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JANAUBA (HIMATANTHUS WILLD. Ex SCHULT.) — APOCYNACEAE NO
CONTROLE DE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS EM OVINOS.
RESUMO - Janauba é a denominacao popular mais difundida para as espécies do
género Himatanthus que ocorrem no Estado do Maranh&do. A planta é membro da
familia Apocynaceae, nativa do Brasil e tem ampla distribuicdo na regido Nordeste,
com varias indicacdes de uso popular, que vai desde o tratamento de inflamacdes
uterinas e gastrites até o tratamento de verminoses. Para avaliar o efeito anti-
helmintico de Himatanthus ssp., contemplando os requisitos de eficacia e
seguranca para fitoterapicos e tendo em vista a crescente demanda por produtos
agropecuarios livres de residuos quimicos e a ocorréncia de cepas de nematédeos
resistentes aos quimioterapicos convencionais, o estudo objetivou contribuir com a
investigacao de tratamentos anti-helminticos alternativos com possibilidade de uso
na reducdo da verminose ovina. Inicialmente foi realizada a identificacdo botanica
do vegetal, a producdo do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA), caracterizacdo
fitoquimica, ensaios de toxicidade e atividade ovicida in vitro do EBHA de janauba
sobre nematdédeos gastrintestinais em ovinos. O vegetal foi classificado como
Himatanthus drasticus. O extrato apresentou compostos nitrogenados, glicosideos e
fendlicos e nao foi verificada registros de toxicidade. Houve atividade ovicida
(p<0,05) in vitro sobre a emergéncia de larvas de nematédeos gastrintestinais nas
concentracdes testadas. Essas observacgdes possibilitam a indicacao da planta para
testes anti-helminticos em pequenos ruminantes. Prosseguiu-se experimenacédo in
vivo por trinta dias com ovinos naturalmente infectados por nematddeos
gastrintestinais, tendo sido avaliado o efeito do EBHA de H. drasticus sobre a
reducdo do OPG e LPG, bem como as implicagbes de uso do extrato sobre as
atividades e fun¢des organicas dos animais tratados. Verificou-se reducéo (p<0,05)
de ovos e larvas fecais no periodo e as fungdes hepatica e renal ndo foram
influenciadas pelos tratamentos. A janauba podera integrar a relacdo de espécies
vegetais com atividade anti-helmintica, com possibilidades de utilizacdo em

tratamentos alternativos das helmintoses gastrintestinais em pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Fitoterapico, controle alternativo, helmintoses, Himatanthus drasticus.
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THE USE OF JANAUBA (HIMATANTHUS WILLD. Ex. SCHULT.) - APOCYNACEAE
TO CONTROL GASTROINTESTINAL NEMATODES IN SHEEP

Summary — Janauba the common name of Plumeria (Himatanthus Willd), is the
most common species of this genus found in Maranh&o state. This plant, widely
distributed in the Northeastern, belongs to the Apocynaceae family, is native to
Brazil and other warm, tropical countries. Its use in popular medicine ranges from
uterine inflammation, gastritis to worm treatment. The anthelmintic effect of
Himatanthus ssp. is the focus of this study that aimed at evaluating an alternative
anthelmintic treatment with potential use to reduce nematode parasites in sheep.
Initially, we performed plant botanical identification, crude hydroalcoholic extract
production (EBHA), phytochemical characterization, toxicity testing and in vitro
ovicidal activity of Janauba EBHA on gastrointestinal nematodes found in sheep.
The plant was classified as Himatanthus drasticus. The extract presented nitrogen
compounds and phenolic glycosides, with no record of toxicity. In vitro ovicidal
activity (p <0.05) was observed on the emergence of gastrointestinal nematode
larvae at the concentrations tested. These results seemed to indicate the plant
potential to be used as anthelmintics in small ruminants. Therefore, in vivo tests
continued for thirty days with sheep naturally infected with gastrointestinal
nematodes. These trials evaluated the effect of H. drasticus EBHA on EPG and
LPG, as well as the implications of using the extract on the activities and bodily
functions of treated animals. A reduction (p <0.05) of fecal eggs and larvae was
observed in the period; however, liver and kidneys were not influenced by the
treatment. The janauba can join the list of plant species with anthelmintic activity,
with potential uses in alternative treatments of gastrointestinal helminthiasis in small

ruminants.

Keywords: Herbal, helminthiasis, Himatanthus drasticus, alternative control.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento e controle de enfermidades tem sido
uma atividade do cotidiano humano e faz parte do processo evolutivo até os dias atuais,
sobretudo em paises onde a renda per capita da populag¢édo € insuficiente para suprir
necessidades imediatas como alimentacdo e saude adequadas. Desse modo, o
emprego de plantas medicinais na recuperacao da saude tem evoluido ao longo dos
tempos desde as formas mais simples de tratamento até a fabricacdo industrial da
atualidade, pois a manipulacao de plantas com posterior recomendacéo de seguranca
para administracdo sob forma de mistura complexa como nos chés, garrafadas, tinturas,
infusdo, suco ou transformadas em comprimidos, pomadas, capsulas e xaropes tem a
propriedade de provocar reacdes benéficas no organismo. Seus efeitos podem resultar
na recuperacao da saude, gracas a atuacdo do principio ativo, seja ele constituido de
uma Unica substancia ou de uma associacdo que atua sinergicamente, chamada de
complexo fitoterapico (LORENZI & MATOS, 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), visando diminuir o nuamero de
excluidos dos sistemas governamentais de saude, recomenda aos 6rgados de saude
publica de cada pais que: a) executem levantamentos regionais das plantas usadas na
medicina popular tradicional e identifique-as botanicamente; b) estimulem e
recomendem o uso daquelas que tiverem comprovadas sua eficacia e seguranca
terapéuticas; c) desaconselhnem o emprego de praticas da medicina popular
consideradas inuteis ou prejudiciais; d) desenvolvam programas que permitam cultivar e
utilizar as plantas selecionadas na forma de preparacdes dotadas de eficacia,
seguranca e qualidade (LORENZI & MATOS, 2008).

No Brasil, o livro intitulado “Systema Materiae Medicae Vegetabilis Brasiliensis”,

publicado em 1843, de autoria do botanico aleméao Karl Friedrich Philipp Von Martius é



considerado a primeira publicacdo que relata as virtudes das plantas medicinais
brasileiras. Porém, deve-se considerar que as primeiras observacbes do “poder de
cura” das plantas originarias do Brasil foram registradas pelos colonizadores europeus,
guando registraram o intenso uso de ervas medicinais pelos pajés das inUmeras tribos
indigenas espalhadas pelo pais e que tiveram uso aprimorado por meio de geracdes.
Posteriormente os escravos africanos deram sua contribuicdo, na medida em que
plantas trazidas da Africa eram utilizadas em rituais religiosos, bem como pelas suas
propriedades medicinais empiricamente utilizadas. Assim, o uso de plantas medicinais €
antigo e por seéculos foram as principais fontes de drogas disponiveis para a
humanidade (LORENZI & MATOS, 2008).

A revolucao industrial provocou um substancial avango na industria farmacéutica
com a descoberta de muitas moléculas e componentes ativos que determinou o
surgimento de produtos industrializados com mais eficacia e seguranca no combate a
diversas enfermidades. Com o advento dos farmacos sintéticos, o uso das plantas
medicinais foi relegado ao segundo plano, principalmente em paises ou comunidades
desenvolvidas com maior poder aquisitivo. E notdrio que apesar da grande evolugdo da
medicina alopatica a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos
basicos na sua utilizacao pelas populacdes carentes, que vao do acesso aos centros de
atendimentos hospitalares a obtencdo de exames e o0s elevados precos dos
medicamentos da industria farmacéutica. Esses elementos, aliados a facilidade de
obtencéo e a tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilizacéo
pelas populagbes dos paises em desenvolvimento, pois a OMS estima que 80% da
populacdo em todo o mundo, em especial nos paises em desenvolvimento, fazem uso
de plantas medicinais para atender as necessidades basicas de saude. Deve-se
considerar que além da questdo social, a pesquisa de novos farmacos de origem
natural também atende a uma mudanca que gradativamente vem ocorrendo no
comportamento da sociedade, no qual os consumidores tém preferido as substancias
naturais as sintéticas, seja como tratamento prioritario ou como auxiliar (FRANCA et al.
2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR et al. 2005; GURIB-FAKIM, 2006).



Existem varias restricbes quanto ao uso dos medicamentos alopaticos devido
aos riscos de contaminacdo ao meio ambiente, sobretudo em relacdo aos compostos
quimicos com acao vermicidas administrados aos animais domésticos que ao serem
eliminados nas excrecfes, contaminam o meio ambiente. Outras implicacbes de uso
dizem respeito aos residuos incorporados nos alimentos de origem animal e vegetal,
além da resisténcia desenvolvida pelos agentes causadores de enfermidades (virus,
bactérias, fungos, protozodrios, ecto e endoparasitos) as moléculas dos produtos
quimicos utilizadas para as diversas recomendacgfes terapéuticas (JACKSON, 1993;
HERD, 1995; HAMMOND et al.1997; VIEIRA et al.1999).

Nas ultimas décadas, em diferentes partes do mundo, a retomada de pesquisas
com plantas medicinais tem se tornado objeto de estudo no controle de enfermidades,
tanto na medicina humana quanto veterinaria. A substituicdo de produtos quimicos
pelas plantas medicinais possibilita a extracado de substancias bioativas em quantidades
suficientes para utilizacdo nas mais variadas aplicacbes, sejam elas cientificas,
tecnologicas e comerciais. Nesse particular, as nematodioses gastrintestinais tém
merecido atencdo especial devido aos prejuizos que ocasionam sobre a producéo
animal. Na Australia, pais expoente na ovinocultura mundial, estima-se que as
helmintoses promovam um impacto sobre a producdo ovina da ordem de 222 milhGes
de dolares anuais (BALANDRIN et al. 1985; McLEOD, 1995; FOX, 1997).

A producdo pecuaria mundial tem buscado através de pesquisas, alternativas
sustentaveis para reduzir os impactos promovidos pelas helmintoses gastrintestinais em
animais de criacdo, tanto do ponto de vista dos custos com anti-helminticos
convencionais, quanto das questdes relacionadas a resisténcia, a geracao de residuos
ao ambiente e a salde humana. Porém, tal qual acontece com 0s quimioterapicos, a
aceitacdo de produtos fitoterapicos pela medicina cientifica s6 podera ocorrer quando
estes tiverem a sua eficacia avaliada e confirmada com a garantia de que sua
administracdo ndo implicara em riscos a saude do organismo tratado (RATES, 2001).
Neste sentido, a utilizacdo de plantas medicinais com propriedades anti-helminticas
emerge como possibilidade real para suprimir parte dos problemas sanitarios da criagédo

animal.



1.1 Panorama da ovinocultura

A ovinocultura é atividade explorada em todos os continentes habitaveis pelo
homem, e apresenta uma populacdo estimada de 1,03 bilhdes de animais. Australia,
China e Nova Zelandia concentram os maiores efetivos dessa espécie. (FAO, 2008).

Dados do IBGE (2009) estimaram o rebanho ovino brasileiro em 16.800.000 de
animais com um aumento de 1,1% sobre o registro ocorrido em 2008, com 0s seguintes
efetivos regionais: 9.559.200 (56,90%) esta reunido no Nordeste; 4.468.800 (28,60%)
no Sul; 1.125.600 (6,70%) no Centro-Oeste; 761.040 (4,53%) na regido Sudeste e
549.360 (3,27%) concentra-se na regiao Norte. O Maranhdo com 235.200 animais tem
participacdo de 1,4% do efetivo total.

O Brasil possui numero expressivo de ovinos, porém apresenta baixa taxa de
desfrute nessa atividade, determinada, sobretudo por sistemas de criagdo que na
grande maioria sdo de subsisténcia. Desse modo, a producdo de carne ovina é
insuficiente para atender ao consumo interno, sendo necesséaria a importacdo do
produto, principalmente do Uruguai, Argentina e Nova Zelandia para suprir a demanda
(NOGUEIRA FILHO, 2003; SEBRAE, 2005).

O consumo mundial de carne ovina esta estimado em 2 kg per capita/ano.
Paises como Mongdlia, Nova Zelandia e Islandia atingem 39, 24 e 22 kg per capita/ano,
respectivamente. Em nosso pais, € dificil precisar o consumo de carne ovina, em
funcdo do nivel elevado de auto-consumo nas propriedades rurais. Estimativas indicam
que a utilizacdo de carne ovina no pais seja equivalente a 0,70kg/habitante/ano (FAO,
2008; CONAB, 2008). Considerando esse indicador, PINHEIRO et al. (2008) relataram
a possibilidade de crescimento na demanda pela carne ovina no Brasil, pois 0 aumento
do consumo interno promove a expansao da atividade, a0 mesmo tempo em que
aumentam as exigéncias dos consumidores por produtos de melhor qualidade. Assim,
RESENDE et al. (2010) destacaram crescimento no mercado consumidor no segmento
da ovinocaprinocultura na ordem de 10% ao ano na regido Nordeste, atribuindo esse
crescimento ao aumento da produtividade dos sistemas de produgcdo que na ultima

década tem recebido apoio substancial de melhores tecnologias e politicas publicas.



Conforme anélise da EMBRAPA (2010), em consequéncia da maior participacao
da atividade ovinocaprinocultura no agronegdcio brasileiro, vem ocorrendo mudancas
significativas na expansdo da cadeia produtiva com destaque nas pesquisas
relacionadas ao melhoramento genético, nutricdo e sanidade dos rebanhos. Relatorio
da FAO (2008) destaca que o Brasil é a principal fronteira agropecudria do planeta e
enfrentara o desafio de maximizar a produtividade animal com custos acessiveis a
populacdo mundial, sem esquecer-se da seguranca alimentar e de ndo comprometer o
ecossistema, minimizando o impacto ambiental, gerando bem-estar social dentro dos

padrdes de conforto animal e garantindo retorno econémico para a atividade.

1.2 Parasitoses gastrintestinais em ovinos

A helmintiase gastrintestinal representa importancia econémica na exploracao de
pequenos ruminantes uma vez que compromete a rentabilidade dos sistemas de
producdo pecuarios, produzindo impactos econdémicos pelas perdas clinicas e sub-
clinicas fazendo com que o controle dessas infec¢des tornem-se imprescindivel para a
viabilidade da atividade pecuaria (FORBES, 2002; MOTA, 2003).

As consequéncias das infec¢Bes helminticas sobre a saude dos ovinos pode ser
caracterizada de duas formas clinicas: aguda e crdnica. A primeira € manifestada pela
inapeténcia, anemia, diarréia, desidratacdo, perda de peso, pélos arrepiados e sem
brilho seguido de morte no decorrer de poucos dias, principalmente entre os animais
jovens que sdo mais susceptiveis. Na forma cronica, as manifestacdes clinicas mais
evidenciadas estdo relacionadas ao surgimento de edema submandibular,
hipoproteinemia, debilidade orgénica geral, reducdo de desempenho e morte (FORTES,
1997).

As condicbes ambientais que predispdem a infeccdo sdo determinadas pela
temperatura, precipitacdo pluvial e umidade relativa elevadas, seguidas de menor
incidéncia de radiacdo solar que, em acao conjunta, vao favorecer a eclodibilidade dos
ovos e a sobrevivéncia das larvas no ambiente. Dentre estes elementos, a elevacao da

s

precipitacdo pluviométrica é o fator mais determinante na epidemiologia das



nematodioses gastrintestinais (VIEIRA, 1991). A contaminacdo das pastagens é
mantida pelos animais adultos com infec¢des subclinicas, que continuamente eliminam
ovos nas fezes durante a fase parasitaria (ALMEIDA et al. 2007).

A espécie ovina € parasitada com mais frequéncia por nematdédeos
gastrintestinais pertencentes a familia Trichostrongylidae e o efeito do parasitismo se
manifesta conforme a espécie de nematddeo, a intensidade da infeccdo e a categoria
e/ou estado fisiologico e nutricional do hospedeiro (VIEIRA, 2008). Nesse sentido, 0s
Trichostrongylideos sdo vermes pequenos e frequentemente capilariformes, as
espécies estao distribuidas dentro dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus,
Ostertargia, Nematodirus e Cooperia. Esses géneros apresentam ciclo evolutivos
semelhantes e estdo divididos nas fases: pré-parasitaria e parasitaria, com duracao
média de duas semanas.

De acordo com FERNANDES et al. (2004), Haemonchus contortus é
considerado o principal estrongilideo que parasita os ovinos, sendo também o de maior
predominancia nas diferentes regides do Brasil. Porém, na etiologia das nematodioses
em ovinos devem ser consideradas a espécie Trichostrongylus axei que associado ao
H. contortus é encontrado parasitando o abomaso. Trichostrongylus colubriformis,
Strongyloides papillosus, Cooperia puncata, Cooperia pectinata e Bunostomum
trigonocephalum no intestino delgado, enquanto o Oesophagostomum colubianum,
Trichuris ovis, Trichuris globulosa e Skrjjabinema spp. no intestino grosso.

Vérios estudos descrevem H. contortus, T. colubriformis, S. papillosus e O.
colubianum como os géneros de helmintos de maior prevaléncia e importancia
econOmica para a exploracdo de pequenos ruminantes devido a anemia produzida,
sendo comum a infeccdo mista por esses nematddeos. Nesse particular, 0 género
Hemonchus é predominante em diversas regides do Brasil e tem prevaléncia em mais
de 80% da carga parasitaria em funcdo de sua elevada capacidade de resisténcia e
bidtica, cujas fémeas apresentam postura meédia didria de 5.000 ovos sendo o
endoparasito que promove 0S maiores prejuizos na cadeia produtiva dos pequenos

ruminantes, dada a intensidade da infecgéo relacionada a hematofagia (ADANS, 1981;



COSTA & VIEIRA, 1984; GIRAO et al. 1992; AROSEMENA et al. 1999; FERNANDES et
al. 2004).

WALLER (2003) considera as alteragdes do ambiente, sobretudo o aumento da
densidade populacional dos animais domésticos, atrelada a uma reducdo da
movimentacdo dos rebanhos como fatores predisponentes que afetam o equilibrio
natural da interacdo parasito/hospedeiro. Além disso, a selecdo dos animais priorizando
somente as caracteristicas produtivas tem sido favoravel ao aumento da populacao de
parasitos.

Nas atividades agropecuérias de todo o mundo, o controle das parasitoses dos
ruminantes domésticos ainda é predominantemente quimico, com o uso de drogas que
liberam residuos toxicos no animal, no ambiente e nos alimentos, além de elevarem o
custo de producdo com mao de obra e aquisicdo de drogas antiparasitarias (VIEIRA,
2003; MELO et al. 2003). Devido a essas circunstancias, CEZAR et al. (2008) defendem
que o controle das nematodioses se torna mais eficiente quando baseado em
conhecimentos epidemioldgicos béasicos, particularidades regionais e/ou locais e do tipo
de sistema de producdo. Pois 0s equivocos no uso de quimioterapicos tém levado a
resultados abaixo do esperado, com aumento dos custos de producéo e ampliagédo dos
efeitos nocivos, tendo em vista que, o controle estratégico das nematodioses
gastrintestinais deve levar em consideracdo as condicfes edafoclimaticas de cada
regido e a epidemiologia dos parasitos. Na regido Nordeste do Brasil, as pesquisas
indicam que o controle dos nematodeos deve ser concentrado no periodo seco do ano,
uma vez que nessa estacdo, as condicbes ambientais ndo favorecem o
desenvolvimento de vida livre dos parasitos, sendo o sistema gastrintestinal dos
animais o unico local viavel para a sobrevivéncia dos helmintos. Dessa forma, fazendo-
se o tratamento antiparasitario no animal, o ambiente torna-se um importante aliado na
epidemiologia dos nematddeos (COSTA JUNIOR et al. 2005; VIEIRA, 2008).

O controle das helmintoses em pequenos ruminantes domésticos com a
utiizacdo massiva de anti-helminticos convencionais tem aumentado o
desenvolvimento da resisténcia dos helmintos aos diferentes compostos quimicos. Essa

resisténcia antiparasitaria tem sido frequente e abrange varias moléculas quimicas com



propriedades anti-helminticas, com destaque, para 0s compostos benzimidiazois e
levamizéis (GOPAL et al. 1999).

1.3 Controle e resisténcia

A resisténcia dos nematddeos aos anti-helminticos é uma preocupacdo de
carater mundial, sendo um importante problema, principalmente em ovinos e caprinos
(GOPAL et al. 1999). As nematodioses tém sido controladas com o uso de produtos
quimicos de forma rotineira e sem critérios pelos criadores. A utilizacdo dessa pratica,
em parte € responsavel pelo aumento da produtividade dos rebanhos. No entanto, a
falta de conhecimentos dos criadores e técnicos sobre a biologia e epidemiologia dos
endoparasitas gastrintestinais, associado a auséncia de alternadncia dos compostos
guimicos geraram como consequéncia a selecdo de populacdes de helmintos com
resisténcia as diferentes moléculas quimicas utilizadas nos tratamentos dos rebanhos,
sendo os compostos benzimidiazois e levamizoles os primeiros a sofrerem esse
processo (AMARANTE et al. 1992; GOPAL et al. 1999; VIEIRA, 2008).

A resisténcia anti-helmintica deve ser entendida quando um namero significativo
de espécimes em uma dada populacdo é capaz de suportar doses de um composto
quimico que outrora apresentavam sensibilidade. Assim, individuos que manifestam
multirresisténcia dentro de uma populacdo podem transmitir seu genoétipo para as
geracoes futuras (VIEIRA, 2003; VIEIRA, 2008), pois o fendbmeno da multirresisténcia
as drogas anti-helminticas estd associado a expressdo de glicoproteinas de
membranas que reduzem a concentracdo intracelular das drogas antiparasitarias
(MOLENTO & PRICHARD, 2001). O diagndéstico € positivo para a resisténcia quando
uma droga anti-helmintica que apresentava reducdo da carga parasitaria acima de 95%
decresce a nivel inferior a este valor contra 0s mesmo organismos depois de
determinado periodo (CONDER & CAMPBELL, 1995).

Diversas causas sao apontadas para o surgimento de resisténcia dos
nematodeos aos compostos anti-helminticos, dentre elas, o curto intervalo entre

tratamentos, a utilizacdo de uma mesma classe de anti-helmintico por longos periodos,



as sub-dosagens, a rapida alternancia entre os principios ativos dos vermifugos,
deslocamento dos rebanhos tratados para pastos contaminados, uso de medicamentos
de longa persisténcia e por fim a aquisicdo de animais contaminados com cepas
resistentes (MOLENTO et al. 2004; BESIER, 2006 citado por DOMINGUES, 2008).

THOMAZ-SOCCOL (1999) acrescenta que o controle dos endoparasitos €,
usualmente, realizado com anti-helminticos sintéticos, visando reduzir os niveis de
infeccdo dos animais e promover a descontaminacdo das pastagens. No entanto, este
procedimento acarreta sérias implicacdes devido a resisténcia dos parasitos a varios
principios ativos quando estes sao utilizados de forma continua nos rebanhos.
PEDROSA et al. (2003) avaliaram os aspectos epidemiologicos e sanitarios dos
sistemas de criacdo de caprinos no noroeste do Estado do Rio Grande do Norte e
constataram que 73% das propriedades estudadas faziam uso exclusivo do composto
albendazole para controlar as verminoses dos rebanhos. Diante desses fatos,
ALMEIDA et al. (2004), sugerem que a alternancia entre os grupos quimicos com
propriedades anti-helminticas deva ser precedida por cautela.

No Brasil, o primeiro relato de resisténcia aos benzimidazois por H. controtus em
ovinos foi registrado por SANTOS & GONCALVES (1967) no Rio Grande do Sul. A
partir de entdo, hd uma vasta literatura relatando sobre resisténcia anti-helmintica as
diferentes bases quimicas utilizadas nos tratamentos de pequenos ruminantes,
sobretudo naquelas regides detentoras dos maiores rebanhos.

Na regido Sul, ECHEVARRIA et al. (1996) atribuiram a prevaléncia de resisténcia
anti-helmintica nos rebanhos ovinos de: 90% para os benzimidazois, 84% para 0s
levamiséis, 20% ao closantel e 13% para ivermectina. CUNHA FILHO et al. (1998)
verificaram a resisténcia anti-helmintica em ovinos na regido de Londrina - PR de 100%
para o composto quimico albendazole, 80% para o ivermectin e 20% para o
moxidectina, destacando também que o Haemonchus spp. foi o0 género mais frequente
e, possivelmente, o principal responsavel pela resisténcia as drogas testadas. Do
mesmo modo, RAMOS et al. (2002) em Santa Catarina destacaram que cerca de 60 e
90% dos ovinos tratados com ivermectina e benzimidazéis ndo responderam com
eficacia aos tratamentos. Também foi observado por THOMAZ-SOCCOL et al. (2004) o
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comportamento de resposta a diferentes compostos quimicos em rebanhos ovinos no
Parana, tendo sido constatada resisténcia anti-helmintica na maioria das regiées do
Estado, com indicadores de 88,1; 78,6; 56,4 e 38%, respectivamente, para os anti-
helminticos oxfendazole, ivermectina, closantel e levamisole.

