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RESUMO

A Opuntia ficus-indica (O. ficus), pertencente a familia Cactaceae, ¢ uma planta nativa do
Meéxico e conhecida no Brasil como "palma forrageira. Esta planta apresenta propriedades
medicinais interessantes. O. ficus tem um bom potencial nutritivo € facil cultivare muito
utilizada na alimentagdo de pequenos ruminantes especialmente em zonas aridas do nordeste
do Brasil. Embora esta planta seja usada como alimento para ovinos, a literatura ndo contém
quaisquer relatérios sobre as suas propriedades anti-helminticas. Portanto, este trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade ovicida e larvicida da O. ficus por meio dos extratos
hidroalcoolicos de cladédios e frutas em ensaios de eclosdo dos ovos (EHA),
desenvolvimento larval (LDA) e migragao larval (LMIA) usando ovos e larvas de nematoides
gastrointestinais de ovinos naturalmente infectados. Para o EHA foi observada uma inibigao
da eclodibilidade de ovos maior do que 90% para ambos os brutos extratos dos cladodios e
frutos na concentracdo de 50 mg/mL ou mais elevada (p <0,05). Ambos os extractos
mostraram uma resposta dose dependente com o mesmo valor de ICso de 9,9 mg/mL. No
LDA, o extrato hidroalcodlico bruto dos cladédios mostrou 98,7% de inibi¢do do
desenvolvimento das larvas a 12,5 mg/ml, enquanto o extrato hidroalcodlico bruto dos frutos
apresentou 100% de atividade a 50 mg/ml, respectivamente, com um ICso de 3,4 mg/ml e 3,7
mg/ml (p <0,05). No LMIA, os resultados foram maiores do que 65% de inibi¢do da migracao
das larvas na a parir da concentragdo de 1,56 mg/mL com ICso de 0,35 mg/mL e 0,76 mg/mL,
respectivamente para os extrato brutos dos frutos e cladodios. O fracionamento dos extratos
hidroalcoodlicos brutos dos frutas e cladodios forneceu quatro fracgdes. Entre os extratos
fraccionados, os extratos aquoso residual e em acetato de etilo dos cladddios, na concentracao
mais baixa testada (1,56 mg / ml) resultou em 100% de inibicao do desenvolvimento larval. O
mesmo resultado foi obtido para extracto aquoso e em n-hexano dos frutos. Portanto, o 1Cso
para LDA ndo pode ser calculado para estes extratos. O extrato em n-hexano dos cladodios
ndo apresentou inibicdo da migracdo e desenvolvimento larval em qualquer concentragdo
avaliada. Para os EHA os melhores resultados de inibi¢do da eclodibilidade dos ovos pra os
extratos fracionados foram obtidos com ambos os extratos aquosos dos frutos e dos cladodios
com ICso de 1,5 mg/ml e 7,2 mg/ml, respectivamente. Os frutos e cladodios da O. ficus
presentaram perfis fitoquimicos semelhante com a presenca de alcaldides, taninos,
flavonoides e saponinas em maiores quantidades. A analise dos dados a partir dos testes In

vitro e da propspec¢do fitoquimica indicou um efeito somatorio entre as atividades dos



fitoconstituintes; os taninos presentes nos extratos aquosos foram od fitoconstituintes que
mais contribuiram para a ac¢do anti-helmintica da planta. Os resultados atestam que O. ficus
apresenta significante atividade ovicida e larvicida in vitro contra Haemoncus contortus,
principal parasita encontrado nas fezes dos animais doadores, sugerindo que a planta além do

seu potencial nutricional ainda pode ser uma aliada no controle de parasitas em ovinos.

Palavras-chave: Palma forrageira. Fitoterapia. Atividade anti-helmintica. Nematoides

gastrointestinais.



ABSTRACT

Opuntia ficus-indica (O. ficus), which is native to Mexico and is known as “palma
forrageira” in Brazil, is a species belonging to the family Cactaceae. This plant displays
interesting medicinal properties. O. ficus display good nutritional potential is easy to cultivate
and is used as feed for small ruminants feed especially in arid areas of northeastern Brazil.
Although this plant serves as food for sheep, the literature does not contain any reports on its
anthelmintic properties. This paper reports on the ovicidal and larvicidal activity of O. ficus
from hydroalcoholic extracts of cladodes and fruits through egg hatch assay (EHA), the larval
development assay (LDA), and the larval migration assay (LMIA) using eggs and larvae of
gastrointestinal nematodes of naturally infected sheep. For EHA was observed an egg hatch
inhibition greater than 90% for both the crude extracts of cladodes and fruits when using a
concentration of 50 mg/mL or higher (p < 0.05). Both extracts showed a dose-dependent
response with the same value to LDso of 9.9 mg/mL. In the LDA, crude hydroalcoholic
extract of cladodes showed 98.7 % of inhibition of larval development at 12.5 mg/ mL while
the crude hydroalcoholic extract of fruits showed 100% at 50 mg/mL, respectively with an
LDso of 3.4 mg/mL and 3.7 mg/mL (p < 0.05). In the LMIA, crude extracts showed results
greater than 65% inhibition of larval migration at 1.56 mg/mL revealing LDso of 0.35 mg/mL
and 0.76 mg/mL for the extract of fruit and cladodes, respectively. Fractionation of the crude
hydroalcoholic extracts of fruits and cladodes yielded four fractions. Among the fractionated
extracts, the residual aqueous and in ethyl acetate extracts of cladodes, in the lowest
concentration tested (1.56 mg/mL) resulted in 100% inhibition of larval development. The
same result was obtained for n-hexane and aqueous extract of fruits. Therefore, the LDso for
LDA could not be calculated for these extracts. The n-hexane extract of cladodes failed to
show inhibition of larval migration and development at any concentration explored. For EHA
the better results of inhibition of egg hatching were obtained with both aqueous extracts of
fruits and cladodes with LDso of 1.5 mg/mL and 7.2 mg/mL, respectively. The O. ficus fruits
and cladodes presented a similar chemical profile: the phytoconstituents included alkaloids,
tannins, flavonoids, and saponins. Analysis of the data from the in vitro tests and of the
phytochemical screening of the fractionated extracts indicated a summation effect among the
activities of the phytoconstituents; the tannins present in the aqueous extracts were the
constituents that mainly accounted for the anthelmintic action of the plant. The results attested

that O. ficus exhibits ovicidal and larvicide activities in vitro against Haemoncus contortus,



main parasites found in the feces of donor animals, suggesting that the plant beyond their

nutritional potential can still be an ally in controlling parasites in sheep.

Keywords: Palma forrageira. Phytotherapy. Anthelmintic activity.  Gastrointestinal

nematodes.
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1 INTRODUCAO

1.1 OVINOCULTURA

A ovinocultura ¢ uma das principais atividades pecudrias desenvolvidas no Brasil com
um rebanho estimado em 14 milhdes de animais. O aumento na criagao de ovinos se deve
principalmente ao aumento da comercializagdo de carne devido ao seu menor teor de gordura
e a utilizagdio do leite para a fabricacgio de queijos finos (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO- MAPA, 2013).

Embora a producao de ovinos seja uma atividade em expansdo, sua producao ¢ limitada,
principalmente devido ao manejo sanitario inadequado dos animais, que conduzem a sérios
problemas como infec¢do e infestacdo parasitaria, diminuindo assim a produtividade do
rebanho e com isso aumentam os custos para o produtor (ROBERTS, 1982). Dentre os
parasitas que afetam ovinos e que ocasionam grandes prejuizos ao rebanho estd o
Haemonchus contortus (FIGURAS 1 e 2). Este parasita ¢ hematofago e se aloja no abomaso
ingerindo na forma adulta cerca de 0,05 mL de sangue por dia, desta forma, um ovino com
infeccdo moderada (2000 vermes de H. contortus) pode perder de 5 a 7% do seu volume de
sangue diariamente o que acarreta anemia, hipo-proteinemia e baixo ganho de peso. Os

animais com grande infestacdo desse parasita geralmente vao a ébito (SOUZA et al., 2009).

Figura 1- Ovo de Haemonchus contortus

Fonte: Proprio autor.
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Figura 2- Larva de Haemonchus contortus

Fonte: Proprio autor.

O método de controle dos nematoides gastrointestinais em ovinos deve ser realizado
através de um manejo adequado de pastagem e por vermifugagdo realizada através de anti-
helminticos sintéticos, como: ivermectina, albendazol, oxfendazol, closantel, levamisole e
moxidectina. Por décadas o uso indiscriminado desses vermifugos sem respeitar dose e
critérios epidemioldgicos acabou por selecionar parasitas resistentes agravando ainda mais o
quadro da infestagao (MELO et al., 2005).

Os primeiros relatos de resisténcia anti-helmintica surgiram na década de 70 em regides
tropicais e subtropicais da América do Sul e na década de 90 no Brasil, nos estados do Rio
Grande do Sul, Ceara, Bahia ¢ Pernambuco (MELO et al., 2003). Relatos de resisténcia
parasitaria em varios locais do mundo evidenciou que esse € um problema em disseminagao e
ndo um problema local (MORAES et al., 2010).

O uso incorreto desses anti-helminticos pode levar a contaminagdo de carne e leite que
ao serem consumidos podem desencadear o surgimento de resisténcia parasitaria de helmintos
em humanos. Além disso, existe a preocupagdo com o risco ambiental devido a contaminagao
do solo pelas fezes e urina dos animais que contem residuos do metabolismo desses
compostos (KELLAR, 1997; ATHANASIADOU et al., 2008).

