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RESUMO

O parasitismo por Haemonchus contortus constitui-se num dos fatores limitantes para a
producdo de caprinos e ovinos em todo o0 mundo, principalmente nas regides tropicais, onde 0s
prejuizos econdmicos sdo mais acentuados. Os estudos de plantas medicinais estdo sendo
realizados para encontrar um fitoterapico efetivo no controle das populagdes deste nematdide e
assim minimizar os prejuizos na saude e producdo de seus hospedeiros. Desta forma, avaliou-
se a atividade anti-helmintica in vitro do 6leo fixo da semente de Carapa guianensis (andiroba)
e Copaifera officinalis (copaiba) e do 0leo essencial de Psidium guajava (goiaba), sobre ovos
e larvas de H. contortus de caprinos. Foram utilizados testes in vitro do 6leo das trés plantas,
avaliando-se a inibicdo da eclodibilidade dos ovos e do desembainhamento larvar. Para a
primeira avaliacdo, uma aliquota de suspensdo de ovos de H. contortus foi incubada com os
oleos e mantida em estufa BOD a 27 ° C. por 48 horas. O dleo de C. guianensis foi o que
apresentou melhor resultado, com maior média de inibicdo de eclodibilidade larvar (54,60%)
obtida na maior concentragdo (20 mg mL™?), que inclusive diferiu das demais concentragdes
(p<0,05). Nesta concentracdo, os 6leos da C. officinalis e da P. guajava apresentaram um
percentual de apenas 6,69 e 10,33% dos ovos. Para a C. guianensis, a CE50 encontrada foi de
17,92 (16,92 - 18,93) mg mL1. Na segunda avaliacéo, aliquotas de larvas de terceiro estagio
foram incubadas com o 6leo das plantas e solucdo de hipoclorito em placas estéreis,
observando-se os indices de desembainhamento em intervalos de 20 minutos, finalizando com
60 minutos. Durante as quatro observacgdes (0, 20, 40 e 60 minutos) os percentuais de larvas de
H. contortus sem bainhas encontrados nas placas tratadas com os 6leos, independente da
concentracdo (0,6 mg mL* e 1,2 mg mL™?), ndo diferiram daqueles percentuais nos respectivos
grupos controles (p>0,05), cujos percentuais obtidos no final do experimento (60 minutos)
foram 98,09 (C. guianensis e C. guianensis) e 93,86 (P. guajava). Adicionalmente, o 6leo de
C. guianensis foi submetido a analise por cromatografia gasosa, para caracterizar 0s acidos
graxos presentes na composicao, sendo isolados os acidos palmitoléico, araquidico e behénico
gue nao estdo descritos na literatura. In vitro, o 6leo fixo de C. guianensis e C.officinalis e 0
6leo essencial de P. guajava ndo apresentaram indices de inibicdo da eclodibilidade de ovos e
do desembainhamento larvar de H. contortus de caprinos.