EURICO et al. (2010) estudaram a resisténcia anti-helmintica de nematédeos
gastrintestinais em ovinos no estado do Mato Grosso do Sul e concluiram que as
formulac¢des contendo albendazole e ivermectina ndo apresentaram eficacia na reducéo
de OPG dos rebanhos testados, as médias foram de 0,7 e -19,6%, respectivamente. No
mesmo estudo os compostos levamisole, closantel, moxidectina tiveram eficacia de
26,8; 28,7 e 65%, respectivamente. Enquanto a associacdo das drogas albendazole,
ivermectina e levamisole apresentou eficacia de apenas 55,8%. Quando foram
relacionados 0s géneros de nematdédeos resistentes em ordem decrescente,
Haemonchus spp. (86,9%); Trichostrongylus spp. (47,5%); Strongyloides spp. (33,6%);
Oesophagostomum spp. (21,4%) e Cooperia spp. com 19,7%.

Na regido Nordeste, os levantamentos de VIEIRA et al. (1992) e MELO et al.
(2003), destacaram resisténcia do H. contortus ao ivermectin e netomibin em ovinos
provenientes do Parand e Rio Grande do Sul, bem como para 0sS compostos
oxifendazole, levamizole e ivermectina em caprinos e ovinos no Estado do Ceara. Essa
acentuada resisténcia anti-helmintica em pequenos ruminantes tem sido registrada em
outros estados da regido como Bahia e Pernambuco (CHARLES et al. 1989; BARRETO
et al. 2006; LIMA et al. 2010).

RODRIGUES et al. (2007) estudaram a sensibilidade de nematodeos
gastrintestinais com anti-helminticos convencionais na mesorregido do Sertao
Paraibano e constataram que 0s compostos quimicos ndo manifestaram a eficacia
desejada sobre os nematddeos gastrintestinais. A efetividade para os produtos testados
foi: moxidectina 93%; levamizole 94%; albendazole 72,3% e ivermectina 67,7%, tendo o
género Haemonchus persistido em todos os grupos tratados. O mesmo comportamento
foi verificado por AHID et al. (2007) que avaliaram a eficacia anti-helmintica dos
compostos quimicos albendazole, ivermectina e moxidectina em rebanho caprino do

Estado de Alagoas, verificando eficiéncia de 83,03; 91,34 e 91,96%, respectivamente,
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com prevaléncia de 95% de H. contotus, revelando resisténcia desse género de

nematodeos as drogas testadas.

1.4 Plantas medicinais com atividade anti-helmintica

Planta medicinal, também denominada fitoterapica é aquela que contém um ou
mais principios ativos que conferem atividade terapéutica quando administrada na
forma de extratos preparados da planta fresca ou por meio de um solvente apropriado
seguido de sua evaporacdo total ou parcial e ajuste da concentracdo a padroes
previamente determinados (CHAGAS, 2004).

O Brasil é considerado como um dos paises com maiores perspectivas para a
exploracdo econdmica da biodiversidade do planeta, pois apresenta a maior variedade
em relacdo as espécies animal e vegetal do mundo, estimada entre 10% e 20% do total
ja catalogado. A maioria das plantas existentes no planeta terra é encontrada nos
paises tropicais e estima-se que 25% das espécies vegetais ocorram originalmente no
Brasil. Aproximadamente 25 mil espécies de plantas sdo usadas em todo o mundo para
a producdo de medicamentos, incluindo ndo somente aqueles obtidos por sintese a
partir de produtos naturais, mas também os produtos comercializados como
fitoterapicos. Das espécies vegetais nativas do Brasil, estima-se que ndo mais de 1% foi
objeto de pesquisas quanto ao seu potencial uso bioecondmico. Calcula-se que no
mercado mundial de medicamentos, estimado em mais de 300 bilhdes de dolares
anuais, aproximadamente 40% dos remédios sédo oriundos direta ou indiretamente de
fontes naturais (sendo 75% de origem vegetal e 25% de animal e micro-organismos).
Assim, as pesquisas com plantas medicinais no Brasil deveriam receber maior apoio do
poder publico, pois além do fator econdmico, hd que se destacar a importancia para a
seguranca nacional e a preservacdo dos biomas, haja vista que pelo menos 300
espécies medicinais fazem parte do arsenal terapéutico da populacdo brasileira
(ALBUQUERQUE, 1989; GIULIETTI & FORERO, 1990; DIAS, 1995; RODRIGUES et al.
2008).
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A procura por solu¢cdbes menos impactantes para minimizar o parasitismo
gastrintestinal em ruminantes nos estabelecimentos agropecuarios tém se tornado o
centro das discussfes envolvendo a cadeia produtiva do agronegécio em todo o
mundo. Horério de pastejo, rotacdo de piquetes, selecdo de animais resistentes, cultivo
de plantas menos propicia ao desenvolvimento da fase pré-parasitaria e melhoria das
condi¢cOes nutricionais, se confirmam como as praticas mais difundidas pela pesquisa
na tentativa de obter um maior éxito sanitario dos rebanhos (THOMAZ-SOCCOL, 1999).
Com o mesmo propoésito, tém sido apresentadas outras formas alternativas para o
controle dos nematddeos gastrintestinais, como a homeopatia, 0 método Famacha e a
fitoterapia. Essas alternativas tém gerado discussées quanto suas validacbes e
eficacias (BALANDRIN et al. 1985; VIEIRA, 2008).

Muitas plantas sao, tradicionalmente, conhecidas como possuidoras de atividade
anti-helmintica, necessitando, entretanto, que suas eficacias sejam cientificamente
comprovadas. No Brasil e especialmente no Nordeste, o interesse por anti-helminticos
naturais é crescente e o efeito anti-parasitario de diversas plantas tem sido testado in
vitro e in vivo, porém os resultados tém demonstrado baixa eficacia anti-helmintica das
plantas testadas e imprecisdo quanto aos metabolitos secundarios responséaveis pelos
efeitos antiparasitarios (COSTA et al. 2011).

FURTADO (2006) realizou ampla revisdo sobre as espécies vegetais com
atividade anti-helmintica e enumerou 106 espécies, abrangendo 83 géneros e 40
familias, tendo a familia das asteraceas apresentado o maior niumero de espécies.
Nesse estudo, as partes das plantas com maiores citacbes de uso foram: folhas
(23,6%), frutos (10,4%) e sementes com 9,4%. Plantas citadas exclusivamente como
anti-helminticas representaram 48,1% do universo registrado, dessa parcela somente
17,9% tiveram suas indicacdes para o tratamento das parasitoses dos animais, sendo
que 16,03% apresentaram registro de comprovacao clinica experimental eficaz. O
estudo também mencionou que 59,4% das espécies vegetais consideradas de acdo
vermicida tinham relatos de toxicidade tanto de uso popular quanto experimental.

No estado do Piaui, GIRAO (1996), baseado em informacdes de produtores de

caprinos listou 14 espécies de plantas como possuidoras de atividade anti-helmintica.
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As espécies relacionadas foram: Marmodica charantia Linn. (Meldo de s&o caetano);
Operculina hamiltonii (G.) Dom. (Batata-de-purga); Cucurbita pepo Linn. (Abdébora);
Luffa operculata Linn. (Bucha paulista); Heliotropium indicum Linn. (Crista de galo);
Mentha arvensis Linn. (Horteld); Carica papaya Linn. (Mamoeiro), Chenopodium
ambrosioides Linn. (Mastrugo); Himatanthus sucuuba Spruce. Wood. (Pau de leite e/ou
Janguba); Jatropha curcas Linn. (Pinh&o branco); Scopalaria dulcis Linn. (Vassourinha);
Croton spp. (Velame); Musa spp. (Bananeira) e Aristolochia triangularis Cham.
(Milome).

A fitoterapia no controle das verminoses € uma alternativa que podera reduzir o
uso de anti-helminticos convencionais nos animais e até mesmo prolongar a vida util
dos produtos quimicos disponiveis. Entretanto, ao contrario do que ocorre na Medicina
Humana, estudos envolvendo a eficacia dos produtos fitoterapicos para o controle de
enfermidades nos animais ainda sé@o considerados escassos na Medicina Veterinaria
(VIEIRA, 2008).

OLIVEIRA et al. (1997) observaram reducdo da carga parasitaria por
nematddeos gastrintestinais em caprinos que receberam, diariamente, folhas de
bananeiras (Musa spp.) por um periodo de 25 dias, quando comparados com 0 grupo
controle. A eficicia foi de 57,1% para os géneros Haemonchus spp.; 70,4% para
Oesophagostomum spp.; 65,4% para Trichostrongylus spp. e de 59,5% para Cooperia
spp.

ALMEIDA et al. (2007) avaliaram a eficacia in vivo do uso das folhas de M.
charantia, do farelo de O. hamiltonii e do farelo da semente de C. pepo em infec¢cdes
helminticas de caprinos naturalmente parasitados e encontraram ap6s 30 dias dos
tratamentos reducédo do percentual de ovos por gramas de fezes da ordem de 94,17;
85,79 e 96,95%, respectivamente para cada grupo experimental.

RODRIGUES et al. (2007) pesquisaram sobre a sensibilidade in vivo de
nematodeos gastrintestinais de caprinos diante de anti-helminticos naturais na forma de
extratos e observaram que o extrato aquoso de O. hamiltonii apresentou um percentual
médio de reducéo (42,08%) nos OPGs dos grupos tratados. Entretanto, GOMES et al.

(2010) avaliaram a acdo antiparasitaria in vitro dos extratos etandlicos de O. hamiltonii e
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M. charantia sobre a eclosdo de ovos de nematddeos gastrintestinais de caprinos e
concluiram que as espécies vegetais testadas apresentaram eficacia na reducao da
eclodibilidade.

Os extratos vegetais de L. operculata e M. charantia nas doses de 4g/kgPC, no
controle in vivo de nematodeos gastrintestinais de cordeiros apresentou reducdo média
de 45,5% (L. operculata) e 75,9% (M. charantia), revelando baixa eficacia dos extratos
na reducéo do OPG (NOGUEIRA et al. 2009).

BATATINHA et al. (2004) quando utilizaram extratos aquosos nas concentragoes
de 130,6 mg/mL (Musa cavendishii Linn.), 290 e 464mg/mL (C. papaya) in vitro, sobre
culturas de larvas de nematddeos gastrintestinais de caprinos, observaram reducgéo
superior a 95% no namero de larvas da superfamilia Strongyloidea.

OLIVO et al. (2007), em breve revisao sobre o uso da bananeira no controle de
parasitas de animais domésticos, concluiram que os resultados das pesquisas sobre o
tema indicam que a planta apresenta atividade anti-helmintica para varias espécies de
animais domesticos (bovinos, caprinos, ovinos, suinos e aves). NOGUEIRA (2009)
observou a efetividade das folhas de Musa spp. no controle de nematddeos
gastrintestinais de ovinos na regido Semiarida do Nordeste brasileiro e concluiu que o
consumo de suas folhas pelos animais experimentais ndo apresentou significancia no
controle de nematddeos. OLIVEIRA et al. (2010) estudando a eficacia in vitro de
residuos da bananicultura (folhas, pseudocaules e coracdes) na forma de extratos
aquosos sobre a inibicdo do desenvolvimento larval de Haemonchus spp. em ovinos,
obtiveram efetividade de 96,9% na reducéo do desenvolvimento larval dos nematédeos
quando 0s extratos apresentavam concentracdo igual ou superior a 75mg.mL™,
concluindo que as partes da planta testadas apresentaram atividade anti-helmintica.

FURTADO (2006) avaliou a eficacia de 35 extratos vegetais in vitro na redugao
de larvas de trichostrongilideos em ovinos e constatou que em oito deles ocorreu
atividade sobre o desenvolvimento de larvas no LPG. Duas espécies foram
selecionadas para testes in vivo, em que Pterocaulon interruptum DC., na dosagem de
33,34 mg/kgPC teve baixa efetividade com 47% de redugdo no OPG, enquanto

Dicksonia sellowiana Hook. na dosagem de 5000 mg/kgPC apresentou eficacia



15

moderada de 86% na reducdo de ovos por gramas de fezes (OPG) de helmintos
gastrintestinais em ovinos.

DOMINGUES (2008) avaliou a atividade anti-helmintica in vitro e in vivo do
residuo liqguido de Agave sisalana Perr. em caprinos. No teste in vitro foram utilizadas
as concentragdes de 39,3; 51,1; 66,5; 86,5; 112,5 e 146,3 mg/mL, tendo sido observado
reducdo na contagem de larvas de terceiro estadio (L3) para o género Haemonchus
spp. de 96% (86,5 mg/mL), 98% (86,5mg/mL) e 99% (146,3 mg/mL). Para o género
Oesophagostomum ssp. a concentracdo de 146,3 mg/mL do residuo apresentou
reducdo de 95%. Porém, quando utilizou a concentracdo de 0,96g/kg do peso corporal
em teste de eficacia in vivo por periodo de tempo determinado (oito e 15 dias) nao
houve diminui¢cdo nos percentuais de reducdo do numero total de ovos e larvas fecais,
concluindo que o suco de A. sisalana apresentou efeito anti-helmintico in vitro, no
entanto foi insuficientemente ativo in vivo.

FARIA et al. (2010) em experimentacao in vitro observaram a a¢do do 6leo de
Carapa guianensis Aubl. (andiroba) nas concentracdes (100, 50, 30, 25 e 10%) sobre
larvas de nematdédeos gastrintestinais de caprinos e ovinos e obtiveram reducdo
altamente efetiva no nimero de larvas totais para as trés primeiras concentracdes (100,
50 e 30%), com médias de eclodibilidade nulas para todos os géneros de nematddeos
nas duas espécies de animais testadas.

A utilizacdo do extrato aquoso de Zanthoxylum rhoifolium Lam. (laranjeira-brava)
em testes in vitro apresentou eficacia anti-helmintica sobre estrongylideos em ovinos
quando usado nas concentracdes de 193,7 e 335,0 mg.mL™. Em experimentacéo in
vivo, a menor concentracdo apresentou reducdo de 51% no OPG, enquanto que na
maior concentracdo essa reducao foi de 56%. N&o houve efetividade para a reducéo do
namero de larvas (L3) com uso da menor concentracdo (193,7 mg/kgPC) e a dose de
335,0 mg/kgPC do extrato apresentou 91% de eficacia. As variaveis clinicas e
bioquimicas dos animais tratados permaneceram na faixa de normalidade, e as
analises histopatolégicas nao apresetaram alteracdes sugestivas de toxicidade
(PENELUC, 2009).
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CHAGAS & VIEIRA (2007) avaliaram a acdo do Nim (Azadirachta indica A. Juss)
em nematddeos gastrintestinais de caprinos e observaram que o extrato aquoso de
folhas secas in vitro reduziu em 89% a eclosdo das larvas de nematodeos
gastrintestinais. SILVA et al. (2005) avaliaram a acé&o in vivo do extrato alcodlico de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Capim Santo) sobre nematdédeos gastrintestinais em
ovinos na dose de 20mg/kgPC e observaram diferenca significativa na reducdo do
OPG, 10 dias apoés a administracéo do extrato, com reducado superior a 95%.

A atividade ovicida e larvicida in vitro do 6leo essencial de Eucalyptus globulus
Labill. sobre H. contortus foi testada por MACEDO et al. (2009) que constataram a
eficacia de 99,07% na inibicdo larval com a concentracdo de 21,75 mg.mL™* e de
98,03% para a concentracéo de 43,5 mg.mL™. A elevada atividade ovicida e larvicida in
vitro do Oleo essencial sobre H. contortus, expressa o potencial da espécie vegetal para
utilizacdo em testes in vivo no controle de nematddeos gastrintestinais de ovinos e

caprinos.
1.5 Familia Apocynaceae

LIMA (2005) informa que, a familia Apocynaceae, com cerca de 424 géneros
distribuidos em cinco subfamilias é uma das mais numerosas dentro das angiospermas,
com 3.700 espécies distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais do planeta.
SOEJARTO (2001) citado por RODRIGUES et al. (2010) refere-se as angiospermas
como as mais promissoras para o desenvolvimento de novas drogas a partir do Reino
Vegetal.

As plantas da familia apocinaceae sdo de habitos variados e vao desde ervas,
subarbustos, arvores e trepadeiras. A maioria contém latex em laticiferos néo-
articulados, ramificados ou nao ramificados, e habitam tanto nos campos quanto nas
matas. Os constituintes quimicos incluem glicosideos cardioativos e cianogénicos,
saponinas, taninos, cumarinas, acidos fendlicos, ciclitéis e triterpendides (JOLY, 2002).
Séo latescentes, com flores pentameras, tubulosas, gineceu bicarpelar. Os frutos séo

do tipo foliculo, capsula, drupa, raramente baga, sendo o tipo foliculo o0 mais frequénte;
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as sementes podem ser comosas ou ndo, as vezes aladas ou ariladas. Os fruticulos
geralmente sdo gémeos, ou eventualmente solitarios por aborto de um dos ovarios,
apresentando morfologia variavel entre as espécies (GOMES, 2008).

Universalmente, as caracteristicas anatdmicas registradas no caule das
apocinaceas séo a presenca de floema interno e laticifero. Em Himatanthus sucuuba,
0s vasos laticiferos estdo sempre presentes no caule, situados no cortex, periciclo,
floema, parénquima medular e algumas vezes nos raios medulares (LARROSA &
DUARTE, 2005).

1.5.1 Género Himatanthus Willd. Ex. Schuld.

De acordo com LORENZI (1998) e SPINA (2004) as espécies do género
Himatanthus tém sua distribuicdo restrita a regido neotropical, ocorrendo desde o
Panama até o sudeste do Brasil, tendo como limite Sul o tropico de Capricornio. Brasil e
Bolivia concentram os maiores exemplares de espécies pertencentes ao género.

O género Himatanthus é representado por 13 espécies onde a maioria tem
ocorréncia na regido amazonica, no litoral e na regido Centro-Oeste do Brasil. Em
territério brasileiro, tem sido registradas ocorréncias em vegetacdo de cerrado,
cerraddo, carrasco e campo sujo. Na regido Norte os maiores contingentes tem sido
verificado nos Estados do Para, Tocantins e Roraima; no Nordeste as maiores
popula¢cbes estdo concentradas nos Estados do Maranhdo, Piaui, Alagoas, Ceara e
Bahia; no Centro-Oeste ha registros deste género nos Estados de Mato Grosso e Goias
e no Sudeste a maior ocorréncia é verificada no norte do Estado de Minas Gerais
(PLUMEL, 1991).

Dos metabdlitos isolados de espécies do género Himatanthus tem sido registrado
iridoides, alcalbides, glicosideos flavonicos, glicosideos cardioativos, triterpendides e

Oleos essenciais (LIMA et al. 2003).
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1.5.2 Himatanthus drasticus

Botanicamente, H. drasticus € uma arvore latescente, apresentando folhas
pecioladas, glabras, carnosas e muito grandes. Suas flores sdo campanuladas,
grandes, brancas, dispostas em cimas terminais. Seus frutos sdo curvados como
chifres e possuem numerosas sementes aladas, disseminadas pelo vento (PLUMEL,
1991; LORENZI, 1998).

A espécie é nativa, com area de abrangéncia que se estende das Guianas até a
Bahia. Em territorio brasileiro, tem maior freqiéncia na Floresta Nacional do Araripe,
Cearda. Ocorrem também outras espécies do género Himatanthus, sendo referenciadas
como medicinais: H. sucuuba, a “sucuuba” da Amazbnia e H. phagedaenicus, a
“agoniada” do Sudeste brasileiro e Plumeria rubra (LORENZI & MATOS 2008).

SPINA (2004) e RAPINI et al. (2010) referem-se a ocorréncia da espécie H.
drasticus nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Ceara, Paraiba, Piaui, Para, Roraima e Maranhdo. Nesse ultimo

estado é conhecida popularmente com a denominacédo de Janauba.

1.5.3 Aspectos botanicos da Janauba

A Janauba é uma planta arbérea que pode atingir altura superior a 7m, com
folnagem densa nas extremidades dos ramos, folhas obovais, subcoreaceas, brilhantes,
glabras, verde escuro, com apice arredondado a obtuso e peciolos curtos. Possui flores
brancas, aromaticas, fruto tipo foliculo, em forma de chifre, medindo entre 15 e 20 cm
de comprimento por 2,5 cm de largura e sementes com alas concéntricas. A casca é
rugosa e exsuda latex branco (Figura 1) bastante utilizado na medicina popular,
principalmente pelos habitantes das regibes de ocorréncia da espécie (LORENZI &
MATQOS 2008).

AMARO et al. (2006) referem-se a outras denominagdes regionais da planta: pau

santo, jarauba, tiborno, iborna pelos sertanejos; tiborna, raivosa e jasmim-manga em
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Minas Gerais e Bahia; pau-de-leite no Piaui; Joana-guba no Rio grande do Norte e
sucuuba na Amazonia.

No Maranhdo, a espécie é nativa de varios biomas, tendo sua abrangéncia
desde areas de cerrados, estendendo-se até o litoral. Estudos conduzidos por
MONTELES & PINHEIRO (2007) sobre o uso de plantas medicinais em comunidades
quilombolas do municipio de Presidente Juscelino, revelaram a importancia de janauba
como uma das principais espécies vegetais de uso medicinal pelas comunidades que
utiizam o latex para fins medicinais, especialmente para afeccdes do aparelho
digestivo.

LINHARES (2010) relata que o nome janauba € a denominacdo popular mais
conhecida das espécies pertencentes ao género Himatanthus de ocorréncia no Estado
do Maranhao. Essa constatacdo do nome popular da planta tem apoio nas informacdes
obtidas junto aos feirantes que comercializam plantas medicinais nos principais
mercados e feiras de S&o Luis-MA, tais como: Mercado da Praia Grande, Mercado
Central, Mercado do Sé&o Cristovao, Feira do Jodo Paulo e Feira da COHAB, bem como
dos moradores do municipio de Alcantara, reconhecidos pela tradicdo secular de
extracdo do “leite de Janauba” como medicinal.

No municipio de Alcantara, litoral norte do Estado do Maranhdo, a
comercializacdo do “leite de Janauba” representa importante suporte de renda familiar
para as comunidades rurais. A venda do produto nas comunidades ocorre de duas
maneiras: a) diretamente ao consumidor, geralmente sob encomenda, e na maioria das
vezes a venda acontece entre os proprios moradores da comunidade e/ou do
municipio; b) comercializacdo direta com terceiros (atravessadores) que compram o0
latex em quantidades maiores, e revendem a feirantes dos mercados da capital
(LINHARES, 2010).
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Figura 1. Aspectos de morfologia da janauba: A) estrutura da copa de arvore adulta; B)
folhas e flores; C) frutos; D) sementes aderidas a casca do fruto; E) cortex e
exsudacédo do latex; F) poro lacitifero (seta).

No Nordeste do Brasil a utilizagcdo do latex diluido em agua como medicamento &
comercializado com vérias indicagdes na medicina popular que vai desde a cura de
neoplasias malignas até seu uso como purgativo e febrifugo. Dentre as varias
propriedades medicinais de uso, destacam-se: vermicida, antitérmico, infertilidade
feminina, Ulcera gastrica, cancer de pulméo e linfatico, ferida maligna, hérnias,
hemorroidas, luxacdo de articulacdo, inflamacédo e herpes. A casca, o latex e 0 suco
sdo as partes da planta utilizadas para fins medicinais (LIMA, 2005; LORENZI &
MATOS 2008; LINHARES, 2010).
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1.5.4 Aspectos fitoquimicos de Himatanthus spp.

Os compostos do metabolismo secundario vegetal ou metabolismo especial
apresentam um amplo valor nas interagdes entre a planta e seu ecossistema exercendo
o papel de fagoinibidores contra herbivoros e patégenos. As concentracdes na planta
variam intensamente no decorrer de 24 horas (SANT'ANA et al. 2002 citado por
MONTEIRO et al. 2005). De acordo com RAVEN et al. (1996) as trés principais classes
e compostos vegetais secundarios sdo: os alcaldides (morfina, cafeina, cocaina,
nicotina e atropina), os terpendides (6leos essenciais, taxol, borracha e glicosideos
cardioativos) e os compostos fendlicos (flavondides, taninos, ligninas e acido salicilico).

A “sabedoria popular’ muitas vezes tem indicado que determinadas plantas
podem ser utilizadas na fitoterapia. De fato, pesquisas tém comprovado a acao
medicinal dessas plantas, ao mesmo tempo em que manifestam reacdes téxicas no
organismo hospedeiro. A relacdo entre acdo da planta/dosificagdo com acéo
significativa e efeito tdxico, deve ser bem investigada, para que o0s conhecimentos
adquiridos sejam repassados de forma clara e seguras no momento da utilizacido
pratica do fitoterapico (CHAGAS, 2004).