Apesar da resisténcia parasitaria, o controle sanitario ainda ¢ feito essencialmente pelo

uso dos anti-helminticos sintéticos, entretanto, algumas alternativas tém sido estudadas com a
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finalidade de propor novos métodos de controlar a infestagdo como o uso de plantas

medicinais (SOUSA et al., 2013).

1.2 H. CONTORTUS E CICLO DE VIDA

A principal parasitose que acometem ovinos ¢ a Hemoncose que ¢ ocasionada por
nematoides do género Haemonchus, que se alojam no abomaso dos animais, podendo ser
observado a olho nu na sua forma adulta (FIGURA 3), pois seu tamanho variade 1 a 2,5 cm

de comprimento (VIEIRA, 1989).

Figura 3- Verme adulto de H. contortus

Fonte: Ray Kaplan (2014).

Este parasita pertence a Classe Nematoda, ordem Strongylida, Superfamilia
Trichostrongyloidea, Familia Trichostrongylidae, Género Haemonchus (VIEIRA, 1989).

O parasita H. contortus possui um ciclo de vida evolutivo, onde h4 o desenvolvimento
no hospedeiro, conhecido por fase parasitaria e o desenvolvimento no ambiente externo do

animal, denominado como fase de vida livre.
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As fémeas sdo oviparas proliferas. Assim que os ovos sdo eliminados nas fezes em
temperatura ambiente (26°C) as larvas passam do primeiro estdgio L1 para o estdgio L3 na
propria pastagem em aproximadamente cinco dias.

Em temperaturas mais baixas o desenvolvimento ¢ mais lento, podendo durar semanas
ou até¢ meses. A temperatura ideal para desenvolvimento das larvas ¢ de 18 a 26 °C.

O ciclo parasitario inicia-se quando o ruminante ingere a larva infectante (L3)
juntamente com a pastagem, onde em seu abomaso a mesma passa do estagio L3 para L4 e

em duas ou trés semanas para o estagio L5 (FIGURA 4) (MELO, 2005).

Figura 4- Ciclo de vida do H. contortus

»
Ovos suem *
nas fezes

Fonte: Echevarria (1996).

1.2.1 Controle sanitario

O controle da parasitose ¢ essencialmente realizado através do uso de anti-helminticos
sintéticos, mas o uso indiscriminado desses compostos acabou por selecionar parasitas
resistentes (MELO, 2005) e com isso doses maiores devem ser administradas e em periodos
menores.

Os primeiros sinais de surgimento de resisténcia anti-helmintica comecaram a ser

detectados quando as doses que antes eram letais passaram a ndo produzir mais 0 mesmo
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efeito. O aumento da resisténcia pode ser explicado pela teoria da evolucao, devido a selegao
natural, ou seja, os individuos mais adaptados sobrevivem para que ocorra a reprodugdo
(LEATHWICK et al., 2001; MOLENTO, 2004; MELO, 2005). Os parasitas resistentes
passam seus alelos para seus descendentes e 0 modo como ¢ realizada a vermifugacdo ¢ a
intensidade do tratamento estdao relacionados com a disseminagdo dos alelos que determinam
a taxa de resisténcia (PRICHARD, 2001).

Para um efetivo controle desses parasitas ¢ ideal um manejo adequado, como manter
sempre limpas e desinfetadas as instalagdes onde os animais se encontram, fazer revezamento
de piquetes e separar os animais por faixa etaria, pois animais mais novos sdo mais
susceptiveis as verminoses (SOUZA, 2002).

Antes de realizar a vermifugagdo ¢ de extrema importancia realizar o exame de OPG
(ovos por gramas de fezes), pois se o animal ndo estiver com o OPG elevado essa
vermifugacao inadequada selecionara os parasitas resistentes (THOMAZ et al., 2004).

A vermifugacdo indiscriminada e o curto espago de tempo entre uma vermifugagdo e
outra, além da nao rotacdo dos principios ativos utilizados sdao fatores determinantes para o
surgimento da resisténcia aos anti-helminticos (BARNES; DOBSON, 1990; VIEIRA;
CAVALCANTE, 1999).

1.2.2 Fitoterapia como tratamento para o controle da parasitose

As plantas vém sendo usadas pelo homem para cura de seus males e de seus animais de
estimagdo desde os primérdios da humanidade. A descoberta de que algumas plantas teriam
propriedades curativas teve como base a observacdo de hdabitos alimentares de animais
doentes que passavam a ingerir plantas que rotineiramente nao faziam parte de sua dieta. Com
o passar do tempo o homem desenvolveu a capacidade de, a partir da sua propria
experimentacdo, escolher plantas para a cura de seus males distinguindo aquelas que
poderiam ajudar e outras que lhes trariam maior desconforto (ALVES, 2013).

A agdo curativa ou toxica de uma planta esta estreitamente relacionada com a presenga e
natureza de seus metabolitos secundarios. Esses compostos também chamados de metabdlitos
especiais ou fitoconstituintes sdo compostos organicos produzidos pelas plantas em resposta a
ferimentos, ataques de parasitas, insetos, outras plantas e condi¢des ambientais (GOBBE
NETO; LOPES, 2007; ALVES, 2013). As condi¢des ambientais em que a planta ¢ cultivada

como falta ou excesso de dgua, pH do solo e temperatura sdo extremamente importantes na
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producdo de alguns metabolitos secundarios. Esses fatores atuam de forma que a mesma
planta crescendo em condi¢des ambientais diferentes pode apresentar diferentes tipos de
fitoconstituintes e, portanto, propriedades biologicas relacionadas a presenca desses
metabolitos também diferentes (KEUTGEN; PAWELZIK, 2007).

As plantas também ndo produzem todas os mesmos tipos de metabolitos secundarios,
pois estes estdo também ligados a espécie e género da planta (CONSTANTINE;
KARCHESY, 1998; FUMAGALI et al., 2008). Os mais comuns encontrados em plantas e
que apresentam propriedades bioldgicas sdo flavonoides, lignanas, polifendis, taninos,
alcaloides, glicosideos cardiotonicos, saponinas, antraquinonas, terpenos e esteroides entre
outros (PEREIRA et al., 2012).

Dentre esses metabolitos os taninos sdo conhecidos por apresentarem atividade anti-
helmintica, desta forma, inimeras plantas taniferas tém sido investigadas quanto a seu uso no
tratamento da parasitose em ovinos (VILLALBA et al.,, 2010; KATIKI et al.,, 2013;
WILLIAMS et al., 2014). Entretanto, apesar de apresentar acdo anti-helmintica taninos sao
também conhecidos por sua acdo toxica quando administrados em grandes quantidades,
devido a sua capacidade de complexar proteinas (MONTEIRO et al., 2005; OLIVEIRA,
2011; OKUDA; ITO, 2011; SOUZA, 2012).

Outro fato relevante na investigacdo e utilizacdo de plantas como anti-helmintica vem
de informagdes da medicina popular através do conhecimento de plantas utilizadas contra
verminoses humanas e animais (VASCONCELOS et al., 2005). Apesar de serem muitos os
relatos de uso de plantas com acdo anti-helmintica muitas delas tém comprovagao cientifica
sobre sua eficicia ou toxicidade (KETZIS et al, 2002; ASSIS et al., 2003; GIRAO et al.,
2004; BRITO JUNIOR et al , 2011; VILLEGAS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

O uso indiscriminado de plantas medicinais pode ocasionar sérios danos a saude
humana e animal, sendo que em grande parte dos casos o efeito toxico ocorre devido a alta
dosagem utilizada (COELHO, 1998; CORDEIRO et al., 2005; AMORIM et al., 2007;
ALVES, 2013).

Desta forma, na tentativa de contribuir para o uso seguro de plantas no tratamento da
parasitose em ovinos, varios pesquisadores tém se empenhado em avaliar a eficacia e efeitos
toxicos das plantas usadas na medicina popular através de testes In vitro com parasitas
isolados e in vivo com ovinos e caprinos naturalmente ou artificialmente infectados (AL-

QARAWTI et al., 2001; MACIEL et al., 2008; NERY et al., 2009; CUNHA, 2014).
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Diversas plantas brasileiras vém sendo utilizadas no combate a verminoses, embasadas
no conhecimento popular, porém poucas tém sua atividade comprovada cientificamente.
Segundo Krychak-Furtado (2006), 106 espécies foram citadas com agdao anti-helmintica,
entretanto menos de 17% tiveram suas eficacias comprovadas. Das espécies identificadas,
apenas 17,9% foram indicadas para tratamento de nematoides de ruminantes.

A erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides) ¢ utilizada para tratamento de
vermes em humanos e, também ja foi investigada quanto a sua eficacia em vermes de ovinos.
Ketzis et al. (2002) avaliaram a planta em ensaios in Vivo com animais infectados
artificialmente com as larvas L3 de H. contortus. Os animais foram suplementados com 6leo
da planta em diversas doses por Kg de peso vivo. Dez dias apds o tratamento os animais
foram eutanasiados, assim comparando o nimero de vermes adultos com os animais tratados
com o 6leo da erva e os animais ndo tratados. O tratamento ndo apresentou eficicia e
ocasionou reagdes adversas nos animais, quando administrados em altas doses. Porém nos
testes In vitro comprovou-se que o 6leo da planta reduz a viabilidade dos ovos e de vermes
adultos. Apesar de esta planta ter destaque quanto ao seu uso contra vermes que acometem
humanos e animais, a mesma nao apresentou eficacia nos experimentos realizados por estes
autores.