Palavras-chave: Fitoterapia. Oleo fixo. Anti-helmintico. Caprinos



ABSTRACT

The parasitism by Haemonchus contortus constitutes a limiting factor for the production of
goats and sheep in the world, especially in tropical regions, where economic losses are more
pronounced. The studies of medicinal plants are being conducted to find an effective herbal
medicine in controlling populations of this nematode and so minimize the losses in health and
production of their hosts. Thus, we evaluated the anthelmintic activity in vitro of fixed oil of
Carapa guianensis seed (andiroba) and Copaifera officinalis (copaiba) and the essential oil of
Psidium guajava (goiaba), on eggs and larvae of H. contortus goats. The three plants Oil In
vitro tests were used, evaluating the inhibition hatchability of eggs and larval unsheathing. For
the first assessment, H. contortus egg suspension rate was incubated with oils and maintained
in an environmental chamber at 27 ° C. for 48 hours. C. guianensis oil showed the best result,
with higher mean inhibition of larval hatchability (54,60 %) obtained in the highest
concentration (20 mg mL -1 ), which also differ from the other concentrations (p<0,05). At this
concentration, the oils of C. officinalis and P. guajava showed a percentage of only 6,69 and
10,33 % of the eggs. To C. guianensis, EC50 was found to be 17,92 (16,92 - 18,93) mg mL-1 .
In the second evaluation of third stage larvae were incubated with aliquots of oil plants and
hypochlorite solution into sterile plates observing the unsheathing indices at 20 minute intervals
ending with 60 minutes. During the four points (0, 20, 40 and 60 minutes) the percentage of H.
contortus larvae without sheaths found in the plates treated with oils, independent of
concentration (0,6 mg mL ! and 1,2 mg mL-?) did not differ from those percentages in the
respective control groups (p> 0,05), the percentage obtained at the end of the experiment (60
minutes) was 98,09 (C. guianensis and C. guianensis) and 93,86 (P. guajava). Additionally, C.
guianensis oil was subjected to gas chromatographic analysis to characterize the fatty acids
present in the composition, and the isolated palmitoleic acid, arachidic and behenic that are not
described in the literature. In vitro, fixed oil of C. guianensis and C.officinalis and the essential
oil of P. guajava indices showed no inhibition of hatchability of eggs and larvae of H. contortus
unsheathing goats.

Keywords: Phytoterapic. Fixed oil. Anthelmintic. Goats
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1 INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura desempenha papel importante no perfil socioecondémico da
populacdo em areas tropicais incluindo o nordeste brasileiro, visando a producéo sustentada de
carne, de leite e seus derivados. A producdo de caprinos e ovinos vem aumentando
gradativamente, porém esses animais sao explorados de forma extensiva e sem 0 manejo
adequado. Dentre os problemas associados a aspectos sanitarios, estdo as endoparasitoses
gastrintestinais que se constituem no principal entrave para a producdo de caprinos e ovinos,
em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais, onde 0s prejuizos econdmicos sao mais
acentuados (VIEIRA et al, 1997). Dentre essas parasitoses, ocasionadas por nematoides
gastrintestinais, 0 Haemonchus contortus além se ser o mais virulento, é considerado o maior
responsavel pelo répido desenvolvimento da resisténcia em pequenos ruminantes
(SANGSTER, 2001).

A utilizacdo de anti-helminticos como método de controle e redugdo das perdas de
produgdo € amplamente difundido. Entretanto o uso inadequado e continuo destes farmacos
favorece o desenvolvimento de populagdes resistentes, sendo um dos principais problemas
enfrentados no controle parasitario (MELO et al., 2003).

De acordo com Vieira (2008), uma das alternativas para minimizar o problema de
resisténcia é a utilizacdo do método estratégico de controle. No Nordeste brasileiro a estratégia
mais utilizada, consiste em realizar a medicacdo nos animais quando as condi¢des climaticas
sédo desfavoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos nematoides no ambiente, e se
aplicada com base em conhecimentos sobre as condi¢des que interferem no desenvolvimento
dos nematoides, pode diminuir a frequéncia da utilizacdo desses produtos quimicos.
Medicagdes adicionais s&o recomendadas em determinadas circunstancias devendo ser efetuada
com produtos que atuem sobre adultos e larvas, porém, quando utilizados a longo prazo,
favorece a sobrevivéncia de parasitos resistentes. Esta forma indevida de aplicacdo do
medicamento, também aumenta os custos de producdo e agrega residuos nos produtos e
subprodutos que fazem parte da cadeia produtiva dos animais (VIEIRA et al., 1997; TORRES-
ACOSTA).

Na busca de controlar os parasitos associados a verminose gastrintestinal de
ruminantes e minimizar alguns desses problemas, a utilizac&o de plantas medicinais surge como
uma alternativa viavel, oferecendo como vantagem a facilidade de acesso e compatibilidade

cultural (COSTA et al., 2008). Esses vegetais sao uma fonte botanica rica em substancias com
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efeito anti-helmintico, antibacteriano e inseticida, sendo amplamente reconhecidas como
método no tratamento de enfermidades (AKHTAR et al.,, 2000). Apesar desta vasta
aplicabilidade, os estudos visando determinar seus constituintes quimicos e compostos ativos
gue confirmem a sua eficAcia como medicamento semelhante ao dos anti-helminticos
comerciais, ainda sdo escassos (EGUALE et al., 2007).

