec¢Ges por nematoides gastrintestinais. Por estarem sempre dispersos nao
apresentavam as chances de reinfecgdo. Contudo, a capacidade de ter forragens com alto valor
nutritivo possibilitou o aumento de numero de animais por hectare, isso fez com que
quebrasse o equilibrio entre hospedeiro-parasita, e desde entdo, os produtores de ovinos vém
enfrentando graves problemas com os nematoides gastrintestinais (SANTIAGO et al., 1976).

Juntamente com a expansdo da ovinocultura brasileira surgiram também os problemas
sanitarios que sdo 0s nematoides gastrintestinais, 0s quais acometem o0s rebanhos
mundialmente. Esses nematoides gastrintestinais sdo responsaveis, na maioria das vezes, por
grande parte da perda econdmica na producdo de pequenos ruminantes, pois causa baixo
desenvolvimento em todas as fases na criacdo da ovinocultura, e com o agravo de que esta
enfermidade pode levar a 6bito, principalmente os animais jovens e em fémeas no periparto
(BORGES et al., 2013).

O Brasil por ser um pais de clima tropical e por possuir condi¢des ambientais
favoraveis (umidade alta e temperaturas elevadas acima de 20 °C) ha aumento na proliferacédo
dessas espécies parasitarias, sendo que, a espécie que mais causa prejuizo no rebanho de
ovinos é o nematoide gastrintestinal Haemonchus contortus. Entretanto, as infeccbes de um
rebanho geralmente sdo mistas (ALMEIDA et al., 2010) e o controle destas infeccOes
parasitarias é imprescindivel para que haja sucesso na producdo de pequenos ruminantes.

Os endoparasitas, atualmente, tém demonstrado ser resistentes aos principais anti-
helminticos existentes no mercado e um dos motivos disto foi pelo uso erréneo e
indiscriminado dessas substancias quimicas (MOLENTO, 2004; HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011; VERISSIMO et al., 2012). Nesse contexto é necessario investigar
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estratégias sustentaveis para o controle desses nematoides. Uma das alternativas sustentaveis
sdo os estudos com plantas leguminosas, as quais possuem compostos fitoquimicos como, por
exemplo, as saponinas, a nicotina, piretrinas, terpenos, xantonas, rotenona, morfina, 0s
taninos condensados (TC), entre outros, sendo que, os TC apresentam acdo anti-helmintica,
exercendo acdo direta ou indireta nos endoparasitas. Além disso, o controle alternativo pode
diminuir o residuo na carne e no leite e, também, no meio ambiente. E sabido que os
compostos das plantas tem origem a partir de uma relacdo alelopatica entre a planta (espécie e
estagio de desenvolvimento) e o ambiente (intemperes e geografia) onde se encontra (WINK,
2008; TORRES-ACOSTA et al., 2012).

Pesquisas em torno dos produtos naturais estdo expandindo cada vez mais, isso esta
ocorrendo devido ao aumento dos relatos existentes a resisténcia dos anti-helminticos
existentes no mercado. Esse processo de resisténcia se deu pelo uso errébneo desses produtos,
pela mé aplicacdo do produto, pelo curto intervalo entre os tratamentos, pela utilizacdo de
uma mesma classe de anti-helminticos por longos periodos, pelo uso de medicamentos
vencidos, pela super dosagem devido ao equivoco na estimativa do peso do animal, utilizacéo
de produtos de origem duvidosa, a rapida alternancia de diferentes grupos, os tratamentos ndo
seletivos, 0 uso de medicamentos de longa persisténcia e a compra de animais infectados com
cepas resisténcias (SILVESTRE et al., 2002; MOLENTO, 2004; BESIER, 2006; TORRES-
ACOSTA et al., 2012; FALZON et al., 2013; MCMAHON et al., 2013; MARTINEZ-
VALLADARES et al., 2013).

Vaérios testes in vitro tém sido desenvolvidos para avaliar o potencial de plantas com
acdo anti-helmintica, dentre eles pode-se destacar: teste de inibicdo de eclodibilidade dos ovos
(TIEQ), o teste de inibicdo do desembainhamento larval (TIDL) de H. contortus e o teste de
motilidade do Caenorhabditis elegans (TMCE), cada um identificando acdo sobre
determinada fase de vida do endoparasita. Além disto, avaliacdes in vitro sdo mais rapidas e
Menos onerosas que testes in vivo.

Dentre a riqueza da flora brasileira foram selecionadas dezessete plantas para verificar
sua acdo no combate ao nematoide H. contortus. Para a validacdo do uso dos extratos feitos a
partir das plantas leguminosas com atuacdo anti-helmintica, foram realizados testes in vitro
para confirmar a sua eficiéncia e determinar a seguranca de sua utilizacdo em organismos
Vivos e, a partir da obtengédo dos dois melhores resultados in vitro € que foi realizado o teste in

Vivo.
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Os extratos avaliados foram obtidos das seguintes plantas: Arachis pintoi cv Amarillo,
Caesalpinea echinata, Cajanus cajan, Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis,
Centrosema pubencens cv Cardillo, Cratylia mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium,
Leucaena leucocephala cv Cunningham, Leucaena pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia,
Neonotonia wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti cv Tinaroo, Piptadenia colubrina,

Stylosanthes guianensis e Styzolobium aterrimun.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Panorama da ovinocultura

O Brasil se destaca por possuir clima favoravel e uma grande extensédo territorial,
fatores estes que auxiliam na producdo ovina. O numero do rebanho de ovinos no Brasil no
ano de 2004, segundo a ANUALPEC, era de a 14.731.982 milhdes de cabecas, em 2005 o
efetivo desse rebanho passou para 16.063.135 milhdes e em 2006 atingiu 17.105.572 milhdes
de animais. Entre os anos de 2009 e 2010, houve uma oscilacdo no nimero efetivo de ovinos
no Brasil, e segundo o IBGE, o tamanho do rebanho foi de 16.812.105 e 17,3 milhdes de
cabeca, respectivamente. Em 2011, o nimero efetivo de ovinos em territorio brasileiro era de
17.668.063 de cabecas, e em 2012, esse humero teve uma queda de 5 %, atingindo 16.789.492
milhdes de cabecas de animais. J& no ano de 2013 houve um aumento de 3 % no efetivo do
rebanho de ovinos aqui no Brasil. Quando comparado com o0 ano de 2012, a quantidade total
de ovinos em 2013 foi de 17.291 milhdes de cabeca (IBGE, 2011; 2012; 2013). Segundo o
IBGE o rebanho efetivo de ovinos no ano de 2014 passou para quase 17.615 milhdes de
cabeca.

Em se tratando de rebanhos ovinos, destaca-se a presenca de nematoides
gastrintestinais, os quais podem acometer toda a criacdo de um Unico produtor, gerando
grandes perdas na criacdo. Neste contexto, um dos nematoides que mais causa perda na
economia e na criacdo de ovinos é Haemonchus contortus (familia dos tricostrongilideos), por
ser um parasita hemat6fago, causa anemia aos animais e acarreta a morte dos mesmos.
Todavia, a infeccdo geralmente é acompanhada por uma infeccdo mista, podendo ter a
presenca de Trichostrongylus colubriformis (que causa enterite e diarreia), a presenca de
Cooperia spp. (perda de apetite e baixo ganho de peso), de Oesophagostomum spp
(responsaveis por enterite, que em infecgdes agudas, provoca grave diarreia) e Strongyloides
papillosus (ALMEIDA et al., 2010).

A infegcdo mista prejudica ainda mais o desenvolvimento da ovinocultura, pois limita a
criacdo destes animais ao redor do mundo, sendo responsavel por elevada perda econémica,
devido ao crescimento tardio, perda em peso, reducdo no consumo, queda na produgéo de
leite, baixa fertilidade e alta taxa de mortalidade. Esses fatos ocorrem devido as lesdes
causadas pelos nematoides na mucosa do abomaso e intestinal. Essas lesdes provocam
disturbios na absorcdo dos nutrientes, espoliacdo hematdfaga, infec¢bes subclinicas, em
alguns casos vém associadas a diarreia com presenga de sangue, anemia, baixa condicGes

corporal e baixo rendimento de carcaga (SOULSBY, 1992).
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Diante do exposto, uma das taticas para ajudar na profilaxia da verminose dos
rebanhos de ovinos é o uso de plantas que apresentam potencial no controle dos nematoides
gastrintestinais. Existem varios estudos frente a linha de pesquisa com fitoterapicos, 0s quais,
vém apresentando resultados promissores com elevado potencial no controle estratégicos
sustentavel contra esses nematoides gastrintestinais (MOLENTO, 2004; ALONSO-DIAZ,
2008; MAX, 2009; MARTINEZ-ORTIZ-DE-MONTELLANO et al., 2010; ALONSO-DIAZ
et al., 2011; ALVAREZ et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2014),
sendo que, um dos pontos altos do uso de fitoterapicos é ndo apresentar residuo na carne e no
leite para 0 consumo humano e para o0 meio ambiente também melhorando a sustentabilidade

do sistema de producéo.

2.2. Nematoide gastrintestinal — Haemonchus contortus

H. contortus é um nematoide endoparasita, hematdfago, que acomete os pequenos
ruminantes, possuem alta patogenicidade e de prevaléncia, possui caracteristica mondxeno
(ndo necessita de hospedeiro intermediario), possui o ciclo de vida direto. A distribuicdo
geografica do H. contortus ¢ mundial, sendo mais encontrado em regides que possui em clima
tropical e subtropical (HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005).

As fémeas de H. contortus sdo altamente proliferas, com ovipostura de cerca de
5.000 ovos/fémea/dia (LE JAMBRE, 1995). Os animais infectados eliminam os ovos pelas
fezes e em condicdes entre 18 °C a 26 °C, umidade entre 80% a 100% e o oxigénio, sdo
fatores que propiciam o desenvolvimento dos ovos para larvas infectantes. Caso os cibalos
fecais sequem antes de atingir estagio mais avancado, esses ovos se tornam inviaveis, porém
se a perda de umidade for mais tardia 0s ovos permanecerdo viaveis, mas em estagio de
dorméncia. Em condicGes normais de temperatura e umidade, ap6s seis horas, o embrido
apresenta as extremidades mais espessas que o resto do corpo. Em 10 horas, ja é possivel ver
a larva dentro do ovo enrolada em formato de oito. A casca do ovo ainda € bem rigida. Apds,
aproximadamente 22 horas, todos os ovos ja eclodiram (VEGLIA, 1915).

Os ovos de H. contortus (Figura 2.1) apresentam em sua estrutura trés camadas, as
quais sdo: a vitelinica (camada externa), a camada quitinosa (intermediaria) e a camada basal
que é constituida por lipidios e por proteinas (MANSFIELD et al., 1992). Na camada basal, 0
principal ingrediente é o colesterol, que esta relacionada com a fluidez e a permeabilidade do
ovo. Ja a proteina desempenha as funcbes de respiragdo, comunicacdo entre as células, o
crescimento, o transporte e o reconhecimento celular (ROTHNIE et al., 2001). Quando os

ovos estdo para eclodir ocorre a embriogénese, que ocorre a formacdo do fluido da eclosdo
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que provoca a mudanca bioquimica na superficie do ovo. Esse fluido altera as ligacfes entre
lipidios com lipidios e lipidios com proteinas, que resulta na instabilidade e na resisténcia dos
ovos aos anti-helminticos (RIOU et al., 2003). Pesquisa feita por Hillrichs et al. (2012)
relataram a presenca de uma proteina ndo imunoldgica presente nos ovos de H. contortus,
chamada de lectina, os autores relataram que essa proteina possui uma alta afinidade em se

ligar com TC e quando isso acontece ocorre a inibi¢do dos ovos de H. contortus.

Figura 2.1 — Ovos e casca de ovo de Haemonchus contortus
Fonte: arquivo pessoal da autora

Da eclosdo dos ovos até a larva de estagio um (L1) levam aproximadamente 21 horas.
A L1 apresenta tamanho de 340 a 350 pm de comprimento e 15 a 20 um de espessura, apos
uma hora de L1 as larvas comecam a se alimentar e apresentam contracdes em seu intestino.
Por volta de 24 a 27 horas apds a liberacdo dos ovos nas fezes do hospedeiro, as larvas
apresentam os movimentos mais lentos e tipicos, esses sinais ajudam a distinguir entre 0 1° e
0 2° estdgio, é nessa fase que as larvas apresentam granulos (lipidios) nas células dos
intestinos e param de se alimentar, € nessa fase que se inicia o primeiro periodo letargico,
nessa fase as larvas ficam rigidas em formato de virgula, aparentemente mortas, porem estao
apenas no periodo de transicdo. Apos 8 a 10 horas as larvas saem do estagio (VEGLIA, 1915).

Na fase larval de segundo estagio (L2), as larvas apresentam um crescimento
marcante, possuindo larvas que alcangam 500 pm de comprimento. A L2 apresenta
movimentos nadatérios, voltam a se alimentar e as células do intestino ficam maiores. Apés
determinado periodo onde a L2 tenha obtido alimento suficiente, ela passa para o segundo
periodo letargico, esse periodo pode ser desencadeado por fatores externos ou individuais.

Nesse periodo as larvas permanecem esticadas e as mudangas sdo notadas pela abertura bucal
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tornando-se mais estreita e 0 esofago se torna menos marcante, adquirindo a larva um formato
de lanca. Ao final de todo esse processo a larva tera um corpo medindo 715 um, 27 um de
didmetro e uma cauda com 130 um de comprimento e¢ a larva apresentara uma bainha
(cuticula) que a envolve. Entre 8 a 12 horas apds todo esse processo, o periodo letargico é
finalizado e as larvas tornam-se ativas novamente, contudo se as condi¢des ambientais néo
forem favoraveis, haverd um retardo nesse processo, sendo que em ambientes onde a
temperatura é baixa (4 °C) pode ocorrer a inibicdo por completo do desenvolvimento do
H. contortus, porem se 0 ambiente tiver uma temperatura média acima de 25 °C, o periodo de
desenvolvimento larval da L2 até a L3 é de trés dias apés a eclosdo do ovo (VEGLIA, 1915).

Da eclodibilidade dos ovos até o desenvolvimento para larva de terceiro estagio
infectante (Figura 2.2), todo esse processo € desenvolvido na pastagem, fora do hospedeiro,
considerado o periodo de vida livre do ciclo, que leva aproximadamente sete dias. No entanto,
se as condicOes ndo estiverem favoraveis o desenvolvimento das larvas podem ser adiado por
semanas, até meses (ONYIAH; ARSLAN, 2005).

L3

Figura 2.2 — Larva infectante (L3) H. contortus /Liberacdo da bainha
Fonte: arquivo pessoal

O periodo que compreende do terceiro (L3) até o quinto estagio (L5) ocorre dentro do
hospedeiro, chamada de fase parasitaria. A L3 apresenta movimentos mais rapidos e em
espirais. Esses movimentos possibilitam a movimentacao da larva nas pastagens, aumentando
a chance da L3 ser ingerida pelo hospedeiro, e em seguida, a liberag&o da bainha (Figura 2.2).
As caracteristicas da L3 é semelhante com a L2, sendo que a maior diferenca entre esses dois
estagios é, principalmente, pelo tamanho das larvas e a presenca da bainha envolta da larva
(VEGLIA, 1915).
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A bainha envolta do H. contortus é composta principalmente por proteina e uma
pequena porcdo de lipidios e carboidratos. Essa composi¢cdo esta organizada estruturalmente
em trés camadas, sendo elas: a camada que é composta principalmente por colageno (camada
basal e intermediaria), a funcdo do colageno é o crescimento e a diferenciacdo celular,
manutencdo tecidual e a regulacéo do fluxo dentro dos tecidos (COX, 1992). Outra funcdo do
coladgeno da bainha € que sua composi¢do contém uma mistura de proteina que varia de
tamanho, dependendo de cada espécie e a fase de desenvolvimento.

A segunda camada possui proteina, composta pela proteina ditirosina, € ndo possui
colageno, e esta presente nas regides epicuticular e cortical externa (denominada de cuticlin),
é essa a camada que atua na protecdo dos nematoides, por ser extremamente resistentes
(FETTERER; RHOADS, 1990). E, por fim, a camada formada por proteina nao-estrutural
(esta localizado na superficie externa da bainha). A bainha desse nematoide esta associada por
trés cadeias de polipeptidios que se entrelacam formado uma tripla-hélice, para que isso
ocorra € preciso que todo terceiro aminoacido (glicina, prolina e hidroxiprolina) da cadeia
polipeptidica seja uma glicina (FETTERER; RHOADS, 1993).

A L3 possui duas bainhas, uma que foi sintetizada antes da segunda muda, e que fica
aderida ao corpo da larva, e a outra que € retida e que envolve a larva. Entre as bainhas hd um
espaco que é preenchido por um liquido rico em glicoproteina, o qual possui a fungdo de
lubrificar e impedir a aderéncia entre as bainhas (BIRD, 1990). A perda da bainha da L3
(desembainhamento) ocorre quando existe uma combinacdo de estimulos fisicos-quimicos
vindo do hospedeiro, tais como a presenca de metano, CO,, temperatura e pH que estdo
presentes no rimen do animal originando a fase L4 (ROGERS e SOMMERVILLE, 1962).

O nematoide antes de chegar na muda final desenvolve as lancetas perfurantes, que
auxiliam sua fixacdo na parede do abomaso e na alimentagdo (sangue). O nematoide ja adulto
se move livremente pela superficie da mucosa. O tempo que leva da infeccdo até a eliminacao
dos ovos pelas fezes é de aproximadamente 21 a 28 dias (SOULSBY, 1992).

O monitoramento da infeccdo por H. contortus nos ovinos pode ser feito por exames
atraves da contagem de células vermelhas no sangue, pela hemoglobina, pela concentracéo de
albumina, pela taxa de consumo alimentar, pelo crescimento tardio do animal e pela contagem
de ovos por grama (OPG) nas fezes. Quando o animal vem a oObito devido a infeccdo por
H. contortus € possivel fazer a recuperacdo do abomaso do animal, e a partir dai fazer todo o
procedimento de lavagem desse abomaso para obter o numero de larvas de quarto e quinto

estagio, o numero de fémeas e machos presente nesse abomaso, e também, o comprimento
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desse nematoide adulto (MARTINEZ-ORTIZ-DE-MONTELLANO et al., 2010; OLIVEIRA
etal., 2013).

Os animais infectados com H. contortus geralmente apresentam anemia hemorragica
aguda, esse sintoma se da devido ao hospedeiro ser hemat6fago, sugando em torno de
0,05 mL de sangue diariamente. Um ovino infectado com aproximadamente 5.000
H. contortus perderd cerca de 250 mL de sangue diariamente (TAYLOR; COOP; WALL,
2010), e para agravar ainda mais a situacdo, a infeccdo geralmente é mista, que pode acarretar
mais danos aos ovinos.