Estudos com o género Himatanthus revelaram a presenca de depsideos,
terpenos e iridoides. Dentre os iridoides, foram encontrados a fulvoplumerina,
isoplumerina e plumericina, de comprovada acdo antineoplasica, antiflogistica e
antimicrobiana (COLARES, 2008).

SILVA et al. (2010) realizaram triagem fitoquimica em plantas de Cerrado do
municipio de Caxias, Maranh&o por meio dos métodos de Prospecc¢éo Preliminar (PP) e
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), tendo sido resgistrado a presenca de
metabdlitos secundarios para as classes de alcaldides, flavonoides, terpenos,
esteroides, taninos e saponinas nas folhas e cascas de H. obouvatus. Com 0 mesmo
propésito, estudos fitoquimicos do extrato metandlico das folhas e do latex de H.
drasticus foram realizados por SOUSA et al. (2010) e demonstraram a presenca de
flavonoides (quercitina e rutina), taninos (proantocianidinas e leucoantocianidinas

condensadas) e terpenos.
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RODRIGUES et al. (2010) avaliaram o perfil farmacologico e fitoquimico do
extrato hidroalcoodlico das cascas e folhas de H. sucuuba (Sucuuba) por meio de
técnicas cromatograficas e detectaram a presenca dos composto fendlicos flavondides,

taninos, iridéides e triterpendides.

e Taninos

Taninos vegetais sdo compostos fendlicos solliveis em &gua, de grande
interesse econdmico e ecologico com as propriedades de precipitarem proteinas,
gelatinas e alcaldides (CARVALHO et al. 2011).

O termo “tanino” tem origem na antiguidade e foi usado para definir o principio
adstringente isolado da casca do carvalho que possuia a propriedade de evitar que a
pele dos animais entrasse em decomposi¢cao, sendo transformadas em couro. Esse
conhecimento tem sido reconhecido e divulgado na literatura cientifica, referindo-se
especialmente aquelas plantas relacionadas a manufatura de couros (CARVALHO et al.
2008).

Os taninos compreendem um grande grupo de substéncias complexas muito
disseminadas no reino vegetal. Em quase todas as familias botanicas ha espécies com
essa substancia. Quando em grande quantidade no vegetal se localizam em
determinados 6rgdos da planta como folhas, frutos e cortex. Com base na identidade
dos nucleos fendlicos e na forma como se unem, os taninos séo divididos em duas
classes quimicas: hidrolisaveis, compreendem o grupo que produz acidos fendlicos e
acucar quando hidrolisados; condensados, refere-se a classe de taninos que precipitam
proteinas, combinando-se a elas, tornando-as resistentes a ac¢do das enzimas
proteoliticas (ROBBERS et al. 1997).

Espécies vegetais ricas em taninos tém sido prescritas na medicina popular para
as mais diversas implicagfes: hipertensao, diarréias, feridas, inflamacdes, queimaduras,
problemas gastricos e renais (BRUNETON, 1991).

Dentre as hipéteses referentes ao mecanismo de acdo antimicrobiana dos

taninos, é provavel que, devido a capacidade de atuacdo sobre membranas, complexar
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com ions metalicos e inibicdo enzimatica, também promovam modificacbes no
metabolismo celular, gerando como consequéncia, diminuicdo no metabolismo dos
microorganismos (MELLO & SANTOS, 2002).

As implicacbes terapéuticas de drogas contendo taninos estdo relacionadas,
principalmente, com suas propriedades adstringentes. Quando ingerido exercem efeito
antidiarréico e anti-séptico e por via externa impermeabilizam as camadas mais
expostas da pele e mucosas, protegendo as camadas subjacentes. Ao precipitar
proteinas os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e antifungico. O complexo
tanino-proteina forma camada protetora nos processos de cura de feridas, queimaduras
e inflamacdes. Por precipitarem alcaldides, os taninos podem servir como antidoto em
casos de intoxicacdo (BRUNETON, 1991).

Taninos condensados ligam-se as proteinas da dieta formando complexos
(tanino-proteina), proporcionando que proteinas de maior valor biolégico ndo sejam
degradadas e utilizadas pela flora bacteriana ruminal, sendo estes complexos
dissociados no intestino delgado, local de absor¢do dos aminoacidos (MINHO, 2006).

Atividades bioldgicas dos taninos polifendis tém sido evidenciadas em teste in
vitro. HASLAM (1996) relata acdo bactericida, moluscicida, anti-helmintica, anti-
tumorais, anti-hepatotoxica, inibicdo de enzimas e da replicacdo do HIV.

O principal fator relacionado ao mecanismo de acao dos taninos relaciona-se as
suas propriedades fisico-quimicas, em particular a sua adstringéncia, isto €, capacidade
de precipitar proteinas na camada superficial da mucosa, a qual pode induzir a
formacgédo de complexos com enzimas e substratos, inativando-os (HASLAM, 1996). A
adstringéncia explica a reducdo da viruléncia de muitas cepas virais na presenca de
taninos. Varios taninos hidrolisaveis tém mostrado capacidade de impedir a adsor¢ao
do HIV as células do hospedeiro.

Taninos condensados e hidrolisaveis sdo descritos na literatura como provaveis
possuidores de atividade anti-helmintica (COSTA et al. 2002). A ciéncia, através da
experimentacdo tem buscado associar resultados a pratica dessas indicagoes.

A atividade biologica dos taninos evidenciou importante acdo contra

determinados microorganismos, mas também como agentes carcinogénicos e
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causadores de toxicidade hepatica. Estes ultimos efeitos, sem dudvida dependem da
dose e do tipo de tanino envolvido, haja vista que a ingestdo de dietas ricas em frutas
que contém taninos, tem sido associada com atividade anticarcinogénica (MONTEIRO
et al. 2005).

MINHO (2006) verificou efetividade in vivo na reducdo do OPG de ovinos
naturalmente infectados por H. contortus e T. colubriformis com extrato aquoso das
folhas de Acacia mearnsii De Willd. apresentando 15% de taninos condensados,
administrado na dose de 1,6g/kgPC. Do mesmo modo, COSTA et al. (2008)
identificaram na fragé@o etandlica do extrato hexanico obtido das sementes de Mangifera
indica valores expressivos de taninos condensados e hidrolisaveis em menor
quantidade, além de triterpenos e saponinas. O extrato hexanico, na concentracdo de
50 mg/mL, foi avaliado no teste de eclosdo in vitro sobre ovos de H. contortus e
apresentou 95,6% de inibigdo. O efeito dos taninos sobre 0s parasitos seria evidenciado
com mais precisdo quando as fontes de taninos sdo suplementadas as dietas com
baixa concentracéo protéica (BUTTER et al. 2000).

ATHANASIADOU et al. (2001) citado por MINHO (2006) verificaram o efeito dos
taninos condensados sobre nematddeos gastrintestinais de ovinos quando forneceram
aos animais dietas com niveis de 4, 8 e 16% do extrato de quebracho, concluiram que
0S animais que ingeriram dieta com 8% do extrato reduziram (p<0,05) o nivel de
parasitismo intestinal, quando administrados aos ovinos por trés dias consecutivos. Os
mecanismos que buscam explicar a agdo anti-helmintica dos taninos condensados
repousam sobre duas hipoteses: a primeira € o efeito direto sobre larvas infectantes
(L3) e parasitos adultos, com a diminuicdo da fecundidade das fémeas. A segunda
hipotese sugere o efeito indireto dos taninos condensados que, ao melhorar a utilizagédo
protéica pelo hospedeiro, gera em consequéncia, uma melhor resposta imunoldgica
deste aos parasitos.

ROMERO et al. (2009) estudaram os efeitos antiparasitarios dos extratos
etandlicos e etéreos das folhas e frutos de Ficus obtusifolia Kunth. sobre Toxocara catis
e Toxocara canis. O extrato dos frutos apresentou elevada eficacia sobre os parasitos

adultos e maior inibicdo larval dos ovos de T. canis. A atividade anti-helmintica foi
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atribuida a elevada concentracdo de taninos nos frutos e também nas folhas da espécie
vegetal, haja vista que os taninos interagem com as glioproteinas da membrana do
parasito causando paralisia e morte.

SANDEEP et al. (2009) avaliaram a atividade anti-helmintica in vitro de
Euphorbia thymifolia Linn. na forma de extratos aquoso e metandlico em trés
concentracdes (10, 50 e 100 mg/mL) sobre os nematdédeos Pheretima posthuma e
Ascardia galli, tendo sido observado paralisia e morte dose-dependente dos parasitos
em intervalos de 8,6 a 33,3 minutos. A fitoquimica da planta mostrou a presenca de
triterpenos, alcaldides, flavondides, esterdides, taninos e saponinas. E possivel que os
taninos contidos nos extratos tenham promovido efeitos nos parasitos semelhantes ao
da droga utilizada como controle positivo (piperazina) que em contato com a membrana
muscular do parasito produz uma polarizacdo de ions cloreto, reduzindo a
excitabilidade, induzindo ao relaxamento muscular e paralisia flacida. Pela habilidade
dos taninos em unirem-se as proteinas livres no trato gastrintestinal do animal, estes
também podem agir sobre as glicoproteinas da cuticula membranosa do parasito
causando paralisia e morte.

Embora a realizacdo de pesquisas, sob diferentes abordagens com teores de
taninos, a associacdo dessas informacdes com o aproveitamento de plantas medicinais
ainda € considerada escassa e mais estudos estdo em andamento para detectar os
possiveis fitoconstituintes responsaveis pelas atividades naturais de espécies vegetais
(SANDEEP et al. 2009).

= Saponinas

As saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos,
amplamente distribuidos em vegetais superiores. Cada um consiste de uma sapogenina
como molécula de aglicobnio e um acucar. A sapogenina pode ser um esterdide ou um
triterpeno e o aclcar uma glucose, galactose, pentose ou uma metilpentose. Possuem
caracteristicas hidrofilica/hidrofébica com capacidade de diminuir a tensdo superficial da
agua formando espuma quando agitadas (WALLACE, 2004).
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Saponinas apresentam varias propriedades biolégicas sobre membranas
celulares e sado potentes hemoliticos quando injetados na corrente sanguinea.
Associadas a essa acdo estdo ainda suas atividades, moluscicida, antiviral,
antiinflamatoéria reducdo da taxa de colesterol e triglicerideos sanguineos, efeito
imunogénico, reducédo da producdo de amonia e controle de parasitas (FRANCIS et al.
2002). A ingestao excessiva de vegetais ricos em saponinas podera promover efeitos
de toxicidade através da hemdlise e reducdo na ingestdo de alimentos, esse ultimo
efeito em decorréncia da diminuigdo do peristaltismo intestinal (JACKSON & MILLER,
2006). As saponinas apresentam acdo sobre membranas celulares alterando a
permeabilidade, ou causando diminuicdo. Esta propriedade, provavelmente &
fundamental para o desenvolvimento da atividade atimicrobiana ao determinar
formacéo de complexos com a membrana celular do parasita. Saponinas triterpénicas
isoladas dos frutos de Phytolacca decandra Linn. apresentaram alta atividade
moluscicida, assumindo condi¢cdes favoraveis e promissoras para eficiente utilizacdo
antiesquistossomose (BRAZ FILHO, 2010).

A atividade anti-helmintica dos extratos de Sarothamnus scoparius Koch. e
Lupinus ballianus C.P. Sm. foi testada frente a oxiuriose em humanos (Aspiculuris
tetraptera e Syphacia obvelata) tendo sido comprovada a eficacia superior a 60%. A
fitoquimica das duas espécies vegetais explicitou a presenca de alcaldides, flavonodides,
taninos, saponinas, esterodides, triterpenos, antraquinonas, cumarinas, cardiotbnicos e
sesquiterpenlactonas (SALAZAR et al. 2008).

« Alcalbdides

Os alcaloides sado compostos nitrogenados farmacologicamente ativos, com
predominancia em angiospermas, podendo ser encontrados em todas as partes do
vegetal, contudo em um ou mais 6rgaos havera maior acimulo dessa substancia.

A variedade natural dos alcaldides possibilita um amplo espectro de atividades
biolégicas, inclusive, anti-helmintica. SHOOP et al. (1992) utilizaram o alcaldide
Paraherguamida extraido do Penicillium paraherquei, nas doses de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0
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mg/kg para o tratamento anti-helmintico em bovinos e observaram que nas doses de
1,0 a 4,0 mg/kg houve a eliminacdo de 89 - 95% dos parasitos, dentre os quais,
Trichostrongylus axei, Haemonchus placei, Ostertagia ostertagi, Oesophagostomum
radiatum, Cooperia puctata, Dictyocaulus viviparus e Nematodirus helvetianus.

GILL & LACEY (1993) avaliaram a atividade in vitro do alcaléide Paraherquamida
nas concentracdes de 0,033; 0,058 e 2,7ug/mL e obtiveram 50% de mortalidade para
larvas de terceiro estadio (L3) de Ostertagia circumcincta, T. colubriformis e H.
contortus apos 72 horas de exposicdo. A eficacia da droga na dose de 2,0 mg/kg sobre
nematodeos gastrintestinais de ovinos foi de 98% com acdo significativa sobre H.

contortus, T. axei, T. colubriformis, O. circumcincta e C. curticei (SHOOP et al. 1990).

= Flavonodides, triterpenos, esterdides e cumarinas

Abrange um grupo de compostos polifenélicos com mais de 6.000 compostos
(flavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, luteolina) amplamente distribuidos no
reino vegetal e estdo intimamente relacionados aos processos fisiolégicos da planta,
tais como regulacdo do crescimento, mecanismo de protecao frente a patdgenos e
radiacao solar.

Os flavondides existem naturalmente numa grande variedade de alimentos de
origem vegetal como frutas, sementes, flores e folhas. Suas atividades biologicas estdo
relacionadas a capacidade de atuar como antiinflamatérios, imunomoduladores,
antivirais, bactericidas, hepatoprotetores, antiparasitarios e antioxidantes (CORREA et
al. 2008).

A atividade anti-helmintica de raizes de Andira anthelmia (Vell.) Macbr. (Angelim)
foi investigada em camundongos naturalmente infectados por Aspiculuris tetraptera. Os
compostos isolados, quando administrados nos animais por via intragastrica na dose de
2,0 mg.kg™ durante trés dias consecutivos, apresentaram percentuais significativos na
eliminacdo do agente infeccioso, quando comparados com o0s resultados do grupo
controle. A atividade antiparasitaria foi atribuida a presenca de flavondides glicosidicos

nos infusos. Porém, devido a alta toxidez as infusfes de A. anthelmia devem ser
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recomendadas com certa precaucdo, sendo necessérias avaliagdes toxicoldgicas para
seu uso popular como um vermicida alternativo (SILVA et al. 2008).

Os limondides, também conhecidos como meliacinas apresentam maior atividade
biolégica inseticida, 0 seu processo biossintético em plantas tem como precursor 0s
triterpenos. A familia Meliaceae apresenta uma grande diversidade de limondides,
dentre eles a azadiractina € o principal composto. Além desta, outros compostos
bioativos isolados de A. indica podem exercer multiplas acdes afetando a alimentacéo,
crescimento e desenvolvimento de patégenos e seus vetores (SIMOES et al. 2007).

A espécie vegetal Morus alba var. cubana apresentou atividade anti-helmintica in
vitro quando seis tipos de extratos obtidos das folhas, peciolos e talos foram testados
frentes a larvas de terceiro estagio (L3) dos géneros Trichostrongylus spp. e
Haemonchus spp. (GARCIA et al. 2005). A eficacia larvicida foi superior a 80%, tendo
sido registrada maior atividade dos extratos nos primeiros 15 minutos, acdo atribuida a
presenca dos polifendis flavondides (Quercitina e Rutina), cumarinas (Umbeliferona) e

fendis simples (Resveratrol).

1.6 Uso medicinal de Himatanthus spp.

Estudos conduzidos por MAGALHAES (2006) em comunidades que habitam a
reserva natural da Serra das Almas entre os estados do Ceara e Piaui, constataram
que a janauba estar entre as 61 espécies de plantas medicinais utilizadas pelas
comunidades com fins terapéuticos nas seguintes indicacfes: inflamacfes, céancer,
problemas digestivos, gastricos e hepaticos, cicatriza¢do e vermicida.

COLARES et al. (2008) avaliaram o efeito gastroprotetor do latex de H. drasticus
nas doses de 0,2 e 0,4mL/10g/PC em modelos experimentais com camundongos e
concluiram que o latex suprimiu as erosées hemorragicas e o aparecimento de lesdes
na mucosa gastrica, apresentando atividade antiulcerogénica.

SOUSA et al. (2010) investigaram a atividade antitumoral do extrato bruto
metandlico das folhas de H. drasticus frente ao modelo experimental Sarcoma 180 e

confirmaram atividade antineoplasica com inibicdo tumoral significativa em relacdo ao
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grupo controle nas doses de 300 e 400 mg/kgPC com percentual de inibicdo de 67,7 e
68%, respectivamente. Na dose de 200 mg/kg/PC, o percentual de inibicdo foi de
32,8%. O mesmo estudo destaca que o extrato quando administrado via oral em
camundongos, apresentou baixa toxicidade nas doses testadas (50, 300 e 2000
mg/kgPC), porém a analise histopatoldgica apresentou alteracdes hepatica, pulmonar,
esplénica e renal.

GUERRA & PETERS (1991) estudaram a toxicidade reprodutiva e teratogénica
do extrato da casca e do latex de Himatanthus sucuuba em ratas tendo verificado baixa
toxicidade, indicando que o consumo medicinal pela espécie humana para os
tratamentos de gastrite e hemorrdidas é seguro.

FERNANDES et al. (2000) citado por LIMA (2005) testaram a toxicidade aguda
do latex e do extrato aquoso da casca da H. sucuuba em camundongos. Os resultados
obtidos nos modelos experimentais sugerem que existe uma boa margem de seguranca
para o emprego de H. sucuuba nas indicagdes da medicina popular.

Ensaios in vitro realizados por LIMA et al. (2009) com extrato bruto aquoso (EBA)
de Himatanthus spp. nas concentracdes de 20, 25 e 30% sobre a eclodibilidade de ovos
de nematddeos gastrintestinais em ovinos, apresentaram resultados de eficacia
superior a 95%, indicando que a planta apresenta substancias bioativas para o controle
de helmintos.

SILVA (2010) testou a atividade in vitro do extrato bruto aquoso de Himatanthus
spp. nas concentracdes de 10, 20 e 30% sobre nematddeos gastrintestinais de equinos
da raca baixadeira e verificou inibicdo de larvas superior a 95%, sendo que a maior
concentracao apresentou eclodibilidade nula para todos os géneros de helmintos.

Com a persisténcia da resisténcia aos anti-helminticos convencionais e a
tendéncia observada nos ultimos anos de mudancas para sistemas organicos de
producdo, tornam necessarias as buscas por alternativas para a reducdo ou até a
eliminacdo das drogas anti- helminticas no controle parasitario (ATHANASIADOU et al.
2000 citado por MINHO, 2006).

Tendo em vista a limitacdo de informacdes consistentes na literatura sobre as

propriedades anti-helmintica do género Himatanthus, ao mesmo tempo em que a
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“sabedoria popular” enfatiza seus efeitos benéficos no tratamento das verminoses em

animais de criacdo. O presente estudo teve como:

2. OBJETIVO GERAL

- Avaliar a atividade anti-helmintica do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de
Himatanthus spp. (Janauba) como alternativa no controle de nematdédeos na espécie
ovina, e ao mesmo tempo contribuir com a geracdo de informac¢des sobre o uso do

vegetal no tratamento das parasitoses gastrintestinais em pequenos ruminantes.

2.1 Objetivos especificos

- Identificacéo etnobotancia da janauba.

- Obtencé&o do extrato bruto hidroalcoodlico (EBHA).

- Caracterizacado da composicao quimica dos nutrientes da casca e identificacédo
dos metabdlitos secundarios presentes no EBHA e subextratos do vegetal.

- Avaliacdo do perfil toxicologico do EBHA, por meio dos testes de toxicidade
aguda, atividade hemolitica.

- Testar a atividade anti-helmintica ovicida in vitro e in vivo do EBHA sobre
nematddeos gastrintestinais em ovinos naturalmente infectados.

- Avaliacédo clinica e necroscopica, por meio de exames bioquimico, eritrograma
e histopatologico para averiguagdo da acdo do EBHA sobre as atividades e funcdes

organicas nos animais tratados.
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CAPITULO 2. BOTANICA, FITOQUIMICA, TOXICIDADE E ATIVIDADE ANTI-
HELMINTICA IN VITRO DE JANAUBA

RESUMO - O estudo objetivou classificar a etnobotanica da janauba (Himatanthus
spp.), determinar a composicdo bromatolégica da casca, identificar as classes de
metabolitos secundarios presentes no extrato bruto hidroalcoolico (EBHA) e avaliar
os efeitos inibitérios in vitro do extrato sobre a eclodibilidade e desenvolvimento de
larvas de estrongilideos parasitos da espécie ovina. Na identificagdo botanica
utilizaram-se partes da planta (folhas, flores, frutos e sementes) que foram
classificadas por meio de chaves analiticas, comparacfes, descri¢cdes e ilustracdes
da literatura especifica. A analise da composicdo bromatoldgica da casca foi
realizada pelo método de Weend e a prospeccao qualitativa dos compostos
fitoquimicos obedeceu a metodologia proposta por MATOS (1998). O perfil
toxicoldgico do extrato foi testado in vitro em eritrécitos de ratos (Rattus novegicus)
e in vivo em camundongos (Mus musculus). Para avaliar o efeito anti-helmintico do
extrato sobre ovos de nematddeos gastrintestinais foi utilizado o teste de inibicdo in
vitro, em trés concentracdes crescentes do extrato de janauba (250, 500 e 1000
mg/mL) no tratamento dos cultivos de larvas (L3), realizados em triplicatas. Como
controles negativos e positivos foram utilizados agua destilada e albendazole,
respectivamente. O material botanico foi identificado como pertencente ao membro
da familia Apocynaceae, género Himatanthus, espécie Himatanthus drasticus. A
composicdo bromatolégica da casca apresentou elevado conteudo fibroso na
matéria seca (MS), deficiente em nutrientes. A triagem fitoquimica do extrato
revelou a presenca de alcalbides, taninos, cumarinas, esterbides triterpenos e
saponinas. Verificou-se baixa atividade hemolitica e ndo foi evidenciada toxicidade
aguda nos animais testados. A reducao na contagem de larvas L3 para 0os géneros
Haemonchus e Cooperia com o uso da menor concentracdo (250 mg/mL) do extrato
foi superior a 95%, enquanto para o0s géneros Oesophagostomum e
Trichostrongylus a reducéo foi inferior a 90%. As maiores concentragdes (500 e

1000 mg/mL) do extrato apresentaram reducdo de L3 superior a 95% para todos os
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géneros de nematodeos, sendo que na maior concentracdo (1000 mg/mL) do
extrato, o efeito da reducédo in vitro teve 100% de inibicdo na contagem de larvas
L3, equivalente ao controle positivo. O extrato de janauba (H. drasticus) néo
apresentou efeitos nocivos aos organismos tratados. O uso do extrato nas
concentracdes testadas in vitro foi efetivo sobre nematddeos gastrintestinais
parasitos de ovinos e esse efeito anti-helmintico estar relacionado a acao conjunta

e/ou isolada dos compostos metabdlitos presentes no extrato.

Palavras-chave: Etnobotanica, fitoterapico, helmintos, Himatanthus drasticus,

metabdlitos, toxicologia, ovino, valor nutritivo.
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CHAPTER 2. BOTANICAL, PHYTOCHEMICAL, TOXICITY AND ANTHELMINTIC
ACTIVITY IN VITRO OF JANAUBA (HIMATANTHUS spp.)