Ressalta-se que o correto aproveitamento das plantas medicinais e seus derivados
como forma alternativa devem passar por uma validacdo de pesquisa cientifica, envolvendo
varios testes que visam confirmar a eficacia e determinar a seguranga de sua utilizacdo em
organismos vivos (RATES, 2001).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Haemonchus contortus (RUDOLPHI, 1803)

Este nematdide apresenta a seguinte posic¢ao taxondmica:

Reino Animalia; Filo Nemathelminthes; Classe Secernentea; Ordem Strongylida;
Subordem Trichostrongylina; Superfamilia Trichostrongyloidea; Familia Haemonchidae;
Subfamilia Haemonchinae; Género Haemonchus; Espécie H. contortus (URQUHART et al.
2001; KASSAL, 2002).

O género Haemonchus originou-se aparentemente da Africa, com uma
diversificacdo inicial em antilopes e subsequente colonizagcdo em outros ruminantes selvagens
e, naturalmente desenvolveram colonizac¢des independentes em ruminantes domeésticos. Sua
expansdo para outros continentes ocorreu em funcdo das migracdes realizadas pelo homem
(LICHTENFELS et al., 1994; ACHI et al., 2003; HOBER et al., 2004).

Estd entre os grupos de parasitos que mais infectam pequenos ruminantes,
evoluindo de forma direta e em geral ndo-migratorio, apresentando como forma infectante a
larva de terceiro estagio (L3). E um parasito gastrintestinal presente no abomaso, hematéfago,
e apontado como o maior causador de problemas a saude dos ruminantes (URQUHART et al.,
1996), tornando se uma espécie dominante em termos de intensidade de infecgdo (ACHI et al.,
2003), uma vez que 0s animais parasitados se mostram altamente susceptiveis, estabelecendo
infeccOes com elevadas cargas parasitarias e consequentemente eliminacéo de milhares de ovos
para 0 meio ambiente (JACQUIET et al., 1998).

Apresenta formato cilindrico, com uma aparéncia avermelhada devido ao seu habito
alimentar hematofago (Figura 1). A fémea é mais longa (18 a 30 mm) do que o macho (10 a 20
mm). Sua aparéncia bicolor é conferida pelo branco de seus ovarios, que contornam o intestino

avermelhado em funcédo de seu comportamento alimentar. (JACQUIET et al., 1998).
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Figura 1. Adultos de Haemonchus contortus no abomaso de ovino da cidade Shooshtar, Iran.
Fonte:http://onpasture.com/2013/05/07/are-parasites-a-limiting-factor-in-yourflock/#sthash.
HnDt1QCD.dpu.

Na regido anterior, machos e fémeas de H. contortus apresentam um par de papilas
cervicais e uma estrutura perfurante na cavidade oral, denominada de lanceta (Figura 2) que
tem a funcdo de perfurar a mucosa do abomaso, para a sucgdo de fluidos tissulares.
(SANGSTER, 1995).

Copyright 2007 Su
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Figura 2. Extremidade anterior de Haemonchus contortus, mostrando a
lanceta dorsal. Fonte: sciencewatch.com/dr/erf/2008/.../08aprerfKapl.
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H. contortus € um parasito que apresenta ciclo bioldgico do tipo monoxeno que na
fase adulta aloja-se no abomaso de pequenos ruminantes e apresentam periodo pré-patente da
infeccdo de aproximadamente 28 dias. A fémea realiza postura média de 5.000 ovos por dia
(LE JAMBRE, 1995).

Os ovos de nematdides apresentam basicamente trés camadas: a interna é uma fina
membrana; a mediana que € uma espessa camada de quitina e uma camada externa de proteina
(MANSFIELD et al., 1992). A camada interna é responsavel pela relativa impermeabilidade
da parede dos ovos para compostos polares. A camada média ndo esta presente em uma ou
ambas as extremidades dos ovos em muitas espécies, dando origem a um opérculo. A ultima
camada é secretada pela parede do utero da fémea (LEE, 1965; GAUGLER et al., 2004;
TAYLOR et al., 2010).