A hemoncose aguda se torna visivel em torno de duas semanas apds a infeccdo. Essa
infeccdo causa alguns sinais que sdo visiveis, como o edema mandibular (que é o
extravasamento da proteina — hipoproteinemia) (FOX, 1993), inchaco no abdémen, as fezes
ficam mais escuras e causa queda na 13, e também, a diminui¢do progressiva no hematocrito.
Durante semanas subsequentes o hematocrito se estabiliza, no entanto, a perda constante de
ferro e proteina dentro do trato gastrintestinal faz com que a medula fique exaurida, tendo
como consequéncia a queda abrupta do hematocrito antes de ocorrer a morte do animal.
Quando a infeccdo é ainda mais severa, animais infectados com 30.000 nematoides, 0s ovinos
aparentemente sdo saudaveis e podem morrer de repente por causa de gastrite hemorrégica
grave, esse fato é conhecido como hemoncose hiperaguda. O ovino que apresenta morte
causada pela hemoncose possui 0 abomaso com liquido de cor marrom escuro, devido a
presenca de sangue em seu interior, e ainda, a presenca de edemas na mucosa, submucosa e na
serosa do abomaso. Os animais que chegaram ao Obito devido a hemoncose, em sua
necropsia, puderam ser encontrados de 2.000 a 20.000 nematoides no abomaso, 0s quais
causam varias e pequenas lesdes em seu interior (TAYLOR; COOP; WALL, 2010). J& na
hemoncose cronica, 0os animais adquirem os nematoides durante uma esta¢do do ano, onde
ocorre a reinfeccdo, nesse periodo os animais infectados com algumas centenas de H.
contortus produzem sinais clinicos da hemoncose, com perda em peso, fraqueza e anemia
marcante (TAYLOR, COOP e WALL, 2010).

E conhecido que os nematoides gastrintestinais, principalmente o H. contortus, pode
infectar os ovinos em todas as suas etapas de vida. No entanto, tem algumas fases onde essa
prevaléncia € mais evidente: em fémeas gestantes, no pré e p0s parto e animais jovens,
independentemente da raga. Existem outros fatores como o estado nutricional do animal e o
estado fisiologico que também irdo interferir na infeccdo dos animais (VIEIRA, 2003).

Devido o H. contortus ser um dos nematoides mais patogénicos e que apresenta resisténcia
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frente aos principais quimicos existentes, a fitoterapia vem mostrando resultados expressivos

na prevencao e no tratamento desse nematoide (KATIKI et al. 2011).

2.3.  Resisténcia anti-helmintica

Mundialmente é conhecida a resisténcia dos nematoides pelos principais farmacos
existentes no mercado (TORRES-ACOSTA et al., 2012; FALZON et al., 2013; MCMAHON
et al., 2013; MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013), esse fato ocorreu devido ao uso
intensivo e inadequado dos mesmos, erros estes que foram atribuidos pela ma aplicacdo do
produto, o curto intervalo entre os tratamentos, a utilizacdo de uma mesma classe de anti-
helminticos por longos periodos, uso de medicamentos vencidos, a super dosagem devido ao
equivoco na estimativa do peso do animal, utilizacdo de produtos de origem duvidosa, a
rapida alternancia de diferentes grupos, os tratamentos ndo seletivos, o uso de medicamentos
de longa persisténcia e a compra de animais infectados com cepas resisténcias (SILVESTRE
et al.,, 2002; MOLENTO, 2004; BESIER, 2006). Todo esse processo erroneo levou o
nematoide apresentarem caracteristicas de resisténcias, uma delas seria de apresentarem maior
patogenicidade e capacidade de transmitir essa carateristica aos seus descendentes
(HOUNZANGBE-ADQTE et al., 2005; MOLENTO, 2004). Outro fator seria possuir maior
sobrevivéncia no periodo de vida livre. A resisténcia faz com que as fémeas de H. contortus
liberem uma quantidade maior de ovos, com a finalidade de melhorar o seu poder de infeccéo
(PRICHARD et al., 1980).

O primeiro caso de resisténcia de nematoides gastrintestinais de ovinos ao farmaco
tiabendazol relatado foi com descrito por Drudge et al. (1964). Ja no Brasil, Santos e Franco
(1967) foram os primeiros a referirem a resisténcia de anti-helmintico no Estado do Rio
Grande do Sul com diferentes bases quimicas utilizadas em tratamentos de pequenos
ruminantes. Cezar et al. (2010) conduziram na regido Sul do pais experimento que foram
testados nove diferentes tipos de farmacos contra H. contortus, em 5.000 animais, e os autores
descreveram que ndo houve eficacia em nenhum deles. Estudos conduzidos nos estados da
regido Nordeste do Brasil também néo encontraram respostas favoraveis aos anti-helmiticos
testados (levamisol, albendazol, parbendazol, oxfendazol, ivermectina e moxidectina)
(CHARLES et al., 1989; MELO et al., 2003; BARRETO et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2007).

Trabalhos feitos no estado do Mato Grosso do Sul, em 16 fazendas, também ndo
foram encontrados eficacia em nenhum farmaco testado (albendazol, levamisol, ivermictina,
triclorfom, moxidectina e closantel) (SCZESNY-MORAES et al.,, 2010; EURICO et al.,
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2010). Na regido Sudeste (Estado de Sao Paulo) foram feitos estudos em 35 propriedades com
animais infectados naturalmente e nenhuma propriedade teve eficicia de 100% com os anti-
helminticos avaliados (albendazol, ivermectina, moxidectina, closantel e levamisol)
(VERISSIMO et al., 2012). Em outro trabalho conduzido no estado do Rio de Janeiro,
com 10 rebanhos diferentes, foram encontraram resisténcia de 100% com os anti-helminticos
avaliados (albendazol, closantel, doramectina, fenbendazol, levamisol, ivermectina,
moxidectina e nitroxynil) (CRUZ et al., 2010). Os autores Kaplan e Vidyashankar (2012)
descreveram que o problema da resisténcia anti-helmintica na ovinocultura € muito mais
grave aqui no Brasil do que em qualquer outro pais.

Existem recentemente estudos publicados que relatam a resisténcia da mais nova
férmula disponivel no mercado, o monepantel [Zolvix®, Novartis Animal Health].
Brom et al. (2015) publicaram um estudo, feito na Holanda em fazendas particulares, que os
ovinos que foram tratados com monepantel demonstraram resisténcia em testes de OPG com
H. contortus. Em estudo feito no Uruguai por Mederos et al. (2014) com ovinos infectados
com H. contortus, os quais foram tratados com monepantel, relataram que apds o teste de
OPG os autores notaram que ndo houve redugéo significativa dos ovos nas fezes dos animais.
Scott et al. (2013) também mencionaram a resisténcia do monepantel na Nova Zelandia com
ovinos e caprinos infectados com Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus
colubriformis em testes feitos com OPG descreveram que a eficiéncia desse composto foi
zero.

Conder e Campbell (1995) relataram que a resisténcia dos nematoides contra os anti-
helmiticos ocorre quando a droga que apresentava reducdo da carga parasitaria acima de
95% decresce a nivel inferior a este valor. Além da resisténcia o uso de anti-helminticos
comerciais geram impacto ecotdxico e presenca de residuos quimicos na carne e no leite
(MOTA et al., 2003), por isso é necessario controle e estratégia sustentavel, a fim de reduzir
a ocorréncia dos endoparasitas que pode acometer 95% do rebanho, principalmente animais
jovens, fémeas no periparto e em lactacdo, tendo como resultado a perda em peso entre 6 a
12 kg/animal/ano e a mortalidade acima de 40%. Em alguns criadores esse percentual de
perda pode ser ainda maior (KNOX et al., 2006).

2.4.  Fitoquimicos
Os fitoquimicos das plantas medicinais sdo aqueles que apresentam compostos que
conferem atividade terapéutica. O uso dessas plantas é bastante antigo pela populacéo

mundial e tem como principio o controle e/ou o tratamento de diversas enfermidades
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(WHO, 1998). Esse fato se da devido a presenca de metabolitos secundarios das plantas, que
também s&o denominadas de principios ativos e que sdo responsaveis por possuir o efeito
curativo. Cerca de 25% dos medicamentos prescritos mundialmente sdo provenientes de
plantas, sendo que 121 dos compostos ativos sdo de uso continuo (RIGUEIRO, 2007).

A Organizacdo Mundial de Saide considera que 252 drogas sdo bésicas e essenciais,
destas 11% sdo exclusivamente originais de plantas. Aqui no Brasil uma investigacdo no total
de 483 especies, entre 79 familias, poderiam ser medicinal e/ou toxica. Destas 466 espécies
correspondem cerca de 96,5% foram registradas para uso medicinal, oito plantas foram
consideradas medicinais e toxicas e 27 plantas foram consideradas somente toxica (AGRA,
FREITAS e BARBOSA-FILHO, 2007).

O uso de plantas medicinais além de ser considerada para tratamento de seres
humanos, também tem sido utilizada em criacGes de animais, principalmente na producéo de
produtos organicos, por serem biodegradaveis, ndo causar polui¢éo e diminuir os residuos nos
alimentos que sdo destinados aos humanos. O uso de plantas medicinais na criagdo de animais
tem o intuito de se tornar uma aliada no controle e na reducdo dos nematoides gastrintestinais
de pequenos ruminantes (MOLENTO, 2004). A utilizacdo dos fitoterapicos no controle
desses nematoides gastrintestinais apresenta efeito no controle parasitario de pequenos
ruminantes, e além da eficacia, o uso de plantas com efeito anti-helmintico possui menor
custo, prolonga a vida util dos anti-helminticos ja existentes, causa menor efeito colateral nos
animais e possui baixo impacto ambiental (CHAGAS et al., 2008), j& que na maioria das
vezes essas plantas sdo destinadas para a propria alimentacdo de ruminantes.

Os compostos que sdo extraidos das plantas sdo classificados como metaboélicos
primarios e secundarios. Os compostos primarios sao substancias, tais como 06leos vegetais,
acidos graxos (sabdo e detergente) e os carboidratos (amido, pectina e celulose)
(BALANDRIN et al., 1985).

Os metabolitos secundarios sdo compostos fitoquimicos que tem distribuicdo limitada
e sua concentracdo vai depender dos grupos taxondmicos do reino vegetal e sua origem se da
a partir de uma relacdo alelopética entre a planta (espécie e estagio de desenvolvimento) e o
ambiente (intemperes e geografia) onde se encontra. Esses compostos secundarios ndo sao
indispensaveis para o desenvolvimento da planta, porem € sintetizado por vias alternativas do
metabolismo celular e sdo produzidos em diversas partes da planta, como as folhas, caules,
raizes, flores e sementes, e sdo armazenados em vacuolos celulares ou em seus tricomas
(WINK, 2008; TORRES-ACOSTA et al., 2012).
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Observa-se também que os metabdlicos secundarios sdo armazenados em pequenas
quantidades na planta, no entanto, possui um papel importante no auxilio da planta na defesa
contra microrganismos, insetos e predadores, sdo atrativos para a polinizacéo e ajuda a planta
na adaptacdo no ambiente. Esses compostos ativos sdo utilizados em produtos farmacéuticos
para dar sabor e aroma e para pesticidas, os exemplos desses compostos fitoquimicos sao o0s
taninos, as saponinas, a nicotina, piretrinas, rotenona, morfina, entre outros. Esses
fitoquimicos sdo obtidos das plantas atraves de processos simples, como a destilacdo a vapor
ou extracdo utilizando solventes organicos ou aquosos (BALANDRIN et al., 1985).

Os fitogumicos como os taninos sdo conhecido como compostos polifendlicos
sollveis em &gua, 0s quais possuem a capacidade de se ligar através de ligaces hidrofdbicas
e pelas pontes de hidrogénio a algumas proteinas, em especial a prolina (BAXTER et al.,
1997). E sabido que os taninos apresentam acdo anti-helmintica e essa acdo atua de duas
maneiras, por acdo direta ou por acdo indireta. A atividade anti-helmintica direta interfere
diretamente sobre o nematoide e/ou em seu ciclo natural e a atividade indireta ocorre pela
protecdo da proteina do alimento ingerida pelo animal, devido a caracteristica quelante da
proteina, juntamente com os taninos (HOSTE et al., 2012), disponibilizando incremento
protéico no trato gastrintestinal inferior, resultando melhores condigdo de resposta inume
frente aos parasitas (BRICARELLO et al., 2005). Além disso, 0 uso de controle alternativo
contra os parasitas gastrintestinais de ovinos auxilia na diminui¢do do residuo na carne e no
leite e, também, no meio ambiente.

Os taninos se classificam de acordo com suas estruturas quimicas, dentre elas
ressaltam-se os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas e os taninos hidrolisaveis
(TH), sendo o primeiro resistente a hidrolise e subdivididos em diversas outras classes, como
as prodelfinidinas que possui uma acdo mais potente contra os nematoides, as procianidinas
gue tém uma acdo menos potente contra 0os nematoides e, também, as prorobetinidinas e
profisetinidinas (SALUNKHE et al., 1990; BRUNET; HOSTE, 2006; HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011; HOSTE et al., 2012). Os TC séo oligdbmeros dos grupos flavan-3-ols ou
flavan 3,4-diols, sendo que, esses oligbmeros e polimeros de flavonoides estdo ligados por
uma ponte de carbono-carbono que é a forma mais comum de tanino. JA 0os TH sofrem
hidrolise em condigdo acida ou basica produzindo carboidratos e &cidos fendlicos
(SALUNKHE et al., 1990; HAGERMAN; BUTLER, 1991).

Estudos realizados por Nogueira et al., (2009) sobre a avaliacdo com extratos de
L. operculata e M. charantia, em teste in vivo contra nematoides gastrintestinais de cordeiros,

relataram reducdo média de 45,5% no OPG dos animais tratados com L. operculata e uma
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reducdo de 75,9% nos animais tratados com M. charantia. SIMON et al. (2012) avaliaram o
efeito in vivo do extrato de aquoso matandlico da casca do caule de Combretum molle (2 g/kg
de PV) e observaram a reducdo de ovos de H. contortus no OPG em 96%. Estudos realizados
por Waterman et al. (2010) com acdo anti-helmintica de extratos aquosos e organicos de 17
plantas utilizadas na medicina tradicional do Sahara sub-africana, 12 plantas demonstraram
eficiéncia na atividade anti-helmintica contra uma cepa resistente de C. elegans ao levamisol.
Os autores relataram que a atividade anti-helmintica pode ter sido devido a presenca de
substancias secundarias presentes nas plantas avaliadas, tais como 0 tanino, 0s compostos
fendlicos simples como o &cido galico, gentisico e elagico, substancias como as saponinas e

os flavondides como os quercentinas e as quininas.

2.5.  Validacao do uso de compostos fitoquimicos

Para a validagdo da eficiéncia e do uso das plantas, como os extratos brutos, séo
necessarios estudos que envolvem os ensaios bioldgicos e os testes de seguranga. Para o inicio
dessa trajetoria € necessario saber a composicdo quimica das plantas. Quando ha
conhecimento desses compostos a extracdo € direta, mas caso a composi¢ao quimica da planta
ndo seja conhecida o procedimento da extracdo pode ser baseado no uso da planta pela
medicina popular ou em extragdes com solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol e &gua) (RATES, 2001).

Para que haja a validacdo é preciso a realizacdo de algumas etapas, dentre elas a
escolha e a identificacdo da espécie vegetal, a parte da planta testada, a forma de
administracdo, as doses fornecidas, 0 tempo de tratamento, entre outros, para a realizacdo de
testes in vitro, realizacdo de testes in vivo e a avaliagdo da toxicidade da planta escolhida.
Muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com os principios ativos de plantas, por meio de
testes in vitro, contra nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes, tais testes sdo os de
inibicdo de eclodibilidade dos ovos (TIEO), os testes de inibicdo de desembainhamento da
larva (TIDL) e os testes de motilidade com Caenorhabditis elegans (TMCE), estes testes tém
sido bastantes utilizados e obtidos resultados eficazes. A realizacdo dos testes in vitro €
recomendavel por possuir custos mais baixos, apresentar respostas mais rapida e a diminuicdo
do uso indiscriminado de animais.

O TIEO, TIDL e o TMCE in vitro séo conduzidos de forma que as plantas ou seus
fitoquimicos figuem em contato diretamente com 0s ovos, com as larvas e com C. elegans
para avaliar o efeito sobre a eclosédo dos ovos, sobre o efeito na larva e sobre o efeito no
C. elegans (HAMMOND et al., 1997; BORGES, 2003). McGraw et al. (2000) estudaram
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72 extratos obtidos de 24 géneros de plantas, em testes in vitro com contra C. elegans, e
constataram que apenas uma planta ndo apresentou o efeito desejado.

2.5.1. Meétodo de extracao

A metodologia aplicada para a realizagdo da extragcdo tem como intuito a retirada dos
fitoquimicos que estdo localizados em alguma parte da planta, como as folhas, caules, frutos e
raizes. A teoria da extracdo ¢ fundamentada no fato que uma substancia presente na planta
seja solivel em algum tipo de solvente. Para que tenha sucesso na extracao € necessario que
esses compostos fitoquimicos sejam extraidos, com o auxilio de um solvente. O processo de
extracdo se d& em funcdo do tempo em que a planta ficard em contato com o solvente, a
espessura que a planta foi moida, a temperatura, a polaridade do solvente, a reatividade desse
frente aos fitoquimicos a serem extraidos, da quantidade de solvente e da quantidade de planta
que foram utilizados, para garantir o sucesso da extracdo € necessario encharcar as células da
planta com o solvente para extrair delas os fitoquimicos nela existente (BALANSARD et al.,
1991).

A escolha do solvente ¢ de extrema importancia. Esses solventes na maioria sdo um
liquido orgénico volatil, que pode ser removido com auxilio de um rotaevaporizador apds a
extracdo fornecendo assim o material desejado. Existem alguns solventes organicos que sao
mais utilizados no processo de extracdo, sendo, o pentano, hexano, éter de petroleo, éter
etilico, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, metanol e o etanol. A escolha
por utilizar acetona e diclorometano (Figura 3) como solvente é devido a sua potencial
eliminacdo de substancias como as gorduras, os Oleos e as resinas. O diclorometano é um
liquido incolor, muito voléatil, apresenta odor etéreo e muito pouco solivel em &gua
(BALANSARD et al., 1991). Antes de iniciar o processo de extracdo com o diclorometano, a
planta moida permanece em contato com uma solucdo de acetona e agua. Apds um
determinado periodo essa solucdo € rotaevaporada e, em seguida, lavada com diclorometano,
outro fator que deu pela escolha do diclorometano como extrator foi devido a solubilidade do
extrato, o extrato feito a partir do diclorometano facilita o extrato ser dissolvido em agua
(BARRAU et al., 2005).

Estudos feitos por Sobral et al. (2009) relataram que o extrato feito a partir da
lavagem com solvente diclorometano, utilizando a planta Kielmeyera cuspidata
Saddi, isolou e identificou, por cromatografia de coluna de gel silica, cinco tipos de xontanas,
dentre elas, a 1,6-diidroxi- 3,5-dimetoxixantona [1], 2-hidroxi-1-metoxixantona [2],

2,3-metilenodioxixantona [3], 4-hidroxi-2,3- metilenodioxixantona [4] e
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3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona [5], e também identificaram compostos como os triterpenos a-
amirina ¢ B-amirina. Em estudo feito por Marie-Magdeleine et al. (2009) relataram que o
extrato lavado com diclorometano, com folhas da planta de Cucurbita moschata, continham
compostos fitoqumimicos, tais como os aminoacidos (cucurbitina e cucurmosina), terpenoides

e as saponinas.