Summary — The study aimed to classify the ethnobotany of janauba (Himatanthus
spp.), determine the chemical composition of the husk, identify the classes of
secondary metabolites present in the hydroalcoholic crude extract (HACE) and
evaluate in vitro inhibitory effects of extract on hatchability and development of
strongyle larvae, the round worms that cause production losses in sheep. For
botanical identification of the plant, parts such as leaves, flowers, fruits and seeds
were used and classified by means of analytical keys, comparisons, descriptions,
and illustrations found in the literature. The analysis of the chemical composition of
the husk was carried out according to the Weend method and the qualitative
analysis of the phytochemical compounds followed the methodology proposed by
MATOS (1998). The toxicological profile of the extract was tested in vitro in
erythrocytes of rats (Rattus novegicus) and in vivo in mice (Mus musculus). The
evaluation of extract anthelmintic effect on the eggs of gastrointestinal nematodes
was performed by the in vitro inhibition test, where three different janauba extract
concentrations (250, 500 and 1000 mg/mL) were used to treat larvae culture, with
three repetitions. Distilled water and albendazole were used as negative and
positive controls, respectively. The botanical material was identified as belonging the
Family Apocyanceae, genus Himatanthus, species Himatanthus drasticus. The
chemical composition of the husk showed high fiber content in the dry matter (DM),
but deficiency of nutrients. The phytochemical screening of extract showed the
presence of alkaloids, tannins, coumarins, triterpene steroids and saponins. Low
hemolytic activity was verified, while acute toxicity was not observed in animal
studies. Larvae L3 counts for the genus Haemonchus and Cooperia at the lowest
extract concentration (250 mg/mL) decreased more than 95%, while for the genus
Oesophagostomum and Trichostrongylus the reduction was less than 90%. The
highest extract concentrations (500 and 1000 mg/mL) reduced L3 counts in more

than 95% for all genus of nematodes. For the concentration of 1000 mg/mL, the in
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vitro trial resulted in 100% inhibition of L3 larva, equivalent to the positive control.
The toxicity tests showed that the HACE from janauba (H. drasticus) had no harmful
effects on the organisms of the treated sheep. The concentrations tested in vitro
were effective to treat gastrointestinal nematodes in sheep and the anthelmintic
effect may be related to the joint or/and isolated action of the metabolite compounds
present in the extract.

Keywords: Ethnobotany, Himatanthus drasticus, helmintic, metabolic, nutritional, sheep,

toxicology.
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1.INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no tratamento de diversas enfermidades infecciosas ou
ndo, € uma pratica que teve ampla utilizacdo por nossos antepassados, principalmente
em épocas de inexisténcia de produtos farmacéuticos eficientes. O uso de produtos
naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a civilizacdo humana e, por
um longo tempo, produtos minerais, de plantas e animais foram as principais fontes de
substancias medicamentosas (RATES, 2001).

A pesquisa relacionada as plantas medicinais com vistas ao desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos é atividade multiprofissional e interdisciplinar que pode
melhorar a qualidade de vida das populacdes mais carentes. Isso sO é possivel com o
desenvolvimento de produtos de maior qualidade e com a divulgacao de informacoes
cientificas que possibilitem o uso racional de fitomedicamentos e de plantas medicinais
(RESENDE & RIBEIRO, 2005).

MARIZ et al. (2010) afirmaram existir uma tendéncia mundial de aumento na
utiizacdo de produtos fitoterapicos, porém, em se tratando das pesquisas
desenvolvidas no Brasil sobre o tema, nas uUltimas décadas, as informacdes sobre
plantas medicinais tém crescido apenas 8% ao ano, tendo em vista que para uso de
principios ativos botanicos, varios aspectos devem ser levados em consideracao, tais
como: conhecimento botanico da espécie vegetal, extracdo, conservagdo dos extratos,
dosagem eficaz, estabilidade, toxicidade e custo.

Conforme LAI et al. (2006); NINITOX ( 2010) citados por MARIZ et al. (2010) o
uso de plantas medicinais ao longo da histdria sempre esteve na ténue linha diviséria
entre o bem e o mal, ou seja, o restabelecimento da salde e o surgimento de efeitos
colaterais. Isso ocorre, principalmente pelo fato de que o uso “terapéutico” de plantas e
derivados se expandiram pelo inconsciente coletivo popular como algo inofensivo “se é
natural ndo faz mal”. Esse pensamento € incoerente em fung¢do dos inimeros registros

de intoxicacao por plantas usadas como medicinais.
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Vérias sdo as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de
origem natural. De maneira geral, inicia-se com o0s extratos brutos de plantas
preparados com diversos solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e
agua). Apés o fracionamento cromatografico, as fragcdes obtidas sdo refracionadas,
repetindo-se o0 processo até a obtencdo do(s) principio (s) ativo (s). S6 entdo é
escolhido o bioensaio mais apropriado para determinar a atividade farmacoldgica da
planta (CHAGAS, 2004).

A pesquisa com plantas e a produgdo de medicamentos com propriedades
medicinais comprovadas cientificamente envolve varias etapas que vai desde a selecéo
da planta até a comercializacao do produto final (RATES, 2001).

Conforme CAMURCA-VASCONCELOS et al. (2005) a primeira etapa de
validacdo de uma planta medicinal é realizada através de um levantamento geral de
informacdes sobre a espécie de planta a ser avaliada. Esse estudo inclui a identificacdo
botanica e os dados sobre o uso popular, tais como: partes da planta a ser utilizada,
forma de administracdo, dosagens, tempo de tratamento, dentre outros. Uma segunda
etapa envolve os testes farmacologicos pré-clinicos e clinicos para avaliar 0 uso
popular. Nessa fase, séo realizados testes que determinam a eficacia contra os agentes
causadores da enfermidade a ser combatida e a seguranca na administracdo para a
espécie a ser tratada.

Os testes que revelam margem de seguranca para uso de extratos vegetais sao
normalmente realizados em animais de laboratorio e visam determinar os efeitos da
administracdo da planta em organismos animais. Nos testes de toxicidade aguda o
objetivo de avaliagdo é o organismo, onde é possivel determinar os efeitos deletérios
causado por uma substancia quimica ou uma mistura, levando em consideracdo o
tempo de exposicao e a concentracdo da substancia (CUNHA et al. 2009).

A avaliagéao do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns dos seus
constituintes, tais como, taninos, flavonoides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos e
lignanas, tem sido objeto de incessantes estudos, pois 0 conhecimento prévio das
classes de componentes quimicos encontrados nos vegetais se torna necessario para

fornecer a relacdo dos principios ativos. Uma vez detectada a presenca de
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determinados grupos quimicos, o estudo fitoquimico e biolégico é direcionado (LOBO et
al. 2010).

Testes de eficacia podem ser realizados in vitro e in vivo, servindo como uma
indicacdo inicial da atividade farmacoldgica que esta sendo pesquisada. Desse modo, o
teste de eficacia in vitro, também denominado pré-clinico, € uma etapa de carater
obrigatéria na avaliagdo preliminar da existéncia de substancias ativas com
propriedades terapéuticas e permite selecionar as plantas que apresentam melhores
resultados, diminuindo gastos, evitando perda de tempo e uso indiscriminado com
animais experimentais. Assim, para determinacdo do potencial anti-helmintico de
plantas sdo realizados os testes de inibicdo de eclosdo de ovos ou o desenvolvimento
larval de nemat6deos (CAMURCA-VASCONCELOS et al. 2005).

O estudo teve como objetivo a identificacdo etnobotanica, a caracterizacdo dos
compostos quimicos, avaliacdo da estabilidade de uso, bem como a eficacia de

utilizacao in vitro do extrato vegetal originario da casca de janauba (Himatanthus spp.)

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodologicos foram executados nos Laboratorios de
pesquisas das Universidades Estadual e Federal do Maranhdo (UEMA/UFMA) e
Estadual Paulista (Unesp) Campus de Jaboticabal.

No primeiro momento procedeu-se a identificacdo botanica do vegetal,
preparacdo do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA), isolamento das classes de
metabdlitos do extrato e determinacdo da composicao quimica da casca do vegetal.
Posteriormente avaliou-se a toxicidade do EBHA sobre organismos vivos. Essa etapa
foi concluida com a investigacdo da atividade ovicida in vitro do EBHA de janauba em

cultivo de larvas de nematédeos gastrintestinais em ovinos.
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2.1 ldentificacdo botéanica de Himatanthus spp. (Janauba)

A Colheita do vegetal foi realizada na localidade Sossego, municipio de Caxias
(04°51°'32"S e 43°2'22"W), Estado do Maranhdo, no més de setembro de 2009 em
ecossistema de cerrado onde a planta foi primeiramente identificada pelo nome comum,
por relato de informantes.

As folhas, flores, frutos e sementes do vegetal, apos coleta foram separados,
acondicionadas em sacos de papel, conduzidas aos Laboratorios de Botanica e de
Nutricho Animal/UEMA para processamento e identificagdo botanica, secagem e
moagem, respectivamente.

A identificacdo botanica foi realizada por meio da andlise dos caracteres
morfologicos das folhas, flores, frutos e sementes que foram comparadas com as
descricbes, ilustracbes e as chaves analiticas da literatura especifica, segundo a
classificacdo padronizada por LORENZI (1998) e SPINA (2004).

Amostras do vegetal: folhas, flores, frutos e sementes (Figura 1), foram
comparados com a exsicata ja catalogada no laboratério sob o numero 2.600.
Devidamente identificado, o material foi depositado no Herbareo Rosa Mochel do
Nucleo de Estudos Biologicos (NEB) /UEMA.

2.2 Colheita e processamento da casca de janauba para uso medicinal

O coértex da janauba foi colhido em setembro de 2009, més que correspondente
ao limiar do periodo seco, considerando-se as informacbes da literatura e o
conhecimento popular dos agricultores familiares da localidade Sossego, nas
afirmativas que: “durante esse periodo do ano a casca de janauba vermelha apresenta
maior capacidade de combater as verminoses dos animais de criagbes” (caprino,

ovinos, suinos e aves).
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Figura 1. Material para identificacdo botanica da Janauba: A) folhas; B) flores; C)
frutos; D) sementes inseridas na casca do fruto.

A escolha das arbéreas para colheita do vegetal foi baseada em informacdes
transmitidas pelos agricultores da localidade que selecionam arvores adultas (mais de
15 anos de idade) para retirada da casca com fins medicinais. Realizou-se a colheita
das amostras do vegetal no periodo da manha, conforme a crendice popular do local: “é
durante a manha que a casca da janauba apresenta a maior capacidade para curar

doencas”.
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Selecionada a arvore, retirava-se a periderme de uma parte lateral do tronco até
atingir o cortex. SO entdo, extraia-se o material de interesse terapéutico, onde esta
concentrado o latex em grande volume. Para fins de manutengcdo e conservacdo da
planta, somente uma por¢do do caule foi extraida, dessa forma o procedimento foi

repetido em diversas arvores (Figura 2).

Figura 2. Colheita do material vegetal (cortex) de janauba: A) Exposicao do cortex para
extracdo; B) Extracao do cortex.

No Laboratério de Nutricdo Animal/UEMA, as cascas foram desidratas a sombra
e protegidas da luz solar. Em seguida submetidas ao processo de dessecacdo em
estufa com ventilagdo forcada, a temperatura de 45°C por um periodo de 48 horas. Na
etapa seguinte foram trituradas, obtendo-se no final do processo o pd, que foi pesado,
acondicionado em frascos ambar, mantido em temperatura ambiente, em local seco,

arejado e sem iluminacao.

2.3 Bromatologia e identificacdo fitoquimica dos compostos presentes na

casca e no extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba
2.3.1 Analise da composicao bromatoldgica

A andlise bromatolégica da casca foi realizada no Laboratério de Nutrigdo Animal
da Universidade Estadual Paulista - LANA/UNESP — Campus de Jaboticabal/SP, pelo
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método de Weende (VAN SOEST, 1967) para o processamento das andlises e o0s

resultados dos teores dos constituintes que foram expressos em percentuais.
2.3.2 Preparacdao do extrato bruto hidroalcoélico (EBHA).

Adotou-se a metodologia descrita por MATOS (1998). A casca do vegetal,
processada na forma de p6, foi colocada sob maceracdo em mistura hidroalcodlica a
70% (7:3 v:v), e submetida a agitacdo esporadica. A extragdo do macerado foi realizada
mediante trés trocas sucessivas a cada 24 horas com renovacdo do solvente, até a
exaustao da extracao (Figura 3).

O somatdrio dos filtrados, que resultou em volume de 15 L, foi transferido para
frascos ambar, concentrado em evaporador rotativo (Laborota 4000 - Heidolph®) &

baixa pressédo e temperatura de 60°C. Em seguida foi determinado o peso seco e

Casca
(Po)

( 12 extracao
L EtOH: H,O
P |

22 extracao

EtOHHQO
p |

3% extracao

EtOH H.O

[ Extrato EtOH | Descarte do J

rendimento do extrato.

~

-

Concentragéao residuo

Figura 3. Fluxograma do processo de maceracdo da casca de janauba (Himatanthus
spp.) em mistura hidroalcodlica (70:30 v:v) para a obtencéo do extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA).

2.3.3 Prospeccdo dos compostos fitoquimicos

A identificacdo qualitativa das classes de metabdlitos presentes no extrato bruto

hidroalcodlico (EBHA), obtido da casca de janauba, seguiu a metodologia descrita por
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MATOS (1998) e foi realizada no laboratorio de Quimica da Universidade Federal do
Maranhdo/UFMA.

2.3.4 Particionamento do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) para obtencéo

dos subextratos

O fracionamento sequencial do EBHA para obtencdo dos subextratos ocorreu
pelo processo de particdo liquido-liquido, que consiste da adicdo de um solvente
organico com agua na proporcao de 2:1(v:v) em 10 g de massa do EBHA. As misturas
foram preparadas com os solventes organicos: hexano, acetato de etila e butanol, nesta
ordem crescente de polaridade. A extracéo foi realizada em funil de separagdo no qual
h4a formacdo de duas fases. Para obtencdo dos subextratos, a fase superior era
recolhida do funil e concentrada em rotaevaporador. A fase inferior era novamente
particionada com agua 2:1 (v:v) e outro solvente organico até a completa extracdo dos
subextratos (Figura 4) que foram entdo denominados: Subextrato hexanico (S. He),

Subextrato acetato de etila (S. Ac.) e Subextrato butandlico (S. Bu).

1" partigdo do residuo 2*particdo doresiduo | | 3"particdo do residuo . Descarte do
(n-hexano:H,0) (Ac. de etila:H,0) ‘ (n-butanol:H.0) [ residuo

Subextrato hexano Subextrato Ac. de etila Subextrato butanalico
Concentragdo Concentracdo Concentragio

Figura 4. Fluxograma do particionamento do extrato bruto hidroalcodlico de (EBHA) de
janauba (Himatanthus spp.) com solventes organicos (Hexano, acetato de
etila e butanol).

EBHA (10g) |-

2.3.5 Prospeccgéo dos metabolitos presentes no EBHA e nos Subextratos

Os testes realizados para a prospeccédo das diferentes classes de substancias

foram desenvolvidos seguindo-se a metodologia descrita por MATOS (1998).
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= Teste para Fendis e taninos

Transferiu-se 2 mL do EBHA e dos subextratos para tubos de ensaios e
adicionaram-se em cada tubo trés gotas de solucdo de cloreto férrico, agitando as
substancias fortemente, observaram-se as variagdes de cor ou formacao de precipitado
abundante escuro que foi comparado com o teste em branco (agua + cloreto férrico). O
desenvolvimento de coloracdo entre azul e o vermelho é indicativo da presenca de
fenadis; precipitado escuro, de tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis;

e a cor verde do precipitado detecta a presenca de taninos condensados.

= Teste para Flavonoides

Por meio do teste de cianidina ou Shinoda, 5 mL de cada fracao (extrato e
subextratos) foi transferido para tubos de ensaio com adi¢cdo consecutiva de 200 mg de
limalha de magnésio e 1 mL de &cido cloridrico concentrado. O surgimento da cor
laranja indica a presenca de flavonas, a cor violacea é indicativa de flavanonas e a cor

vermelha indica a presenca de flavonais.

= Testes para Esterdides e triterpendides

Os testes para esteroides e triterpendides foram realizados através da reacao de
Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido sulfurico concentrado). Em aliquota de 2
mL do extrato e dos subextratos, acrescentou-se 2 mL de cloroférmio. Em seguida a
substancia foi filtrada e acrescida de 1 mL de anidrido acético, agitou-se suavemente, e
juntaram-se cuidadosamente trés gotas de acido sulfarico concentrado. ApdOs agitar
suavemente, observou-se o surgimento das cores. Coloragdo azul seguida de verde
permanente é indicativo da presenca de esterdides; variacbes na coloracdo de

castanho para vermelho indicam triterpendides.
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= Testes para Alcal6ides

Aliquotas de 20 mL de cada fracdo (extrato e subextratos) foram evaporadas a
secura, em banho-maria a 70°C. O residuo resultante foi entdo, dissolvido em 1 mL de
etanol e na sequéncia, adicionou-se 4 mL de &cido cloridrico a 1%. Cada uma das
solugdes obtidas foi particionada em quatro tubos de ensaios em por¢cdes de 1 mL. Em
cada porcao foi adicionada trés gotas de reagentes para precipitacdo de alcaldides
(Hager, Mayer e Dragendorff), a substancia foi homogeneizada por agitagcdo. A
formacédo de precipitados insolaveis e floculosos no fundo dos tubos indicam a
presenca de alcal6ides, onde:

- Reativo de Mayer: reacdo positiva consiste na formacéo de precipitado branco
ou turvacéo branca.

- Reativo de Drangendoff: reacdo positiva é indicada pela formacdo de
precipitado de cor vermelha.

- Reativo de Hager: reacao positiva é indicada pela formacéo de precipitado de

cor laranja.

= Teste para Saponinas

Em porcbes de 2 mL do extrato e subextratos, adicionou-se 2 mL de cloroférmio
e 5 mL de agua destilada. As substancias foram filtradas e transferidas para tubos de
ensaios. Agitaram-se 0s tubos vigorosamente por trés minutos até o surgimento da
formacdo de espuma. Espuma persistente e abundante é indicativo da presenca de

saponinas.

= Teste para Cumarinas

Com o auxilio de tubos capilares, aplicaram-se duas gotas do extrato e dos
subextratos em papel-filtro para conseguir duas manchas (n°1L e n°) bem

concentradas, de aproximadamente 1,5 cm de didmetro. Sobre a mancha n°1 de cada
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particionamento, aplicou-se uma gota de solu¢cdo de hidroxido de sodio. Cobriu-se
parcialmente as manchas com cartdo opaco, ndo-fluorescente e colocaram-se cada
conjunto sob acdo de luz ultravioleta a 366 nm por 15 minutos até surgimento da
reacdo. O aparecimento de fluorescéncia de coloracdo azul ou verde- amarelada na

mancha 1 € indicativo da presenca de cumarinas.

2.4 Atividade farmacolégica de janauba: ensaios de toxicidade em

camundongos (Mus musculus) e eritrocitos de ratos (Rattus novegicus).

Para avaliagdo do perfil toxicologico do EBHA, procedeu-se o teste de hemdlise
in vitro em eritrocitos de ratos, conforme metodologia proposta por KANG et al. (2009).
A toxicidade aguda in vivo em camundongos foi testada pela metodologia proposta por
SOUSA BRITO (1994).

2.4.1 Toxicidade hemolitica do extrato bruto hidroalcoélico (EBHA) de janauba

em ratos (Rattus novegicus)

O teste foi desenvolvido no Laboratério de Quimica da Universidade Federal do
Maranh&o (UFMA) no més de janeiro de 2010.
= Animais

Foram utilizados dois animais da espécie Rattus novegicus var. wistar, com peso
vivo médio de 250g, com livre acesso a agua e ciclo claro-escuro de 12 horas, mantidos
em jejum por um periodo de 12 horas, antes do inicio do teste.

Apos este periodo, os animais foram imobilizados com solucdo de cetamina (60
mg) e submetidos a laparotomia para coleta do sangue aértico. O sangue colhido foi
centrifugado a 2500 g por 15 minutos para obtencdo do precipitado de eritrocitos. O
sedimento foi ressuspenso com solugéo de cloreto de soédio 0,9% e cloreto de calcio (10
mM), na propor¢éo de 1:30 e centrifugado por mais trés vezes até formar a suspenséo

de eritrécitos.
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= Aplicacao do teste

Em tubos de ensaios com capacidade para 10 mL adicionou-se 0,5 mL do EBHA
de janauba em 4 mL da suspenséao de eritrocitos em cinco concentracdes (30, 60, 100,
250 e 500 pyg/mL). O controle negativo foi preparado com suspensao de eritrocitos em
cloreto de sddio e cloreto de calcio (0% de hemdlise), enquanto que no controle positivo
a suspensao de eritrécitos foi preparada com 100 pyL do detergente Triton X-100 1%
gue possui capacidade de hemolizar 100% dos eritrocitos.

As amostras foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacao
lenta e constante. Decorrido este tempo foram centrifugadas a 2500 g durante cinco
minutos e a hemolise foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm. Os resultados

do teste foram expressos em valores percentuais.

2.4.2 Toxicidade aguda do EBHA de janauba em camundongos (Mus

musculus)

O ensaio foi desenvolvido no Biotério da Universidade Estadual do Maranhao
(UEMA) e no Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal do Maranh&o

(UFMA) no periodo de outubro a novembro 2009.

e Animais

No Biotério da UEMA, em sala com temperatura e luminosidade controladas (23
* 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, 25 camundongos fémeas, com idade entre 50 e
90 dias, da raca Swiss albino, aclimatados as condicées do ambiente e pesando entre
21 e 28g foram submetidos & manipulacdo experimental. Antes da realizacdo dos
protocolos experimentais, 0S animais passaram por adaptacao de sete dias,
acondicionados em gaiolas de polipropileno (cinco animais por gaiola) e mantidos sob

condi¢des controladas de temperatura, com livre acesso a comida e agua.
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O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e cinco
repeticdes, constituindo-se do protocolo: T; - Grupo Controle (n&o tratado); T, - EHBA
(0,5 g/kg); Tz - EHBA (1,0 g/kg); T4 - EHBA (2,0 g/kg) e Ts - EHBA (3,0 g/KQg).

Procederam-se os critérios recomendados por MALONE & ROBICHAUD, (1983)
e SOUSA BRITO, (1994). Os grupos foram submetidos ao jejum de oito horas pré-
tratamento, em seguida aferiu-se o peso corporal individual em balanca analitica (FA
2104N - Celtac®). Os animais de cada grupo receberam marcacéo prépria e foram
tratados com dose Unica de cada concentracdo (0,1 mL/10g do peso corporal) do
EBHA, administrada por via oral (v.0.). Decorrido o tempo de uma hora apds o
tratamento os animais tiveram livre acesso ao alimento e permaneceram em
observacdo por um periodo de 14 dias para verificacdo de alteracdes de
comportamento relacionadas com os possiveis efeitos de toxicidade do extrato.

Ao final do bioensaio, os animais de cada grupo foram anestesiados e amostras
de sangue foram coletadas do plexo retro-orbital e centrifugadas a 900 g por 10 minutos
para posterior dosagem bioquimica. O plasma sanguineo foi usado para determinar 0os
niveis séricos de uréia, creatinina, proteina total, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST). As variaveis bioquimicas foram determinadas
utilizando reagente comercial (Labtest®) em analisador semi-automatico Bioplus 2000°.
O procedimento foi concluido com a eutanasia dos animais para a separagado dos rins,
pulmdes, coracdo, figado, baco e péancreas, que foram pesados e analisados
macroscopicamente, para a deteccdo de possiveis alteragbes causadas pelo uso do
extrato bruto hidroalcodlico de janauba. As alteracdes foram registradas em formularios

de procedimentos préprios para essa finalidade.

« Andalises estatisticas

BN

Os dados foram expressos em médias e submetidos a analise de variancia

(ANOVA) sendo as diferencas entre os grupos significativas quando (p<0,05).
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2.5 Teste de eclodibilidade in vitro de ovos de nematddeos gastrintestinais em

ovinos tratados com extrato bruto hidroalcoélico (EBHA) de janauba

O teste para avaliar a eficacia in vitro do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de
Himatanthus spp. foi realizado no Laboratério de Parasitologia/lUEMA por meio de
exames coproparasitolégicos e do cultivo de larvas de nematddeos gastrintestinais em

ovinos, no periodo de 10 a 23 de fevereiro de 2010.

2.5.1 Preparo do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba utilizado nos

testes in vitro e in vivo

No Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal do Maranhdo/UFMA, o
extrato da casca de janauba foi produzido com solvente hidroalcodlico, diluido na
concentracao de 30%.

Na obtencdo do EBHA adotaram-se os procedimentos reportados por MATOS
(1998), onde no processo de extracdo, o p6é da casca foi colocado sob maceracao em
solvente hidroalcodlico de EtOH:H,0 (70:30 v:v) em percolador de aco inoxidavel com
capacidade para 5000 mL. A mistura permaneceu em refluxo no percolador por sete
dias, submetida a agitacdo esporadica a cada trés dias para fins de uma melhor
solubilizacdo dos metabdlitos da planta. A extracdo do macerado foi realizada mediante
trés trocas sucessivas com renovacdo do solvente, até a exaustdo da extragdo. O
extrato bruto hidroalcoodlico foi concentrado em rotaevaporador (Laborota 4000-
Heidolph®) até a completa extracéo do etanol. Por¢cdes de 1 mL do extrato concentrado
foram levadas a capela de secagem e submetidos a corrente de ar aquecida, onde

permaneceram até a obtencédo do peso seco e a quantificacdo do rendimento.

2.5.2 Colheita das amostras fecais

Foram colhidas amostras fecais diretamente da ampola retal de ovinos

caracterizados como sem padrdo racial definid (SPRD), com idade entre 10 a 24
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meses, criados em sistema semi-extensivo, naturalmente infectados por helmintos
gastrintestinais e sem historico recente de uso de anti-parasitarios, pertencentes a
pequenos criatérios de municipios da mesorregiao da Baixada Maranhense.