A batata-de-purga (Ipomoea purga) ¢ um tubérculo utilizado na medicina popular
contra lombrigas e vermes e foi avaliada em ensaios in vitro e in vivo para determinagdo da
sua atividade anti-helmintica sobre helmintos de ovinos e caprinos. Girdo et al. (2004),
realizaram testes N VivO com caprinos naturalmente infectados por nematoides
gastrointestinais utilizando a batata-de-purga. Os animais alimentados com a planta
apresentaram redu¢do no OPG de apenas 37% apds o tratamento.

Melhores resultados com a mesma planta foram obtidos por Brito Junior et al. (2011)
que ao realizarem os ensaios in Vivo observaram redugdo de 90% no OPG apds 60 dias do
inicio do tratamento. As diferencas de resultados entre esses autores podem estar relacionadas
a dose administrada, ao tempo de tratamento e as diferengas entre as plantas utilizadas nos
dois experimentos.

A erva-lombrigueira (Spigelia anthelmia) ¢ uma planta bastante utilizada na medicina
popular no Brasil para o tratamento de verminoses. A agdo anti-helmintica dessa planta sobre
nematoides de ovinos foi comprovada em ensaios in vitro e in vivo por Ademola et al. (2007).

Estudos in vivo com a uva-turca (Phytolacca icosandra), mostrou que o consumo do

extrato etandlico das folhas na concentragdo de 250 mg/ kg de peso corporal do animal inibiu
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parcialmente o OPG mostrando a a¢do anti-helmintica da planta sem causar efeito toxico ao
animal (VILLEGAS et al., 2012).

O jaborandi-falso (Piper aduncum) foi avaliada em ensaio in Vitro sobre a
eclodibilidade dos ovos de helmintos com Clso de 2,4 mg/mL (OLIVEIRA et al., 2014),
entretanto a planta ndo foi avaliada em ensaios in vivo.

Ribeiro et al (2014) avaliaram o efeito anti-helmintico do pinhdo-bravo (Jatropha
mollissima) por meio de experimentos in Vitro ¢ in vivo, onde se concluiu que nos testes in
vitro ouve a inibigdo da eclodibilidade dos ovos e do desenvolvimento larval apresentando
uma eficiéncia de 70 e 77%, respectivamente. Os testes in Vivo mostraram que a planta
também foi eficaz com reducao na contagem de OPG apo6s 28 dias de experimento.

A grande parte das plantas citadas acima que apresentam a¢do anti-helmintica sdo de
facil cultivo e obtengao, portanto podem ser uma alternativa a substitui¢ao parcial ou total dos
anti-helminticos sintéticos.

Desta forma, a fitoterapia ¢ uma alternativa ao uso dos anti-helminticos sintéticos e atrai
grande atencdo pois se enquadra no contexto de agricultura orgéanica, com a reducdo do
impacto ambiental e dos residuos quimicos do vermifugos sintéticos nos alimentos de origem
animal. Aliado a esses fatores também se enquadra a reducdo de custos ao produtor com a
diminui¢do do tempo de caréncia para comercializagdo e valorizacdo dos produtos. Além
disso, o uso de algumas plantas pode além de exercer efeito anti-helmintico atuar sobre a
saude geral do animal pelo fato de conter fitoconstituintes que podem ter agdo anti-
inflamatoéria, antioxidante e antimicrobiana (GALATI et al., 2003; TESORIERE et al., 2004;
Z0U et al., 2005).

1.3 FITOCONSTITUINTES

Os metabolitos secundérios sdo compostos organicos produzidos pelas plantas e ndo
estdo diretamente relacionadas com seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo, porém
garantem vantagens para manuten¢do de sua vida e perpetuacdo da espécie. Sua produgdo €
baseada nas necessidades ecologicas da planta (SANTOS, 2007).

As plantas respondem de forma diferente aos estimulos ambientais de natureza fisica,

quimica ou biologica, portanto existem variagdes quimicas entre as plantas (mesma espécie ou
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ndo), devido a fatores como fertilidade, umidade e tipo de solo, radiagdo solar, temperatura
entre outros (MARTINS, 2011).

Os fitoconstituintes presentes nas plantas sio compostos organicos que possuem as mais
variadas estruturas quimicas contendo carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogé€nio sendo
distribuidos em varias classes de acordo com suas propriedades fisicas e quimicas (KUMAR,
2011). As estruturas quimicas das principais classes de fitoconstituintes sdo apresentadas na
FIGURA 5.

As propriedades bioldgicas ou toxicidade exibidas pelas plantas estdo relacionadas
diretamente a natureza e quantidade de seus fitoconstituintes. Por exemplo, a ag¢do anti-
inflamatoria de muitas plantas medicinais geralmente estd associada a presenga de
flavonoides, compostos polifenolicos e lignanas assim como a atividade analgésica e protetora
do sistema cardiovascular (SILVA et al., 2005; KUMAR; PANDEY, 2013). A atividade
analgésica sob o sistema nervoso central apresentada por algumas plantas geralmente esta
associada a presenca de alcaloides (FAROUK et al., 2008; WILLIAMS, 2012).

A atividade anti-helmintica e antimicrobiana frequentemente estd associada a presenga
de taninos e saponinas (KIM et al., 2003; CASTEJON, 2011). Algumas plantas apesar do uso
medicinal apresentam também substancias toxicas e seu uso deve ser controlado como € o
caso do confrei (Symphytum officinale L.) que ¢ utilizado na medicina tradicional como
cicatrizante, mas possui também alcaloides pirrolizidinicos que possuem comprovadamente

acdo hepatotdxica e carcinogénica.
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Figura 5- Esqueleto estrutural base dos principais metabélitos secundarios (fitoconstituintes)
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Fonte: Proprio autor.

Outras plantas medicinais também podem apresentar risco dependendo da dosagem
utilizada como a jurubeba (Solanum paniculatum L.) e arnica (Arnica montana L.), que
podem causar irritagdo gastro-intestinal; o mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) que pode
lesionar o sistema nervoso central; o cambara (Lantana camara L.) que pode causar
hepatotoxicidade; a cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC), que pode causar distirbios
gastro-intestinais € a arruda que pode provocar uma série de efeitos colaterais incluindo
aborto e fortes hemorragias (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005). O cha verde (Camellia
sinensis Theaceae) se consumido em excesso pode ocasionar danos ao figado e arritmia, além
interagir com outros medicamentos (SOUZA, 2012).

Dentro do contexto do uso de plantas medicinais como alternativa ao tratamento de
enfermidades existe a necessidade de conhecer a planta ndo sé pelos seus beneficios, mas
também pelo tipo de efeitos adversos que ela pode apresentar e principalmente conhecer os
niveis seguro de administragdo (MONTEIRO et al., 2005; SOUZA, 2012; ALVES, 2013).

Uma alternativa a fim de descobrir plantas com propriedades medicinais com menores
riscos de toxicidade ¢ a avaliacdo de plantas que ja fazem parte da alimentagdo como por

exemplo ervas e condimentos ja utilizados como aromatizantes como o caso do orégano, salsa
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e alguns tipos de pimentas (SILVA et al., 2005; NERY, 2009). O mesmo pode ser feito para
plantas a serem utilizadas na satde animal, principalmente aquelas que sdo oferecidas ao
animal sazonalmente dependendo da escassez de alimentos como ¢é o caso da Opuntia ficus
indica (MORAIS; VASCONCELOS, 2007; GALVAO JUNIOR et al., 2014). Esta planta
possui potencial nutricional e limites de seguranca do uso ja determinado, entretanto ndo ha

relatos na literatura de seu uso medicinal na satde animal (BISPO et al., 2007).

1.3.1 Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus indica é uma planta nativa do México, encontrada na América Central,
América do Sul, Australia e na Africa (LEO et al., 2010), ¢ uma planta xerofila, cresce
selvagemente em zonas aridas e semiaridas de todo o mundo, aproximadamente 10 a 12
espécies sdo utilizadas pelo homem para produgdo de alimentos e corantes (STINTZING et
al., 2005).

Pertence ao Reino Plantae, Classe Dycotyledonea, Subclasse Dialipetalas, Ordem
Caryophylales, Familia Cactaceae, Género Opuntia. A O. ficus conhecida popularmente no
Brasil como palma forrageira, teve seu nome determinado por Tourneford em 1700, devido as
suas caracteristicas morfoldgicas serem semelhantes a uma planta espinhosa comum na cidade
da Grécia, Opus (SAENZ et al., 2006).

A planta ¢ conhecida popularmente por diversos nomes dependendo de sua localizagao,
como: na Espanha seu nome ¢ Higo-de-indicas, em Portugal Figo-da-india, Figueira-da-india,
Piteira ou Figo-do-diabo, na Itélia Fico d’India, Franca Figue-de-barbarie, EUA e Africa do
Sul Prickly pear ou Cactus pear (SEMEDO, 2012).