‘ Lavagem com

“Diclorometano

Figura 2.3 — Passo a passo da extracdo dos compostos fltoqwmvlco planta com acetona e diclorometano
Fonte: Arquivo pessoal

2.5.2. Teste de inibicdo de eclodibilidade dos ovos (TIEO)

O teste realizado in vitro da inibicdo da eclodibilidade dos ovos (Figura 4) se da a
partir da coleta das fezes diretamente do reto do animal, o qual esta infectado com H.
contortus. Essas fezes sdo levadas ao laboratério e por meio de lavagem e uso de peneiras
com diferentes malhas (1 mm, 0,75 mm, 0,55 mm e 0,25 mm), os ovos foram separados para
0 teste. Os ovos recuperados sdo incubados em placas de polietileno com 24 ou 48 pocos em
diferentes concentragdes dos extratos que serdo avaliados, em seis repeticdes por 24 horas a
27 °C, apos esse periodo as placas séo levadas ao microscopio invertido. A concentragdo do
extrato € necessaria para inibibacdo da eclosdo dos ovos que seréd calculada posteriormente
(BIZIMENYERA et al., 2006).
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Figura 2.4 — Teste de Inibicdo da Eclosdo dos Ovos (TIEO) — Placa de pogo de polietileno com os
0vos e as concentracBes dos extratos
Fonte: Arquivo pessoal

2.5.3. Teste de inibicdo do desembainhamento da larva (TIDL)

O TIDL tem como objetivo analisar o efeito dos extratos das plantas sobre a perda da
membrana que esta localizada envolta da L3, chamada de cuticula (bainha), as quais ficam em
contato com o0s extratos em diferentes concentragdes juntamente com um meio tampao
fosfato-salino (PBS — pH de 7,2) no periodo de 3 horas, ap6s esse periodo as larvas sdo
expostas ao hipoclorito de sodio para verificar se houve ou ndo o efeito dos extratos. As larvas
devem apresentar a perda da bainha progressivamente no periodo de 60 minutos (BAHUAUD
et al., 2006). A concentracdo de extrato € necessaria para verificar qual extrato atinge a
concentracdo Inibitéria de 50% (Clsp) (BIZIMENYERA et al., 2006).

=

Figura 2.5 — Teste de Inibicdo do Desembainhamento da Larva (TIDL)
Fonte: arquivo pessoal
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2.5.4. Triagem com Caenorhabditis elegans (C. elegans)

Vaérios estudos em varias linhas de pesquisas tém descritos o uso de um nematoide de
vida livre de solo chamado de Caenorhabditis elegans (KUMARAN et al., 2003; OKPEKON
et al., 2004; SCHACHTER, 2004; CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; THOMPSON;
POMERAI, 2005; DHAKAL et al., 2006; VENTURA et al., 2006; KAMPKOTTER et al.,
2007; SOCHOVA et al., 2007; KATIKI et al., 2012; KATIKI et al., 2013), sendo que, 0s
pioneiros no Brasil a estudar C. elegans juntamente com compostos secundarios e extratos de
plantas no auxilio ao controle de nematoides gastrintestinais de ovinos esta localizado no
Instituto de Zootecnia aos cuidados da Dra Luciana Morita Katiki.

C. elegans ¢ um nematoide encontrado em solos de paises com regides de clima
temperado, se alimentam de bactérias e fungos e sdo facilmente isolados de frutas que estdo
em decomposicdo. Esses nematoides sdo usados para apontar o quanto o solo estd sendo
preservado ou agredido e/ou qual concentracdo de contaminante estd presente no solo.
C. elegans tem sido muito utilizado como modelo em testes, pois possui a fisiologia e a
genética conhecida, 0 mesmo tipo de ribossomo, os mesmos niveis celulares e 0s mesmos
niveis moleculares existente nos mamiferos (BRENNER, 1974, KALETTA; HENGARTER,
2006).

O cultivo e 0s experimentos com esse nematoide sdo muito mais baratos quando
comparados com estudos feitos com camundongos ou outros modelos de mamiferos.
C. elegans se encontra na ordem Rhabditida que esta associada a ordem Strongylida, onde se
encontra 0s parasitas mais importantes, que incide nos rebanhos de ruminantes, 0s
trichostrongilideos (GEARY; THOMPSON, 2001).

C. elegans se tornou um modelo a ser pesquisado a partir da década de 60 com o
pesquisador Sydney Brenner da Universidade de Cambridge na Inglaterra. Esse nematoide
apresenta anatomia simples com pequenos tecidos e 6rgdos internos. Possui 0 corpo
cilindrico, com camadas de células epiteliais e protegido por uma cuticula, semelhante a
cuticula do H. contortus. Seu corpo apresenta musculatura arranjadas em quatro fileiras,
sendo duas dorsais e duas ventrais. Possui um corddo ventral, o qual percorre todo
comprimento de seu corpo, tem uma cabega protuberante, onde possui o 6rgdo de
alimentacdo, a faringe. Seu corpo é todo preenchido com o intestino e mais de 90% dos
nematoides adultos sdo hermafrodita, sendo o restante macho. Os embrifes comecam a se
desenvolver no interior do nematoide na forma de ovos (Figura 6) e sédo depositados pela
vulva (Figura 7) (BRENNER, 1974). O desenvolvimento desses nematoides depende de
umidade, pois possui pouca protecdo contra o dessecamento (HOLDEN-DYE, 2007).
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Cabeca

Faringe

C. elegans — ovos

Figura 2.6 — Ovos dentro do nematoide C. elegans
Fonte: arquivo pessoal / http://worms.zoology.wisc.edu/worms.html

= C.elegans — Vulva

Figura 2.7 — Vulva C. elegans
Fonte: arquivo pessoal

O teste in vitro com C. elegans (TMCL) pode ser feito nas varias fases de vida do
nematoide. Escolhe-se o nematoide C. elegans adulto em substituicdo ao nematoide
H. contortus adulto, que ao invés de abater um ovino adulto, coletar seu abomaso e recuperar
os H. contortus adulto, pode-se substitui-lo pelo nematoide C. elegans adulto. Esse teste é
realizado com os extratos em varias concentracdes para verificar qual extrato atinge a
concentracdo Inibitoria de 50% (Clsp) (BIZIMENYERA et al., 2006). C. elegans fica em
contato com o extrato (Figura 2.8) durante 24 horas em placas de pogos de polietileno e apds
esse periodo essas placas sdo levadas ao microscopio invertido para verificar a quantidade de

nematoides mortos e/ou vivos.
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Figura 2.8 — Teste de Motilidade de Caenorhabditis elegans (TMCE), C. elegans na placa de pogo
de polietileno com as concentragcfes dos extratos
Fonte: Arquivo pessoal

O ciclo de vida do C. elegans é bem rapido. O embrido se desenvolve e eclodem dos
ovos em algumas horas, sendo o primeiro estagio larval completado apds 12 horas, passando
ainda por mais quatro estadgios antes da fase adulta. A temperatura influéncia o
desenvolvimento completo do ciclo de vida desse nematoide. Ambientes com temperaturas de
15 °C o ciclo se completa em 5,5 dias, ambientes com temperaturas de 20 °C completa o ciclo
em 3,5 dias e ambientes com temperaturas de 25 °C completa todo o ciclo em 2,5 dias e 0
nematoide adulto vive em torno de 20 dias (BRENNER, 1974).

Outros fatores também podem afetar o desenvolvimento do ciclo do C. elegans, tais
como, o0 excesso de populagdo ou a falta de alimento, esses fatores auxiliam o nematoide a
escolher o melhor caminho para se desenvolver. Um dos caminhos é através da rota de
desenvolvimento normal, onde a larva se encontra no estagio latente, denominado de dauer,
as larvas permanecem sem se alimentar e sobrevivem em condi¢Ges desfavoraveis
(hipometabdlicos) por alguns meses e altamente resistentes ao estresse. Outra rota de
desenvolvimento é quando a larva dauer se depara com condic¢des ideais, essa larva sai do
estagio latente, e se desenvolve numa larva de quatro estagio antes de se tornar adulta, e o
tempo desse nematoide na fase adulta é de duas a trés semanas (BRENNER, 1974)
(Figura 2.9).
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Figura 2.9 — Ciclo de vida do C. elegans.
Fonte: Worm atlas

O primeiro estudo feito utilizando C. elegans como modelo em estudos com anti-
helmintico foi em 1981 pelos pesquisadores Simpkin e Coles. Os autores concluiram que o
C. elegans satisfez a necessidade dos testes in vitro e relataram a facilidade do manejo e o
baixo custo dos testes. A partir dai os pesquisadores optaram em avaliar produtos com agdes
anti-helmiticas utilizando C. elegans como modelo em testes in vitro (FONSECA-
SALAMANCA; MARTINEZ-GRUEIRO, 2003; MCGAW et al., 2007; BULL et al., 2007,
KATIKI et al., 2012). Produtos testados com a finalidade anti-helminticas sdo muito faceis de
serem analisados em culturas de nematoides apenas monitorando o oviposicdo, sobrevivéncia,
comportamento, locomocao, desenvolvimento ou reproducdo da espécie em questdo (BULL
et al., 2007). Esse nematoide possui a facilidade de manejo em pesquisas, pois serve como um
modelo para testes de anti-helminticos, reduzindo as necessidades de espaco fisico, uso de
animais maiores, custos e a quantidade do produto a ser testado (BRENNER, 1974).

Estudos feitos por Fasiuddin e Campbell (2000) e por Bull et al. (2007) relataram a
baixa eficiéncia nos testes in vitro utilizando as drogas anti-helminticas, o tiabendazol e o
emodepside, com os ovos de C. elegans. A concentracdo Inibitoria de 90% (Clg) para o ovo
de C. elegans foi muito maior quando comparado com a Clgy para 0s ovos de H. contortus.
Nos dois trabalhos, os autores relataram a existéncia de estruturas diferentes entre os dois
ovos avaliados. Fasiuddin e Campbell (2000) relataram ainda que a casca do ovo do C.
elegans possui uma resisténcia ainda maior contra compostos quimicos como o hipoclorito de

sodio, que é utilizado no procedimento de sincronizacdo de vida desse nematoide. Ambos
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estudos relataram que a droga avaliada atingiu efeito apenas apos a eclosdo dos ovos. E que 0s
estudos in vitro utilizando C. elegans como screenings é viavel devido ao baixo custo e sua

facilidade de manejo.

2.5.5. Testein vivo

O teste in vivo, com os animais, é realizado apenas apds a obtencdo dos resultados
realizados com os testes in vitro. O teste in vivo é o Ultimo teste a ser realizados para poder
estimar a eficiéncia anti-helmintica de um produto que estd sendo avaliado e testado
(CAMURCA-VASCONCELOQS et al., 2005). Os testes realizados in vitro oferecem respostas
rapidas para verificar se o produto que esta sendo pesquisado apresenta ou ndo atividade anti-
helmintica, no entanto, devido as respostas encontradas em ambos 0s testes € necessario
confirmar a atividade em questdo com a realizacdo de testes in vivo, para somente depois
confirmar se ha ou ndo atividade anti-helmintica (HOUZANGBE-ADOTE et al., 2005).

A dificuldade encontrada na realizacdo de testes in vitro € a concentracdo que sera
testada, sendo que, fica viavel exceder essa concetracdo em testes in vitro, pois no momento
que for para a realizacdo do teste in vivo essa concentracdo tera que ser convertida para um
animal adulto. Se os valores avaliados no teste in vitro forem extrapolados, o valor que sera
fornecido para o animal tem que ser na mesma proporc¢do, o qual fica invidvel devido ao
elevado volume a ser administrado para o animal via oral (HOUGHTON et al., 2007).
Estudos feitos com a planta Arachis pintoi pelos pesquisadores Rojas et al. (2006)
descreveram que a obteveram sucesso na acdo anti-helmintica nos testes realizados in vivo
com ovinos contra o H. contortus.

Diante do exposto, com o presente trabalho objetivou-se avaliar em testes in vitro
(TIEO, TIDL e TMCE) 17 espécies vegetais contra o nematoide H. contortus. Dessas
17 espécies, as duas plantas com os resultados promissores (Piptadenia colubrina e Arachis
pintoi cv Amarillo) foram avaliados em testes in vivo.

v" Arachis pintoi cv Amarillo (Amendoim forrageiro),
Caesalpinia echinata (Pau Brasil),

Cajanus cajan (Guandu),

Calopogonium velutinum,
Canavalia ensiformis (Feijéo de Porco),
Centrosema pubencens cv Cardillo,

Cratylia mollis,

A N N N N

Dipteryx alata (Baru),
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Gliricidia sepium,

Leucaena leicocephala cv Cunningham,
Leucaena pulverulenta,

Mimosa caesalpiniaefolia (Sabia sem espinhos),
Neonotonia wighiti cv Cianova,

Noenotonia wighiti cv Tinaroo,

Piptadenia colubrina (Angico),

Stylosanthes guianensis,

NSRRI

Styzolobium aterrimun (Mucuna Preta).
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3. Eficiéncia dos extratos de plantas leguminosas em testes in vitro com Haemonchus

contortus

Resumo: Parasitas de ovinos possuem resisténcia contra os principais farmacos anti-
helminticos existentes no mercado. Estudos com extratos de plantas leguminosas tém
demostrado eficiéncia no controle desses nematoides gastrintestinais. Objetivou-se avaliar a
atividade anti-helmintica de 17 extratos de plantas taniniferas pertencentes a familia Fabaceae
no teste de inibicdo da eclodibilidade dos ovos (TIEO) e no teste de inibicdo de
desembainhamento de larvas (TIDL) de Haemonchus contortus, in vitro. Os extratos foram
feitos a partir das folhas das plantas de Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia echinata,
Cajanus cajan, Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema pubencens cv
Cardillo, Cratylia mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala cv
Cunningham, Leucaena pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia wighiti cv
Cianova, Noenotonia wighiti cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes guianensis e
Styzolobium aterrimun, as quais foram coletadas no campo agrostolégico do Instituto de
Zootecnia em Nova Odessa/SP. Seus principios ativos foram extraidos por maceracdo em
solucdo de acetona:agua 70:30, o solvente retirado por rotaevaporacdo, seguido por lavagem
com diclorometano e liofilizado. Os resultados obtidos para o TIEO baseados na concentracdo
Inibitéria de 50% (Clsg), com a maior concentracdo testada de 50 mg/mL e a menor de 0,0975
mg/mL, em ordem da maior eficicia para a menor eficacia foram para os extratos de P.
colubrina (0,10 mg/mL), C. echinata (0,17 mg/mL) e M. caesalpiniaefolia (0,53 mg/mL). Os
extratos de L. pulverulenta, C. cajan, C. mollis e S. aterrimun foram ineficazes na maior
concentracdo testada (50 mg/mL). Os resultados obtidos para o TIDL baseados na
concentracdo Inibitdria de 50% (Clsp), com a maior concentracdo testada de 50 mg/mL e a
menor de 0,0975 mg/mL, em ordem da maior eficicia para a menor eficacia foram para os
extratos de S. guianensis (0,51 mg/mL), A. pintoi cv Amarillo (1,04 mg/mL) e C. echinata
(1,25 mg/mL). Os melhores extratos em ordem decrescente no TIEO contra H. contortus
foram para P. colubrina, C. Echinata e M. caesalpiniaefolia e os trés melhores extratos no
TIDL contra H. contortus foram para S. guianensis, A. pintoi cv Amarillo e C. echinata.

Palavras-chave: fitoquimicos, ovinos, sustentabilidade, verminose
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3.1. Introducéo

A criacdo de ovinos depara com um grande problema sanitirio, os nematoides
gastrintestinais. Esses causam grande perda na economia em sua producdo e desacelera a
expansdo da criacdo dentro da ovinocultura. A verminose causa perdas devido ao baixo
desenvolvimento na fase de cria e recria, com o0 agravo de que esta enfermidade pode levar ao
obito, principalmente os animais jovens e em fémeas no periparto (BORGES et al., 2013). Em
paises tropicais, as condi¢cdes ambientais se tornam favoraveis para a proliferacdo das espécies
parasitarias, como € o caso do nematoide H. contortus. Contudo, as infeccdes geralmente séo
mistas (ALMEIDA et al., 2010) e o controle destas infec¢bes parasitarias é imprescindivel
para que haja sucesso na producdo de pequenos ruminantes.

E conhecido que existe uma grande resisténcia dos parasitas aos anti-helminticos
existentes no mercado, esse fato se deu devido ao uso erréneo e indiscriminado dessas
substancias quimicas (MOLENTO, 2004; HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2012; VERISSIMO
et al., 2012). Nesse contexto & necessaria estratégia sustentavel para o controle desses
nematoides. Uma alternativa sustentavel é o estudo com extratos de plantas leguminosas, que
possuem compostos fitoquimicos com acdo anti-helmintica (MARIE-MAGDELEINE et al.,
2009; ADEMOLA,; ELOFF, 2010; WATERMAN et al., 2010; HOSTE; TORRES-ACOSTA,
2011; HOSTE et al., 2012).

E conhecido que um dos compostos mais investigados na acdo anti-helmintica em
criacdo de pequenos ruminantes sdo 0s taninos, os quais sdo conhecidos como compostos
polifendlicos sollveis em agua e possuem a capacidade de se ligar através de ligacdes
hidrofébicas e pelas pontes de hidrogénio a algumas proteinas, em especial a prolina
(BAXTER et al., 1997). No entanto, existem outros compostos secundarios que indicam
possuir também acdo anti-helmintica, tais como as saponinas, flavondides, terpenos, dentre
outros, e que vém contribuindo com o aumento da lucratividade na criacdo ovina, auxiliando a
diminuicdo de residuo no ambiente e ajudando a prolongar a vida Gtil dos produtos quimicos
ja disponiveis (WATERMAN et al., 2010). Estudos indicam que muitas plantas possuem
valor fitoterapico e que vem sido descritas e demonstradas em acdo na reducdo do grau de
infeccdo parasitaria em ovinos (JACKSON; GORDON, 2008). Além disso, o controle
alternativo pode diminuir o residuo na carne e no leite desses animais.

A producdo desses compostos secundarios tem origem a partir de uma relacéo
alelopatica entre a planta (espécie e estagio de desenvolvimento) e o ambiente (intemperes e
geografia) onde se encontra. Esses compostos secundarios sdo importantes para a planta,

e sdo produzidos em diversas partes da planta, como as folhas, caules, raizes, flores e
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sementes, e sdo armazenados em vacuolos celulares ou em seus tricomas (WINK, 2008;
TORRES-ACOSTA et al., 2012).

Para que haja a validacdo do uso dos extratos das plantas com agdo anti-helmintica,
varios testes sdo feitos para confirmar a sua eficiéncia e possivel utilizacdo em organismos
vivos, podendo atuar em diferentes estagios do nematoide, dos ovos no meio ambiente até a
larva no hospedeiro, da infeccdo até a reinfecgdo. Dentre os testes in vitro, destaca-se a
utilizacdo de teste de inibicdo de eclodibilidade dos ovos (TIEO), onde os fitoquimicos
presentes no extrato ficam em contato direto com a superficie do ovo, e o teste de inibicdo de
desembainhamento de larvas (TIDL), onde o extrato fica em contato com a bainha da larva na
fase L3 do nematoide H. contortus.

No presente estudo objetivou-se avaliar o TIEO e o TIDL de H. contortus com 0s
extratos de plantas leguminosas, as quais foram: Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia
echinata, Cajanus cajan, Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema
pubencens cv Cardillo, Cratylia mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena
leicocephala cv Cunningham, Leucaena pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia
wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes

guianensis e Styzolobium aterrimun.