As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno devidamente
identificadas e acondicionadas sob refrigeracdo (4°C), conduzidas ao laboratério de

Parasitologia/UEMA para processamento e exame do material.

2.5.3 Exames coproparasitologicos pré-tratamento

Na realizacdo dos exames coproparasitolégico foi utilizado o método de
GORDON & WHITLOCK (1939) com auxilio de camara de McMaster, com resultados
guantitativos em ovos por gramas de fezes (OPG). As observacdes foram realizadas
em microscopia oOptica de 100x e 400x. ApoOs a verificacdo do status parasitolégico,
foram selecionadas as amostras fecais com média de infeccdo = 5.000 OPG. Os ovos
observados apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas da superfamilia

Strongyloidea, familia Thichostrongylidae.

2.5.4 Delineamento experimental

Na avaliacdo da eficacia in vitro do EBHA sobre eclodibilidade de larvas por
gramas de fezes (LPG), foram estabelecidos cinco tratamentos (T) inteiramente

casualizados, com seis repeticdes que consistiu do seguinte protocolo:

T, - Controle Negativo (Agua destilada): 2g de fezes + 2 mL de agua destilada +
2g de serragem,;

T, - 250mg/mL (EBHA): 2g de fezes + 0,6 mL do extrato + 2g de serragem;

T3 - 500mg/mL (EBHA): 2g de fezes + 1,2 mL do extrato + 2g de serragem;

T4 - 1000mg/mL (EBHA): 29 de fezes + 2,4 mL do extrato + 2g de serragem;

Ts - Controle Positivo (albendazole): 2g de fezes + 2 mL de albendazole + 2g de

serragem.
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2.5.5 Cultivo in vitro

As amostras de fezes com OPG igual ou superior a 5.000 ovos foram
misturadas, constituindo-se em Unico homogeneizado em que foi realizado o cultivo e
recuperacdo in vitro para a avaliacdo da atividade do EBHA de janauba sobre a
emergéncia de larvas de nematddeos gastrintestinais (ROBERTS & O’SULLIVAN,
1950). Ap6s manipulacao, os cultivos foram identificados por tratamento, incubados em
recipientes de vidro e acondicionados em bandeja de polietileno contendo lamina
d’agua ao fundo, onde permaneceram por oito dias a temperatura ambiente do
laboratdrio (27°C + 2 °C) e umidade superior a 70%, monitoradas por termo-higrémetro
diariamente. Ao serem extraidas dos cultivos, as larvas eram armazenadas em tubos de
ensaio com capacidade para 10 mL, conservados sob refrigeracédo (4°C) até o momento
da contagem e identificacdo genérica realizada por meio das chaves para terceiro
estadio, segundo UENO & GONCALVES (1998).

2.5.6 Identificacdo e contagem de larvas de 3° estadio

Aliquotas de 200uL de cada cultivo por tratamento foram colocadas sobre
laminas microscopicas de vidro, modelo especial “quadrante”, recobertas com laminulas
(32 x 22mm) e examinadas por meio de microscopia Optica (100x e 400x) onde se
efetuou a contagem e identificacdo genérica das larvas. Para cada repeticdo foram
examinadas quatro laminas, tendo sido contabilizada nimero maximo de 100 larvas por
leitura. Em cada tratamento foram realizadas 24 leituras, totalizando 120 observacoes.

Durante a leitura, observaram-se as larvas vivas ativas, vivas com lentiddo de
movimento e mortas, realizando-se a contagem e identificacdo morfologica,
averiguando-se assim, a maior frequéncia e prevaléncia de géneros de larvas de

helmintos gastrintestinais, dentre as amostras por cada tratamento.



68

2.6 Avaliacdo da eficacia do teste in vitro

Para a determinacdo da eficécia in vitro do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA)
de Janauba sobre a eclodibilidade quantitativa e genérica de larvas de nematdédeos
gastrintestinais, utilizou-se a formula aritmética de reducio proposta por LE JAMBRE
(1976).

média LPG (GNT) —média LPG (GT)
média LPG (GNT)

RCLF = x100

Em que: RCLF = reducdo na contagem de larvas fecais; LPG = larvas por grama de

fezes; GNT = grupo néo tratado; GT = grupo tratado.

Para a confirmacdo de eficacia do teste in vitro, adotaram-se 0s critérios
determinados pela Portaria n° 48/1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA que estabelece indices de eficdcia de um produto com acéo
antiparasitaria em: altamente efetivo >98%; efetivo 90-98%; moderadamente efetivo 80
— 89% e insuficientemente ativo <80% (BRASIL, 1997).

2.7 Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a significancia
entre as médias comparadas pelo teste F utilizando o programa estatistico SAS 9.2

(SAS Institute, Cary, USA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Etnobotanica da Janauba

O material botanico obtido a partir da planta denominada popularmente de

janalba de casca vermelha, pelas caracteristicas morfoldgicas identificou-se como
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pertencente a familia Apocynaceae, género Himatanthus, espécie Himatanthus
drasticus, estando em conformidade com as especificacbes da literatura
(PLUMEL,1991; LORENZI & MATOS, 2002; SPINA ,2004; LORENZI & MATOS, 2008).
Esses resultados também sado respaldados por LINHARES (2010) que estudou o
género Himatanthus no municipio de Alcantara, Maranh&o e classificou a etnobotanica

da janauba de casca vermelha como pertencente a espécie Himatanthus drasticus.

3.2 Composicao nutricional da casca de janauba (Himatanthus drasticus)

O resultado da analise bromatoldgica da casca de H. drasticus consta na Tabela

1, que apresenta os valores em percentuais de cada nutriente.

Tabela 1. Composicao bromatolégica da casca de janauba (H. drasticus) colhida de
plantas nativas do cerrado de Caxias, MA, expressa no percentual da
matéria seca

Nutrientes Composicao percentual (%)
Matéria Seca (MS) 92,01
Matéria Mineral (MM) 3,75
Proteina Bruta (PB) 4,02
Matéria Fibrosa (MF) 34,23
Extrato Etéreo (EE) 3,08
Extrativo N&o Nitrogenado (ENN) 46,93
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 51,35
Fibra em Detergente Acido (FDA) 38,86
Lignina (LG) 15,28
Energia Bruta (EB) (cal/g) 3643,31

Fonte: LANA - Laborat6rio de Nutricao Animal, Unesp, Jaboticabal, 2011.

A composicdo bromatologica da casca de H. drasticus apresentou resultado
deficiente em nutrientes com 4,02% de proteina bruta na matéria seca. Por outro lado,
destaca-se o elevado percentual de conteudo fibroso na matéria seca, com 51,35% de
fibra em detergente neutro, 38,86% de fibra em detergente acido e 15,28% de lignina.
Esses resultados estdo de acordo com as caracteristicas anatdmicas de formacéo da

casca nos vegetais, que de forma geral, apresenta grande quantidade em celulose,
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hemicelulose e lignina (RAVEN et al. 1996). O teor de 3,08% em extrato etéreo, tido
como elevado, ndo € uma caracteristica comum para esse tipo de material, porém,
corroborando com MESQUITA & OLIVEIRA (2010) em plantas que apresentam
producdo de latex, possivelmente a presenca de vasos laticiferos no caule do vegetal

influencia na expressao desse resultado.

3.3 Caracteristicas do EBHA e prospeccdo dos metabdlitos identificados no

extrato e subextratos de H. drasticus

O extrato bruto hidroalcodlico (EBHA), preparado a partir da casca de H.
drasticus e utilizado nos testes pré-experimentais (fitoquimica e toxicidade), apresentou
coloracdo amarelo-ambar, o peso seco foi de 231,8g com rendimento equivalente a
7,03%, enquanto que o EBHA usado no teste in vitro apresentou peso seco de 4179 e
rendimento de 9,26%.

Os resultados da triagem fitoquimica, conforme os niveis de polaridade do
extrato hidroalcodlico e dos subextratos obtidos da casca de H. drasticus estédo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Classes de metabdlitos identificados no extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) e
nos Subextratos de janauba (H. drasticus), conforme a polaridade

Subextratos
Metabdlitos EBHA Hexano Ac.deetila  Butanodlico Aquoso
Taninos +++ - ++ ++ ++
Heterosideos
Flavbnicos - ++ ++ ++ ++
Alcaléides +++ - - - -
Saponinas +++ - + +++ +++
Triterpenos +++ - - T+ )
Esterdides - +++ - - -
Cumarinas +++ NR NR NR NR

Legendas — +: reacdo fracamente positiva; ++: reacéo positiva; +++: reacao fortemente positiva; -: ausente; NR: néo

realizado.
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O demonstrativo da triagem fitoquimica revelou a presenca de compostos
nitrogenados, glicosideos e fendlicos pertencente as classes de alcaléides, saponinas,
taninos, flavonéides, triterpenos, esterdides e cumarinas, coincidindo com os resultados
obtidos por SILVA et al. (2010). Estes autores realizaram triagem fitoquimica das folhas
e cascas de janauba colhidas no cerrado caxiense, identificando as classes de
alcaldides, flavonodides, esterdéides, terpenos, taninos e saponinas. Resultados similares
também foram descritos por SOUSA et al. (2010) que identificaram taninos, flavonéides
e terpenos extraidos do extrato metandlico obtido a partir das folhas e latex de H.
drasticus.

Considerando o grau de polaridade, o EBHA foi o que demonstrou maior
capacidade para a sensibilizacdo qualitativa dos constituintes quimicos presentes na
casca de H. drasticus. O subextrato butandlico também manifestou grande capacidade
de reacao.

Em relacéo ao teste de sensibilizacdo das classes de metabdlitos, a presenca de
taninos condensados na espécie vegetal foi confirmada pelo surgimento da coloracéo
verde na reacdo, tanto no extrato bruto hidroalcodlico, quanto nos subextratos acetato
de etila, butanol e aquoso. Em relacdo as classes de flavonoides todos os subextratos
apresentaram reacao positiva, tendo sido verificada a presenca das classes flavanonas,
flavonadis, catequinas e xantonas, nao tendo sido evidenciado nenhuma sensibilidade
dessa classe de metabdlito para o EBHA. No entanto, a presenca de alcaldides na
espécie vegetal foi revelada somente no extrato hidroalcodlico.

Esterdides, triterpendides e saponinas tiveram maior polaridade para os
subextratos, aquoso, hexanico e butandlico comprovando a grande sensibilidade
desses metabdlitos para os solventes n-hexano e o n-butanol.

Os resultados colocaram em evidéncia a fitoquimica dos metabdlitos secundarios
presentes em H. drasticus, onde foi possivel constatar a presenca de compostos com
maior ou menor grau de polaridade em funcédo do solvente organico testado. Assim, os
compostos esteroides e triterpendides podem ser classificados como de baixa a média
polaridade. Taninos, cumarinas e heterosideos flavonicos apresentaram reacdo de

média para alta polaridade, enquanto as saponinas séo de polaridade relativa alta.
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3.4 Respostas da atividade toxicolbégica do extrato bruto hidroalcodlico

(EBHA) de H. drasticus sobre eritrocitos de ratos

O comportamento de resposta aos testes de hemdlise em eritrocitos de ratos,
tratados com (EBHA) de H. drasticus e Triton X como controle positivo sao
apresentados na Figura 5. Os resultados demonstraram que o0 maximo grau de
hemolise do extrato hidroalcodlico foi de 12,27% para a concentracdo de 60 pg/mL,
enquanto que o menor indice (10,03%) foi observado na concentracdo de 500 pg/mL. O

controle de referéncia apresentou resultado com 100% de hemdlise eritrocitaria.

Figura 5. Percentual de hemolise em eritrocitos de ratos nos modelos experimentais
com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus) em
relacdo ao modelo experimental controle positivo (Triton X).

No teste em evidéncia, esses valores indicaram baixa atividade hemolitica do
EBHA de H. drasticus, conferindo baixa toxicidade quando comparado aos critérios que
estabelecem niveis de toxicidade de extratos vegetais. Nesse particular, percentuais de

hemodlise de 20% indica que o extrato apresentou baixa toxicidade. Dados que
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corroboram com PROKOF’EVA et al. (2004) ao classificarem a atividade de substancias
hemoliticas, em que percentuais inferior a 20% € classificado como baixa toxicidade, de
20 a 50% a toxicidade é moderada, acima de 50% expressa alta toxicidade da
substancia testada.

Considerando que o resultado da triagem fitoquimica indicou a presenca de
saponinas no extrato vegetal, € provavel que a concentracdo e o tipo de saponina
tenham influenciado para os baixos valores percentuais de hemalises nos ensaios. No
entanto, deve-se considerar que esses resultados ndo asseguram em definitivo o EBHA
de H. drasticus para recomendacdes de uso. Outros testes que detectam efeitos

colaterais deverao ser executados para confirmar sua real seguranga de utilizagéo.

3.5 Respostas da atividade toxicoldgica aguda do extrato bruto hidroalcodlico

(EBHA) de H. drastius em camundongos

No decorrer de 14 dias de observacao ndo foram registradas alteracdes clinicas
relacionadas as mudancas do padrdao de comportamento normal dos animais, sejam
elas estimuladoras (midriase, sialorréia, convulsédo, piloerecdo, taquipnéia) ou
depressoras (ataxia, sedacado, paralisia, dispnéia) do sistema nervoso central. Esses
resultados evidenciaram a baixa toxicidade aguda do EBHA de H. drasticus nas doses
testadas, estando em conformidade com os dados de SOUSA et al. (2010) que
administraram via oral doses crescentes (50, 300 e 2000 mg/kgPC) de extrato etandlico
de H. drasticus em camundongos e também vericaram baixa toxicidade aguda do
extrato. Esses dados também corroboram com FERNANDES et al. (2000) citado por
LIMA (2005) quando testou a toxicidade aguda do extrato de H. sucuuba em
camundongos e com o0s resultados obtidos por GUERRA & PETERS (1991) que
observaram baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica em ratas tratadas com extrato
do vegetal.

O peso e 0s exames necroscopicos dos rins, pulmdes, coracédo, figado e baco
dos animais tratados com doses crescentes do EBHA de H. drasticus ndo apresentaram

alteracdes e também nao foi verificada (p>0,05) para essas variaveis (Tabela 3).
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Tabela 3. Peso médio (g) dos 6rgdos de camundongos Swiss albino (Mus musculus),
submetidos ao tratamento oral com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de
janauba (H. drasticus)

Orgaos (g)*

Tratamentos/concentracao Pulmao Coracéo Figado Baco
(g/kg)
T.-GC 8,1" 5,0™" 8,66"" 4,0
T,-0,5 10,3 51 8,06 4.0
T3;-1,0 11,3 5,6 8,28 4.8
T4-2,0 9,7 5,3 8,86 4.6
Ts-3,0 8,8 5,2 9,01 3,6

™) nao significativo (p>0,05) para os valores das médias comparadas na coluna, (Teste F); ®peso do 6rgdo/peso do
animal; T1 - CG (grupo controle); T», T3, Tae Ts— EBHA de janauba (H. drasticus).

Todos os tratamentos (T, T3, T4 € Ts) apresentaram resultados semelhantes aos
do grupo néo tratado (T1). No entanto, na dose de 3,0 g/kg, dois animais apresentaram
pulmdes com discreto aumento de volume, hepatinizado e presenca de pustulas. Estas
alteracdes pulmonares foram relacionadas com o possivel ingurgitamento traqueal no
momento da administracédo do extrato.

No que se refere aos componentes bioquimicos avaliados, n&o foram
observadas diferencas (p>0,05) na atividade sérica das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e também na concentragédo
sérica de uréia, creatinina e proteina total dos grupos testados com EBHA (T,; Ts; T4 €

Ts) em relacdo ao grupo controle (T1), conforme expressa os resultados na Tabela 4.

Tabela 4. Valor médio da atividade sérica de AST/ALT e concentracdo sérica de
Proteina total em camundongos Swiss albino (Mus musculus), submetidos
ao tratamento oral com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H.
drasticus) em relacéo ao grupo controle (T1)

Doses testadas

(9/kg)

Componentes T.-GC T, - EBHA T;-EBHA T,-EBHA Ts - EBHA

0.5) (1,0) (2,0) (3.9)
AST (U/l) 98™ 87 75 76 81
ALT (U/l) 83™ 100 88 77 79
Uréia (mg/dL) 45" 49 44 48 47
Creatinina (mg/dL) 0,5 0,6 0,5 0,4 0,6
Proteina total (g/dL) 6,0 6,7 5,8 6,5 6,1

™ nao significativo para os valores das médias comparadas na linha, (Teste F); AST (Aspartato aminotransferase);
ALT (Alanina aminotransferase); T1 - CG (grupo controle); T», T3, Tsae Ts— EBHA de janauba (H. drasticus).
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Quanto a variacdo do peso corporal dos animais no periodo, a Tabela 5
evidencia que ndo ocorreram variacdes (p>0,05) entre os grupos tratados com as doses
crescentes do EBHA (T, — 0,5 g/kg; T3z — 1,0 g/kg; T4 — 2,0 g/kg e Ts — 3,0 g/kg), cujos
resultados foram semelhantes ao grupo controle (T;). Esses dados sao indicativos de
gue o consumo de alimentos pelos animais ndo sofreu alteracbes e associados aos
resultados dos testes de bioquimica sérica sugerem que foi mantida a integridade da

funcao hepatica e renal.

Tabela 5. Média do peso corporal (g) inicial (D0), intermediario (D7), final (D14) e
variacdo do peso corporal (VPC) de camundongos Swiss albino (Mus
musculus), submetidos ao tratamento oral com extrato bruto hidroalcodlico
(EBHA) de janauba (H. drasticus) em diferentes doses

Tratamento/dose Dias
(9/kg) DO D7 D14
T,-GC 23,00 23,20 24,50
T,-0,5 25,20 24,40 24,30
T;-1,0 26,60 25,60 26,00
T,-20 23,80 22,80 22.40
Ts—3,0 26,00 26,20 25,00

™ nao significativo para os valores das médias comparadas na coluna, (Teste F); T: — GC: grupo controle; To, Ta T4
e Ts: EBHA de janauba (H. drasticus).

N&o foi possivel estabelecer a DLsy (dose letal) com essas dosagens do extrato,
0 que remete a necessidade de mais investigacOes, testando-se outras vias de
aplicacdo (intraperitoneal), inclusive em animais machos da espécie ja testada e

também ampliando as investigagBes para animais de outras espécies (ratos, coelhos).

3.6 Respostas da atividade ovicida in vitro do EBHA de H. drasticus sobre

nematdédeos gastrintestinais em ovinos

O resultado do cultivo de larvas in vitro de nematddeos gastrintestinais em
ovinos, sobretudo no tratamento controle negativo (T;), mostrou a presenca de larvas
infectantes de 3° estadio (L3) pertencentes aos géneros Haemonchus, Cooperia,

Oesophagostomum e Trichostrongylus. Esses resultados encontram semelhangcas com
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os dados de outros estudos que consideram a infeccdo de ovinos por esses
nematddeos uma caracteristica comum envolvendo os animais das diferentes regides
do Brasil (COSTA & VIEIRA, 1984; THOMAZ-SOCCOL et al. 2004; FERNANDES et al.
2004; VIEIRA, 2008).

A eficacia in vitro do EBHA sobre a reducéo total e por género do numero de
larvas de nematdédeos gastrintestinais em ovinos demonstrou um comportamento de
resposta dose-dependente nas concentracfes (250, 500 e 1000 mg/mL) do extrato,
quando os resultados foram comparados ao controle negativo (T;). Os dados
demonstraram que a concentracdo de 250 mg/mL apresentou eficacia superior a 90%,
enguanto nas concentracdes de 500 mg/mL e 1000 mg/mL a efetividade do extrato no
teste foi superior a 99% (Tabela 6).

Tabela 6. Reducdo na contagem média de larvas fecais (RCLF) in vitro com a utilizacado
do extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus) no LPG de
nematodeos gastrintestinais de ovinos, em relacdo ao tratamento controle
negativo (T1)

Tratamento/concentracéo RCLF
(mg/mL) LPG (%)
T,-CN 1.743 -
T,- 250 88 95,00%
T - 500 12 99,31
T, - 1000 00 100
Ts- CP 00 100

&) percentual de reducdo; Ty - CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Ts; e T4 - EBHA (H. drasticus); Ts - CP:
Controle Positivo (albendazole).

Estes resultados estdo de acordo com BRASIL (1997) em que a acgéo
antiparasitaria in vitro do extrato de janalba na concentracdo de 250 mg/mL (T,) foi
classificada como efetiva. Para as concentracdes de 500 e 1000 mg/mL do extrato
vegetal (Tz e Ty), os resultados apresentaram elevada efetividade.

A Tabela 7 apresenta os resultados da reducéo in vitro de larvas infectantes (L3),

por género, nas concentracdes testadas com extrato hidroalcodlico de H. drasticus.
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Tabela 7. Percentual de redugcdo (PR) na contagem de larvas fecais (LPG) sobre
géneros de nematddeos gastrintestinais em ovinos apos tratamento in vitro
com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus), em
relacdo ao tratamento controle negativo (T1)

Género
Tratamento/Concentracdo Haemonchus Cooperia Oesophagostomum  Trichostrongylus

(mg/mL) LPG PR” PG PR LPG PR”  LPG PR”
T,-CN 6906 - 2429 - 781 - 341 -

T, - 250 281 95,93 116 95,22 93 88,09 38 88,85

T3 - 500 49 99,29 14 99,42 09 98,85 00 100
T,-1000 00 100 00 100 00 100 00 100

Ts - CP 00 100 00 100 00 100 00 100

™) percentual de reducéo; T1 - CN: Controle Negativo (dgua destilada); T.; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts - CP:
Controle Positivo (albendazole).

Os resultados demonstraram que a concentragdo de 250 mg/mL utilizada em T,
apresentou reducédo efetiva para os géneros Haemonchus e Cooperia e foi
moderadamente ativa para os géneros Oesophagostomum e Trichostrongylus. Por
outro lado, as concentragbes de 500 mg/mL e 1000 mg/mL administradas,
respectivamente, nos tratamentos (T3) e (T4), apresentaram resultados altamente
efetivo, tendo sido observado em T, total inibicAo no desenvolvimento de larvas (L3),
assemelhando-se aos resultados obtidos nas culturas tratadas com albendazole (Ts).

A eficacia in vitro do EBHA de H. drasticus sobre a reducdo de larvas L3,
observada nas concentragfes (T, e T3) foi superior ao indice de 89% de inibicdo obtida
por CHAGAS & VIEIRA (2007) quando avaliaram a atividade in vitro do extrato aquoso
extraido das folhas de A. indica sobre a eclosdo de lavas de nematddeos em caprinos.
Assemelha-se, porém, aos resultados de inibicdo in vitro com extratos aquosos de M.
cavendishii e C. papaya, registrados por BATATINHA et al. (2004) que obtiveram
reducdo na contagem de L3 superior a 95% para todos os géneros de helmintos em
caprino.

Considerando somente o efeito da maior concentracdo testada em T4, 0S
resultados na reducdo sdo semelhantes aos obtidos por FARIA et al. (2010) que
avaliaram in vitro o 6leo de C. guianensis em diferentes concentra¢es (30, 50 €100%)

sobre nematédeos gastrintestinais em ovinos e caprinos e obtiveram reducao altamente
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efetiva, com eclodibilidade nula para todos os géneros de helmintos nas duas espécies
de animais testadas.

Os niveis de significancia verificados entre os tratamentos da eficacia ovicida do
EBHA de H. drasticus sobre a eclodibilidade das larvas de helmintos gastrintestinais em
ovinos, sdo apresentados na Tabela 8, onde foi evidenciada diferenga significativa
(p<0,01) entre os valores de LPG das larvoculturas tratadas com extrato hidroalcoodlico
em relacdo ao controle negativo (T3).

Os resultados obtidos nas concentracfes testadas em T, e Ts ndo foram
submetidos a analise de significancia, haja vista que nestes tratamentos houve 100%
de efetividade sobre todos os géneros de nematddeos em relacdo ao tratamento
(Tabela 8).

Tabela 8. Valores da estatistica (F), coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas na
analise das variaveis nos tratamentos experimentais (T, e T3) com a
utilizacdo do extrato hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus) em
relacdo ao tratamento controle negativo (T;)

Variaveis
Estatisticas Haemonchus™  Cooperia"™ Oesophagostomum®™  Trichostrongylos"”
F para Tratamento 339,26 (P<0,01) _ 65,48 (P<0,01) 118,39 (P<0,01) 60,47 (P<0,01)
CV 15,56 35,90 22,26 35,48
T.-CN 33,782 19,61* " 11,31* % 7,322
T,- EBHA 6,64° 4,37° 3,89° 2,97°
Ts- EBHA 2,84° 1,05b 0,97° 0,00°

™ Dados transformados em \/V; ' médias seguidas de letras iguais na coluna, ndo diferem entre si (Tukey
p<0,01); T1 CN: Controle negativo (dgua destilada); T - 250 mg/mL e Ts - 500 mg/mL (H. drasticus)

O extrato hidroalcoolico de H. drasticus nas concentracdes testadas resultou na
reducdo do numero de larvas (L3), sobre todos os géneros de helmintos, em relagédo ao
tratamento controle negativo (T1), e os efeitos dos tratamentos tiveram comportamento
de resposta dose-dependente, evidenciando-se que 0 aumento da concentracdo do
extrato vegetal corresponde a reducao e/ou inibicdo do desenvolvimento das larvas de
nematddeos gastrintestinais.