A O. ficus (FIGURAS 6 E 7) é uma planta arbustiva que possui a capacidade de
reservar quantidades significativas de agua em seus cladddios para sua sobrevivéncia em
longos periodos de estiagem, possuindo ramifica¢des, podendo a planta ser rasteira ou até
mesmo arborea, chegando a até 4 metros de altura (GONZALES et al., 1990). Os cladédios
sao um tipo de modificacdo caulinar formados por ramos de caule modificados, que contém
clorofila e grande quantidade de dgua armazenada internamente e funcionam como folhas na
sua funcao fotossintética. Os cladodios podem apresentar colora¢do de verde a avermelhados
(FEUGANG et al., 2006).

A planta possui vdarias propriedades biologicas como atividade antioxidante,

neuroprotetora, atividade antiproliferativa e também ¢ utilizada na medicina popular para o
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tratamento da gastrite, diabetes e no combate a inflamacdes e dores (STINTZING et al., 2005;
SAENZ, C et al., 2006; FEUGANG, et al., 2006). Dentre seus principais fitoconstituintes se
encontram compostos fendlicos, saponinas, carotenoides e também betalainas nos frutos

(SEMEDO, 2012).

Figura 6- Espécie da O. ficus municipio Ilha Solteira— SP

Fonte: Proprio autor.
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Figura 7- Frutos da O. ficus
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Fonte: Proprio autor.

A planta possui significante valor nutricional sendo muito utilizada na alimentagdo de
ovinos. Estudos in vivo estabeleceram que niveis de inclusdo da planta em torno de 56% nédo
causam prejuizo a saude do animal, portanto, ndo afetam negativamente parametros
zootécnicos (VERAS et al., 2002; SANTOS et al., 2007; GALVAO JUNIOR et al., 2014).
Apesar de seu uso na alimentagdo de ovinos ndo existe na literatura estudos sobre a acdo anti-
helmintica da planta. Portanto, devido ao exposto surgiu o interesse em se avaliar o potencial

anti-helmintico da O. Ficus sobre helmintos de ovinos inicialmente em ensaios in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial anti-helmintico in vitro da O.

ficus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinacao da atividade anti-helmintica in vitro a fim de avaliar:
¢ Inibi¢ao da eclodibilidade de ovos;
¢ inibicao do desenvolvimento larval;

¢ inibi¢do da migragdo larval.

Determinacdo da classe de fitoconstituintes responsavel pelo efeito anti-helmintico da
planta e composi¢ao centesimal e mineral:
. Fracionamento dos extratos brutos com solventes de polaridade crescentes;
. ensaios in vitro com os extratos particionados;

) analise centesimal e mineral dos cladodios e frutos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES, MATERIAL BIOLOGICO, EQUIPAMENTOS E MATERIAIS
UTILIZADOS

3.1.1 Reagentes

Etanol, magnésio metélico, acido cloridrico, cloreto férrico, hidroxido de sddio,
cloroformio, hexano, acetato de etila, diclorometano, acido acético glacial, acido sulfurico,
éter etilico, hidroxido de amonio, acetato de chumbo, cloreto de sodio e PBS, todos com grau
analitico. Reagente de Bouchardat, reagente de Bertrand, reagente de Mayer, reagente de
Dragendorf da Synth. Ivermectina, Levamisol e Albendazol (Fluka). Anfotericina,
Dimetilsulféxido, Yeast (parede celular de Saccharomyces cerevisiae) e meio Early

balanceado, todos da Sigma-Aldrich.

3.1.2 Materiais e equipamentos

Estufa de ar circulante (Marconi), vidrarias em geral, Rotaevaporador (Buchi), placas de
cultura de 24 e 48 pocgos, tubos falcon, microscopio de luz invertida (Bel), centrifuga
(Marconi), agitador magnético, peneiras metalicas de varias reticulagdes (Bertel), pipetas
automaticas, microscopios DM 2500-Leica adaptado ao sistema computadorizado para analise

de imagens LAS V5 (Leica Application Suite).

32 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS

Os cladodios e frutos foram coletados no Campus II da UNESP- Ilha Solteira-SP em
setembro de 2014. Os cladddios foram lavados, picados e secos em estufa de ar circulante a
50 °C por 4 dias e entdo triturados em moinho de facas até a obtengdo de um p6 bem fino.
Cerca de 100g do p6 de cladodios foram imersos em etanol a 70% e mantidos sob agitagao

magnética por 7 dias a temperatura ambiente em recipiente recoberto com papel aluminio para
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evitar degradacao pela luz. A seguir a mistura foi filtrada a vacuo e o solvente rotaevaporado
para fornecer o extrato bruto dos cladodios (o s6lido obtido da filtragdo foi novamente imerso
em etanol e extraido outras duas vezes).

Para a obtencdo do extrato dos frutos os mesmos foram lavados, descascados e a polpa
separada das sementes. Cerca de 5g de polpa umida foi colocada em tubos falcon (6 tubos)
contendo 10 mL de etanol 70% que foram entdo centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante dos tubos foi transferido para um baldo de fundo redondo. O residuo so6lido dos
tubos foi novamente centrifugado com etanol por mais trés vezes. Todos os sobrenadantes
foram reunidos no baldo, o qual foi rotaevaporado fornecendo o extrato bruto da polpa. Os
extratos brutos dos frutos e dos cladddios foram armazenados em freezer até o uso nos

ensaios.

3.2.1 Preparo das diferentes concentragoes dos extratos

Para os ensaios de atividade anti-helmintica os extratos brutos dos cladodios e dos
frutos foram avaliados em concentragdes variando de 100 a 1,25 mg/mL preparadas por
dilui¢do da maior concentragdo de 100 mg/mL (1g de extrato bruto diluido em 9.400 uL de
H>0O + 600 uL de DMSO).

Todos os frascos contendo as dilui¢cdes do extrato foram mantidos refrigerados até o uso

nos ensaios in vitro.

3.3 CONTROLES

Foram preparados controles negativos e positivos, sendo utilizados para comparagdao
com resultados obtidos a partir dos extratos e particoes. O controle DMSO foi utilizado para
verificar uma possivel toxicidade do solvente utilizado na dilui¢do dos extratos. Esse controle
foi preparado pela mistura de 0,2 mL de DMSO em 3,8 mL de dgua destilada. Para os ensaios
de EHT e LDT foi utilizada 4gua como controle negativo e PBS para o LMT. Como controle
positivo foram utilizados albendazol 25 pug/mL para os ensaios de EHT, ivermectina 10
pg/mL para os ensaios de LDT e Levamisol (0,5%) para os ensaios de LMT. Nos ensaios de
LDT também foi utilizado um meio nutritivo preparado a partir da mistura de 0,25 g de Yeast

(Saccharomyces cerevisiae), 22,5 mL de solugdo salina ¢ 2,5 mL de meio Early balanceado.
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Ap6s preparo o meio foi armazenado a -4°C até o uso. O controle antibidtico utilizado foi a

solucdo de anfotericina B contendo 25ug/mL.

3.4 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA

3.4.1 Coleta e separacio de ovos

Foram utilizados ovos de nematoides gastrointestinais coletados nas fezes de ovinos
naturalmente infectados da raca Santa Inés, criados no setor de Ovinocultura e Caprinocultura
da Fazenda de Ensino Pesquisa e Extensao (FEPE — Ilha Solteira).

Para a coleta de ovos (FIGURA 8) foram utilizados animais que apresentam um nimero
de ovos por gramas de fezes (OPG) superior a 2.500, sendo dessa forma considerada uma
elevada taxa de infec¢do. O OPG foi determinado usando o método de Gordon & Whitlock

(1939).

Figura 8- Etapas para coleta das fezes e separacio dos ovos

Fonte: Proprio autor.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal do animal, acondicionadas em
sacos plasticos a temperatura ambiente e conduzidas ao Laboratério de Produtos Naturais para

separacdo e contagem dos ovos. As fezes foram diluidas em dgua morna (40°C) para que
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ficassem moles e homogéneas sendo, em seguida, filtradas em peneiras de diferentes
reticulagdes (1 mm a 25 pm). Os ovos ficaram retidos na peneira de 25 um e foram
transferidos com auxilio de uma pisseta para um tubo falcon de 50 mL. Esse volume foi
dividido em tubos falcon e centrifugados a 3.000 rpm por cerca de cinco minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o volume do tubo completado com solugdo
salina saturada para a suspensdo dos ovos e, novamente centrifugados por cinco minutos a
3.000 rpm. O conteudo dos tubos foi despejado na peneira de 25 pL para a lavagem dos ovos
com agua destilada e a seguir despejado em recipiente conico para decantacao por 30 minutos
a temperatura ambiente. Com auxilio de uma pipeta o conteudo do fundo do tubo foi
transferido para um outro recipiente acertando o volume final em 10 mL. Esse recipiente foi
usado como reservatéorio dos ovos para os experimentos in vitro. A partir desse reservatorio
foi determinado o nimero de ovos contidos em 25 uL dessa solu¢ao usando a camara de Mac
Master extrapolando-se para o volume contido no tubo.

Para fornecer resultados com confiabilidade o procedimento para coleta de fezes e
separacao dos ovos foi realizado inumeras vezes, sempre para se obter ovos frescos

preservando a qualidade na eclosao.

3.4.2 Teste de eclodibilidade de ovos (EHT)

Para os testes in vitro foram utilizadas placas de cultura de células contendo 24 pogos,
onde em cada pogo foi adicionado um volume contendo 100 ovos.