3.2.  Material e Métodos
3.2.1. Colheita e processamento das plantas

As plantas foram coletadas no Campo Agrostoldgico do Instituto de Zootecnia (1Z) na
cidade de Nova Odessa/SP no periodo de setembro de 2012 a fevereiro de 2013. Todas as
plantas estdo catalogadas e possuem registros no Herbario da prépria instituicdo. Foram
colhidas aproximadamente 5 kg de folhas novas (as plantas estavam em estado vegetativo e
rebrota) e levadas a estufa de circulacdo fechada de ar a 35 °C, até peso constante. Em seguida
as folhas foram moidas em moinho tipo Willey com peneira de 2 mm e armazenadas em

ultrafreezer (- 80 °C) até o inicio da extracao.

3.2.2. Extracgdo dos principios ativos

O processo de extragdo dos compostos das plantas foi realizado conforme metodologia
descrita por Barrau et al. (2005). Em erlenmeyer de 250 mL contendo 70 gramas da planta
moida foi adicionado 140 mL de uma solucéo de 70:30 (acetona:agua) e colocada em agitador
automatico (WEG CFW-10, G-25) durante 24 horas. Em seguida essa solucdo foi filtrada a

vacuo com auxilio de um kitasato e papel filtro. O filtrado foi armazenado e posteriormente
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rotaevaporado (Marconi MA-120) com temperatura < 40 °C para evaporagdo da acetona.
Ap0s a rotaevaporacdo, a cada 150 mL de solugdo foi lavada 3 vezes com 300 mL de

diclorometano. A solucdo final foi liofilizada e armazenada em freezer até o inicio dos testes.

3.2.3. Qualificacéo dos taninos das folhas e extratos

As andlises dos taninos das folhas das leguminosas secas e moidas e dos extratos
liofilizados foram feitas no laboratério de nutricdo animal (USP/CENA/LANA) conforme
metodologia de Makkar et al. (1993) para os fendis totais e taninos totais, 0s quais sdo
expressos em equivalente grama de &cido tanico/kg de MS, e para o tanino condensado foi
feito conforme metodologia de Porter et al. (1986) e expresso em equivalente grama de
leucocianidina/kg de MS

3.2.4. Teste de inibicédo da eclodibilidade dos ovos (TIEO)

O TIEO foi realizado no Instituto de Zootecnia (1Z) em Nova Odessa/SP. Para os
testes in vitro foram mantidos 3 animais doadores infectados unicamente com H. contortus.
Os animais foram mantidos em baias fechadas, com disponibilidade de agua e alimentacéo,
seguindo recomendacdo do “Animal Welfare Approved Standards for Sheep” (ANIMAL
WELFARE INSTITUTE, 2011). Todos os procedimentos com os animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica de Uso de Animal (CEUA/ESALQ) e recebeu protocolo nimero
2013-1.

Para o TIEO foram retirados cerca de 5 g de fezes diretamente do reto no animal. As
fezes foram levadas ao laborat6rio e homogeneizadas em &gua destilada com temperatura em
torno de 37 °C. Em seguida, foram filtradas com auxilio de peneira de
1,00 mm, passando pelas peneiras de 105 um, 55 um e 25 um. Nessa Ultima, os ovos ficaram
retidos e transferidos para tubo de polietileno tipo falcon e completados com agua destilada.
Os tubos contendo ovos foram centrifugados a g = 2.950 (4000 RPM — Kindly KC5, com o
valor da forga centrifuga relativa em durante trés minutos. O sobrenadante foi descartado e 0s
ovos ficaram retidos no fundo do tubo. Na sequéncia, foi adicionada uma solucdo
hipersaturada de NaCl. Procedeu-se nova centrifugacdo, por trés minutos. Ao
final da centrifugagdo os ovos ficaram na superficie. O sobrenadante juntamente com 0s ovos
foram transferidos para peneira de 25 um e lavados com agua destilada em abundancia para
retirada do sal. A solucdo contendo ovos foi novamente mantida em tubo tipo falcon

(JACKSON; HOSTE, 2010). Dez aliquotas de 10 uL dessa solu¢do contendo ovos foram
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quantificadas por meio de microscopio 6tico a fim de determinar a concentragdo média de
0VO0s.

O TIEO foi realizado em placas de cultura de poliestireno de 24 pogos. As
concentracdes utilizadas nos testes foram de 50 mg/mL a 0,0975 mg/mL, totalizando 10
concentragdes. Para cada concentragdo foram realizadas 6 repeti¢des contendo 100 ovos em
cada. Concomitantemente, foram feitos os testes controle com agua destilada e ovos, o teste
contendo PVPP e os ovos, controle contendo Tiabendazol®, o teste com &gua mais
polivinilpolipirrolidona (150 mg de PVPP) com os extratos (50 mg para cada extrato) e 0s
ovos. Utilizou-se o teste com o PVVPP somente com 0s ovos para constatar ou ndo a agao dos
taninos presentes nos extratos, pois 0 mesmo tem a funcdo de inibir a agdo dos taninos, no
teste do extrato mais PVPP mais 0s ovos ou as larvas foram realizados para os testes trés
vezes mais a maior concentracao de extrato testada. As placas foram incubadas a 27 °C por 24

horas e a contagens dos ovos e as larvas (L1) foram realizadas para determinacdo da Cls.

3.2.5. Teste de inibicdo de desembainhamento de larvas (TIDL)

O TIDL foi realizado no Instituto de Zootecnia (1Z) em Nova Odessa/SP. Para o TIDL
in vitro, as larvas infectantes (L3) foram recuperadas por coprocultura, conforme técnica
descrita por Roberts e O’Sullivan (1950). Apo6s a coprocultura, 10 aliquotas contendo
10 uL dessa solugdo com L3 foram quantificadas com auxilio de microscépio 6tico a fim de
determinar a concentracdo média de larvas, as quais foram armazenadas em tubos de
polietileno tipo falcon. A concentracdo de L3 utilizada nos testes foi de 100 L3 para cada
concentracao.

O TIDL foi realizado conforme descritos por Bahuaud et al. (2006). Os extratos foram
diluidos em uma solucdo tampdo fosfato-salino (PBS) com pH de 7,2. Os testes foram
realizados em tubos criogénicos com capacidade maxima de 2 mL, cada tubo continha 1 mL
da solucdo com extrato em PBS, 700 uL de PBS, por altimo foi adicionado 300 uL com 100
L3. A maior concentracdo testada para o calculo da Clsy para o TIDL foi de 50 mg/mL e a
menor foi de 0,0975 mg/mL. As larvas permaneceram em contato com a solucdo de extrato
durante 3 horas em temperaturas de 23 °C, ap6s esse periodo os tubos foram levados para a
centrifuga minispin e feita trés lavagens com PBS para retirar o extrato do contato com as L3.
Apos esse procedimento as larvas foram submetidas ao processo de desembainhamento com
uma solugéo de hipoclorito de sodio e cloreto de sddio, conforme descrita por Bahuaud et al.

(2006). O desembainhamento das larvas foi acompanhado com auxilio de um microscopio
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invertido nos tempos de 20, 40 e 60 minutos apds o contato das L3 com a solucdo de
hipoclorito. Contagem e identificagdo das L3 com e sem a bainha foram feitas apos 60
minutos e com a adicdo de Lugol, com auxilio de microscopio invertido. Foram feitas trés
repeticOes para cada extrato avaliado. Concomitantemente, foram realizados os testes controle
somente com o PBS, teste controle contendo PVPP com os extratos (E+PVPP) e as larvas
(somente na maior concentragdo 50 mg/mL) e o controle contendo PVPP e as larvas, e por
fim, o teste com a molécula de Galocatequina [Sigma®] (BRUNET e HOSTE, 2006;
BRUNET, JACKSON e HOSTE, 2007) que foi utilizada como o teste de controle positivo.

3.2.6. Estatistica

O célculo para a concentracdo capaz de inibir a eclosdo de 50% dos ovos e inibir o
desembainhamento de 50% das larvas foram realizados por regresséo utilizando a distribuicao
normal e logistica, com a estimativa de parametros destas equacfes obtidas por maxima
perspectiva. O programa utilizado foi o SAS Probit para estimar a concentracdo Inibitoria de
50% (Clsp) com as variaveis independentes (dose) transformadas por logaritmo natural (log

dose).

3.3.  Resultados

Os valores de Fendis Totais (FT expressos em equivalente grama de &cido tanico/kg
de MS), Taninos Totais (TT expressos em equivalente grama de acido tanico/kg de MS) e
Taninos Condensados (TC expresso em equivalente grama de leucocianidina’/kg de MS), das

folhas das plantas e de seus respectivos extratos encontram-se na Tabela 3.1.



55

Tabela 3.1 — Valores de Fenodis Totais (FT), Taninos Totais (TT) e Taninos Condensados
(TC) das folhas das plantas e dos seus respectivos extratos

Fenois Totais* Taninos Totais* Taninos Condensados**

Plantas Folhas Extrato  Folhas Extrato Folhas Extrato
Arachis pintoii cv Amarillo 48,76 171,97 32,84 120,34 59,47 56,98
Caesalpinia echinata 136,24 462,79 95,9 364,25 59,87 211,63
Cajanus cajan 135,63 286,01 91,61 205,22 241,13 584,51
Canavalia ensiformis 20,28 102,97 12,72 77,72 1,02 2,89
Calopogonium velutinum 32,88 148,43 23,01 118,31 0,53 4,41
Gliricidia sepium 27,23 66,17 17,71 48,99 2,01 1,98
Cratylia mollis 67,96 194,14 47,09 145,69 95,77 190,03
Centrosema pubencens cv Cardillo 14,51 73,73 10,4 55,09 0,35 1,76
Dipteryx alata 147,04 362,24  109,1 292,82 199,76 502,43
Leucaena leucocephala cv Cunninghan 89,98 417,11 74,96 244,72 55,66 265,56
Leucaena pulverulenta 90,68 325,47 75,26 284,93 69,68 242,42
Mimosa caesalpineafolia 159,54 387,06  108,7 304,42 100,85 277,32
Neonotonia wighitii cv Cianova 18,21 87,63 11,19 57,44 0,30 1,86
Neonotonia wighitii cv Tinaroo 18,56 88,44 11,14 61,43 0,99 2,58
Piptadenia colubrina 143 340 127,38 293,69 8,94 22,43
Stylosanthes guianensis 34,01 219,92 24,62 171,48 10,01 37,32
Styzolobium aterrimun 28,50 60,33 20,39 39,78 7,17 48,95

*Valores expressos em equivalente de g de acido tanico/kg de MS;
** Valores expressos em equivalente de g de leucocianidina/kg de MS.

Os extratos de M. caesalpiniaefolia e C. echinata foram os que obtiveram maiores
valores de FT, TT e TC nas folhas e nos extratos e os quais tiveram a menor Clsy nos
resultado do TIEO (Tabelas 3.2). Os extratos de C. cajan, D. alata, L. leucocephala cv
Cunningham e L. pulverulenta obtiveram elevados teores de FT, TT e TC (Tabela 3.1), porém
ndo foram eficazes no TIEO para a Cls, (Tabela 3.2).

O extrato de P. colubrina obteve valor de TC mais baixo no extrato (TC = 22,43 eq g
leuco/kg de MS), no entanto, foi o extrato que apresentou a menor Clso. Os valores de TC dos
extratos de C. echinata e M. caesalpiniaefolia justificam os menores valores obtidos para a
Clso nos TIEO, como observado nos resultados apresentados na Tabela 3.2. Na mesma Tabela
também se encontra o resultado em porcentagem de ovos que ndo eclodiram na presenga do
PVPP mais o extrato (E+PVPP), ficando semelhante com a porcentagem de ovos que nao

eclodiram quando comparado com o teste utilizando somente extrato mais 0s ovos.
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Tabela 3.2 — Valores encontrados em ordem decrescente para a Concentragdo Inibitoria 50%
(Clsp) dos extratos das plantas e a porcentagem da néo eclodibilidade do ovos com os extratos
mais PVPP (E+PVPP) que foram avaliados para o Teste de Inibicdo da Eclodibilidade dos
Ovos (TIEO) de H. contortus

EXTRATOS DAS PLANTA Clso (mg/mL) Intervalo de confianca ~ E+PVPP (%)
Piptadenia colubrina 0,10 010a0,11 99,6
Caesalpinia echinata 0,17 0,1320,22 86,4
Mimosa caesalpiniaefolia 0,53 049 20,56 67,6
Centrosema pubescens cv Cardillo 0,75 0,69a0,80 89
Stylosanthes guianensis 4,45 3.27 25,50 25
Dipteryx alata 4,63 3942549 67
Arachis pintoi 4,90 4632580 100
Gliricidia sepium 32,9 24.28 252,26 89
Neonotonia wightii cv Tinaroo 42,3 40,15 a 44,86 50
Neonotonia wightii cv Cianova 42,8 41,03 244,95 6,9
Canavalia ensiformis 46,0 43,36 2 49,29 52,5
Leucaena leucocephala cv Cunningham 82,3 60,82 a 126,88 23
Calopogonium velutinum 98,90 8238212522 1.9
Styzolobium aterrimun sem efeito
Leucaena pulverulenta sem efeito
Cajanus cajan sem efeito
Cratylia mollis sem efeito

Controle com Tiabendazol 1,31

1,18 a1,45 o
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Os extratos mais eficiente de Clsp foram encontrados para os extratos de P. colubrina
(0,20 mg/mL), o extrato de C. echinata encontrou a Clsp de 0,17 mg/mL e o extrato de M.
caesalpiniaefolia Clsp de 0,53 mg/mL. De todos os extratos avaliados, apenas trés (L.
pulverulenta, C. cajan e C. mollis) ndo obtiveram efeito ovicida até a maior concentracéo
avaliada, impedindo assim, o célculo para a Clso (Tabela 3.2). Segundo Barrau et al. (2005),
Marie-Magdeleine et al. (2009) e Alonzo-Dias et al. (2011) relataram que a Clsp em torno de
0,30 mg/mL de extrato € uma boa resposta no controle dos nematoides gastrintestinais em
testes realizados in vitro.

Os testes foram realizados com os ovos e as larvas separadamente utilizando somente
com o PVPP, verificando que a eclodibilidade dos ovos ou o desembainhamento das larvas
foram afetados na presenca do PVPP, obtendo a ndo eclosdo de 95% dos ovos e quase 100%
das larvas ndo desembainharam. De posse desta informacdo iniciou-se 0s testes in vitro com
0s extratos adicionados ou ndo o PVPP para confirmar a agdo anti-helmintica do tanino.

As correlagdes entre as varidveis de FT, TT e TC das plantas e dos extratos e a Clsg
encontram-se na Tabela 3.3. Entre as diferentes concentracdes dos grupos fenolicos houve
correlagdes positivas (R = 0,51 a 0,97 e P<0,001). Ao avaliar as concentracdes das fracdes de
tanino com as Clsy de cada extrato foi observada correlacdo negativa entre elas, porem estas

foram baixas e ndo significativas.



58

Tabela 3.3 — Correlacdo entre os valores encontrados de Fendis Totais (FT), Taninos Totais (TT), Taninos Condensados (TC) das folhas das
plantas (p) e dos extratos (e) com a Concentracdo Inibitoria 50% (Clsp) dos extratos avaliados

FTp TTp TCp FTe TTe TCe Cls
FTp 1,0000
TTp 0,9841 (P<0,0001) 1,0000
TCp 0,6942 (P<0,0020) 0,6138 (P<0,0088) 1,0000
0,5150
FTe 0,8896 (P<0,0001) 0,8951 (P<0,0001) 1,0000
(P<0,0412)
0,4950
TTe 0,9115 (P<0,0001) 0,9218 (P<0,0001) 0,9739 (P<0,0001) 1,0000
(P>0,0512)
0,9660
TCe 0,7505 (P<0,0008) 0,6836 (P<0,0035) 0,6500 (P<0,0064) 0,6107 (P<0,0120) 1,0000
(P<0,0001)
ol -0,3813 (0,1986) -0,3581 (0,2295) -0,3184 -0,2329 (0,4437) -0,3235 (0,2809) -0,2154 (0,4797) 10000
50 ’

(0,2889)
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Os resultados encontrados para o TIDL encontram-se na Tabela 3.4 juntamente com o
resultado de porcentagem de larvas que ndo foram desembainhadas quando testadas com os
extratos mais o PVPP (E+PVPP), a porcentagem de larvas ndao desembainhadas em ambos 0s
testes, extrato mais larvas e E+PVPP mais as larvas, foram semelhantes. Os resultados mais
eficientes para a Clsp na inibigdo do desembainhamento das larvas ocorreram para os extratos
de S. guianensis (0,51 mg/mL), seguida com o extrato de A. pintoi (1,04 mg/mL) e em
terceiro para o extrato de C. echinata (1,25 mg/mL). Para a realizacao do teste para o controle
positivo foi utilizado uma molécula isolado do composto secundério, tanino, chamada de
Galocatequina (Sigma®). A escolha da utilizacdo dessa molécula para obter os resultados do
controle positivo foi devido a trabalhos realizados por Brunet e Hoste (2006) e Brunet,
Jackson e Hoste (2007). No presente trabalho, o resultado encontrado da Clsy para o controle
positivo utilizando a molécula de Galocatequina foi menor quando comparado com 0s

resultados dos extratos testados, como observado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Valores encontrados em ordem decrescente para a Concentracdo Inibitoria 50 %
(Clsp) dos extratos das plantas e a porcentagem do desembainhamento das larvas com 0s
extratos mais PVPP que foram avaliados para o Teste de Inibicdo de Desembainhamento das
Larvas (TIDL) de H. contortus

PLANTA Clso (mg/mL) Intervalo E+PVPP (%)
Stylosanthes guianensis 0,51 0,40 20,63 98
Arachis pintoi cv Amarillo 1,04 0,87a1,23 94
Caesalpinia echinata 1,25 1,16a1,35 99
Dipteryx alata 1,42 1,23a1,63 98
Styzolobium aterrimun 1,51 1,27a2,92 74
Leucaena leucocephala cv Cunningham 1,58 1,22a1,95 84
Cratylia mollis 1,94 1,13a2,79 68
Mimosa caesalpiniaefolia 2,11 1,99a2,24 100
Neonotonia wighti cv Tinaroo 2,41 2,11a3,53 72
Piptadenia colubrina 2,70 2,49a2,93 90
Gliricidia sepium 3,03 2,73a3,33 67
Centrosema pubens cv Cardillo 3,21 2,92a3,54 90
Leucaena pulverulenta 3,40 2,39a4,43 80,7
Calopogonium velutinum 3,61 2,71a4,50 80,7
Cajanus cajan 4,79 4,14a5,40 91
Canavalia ensiformis 9,50 8,42 210,61 76,5
Neonotonia wighti cv Cianova 9,60 8,71a 10,56 83,5

Gallocatequina 0,014 0,013a0,016
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3.4.  Discussdo

A menor Cls, determinada foi a do extrato da planta de P. colubrina (0,10 mg/mL) no
TIEO. No entanto, o extrato desta planta apresentou um teor de TC de 22,43 eq g leuco/kg de
MS (Tabela 1), valor esse baixo quando comparado com outros extratos avaliados. Outros
extratos apresentaram concentragdes de TC maiores, porem com Clsp maiores, quando
comparado com o extrato de P. colubrina. O TIDL feito com o extrato de P. colubrina com
larvas H. contortus no terceiro estagio obteve resultado maior (2,70 mg/mL) para a Clsg
quando comparado com o resultado encontrado no TIEO (Clso 0,20 mg/mL).