Os resultados obtidos no teste in vitro do efeito do EBHA de janauba sobre os

géneros das larvas infectantes (L3) de nematddeos gastrintestinais em ovinos
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colocaram em evidéncia a atividade anti-helmintica do vegetal. Este efeito benéfico
sobre helmintos gastrintestinais estar relacionado com os constituintes metabdlitos do
extrato, concordando com ATHANASIADOU et al. (2001) citado por MINHO (2006) ao
sugerirem que taninos condensados exerce efeito direto sobre larvas infectantes de
nematddeos gastrintestinais. Também corrobora com SANDEEP et al. (2009) que
observaram em trés concentracdes (10, 50 e 100 mg/mL) do extrato aquoso de
Euphorbia thymifolia sobre nematédeos adultos de aves efeito dose-dependente, tendo
sido isolados do extrato vegetal os compostos naturais, taninos, flavonoides, alcaldides,
saponinas e terpenos.

Estes resultados sdo indicativos da possibilidade de utilizacdo da janauba em
testes de atividade anti-helmintica em pequenos ruminantes, pois a acao isolada ou
conjunta de seus ativos implicaram em reducédo significativa dos principais géneros de
nematddeos gastrintestinais que determinam baixos rendimentos nas atividades

pecuarias.

4. CONCLUSOES

Botanicamente a Janauba vermelha é classificada como Himatanthus drasticus
(Mart.) Plumel.

A andlise quimica da matéria natural da casca de janauba apresentou-se
compativel com sua morfologia de formacéao.

A triagem fitoquimica do extrato e subextratos de janauba apresentou diversos
grupos de metabdlitos secundarios de interesse farmacoldogico.

Os ensaios pré-clinicos ndo revelaram efeitos nocivos para os organismos
tratados com o extrato hidroalcodlico de janauba.

O extrato hidroalcodlico da casca de janauba (H. drasticus), nas concentracfes
utilizadas, foi efetivo no teste in vitro, atendendo aos requisitos legais para produtos

fitoterapicos com agéo antiparasitaria.
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A presenca de constituintes quimicos ativos (taninos, alcaléides e saponinas) no
extrato hidroalcodlico de janauba, possivelmente exerceram acao inibitéria no
desenvolvimento de larvas fecais dos géneros de nematddeos gastrintestinais

prevalentes.
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CAPITULO 3. TESTE DE EFICACIA IN VIVO DO EXTRATO BRUTO
HIDROALCOOLICO (EBHA) DE JANAUBA (HIMATANTHUS DRASTICUS MART.
PLUMEL) SOBRE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS EM OVINOS
NATURALMENTE INFECTADOS.

RESUMO - O trabalho objetivou avaliar eficacia in vivo do extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA) de janauba (Himatanthus drasticus) sobre nematédeos
gastrintestinais e dos possiveis efeitos toxicos em ovinos. Para avalia¢ao in vivo, 30
ovinos com peso corporal (PC) médio de 15,7 kg e idade entre quatro a 18 meses,
naturalmente infectados foram distribuidos aleatoriamente em cinco tratamentos
casualizados: T; — controle negativo (sem tratamento), T, — 250 mg/kgPC (EBHA),
T3 — 500 mg/kgPC (EBHA), T4, 1000 mg/kgPC (EBHA) e Ts — controle positivo
(albendazole). Os grupos eram compostos por seis animais que foram alojados em
unidades experimentais e tratados por 30 dias em regime de confinamento. Durante
o periodo foram colhidas amostras fecais para exames coproparasitolégicos e
sanguineas para exames de bioquimica sérica e eritrograma. De cada tratamento,
ao final do periodo experimental foi necropsiado um animal para exames
macroscopico e de histopatologia do figado, rins e baco. Foi aferido o peso corporal
individual antes do inicio do tratamento, durante o periodo nas pré-dosificacdes e ao
final da experimentacdo. Houve reducdo do niumero de ovos fecais de 84,93% (T>),
89,15% (T3), 83,68% (T4) e 99,37% (Ts). Os percentuais de redugcdo no total de
larvas L3 apresentaram indices de 66,26% (T2), 58,69% (T3), 49,58% (T,4) e 95,65%
(Ts). O perfil biogquimico para os niveis de uréia e creatinina nos grupos tratados
demonstrou que a funcédo renal ndo foi influenciada pelos tratamentos, bem como a
atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), que se mantiveram dentro dos valores de normalidade para
espécie, pressupondo a preservacao da funcdo hepatica. A excecdo do tratamento
controle positivo (Ts), os demais tratamentos manifestaram variacbes no
eritrograma e proteinograma que estiveram abaixo ou no limite inferior dos valores

de normalidade para a espécie. Nao houve alteragcdes macroscopicas no figado e
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rins sugestivos de toxicidade pela administracdo do extrato de H. drasticus. O
exame histoldgico constatou degeneracgdo hidrépica de hepatdcitos nos animais dos
grupos T4 e Ts. Ao final do periodo houve incremento favoravel no peso corporal
dos animais tratados com o extrato e albendazole, quando comparado com o grupo
nao tratado (T;). Nas condicdes em que foi desenvolvida a pesquisa e com as
concentracdes testadas, o extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de H. drasticus,
apresentou in vivo, acdo moderadamente efetiva para o controle de nematddeos

gastrintestinais em ovinos, com baixo risco de toxicidade para os animais tratados.

Palavras-chave: Controle de helmintos, fitoterdpico, pequenos ruminantes, tratamento

alternativo.
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CHAPTER 3. IN VIVO TESTING OF JANAUBA (HIMATANTHUS DRASTICUS MART.
PLUMEL) HYDROALCOHOLIC CRUDE EXTRACT (HACE) EFFICACY TO TREAT
GASTROINTESTINAL NEMATODE OF NATURALLY INFECTED SHEEP.

Summary — The study aimed to evaluate in vivo the efficacy of frangipani
(Himatanthus drasticus) hydroalcoholic crude extract (HACE) to treat gastrointestinal
nematode and its possible toxicity to sheep. The in vivo testing was carried out in 30
naturally infected sheep, weighing (BW) an average 15.7 kg and aged between 4
and 18 months. The animals were distributed randomly in five treatments as follows:
T, — negative control (without treatment), T, — 250 mg/kgPC (HACE), T3 — 500
mg/kgPC (HACE), T, - 1000 mg/kgPC (HACE) and Ts - positive control
(albendazole). Each group had five animals that were housed in experimental units
and treated for 30 days in confinement. During the period, fecal and blood samples
were collected for fecal and blood tests, serum biochemistry and erythrogram. One
animal from each treatment was necropsied for macroscopic examination and
histopathology of liver, kidneys and spleen. Body weight was determined individually
before treatment started, during the treatment, before pre-dosages, and at the end
of the trial. The number of eggs decreased 84,93% (T2), 89,15% (T3), 83,68% (T,)
and 99,37% (Ts). Total larvae counts L3 decreased at the following percentages
66,26% (T>), 58,69% (T3), 49,58% (T4) and 95,65% (Ts). The biochemical profile for
urea and creatinine levels of the treated group showed that renal function was not
affected by treatments, as well as the activity of the enzymes aspartate
aminotransferase (AST) and alanina aminotransferase (ALT), which remained within
the standard range for the species, thus assuming preservation of liver function.
With the exception of positive control (Ts), all other treatments displayed changes in
the protein profile and erythrogram, whose values were below or above reference
values for the species. The macroscopic findings showed no changes in liver and
kidney suggestive of toxicity by the administration of the extract of H. drasticus.
Histological examination showed degeneration of hepatocytes of sheep from groups

T4 and Ts. At the end of the period, the sheep from the groups treated with extracts
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and albendazole had increased weight gain compared with the sheep in the control
group without treatment (T;). Under the conditions of this research and at the tested
concentrations, the hydroalcoholic crude extract (HACE) of H. drasticus was
moderately effective to control gastrointestinal nematode in sheep, and posed low

toxicity risk for the treated animals. with the extract and albendazole

Keywords: Control of parasitic worms, herbal, small ruminants, alternative treatment.
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1. INTRODUCAO

As perdas geradas pelo parasitismo gastrintestinal constituem-se como um dos
graves problemas para o crescimento dos rebanhos de pequenos ruminantes, seja na
atividade pecuaria familiar ou industrial. Os elevados indices de mortalidade, o alto
custo com medicamentos antiparasitarios e o surgimento de cepas de parasitos
resistentes aos anti-helminticos convencionais séo fatores considerados limitantes no
incremento da producdo pecuaria. Além disso, deve-se considerar que o controle das
parasitoses gastrintestinais é realizado, rotineiramente, com o uso de quimioterapicos,
na maioria das vezes de forma incorreta, acelerando ainda mais o processo de
desenvolvimento da resisténcia parasitaria (CAVALCANTI et al. 2007).

Estudos afirmam que a resisténcia parasitaria aos anti-helminticos convencionais
esta presente nos rebanhos ovinos nas diferentes regides do Brasil. Na regido Sul, foi
constatado que cerca de 60 e 90% do rebanho ovino do estado de Santa Catarina
apresentou resisténcia aos tratamentos com 0s compostos ivermectina e
benzimidazole, respectivamente (RAMOS et al. 2002). No estado do Parana, THOMAZ-
SOCCOL et al. (2004) verificaram resisténcia anti-helmintica nos rebanhos ovinos na
maioria das regides do Estado com indicadores de 88,1% (oxfendazole); 78,6%
(ivermectina); 56,4% (closantel) e 38% (levamisole).

Na regido Nordeste, os levantamentos comprovam a resisténcia anti-helmintica
em rebanhos de ovinos e caprinos. PEDROSA et al. (2003) avaliaram os aspectos
epidemiolégicos e sanitarios dos sistemas de criacdo de caprinos e ovinos no noroeste
do estado do Rio Grande do Norte e constataram que 73% das propriedades estudadas
utilizavam somente o albendazole para controlar as verminoses dos rebanhos. No
estado do Ceara foi constatada resisténcia do H. contortus a ivermectina e netomibin
em ovinos provenientes dos estados do Parana e Rio Grande do Sul. Esse nematddeo
também manifestou resisténcia para 0s compostos oxifendazole, levamizole e
ivermectina em ovinos e caprinos provenientes da regido (VIEIRA et al. 1992; MELO et
al. 2003).
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Além da resisténcia, outros fatores agravantes do uso de produtos quimicos para
o controle das helmintoses séo os efeitos toxicos sobre o ambiente e os riscos de
residuos nos produtos de origem animal. Essa constatacdo vem promovendo
mudancas no perfil dos consumidores no que se refere as exigéncias por alimentos
mais saudaveis, forcando a busca por formas alternativas de controle que sejam
eficientes como antiparasitarias e seguras para os agentes envolvidos (CAVALCANTI et
al. 2007).

Os testes de eficacia in vivo, também denominados clinicos, séo realizados com
a espécie alvo e permitem a indicacdo terapéutica das propriedades medicinais da
planta (CAMURCA-VASCONCELOS et al. 2005). Assim, ovinos naturalmente
infectados por Haemonchus contortus e Trichostrogylus colubriformis, tratados com
extrato aquoso das folhas de Acacia mearnsii contendo 15% de taninos condensados
na dose de 1,6g/kgPC, tiveram reducéo significativa do numero de ovos fecais (OPG).
Caprinos que receberam, diariamente, folhas de bananeiras (Musa spp.) por um
periodo de 25 dias tiveram reducdo da carga parasitaria por nematddeos
gastrintestinais, quando comparados com o grupo controle. Essa reducao foi de 57,1;
70,4, 654 e 595% para o0s géneros Haemonhcus, Oesophagostomum,
Trichostrongylus e Cooperia, respectivamente (MINHO, 2006; OLIVEIRA et al. 1997).

Na avaliagdo da eficicia in vivo do uso das folhas de Marmodica charantia, do
farelo de Operculina hamiltonii e da semente de Cucurbita pepo em infeccoes
helminticas de caprinos naturalmente parasitados, apos 30 dias dos tratamentos, o
percentual na reducdo de ovos por gramas de fezes foi de 94,17; 85,79 e 96,95%,
respectivamente. O uso de O. hamiltonii na forma de extrato aquoso reduziu em 42,8%
o0 OPG de caprinos naturalmente infectados por nematédeos gastrintestinais (ALMEIDA
et al. 2007; RODRIGUES et al. 2007).

DOMINGUES (2008) verificou baixa atividade anti-helmintica in vivo do residuo
liguido de Agave sisalana em caprinos naturalmente infectados. A concentracdo de
0,96 g/kg do peso corporal, utilizada em dois periodos distintos (oito e 15 dias) néo
apresentou diminuicdo do OPG e o percentual de reducdo do namero total de larvas

(L3) foi de 36% e 31%, respectivamente, concluindo que o suco de A. sisalana
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manifestou reduzida eficacia in vivo. PENELUC, (2009) testou a atividade anti-
helmintica in vivo do extrato aquoso de Zanthoxylum rhoifolium em ovinos, nas
concentracées de 193,7 a 335,0 mg.mL™, e verificou reducdo no OPG com variacdes
de 51 a 90% e de 0 a 91% para as doses testadas, respectivamente. Nesse estudo, 0s
parametros clinicos e bioquimicos avaliados permaneceram na faixa de normalidade, e
as analises histopatoldgicas néo revelaram alteracdes sugestivas de toxicidade.
Objetivou-se testar a eficacia anti-helmintica in vivo do extrato bruto hidroacodlico
(EBHA) extraido da casca do vegetal sobre a reducdo do parasitismo gastrintestinal em

ovinos naturalmente infectados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Baixada Maranhense

A Microrregido da Baixada Maranhense (Figura 1) esta localizada na regiao de
confluéncia dos rios Mearim e Pindaré, situada na porcdo norte do Estado do
Maranhdo, ocupando uma &area de 17.579,37 km? envolvendo 21 municipios
(OLIVEIRA FILHO & TSUJI, 2008).

A temperatura média anual é superior a 27°C, sendo as médias elevadas
observadas nos meses de setembro a novembro, enquanto as mais amenas sao
registradas nos meses de maio a julho. A umidade relativa do ar varia de 79 a 82% e
existem duas esta¢des definidas, uma chuvosa (janeiro a julho) com precipitagéo pluvial
média de 300 mm mensais e outra caracterizada por um periodo seco (agosto a
dezembro) onde o indice pluvial é inferior a 45 mm mensais (OLIVEIRA FILHO &
TSUJI, 2008).
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Figura 1. Mapa geografico do Estado do Maranh&o: Localizagdo do municipio de Sao
Bento na microrregido da Baixada Maranhense. Fonte: Oliveira Filho & Tsuji
(2008).

2.2 Delineamento experimental

No periodo de 30/03 a 10/05/2010, nas dependéncias da Fazenda Experimental
José Reinaldo Tavares, localizada no municipio de Sdo Bento/MA, de propriedade da
Universidade Estadual do Maranhdo/UEMA, na Baixada Maranhense (02° 41'45”S e
44°49'17"W), 30 ovinos sem padréo racial definido (SPRD), com idade entre quatro a 18
meses e peso corporal médio de 15,7 kg (7,0 kg = menor peso e 27 kg = maior peso),
infectados naturalmente com nematdédeos gastrintestinais, foram submetidos a
experimentagdo em regime de confinamento com o uso do extrato bruto hidroalcodlico
(EBHA) de janauba (H. drasticus). O delineamento foi inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e seis repeticoes.

Conforme dados climaticos apresentados pelo NUGEO/UEMA os indicadores
meteorologicos correspondente ao periodo experimental, registraram na regido da
Baixada Maranhense as seguintes médias: temperatura (27,13°C), umidade relativa
(85%) e precipitacao pluvial (160, 5 mm).
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2.3 Triagem dos animais e estabelecimento dos tratamentos

Os animais eram provenientes de diferentes propriedades rurais da Baixada
Maranhense onde eram criados em sistemas semi-extensivos com baixos niveis de
tecnologias e sem histérico de vermifugacdes recentes. Os animais foram avaliados
mediante exame fisico (PUGH, 2005) verificando-se coloracdo da membrana mucosa
conjuntival, escore corporal, aspectos dos pélos, secrecdo nasal, tosse, apatia e
presenca de edema submandibular.

Cada animal recebeu identificagdo propria, representada por nUmeros marcados
em brincos plasticos, aplicados na orelha. Posteriormente foram distribuidos em cinco
grupos e alojados em unidades experimentais com area de 4,0 x 4,0 m?, piso ripado

suspenso, com seis animais por unidade (Figura 2).

Figura 2. Vista panoramica das instalacfes e distribuicdo dos grupos nas unidades
experimentais, por tratamento.
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Os tratamentos foram denominados:

T, — Controle Negativo (CN): Agua destilada;

T, — EBHA (250 mg/kgPC);

T3 — EBHA (500 mg/kgPC);

T4 — EBHA (1000 mg/kgPC);

Ts — Controle Positivo (CP): Albendazole.

A contagem do numero de ovos por gramas de fezes (OPG) pré-tratamento nos
animais experimentais variou entre 500 a 25.200 OPG e as médias de infeccdo nos
grupos foram consideradas satisfatorias para os parametros que estabelece os niveis
de infeccao parasitaria em pequenos ruminantes: < 500 OPG - leve; entre 500 a 1.500
OPG - moderada; > 1.500 OPG - elevada (UENO e GUTIERRES, 1983).

Os registros do peso corporal (PC) individualizado foram realizados nos dias
Zero, 14 e 28, apos jejum de 12 horas, antecedendo a administracdo das dosagens e

no final do periodo (35) para afericdo da variacdo do peso corporal.
2.4 Preparo do extrato bruto hidroalcodélico (EBHA) de H. drasticus

No Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal do Maranhdo/UFMA, o
extrato da casca de Janauba foi produzido com solvente hidroalcodlico, diluido na
concentracédo de 30%.

Na obtencdo do EBHA adotaram os procedimentos reportados por MATOS
(1998), onde no processo de extracdo, o po da casca foi colocado sob maceracdo em
solvente hidroalcodlico de EtOH: H,0 (70:30 v:v) em percolador de aco inoxidavel com
capacidade para 5000 mL. A mistura permaneceu em refluxo no percolador por sete
dias, submetida a agitacdo esporadica a cada trés dias para fins de melhor
solubilizacado dos metabdlitos da planta. A extracdo do macerado foi realizada mediante
trés trocas sucessivas com renovacao do solvente, até a exaustdo da extracdo. O
extrato bruto hidroalcodlico foi concentrado em rotaevaporador (Laborota 4000-
Heidolph®) até a completa extracdo do etanol. Aliquotas de 1 mL do extrato

concentrado foram levadas a capela de secagem e submetidos a corrente de ar
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aquecida, onde permaneceram até a obtencdo do peso seco e quantificacdo do

rendimento.

2.5 Protocolo de administracao

O volume em mL/kgPC do extrato, nas doses pré-estabelecidas (250 mg/kgPC;
500 mg/kgPC e 1000 mg/kgPC) a ser administrado nos animais, teve como referéncia o
peso seco do extrato em relacdo ao peso corporal (PC) individual dos animais e a dose
em mL era ajustada em cada momento precedente & administracédo, constituindo-se no
seguinte protocolo:

T, - Agua destilada (3,3 mL/kgPC);

T,— EBHA: 250 mg (0,6 mL/kgPC);

T3z— EBHA: 500 mg (1,2 mL/kgPC);

T,— EBHA: 1000 mg (2,4 mL/kgPC);

Ts— Albendazole - 10.000 mg (0,5 mL/10kgPC).

O protocolo de administracdo das dosagens obedeceu a trés fases distintas, com
intervalo de 14 dias: primeira fase (0 — 14 dias) com a 12 aplicacdo no dia zero; segunda
fase (14 — 28 dias) com a 22 aplicacdo no dia 14 e terceira fase (28 — 35 dias) com 32
aplicacdo no dia 28. Em cada fase, o EBHA foi administrado por trés dias consecutivos,
via oral por intermédio de aplicador metalico automético.

A avaliagdo do efeito dos tratamentos sobre a contagem de OPG, LPG,
constituintes bioquimicos e sanguineos ocorreu a cada sequéncia de administracdo das
dosagens com a colheita de amostras de fezes e sangue, com e sem EDTA para

exames de referéncia pré e pos dosificacdes.
2.6 Alimentacéo, higiene do ambiente e registro do peso vivo
Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com capim

elefante picado (Pannisetum purpureum Schum.) em duas ofertas diarias (manha e

tarde) e suplementados com um concentrado basico (14,25% de PB e 63% de NDT)
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composto de farelo de milho e torta de babacu (50:50), além de mistura mineral
comercial e agua ad libitum. As unidades experimentais passavam por limpeza diaria e
a cada 10 dias eram higienizadas com cal virgem e solucdo de creolina (200 mL / 10 L
de agua) sobre o piso ripado (GOUVEIA et al. 2010).

Registrou-se o peso corporal inicial (DO) pré-tratamento, intermediario (D14) e o
peso corporal final (D35) pés-tratamento para afericdo da variagdo de peso corporal

(VPC) dos animais no periodo.

2.7 Colheitas de material para exames laboratoriais

A colheita de material para exames coproparasitolégicos (OPG, LPG), testes
bioquimicos e hematoldgicos foram realizadas nos dias Zero, 7°; 14°; 21°; 28° e 35° e

tiveram os seguintes procedimentos:

a) Amostras fecais

As amostras fecais foram colhidas individualmente e diretamente da ampola retal
dos animais de cada grupo, no horario da manha, apds jejum de 12 horas. As amostras
foram armazenadas em sacos de polietleno devidamente identificados e
acondicionados sob refrigeracdo (4°C), conduzidas ao laboratério de Doencas
Parasitarias/Fazenda Escola Sdo Bento/UEMA para processamento imediato do

material.

b) Amostras Sanguineas

Foram colhidas amostras de sangue venopuncdo jugular de cada animal
experimental. As amostras eram depositadas em tubos coletores com capacidade para
5 mL com e sem anticoagulante EDTA (acido etileno diaminotetracético, sal dissédico),
mantidas sob refrigeracdo (4°C) até procederem aos exames bioquimicos e

eritrograma.
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c) Fragmentos de 6rgaos

Para avaliacdo anatomo-histopatoldgica de possiveis lesbes em oOrgdos de
intenso metabolismo (figado, baco, rins), bem como registrar os achados de interesse
macroscopico em relacdo ao parasitismo “post-mortem”, no 35 dia foi sacrificado um
animal de cada grupo para realizacdo de necropsias e colheita de 6rgaos, procedimento
esse, executado conforme as determinacdes de VAN KRUINGEN (1954) e WINTER
(1969). Registraram-se os achados macroscopicos de interesse, tanto em relagéo a
exploracdo interna do aparelho gastrintestinal, quanto ao tamanho, forma e coloracéo
dos érgaos.

Os procedimentos de eutanasia dos animais obedeceram aos Principios Eticos
na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
(COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA E BEM ESTAR ANIMAL (CEBEA)
da Universidade Estadual Paulista — Unesp — Campus de Jaboticabal, conforme o
Protocolo n° 012377 de 17 de junho de 2009.

2.8 Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas e
Laboratério de Patologia Clinica Veterindria do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual do Maranhdao — CCA/UEMA.

2.8.1 Exames coproparasitologicos

Realizou-se a técnica de GORDON & WHITLOCK (1939) com auxilio de camara
de McMaster, com resultados em ovos por gramas de fezes (OPG). Apds resultados
quantitativos foi realizada a técnica de ROBERTS & O’SULIVAN (1950) para o cultivo e
recuperacdo de larvas de 3° estagio de helmintos gastrintestinais. A identificacdo
genérica foi realizada por meio de chaves, para terceiro estadio (L3), conforme UENO &
GONCALVES (1998), tendo sido identificadas até 100 larvas de terceiro estagio nas
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culturas de cada grupo. As observacfes foram realizadas em microscopia 6ptica de
100x e 400x.

2.8.2 Teste de reducdo da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e

larvas por gramas de fezes (LPG)

As médias aritméticas do niumero de ovos e larvas nas fezes, para cada grupo
tratado (GT), foram calculadas e relacionadas com a meédia contada no grupo nao
tratado (GNT). A reducdo na contagem de ovos nas fezes (RCOF) foi determinada com

o emprego da formula proposta (LE JAMBRE, 1976).

média LPG (GNT) —média LPG (GT)
média LPG (GNT)

RCOF = x100

Em que: RCOF - reducéo na contagem de ovos fecais; GNT representa a média do

OPG do grupo néo tratado e GT a média do OPG dos grupos tratados.