Os EHT foram realizados de acordo com Coles et al. (1992), onde foram utilizadas seis
concentracdes de cada extrato e trés controles, cada qual com quatro repeticdes. Os extratos
foram solubilizados em DMSO de forma a proporcionar as concentragdes a serem avaliadas
(100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 mg/mL) adicionou-se a cada pog¢o volume igual ao da
suspensdo de ovos. Os controles utilizados foram: 4gua (controle negativo), DMSO solvente
no qual foram diluidos os extratos ¢ Albendazol 25 uLL/mL (controle positivo). Apods a adigdo
dos ovos e dos extratos a placa foi tampada e deixada a temperatura ambiente por 48h. O
resultado foi obtido pelo nimero de ovos ndo eclodidos que foram contados em microscopio
invertido e comparados ao numero de ovos colocados em cada pogo da placa, logo, expresso

em termos de % de inibi¢ao da eclodibilidade.

A % de inibicao da eclodibilidade foi calculada de acordo com a férmula:
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% de inibicao = 100

—_—X
(L1 + ovos)

3.4.3 Teste de desenvolvimento larval (LHT)

Os LHT foram realizados de acordo com Costa et al. (2008), onde 100 ovos em solugao
foram adicionados em cada um dos pocos utilizando a placa de 24 pogos e a cada um desses
pogos foram adicionados 20 pL. de meio nutritivo (1g de Yeast + 90 mL de solucdo salina 9%
+ 10 mL de meio Early). A placa foi mantida sob condi¢des de umidade a temperatura
ambiente por 48 h, periodo no qual os ovos eclodem e as larvas estdo na fase de
desenvolvimento chamada de L1. A seguir 200uL de cada concentracdo do extrato (100; 50;
25; 12,5; 6,25 e 3,125 mg/mL) foram adicionados a cada poco, a placa foi incubada por mais
cinco dias a temperatura ambiente. Foram feitas quatro repeti¢des para cada concentracao e
controles. Ao final do quinto dia foi possivel observar em microscopio invertido se os extratos
possuem agdo sobre o desenvolvimento das larvas. As L1 e L3 em cada pogo foram contadas
em microscopio invertido (UENO; GONCALVES, 1998).

O resultado foi expresso em termos de eficacia em bloquear a passagem de L1 para a

fase L3.

% IDL L1 100
= ——-X
0 L1+ L3

3.4.4 Teste de migracao larval (LMT)

Os LMT foram realizados através da metodologia adaptada de Herndndez-Villegas et al.
(2012). Foram utilizadas larvas infectantes (L3) provenientes da coprocultura realizada com
fezes de animais naturalmente infectados. Os ovos atingiram a fase L3 apos oito dias e foram
entdo recolhidas por sedimentacdo utilizando a técnica de Baermann. As larvas foram
armazenadas a 4 °C até a utilizacdo. Quinhentas L3 vivas foram adicionadas para tubos falcon
contendo, separadamente, o negativo controle (PBS, pH 7,2), o controle positivo (levamisol a
1%) e os extratos nas varias concentragdes (12,5; 6,25 e 3,125 mg/mL de PBS). Todas as
incubagdes foram realizadas durante trés horas a 28 °C. As larvas L3 de cada tubo foram
lavadas com PBS, centrifugadas (3500 rpm) trés vezes, a seguir cada tubo falcon foi adaptado

com peneiras com aberturas de 25um (as peneiras sao flexiveis e foram adaptadas a boca do
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tubo por meio de um elastico) e a seguir vertidos em placas de Petri contendo agua destilada.
Apos trés horas foi feita a contagem das larvas que migraram, num microscopio invertido,
através de aliquotas de 25 puL (cinco repetigdes). A quantidade de larvas obtidas apds a
contagem das aliquotas deve ser extrapolada ao conteudo total em mL medido na placa de

Petri ao final das trés horas. Para cada concentragdo foram realizadas quatro repetigoes.

A
% de migracao = "B x 100%

A- L3 que migraram no controle negativo

B-L3 que migraram com o extrato

3.4.5 Determinacao das espécies de helmintos presentes nas fezes utilizadas nos ensaios

Para a determinagdo das espécies de helmintos presentes nas fezes dos ovinos foi
realizada uma coprocultura utilizando ovos recentemente coletados e mantidos por sete dias
sob as mesmas condigdes descritas para o ensaio de desenvolvimento larval (item 3.4.3), mas
sem a adicdo do extrato. Os dados morfométricos e fotomicrografias dos helmintos foram
obtidos em sistema computadorizado para analise de imagens LAS V5 (Leica Application
Suite), adaptado aos microscopios DM 2.500-Leica com o sistema de contraste interferencial
de fase.

A comparagdo entre as medidas efetuadas e os dados da literatura permitiram classificar

as espécies de helmintos presentes nas fezes dos animais escolhidos como doadores.

4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospecgao dos fitoconstituintes (metabdlitos especiais) foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Harborne (1998) que se baseia na adicdo de reagentes especificos
para cada classe de fitoconstituintes. A presenca ou auséncia de uma determinada classe de
fitoconstituintes ¢ evidenciada pela alteragdo da cor ou formacdo de precipitados. Foram
utilizados testes para determinagdo de alcaloides, flavonoides, saponinas, antraquinonas e

taninos.
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4.1 ALCALOIDES

5 g de material vegetal pulverizado foram aquecidos até ebuli¢ao por 15 minutos com
HCI 10%. O extrato obtido foi filtrado e extraido com duas por¢des de 10 mL de cloroférmio.
Apos a filtracao, o solvente foi evaporado em banho-maria e o residuo dissolvido em HCI
10%. Em seguida foram realizados os testes com os reativos especificos para a determinagao
de alcaloides.

O resultado positivo para a presenga de alcaloides pode ser indicado pelo surgimento de
coloracdo amarelo tijolo apos a adicdo (3 gotas) de Reagentes de Bouchardat e Dragendorff
(individualmente) ao extrato vegetal.

O uso de Reagente de Mayer indica, ap6s a adi¢do de algumas gotas, a presenca de

alcaloides pelo desenvolvimento de um precipitado branco.

4.2 ANTRAQUINONAS

A um tubo de ensaio contendo material vegetal pulverizado (1 g) foram adicionados 8
mL de etanol a 25%. O tubo foi aquecido diretamente numa chama por um minuto. O extrato
obtido foi filtrado para outro tubo de ensaio contendo 4 mL de H2SO4 5% e aquecido
levemente, a seguir foram adicionados 5 mL de éter etilico para a extragdo. A fase organica
foi decantada para outro tubo de ensaio e a fase aquosa foi acrescida de 5 mL de NH4OH
diluido. O tubo foi agitado fortemente e em seguida, deixado em repouso. A reacdo positiva
para antraquinonas ¢ evidenciada pela coloracdo résea ou avermelhada (Reacdo de
Borntranger).

Outro teste envolve a reacdo do material vegetal pulverizado (0,5 g) contido em um
vidro de reldgio com algumas gotas de NaOH a 0,5 %. A observacdo do aparecimento de
coloracdo amarelada, indica a presenca de antraquinona na forma reduzida, ou de coloragao

avermelhada indica a presenca da antraquinona na forma oxidada.
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4.3 FLAVONOIDES

1 g de material vegetal em p6 foi aquecido, em banho-maria, com 10 mL de etanol 70%.
O extrato foi filtrado e submetido a identificagdo pelos testes abaixo:

Reacdo de Shinoda: 2 ml de extrato etanodico foram colocados em um tubo de ensaio ¢
foram adicionados fragmentos de Mg metélico. Em seguida, foi adicionado 1 mL de HCI
concentrado. A coloragdo rosea ou vermelha indica a presenga de flavonodides.

Reacdo com FeCls: dilui-se o extrato com agua na propor¢do 1:5 em seguida,
colocaram-se em dois tubos de ensaio 5 mL do extrato diluido. Adicionou-se pela parede do
tubo 1 gota de FeCls 2%. Esperou-se para observar o desenvolvimento de cor, que poderia

variar entre verde, amarelo-castanho e violeta, de acordo com o tipo de composto flavonidico.

4.4 SAPONINAS

Teste da espuma: 1 g de material vegetal foi aquecido até a ebulicio com 10 mL de
agua. Apos resfriamento, o extrato foi filtrado. O liquido resultante foi agitado vigorosamente
em um tudo de ensaio hermeticamente fechado durante 15 segundos. A formacdo de espuma

persistente por mais de 15 minutos indica a presenca de saponinas.

4.5 TANINOS

1 g de vegetal pulverizado foi aquecido, até a ebuligdo em tubo de ensaio com 10 mL de
agua. O extrato foi filtrado e, em seguida, foram realizadas reagdes de identificagdo. 10 mL de
solugdo de acetato de chumbo saturada foram adicionadas e deixadas em repouso por 5
minutos, posteriormente adicionou-se 0,5 mL de acido acético glacial. A reacdo de
identificacdo baseia-se na turvagdo do meio e precipitacdo de compostos resultantes.

Para identificagdo de taninos condensados e hidrolisaveis, realizou-se reagao com FeCl3

a2%. A cor azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis e a cor verde taninos condensados.
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5 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os cladddios foram secos em estufa de ar circulante a 50°C por aproximadamente 72
horas e a seguir triturados em moinho de facas. O p6 obtido foi submetido a extragao
exaustiva em etanol 70 % em agua (v/v), na propor¢ao de 15 g/100mL de solvente, por 7 dias
sob agitacdo. Para o fruto, a extracdo foi realizada com etanol 70 %, por centrifuga¢do durante
10 minutos a 3.000 rpm (como no item 3.2). Apés filtracao o liquido obtido para cada um dos
extratos foi rotaevaporado a pressao reduzida até a metade do volume (50 mL). Essa mistura
foi colocada em um funil de separag¢do ao qual foram adicionados sequencialmente solventes
de polaridade crescente (n-hexano, diclorometano e acetato de etila), conforme fluxograma da
FIGURA 9.