No desenvolvimento embrionario, a prote6lise € um processo metabolico
essencialmente necessario para o processamento de proteinas. As proteases de cisteina que
estdo presentes na fase embrionaria e larval de parasitos sugerem que estas moléculas podem
funcionar em aspectos relacionados ndo s6 ao desenvolvimento de parasitismo e nutricional,
mas também para o desenvolvimento embrionario e larvar (HASHMI et al., 2002).

Durante a evolucdo ocorrem alteragdes na membrana do ovo a fim de permitir a
liberacdo da larva. Em geral, o processo de eclosdo é iniciado por um sinal apropriado, o qual
pode ser fornecido pelo hospedeiro ou pelo ambiente. Em Nematoda, a ecloséo € iniciada por
estimulos ambientais que levam a liberacdo, pelo embrido, das denominadas enzimas da
eclosdo. A inibicdo de algumas destas enzimas causa reducéo na taxa de eclosao ou em inibicao
total do processo (SOMMERVILLE et al., 1987).

Inibidores de protease em plantas muitas vezes se acumulam em tecidos de
armazenamento, tais como sementes e tubérculos, uma caracteristica comum de todos estes
inibidores € que sdo pequenos e exibem uma estabilidade global que ajuda a minimizar a perda
de entropia quando o inibidor se liga a enzima (BATEMAN et al., 2011). Portanto, a inibicéo
da protease pode ser outra estratégia para controlar os parasitos.

A muda é um processo em que a larva perde a sua cuticula e torna-se um novo
estagio larval (Figura 3). A cuticula em si € uma estrutura complexa: apresenta trés camadas
principais, com coldgeno em cada um e uma epicuticula. A fase L3 (larva de terceiro estagio)
ndo muda, mas sua cuticula continua a crescer conforme o parasita cresce. Em H. contortus, 0s
estagios L1 e L2 alimentam-se das bactérias presentes nas fezes do hospedeiro. A cuticula da

larva L3 é um remanescente da cuticula do L2. A larva L3 é totalmente envolta na bainha da
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L2, com os orificios de poro excretor, oral e anal sendo completamente fechados, impedindo a
alimentacdo (SOMMERVILLE e ROGERS, 1987).

O estimulo para o inicio do desembainhamento da L3, que determina a fase inicial
da infeccdo parasitaria, é o contato das larvas com uma solucdo de pH mais alto ou mais baixo.
Dentre diversos fatores, o microclima do ramen (pH e temperatura) e as concentracfes de
dioxido de carbono diluido ativam as células neurosecretoras das L3, desencadeando a
liberacdo de enzimas e o inicio do processo de desembainhamento (SOMMERVILLE e
ROGERS, 1987).

Para H. contortus nenhuma enzima do hospedeiro é necessaria para 0
desembainhamento. Tudo é dependente de enzimas do parasito. Segundo Sommerville e
Rogers (1957), a maioria das larvas perde a bainha apds 60 minutos. A persisténcia da larva no
rimen ndo aumenta sua sobrevida, podendo ser um fator que diminui as chances de
estabelecimento da infeccdo (ROGERS et al., 1962; LEE,1965; ANDERSON, 1992;
RUPPERT e BARNES, 1996).

Epicuticula

Interna
Cortex

Figura 3. Detalhe depende das espécies, mas o processo de muda ocorre basicamente nesta sequéncia. (A).
Cuticula intacta. (B) Secrecdo de nova epicuticula e digestdo da camada basal. (C) Secrecdo de nova camada
externa e cortex interno, parcial digestdo. Fonte: Ruppert e Barnes (1996).

A L3 é revestida por duas cuticulas: a primeira que foi sintetizada antes da segunda
muda e que permanece aderida ao corpo da larva e a segunda que € retida envolvendo-a (Figura
4). Entre as duas cuticulas ha um espaco que € preenchido por um liquido, rico em
glicoproteinas, ao qual é atribuida funcdo lubrificante, impedindo assim a abrasao entre as
cuticulas (BIRD, 1990).