Para estimar o percentual de redugcdo do OPG, dentro de cada tratamento no
periodo, relacionou-se a média da contagem do OPG inicial (Pré-tratamento) com a
média da contagem do OPG final (Pés-tratamento) utilizando-se a férmula matematica
descrita por FURTADO ( 2006).

100

Pré —Pos
rco=————xX

Pré

Em que: rco - reducdo na contagem de ovos; Pré - média de ovos no exame no
dia do inicio dos tratamentos; P6s - média de ovos no exame ao final da aplicacdo dos

tratamentos.
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Para a confirmacdo da eficacia do teste in vivo no OPG e LPG, utilizou-se o
critério estabelecido por BRASIL (1997), por meio da Portaria N° 48/1997 do MAPA que
determina o indice de eficacia de um produto com acdo antiparasitaria: altamente
efetivo >98%; efetivo 90-98%; moderadamente efetivo 80 — 89% e insuficientemente
ativo <80%.

2.8.3 Bioquimica sérica

Para monitorar a eficacia e/ou a toxicidade da terapia, as amostras de sangue
sem EDTA foram centrifugadas a 1.000 g, durante 10 minutos para separa¢ao do soro.
Extraiu-se o soro colocando-se em tubos de polietileno, tipo ependof devidamente
identificados e conservados a - 20°C de temperatura. Foram avaliadas as
concentracdes séricas de uréia (método da urease), creatinina (método cinético),
proteina total (método do biureto) e as atividades das enzimas aspartato
aminotrasferase — AST e alanina aminotransferase — ALT (método cinético). Para a
realizacdo dos testes foi utilizado reagente comercial (Labtest Diagndstica S.A.). As
leituras dos parametros bioquimicos foram realizadas com espectrofotdbmetro digital,
com comprimento de onda especifico para cada constituinte.

2.8.4 Eritrograma

De cada amostra de sangue colhida com EDTA foram aferidos os dados relativos
a contagem do volume globular (%) que foi determinado pelo método do
microematocrito em micro-centrifuga, BIRGEL et al. (1982).

2.8.5 Histopatologia

Os Fragmentos do figado, rins e baco foram incluidos em parafina para a

realizacdo de cortes histologicos corados pela técnica hematoxilina-eosina (LUNA,
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1968). A avaliagcdo dos cortes histologicos foi realizada em microscopia Optica,

anotando-se os resultados em formulario apropriado.

2.9 Andlises estatisticas

Foram realizadas Andlise de Variancia, por periodo. Os dados quantitativos
foram analisados sob transformacdo quando necessarios. As pressuposicdes da
Analise de Variancia: homogeneidade das variancias e normalidade dos erros foi
analisada pelos testes de Levene’s e Kramer Von Mise e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (p=5%) utilizando-se o programa estatistico SAS 9,2 (SAS Institute,
Cary, USA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas do EBHA de H. drasticus

O extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) extraido das cascas de H. drasticus,
apresentou coloracdo amarelo-ambar e teve peso seco de 417g com rendimento de
9,26% onde pressupde que cada 1 mL do extrato concentra 417mg/mL de ativos
farmacologicos. De acordo com FERRARI et al. (2006) esses resultados sé&o

satisfatorios para avaliar a atividade farmacoldgica de extratos vegetais.

3.2 Exames coproparasitolégicos

Os exames coproparasitoldégicos dos ovinos experimentais revelaram a presenca
de ovos de helmintos com caracteristicas morfolégicas tipicas da familia
Thichostrongylidae, sendo as larvas pertencentes aos géneros Haemonchus, Cooperia,
Oesophagostomum e Trichostrongylus, caracterizando infeccdo mista. Esses resultados

estdo de acordo com as informacdes citadas por varios estudos ao descreverem que no
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parasitismo gastrintestinal da espécie ovina, os agentes provedores da infec¢do, na
grande maioria dos casos, estdo relacionados aos nematddeos gastrintestinais
pertencente a superfamilia Trichostrongyloidae (FERNANDES et al. 2004; BOWMAN et
al. 2006; VIEIRA, 2008).

3.3 Percentual de reducédo de ovos por grama de fezes (OPG) nos tratamentos

Durante o periodo experimental constatou-se reducdo na contagem de ovos
fecais nos animais dos grupos tratados em relacdo ao grupo néo tratado (Tabelal). A
reducéo final foi de 84,93% para o grupo que recebeu extrato hidroalcodlico de janauba
(H. drasticus) na concentracdo de 250 mg/kg do peso corporal; 89,15% para os animais
tratados com a concentracdo de 500 mg/kg; 83,68% no grupo tratado com a
concentracdo de 1000 mg/kg do extrato e 99,37% para os animais tratados com
albendazole. Essa reducdo do OPG entre 83,68 a 89,15% nos grupos tratados com
EBHA demonstrou efeito moderadamente efetivo (BRASIL, 1997).

Tabela 1. Reducdo na contagem meédia de ovos fecais (RCOF) com utilizacdo do
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus) no OPG final
(D35) em ovinos sem padrdo racial definido (SPRD), naturalmente
infectados, em relag&o ao grupo controle negativo (T1)

Tratamento/concentracao OPG RCOF
(mg/kgPC) (D35) (%)
T,—CN 18.583 -
T,— 250 2.800 84,93
T3 —500 2.016 89,15
T,—1000 3.033 83,68
Ts— CP 116 99,37

T, — CN: Controle Negativo (agua destilada); T,; Ts; T4 - EBHA (H. drasticus) e Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

Os resultados assemelham-se aos de FURTADO (2006) que trabalhou com
Dicksonia sellowiana na forma de po6, ofertada para ovinos naturalmente infectados na
dose de 5g/kg de peso corporal e encontrou 86,06% de reducdo de ovos fecais.
Também encontra semelhangca com os resultados de GATHUMA et al. (2004) avaliando
Artemisia anthelmintica e IQBAL et al. (2005) trabalhando com Colotropis procera
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ofertadas naturalmente para ovinos naturalmente infectados e obtiveram diminuicdo de
89,8% e 88,04%, respectivamente, na contagem de ovos nas fezes.

Esses dados também corroboram com ALMEIDA (2007) que trabalhou com
infeccdes naturais em caprinos utilizando o farelo de Operculina hamiltonii e constatou
reducao de 85,79% apds 30 dias de tratamento. Concordam também com os 84% de
reducdo do OPG em caprinos naturalmente infectados, registrada por SILVA et al.
(2010) quando trabalharam com a mesma espécie vegetal adicionada a agua e
fornecida aos animais por um periodo de sete dias e também com a reducéo na carga
parasitaria de 87,06% registrada por VIEIRA et al. (2009) quando ofertaram a
associacao de farelos das raizes de jurubeba (Solanum paniculatum Linn.) e Operculina
hamiltonii para caprinos naturalmente infectados apds 28 dias de tratamento.

Esses resultados foram superiores aos 70,4% de reducdo de ovos nas fezes
descrita por OLIVEIRA et al. (1997) quando trabalharam com folhas de Musa spp.
incorporadas na alimentacdo de caprinos e também do indice de 75,9% relatado por
NOGUEIRA et al.(2009) na diminuicdo do OPG de ovinos tratados com M. charantia na
dose de 4g/kg do peso corporal. Porém, mantiveram-se abaixo dos indices de 94,17 e
96,95% de reducgdo anti-helmintica observada por ALMEIDA et al. (2007) utilizando os
fitoterapicos de M. charantia e C. pepo em caprinos.

A reducdo na contagem média do numero de ovos nas fezes, pré e poés-
tratamentos dentro dos grupos tratados, apresentados na Tabela 2, expressa a

efetividade anti-helmintica do EBHA de H. drasticus durante o periodo.

Tabela 2. Redugdo na contagem média de ovos fecais (RCOF), dos OPGs pré (DO0) e
pos (D35) tratamento em ovinos sem padrdo racial definido (SPRD),
naturalmente infectados e tratados com extrato bruto hidroalcoodlico (EBHA)
de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao OPG OPG RCOF
(mg/kgPC) (DO) (D35) (%)
T,-CN 3.816 18.583 -
T,- 250 2.566 2.800 -9,12
Ts - 500 3.933 2.016 48,74
T, -1000 9.450 3.033 67,90
Ts- CP 1.066 116 89,12

T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T2; Ts e T4 - EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).
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Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico de H. drasticus
apresentou discreta diminuicdo da infeccao parasitaria dentro do tratamento. O efeito
do extrato foi negativo (-9,12%) para a menor concentracdo (T,) e foi insuficientemente
ativo (BRASIL 1997) para as demais concentracdes, registrando diminuicdo de ovos
fecais em 47,74% com a concentracdo intermediaria (T3) e de 67,90% com uso da
maior dosagem (T4). Dados semelhantes foram registrados por NOGUEIRA et al.
(2009) com extratos vegetais de L. operculata e M. charantia, nas concentracdes de 4g
/kg de peso corporal no controle de nematddeos gastrintestinais em ovinos que
manifestaram reducdo de ovos nas fezes de 45,8% e 75,9%, respectivamente. Os
resultados também concordam com FURTADO (2006) que observou reducao da carga
parasitaria de 47% quando ovinos naturalmente infectados foram tratados com extrato
aquoso de Pterocaulum initerruptum na concentracdo de 33,34 mg/kg do peso corporal
e com os dados de DOMIGUES (2008) que trabalhou com residuo liquido de A. silalana
na concentracdo de 0,96g/kg administrada em caprinos naturalmente infectados por
periodos de oito e 15 dias e ndo obteve reducdo significativa do parasistismo
gastrintestinal.

Os animais do grupo ndo tratado (T;) tiveram aumento do parasitismo nos 35
dias de observacao. O albendazole (Ts) reduziu a contagem de ovos fecais em 89,12%,
sendo considerado moderadamente efetivo (BRASIL, 1997), demonstrando a existéncia
de cepas de nematddeos ja resistentes a droga quimica testada (CONDER &
CAMPBELL, 1995; RAMOS et al. 2002; THOMAZ-SOCCOL et al. 2004; RODRIGUES
et al, 2007; EURICO et al. 2010). Nesses grupos, é provavel que o estresse promovido
pelas condigBes de confinamento sobre os animais também tenha influenciado nesses
resultados (VIEIRA, 2008).

A Tabela 3 apresenta os dados de significancia entre os grupos experimentais
registrados no periodo.

Nos animais tratados com EBHA de H. drasticus houve diferenca (p<0,05) apartir
da segunda fase da experimentacao (T,), sendo o0s resultados mais expressivos para 0s
tratamentos (T3 e T4) em relacdo ao grupo controle negativo (T1) no final do periodo

experimental.



108

Tabela 3. Valor médio do OPG em ovinos sem padrdo racial definido (SPRD),
infectados naturalmente por nematddeos gastrintestinais e tratados com
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)
Dia T.-CN T, - 250 T, - 500 T,-1000 Ts-CP
00% 3816 2566 3933 9450 1066
07 5883%* 2033% 6000° 4761%° 616"
14% 5266°" 1583° 3266% 3066°™ 550°
21 5600% 4033% 3416% 3850%° 700°
2% 10966°) 3800° 2283" 3450° 416"
35 18583%" 2800° 2216° 3033° 116°

@ indica o dia de aplicacéo do tratamento; ® médias seguidas de mesma letra, na linha, nédo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

Resultados semelhantes foram apresentados por SILVA et al. (2005) ao
avaliarem a acao in vivo do extrato hidroalcodlico de capim santo Cymbopogon citratus
sobre nematodeos de ovinos na concentracdo de 20mg/kg, tendo sido verificado
significancia na diminuicdo de ovos fecais 10 dias apds a administracdo do extrato.
Esses resultados também apresentaram semelhanca com os obtidos por PARRA et al.
(2011) quando utilizaram laminas foliares de bananeira (Musa spp.) na alimentacéo de
ovinos naturalmente infectados e obtiveram reducao (p<0,05) ao final dos tratamentos
sugerindo a possibilidade de efeito anti- helmintico cumulativo no uso da folha de
bananeira.

Os animais tratados com albendazole (Ts) tiveram reducéo (p<0,05) a partir do
primeiro exame de ovos fecais pés-tratamento em relacdo aos animais do grupo
controle negativo (T;) e do grupo tratado com a concentragdo intermediaria do EBHA
(T3), no entanto, nessa fase do tratamento, o comportamento foi semelhante ao
observado nos grupos tratados com a menor (T,) e maior (T4) concentracdo do extrato.
Dados que corroboram com os resultados de SILVA et al. (2005) que trabalharam com
extrato hidroalcoolico de C. citratus no controle de nematdodeos em ovinos, utilizando
albendazole como controle positivo e ndo verificaram significancia (p>0,05) entre os
grupos tratados com o fitoterapico em relacdo ao grupo tratado com o composto

quimico. A expressdo desses resultados se traduz como indicativo de que H. drasticus
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possui compostos ativos com propriedade anti-helmintica, e ao exercer acdo sobre a
ovipostura dos parasitos adultos, possivelmente promovem diminuicdo da fecundidade
das fémeas (ATHANASIADOU et al. 2001 citado por MINHO, 2006).

A triagem fitoquimica do extrato e subextratos obtidos da casca de H. drasticus
apresentou uma diversidade em componentes metabdlitos, dentre os quais taninos,
alcaldides, flavondides e saponinas que séo referendados como possuidores de acdo
anti-helmintica. Possivelmente a acdo isolada ou conjunta dessas substancias tenha
influenciado na diminuigdo de ovos nas fezes dos animais tratados (SHOPP et al. 1992;
FRANCIS et al. 2002; SILVA et al. 2008; ROMERO et al. 2009; SANDEEP et al. 2009).

Nesse estudo nao foi possivel estimar quantitativamente os percentuais desses
ativos presentes no extrato e subextratos do vegetal avaliados, no entanto, foi possivel
identificar dentre as classes de substancias isoladas a presenca de taninos
condensados (TC) ao qual tem sido atribuida acdo anti-helmintica para ruminantes
(MINHO, 2006; COSTA et al. 2008).

3.4 Reducao de larvas infectantes de terceiro estadio (L3) nos tratamentos

Foi verificada discreta redu¢cdo do numero de larvas infectantes (L3) de
nematddeos gastrintestinais (Tabela 4) nos grupos submetidos ao tratamento com

EBHA de H. drasticus (T, T3 e T4) em relagdo ao grupo controle negativo (T3).

Tabela 4. Redug¢do na contagem média de larvas fecais (RCLF) com utilizacdo do
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus) no LPG final
(D35) em ovinos sem padrdo racial definido (SPRD), naturalmente
infectados em relag&o ao grupo controle negativo (T1)

Tratamento/concentracao LPG RCLF
(mg/kgPC) (D35) (%)
T:-CN 50.634 -
T,-250 17.080 66,26
T3 -500 20.916 58,69
T, - 1000 25.528 49,58
Ts- CP 2.201 95,65

T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T2; Ts e T4 - EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).
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A reducdo do numero de larvas por gramas de fezes (LPG) nos grupos tratados
com EBHA foi de 49,58% (T,4), 58,68% (T3) e 66,78% (T,), mostrando efeito
insuficientemente ativo (BRASIL, 1997). Dados que concordam com NOGUEIRA et al.
(2009) que utilizaram folhas de bananeira (Musa spp.), fornecidas semanalmente (1x e
2X) durante 98 dias no controle de nematdédeos gastrintestinais em ovinos naturalmente
infectados, tendo sido observado reducdo média de 34,48% de larvas fecais. Também
se assemelham aos dados de DOMINGUES (2008) que trabalhou com infeccdes
naturais em caprinos utilizando o residuo liquido de A. sisalana na concentracdo de
0,96g/kg do peso corporal em periodos determinados de oito e 15 dias e encontrou
reducdo de LPG de 36% e 31%, respectivamente. O albendazole (Ts) reduziu o LPG
nos animais em 95,55% apresentando efeito anti-helmintico efetivo (BRASIL, 1997).
Dados semelhantes aos 91,34% descritos por AHID et al. (2007) que trabalharam com
caprinos infectados naturalmente, tratados com albendazole.

Na avaliacdo do efeito do extrato hidroalcodlico de H. drasticus na diminuicdo do
namero de larvas fecais dentro dos grupos tratados, considerando-se o total de larvas
infectantes pré e pds-tratamento (Tabela 5), os resultados obtidos demonstraram que o
extrato foi insuficientemente ativo (BRASIL, 1997) em que a menor concentracao (T,)
ndo apresentou efeito (-10,90%) sobre a reducdo dos géneros de nematddeos; a
concentracdo intermediaria (T3) exerceu pouca influéncia na diminuicdo (11,37%) e a
maior concentracdo (T,) foi a que manifestou a melhor resposta (55%) sobre a

emergéncia de larvas infectantes.

Tabela 5. Reducéo na contagem meédia de larvas fecais (RCLF), nos LPGs pré (DO) e
pos (D35), dentro do tratamento em ovinos sem padrdo racial definido
(SPRD), naturalmente infectados e tratados com extrato bruto hidroalcodlico
(EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracéo LPG LPG RCLF
(mg/kgPC) (DO) (D35) (%)
T,-CN 22890 50634 -
T,- 250 15400 17080 -10,90
Ts - 500 23601 20916 11,37
T, - 1000 56700 25528 55,00
Ts- CP 6378 2201 65,49

T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T2; Ts e T4 - EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).
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Esses dados corroboram com os trabalhos de BATATINHA et al.(2004);
DOMINGUES, (2008) e FARIA et al. (2010) ao relatarem em seus estudos os efeitos
positivos da efetividade in vitro promovida pelo uso de extratos vegetais na reducao de
larvas de nematédeos gastrintestinais em ovinos e caprinos, no entanto, a manifestacéo
desses efeitos em testes in vivo se traduz em ineficacia dos extratos das plantas
testadas. Esse comportamento pode estar relacionado com pouca concentracdo de
ativos da planta nas fezes, ndo sendo suficiente para inibir a eclosdo das larvas dos
parasitos no ambiente (ATHANASIADOU et al. 2001 citado por MINHO, 2006). O
albendazole (Ts) reduziu em 65,49% a emergéncia de larvas nas fezes sugerindo
presenca de cepas resistentes, sendo considerado insuficientemente ativo (BRASIL,
1997). Resultados que se assemelham aos 72,3% relatados por RODRIGUES et al
(2007) quando trabalharam com caprinos naturalmente infectados, tratados com
albendazole.

A identificacdo genérica das larvas infectantes mostrou que o0s géneros
sobreviventes as medica¢des em ordem de infestagdo foram Haemonchus spp., seguido
por Cooperia spp., Oesophagostomum spp. e Trichostrongylus spp.

A contagem das médias, seguida da significAncia do numero de larvas infectantes
(L3) dos géneros de nematddeos gastrintestinais entre 0s grupos estdo presentes nas
Tabelas numeradas de 6 a 9 e demonstra que houve similaridade de inibicdo parasitaria
entre os resultados dos tratamentos com EBHA de janauba (H. drasticus) para os
géneros Cooperia, Oesophagostomum e Trichotrongylus.

Constatou-se diferenca (p<0,05) entre os resultados dos grupos (T,, Tz € Ty)
tratados com EBHA, em relacdo ao resultado do grupo n&o tratado (T1), considerando-se
a emergéncia dos géneros Haemonchus, Cooperia e Oesophagostomum. Para
incidéncia de Haemonchus nos grupos de animais tratados com EBHA (Tabela 6), essa
diferenca em relagdo ao T, so foi evidenciada na fase final dos tratamentos.

Esses resultados confirmam a elevada persisténcia do género Haemonchus em
pequenos ruminantes (MATOS et al. 1997; BARRETO et al. 2006; AHID et al. 2007,
EURICO et al. 2010; LIMA et al. 2010).
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Tabela 6. Numero médio de larvas infectantes (L3) de Haemonchus sp. em ovinos sem
padrao racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com extrato
bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)
Dia T.:-CN T, -250 T3 -500 T, -1000 Ts-CP
00% 8091 6057 9676 23635 3637

07 (10943)" 100,92*° (6059) 76,62°°  (20400) 142,72°  (13428) 105,85%° (2096) 37,06°

14%  (11323) 105,55*7  (4797) 69,03  (11368) 106,44" (9445) 88,77% (1650) 29,08"

21 (12600)  111,93*"  (15567) 124,47% (13598) 116,49°  (14437) 109,68°  (1400) 22,08°

28%  (25570)  159,37*" (16360) 127,64 (9841) 99,15" (14319) 109,34°  (833) 17,14°

35 (45715)  231,43%"  (15260) 123,51° (11434) 106,93°  (14833) 111,29 (116) 5,00°
“indica o dia de aplicacéo do tratamento; ) médias seguidas de mesma letra, na linha, néo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); **) valores dentro do paréntese referem-se as médias dos dados sem transformacéo, seguida de valores
transformados em\/y e avaliados por meio da Andlise de Variancia. Em que: T: — CN: Controle Negativo (Agua

destilada); T»; T3 e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo (albendazole).

No grupo tratado com albendazole (Ts) houve acéo (p<0,05) do composto quimico
sobre o desenvolvimento larval em relacdo aos demais grupos testados para todos os
géneros de nematddeos, do inicio até o final da experimentacdo, embora tenha sido
verificado que nesse tratamento o género Haemonchus persistiu em todos os cultivos
larvais, estando de acordo com MELO et al. (2003) que estudaram a resisténcia de
nematddeos a anti-helminticos em rebanhos ovinos e caprinos no estado do Ceara e
verificaram aos 21 dias de tratamento a sobrevivéncia do género Haemonchus nas
coproculturas de ovinos e caprinos tratados com albendazole.

A populacdo de larvas infectantes do género Cooperia (Tabela 7) teve
diminuicdo (p<0,05) nos animais dos grupos T,, Tz e T4 tratados com o extrato
hidroalcodlico de H. drasticus em relacdo ao grupo controle negativo (T;) apartir da
primeira administragcéo e prevaleceu até o final dos tratamentos, embora nos animais do
grupo T, essa diminui¢céo ja tenha sido manifestada no primeiro LPG pds-tratamento.

Os resultados demonstraram que o género Cooperia mostrou uma relativa
sensibilidade as substancias ativas presente no extrato, quando comparados com 0s

dados obtidos para o género Haemonchus.
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Tabela 7. NUmero médio de larvas infectantes (L3) de Cooperia sp. em ovinos sem
padrao racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)
Dia T.-CN T, - 250 Ts - 500 T, - 1000 Ts-CP
00" 11450 8367 12626 28917 2549
07 (17591)"" 130,11* (5246) 70,32° (13800) 117,01* (11808) 108,09% (0) 0,70°
14%  (14220)  118,30°" (4021) 62,62° (7513) 86,62°  (6378) 79,80° (0) 0,70°
21 (15232)  122,48%") (8027) 88,77° (6491) 80,38°  (5544) 73,84° (0) 0,70°
28%  (32680) 179,00° (6042) 76,68° (3630) 59,86°  (3657) 59,72° (0) 0,70°
35 (47573)  215,76*" (1286) 35,19° (665) 25,36 (515) 17,54 (0) 0,70°

“indica o dia de aplicacdo do tratamento; ) médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); **lvalores dentro do paréntese referem-se as médias dos dados sem transformacéo, seguida de valores
transformados em . /y e avaliados por meio da Analise de Variancia. Em que: T — CN: Controle Negativo (agua

destilada); T»; Tz e Ta — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo (albendazole).

Resultados que sdo partilhados por PENELUC et al. (2009) ao verificarem
diminuicéo (p<0,05) no numero de larvas do género Cooperia em ovinos tratados com
0,63 g/kgPC do extrato aquoso de Zantoxylum rhoifolium. Para esse género de
nematddeo, o grupo de animais tratados com albendazole (Ts) teve reducédo substancial
(p<0,05) em relacdo aos valores médios dos demais grupos, considerando-se tanto os
valores pré, como do pés-tratamento. Dados que corroboram com EURICO et al. (2010)
guando estudaram resisténcia de nematddeos gastrintestinais em ovinos aos anti-
helminticos convencionais e constataram que Cooperia spp. foi o género que
apresentou maior sensibilidade aos produtos testados.

Apo6s a segunda administracdo do extrato, verificou-se diferenca (p<0,05) para os
valores médios de larvas infectantes (L3) do género Oesophagostomum (Tabela 8) em
todos os grupos tratados com o fitoterapico quando comparados com os valores do
grupo controle negativo (T1).