Concomitantemente, todos os testes realizados com os extratos também foram
realizados utilizando PVPP. O extrato de P. Colubrina com o PVPP (E+PVPP) demonstrou
que o extrato em questdo ndo teve resposta favordvel para a substancia tanino, ou a
quantidade de PVPP utilizada, trés vezes mais que a concntracao de extrato ndo foi suficiente
para precipitar os taninos. A utilizacdo do PVPP inibe o efeito do tanino caso estivesse
presente no extrato (MAKKAR et al. 1993). Os testes realizados tanto para o extrato mais 0s
ovos bem como o teste realizado com o E+PVPP, apresentaram porcentagem de néo eclosédo
semelhante, mais de 91% dos ovos ndo eclodiram utilizando o extrato de P. Colubrina. O
extrato em questdo teve efeito devido, provavelmente, alguma outra substancia presente na
planta, e consequentemente no extrato, pois mesmo com a presenca do PVPP o extrato teve
efeito, indicando que ndo tenha sido o tanino o causador do efeito ovicida.

O TIEO com o extrato de C. echinata obteve a Clsy de 0,17 mg/mL e o valor
encontrado para TIDL foi com a Clso de 1,25 mg/mL. O teor de TC encontrado no extrato de
C. echinata foi de 221,63 (eq g leuco/kg de MS), mesmo com um valor de TC alto, quando
foram feitos os testes com o E+PVPP mais os ovos e 0 E+PVPP mais as larvas, ambos
mostraram resultados parecidos quando comparado com os resultados encontrado nos testes
feitos somente utilizando os extratos mais 0s ovos e 0s extratos mais as larvas. Os ovos ndo
eclodiram 100% nos testes realizados com 0s extratos mais 0s ovos e, em torno de 87% dos
ovos ndo eclodiram no teste com E+PVPP mais os ovos. No teste com as larvas, em ambos as
larvas ndo desembainharam em torno de 99%. O que pode ter ocorrido € a quantidade de
PVPP utilizado ter sido insuficiente na realizacdo dos testes, a qual ndo precipitou o tanino
que poderia estar presente no extrato, ja que a quantidade de tanino encontrado no extrato em
questdo foi elevada. Tanto o tanino quanto, possivelmente, outras substancias presentes no

extrato de P. Colubrina contribuiu para o resultado encontrado.
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A terceira menor Clsg encontrada no presente trabalho para o TIEO foi para o extrato
de M. caesalpiniaefolia de 0,53 mg/mL, contudo o0 mesmo extrato ficou no ranque de nimero
oito para o TIDL com a Clsg de 2,11 mg/mL. O valor de TC encontrado para o presente
extrato foi de 277,32 (eq g leuco/kg de MS). O extrato de M. caesalpiniaefolia foi 0 Unico
extrato que obteve resultado menos préximo na porcentagem, da ndo eclosdo, quando
utilizado PVPP (E+PVPP+ovos) e o teste sem PVPP (E+ovos). Teste feito somente com o
extrato mais os ovos teve uma inibicdo de eclodibilidade de 97%, e o teste feito com o
E+PVPP encontrou valores em torno de 68%. Notando que, provavelmente, algum composto
secundario presente no extrato de M. caesalpiniaefolia ocasionou esse efeito, o qual,
possivelmente possa ter sido auxiliado pela presenca de taninos no extrato em questdo. Esse
relato pode explicar o porqué de alguns extratos de plantas leguminosas possuirem mais
eficiéncia na atividade ovicida e nas larvas em comparacao a outros extratos.

O teste feito com o extrato de M. caesalpiniaefolia mostrou-se possuir uma alta
afinidade com a superficie dos ovos no TIEO, pois o resultado obtido no TIDL nao foi
satisfatorio. O resultado encontrado no TIEO com o extrato de M. caesalpiniaefolia pode ter
ocorrido devido a presenca de uma proteina na superficie do ovo, chamada de lectina, pois
Hillrichs et al. (2012) relataram que essa proteina ndo imunoldgica presente nos ovos possuli
uma alta afinidade em se ligar com TC, possivelmente, esse processo pode ter ocorrido e
ocasionado a inibicdo dos ovos de H. contortus.

O extrato de S. guianensis obteve a menor Clsg no TIDL (0,51 mg/mL), no entanto,
ndo obteve resultado satisfatério (ranque: quinto) no TIEO (Clso de 4,45 mg/mL) quando
comparado com outros extratos ja discutido no presente trabalho. O teor de TC do extrato de
S. guianensis foi de 37,32 (eq g leuco/kg de MS), valor esse baixo quando comparado com
outros extratos que obtiveram resultados de Clso no TIDL maiores e com o teor de TC maior.

O resultado obtido com o teste feito com o extrato de S. guianensis mais as larvas
apresentou resultado bem préximo quando comparado com o teste de E+PVPP mais as larvas,
em torno de 99% n&o desembainharam. O sucesso obtido no resultado do TIDL utilizando o
extrato de S. guianensis, possivelmente, ndo tenha sido devido ao tanino e sim que tenha
vindo de outro composto secundario presente na planta, o qual ocasionou o resultado
encontrado. Fetterer e Rhoads (1993) relataram que alguns compostos secundarios possuem a
afinidade em se ligar com substancias como a prolina e a hidroxiprolina, quando esse
processo ocorre ha alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas da bainha de H. contortus,
algumas substancias presentes no extrato podem ter corroborado com os resultados

encontrados nos TIDL, pois era nitido que o extrato em contato com a larva acarretou alguma
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mudanca em seu processo bioldgico, inibindo seu desembainhamento.

O extrato da planta A. pintoi cv Amarillo obteve a segunda menor Clsp no TIDL (1,04
mg/mL) e no TIEO o mesmo extrato ficou no ranque sétimo com uma Clso de 4,90 mg/mL. O
teor de TC encontrado para esse extrato foi de 56,98 (eq g leuco/kg de MS). Esses teores
baixos de TC pode indicar uma alternativa favoravel para a alimentacdo de pequenos
ruminantes nas propriedades rurais, pois além de assessorar no controle da verminose também
se torna uma Gtima fonte de alimento para os ovinos. Plantas que apresentam alto teores de
TC séo necessario que ocorra cautela ou estratégia em seu fornecimento aos animais a fim de
ndo ultrapassar o limite do teor de TC na dieta, pois é sabido que altos teores de TC na dieta
dos animais causa danos de toxidade e reducdo no consumo devido a reducdo da
aceitabilidade da dieta, devido a sua adstringéncia (formacdo de complexo TC-proteina
salivar durante a mastigacdo) e, consequentemente, o baixo consumo dos nutrientes e a
diminuigdo da digestibilidade dos nutriente ocasionando a diminuigdo da produtividade dos
animais (HOSTE, el at. 2006).

Os valores encontrados para a Clsp nos TIDL com os extratos avaliados apresentaram,
possivelmente, esses valores devido a funcdo dos compostos ativos presente nos extratos ndo
serem capazes de penetrar e/ou causar danos na bainha desse parasita no estagio (L3), pois
existe diferenca na superficie da bainha da larva infectante quando comparada com a
superficie do ovo de H. contortus. A larva de H. contortus na fase L3 possui em sua bainha
uma camada de protecdo mais resistente chamada de cuticlin, e essa camada atua na protecdo
do nematoide, pois é extremamente resistente diminuindo assim a a¢do anti-helmintica nessa
fase (FETTERER; RHOADS, 1990).

Os extratos avaliados no presente trabalho pode conter compostos fitoquimicos, como
a saponina, o flavondide, os terpenos, os alcaldides, os aminoacidos, as xantonas dentre outros
(SOBRAL et al., 2009; MARIE-MAGDELEINE et al., 2009; WATERMAN et al., 2010;
HOSTE e TORRES-ACOSTA, 2011), dos quais possam ter auxiliado no efeito anti-
helmintico (n&o ecloséo) nos testes realizados com os extratos mais 0s ovos de H. contortus e,
também, auxiliado a larvas (L3) de H. contortus para ndo desembainharem. Deve-se, portanto
em trabalhos futuros avaliar o perfil das substancias presentes no extrato a fim de elucidar
qual componente deve estar agindo. Todavia é sabido que algumas substancias, como a
clorofila, resina e gordura, foram carregadas pelo diclorometano na preparacdo dos extratos
(BARRAU, et al., 2005; EZANDO et al., 2011).

Estudos feitos por Marie-Magdeleine et al. (2009) utilizaram extrato aquoso de

Cucurbita moschata (diclorometano) em testes in vitro, na inibicdo da ecloséo,
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desenvolvimento da larva e migracdo da L3 com H. contortus, descreveram que 0s
aminoacidos (cucurbitina e cucurmosina), terpendides e as saponinas foram as substancias
responsaveis pelos resultados obtidos nos testes da Clsy (entre 0,75 a 2,40 mg/mL). Os
mesmos autores relataram em outro trabalho que o extrato de Manihot esculenta
(diclorometano) obteve uma resposta favoravel nos testes devido a presenca de taninos
condensados e de terpendides, os testes foram realizados para inibi¢do o desenvolvimento da
larva de H. contortus e a Clsg encontrada foi de 0,85 mg/mL, porem os autores relataram que
ndo obtiveram respostas favoraveis para os testes de eclodibilidade, migracdo da L3 e
motilidade das larvas adultas (MARIE-MAGDELEINE, et al., 2010). Em outro trabalho
Marie-Magdeleine et al. (2010) avaliaram o0 extrato de Tabernaemonta na citrifolia
(diclorometano) e observaram resposta favoravel para o teste de inibicdo de eclosdo dos ovos
de H. contortus com a Clsg de 2,32 mg/mL e descreveram que essa Clso encontrada foi devido
a presenca de alcaldides no extrato.

Segundo Mansfield et al. (1992) a estrutura externa do ovo possui em sua Composi¢ao
lipidios e proteinas, essa estrutura protéica presente na superficie do ovo pode ter facilitado a
interacdo com algumas das substancias presentes nos extratos causando a inibicao da eclosdo
dos ovos. J& Riou et al. (2003) relataram que os ovos na fase final quando estdo prestes a
eclodir ocorre uma reacdo bioquimica (embriogénese) entre os lipidios e as proteinas ali
presentes fazendo com que o ovo fique mais susceptivel a acdo anti-helmintica.

Nesse estudo foi observado visualmente que em alguns extratos, P. colubrina (para as
larvas), M. caesalpiniaefolia (para os ovos) e C. echinata (tanto para 0s ovos quanto para as
larvas) deixavam a casca do ovo com um aspecto gelatinoso, sendo que dentro do ovo havia a
larva, mas por algum motivo essa larva ndo conseguia eclodir em relagdo ao controle. Riou et
al. (2003) relataram que existe uma fase no desenvolvimento do ovo que acontece algumas
mudancas bioquimicas em sua estrutura e que resulta na instabilidade e na resisténcia desse
0vo, no entanto, no presente trabalho foi observado que o ovo em contato com 0 extrato
apresentou aspecto gelatinoso, tornando-o flexivel dificultando o rompimento da casca. A
mesma observacdo foi feita no TIDL, a bainha da L3 quando analisada em microscopio
apresentava uma aparéncia afrouxada e a larva ndo conseguia se desembainhar. A bainha
além de apresentar lipidios e proteinas, também apresenta carboidratos em sua estrutura,
provavelmente, esse outro componente juntamente com os outros fitoquimicos do extrato
podem ter auxiliado nos resultados diferentes encontrados com os mesmos extratos avaliados

nos testes.
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Pesquisa feita por Ademola e Eloff em 2010 com extrato de Combretum molle
(acetona, butanol, cloroférmio, metanol) verificou que foi a saponina presente no extrato que
inibiu a eclosdo dos ovos de H. contortus (Clsg entre 0,0075 a 1 mg/mL) nos testes realizados
in vitro. Oliveira et al. (2009) relataram a presenca de compostos secundarios no extrato de
acetato de etila da planta Cocos nucifera (taninos condensados, flavondides e esterdides) e
descreveram que obtiveram a Clsg de 2,20 mg/mL para a inibigdo dos ovos de H. contortus.

Destaca-se no presente trabalho o extrato de C. echinata, o qual apresentou resultados
satisfatorios nos dois testes, tanto no TIEO como no TIDL com H. contortus. Provavelmente,
devido a alguns fitoquimicos que estdo presentes e que potencializou o efeito em ambos 0s
testes. Luna et al. em 2005 relataram que o extrato da planta C. echinata, feito a partir das
folhas, apresenta fenois, flavononas, flavonas, flavonodides, esterdides, triterpenos,
antraquinonas e antronas. Estuds feito por Silva em 2001 indicou que a planta C. echinata
apresenta abundantemente taninos como fitoquimicos e outra substancia muito abundante na
planta é a brasilina, que o produto de sua oxidacao, forma a brasileina, a qual é responsavel
pela coloracdo vermelha do caule da planta (OLIVEIRA et al, 2002). Pesquisa realizada por
Rezende et al. (2004) identificaram a presenca de compostos secundarios nas folhas e flores, o
composto E-beta-ocimero foi 0 mais encontrado nas flores e o composto (E)-3-hexeno-1-ol
foi o mais encontrado nas folhas, os compostos mais presentes na C. echinata sdo 0s
compostos fenodlicos. Também foram relatados a presenca de monoterpenos, &cidos
carboxilicos, cumarinas e ésteres (Rezende et al, 2004). No presente trabalho, utilizaram-se as
folhas para processar o extrato, possivelmente esses compostos das folhas podem ter
corroborado com os resultados encontrados para inibir a eclosdo dos ovos bem como para

inibir o desembainhamento das larvas.

3.5. Concluséo

Os melhores extratos em ordem decrescente no TIEO contra Haemonchus contortus
foram para Piptadenia colubrina, Caesalpinia echinata e Mimosa caesalpiniaefolia e os trés
melhores extratos no TIDL de H. contortus foram para Stylosanthes guianensis, Arachis
pintoi cv Amarillo e Caesalpinia echinata demonstrando potencial para a realizacdo de teste

in vivo.
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4. Teste de motilidade com Caenorhabditis elegans para triagem de plantas leguminosas

Resumo: E sabido da existéncia da resisténcia antiparasitaria dos principais produtos
quimicos existentes no mercado. Uma alternativa sustentavel é a utilizacdo de extratos de
plantas leguminosas, os quais vém demostrando eficiéncia no controle de nematoides. Perante
isso objetivou-se avaliar a atividade anti-helmintica de 17 extratos de plantas leguminosas em
teste de motilidade do Caenorhabditis elegans (TMCE). Os extratos foram feitos a partir das
folhas das plantas de Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia echinata, Cajanus cajan,
Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema pubencens cv Cardillo, Cratylia
mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala cv Cunningham, Leucaena
pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti
cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes guianensis e Styzolobium aterrimun, as quais
foram coletadas no campo agrostoldgico do Instituto de Zootecnia em Nova Odessa/SP. Seus
principios ativos foram extraidos por maceracdo em solucdo de acetona:agua 70:30, o
solvente retirado por rotaevaporacao, seguido por lavagem com diclorometano e liofilizado.
Os resultados obtidos para no TMCE foram baseados na concentragdo Inibitoria de 50%
(Clsp), sendo que as concentracdes testadas nos nematoides adultos de C. elegans juntamente
com os extratos foram de 50 mg/mL para a maior e a menor de 0,039 mg/mL. O resultado
obtido com maior eficiéncia para a Clsp no TMCE foi para o extrato de C. echinata com a
Clso de 0,49 mg/mL, seguido com o extrato de M. caesalpiniaefolia com 1,03 mg/mL, o
terceiro extrato mais eficiente foi para Dipteryx alata com 1,50 mg/mL, seguido pelo extrato
de P. colubrina com 1,56 mg/mL, o extrato de Leucaena leucocephala cv Cunningham com
1,98 mg/mL, o extrato de Cratylia mollis com 2,02 mg/mL, o extrato de Cajanus Cajan com
2,13 mg/mL, extrato de Leucaena pulverulenta com 2,97 mg/mL, o extrato de Gliricidia
sepium com 4,14 mg/mL, o extrato de Centrosema pubescens cv Cardillo com 6,19 mg/mL, o
extrato de Stylozobium aterrimum com 6,70 mg/mL, o extrato de Stylosanthes guianensis com
17,10 mg/mL, o extrato de Arachis pintoi cv Amarillo com 28,68 mg/mL, o extrato com a
menor eficacia foi para a planta Canavalia ensiformis com 40,56 mg/mL. Os extratos
Neonotonia wighti cv Tinaroo, Calopogonium velutinum e Neonotonia wighti cv Cianova
foram ineficazes na maior concentracdo testada (50 mg/mL). Concomitantemente foram
testado o controle positivo (concentracGes de 50 mg/mL a 0,09 mg/mL) utilizando Zolvix®
(monepantel) com Clsp 0,26 mg/mL. O melhor resultado para a Clsp no TMCE foi com o
extrato de C. echinata (0,49 mg/mL).

Palavras-chave: composto fitoquimicos, Haemonchus contortus, leguminosas, ovinos,
sustentabilidade
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4.1.  Introdugéo

O nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) por ser da Ordem Rhabditida
possui uma afinidade intima com a Ordem Strongylida, que é a ordem onde se encontra 0s
principais nematoides que causa grandes perdas nas criagdes de pequenos ruminantes, mais
especificamente os ovinos, onde se destaca o parasita Haemonchus contortus (H. contortus)
que ataca o trato gastrintestinal (abomaso) e leva o animal infectado a morte, quando n&o, essa
infeccdo causa perda econémica, reducdo no crescimento dos animais, perda de ganho de
peso, reducdo no consumo, queda na producdo de leite, baixa fertilidade entre outros
problemas (SOULSBY, 1992; STEAR et al., 2007; BORGES et al., 2013).

Em estudos feitos por McGaw et al. (2007) e Waterman et al. (2010) relataram que o
modelo em questdo (C. elegans) é uma ferramenta que vem auxiliando e mostrando aos
pesquisadores qual caminho percorrer e quais estratégias para o controle de nematoides de
varias espécies animais, incluindo estudos feitos no controle dos nematoides gastrintestinais
dos ovinos, como o0 H. contortus. Pesquisas feitas com C. elegans juntamente com anti-
helminticos comerciais, concluiram que esse nematoide corresponde adequadamente 0s
critérios necessarios nos testes in vitro que foram realizados, os autores relataram que foi um
teste econdmico, de facil disponibilidade e facil de manusear (SIMPKIN; COLES, 1981).
A partir dai outros pesquisadores vém utilizando C. elegans como modelo na procura de
novas formulas anti-helmintica. Kaminsky et al. (2008) relataram o surgimento de um novo
anti-helmintico, o monepantel (amino-acetonitrilo — DAA), o quel se originou utilizando
C. elegans como modelo juntamente com o H. contortus em testes in vitro.