Essa dupla cuticula confere a L3 protecdo e resisténcia as condi¢cdes ambientais,

sendo que em temperaturas elevadas ha um aumento das taxas metabdlicas, ocorrendo um
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grande gasto de reservas energéticas, diminuindo a expectativa de vida das L3 no pasto, que
para O’Conor et al. (2006) sera de apenas nove dias em temperatura de 28° C para a espécie H.

contortus.

Figura 4. Larva de terceiro estagio (Aumento 400x), destacando as células intestinais e
cuticula que permanece retida ap6s a segunda muda. Fonte: Carvalho (2012).

Os hospedeiros sé@o infectados pela ingestdo das L3 durante o pastejo, as quais
perdem a bainha protetora durante a passagem pelo rimen, evento que pode ser iniciado pelo
parasito atraves da secrecdo de um fluido do desembainhamento e por componentes de sistema
do tampéo bicarbonato ruminal (GAMBLE et al., 1989). A L3 de H. contortus entdo penetra na
parede do abomaso e dentro de 1 a 4 dias muda para a préxima fase larval (L4).

Alguns estudos in vitro, como o teste de desembainhamento larvar artificial com
plantas taniniferas, confirmaram que extratos ou 6leos de plantas reduzem o estabelecimento
larvar ao afetar a eliminacdo natural da bainha, ou a associa¢do dessas larvas com a mucosa.
Acredita se que o0 estabelecimento larvar, pode ser prejudicado por uma falha no
desembainhamento causada pela presenca de taninos no trato digestério do hospedeiro
(BRUNET; HOSTE, 2006).

A larva de quarto estagio (L4) permanece na mucosa por cerca de 7 a 11 dias e
retorna ao limen do 6rgdo para evoluir para estagio adulto imaturo, a larva de quinto estagio
(L5), até a completa a maturacao sexual (RAHMAN e COLLINS, 1990). O periodo preé-patente
é cerca de trés semanas em ovinos quando as condigdes internas e externas sao favoraveis. Caso
contrério, a L4 pode entrar numa fase temporaria de inibicdo evolutiva ou hipobiose
(REINECKE et al., 1989; URQUHART et al., 1996; MILLER et al., 1998; WALLER et al.,
2004).
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2.2 Anti-Helminticos e Resisténcia Parasitaria

A dificuldade de realizar um controle efetivo de nematdides gastrintestinais e a alta
prevaléncia desses parasitos demonstra importancia devido aos prejuizos causados a producdo
animal. O uso intensivo de anti-helminticos nas Gltimas décadas, pertencentes a classe dos
benzimidazdis, das tetrahidropirimidinas (levamisole) e das lactonas macrociclicas demonstrou
efeitos na selecdo e propagacdo de parasitos resistentes (MOLENTO; PRICHARD, 2001).

A classe dos benzimidazois é composta por anti-helminticos de amplo espectro que
causam alteragBes ultraestruturais em células intestinais de nematdides por afetar a estrutura
do citoesqueleto. O citoesqueleto é composto por microtubulos, que sdo polimeros da proteina
tubulinas, alfa e beta tubulina. Microtubulos existem em um estado dindmico estavel, com um
equilibrio entre a montagem e desmontagem das subunidades de tubulina solGvel.
Benzimidazois ligam irreversivelmente a tubulina beta, que faz com que mude seu estado,
destruindo os microtibulos (LACEY, 1988). Esta destruicdo, eventualmente, leva a morte dos
ovos, ja que os microtibulos desempenham um papel crucial em processos celulares
(KOHLER, 2011).

Em nivel celular, benzimidazois inibem o transporte de vesiculas secretoras
intestinal pela despolimerizacdo de microtubulos. Benzimidazois exibem uma toxicidade
altamente seletiva para helmintos, apesar do alvo da tubulina beta, que é uma proteina que
também pode ser encontrada em hospedeiros mamiferos. Acredita-se que esta toxicidade
seletiva é devido a ligagdo muito mais forte e irreversivel entre a droga e a tubulina beta dos
helmintos, em comparacdo com a tubulina beta de mamiferos (LACEY, 1988).