Ap6s adicao de hexano (50mL) a mistura foi agitada no funil de separacdo e a fase em
hexano foi separada e rotoevaporada para fornecer o extrato hexanico (este procedimento foi
repetido por 3 vezes). A fase restante do funil foi adicionado diclorometano (50 mL) e
novamente o procedimento ja descrito foi repetido para fornecer o extrato em diclorometano.
O procedimento foi repetido com acetato de etila para fornecer o extrato em acetato de etila.
O liquido restante no funil ¢ constituido por 4gua e parte do etanol que permaneceu solavel
em agua (extrato hidroalcoolico 3), sendo, portanto constituido por compostos muito polares

soluveis em agua.
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Figura 9- Fluxograma da extragdo do extrato hidroalcodlico bruto com solventes de
diferentes polaridades

mumdo COM N-HEXANO
FRACAO HEXANO EXTRATO,
HIDROALCOOLICO 1
: Mnncio COMDICLOROMETANO
FRACAO EXTRATO
DICLOROMETANO HIDROALCOOLICO 2

PARTICAO COMACETATODE ETILA

FRAGAO
ACETATODE ETILA EXTRATO AQUOSO
RESIDUAL

Fonte: Proprio autor.
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6 ANALISE CENTESIMAL E MINERAL DOS CLADODIOS E FRUTOS

Para determinar os teores de matéria seca (%), proteina bruta (%), extrato etéreo (%),
cinzas (%) e energia bruta (kcal’kg), amostras de bagago Umido foram enviadas ao
Laboratério de Bromatologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira, UNESP, Campus de Ilha Solteira. As andlises bromatologicas

foram realizadas de acordo com as metodologias descritas por Silva e Queiroz (2006).
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7 ANALISES ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios foram expressos como média das repeti¢cdes = desvio padrao.
Os dados foram analisados por ANOVA e comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05)
utilizando o programa SYSTAT. Os valores de Clso foram obtidos utilizando analise de

regressao nao-linear com o programa GraphPrism 5.0.



42

8 RESULTADO E DISCUSSAO

O estudo sobre o uso de plantas como alternativa a substitui¢ao de vermifugos quimicos
no controle de helmintos tem crescido muito nas ultimas décadas, como pode ser visto pelo
numero crescente de trabalhos publicados sobre o tema (MALI; MEHTA, 2008; KONE et al.,
2012; SOUZA et al., 2013). Entretanto, a maioria das plantas avaliadas ndo sdo plantas que
comumente seriam consumidas pelos animais o que ndo é o caso da O. ficus que ja é utilizada
na alimentagdo de ruminantes. Essa planta possui consideravel valor nutricional sendo muito
utilizada na alimentagcdo de ruminantes em varias regides do Nordeste principalmente em
épocas de pouca disponibilidade de alimento (VERAS et al., 2002). Na literatura existem
dados sobre a composicdo centesimal ¢ mineral da planta que apresenta alto conteudo de
minerais e valores de proteina bruta de até 6,5% dependendo das condi¢des de cultivo, sendo
a quantidade de proteina bruta inversamente proporcional a idade da planta (TOSTO et al.,
2007). Alguns trabalhos também apresentam a prospec¢dao fitoquimica da planta com
deteccao de taninos, flavonoides, saponinas e cumarinas (MARTINEZ et al., 2011; TOMAS
et al., 2012;). Entretanto, ndo existe na literatura estudos sobre avaliagdo anti-helmintica da O.
ficus que apresenta muitos dos fitoconstituintes aos quais sdo atribuidos, de acordo com a
literatura citada, inimeras propriedades bioldgicas inclusive atividade anti-helmintica como ¢
o caso dos taninos (COSTA et al., 2002; KAHIYA et al., 2003; NERY, 2009). Muitas dos
trabalhos descritos na literatura utilizam testes in vitro para uma avaliagdo preliminar da
atividade anti-helmintica de uma planta, estes testes apresentam uma série de vantagens, ja
que sdo mais baratos e mais rapidos, pois com base nos resultados destes testes se pode
sugerir a agdo anti-helmintica da planta. Entretanto, resultados positivos nos testes in vitro nao
sdo uma certeza de atividade anti-helmintica, mas sdo um bom indicativo para a realizacdo
dos testes in vivo (VASCONCELOS et al., 2005).

Os principais testes para a determinagdo in Vitro da atividade anti-helmintica sdo os
testes de eclodibilidade (EHT), desenvolvimento larval (LDT) e migracao larval (LMT) onde
a partir dos resultados ¢ possivel avaliar indices (porcentagens) de inibicdo da eclodibilidade
dos ovos, inibi¢do do desenvolvimento larval e inibi¢do da migragdo larval (a partir de ovos
dos parasitas presentes nas fezes) em comparacdo com os controles. Quanto maior a
porcentagem de inibicdo nesses ensaios maior ¢ a atividade apresentada pela planta

(POWERS et al., 1982).
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O EHT tem como objetivo avaliar a capacidade dos extratos em impedir a eclosdo dos
ovos. Nesse caso o que se obtém em avaliacdes que detectam compostos bioativos € a
interrupcao do processo de desenvolvimento blastular do embrido do nematoide ou mesmo de
vias enzimaticas ou de enzimas associadas a eclosdo. O LDT avalia se o extrato em analise
possui acdo sobre o desenvolvimento das larvas do estdgio L1 para o L3 que ¢ o estagio
infectante que ao ser consumido pelo animal ird se transformar na forma adulta do parasita
que se aloja no abomaso (NERY et al., 2009). No estagio L3 a larva tem que migrar tanto no
pasto quanto no sistema digestivo do ruminante ¢ o LMT avalia o efeito que o extrato tem
sobre a motilidade da larva ou seja sobre a capacidade de migragdo, geralmente os extratos
ativos causam paralisia que afeta a motilidade das larvas (FORTES et al., 2013).

A atividade anti-helmintica da O. ficus foi avaliada utilizando os testes in vitro descritos
acima com a finalidade de fornecer suporte para a realizacdo dos testes anti-helminticos in

vivo. Os resultados da avalig¢do in vitro sao apresentados na TABELA 1.

Tabela 1- Resultados dos EHT, LDT e LMT para os extratos brutos dos frutos (EF) e
cladodios (EC) da O. ficus.

EHT LDT LMT
Conc.* EC EF EC EF EC EF
(mg/mL)
100 93,0 +£2,2b 100+0a 100+0a 100+0a - o
50 90,5+ 1,5b 98,2 +0,5a 100+0a 100+0a - _
25 77,5+2,1¢c 58,5+2,6b 99,7+0,5 96,2+0,9b - _
12,5 58,7+2,3d 24,7+1,2¢ 98,7+1,9 86,7+2,2¢ 83,8 +1,1b 84,5t1,5¢
6,25 37,0£22e 14,0+0,8 d 73,7+1,7b 68,5+2,1d 82,2 +1,2b 83,8+1,1b,c
3,125 13,7+ 0,9f 13,0 +0,8d 51,2+0,96¢ 49,2+0,9¢ 80.1 £1,7e 83,1+0,6 c,d
(+) 100+ 0a 100+ 0a 100+0 a
() 6,0+ 1,4d 5,0=0,9¢ 3,8+1,7 ¢

Nota: *(+) controle positivo: EHT albendazol (25 pg/mL), LDT ivermectina (10 pg/mL) e LMI levamisol (5%)
; (-) controle negativo: agua
Fonte: Proprio autor.
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Os resultados do EHT mostram que o extrato dos frutos ndo apresentou diferenca em
relacdo ao controle positivo (albendazol, 25 pg/mL) nas concentragdes de 100 e 50 mg/ mL,
enquanto o mesmo resultado foi obtido para o extrato dos cladodios somente para a
concentragao de 100 mg/mL.

A primeira vista a comparagéo entre os dados de EHT para EC e EF obtidos apresentam
diferengas, entretanto, o valor de Clso calculado para os dois extratos foi de 9,9 mg/mL

(FIGURA 10).

Figura 10- Determinac¢do do Clso para o EC (A) e EF (B) a partir da % de inibicdo da
eclodibilidade em fungao do log da concentragao
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Fonte: Proprio autor.

Em relagdo ao LDT os dois extratos apresentaram bons resultados até a concentracdo de
6,25mg/ml com valores de Clso de 3,7 mg/mL e 3,4 mg/mL, respectivamente para EC e EF
(FIGURA 11).
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Figura 11- Determinac¢do do Clso para o EC (A) e EF (B) a partir da % de inibi¢do do
desenvolvimento larval em func¢io do log da concentragao.
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Fonte: Proprio autor.

O LMT foi realizado apenas nas trés menores concentracdes devido a maior
sensibilidade das L3. Os resultados deste teste indicam forte efeito de ambos os extratos sobre
a migra¢do larval das L3 com valores de inibicdo maiores do que 80% mesma na menor
concentragdo. (TABELA 1). Os valores de Clso para EC e EF (FIGURA 12) foram

respectivamente menores do que 3,125 mg/mL que foi a menor concentracdo avaliada.