Pesquisadores relataram que produtos que foram testados, in vitro, com C. elegans
obtiveram respostas favoraveis na sua eficiéncia e os resultados foram com baixas
concentracdes. Os autores descreveram que esses produtos testados podem possuir a¢do anti-
helmintica satisfatéria quando for testados nos nematoides como o H. contortus
(THOMPSON et al., 1996). Muitas pesquisas que estdo sendo feitos com C. elegans vem
trazendo respostas com 0s extratos vegetais, com fracdo purificada, compostos fitoquimicos,
0s Oleos essenciais, essas pesquisas sdo feitas basicamente com produtos vindo a partir de
uma planta ou parte dela, como as folhas, caules, raizes e/ou frutos (SMITH et al., 2009;
KATIKI et al.,, 2011; 2013). Contudo, a melhor forma para testar um produto que possa
possuir acdo anti-helmintica ainda é a utilizacdo de animais naturalmente infectados, porem
iSso requer instalacGes adequadas, grande quantidade de animais e volumosa quantidade da
planta a ser testada, tornando a pesquisa ainda mais caro e inviavel. Para facilitar o estudo

com plantas que possa ter agdo anti-helmintica, varios testes in vitro tem sido utilizados,
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incluindo ensaios de eclosdo dos ovos, ensaio de desembainhamento das larvas, entre outros
(HOSTE et al., 2006; EGUALE et al., 2007; BRUNET et al., 2008). Todavia, testes que
envolvem nematoides na fase adulta sdo escassos, devido a dificuldade de adquirir esses
nematoides, pensando nisso, 0 modelo C. elegans veio para auxiliar a substituicdo do
nematoide na fase adulta e baratear os custos dos testes in vitro (MARIE-MAGDELEINE et
al., 2009).

Frente a isso, 0 aumento dos estudos com compostos naturais expandiu muito, isso
ocorreu devido a algumas respostas positivas demonstradas, tais como, 0 baixo impacto
gerado no meio ambiente e a isengdo de residuos indesejaveis nos produtos de origem animal,
como a carne e o leite. Existem muitos estudos que relatam a eficiéncia anti-helmintica de
alguns fitoquimicos naturais que estdo presentes nas plantas, tais como, os terpenos, as
saponinas, os alcaloides, os flavondides e os taninos, e além de possuir acdo anti-helmintica
alguns deles possuem também beneficios na alimentacdo animal (IQBAL et al., 2002;
MUELLER-HARVEY, 2006; MARIE-MAGDELEINE et al., 2009; MARIE-MAGDELEINE
et al., 2010; ADEMOLA; ELOFF, 2010; WATERMAN et al., 2010; HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011; HOSTE et al., 2012). Pesquisas feitas por Molan et al. (2003) relataram que
os flavonoides testados, galocatequina e epigalocatequina, obtiveram respostas favoraveis na
inibicdo da ecloséo dos ovos e inibigdo no desenvolvimento larval de T. colubriformis. Outro
estudo relatou a eficiéncia como efeito anti-helmintico dos compostos procianidinas e
prodelfinidinas no desembainhamento larval dos nematoides T. colubriformis e H. contortus
(BRUNET; HOSTE, 2006). Katiki et al. (2013) relataram eficiéncia, em testes in vitro, na
utilizacdo de extratos de plantas ricas em taninos condensados (TC) e para plantas ricas em
taninos hidrolisaveis (TH). Os testes foram realizados com o modelo C. elegans e a Cls
encontrada para 0 extrato que continham maior teor de TC foi de
0,75 mg/mL (Quercus alba) e a Clsg encontrada para o extrato que continha mais TH foi de
0,73 mg/mL (Robinia pseudoacacia).

Diante do exposto, objetivou-se no presente trabalho testar 17 extratos de folhas de
plantas leguminosas (Arachis pintoi cv Amarillo, Caesalpinia echinata, Cajanus cajan,
Calopogonium velutinum, Canavalia ensiformis, Centrosema pubencens cv Cardillo, Cratylia
mollis, Dipteryx alata, Gliricidia sepium, Leucaena leicocephala cv Cunningham, Leucaena
pulverulenta, Mimosa caesalpiniaefolia, Neonotonia wighiti cv Cianova, Noenotonia wighiti
cv Tinaroo, Piptadenia colubrina, Stylosanthes guianensis e Styzolobium aterrimun) em teste
de motilidade com C. elegans (TMCE).
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Colheita e processamento das plantas

As plantas foram coletadas no Campo Agrostoldgico do Instituto de Zootecnia (1Z) na
cidade de Nova Odessa/SP no periodo de setembro de 2012 a fevereiro de 2013. Todas as
plantas estdo catalogadas e possuem registros no Herbario da propria instituicdo. Foram
colhidas aproximadamente 5 kg de folhas novas (as plantas estavam em estado vegetativo e
rebrota) e levadas a estufa de circulagdo fechada de ar a 35 °C, até peso constante. Em seguida
as folhas foram moidas em moinho tipo Willey com peneira de 2 mm e armazenadas em

ultrafreezer (- 80 °C) até o inicio da extracao.

4.2.2. Extracao dos principios ativos

O processo de extracdo das plantas foi realizado conforme metodologia descrita por
Barrau et al. (2005). Em erlenmeyer de 250 mL contendo 70 gramas da planta moida foi
adicionado 140 mL de uma solucdo de 70:30 (acetona:dgua) e colocada em agitador
automatico (WEG CFW-10, G-25) durante 24 horas. Em seguida essa solucdo foi filtrada a
vacuo com auxilio de um Kitasato e papel filtro. O filtrado foi armazenado e posteriormente
rotaevaporado (Marconi MA-120) com temperatura < 40 °C para evaporacdo da acetona.
Ap0s a rotaevaporacdo, a cada 150 mL de solugdo foi lavada 3 vezes com 300 mL de

diclorometano. A solucdo final foi liofilizada e armazenada em freezer até o inicio dos testes.

4.2.3. Quantificacdo dos taninos das folhas e extratos

As analises dos taninos das folhas das leguminosas secas e moidas e dos extratos
liofilizados foram feitas no laboratério de nutricdo animal (USP/CENA/LANA) conforme
metodologia de Makkar et al. (1993) para os fendis totais e taninos totais, 0s quais sao
expressos em equivalente grama de &cido tanico/kg de MS, e para o tanino condensado foi
feito conforme metodologia de Porter et al. (1986) e expresso em equivalente grama de
leucocianidina/kg de MS.

4.2.4. Cultivo do Caenorhabditis elegans
Todo o teste in vitro foi realizado no Instituto de Zootecnia (1Z) localizado no
municipio de Nova Odessa/SP/Brasil, sendo que, o nematoide testado (C. elegans — “Strain

Wild”) foi fornecido pela Embrapa de Plataforma Nacional de Recursos Genéticos
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(Cenargen — Laboratorio de Recursos Genéticos e Biotecnologia) localizado na cidade de
Brasilia/DF/Brasil.

C. elegans foram mantidos em um meio axénico descrito por Chitwood e Feldlaufer
em 1990, esse meio continha 90 mL de agua destilada, 3 g de extrato de soja (Sigma —
Aldrich Corp), 3 g de peptona de soja, 1,0 g de dextrose e 0,25 mL de colesterol (Sigma —
Aldrich Corp), sendo que para dissolver o colesterol em questdo foram utilizados
5 mg do colesterol (Sigma) em 1,0 mL de alcool a 95%, essa solucdo leva o nome de Meio E.
O Meio E foi altoclavado e logo ap6s esse Meio E foi levado para a capela de fluxo laminar
vertical (Veco — modelo VLFS12) e acrescido hemoglobina (Sigma — Aldrich Corp). O Meio
E mais a hemoglobina foi filtrada por duas vezes em um filtro de 0,22 um posteriormente
armazenada em congelador até ser utilizada para replicar o C. elegans.

Para que houvesse sucesso na réplica e no crescimento da populacdo dos C. elegans,
0s mesmo eram mantidos em frasco de vidro borosilicato autoclavados com tampa de rosca
(capacidade de 20 mL) e vedados com parafilme. A réplica foi feita colocando 1 mL do Meio
E mais hemoglobina axenico nos frascos e acrescido aproximadamente seis gotas de uma
populacdo ja estabelecida de C. elegans, todo o procedimento e manuseio com C. elegans
foram feito dentro da capela de fluxo laminar vertical. Ao término da replica do C. elegans
foram vedados com parafilme e mantidos em temperatura controlada (25 °C) em uma estufa
incubadora tipo BOD (Tecnal — Modelo TE 371). Para o crescimento dessa populacéo
replicada do C. elegans foi necessario aguardar em torno de 20 dias, em temperatura
controlada a 25 °C, para poder comecar a realizar os testes in vitro. A estimativa do
crescimento do C. elegans em 20 dias vai depender da temperatura que o mesmo foi

armazenado.

4.2.5. Teste de motilidade do Caenorhabditis elegans (TMCE)

Apdbs os 20 dias de incubacdo, C. elegans foram separados em nematoides jovens
adultos e os nematoides adultos, essa separacdo foi feita com o auxilio de uma peneira estéril
com malha de 38 um. Os nematoides jovens adultos e adultos ficavam retidos na peneira e 0s
outros nematoides passavam pela peneira. Os nematoides que passavam pela peneira eram
incubados novamente em Meio E mais hemoglobina e os nematoides adultos e jovens adultos
que ficaram retidos na peneira foram lavados com uma solugéo de sal balanceada chamada de
Meio M9 (1,5 g de K;HPO4; 3,0 g de Na;HPO,; 2,5 g de NaCl; 0,5 mL de uma solugéo de 1
mol de MgSO, e 500 mL de agua destilada) (BRENNER, 1974; KATIKI et al., 2011), todo o

processo de lavagem do C. elegans e os testes feitos com os extratos foram utilizados e
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realizados com o Meio M9. Todo Meio M9 utilizado foi autoclavado. A lavagem desses
nematoides retidos eram feitas com auxilio de uma pipeta de 5 mL de Meio M9 e colocada em
uma placa de petri, os nematoides ficavam na placa de petri até o inicio dos testes in vitro.
Ap0s a separacdo e lavagem dos nematoides adultos e jovens adultos, 6 amostra de 10 um
desses nematoides foram levado ao microscopio para a contagem, e os testes foram feitos
utilizando aproximadamente 100 C. elegans/repeticao.

Os extratos em suas concentracdes foram preparados dentro da capela de fluxo
laminar ap6s o isolamento dos nematoides jovens adultos e adultos. A maior concentracdo
testada dos extratos juntamente com C. elegans foi de 50 mg/mL e a menor de 0,39 mg/mL,
totalizando 8 concentracdes. O TMCE foi realizado em placas de cultura de poliestireno de 48
pocos. Para cada concentracdo foram realizadas 6 repeticbes para cada concentracdo e
aproximadamente 100 C. elegans em cada. Simultaneamente, foi feito controle positivo
contendo Zolvix® mais C. elegans, controle negativo somente com M9 e o teste com 0 Meio
M9 mais polivinilpolipirrolidona (PVPP na concentracdo de 150 mg, trés vezes mais a maior
concentragdo de extrato utilizada) mais os extrato (na maior concentragdo 50 mg) mais C.
elegans, esses testes foram feitos para constatar ou ndo a presenca de taninos nos extratos,
pois o PVPP tem a funcdo de inibir a acdo dos taninos existentes nos extratos. As placas
foram incubadas a 25 °C por 24 horas e a leitura das placas de pog¢os com C. elegans foram

realizadas para determinacdo da Clsy com auxilio de microscopio invertido.

4.2.6. Estatistica

O calculo para a concentracdo Inibitéria (CI) dos testes realizados in vitro foram
realizadas por regressdo utilizando a distribuicdo normal e logistica, com a estimativa de
parametros destas equacBes obtidas por maxima perspectiva. O programa utilizado foi o SAS
Probit para estimar a Clso com as variaveis independentes (dose) transformadas por logaritmo

natural (log dose).

4.3. Resultado

As analises com os valores de fendis totais (FT: expressos em equivalente grama de
acido tanico/kg de MS), taninos totais (TT: expressos em equivalente grama de &cido
tanico/lkg de MS) e taninos condensados (TC: expresso em equivalente grama de
leucocianidina/kg de MS) das folhas das plantas e de seus extratos conforme Tabela 3.1 do
capitulo anterior (pagina 55 — Tabela 3.1 — Valores de Fenodis Totais (FT), Taninos Totais

(TT) e Taninos Condensados (TC) das plantas e dos seus respectivos extratos).
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Os extratos de C. echinata (TC extrato = 211,63; TC folha = 59,87), D. alata
(TC extrato = 502,43; TC folha = 199,76) e M. caesalpiniaefolia (TC extrato = 277,32;
TC folha = 100,85) foram os que obtiveram maiores valores de FT, TT e TC nas folhas e em
seus extratos, e, as quais obtiveram a menor Concentracdo Inibitéria 50% (Clsg) no TMCE.
Os extratos de Neonotonia wighti cv Tinaroo, Calopogonium velutinum e Neonotonia wighti
cv Cianova obtiveram valores de FT, TT e TC baixos (Tabela 3.1) e os mesmos foram os que
ndo tiveram efeito no TMCE (Tabelas 3.2). Encontra-se também, na Tabela 4.1, a

porcentagem de C. elegans morto quando testado com os extratos mais o PVPP (E+PVPP).

Tabela 4.1 — Valores encontrados em ordem decrescente para a Concentragdo Inibitoria 50%
(Clsp) dos extratos das plantas avaliados no Teste de Motilidade do C. elegans (TMCE) e a
porcentagem do C. elegans mortos com os extratos mais PVPP (E+PVPP)

Planta Clsg (mg/mL) Intervalo E+PVPP (%)

Caesalpinia echinata 0,49 0,45a0,53 92,5
Mimosa caesalpiniaefolia 1,03 0,92a1,15 83
Dipteryx alata 1,50 1,38a1,63 96
Piptadenia colubrina 1,56 1,39a1,73 83,5
Leucaena leucocephala cv Cunningham 1,98 1,82a2,15 93
Cratylia mollis 2,02 1,83a2,23 88
Cajanus cajan 2,13 194a234 96
Leucaena pulverulenta 2,97 2,752 3,20 98,9
Gliricidia sepium 4,14 3,68 a 4,65 77
Centrosema pubenses cv Cardillo 6,19 537a7,10 86
Stylozobium aterremum 6,70 6,11a7,34 95
Stylosanthes guianensis 17,10 13,18 a 35,62 64
Arachis pintoi cv Amarillo 28,68 23,75 a 35,62 74
Canavalia ensiformis 40,56 34,21 a50,74 55
Calopogonium velutinum sem efeito
Neonotonia wighiti cv Cianova sem efeito
Neonotonia wighiti cv Tinaroo sem efeito

Zolvix® 0,26 0,24 20,30

O extrato que obteve maior eficiéncia no TMCE com a menor Cls foi com a planta da
Caesalpinia echinata com 0,49 mg/mL. O extrato de Mimosa caesalpiniaefolia obteve a
segunda menor Clsg no TMCE (1,03 mg/mL). A terceira menor Clsg foi de 1,50 mg/mL com
0 extrato de Dipteryx alata e a quarta menor Clsy foi com o extrato de Piptadenia colubrina
(1,56 mg/mL). Os extratos de Calopogonium velutinum, Neonotonia wighiti cv Cianova e
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Neonotonia wighiti cv Tinaroo ndo obtiveram efeito para a Clsp na maior concentrtacdo
testada (50 mg/mL) ficando inviavel aumentar a concentracdo para adquirir a Clsy desses
extratos. O controle foi testado com o mais recente vermifugo existente no mercado, chamado
Zolvix (monepantel) com a Clsg de 0,26 mg/mL. Estudos feitos por Baur et al. (2015)
relataram que os nematoides de H. contortus que apresentarem o gene MPTL-1 poderdo
apresentar resisténcia a substdncia monepantel e que os nematoides C. elegans que

apresentarem o gene ACR-23 também poderdo apresentar resisténcia a mesma substancia.

4.4. Discussdo

Os extratos das plantas de Cajanus cajan, Dipteryz alata, Mimosa caesalpiniaefolia e
Leucaena leucocephala cv Cunningham foram os extratos que obtiveram valores de TC mais
elevados, respectivamente, 584,51, 502,43, 277,32 e 265,56, valores esses expressos em
equivalente de g de leucocianidina/kg de MS. No entanto, apenas o extrato de M.
caesalpiniaefolia, dentre esses, que obteve um resultado satisfatério no TMCE ficando com a
segunda menor Clsp (1,03 mg/mL). Possivelmente, os resultados encontrados no TMCE in
vitro realizados nesse trabalho com o extrato de M. caesalpiniaefolia ndo pode ser atribuido
aos taninos, e sim, outras substancias que estejam presentes no extrato. Pois quando realizado
0 teste utilizando E+PVPP mais C. elegans a porcentagem de C. elegans morto foi semelhante
ao teste realizado somente com o extrato mais C. elegans, em torno de 83% do C. elegans
morreu em ambos.

Katitki et al. (2013) avaliaram extratos de plantas ricas em taninos condensados (TC)
em testes in vitro com C. elegans. Os autores expuseram que o extrato de Lespedeza cuneata
continha 45,5 % de TC , no entanto o valor encontrado para a Clso foi de 31,04 mg/mL. Esses
valores mostram que mesmo a L. cuneata possuir elevado teor de TC a Clsg encontrada para o
mesmo extrato também foi elevada, demonstrando assim, que ndo houve uma relacao entre o
TC e a Clsp. O presente trabalho também ndo encontrou relacéo entre os extratos testados que
apresentaram maiores teores de TC com o0s extratos que apresentaram menores valores na
Clso.

Os menores resultados encontrados no TMCE com 0s quatros primeiros extratos
avaliados podem, provavelmente, estar relacionados com a afinidade encontrada entre a
membrana externa dos nematoides e as substancias presentes em cada extrato. C. elegans,
assim como outros nematoides, o H. contortus € o T. colubriformis possuem em sua
membrana externa alguns tipos de proteinas hidrofébicas, como é o caso da perforina

(porinas), dentre outras (HART et al., 2015). Palmer relatou em 1998 que 40 % das proteinas
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encontradas no C. elegans podem ser achadas em outros organismos. Algumas dessas
proteinas existentes no C. elegans, possivelmente, sofreu algum tipo de interagdo com o0s
compostos fitoquimicos presentes nos extratos e acarretou na mortalidade dos nematoides.

C. elegans possui em sua estrutura uma substancia denominada de glicano, a qual esta
ligada com a lectina, tais substancias sdo encontradas também na espécie H. contortus. Essa
lectina quando se une com o glicano na glicoproteina ou no glicolipideos acarreta a inibicdo
do desenvolvimento da larva ocasionando até mesmo sua morte (HEIM et al., 2015). Todo
esse processo, possivelmente, pode estar relacionado com os resultados encontrados nesse
trabalho, pois pode ter ocorrido alguma interagdo entre algumas substancias presentes no
extrato e ter provocado a unido entre a lectina e o glicano presentes na estrutura dos
nematoides.

Outro fator que pode ter contribuido com os resultados encontrados no presente
trabalho e que reforca a escassa participacdo do tanino nos testes foi que todos os extratos
testados também foram testados juntamente com o PVPP mais C. elegans. E notorio que o
PVPP inibe a acdo dos taninos. Testes realizados com a presenca do E+PVPP obtiveram
resultados semelhantes quando comparado os testes dos extratos somente com C. elegans, em
ambos a porcentagem de nematoides mortos foram altas, esses resultados pressupdem que 0s
efeitos alcancados das baixas dosagens para a Clsg nos testes devem ter sido proveniente de
outras substancias presentes nos extratos, tais como, 0s terpenos, as saponinas, 0s alcaldides,
os flavondides, entre outros.