Comportamento similar foi observado no grupo tratado com albendazole (Ts) ndo
tendo sido manifestada diferenca (p>0,05) entre os resultados dos valores de larvas do
género Oesophagostomum com uso do anti-helmintico convencional em relacdo a
utilizacdo dos tratamentos alternativos. Esses dados evidenciaram potencial anti-
helmintico do extrato de janauba (H. drasticus) sobre Oesophagostomineos.
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Tabela 8. Numero médio de larvas infectantes (L3) de Oesophagostomum sp. em
ovinos sem padrdo racial definido (SPRD), naturalmente infectados e
tratados com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao
(mg/kgPC)
Dia T1-CN T2 - 250 T3-500 T4 - 1000 T5-CP

00" 3206 795 1298 3685 128
07 (6060)"" 63,29 (813) 15,92* (1800) 24,84*° (1286) 2547* (733) 15°
14% (5372) 59,90°"  (602) 14,57* (719) 15,68 (552) 16,93*° (00) 0,70°

21 (5488)  60,02*"  (605) 13,49  (410) 11,40° (77) 417° (00) 0,70°
28% (9976) 79,697  (342) 8,14° (228) 9,15° (34) 2,99° (00) 0,70°
35 (17468)  104,82°") (224) 10,79° (00) 0,70° (00) 0,70° (00) 0,70°

“indica o dia de aplicacdo do tratamento; ) médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); **) valores dentro do paréntese referem-se as médias dos dados sem transformacédo seguida de valores
transformados em . /y e avaliados por meio da Analise de Variancia. Em que: T — CN: Controle Negativo (agua

destilada); To; Tz e Ta — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo (albendazole).

N&o foi verificada diferenca (p>0,05) na populacdo de larvas L3 para o0 género
Trichostrongylus entre os grupos tratados e nao tratado (Tabela 9), fato este que pode
estar relacionado com a baixa prevaléncia desse género desde o inicio da instalacéo

dos tratamentos.

Tabela 9. NUmero médio de larvas infectantes (L3) de Trichostrongylus sp. em ovinos
sem padréo racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)
Dia T,-CN T, - 250 Ts - 500 T, - 1000 Ts- CP
00" 152 179 00 472 64
07 (705) 18,78 (81) 4,27° (00) 0,70% (95) 4,57% (00) 0,70°
14%) (684) 15,47*") (79) 4,22° (00) 0,70 (30) 2,85% (00) 0,70°
21 (280) 7,42*") (00) 0,70 (00) 0,70% (00) 0,70% (00) 0,70%
28w (688) 12,29°") (76) 4,15° (00) 0,70% (34) 2,99° (00) 0,70°
35 (743) 11,72*") (28) 2,75° (00) 0,70 (00) 0,70% (00) 0,70°

“indica o dia de aplicacdo do tratamento; ) médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); **) valores dentro do paréntese referem-se as médias dos dados sem transformagdo seguida de valores
transformados em\/? e avaliados por meio da Andlise de Variancia. Em que: T: — CN: Controle Negativo (agua

destilada); T»; T3 e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo (albendazole).

O grupo tratado com a concentracdo de 500 mg/kg do peso corporal em nenhum
momento do periodo apresentou resultado positivo para esse nematdédeo, seja nos
exames de OPG quanto de LPG. No entanto, mesmo com valores de baixa prevaléncia,

este género ndo teve sua completa diminuicdo nos animais que receberam a menor
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concentracao do extrato (T,) e somente apoés a terceira administracdo do fitoterapico foi
registrada inibicdo total no LPG dos estagios L3 no grupo tratado com a maior
concentracao.

No presente trabalho devem ser considerados fatores que de alguma forma,
individual ou conjunta interferem nos resultados de animais submetidos a tratamentos in
vivo, dentre os quais: idade do animal, estado fisiolégico, procedéncia, grupo racial,
condicdo nutricional, resisténcia individual, estado de salde, concentracdo do produto
testado, dose administrada e duracdo do tratamento (GITHIORI et al., 2002;
ATHANASIADOU & KYRYAZAKIS, 2004). Aléem desses fatores, deve ser levada em
consideragdo a acdo dos micro-organismos e gases do rimen que poderdo influenciar
sobre a biodisponibilidade e biotransformacdo dos compostos ativos, a mudanca de
ambiente e o regime de criacdo ao qual os animais foram submetidos (VANDAMME &
ELLIS, 2004, ADEMOLA et al. 2005). Nao foram encontradas referéncias sobre o
metabolismo ruminal de H. drasticus.

3.5 Eritrograma

Os dados referentes aos valores médios do volume globular (%) estédo
apresentados na Tabela 10. N&o foi verificado variagbes (p>0,05) para o volume
globular entre os grupos tratados com as concentracdes crescentes (250, 500 e 1000

mg/kgPC) do EBHA de H. drasticus em relacdo ao grupo néo tratado.

Tabela 10. Valor médio do volume globular (%) em ovinos sem padrdo racial definido
(SPRD), naturalmente infectados e tratados com extrato bruto hidroalcodlico

(EBHA) de janauba (H. drasticus)
Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)

Dia T,-CN T,-250 T,-500 T,-1000 T.-CP
oo" 25,00 27,83 23,00 22,50 30,66

) 22,83 26,83% 18,50° 21,00% 29,50°
149 21,000 26,33 18,33° 22,16" 27,83
21 19,33%°% 21,66™ 17,16" 17,66" 26,16"
28" 22,16%% 22,50% 18,83" 17,33" 27,50°
35 22,50%") 26,16 21,00? 23,00? 29,83?

Yindica o dia de aplicacéo do tratamento; "’ médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).
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A diferenca foi significativa (p<0,05) nos valores do hematécrito dos grupos T3 e
T4, em relagéo ao grupo Ts, tratado com albendazole até os 28 dias de tratamento. Foi
também nesses nos grupos Tz e T4 que houve manifestacdo dos menores percentuais
do volume globular no periodo, 17,16% (500 mg/kgPC) e 17,33% (1000 mg/kgPC). A
excecao dos animais tratados com albendazole, os demais grupos tiveram oscilacbes
nos valores do hematoécrito, que de um modo geral, estiveram abaixo do minimo de
referéncia (24%) para espécie ovina (JAIN, 1986). Aos 35 dias pds-tratamento houve
semelhanca (p>0,05) dos valores para todos os grupos tratados. Esses resultados
podem ser consequentes da baixa efetividade do EBHA para alguns géneros de
nematodeos, especialmente em se tratando do género Haemonchus que manifestou
elevada persisténcia nos animais tratados. Esses dados encontram semelhangas com
os resultados de MACEDO (2007) trabalhando com ovinos e de DOMINGUES (2008)
com caprinos ao relataram persisténcia de Haemonchus nos animais seguidas por
diminuicdo do hematdcrito. Esses estudos atribuiram como causam primaria da anemia
nos animais o parasitismo determinado por Haemonchus, reconhecidamente de habito

hemato6fago.

Figura 3. Infeccdo por protozoarios em ovinos experimentais. A) Esfregaco sanguineo
em que as setas indicam Trypanosoma spp.; B) Exame coprolégico com
resultados positivo para Eimeria spp. (setas).
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3.6 Perfil bioquimico
3.6.1 Metabdlitos

Para concentracdo sérica de uréia no soro sanguineo dos ovinos experimentais
(Tabela 11) nao foi verificada significancia (p>0,05) entre os grupos para os diferentes

tratamentos

Tabela 11. Valor médio da concentracao sérica de uréia (mg/dL) em ovinos sem padrao
racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)

Dia T1 T2 T3 T4 T5
00w 42,66 51,81 48,38 45,35 54,05
07 42,63°" 38,96° 48,782 46,25% 44,00%
14 47,33°0 43,36° 49,01° 47,91° 37,43°
21 41,21% 42,16% 43,00° 34,882 38,16%
28 45,58 39,96 47,66° 48,30° 35,86°
35 43,90*" 40,18" 42 20% 36,96% 32,432

Yindica o dia de aplicagdo do tratamento; " médias seguidas de mesma letra, na linha, néo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (dgua destilada); T»; T3z e T4 - EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

De maneira geral, os valores médios da concentracdo sérica de uréia nos
animais manifestaram oscilagdes momentaneas em relacdo ao valor (17,12 a 42,8
mg/dL) de referéncia estabelecido por KANEKO et al. (1997) para ovinos, tendo sido
registrado o menor valor (34,88 mg/dL) aos 21 dias em T, e o valor mais elevado (49,01
mg/dL) aos 14 dias no grupo Ts. Contudo, ao final do periodo, observou-se que 0s
grupos tratados com o extrato hidroalcodlico de H. drasticus apresentaram valores
meédios na concentracdo de uréia compativeis com o0s niveis de referéncia para a
espécie.

Esses resultados séo indicativos de que ndo ocorreu reducéo na taxa de filtracdo
glomerular em funcéo dos tratamentos e que foi mantida a integridade da funcgao renal,
tendo em vista que a uréia é livremente filtrada pelos glomérulos renais e cerca de 40 a
80% da quantidade filtrada € reabsorvido, o restante é eliminado na urina. Sendo o
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fluxo urinério o fator determinante da reabsorcédo tubular renal, @ medida que o fluxo se
reduz, ocorre aumento da reabsor¢cdo (ANDREAZZI & CONSOLARO, 1999). De outro
modo, a concentracdo de uréia abaixo do limite inferior de normalidade (17,12 mg/dL)
pode estd associada a insuficiéncia hepética ou a dietas com baixos niveis de proteina
uma vez que esse metabdlito é sintetizado principalmente no figado e se constitui como
o produto final do metabolismo de proteinas e aminoacidos (PUGH, 2005; GONZALEZ
& SILVA, 2006).

As variacdes nos valores médios da concentracdo sérica de creatinina foram
mantidas préximas ou dentro do intervalo de normalidade (1,20 a 1,90 mg/dL) para a
espécie ovina, conforme KANEKO et al. (1997) e ndo apresentaram significancia
(p>0,05) entre os grupos (Tabela 12).

Esses resultados de bioquimica sérica para os valores de uréia e creatinina,
assemelham-se aos reportados por PENELUC (2009) que néo verificou alteragbes
bioquimicas séricas em ovinos tratados com extrato aquoso de Zanthoxylum rhoifolium
nas concentracdes de 193,7 e 335,0 mg.mL’ em testes in vivo no controle de

nematddeos gastrintestinais.

Tabela 12. Valor médio da concentracdo sérica de creatinina (mg/dL) em ovinos sem
padrdo racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)

Dia T1-CN T2 - 250 T3-500 T4 - 1000 T5-CP
00w 1,60 1,25 1,25 1,25 1,33

07 1,90° 1,80° 1,36% 1,90° 1,20%
14 1,25%" 1,45% 1,30% 1,16% 1,25%
21 0,93 0,96% 1,13° 0,80% 0,86%
28% 1,413 1,55% 1,25% 1,33 1,25%
35 1,53 1,46% 1,53% 1,73% 1,73%

Yindica o dia de aplicacdo do tratamento; ' médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

Comparando-se esses valores aos resultados da concentragdo sérica de uréia,

reforca-se a argumentagcdo da ndo ocorréncia de lesdo renal nos animais tratados com
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EBHA de H. drasticus, segundo ANDREAZZI & CONSOLARO (1999) a creatinina é o
melhor indicador da fungéo renal, pois em situacdes de normalidade esta é livremente
filtrada pelos glomérulos renais, ndo ocorrendo em condi¢des fisioldgicas, significativa
secrecao ou reabsorcédo tubular. Portanto o maior determinante do nivel sérico € a sua
funcéo na filtracdo glomerular e uma vez que ndo € reabsorvida e nem reaproveitada
pelo organismo, em casos de insuficiéncia renal sua concentracdo no sangue se eleva
de forma rapida e significativa (PUGH, 2005). De outra forma, a diminuicdo da
concentracdo sérica de creatinina no soro sanguineo geralmente esta associada aos
casos de caquexia com perda significativa de massa muscular (GONZALEZ & SILVA
2006).

A concentragdo sérica de proteina total (g/dL) nos grupos tratados com EBHA de
H. drasticus sofreu pequenas oscilagdes e ndo revelou significancia (p>0,05) quando

comparados ao grupo controle negativo e tratado com albendazole (Tabela 13).

Tabela 13. Valor médio da concentragdo sérica de proteina total (g/dL) em ovinos sem
padrao racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)

Dia T1-CN T2 -250 T3 -500 T4 - 1000 T5-CP
00w 5,25 4,43 4,31 4,05 5,06
07 5,03%") 5,03% 4,51° 4,63° 6,33%
14% 5,83%° 5,76% 4,65° 5,08%° 7,052
21 5,88%°") 4,80%° 4,55% 3,96" 6,16%
28 4,562 4,712 4,302 4,102 5,26
35 5,25%" 5,63% 5,48° 4,90% 6,50°

Yindica o dia de aplicacéo do tratamento; ") médias seguidas de mesma letra, na linha, nao diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Ts e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

No geral os valores estiveram abaixo do limite superior de normalidade (7,9 g/dL)
estabelecido por KANEKO et al. (1997) para a espécie ovina. Esses resultados s&o
respaldados por GONZALEZ & SILVA (2006) ao descreverem que as alteracdes na
proteina total sdo reflexos das modificagdes nas concentragbes de albumina e

globulinas, sobretudo de albumina que € a proteina mais abundante no plasma e sua
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diminuicdo pode estar associada ao déficit alimentar de fontes protéicas e ao elevado
parasitismo gastrintestinal.

Nesse estudo nao foi possivel aferir os niveis séricos de albumina, porém, tendo
como referéncia os resultados coproparasitolégicos dos animais tratados com extrato
de H. drasticus, em que foi expressiva a infeccdo por Haemonchus nos diferentes
momentos do tratamento, e, considerando ainda que somente uma alimentacéo basica
de manutencao esteva a disposicdo dos animais por todo o periodo, pressupde-se que
a sintese metabolica protéica no organismo do hospedeiro foi afetada pela agéo
espoliativo dos parasitos e que ndo houve compensacdo pelos nutrientes da dieta,
nessas circunstancias, conforme BOWMAN et al. (2006) e GOUVEIA et al. (2010) a
diminuicdo de proteinas plasméaticas é frequente e quase sempre evolui para um

diagndstico de hipoproteinemia.
3.6.2 Enzimas

Nao foram verificadas diferencas (p>0,05) na atividade sérica das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) entre os grupos
experimentais. Para os animais tratados com o extrato hidroalcodlico de H. drasticus os
valores de AST (Tabela 14) situaram-se entre 62,75 a 148,33 U/L, abaixo do limite
superior (350 U/L) de referéncia (KANEKO et al.,1997).

Tabela 14. Valor médio da atividade sérica de aspartato aminotransferase AST (U/L)
em ovinos sem padrao racial definido (SPRD), naturalmente infectados e
tratados com extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao

(mg/kgPC)
Dia T1-CN T2 -250 T3-500 T4 - 1000 T5-CP
00% 118,08 128,91 131,41 128,91 139,16
07 126,58%" 148,33° 119,587 122,33° 129,83%
14% 104,50%°® 122,91% 108,70% 117,25% 99,41%
21 91,75%" 106,33% 97,41° 107,58% 103,08%
28w 74,75% 89,33° 92,33° 68,00° 86,41°
35 59,18%" 62,75 73,50° 75,50? 72,25°

Yindica o dia de aplicacéo do tratamento; "’ médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Ts e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).
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Os dados de ALT (Tabela 15) estiveram entre 15,33 a 31,83 U/L, sendo também
compativeis com o limite superior de normalidade para a espécie ovina (30 U/L),
conforme (KANEKO et al.,1997).

Tabela 15. Valor médio da atividade sérica de aspartato alanina aminotransferase - ALT

(U/L) em ovinos sem padrao racial definido (SPRD), naturalmente infectados

e tratados com extrato bruto hidroalcoodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)
Tratamento/concentracéo

(mg/kgPC)

Dia T1-CN T2 -250 T3-500 T4 - 1000 T5-CP
00w 26,00 24,33 27,00 29,83 26,16
07 37,66%" 31,83% 25,66% 26,66 30,66°
14 19,007 19,83% 16,007 18,162 22.16%
21 19,83%" 18,00% 22,50% 17,50° 24,66%
28W 21,33%" 20,33° 16,33% 19,332 21,16°
35 17,16%" 15,332 16,83% 17,50° 17,332

Yindica o dia de aplicacéo do tratamento; ") médias seguidas de mesma letra, na linha, n&o diferem entre si (Tukey,
p>0,05); T1 — CN: Controle Negativo (agua destilada); T»; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo
(albendazole).

Esses resultados séo indicativos de que a funcdo hepatica ndo foi afetada pela
acao dos tratamentos, corroborando com as informac¢des de PUGH (2005) ao relatar
gue somente a elevacdo acentuada dessas enzimas no SOro sanguineo servira como

indicativo de lesdo hepatocelular grave e/ou necrose.

3.7 Variagéo do peso corporal

Durante o periodo experimental nao foi verificado redugéo no peso corporal nos
animais tratados com extrato hidroalcodlico de H. drasticus (Tabela 16).

O menor peso corporal (PC) ocorreu no grupo nao tratado (T), resultado que
possivelmente estaria relacionado ao maior parasitismo gastrintestinal. Dados que se
assemelham aos relatados por DOMINGUES (2008) quando trabalhou com caprinos
naturalmente infectados, tratados com residuo liquido de A. sisalana, ndo ocorrendo
variacdo no peso corporal entre os grupos testados, tendo sido observado diminuigéo

do peso corporal nos animais que nao tiveram tratamento.
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Tabela 16. Média do peso corporal inicial (D0), intermediario (D14) e final (D35),
seguidos da variagdo média do peso corporal (VPC) de ovinos sem padrao
racial definido (SPRD), naturalmente infectados e tratados com extrato
bruto hidroalcodlico (EBHA) de janauba (H. drasticus)

Tratamento/concentracao
(mg/kgPC)

DO (kg) D14 (kg) D35 (kg) VPC (kg)
T,.CN 17,50 18,91°" 18, 00*™ 0,50
T,.250 13,16° 15,21° 15,66° 2,50
T5.500 15,86° 17,53° 18,65° 2,80
T,.1000 15,90° 17,411° 19,08° 3,18
Ts.CP 18,90 21,25° 22,70° 3,80

" médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, p>0,05); T: — CN: Controle Negativo
(dgua destilada); To; Tz e T4 — EBHA (H. drasticus); Ts — CP: Controle Positivo (albendazole).

Embora ndo tenha sido verificada significancia (p>0,05) entre as médias de peso
ao final do experimento, foi possivel evidenciar uma melhor performance no peso dos
animais que foram submetidos ao tratamento anti-helmintico tanto com o uso do
fitoterapico, quanto com o composto quimico. Comportamento que vai ao encontro das
informacgbes de VIEIRA (2008) ao mencionar que a menor espoliacdo parasitaria em
animais favorece um maior aproveitamento dos nutrientes da dieta, com influéncia

positiva no aumento do peso corporal.

3.8 Exames necroscOpico e histopatolégico

Na avaliagdo do aparelho digestivo “post-mortem” observou-se no animal do
grupo nao tratado (T;) infestacdo por vermes adultos de Haemonchus no abomaso e
Oesophagostomum no intestino grosso. Nos animais dos grupos tratados com extrato
(T2, T3 e T4) e com albendazole (Ts) foram encontrados no abomaso apenas vermes
adultos de Haemonchus. Resultados que concordam com OLIVEIRA et al. (2009)
quando trataram infecgdes naturais por helmintos em ovinos com extrato de acetato de
etila extraido da fibra do coco verde (Cocos nucifera) na concentragcdo de 400 mg/kg do
peso corporal e encontraram infestacbes por Haemonchus no abomaso e de
Oesophagostomum no intestino grosso.

Quanto aos vermes adultos de Trichostrongylus e Cooperia ndo foram

evidenciados macroscopicamente em nenhum dos animais necropsiados pertencentes
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aos diferentes tratamentos, provavelmente em virtude do tamanho dos parasitos que
para identificagdo exigem métodos de observacbes mais elaborados (BOWMAN et al.
2006).

No exame necroscopico do figado, rins e baco pertencentes aos animais dos
diferentes grupos ndo foram encontradas alteracdes relacionadas com lesdes
sugestivas de intoxicacdo. A analise das alteracdes histologicas (Figura 4) demonstrou
que o figado apresentou alteracdo nos hepatécitos caracterizada por citoplasma claro
em torno do nucleo o que define degeneracao hidropica (COELHO, 2002).

Essas alteragbes foram evidenciadas no animal tratado com a maior
concentracdo do extrato (T4) e também no animal tratado com albendazole (Ts). A
histologia hepatica nos animais do grupo nao tratado (T;) e dos grupos T, e T3 ndo
revelou alteracdo de comprometimento nesse 6rgdo. Dados que corroboram com
PENELUC (2009) que néao verificou alteracdes nas analises histopatolégicas sugestivas
de toxicidade em ovinos tratados com extrato aquoso de Zanthoxylum rhoifolium nas
concentracdes de 193,7 e 335,0 mg.mL™ no controle de nematédeos gastrintestinais.

Embora a degeneracdo hidropica nos hepatdcitos tenha sido o achado mais
contundente pela forma difusa no parénquima hepatico, o ndcleo das ceélulas afetadas
manteve sua integridade preservada o que caracteriza lesdo moderada e reversivel no
orgao (COELHO, 2002). Os demais 6rgaos examinados (rins e bago) ndo apresentaram
alteracOes histologicas sugestivas de lesées em funcéo da terapia testada.

O figado é o principal 6rgédo para metabolizacdo e detoxificagdo do organismo,
portanto a hepatotoxicidade tem sido retratada em varios estudos e ensaios pré-clinicos
envolvendo as lesdes neste 6rgao e constitui um desafio para uso terapéutico de novas
drogas (LORETTI et al. 1999; ILHA et al. 2001; ROZZA et al. 2006; MIRANDA et al.
2008; HELAYEL et al. 2009).
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Figura 4. Fotomicrografias de secdes histologicas em figados de ovinos experimentais:
A) animal do grupo T;, sem alteracdes das células do parénquima hepatico;
B) animal do grupo Ts, em que a direcdo das setas de cor preta indica
processo de degeneracdo hidropica nos hepatocitos e a seta de cor branca
indica infiltrado inflamatério periportal; C) animal do grupo T4, em que as
setas de cor preta indicam degeneracdo hidropica nos hepatocitos (H&E,
200X).
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4. CONCLUSOES

O extrato bruto hidroalcoodlico de janauba (H. drasticus), nas concentracoes
utilizadas e nas condi¢cdes em que foi realizado o teste in vivo, apresentou reducgédo de
ovos e larvas de nematddeos gastrintestinais em ovinos.

O eritrograma dos animais tratados com as concentracfes do extrato bruto
hidroalcodlico de H. drasticus, evidenciou uma condicdo de anemia para os valores do
volume globular.

Os valores dos marcadores bioquimicos séricos que avaliaram as funcgbes
hepética e renal nos animais testados com extrato bruto hidroalcodlico de H. drasticus,
mantiveram-se nos niveis de compatibilidade para a espécie ovina, enquanto que 0s
valores de proteinas plasméaticas manifestaram uma condi¢éo de hipoproteinemia.

Durante o periodo experimental, os animais testados com extrato bruto
hidroalcodlico de H. drasticus manifestaram desenvolvimento do peso corporal.

Macroscopicamente, ndo foram encontradas altera¢cdes no figado, rins e baco
dos ovinos tratados com extrato bruto hidroalcodlico de H. drasticus e, nas analises
histoldgicas, as alteracdes degenerativas foram de carater discreto.

A administracdo oral do extrato bruto hidroalcodlico de H. drasticus, nas
concentracoes de 250; 500 e 1000 mg/kg do peso corporal em ovinos, nao

manifestaram alteracdes de comportamento e laboratoriais sugestivas de intoxicacao.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de H. drasticus sobre nematédeos
gastrintestinais em ovinos, in vitro, mostrou efetividade anti-helmintica. Essa atividade in
vivo em ovos e larvas de nematddeos gastrintestinais apresentou carater discreto,
porém promissor. Condicdo que possibilita a utilizagdo da espécie vegetal como
fitoterapico para o controle de nematddeos gastrintestinais em ovinos.
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Para consolidacdo da efetividade dos compostos ativos do extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA) de H. drasticus no controle de nematdédeos gastrintestinais em
pequenos ruminantes, tornam-se necessarios estudos mais abrangentes para que
sejam investigadas todas as etapas para sua validacdo anti-helmintica, envolvendo
desde o processamento (extracdo e concentracbes dos principios ativos) até as
estratégias de controle (doses e duracao de tratamentos).

Para fins de utilizacdo anti-helmintica, o extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de
H. drasticus podera oferecer possibilidades para o controle integrado, funcionando
como coadjuvante em tratamentos profilaticos, os quais utilizam drogas anti-helminticas
convencionais, com diminuicdo do numero de aplicacbes, reducdo de residuos nos
produtos de origem animal e desaceleracdo no desenvolvimento de cepas resistentes.

O extrato bruto hidroalcodlico (EBHA) de H. drasticus podera constituir uma
alternativa para o controle dos nematddeos gastrintestinais, tanto no ambito da

agricultura familiar, quanto em sistemas organicos de producao animal.
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