Figura 12- Determinacao do Clso para o EC (A) e EF (B) a partir da % de inibigdo da
migracdo larval em fun¢do do log da concentracao.
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Fonte: Proprio autor.

Em todo os testes foi observado comportamento dose dependente para ambos os
extratos, entretanto para o LMT esse efeito foi menos pronunciado ndo apresentando
diferenca significativa entre os resultados de inibi¢do obtidos em fun¢ao da concentragao.

Os testes foram realizados inicialmente com os extratos brutos EC e EF, portanto, seria

dificil atribuir a atividade apresentada pelos extratos a alguma classe especifica de
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fitoconstituintes. Desta forma, os extratos foram particionados com solventes de diferentes
polaridades na tentativa de isolar, ainda que parcialmente, algumas classes de fitoconstituintes
e avaliar novamente essas fragoes nos ensaios de EHT e LDT.

Os EC e EF brutos foram particionados com solventes de polaridade crescentes
fornecendo as fragdes do EC em: hexano (0,27g), diclorometano (0,30g), acetato de etila
(0,63g), e agua (0,24g), e do EF em: hexano (0,35g), diclorometano (0,40g), acetato de etila
(0,80g) e agua (0,33g). Essas fragdes foram submetidas aos EHT e LDT sendo os resultados
dessa avaliagdo apresentados nas TABELAS 2 e 3 respectivamente.

As fragdes em hexano (EH) e diclorometano (ED), a partir dos cladédios (TABELA 2),
apresentaram baixos valores de inibicdo tanto da eclodibilidade quanto do desenvolvimento
larval mesmo na maior concentracdo avaliada (25 mg/mL). O hexano ¢ um solvente apolar
que em contato com os fitoconstituintes presentes no extrato bruto dos cladodios (EC) arrasta
somente os apolares ou de muito baixa polaridade como alguns 6leos essenciais, compostos
terpénicos e cumarinas simples. Na fragdo em diclorometano podem estar presentes
fitoconstituintes com polaridades superiores aos encontrados na fragdo hexanica como alguns
tipos de triterpenos, alcaloides e esteroides. Entretanto, pelos resultados obtidos nos ensaios ¢
possivel concluir que os fitoconstituintes presentes nessas fragdes ndo contribuem de forma

significativa para a atividade apresentada pelo extrato bruto.

Tabela 2- Resultado dos EHT e LDT com os extratos particionados dos cladddios: fragdo em
hexano (EH), fracdo em diclorometano (ED), fracdo em acetato de etila (EA) e fragdo aquosa
(EHA).

EHT LDT
Conc*. EH ED EA EHA EH e ED EA e EHA
(mg/mL)
25 14,2£1,7b | 32,7£1,7b | 100+0a 100+ Oa 0+0d 100+ Oa
12,5 6,7+0,9¢c 24,5+2,6c | 51,5+1,3b | 100+ 0a 0+0d 100 + 0a
6,25 0+0d 10,7+0,9d | 15,0+0,8c | 30,7+0,9b 0+0d 100+ Oa
3,125 0+0d 6,2+0,5¢ 7,0+0,8d 16,5+0,6¢ 0+0d 100 + Oa
1,562 0+0d 3,50+0,6e | 6,0+0,8d 5,5£1,3d 0+0d 100 + Oa
+) 100+ 0a 100£0a
) 52+1,5d 6,1+1,3d

Nota: * (+) controle positivo: EHT albendazol (25 pg/mL) e LDT ivermectina (10 pg/mL); (-) controle

negativo: agua

Fonte: Proprio autor.
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As fragdes em acetato de etila (EA) e agua (hidroalcodlico 3-EHA) forneceram
melhores resultados com Clso de 11,9 mg/mL e 7,12 mg/mL, respectivamente, para o EHT

(FIGURA 13).

Figura 13- Determinacdo do Clso para o EH, EA, ED e EHA dos cladddios a partir da % de
inibicao da eclodibilidade em fun¢ao do log da concentragao.

o 100+ )
8 e EH Clg 71,5 mg/mL
S 80 Ao EA Clgy 11,9 mg/mL
¢ v ED Cls,50,7 mg/mL
T 60 ¢ EHA Clgy 7,12 mg/mL
:-§ 40"
=
© 20 >
o
i /

0 T 1

0.0 0.5 1.0 1.5

Log da concentragao (mg/mL)

Fonte: Proprio autor.

Na fracdo EA podem estar presentes compostos mais polares como alcaloides mais
complexos e compostos fendlicos e na fragdo EHA compostos soliveis em agua como taninos
e flavonoides. Essas duas fragdes apresentaram 100% de eficiéncia em bloquear o
desenvolvimento das larvas do estagio L1 para o L3 mesmo na menor concentragdo avaliada
sendo assim o Clso para essas duas fragdes no ensaio de LDT € menor do que 1,52 mg/mL que

foi a menor concentragao avaliada (FIGURA 14).

Figura 14- Determinacdo do Clso para o EH, EA, ED e EHA dos cladddios a partir da % de
inibicao do desenvolvimento larval em funcao do log da concentragao
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Fonte: Proprio autor.
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O extrato em hexano (EH) obtido a partir do extrato bruto dos frutos apresentou fraca
atividade sobre a inibi¢cdo da eclos@o dos ovos assim como a fragdo em diclorometano (ED)
(TABELA 3). As fragoes EA e EHA dos frutos foram as mais eficazes no EHT com Clso de
8,9 e 1,5 mg/mL, respectivamente (FIGURA 15).

Figura 15- Determinacdo do CI50 para o EH, EA, ED e EHA dos frutos a partir da % de
inibi¢do do desenvolvimento larval em fun¢do do log da concentragao
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Fonte: Proprio autor.

Para o LDT todas as fragdes mostraram bons resultados, com Clso menores que 2
mg/mL (FIGURA 16), sendo as fragdes em hexano e 4gua as que apresentaram maiores
valores de inibicao do desenvolvimento larval (TABELA 3). A atividade significativa da
fracdo em hexano pode estar relacionada a uma maior quantidade de saponinas e alcaloides
presentes no fruto, bem como as diferencas estruturais na base desses compostos que podem

afetar diretamente a atividade, além da presenca de pigmentos ausentes nos cladodios.



Figura 16- Determinagdo do CI50 para o EH, EA, ED e EHA dos frutos a partir da % de

inibi¢cdo do desenvolvimento larval em func¢do do log da concentragao.
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EH Clgg < 1, 562mg/mL
EA  Clgp 1,7 mg/mL
ED Clsg 1,2 mg/mL
EHA Clsg < 1,562 mg/mL

Tabela 3- EHT e LDT com os extratos particionados dos frutos: fracdo em hexano (EH),

fragdo em diclorometano (ED), fracdo em acetato de etila (EA) e fracdo aquosa (EHA).

EHT LDT
Conc.* | EH ED EA EHA EH ED EA EHA
mg/Ml1
25 47,0+2.2b | 32,242,1b | 98,7+1,5a 100+0a 100+ 0 a 85,0+0,8b | 85,7+1,7b 100+0a
12,5 26,5+1,0c | 22,5+£2,1c¢ 58,5£1,9b | 90,0+0,8b 100+0 a 74,5+1,7¢ 83,2+0,9b 100+0a
6,25 28,2+2,3¢c | 15,0+ 0,8d | 32,7£1,9¢c | 84,2+0,9¢c 100+ 0 a 68,5+1,3d | 77,1£lc 100+0a
3,125 0 +0d 4,7+0,9¢ 19,2+0,9d | 69,0+0,8d | 100+ 0 a 63,2+0,9¢ | 67,0£2,1d | 100+0a
1,562 0+0d 3,5+ 0,6e 4,7 £1,7e 51,243,5¢ 86,0x1,4b | 53,2+2,7f | 44,2+1,7¢ 100+0a
) 100£0a 100+ 0 a
Q) 7,1£1,0d 4,0+1,3d

Nota: * (+) controle positivo: EHT albendazol (25 ug/mL) e LDT ivermectina (10 pg/mL); (-) controle negativo:

agua

Fonte: Proprio autor.

A partir dos resultados obtidos nos EHT com as fracdes EH, EA, ED e EHA dos

cladodios e frutos foi possivel verificar que as mais ativas, portanto, as que mais contribuem

para a atividade apresentada pelos extratos brutos (TABELA 1) foram as fragcdes em acetato

de etila (EA) e em agua (EHA) tanto para cladddios quanto para frutos. Para os LDT essas
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mesmas fragcdes sdo as que mais contribuem para a acdo observada para o extrato bruto dos
cladddios. Entretanto, para os frutos todas as fragdes mostraram-se ativas indicando um efeito
somatorio entre todos os fitoconstituintes presentes no fruto. A coloragdo dos extratos
particionados dos frutos mostrou que os pigmentos do extrato bruto foram divididos entre as
varias fragdes obtidas com maior intensidade no extrato hexanico. A atividade larvicida do
extrato hexanico do fruto foi muito superior a do extrato hexanico dos cladodios indicando
que esses pigmentos podem ser responsaveis pelo resultado observado por essa fragdo no
fruto.

Desta forma, com a finalidade de se pesquisar quais fitoconstituintes (qualitativamente)
estdo presentes nos cladodios e frutos, foram realizados os ensaios de prospecgao fitoquimica.