Os valores encontrados de TC no extrato de C. echinata foi mais baixo (211,63 — valor
expresso em equivalente de g de leucocianidina/kg de MS) quando comparado com o valor
encontrado para o extrato de M. caesalpiniaefolia (502,43 — valor expresso em equivalente de
g de leucocianidina/kg de MS), contudo, a Clsy foi menor (0,49 mg/mL) para o extrato de C.
echinata quando comparada com o extrato de M. caesalpiniaefolia (1,03 mg/mL). Outra
observacao vista nesses dois extratos testados foi que durante a preparacdo dos extratos, no
inicio do processo da extracdo, os extratos quando eram agitados, para obter homogeneidade,
formava muita espuma, essa espuma provavelmente pode indicar a presenca de saponinas
(FERNANDES et al., 2015).

Os resultados encontrados reforgcam, possivelmente, a existéncia de outras substancias
presente no extrato de C. echinata e que esteja auxiliando como efeito anti-helmintico na
mortalidade do C. elegans. Rezende et al. (2004) mencionaram que C. echinata, além dos
taninos, a planta também contém outros compostos secundarios, como o0s, terpenos (mirceno,

linalol e neo-allo-ocimeno), grupos derivados de C6 (n-hexanol, [E]-2-hexenal,



78

[Z]-3-hexenol e 1-hexanol) e os compostos nitrogenados como o indol e o antranilato de
metila. Foi relatado por Luna et al. (2005) a presenca de outros compostos secundarios no
extrato de folhas de C. echinata, tais como, fendis, flavononas, flavonas, flavondides,
esterdides, triterpenos, antraquinonas, antronas, proantocianidinas condensadas e agucares
redutores. Estudos feitos por Tsao e Yu em 2000 relataram que as substancias existentes em
plantas como os terpenos (monoterpenos) possuem uma acdo mais eficaz como nematicida do
que os proprios nematicidas que sdo comercializados, como o oxamil.

Os autores Xu e Lee (2004) mencionaram que a planta C. echinata possui acdo
antibacteriana, principalmente contra cepas multirresistentes. Luna et al. (2005), buscando
alternativas para o controle de doencas de paises tropicais, observaram que o extrato de
C. echinata possuiu resposta positiva no controle de inibicdo de eclosdo de ovos de alguns
insetos. Shen et al. (2007) relataram que a substancia que mais se encontra na planta
C. echinata ¢ a brasilina. Todos os autores descreveram a existéncia de muitos estudos com a
C. echinata principalmente na medicina humana.

A segunda menor concentracdo encontrada no TMCE ficou com o extrato da planta M.
caesalpiniaefolia. Provavelmente esse resultado demonstra a existéncia de substancias que
estejam presentes na planta, das quais assessoraram no resultado encontrado no teste com C.
elegans. Kokane et al. (2009) relataram que a planta M. caesalpiniaefolia possui fitoquimicos
como as flavonas C-glicosiladas, flavonas O-glicosiladas, mimosina, p-sitosterol, acido
linoléico mimopudine, 7,3,4’-trihydroxy 3,8-dimetoxi flavona, &cido p-cumarico e lupeol.
Nunes et al. em 2008 descreveram a presenca de compostos secundarios como os alcaldides,
taninos, flavondides, terpendides e carotendides nas folhas e na casca de M. caesalpiniaefolia.
O wuso medicinal de M. caesalpiniaefolia como anti-helmintico, anti-inflamatério,
adstringente, colestérico, anti-hemorragico, diurético e analgésico ja foi relatado em alguns
trabalhos feitos por Sukanya et al. (2009) e Kokane et al. (2009). Em estudos feito por Silva et
al. em 2012 disseram que o extrato de folhas da planta M. caesalpiniaefolia continha a
presenca de flavanoides (quercetina e catequina) e de acido galico. Todos esses trabalhos
relatados demonstram 0s compostos que estdo presentes na planta, os quais, provavelmente,
podem ter contribuido com os resultados encontrados no TMCE com o extrato de M.
caesalpiniaefolia.

Outro extrato que foi analisado nesse trabalho foi o extrato da planta Dipteryx alata.
O extrato de D. alata ranqueou o segundo maior teor de TC encontrado nos extratos
estudados (502,43 — eq de g de leucocianidina/kg de MS), no entanto no TMCE esteve em

terceiro colocado no teste in vitro, com a Clsp de 1,50 mg/mL. Esses resultados pressupdem
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novamente que além de compostos como 0s taninos a planta tém outros compostos
secundarios, os quais interagiram e auxiliaram no resultado encontrado. Alguns autores
relataram que a planta D. alata contém compostos secundarios como os flavonoides,
alcaldides, taninos, saponinas, antraquinonas e substancias terpénicas (THAKUR et al., 2011;
WILLIAMS, 2012; NITIEMA et al., 2012; KUMAR; PANDEY, 2013). Trabalho conduzido
por Piza et al. (2015) com extrato da folha de Dipteryx alata, em testes in vitro, obtiveram
uma inibicdo com ovos de nematoides de pequeno ruminante de 56,9% utilizando uma
concentracdo de 25 mg/mL do extrato.

O extrato da Piptadenia colubrina estabeleceu na quarta colocacdo para a Clsy no
TMCE (1,56 mg/mL), sendo que, na quantificacdo de TC foi um dos extratos que menos
continha TC (22,43 — valor expresso em equivalente de g de leucocianidina/kg de MS). Esses
resultados mostram a possibilidade da existéncia de outros compostos na planta, as quais
contribuiram com o resultado exposto. Pachter et al. em 1959 relataram que o extrato do caule
de P. colubrina apresentou um composto alcaldide chamado de Bufotenina, substancia essa
classificada como alucindgena. Nakaoka e Vanillo (1990) pesquisaram extratos das cascas de
31 espécies de plantas, os autores relataram que o extrato da casca de P. colubrina continha
taninos, antraderivados, que séo substancias de coloracédo alaranjada e que possui uma relagéo
direta com antraquinona, esteroides e triterpenoides.

Gutierreaz-Lugo et al. (2004) descreveram que o esterdide e o triterpendides
encontrado no extrato de P. colubrina €, respectivamente, o 3-sitosterol e o lupenona e lupeol,
substancias essas que sdo comprovadas serem antibacteriana, além disso, os autores Beltrame
et al. (2002) descreveram que essas substancias também sdo antifungicas. Golcalves (2005)
relatou que a acdo antimicrobiana da P. colubrina se deu devido a presenca de flavonoides e
taninos presentes nas folhas e nas cascas da planta. Além desses compostos ja relatados, 0s
autores Santos et al. (2003) e Braga et al. (2007) citaram que a planta em questdo também
apresenta catequina, saponina, triterpenos e xantonas.

Todas essas substancias que foram aqui relatadas, provavelmente, devem estar
presentes nos extratos avaliados e podem ter auxiliado no TMCE e na Cls; que foram
descritas aqui. Destacando-se ainda que 0s compostos secundarios presentes nos extratos das
plantas que foram avaliados no TMCE, in vitro, no presente trabalho podem ter apresentado
resultados isoladamente ou em sinergismo entre eles, as quais corroboraram com 0s resultados

apresentados.
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45. Conclusdo

O extrato que obteve a menor Clso no TMCE foi com o extrato de folha da planta C.
echinata, seguido pelo extrato de folhas de M. caesalpiniaefolia, o extrato de folhas Dipteryx
alata e, por fim, o extrato de folhas de Piptadenia colubrina. Resultados esses que podem

apresentar potencial para a realizagéo de teste in vivo.
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5. Utilizacdo de Arachis pintoi cv Amarillo e Caesalpinia echinata em testes in vivo no
controle de Haemonchus contortus

Resumo: A resisténcia dos nematoides gastrintestinais aos principais farmacos existentes no
mercado € um fato, devido a isso objetivou-se neste trabalho avaliar as plantas Arachis pintoi
cv Amarillo e Caesalpinia echinata no controle do Haemochus contortus em ovinos. Foram
utilizados 30 ovinos, com PV médio de 32 kg +/- 0,59 kg, mesticos Dorper com Santa Inés,
machos, ndo castrados, divididos em trés tratamentos: A. pintoi (A), C. echinata (B) e
controle (C) infectados sem tratamento, cada tratamento continha 10 animais, infectados com
5.750 L3 de H. contortus. Durante 41 dias os animais dos tratamentos A e B receberam
diariamente 10 g da planta moida juntamente com o concentrado. Foram colhidos sangue,
para andlise bioquimico e fezes para analises de OPG. Ao final do experimento os animais
foram abatidos para a contagem e determinacdo do comprimento dos H. contortus adultos.
Nos ovinos do grupo A verificou-se menor nimero de ovos (1015) nas fezes (OPG) em
relacdo aos dos grupos B (1244) e C (1537) (P<0,05). Nas analises de sangue (hemograma e
bioquimico), nimeros de vermes adultos e fecundidade das fémeas ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos. Os comprimentos dos nematoides machos foram 1,24 cm (A);
1,31 cm (B) e 1,35 cm (C) e para as fémeas 1,83 cm (A); 1,91 cm (B) e 1,97 cm (C), sendo
gue o tamanho foi menor nos nematoides do tratamento A em relacéo aos demais tratamentos.
Conclui-se que o tratamento A utilizando a planta Arachis pintoi cv Amarillo apresentou as
menores contagem de OPG quando comparado com o tratamento C controle, ocasionando
assim uma menor contaminagao da pastagem.

Palavras-chave: compostos secundarios, cordeiros, leguminosas, nematoide gastrintestinal,
sangue
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5.1. Introducéo

A ovinocultura brasileira tornou-se mais uma alternativa de renda em muitas
propriedades, no entanto os problemas nutricionais, de manejo e sanitarios restringem a
producdo e consequentemente gera perdas econdmicas e reducdo na rentabilidade na producéo
do rebanho ovino (LIMA et al., 2010; SPRENGER et al., 2013). O sucesso produtivo no
rebanho de pequenos ruminantes depende de varios fatores, dentre eles, o controle sanitario
efetivo e estratégico.

Dentro do rebanho ovino a maior perda é causada pelo prejuizo com os nematoides
gastrintestinais (VIEIRA et al., 2014), principalmente o nematoide da espécie Haemonchus
contortus, que é a espécie que causa maior prejuizo ao rebanho, por ser um nematoide
hemato6fago, causa anemia, perda de peso dos animais, reducdo da producdo de carne, leite e
& (FORTES et al.,, 2013). Todavia, 0s ovinos podem ser parasitados por varios tipos de
nematoides, que agravam a situacdo sanitaria do plantel (TAYLOR et al., 2007).

O controle desses nematoides se advém do emprego de farmacos anti-helminticos
existentes no mercado, sendo que a eficdcia desses farmacos € alcancada quando sao
associadas as suas caracteristicas farmacoldgicas, a fisiologia do hospedeiro e aos nematoides
(NARI; EDDI, 2003), porem esses farmacos quando administrados de maneira errdnea e com
0 passar do tempo com seu uso, através de processo natural, os nematoides adquirem
linhagens resistentes (SANTOS et al., 2012). A resisténcia por parte dos nematoides é um
grande problema na cadeia produtiva da ovinocultura, estudos demonstram que o alelo SS
(homozigoto susceptivel) vem sendo substituido com muita rapidez pelos alelos RR
(homozigoto resistente), o qual acarreta a resisténcia dos nematoides diante aos farmacos
comerciais (MOTTIER; PRICHARD, 2008). Outro ponto negativo com 0 uso desses
farmacos é a questdo da poluicdo para com o ambiente, o residuo deixado na carne e no leite e
0 aumento do custo na producdo dos pequenos ruminantes (MOLENTO, 2005; KUNSA;
ABEBE, 2009).

Com os provaveis residuos nos produtos oriundos da ovinocultura e o prejuizo que 0s
farmacos podem causar no meio ambiente, percebeu-se a necessidade de reduzir o uso desses
anti-heminticos existentes no mercado (SILVA, 2007). Diante dos aspectos negativos que 0s
farmacos estdo causando, estudos e estratégias vém sendo desenvolvidos como alternativa
sustentavel para o controle dos nematoides gastrintestinais (OLIVEIRA et al., 2011).
Uma das estratégias sustentaveis que vém sendo bastante pesquisada é o uso de plantas
medicinais, as quais possuem compostos fitoquimicos, e que vem mostrando resultados
promissores na atividade anti-helmintica (BARRABI-PUERTA; ARECE-GARCIA, 2013),
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além de possuir baixo custo ao produtor (SOUSA et al., 2013). Um ponto positivo no controle
dos nematoides gastrintestinais com o uso de plantas com compostos bioativos é a reducdo do
uso de farmacos pelos produtores, fazendo com que a vida Util desses farmacos sejam
prolongadas, outro ponto positivo € a auséncia de residuo no meio ambiente, e o principal, a
auséncia de residuos nos produtos oriundos da ovinocultura, como carne e leite (MOLENTO,
2005; SILVA, 2007; KUNSA e ABEBE, 2009).

Varios sdo os estudos frente a diferentes espécies vegetais as quais vém mostrando
propriedades anti-helminticas em ruminantes (MANOLARAKI et al., 2010; ALONSO-DIAZ
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; KATIKI et al., 2011; HOSTE; TORRES-ACOSTA,
2011; VON SON-DE FERNEX et al., 2012; KATIKI et al., 2011; HOSTE et al., 2012,
KATIKI et al., 2013). A planta Arachis pintoi € uma leguminosa da América tropical, muito
bem adaptada em solos que possui baixa fertilidade e acidez (VALLS; SIMPSON, 1994)
também conhecida como amendoim forrageiro perene, € uma planta muito bem aceita pelos
animais em pastoreio e possui alto valor nutritivo, com PB que varia de 14 a 20%. Estudos
relatam que os principais fitoquimicos encontrados no A. pintoi sdo os derivados de
estilbenos, principalmente o resvenatol, responsavel pela atividade antiflngica e
antimicrobiana, os derivados de flavondides, acidos fenolicos (encontrado principalmente nas
folhas), fitoesterdides, triterpenos, alcaldides e cumarina (STEVENSON et al., 1993; BILBIS
et al., 2002; ANYASOR et al., 2009; BARKLEY et al., 2010). Estudos feitos por Rojas et al.
(2006) com A. pintoi reafirmaram o alto valor nutricional, a aceitabilidade pelos animais e que
0 A. pintoi apresentou efeito anti-helmintico promissor nos testes realizados in vivo contra
H. contortus. Fernex et al. (2012) avaliaram extratos de folhas de A. pintoi, Gliricidia sepium
e Cratylia argentea, em testes in vitro, no desembainhamento da larva de H. contortus e
relataram que na maior avaliada (1,2 mg) todos os extratos inibiram completamente o
desembainhamento da larva de H. contortus.

A planta C. echinata é uma arvore da Mata Atlantica abundante na época do
descobrimento do Brasil em regides litoraneas. C. echinata possui um corante natural,
presente no caule, denominado de brasilina, que em contato com o ar, auto-oxida, e se
transforma em brasileina, corante que era muito utilizado para corar tecidos, penas e tinta para
escrever (AGUIAR; PINHO, 2007). Rezende et al. (2004) avaliaram os fitoquimicos
presentes nas folhas e flores da C. echinata, descobriram que as flores sdo ricas em
E-beta-ocimeno (terpenos) (57%) e as folhas ricas em (E)-3-hexano-I-ol (composto organico)
(30,8%), sendo os compostos fendlicos mais abundantes na C. echinata, além de

monoterpenos, acidos carboxilicos, acidos fenolicos e ésteres. Pesquisa feita por Luna et al.
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em 2005, relataram que o extrato das folhas de C. echinata apresentavam compostos
fitoquimicos como os fendis, flavonoides, xantonas, heterdsidos, flavononas, flavonas,
antraquinonas e antronas. No levantamento bibliografico realizado ndo foi observado estudo
sobre 0 uso da C. echinata no controle de nematoides gastrintestinais de ruminantes.
Objetiva-se com este estudo avaliar em teste in vivo o efeito anti-helmintico de duas espécies
leguminosas, o Arachis pintoi cv Amarillo e a Caesalpinia echinata, no controle do

nematoide Haemonchus contortus.

5.2.  Material e Métodos

5.2.1. Local do experimento, colheita e processamento das plantas

O experimento in vivo foi realizado no Instituto de Zootecnia (1Z) localizado no
municipio de Nova Odessa/SP, com a aprovacio pelo Comité de Etica do Uso dos Animais
(CEUA) numero 2013-1. As plantas Arachis pintoi cv Amarillo e Caesalpinia echinata foram
coletadas no Campo Agrostologico da propria instituicdo, as mesmas estdo catalogadas e
possuem registros no Herbario da instituicdo. Foram colhidas aproximadamente 10 kg de
folhas novas e levadas a estufa de circulagdo fechada de ar a 35 °C, até peso constante. Em
seguida as folhas foram moidas em moinho tipo Willey com peneira de 2 mm e armazenadas
até o inicio do teste in vivo.

A escolha das plantas Arachis pintoi cv Amarillo e Caesalpinia echinata para o teste
in vivo foi devido a um ranqueamento feito com todos os extratos testados nos testes in vitro.
Sendo C. echinata a primeira planta, seguida por Dipteryz alata, Stylosanthes guianensis e
Arachis pintoi. Porém como C. echinata e a Dipteryx alata sao arbustivas, optamos por testar
uma leguminosa arbustiva (C. Echinata) e outra rasteira, o A. pintoi, a qual pode servir de
alimento para os animais como pastoreio. O S. guianensis ndo foi colhido, pois como se
tratava de campo agrostoldgico e devido a seca que acometeu toda a regido no ano de 2014, a
planta tinha sido eliminado do campo agrostoldgico e nédo teria tempo de plantar e esperar
para a colheita, entdo optamos em testar a planta que ficou no ranque de nimero quatro, o A.

pintoi.
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5.2.2. Animais, manejo e alimentagdo

Foram utilizados 30 animais mesticos, raca Dorper com Santa Inés, machos, ndo
castrados, com idade de 5 meses e peso médio de 32 kg +/- 0,59 kg. Antes do inicio do
experimento os animais foram pesados, vermifugados (Zolvix e Ripercol), identificados e
alojados em baias individuais com cama de bagaco de cana e com disponibilidade de feno e
agua a vontade. O célculo para o fornecimento do alimento foi baseado em 3% do peso vivo
segundo NRC de 2007, com 30% de concentrado (85,5% de milho moido, 11% de farelo de
soja, 1,5% de sal mineral, 1% de sal branco, 1% de calcario calcitico) e de feno de graminea
(Cynodon spp) a vontade. Anélise bromatoldgica da dieta e os valores de Fendis Totais (FT),
Taninos Totais (TT) e Taninos Condensados (TC) das plantas A. pintoi e C. echinata se

encontram na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Anélise bromatoldgica dos componentes da dieta e os valores de fendis totais,
taninos totais e taninos condensados das plantas utilizadas no experimento

Bromatoldgica Feno Concentrado  Dieta Total A. pintoi C. echinata
Matéria seca 873,81 946,46 932,76 910,57 912,38
Proteina bruta* 117,26 154,25 116,57 216,44 116,90
Fibra em detergente neutro* 734,55 491,98 544,35 682,47 557,93
Fibra em detergente acido* 385,51 74,72 254,01 438,03 450,38
Matéria mineral* 54,07 30,79 45,13 68,02 56,65
Matéria organica* 945,93 969,21 954,87 931,98 943,35
Fenois Totais** 48,76 136,24

Taninos Totais** 32,84 95,5

Taninos Condensados*** - 59,47 59,87

MS expressa em g/kg de matéria verde; *Valores expressos em g/kg de matéria seca; **Valores expressos em equivalente de g de &cido
tanico/kg de MS; ***Valores expressos em equivalente de g de leucocianidina/kg de MS

O experimento teve duracdo de 41 dias seguindo o protocolo apresentado na Figura
5.1, ap6s certificacdo da auséncia de ovos nas fezes. Ao final do experimento os animais
foram abatidos com retirada do abomaso e seu conteudo padronizado com amostragem de
10% e preservado com formalina até a contagem, separagdo por sexo e medi¢do do
comprimento dos vermes. Nas fémeas foi avaliado a fecundidade com a contagem dos ovos

em seu anterior segundo Kloosterman et al. (1978).