Os fitoconstituintes sdo produzidos pelas plantas num mecanismo relacionado a defesa
da planta tanto a agressdes externas quanto a condi¢des ambientais (ALVES, 2013). A
produgdo dos metabolitos secundarios esta relacionada a atuagdo desses fatores sobre a planta,
portanto, como as propriedades bioldgicas das plantas estdo relacionadas a presencga desses
compostos, plantas da mesma espécie, mas cultivadas sob diferentes condi¢des podem
apresentar diferentes propriedades biologicas (KEUTGEN; PAWELZIK, 2007). A variagao
na producdo dos metabdlitos secundarios também tem relacdo com a idade da planta e estagio
de desenvolvimento (floragdo e frutificacido) (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Portanto,
existe a necessidade da realizacdo de estudos fitoquimicos como forma de comparagdo de
estudos realizados com a mesma planta, mas em locais e condi¢des diferentes das utilizadas
na literatura.

A prospecgdo fitoquimica realizada com os cladodios e os frutos da O. ficus teve como
objetivo a determinagdo da (s) classe (s) de fitoconstituintes responsavel pelo efeito anti-
helmintico dos extratos brutos além de fazer a comparagdo com resultados descritos na
literatura.

A TABELA 4 apresenta os resultados da prospeccao fitoquimica dos cladédios e dos
frutos. Os testes mostraram que cladddios e frutos apresentam as mesmas classes de
fitoconstituintes diferindo apenas nas quantidades observadas.

Os cladodios apresentaram maior quantidade de alcaloides, enquanto os frutos uma
quantidade maior de saponinas. Os frutos apresentam, além dos fitoconstituintes determinados
nos ensaios, pigmentos responsaveis pela sua coloracao violeta, as betalainas. A presenga das
betalainas nos frutos também pode estar exercendo efeito somatdrio com outros

fitoconstituintes, pois muitas das propriedades bioldgicas atribuidas aos frutos da O. ficus
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estdo associadas a presenca das betalainas (GONCALVES et al., 2015). As betalainas sao
pigmentos naturais que apresentam atividade antioxidante, antiviral e antimicrobiana, mas nao

existem dados na literatura sobre avaliagdes anti-helminticas desses compostos (VOLP et al.,

2009).

Tabela 4- Resultado da prospeccao fitoquimica dos cladodios e da polpa dos frutos da O.
ficus.

Metabolito Material vegetal
Reativo/ Teste-Figura
secundario Cladodios Frutos
Mayer - -
Alcaloides Bouchardat +++ ++
Dragendorf + + +
] Borntringer - -
Antraquinonas : : :
Hidroéxido de soédio - -
Magnésio + HCI
. e e
Flavonoides (Reacao de Shinoda)
Cloreto Férrico +++ +++
Saponinas Teste da espuma ++ +++
Cloreto férrico +++ +++
Taninos
Acetato de chumbo +++ +++

Nota: (-) Nao detectado, (+) concentragdo Baixa, (++) presente em concentragdo moderada, (+++) presente em
alta concentragao.
Fonte: Proprio autor.

Os resultados da prospecgdo fitoquimica da O. ficus estdo de acordo com os
encontrados por Ginestra et al. (2009) e Stintzing (2005). Entretanto, variagdes nas
quantidades e natureza quimica dos fitoconstituintes podem ocorrer devido as diferentes
condi¢des ambientais em que a planta foi submetida bem como a idade da mesma.

As fracdes mais ativas nos ensaios foram as que continham taninos (fragdo em acetato de
etila e agua), portanto boa parte do efeito sobre os ovos e larvas mostrado pela O. ficus pode
estar relacionada a presenca dessa classe de fitoconstituinte. A atividade anti-helmintica de
muitas plantas relatadas na literatura geralmente € atribuida a presenca de tanino (VILLALBA
et al., 2010; KATIKI et al., 2013; WILLIAMS et al., 2014) que sd3o os compostos

polifenodlicos muito encontrados em plantas que crescem em locais de escassez de agua, solos
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pobres e altas temperaturas. Esses compostos possuem consideravel estabilidade no trato
digestorio dos ruminantes, sendo toxicos somente se ingeridos em doses elevadas
(OLIVEIRA, 2011). A toxicidade dos taninos advém da sua capacidade de complexar com
proteinas e ions metalicos (OKUDA; ITO, 2011; MONTEIRO et al., 2005). Classicamente,
segundo a estrutura quimica, os taninos sdo classificados em dois grupos: hidrolisaveis e

condensados (FIGURA 17).

Figura 17- Estrutura geral de taninos hidrolisaveis (1) e condensados (2)
R
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Fonte: Proprio autor.

Apesar de bem descrita na literatura as propriedades anti-helminticas dos taninos a presenca
de outros fitoconstituintes na planta podem contribuir para a agdo destes atuando em sinergismo
como no caso de saponinas que podem alterar a permeabilidade de membranas celulares de
micro-organismos (SCHENKEL et al., 2001; EFFERTH; KOCH, 2011).

Apesar da agdo dos extratos da O. indica sobre ovos e larvas de nematoides de ovinos
naturalmente infectados existe a necessidade de se determinar sobre quais espécies de
nematoides essa acdo ocorre. Apesar da infestacdo por H. contortus ser a mais comum
também podem existir outros tipos de nematoides que afetam ovinos, portanto, foi realizado o
diagnostico morfoldgico dos nematoides de acordo com a metodologia descrita por Santiago
(1968) através da medida da extremidade caudal e cranial das L3. As L3 foram medidas em
relagdo ao comprimento total e comprimento da bainha e os dados obtidos foram entdo
comparados com dados estabelecidos para varias espécies de nematoides descritos na

literatura (Santiago, 1968). Essa comparacdo de valores mostrou que 98% das larvas
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(FIGURA 18; FIGURA 19) presentes na avaliacdo eram de H. contortus. Apos essa andlise ¢

possivel concluir que os extratos possuem acao sobre ovos e larvas de H. contortus.

Figura 18- Larva infectante de H. contortus

Fonte: Proprio autor.
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Figura 19- Larvas infectantes de H. contortus

Fonte: Proprio autor.

A atividade anti-helmintica esta ligada ndo somente a presenca de taninos (fragdo
aquosa mais ativa), mas muito provavelmente a somatoria de efeitos de fitoconstituintes como
saponinas, flavonoides, taninos e pigmentos (nos frutos) presentes nas fracdes que
apresentaram maior eficécia.

Além da determinagdo qualitativa dos fitoconstituintes da O. ficus a composi¢do
centesimal e mineral da planta também foi realizada com a finalidade de comparar dados da
literatura para plantas cultivadas em outras condigdes ambientais e de diferentes idades com a
planta utilizada neste estudo.

A O. ficus ¢ uma planta que possui amplo uso na alimentagdo animal principalmente em
regides aridas como o nordeste brasileiro, pois além do valor nutricional seus cladddios
armazenam cerca de 90% do seu peso em agua. O teor de proteina e fibra varia de planta para
planta dependendo das condi¢des de cultivo e da idade. A planta que foi utilizada neste

trabalho tem idade aproximada de 5 anos e foi cultivada na cidade de Ilha Solteira, em clima
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tropical. Os resultados da andlise centesimal e de minerais dessa planta s3o apresentados na
TABELA 5.

Tabela 5- Composi¢do bromatologica dos cladodios ¢ frutos da O. ficus — matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fibra bruta (FB)

Composicao Cladodios (%) Frutos (%)
MS 14,61 12,03
Umidade 85,39 87,97
MM 19,46 15,33
EE 1,51 3,87
PB 2,92 5,77
FB 9,45 15,71

Fonte: Préprio autor.

Os resultados obtidos nestas andlises estdo dentro da faixa de valores encontrados na
literatura para proteina bruta, fibra bruta e matéria seca dos cladodios (STINTZING, 2005;
TOSTO et al., 2007; ARAUJO et al., 2008; GALVAO JUNIOR et al., 2014). Para os frutos a
composi¢do bromatoldgica foi semelhante aos valores encontrados por Kossori et al. (1998),
mas diferentes dos encontrados por Chiteva; Wairagu (2013), sendo que essas diferengas
podem ser atribuidas principalmente ao estado de maturacdo do fruto (CHITEVA;
WAIRAGU, 2013).

A similaridade da constituicdo da planta utilizada em nosso estudo com dados
publicados na literatura, ainda que para plantas mais jovens, sugere que mesmo sob condi¢des
diferentes de cultivo essa planta ndo sofre alteragdes significativas nos seus niveis nutricionais
bem como na sua constitui¢do em fitoconstituintes (GINESTRA et al., 2009; STINTZING,
2005).

Os resultados indicam que a O. ficus pode ser ndo s6 uma fonte nutricional para

ruminantes, mas também ser usada para fins terap€uticos devido as propriedades biologicas
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descritas na literatura (atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante) além do seu

possivel efeito anti-helmintico comprovado até o0 momento em testes in Vitro.
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9 CONCLUSOES

A O. ficus apresenta atividade ovicida e larvicida in vitro sobre ovos e larvas de
Haemoncus contortus comprovada através de ensaios de eclodibilidade dos ovos,
desenvolvimento larval e migracdo larval. Estes resultados fornecem suporte para a realizagao

dos testes in vivo utilizando a planta como suplemento as ragoes de ovinos.
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