90

- 1" dia planta
- Pesagem
- Sangue

- Infecgio
dos
animais

- Pesagem
- Sangue

- Pesagem
- Sangue
-OPG

|
- Pesagem
- Sangue
< 0OPG

Do -
inicio

D5

|
D&

|
D27

D40

D41 -
final

Figura 5.1 — Protocolo experimental utilizado

5.2.3. Testeinvivo

Antes do inicio do experimento os animais foram divididos em trés tratamentos.
Tratamento A: 10 animais tratados com 10 g diarias de Arachis pintoi misturado ao
concentrado. Tratamento B: 10 animais tratados com 10 g diarias de Caesalpinia echinata
misturado ao concentrado. O feno foi fornecido nos cochos somente apos a ingestao total do
concentrado juntamente com a planta. Tratamento C: animais infectados sem adicdo de
planta, apenas o feno e concentrado. Os animais do tratamento A e B comegaram a receber o
tratamento com as plantas no dia zero (DO0) até o final, ap0s seis dias de tratamento com as
plantas todos os animais (tratamento A, B e C) foram infectados artificialmente com H.
contortus via oral com dose de 5.750 Ls/animal.

Durante todo o experimento foram feitas pesagens dos animais e colheitas de sangue e
fezes para analises de OPG. Foram utilizados tubos sem anticoagulante para analise de
bioquimico e tubos com anticoagulante (EDTA) para as analises de hemograma e laminas. A
colheita de sangue foi para as analises bioquimicas (Creatinina, Ureia, Aspartato Amino
Transferase [AST] e Gama Glutamil Transferase [GGT]) e para analise sanguinea de
hemograma completo. O sangue colhido dos animais foi analisado pelo aparelho
hematoldgico veterinario (poch-100iv Diff) para a obtencdo das informacdes das células
brancas, células vermelhas, hemoglobina, hematdcritos e plaquetas de cada animal individual.
Logo apo6s, foram feitas as [aminas individuais identificadas e, em seguida, o sangue de ambos
os tubos foram centrifugado e o soro/plasma colocado (1 mL) em tubos de polietileno
identificados e armazenados em congelador até posteriores analises de bioquimica com o
soro.

A colheita de fezes foram feitas diretamente do reto de cada animal com auxilio de
saquinhos pléasticos identificados para cada animal individual. A analise de OPG foi feita
conforme descrita por Gordon e Whitlock (1939).
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5.2.4. Abate dos animais

No D40 apds o término da pesagem, colheitas de fezes e sangue 0s animais entraram
em jejum e foram levados ao biotério do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP) em Piracicaba/SP onde foram abatidos no D41. Os animais foram
insensibilizados com o uso de pistola propulsora provida de dardo cativo, seguido da sangria
através da seccdo da veia jugular. Apés o abate de cada animal, as visceras eram levadas a
uma mesa de inox para a recuperacéo e separacao do abomaso individualmente para necropsia
parasitologica. O abomaso recuperado era lavado com até dois litros de agua corrente dentro
de um balde, dessa &gua foi retirado uma amostragem (solucdo com vermes adultos) de 10%
(200 mL). Em seguida essa solugdo contendo os vermes foi colocada em um recipiente
contento 20 mL de formol mais os 200 mL da solugdo com os vermes adultos, esse
procedimento foi feito para cada animal. Ao final do abate a solucdo com os vermes adultos
foi levada ao laboratério de Biotecnologia do Instituto de Zootecnia e feito todo o
procedimento de recuperacdo dos nematoides adultos. O conteldo recuperado de cada animal
com a solucdo com os vermes adultos foram lavados com agua corrente e auxilio de uma
peneira para retirar o excesso de formol e, em seguida, essa solu¢do dos H. contortus adultos
foram colocados em uma placa de petri e levado para a lupa, a qual assessorou na separagéo e
na contagem dos vermes em machos e fémeas. Apds a separacdo dos vermes em machos e
fémeas houve a medicédo de comprimento de 10 machos  de
H. contortus e a medicdo de 10 fémeas de H. contortus. Em seguida, os machos foram
descartados e as fémeas colocadas em formol para posterior fecundidade dessas fémeas
(KLOOSTERMAN et al., 1978).

A fecundidade das 10 fémeas de H. contortus recuperadas de cada animal abatidos
foram feitas em eppendorf. Em cada eppendorf continha uma fémea e 950 uL de cloro a
2,5%. Essa solucdo foi homogeneizada, apo6s trés minutos a fémea dentro do eppendorf foi
desintegrada restando apenas 0s ovos que havia dentro dela. Em seguida foi acrescido
50 pL de tiossulfato de sodio a 1% para bloquear a agdo do cloro. Restando apenas a solugéo
com 0s 0vos, a partir dai foram feitas 10 contagem contendo 10 uL dessa solu¢do dos ovos de
cada fémea para verificar a quantidade de ovos em cada fémea. Todo esse procedimento foi
feito para as 10 fémeas medidas de cada animal abatido (KLOOSTERMAN et al., 1978).
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5.2.5. Estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos e dez repeticdes
(animais), para as variaveis repetidas no tempo foi utilizado o PROC MIXED e para aquelas
avaliadas apenas uma unica vez o0 PROC GLM do programa estatistico SAS. Os dados de
OPG foram transformados em log (x+10) e as médias entre tratamentos foram comparadas
usando o teste de Tukey com nivel de significncia de 0,05.

5.3. Resultado

Somente na média geral de todo o periodo experimental é que foi verificada reducéo
do OPG (Tabela 5.2) nos ovinos que receberam o A. pintoi em relagdo ao controle (P<0,05),
ndo havendo diferenca significativa entre os demais tratamentos em todos os dias coletados.
Ja na comparacdo do OPG através do tempo dentro de cada tratamento, houve aumento do

OPG em todos, porém com menor diferenca nos animais tratados com A. pintoi.

Tabela 5.2 — Numero de ovos por grama de fezes (OPG) dos ovinos nos tratamentos e ao
longo do periodo experimental

Tratamento Ovos por grama de fezes — OPG Medias
_ i Erro Padréo (+/-)
Controle (C) A. pintoi (A) C. echinata (B)
D27 15 A 15 A 20A 464,05
D30 1360 B 645 AB 1095 BC 349,28
D33 1415 B 1050 B 925B 273,67
D36 1930 BC 1150 B 1755 BC 329,92
D40 2965 C 2215 B 2425C 8,92
Média 1537b 1015a 1244 ab 144,33

Letras minGsculas se diferem na linha; P<0,05

O numero e comprimento de nematoides por sexo e a fecundidade das fémeas estdo
descritos na Tabela 5.3. Nao houve diferenca na carga parasitaria dos animais e fecundidade
das fémeas entre os tratamentos avaliados (P>0,05). No entanto, observou-se que houve
reducdo no tamanho dos nematoides (machos e fémeas) no tratamento A em relacdo aos
tratamentos B e C (P<0,05).
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Tabela 5.3 — Quantidade e comprimento dos machos e fémeas de H. contortus e fecundidade
das fémeas nos tratamentos utilizados

Sexo Controle (C) A. pintoi (A) C. echinata (B) Erro Padrdo (+/-)
Quantidade de nematoides *
Fémeas 35 35 41 3,92
Machos 33 30 31 3,56
Total 68 65 72 6,91

Comprimento dos nematoides (cm)*

Fémeas (cm) 1,97 a 1,83b 191a 0,021
Machos (cm) 1,35a 1,24Db 13la 0,016

Fecundidade das fémeas (ovos/fémeas)™*

Fémeas 771 719 722 34,16

Letras iguais ndo se diferem estatisticamente; P < 0,05; *valores referente a 10% do total.

As médias dos resultados das analises do sangue (hemograma e bioquimico)
encontram-se dentro da faixa normal para ovinos (Tabela 5.4), ndo havendo diferenga entre
tratamentos (P>0,05). Somente os teores de GGT apresentaram estar acima dos valores
normais.

Tabela 5.4 — Parametros sanguineos (hemograma e bioquimico) dos ovinos de cada
tratamento experimental
Tratamento Controle (C)  A. pintoi (A)  C.echinata (B)  Erro Padrdo (+/-)  Referéncia

Bioquimico — média

Creatinina (mg/dL) 1,27 1,35 1,20 0,025 1,20-1,90
Ureia (mg/dL) 30,64 30,86 32,68 1,02 1742
GGT (UI/L) 67,58 59,17 64,45 2,80 20-52
AST (UI/L) 98,08 103,5 98,24 4,24 60 — 280
Bilirrubina (mg/dL) 0,1 0,1 0,1 0,009 0,1-05
Hemograma — média
Hemécias (x10%/puL) 12,53 13,09 13,17 0,28 8-16
Volume globular (%) 33,40 36,12 35,19 0,82 24 -50
Hemoglobina (g/dL) 8,78 9,58 10,84 1,45 8-15
Leucécitos (x10%/uL) 7,23 5,85 6,19 0,25 4-12
Neutrofilos (%) 52,54 52,20 53,72 1,53 10-50
Linfécitos (%) 44,92 44,02 42,48 1,55 40-75
Eosindfilos (%) 1,52 2,12 1,74 0,22 0-10
Mondcitos (%) 1,54 2,28 1,94 0,18 0-6
Plaquetas (x10°/uL) 754,52 864,4 934,46 61,81 300 - 800

AST = Aspartato amino transferase; GGT = Gama Glutamil Transferase; Referencia = Meyer & Harvey, 2004 e Kaneko et al., 2008
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5.4.  Discussdo

Os resultados evidenciados nas anélises de sangue (hemograma e bioquimico) néao
apresentaram diferenca entre tratamentos (P<0,05) e apenas os valores de Gama Glutamil
Transferase (GGT) ficaram acima dos valores preconizado por Meyer e Harvey (2004) e por
Kaneko et al. (2008).

O presente trabalho indicou que dentre as plantas avaliadas A. pintoi conseguiu
reducdo significativa no OPG (1015) quando comparado com o controle (1537), elevacéo do
OPG do inicio ao final do experimento (P<0,05), indicando ac¢do negativa sobre o postura do
H. contortus, o que foi confirmado pelos resultados encontrados nos comprimentos dos
nematoides machos (1,24 cm) e fémeas (1,83 cm) nos ovinos alimentados com a A. pintoi
(P<0,05). A presenca de fitoquimicos nesta planta, como por exemplo, os flavonoides e 0s
polifendis, podem ter sido responsaveis pelo efeito anti-helmintico (MOLAN et al., 2003;
BARRAU et al., 2005), ou ainda, os estilbenos, resvenatol, acidos fenolicos, fitoesterdides,
triterpenos, alcaldides e cumarina (STEVENSON et al., 1993; BILBIS et al., 2002;
ANYASOR et al., 2009; BARKLEY et al., 2010), havendo necessidade de mais estudos a fim
de aprofundar o conhecimento sobre qual ou quais substancias poderiam estar agindo sobre o
crescimento desses nematoides, uma vez que a planta ndo impediu a implantacdo da
verminose, pois o nimero de vermes entre tratamentos foram semelhantes.

Os compostos fitoquimicos como os taninos condensados, estdo presentes na planta de
A. pintoi, talvez os taninos isoladamente ou na presenca de outras substancias presentes na
planta tenham se complexado e se potencializado resultando na atividade anti-helmintica.
Esse procedimento pode ter auxiliado nos resultados encontrados no presente trabalho. E
sabido que substancia como o tanino apresenta a capacidade de se complexar com outras
substancias demonstrando seu potencial a uma resposta favoravel no controle de nematoides
de pequenos ruminantes. Esse procedimento, que provavelmente possa ter ocorrido explica o
porqué de uma planta apresentar efeito e a outra ndo (TERRIL et al., 1994).

O A. pintoi possui compostos fitoquimicos os quais sdo derivados de estilbenos,
principalmente o resvenatol, que € responsavel pela atividade antifungica e antimicrobiana, os
derivados de flavondides, &cidos fenolicos (encontrado principalmente nas folhas), os
fitoesterdides, triterpenos, alcaldides e cumarina (STEVENSON et al., 1993; BILBIS et al.,
2002; ANYASOR et al., 2009; BARKLEY et al., 2010). Tais compostos, possivelmente,
podem ter contribuido com os resultados encontrados no presente trabalho, relembrado que,
essa planta pode possuir um potencial promissor, pois a dosagem fornecida aos animais foi

terapéutica, somente 10 g/animal, e mesmo com essa pequena quantia e num curto periodo, 0s
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animais apresentaram resposta favoravel no controle desses NGI. No entanto, esses resultados
estdo longe de ser o ideal, porem pode contribuir para uma menor deposi¢do de ovos nas
pastagens e ao longo do tempo um controle sustentavel desses nematoides.

Para os resultados encontrados nos comprimentos dos nematoides machos e fémeas
para cada tratamento foi significativo, sendo que, o comprimento dos nematoides machos
(1,24 cm) e o comprimento dos nematoides fémeas (1,83 cm) para o tratamento A foram
menores quando comparados com 0s nematoides machos e fémeas do tratamento B (1,31 e
1,91 cm) e tratamento C (1,35 e 1,97 cm), respectivamente, mostrando uma diferenca
de 14 mm no comprimento entre as fémeas do tratamento A e as fémeas do tratamento
C. Entre os tratamentos B e C ndo foram encontrados diferengas significativas. Sendo assim,
o0 tratamento A mostrou uma diferenca significativa para o comprimento dos nematoides em
ambos 0s sexos, em suma, quando ocorre dos nematoides fémeas serem menores significa que
em seu interior cabera menos ovos, e consequentemente, menos ovos serdo eliminados pelas
fezes e, consequentemente, menos ovos eliminados no meio ambiente. Esses valores podem
ser confirmados pelo numero de OPG encontrado no presente trabalho, onde o OPG do
tratamento A (1015) foi menor quando comparado com os demais tratamentos (B = 1244 e
C = 1537), os quais obtiveram comprimentos dos nematoides maiores.

O que pode ter contribuido com os resultados do presente trabalho em relacdo ao
comprimento dos nematoides, provavelmente, foram os complexos que se formaram entre 0s
compostos fitoquimicos presentes na planta A. pintoi e as proteinas, lipidios e carboidratos
que estdo presentes na bainha do nematoide. E conhecido que a bainha que envolve a larva
infectante do H. contortus (L3) apresenta em sua estrutura colageno, proteinas, lipidios e
carboidratos e a larva adulta (L5) é praticamente revestida por coldgeno. Quica algumas
dessas substancias presentes na bainha dos nematoides, ou no nematoide adulto, possam ter
interagido, de alguma maneira, com algum composto secundario presente na planta,
ocasionando algum prejuizo em seu crescimento e/ou até mesmo no seu desenvolvimento,
deixando os nematoides dos animais tratados com A. pintoi menores quando comparados com
0s nematoides dos animais dos tratamentos B e C. Esse complexo entre os fitoquimicos da
planta e as substancias presentes na bainha também pode ter corroborado com os resultados
encontrados no OPG do presente trabalho.

Outro fator que pode ter ocasionado os resultados encontrados no presente trabalho foi
que, provavelmente, os fitoquimicos encontrados na planta A. pintoi possam nao ter sido
absorvido no trato gastrintestinal ou ter tido uma menor absorcéo pelos animais (NIEZEN et

al., 2002) e assim corroborado, de alguma forma, a prejudicar as condi¢es dos nematoides no
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abomaso, o qual possa ter acarretado alguma mudanga em seu crescimento, estrutura e/ou
fisiologia e,  consequentemente, conduziu as  fémeas dos  nematoides
H. contortus eliminarem menos ovos nas fezes dos animais infectados e, também, ter
interferido no crescimento das fémeas.

O que pode também ter gerado a diminuicdo da eliminacdo de ovos nas fezes e afetado
0 crescimento desses nematoides, possivelmente, foi devido a presenga de prolina e
hidroxiprolina, pois 0s nematoides apresentam em sua superficie essas substancias
(ALONSO-DIAS et al., 2011), incumbindo com que essas substancias se ligassem uma nas
outras, devido a presenca dos fitoquimicos na planta e, devido a isso, pode ter acarretado
algum dano no nematoide que resultou em um menor crescimento das fémeas e,
consequentemente, fez com que as fémeas eliminassem menos ovos nas fezes.

A quantidade da planta utilizada pelos animais foi de apenas 10 g, com finalidade
terapéutica, no entanto os resultados foram promissores, logo pode despertar grande interesse
na sua utilizagdo em dieta dos ruminantes como alimento funcional ou nutraceutico, uma vez
que o A. pintoi é uma leguminosa perene de porte baixo, com plantio através de semente,
estoldo ou coroa com parte da raiz e € muito bem aceita pelos animais, tornando-a uma fonte
alimentar de facil manejo pelo fazendeiro. Além disto, os teores dos compostos fitoquimicos
desta planta ndo apresentam fatores que impegcam seu fornecimento como fonte de alimento,
podendo ser fornecida aos animais como pastoreio ou feno, além de tudo possui alto valor
nutritivo, com PB que varia de 14 a 20%, sendo visivel a preferéncia dos animais por essa
planta quando existe a op¢do de escolha (VALLS; SIMPSON, 1994; ROJAS et al., 2006).

Outros estudos também indicam qua a planta A. pintoi possui acdo anti-helmintica.
Trabalho realizado por Fernex et al. (2012) com extrato de folhas de A. pintoi em testes
in vitro observaram inibicdo por completo no desembainhamento da larva de H. contortus na
maior dosagem avaliada (1,2 mg). Rojas et al. (2006) descreveram que a A.pintoi apresentou
efeito anti-helmintico promissor nos testes realizados in vivo contra H. contortus. Lopez et al.
(2005) avaliaram a molécula isolada de tanino condensado (TC) extraido da planta A. pintoi e
descreveram a eficiéncia dessa molécula contra a larva infectante (L3) de H. contortus, os
autores relataram que na dosagem de 0,1 ppm a eficiéncia foi de 11,5% na mortalidade das L
e na dosagem de 45 ppm a mortalidade das larvas foi de 100%, os autores expuseram que a
dosagem mais eficiente foi com 0,3 ppm de TC extraido do A. pintoi devido a porcentagem da
mortalidade da L3 ter sido de 65,5.
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5.5. Concluséo
O tratamento com a planta Arachis pintoi cv Amarillo foi aquele que propiciou
reducdo no OPG e no comprimento dos H. contortus sugerindo ac¢do anti-helmintica com

potencial de uso no controle sustentavel desta verminose em ovinos.
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