Os tetrahidropirimidinas/imidotiazéis, que inclui o levamisol, agem sobre o
sistema nervoso do parasito. As células musculares de superficie dos nematoides possuem
receptores nicotinicos de acetilcolina, e estes podem ser abertos por anti-helminticos
nicotinicos como tetrahidropirimidinas/imidotiazois. A ligacdo das drogas aos receptores
produz despolarizacdo, causando a paralisia espastica muscular do nematoide, o que facilita a
eliminagdo do parasito (MARTIN, 1996). Seu indice terapéutico é relativamente baixo e atua
somente contra nematoides, sendo que o levamisol tem boa atividade contra adultos e estadios
larvares em desenvolvimento, mas ndo contra larvas em hipobiose, contrastando com o0s
benzimidazois, ndo sdo ovicidas. (BOGAN; ARMOUR, 1987).

As lactonas macrociclicas sdo farmacos classificados como endectocidas e incluem
a avermectina e o milbemicina. A ivermectina é talvez a mais conhecida desta classe de

farmacos, ja que é usada para tratar a oncocercose em humanos. Possuem alta afinidade a canais
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de cloro com glutamato que ocorrem nas células nervosas e musculares dos invertebrados, mas
ausente nos vertebrados, causando um aumento na permeabilidade da membrana celular para
ions cloreto com a hiperpolarizacdo da célula nervosa ou muscular. A hiperpolarizacdo resulta
em paralisia e morte do parasito, tanto de forma direta ou pela incapacidade de alimentagdo em
funcdo da paralisia da faringe que é responsavel pelo bombeamento do alimento, ocasionando
a morte por desnutricdo (VASSILATIS et al., 1997; MARTIN, 1997; MARTIN et al., 1997;
PAIEMENT et al.,1999). Sdo ativos contra adultos, estadios imaturos e larvas hipobidticas
(BOGAN; ARMOUR, 1987).

Nos ultimos anos, o problema da resisténcia ao anti-helmintico atingiu novos
patamares, onde ja ndo pode ser ignorada como uma questdo importante no controle de
parasitos do gado. Em muitas partes do mundo, maltiplos parasitos sdo altamente prevalentes
e ja ndo é raro encontrar criacGes de ovelha ou cabra onde a resisténcia parasitaria existe para
todos os medicamentos anti-helminticos disponiveis (HOWELL et al., 2008; CEZAR et al,
2010; da CRUZ et al, 2010).

O primeiro relato sobre resisténcia a anti-helminticos no Brasil foi descrito por Dos
Santos e Goncalves (1967). No sul do Brasil, foi detectada resisténcia no Parand (CUNHA,;
FILHO, 1999), e no Rio Grande do Sul (ECHEVARRIA; TRINDADE, 1989). No Sudeste, em
Sdo Paulo (FARIAS et al., 1997). No Nordeste, foi detectada resisténcia primeiramente em
caprinos no Ceara (VIEIRA et al., 1989). No Ceara, em caprinos e ovinos (BEVILAQUA;
MELO, 1999; MELO, 2001). Ainda no Ceara, foi observada a presenca de H. contortus
resistente em ovinos provenientes do sul do Brasil (VIEIRA et al., 1992).

Os mecanismos de resisténcia podem ser especificos ou inespecificos. Os
mecanismos especificos estdo associados a acdo da droga anti-helmintica, enquanto os
inespecificos referem-se as alteracBes no receptor ou na modulagédo da concentracdo do farmaco
(WOLSTENHOLME et al., 2004).

A resisténcia anti-helmintica é definida como a capacidade de uma populacéo de
parasitas em sobreviver a doses de um agente seletivo que nesse caso sdo os anti-helminticos
que poderiam ser letais para populagdes susceptiveis (VIEIRA, 2008). A grande frequéncia de
tratamentos seleciona organismos para resisténcia diminuindo a vida util do farmaco. Os
nematddeos que sobreviverem a esse tratamento apresentam caracteristicas bioldgicas, ou
efeitos de mutacdes que os tornam resistentes aos efeitos toxicos das drogas (PRICHARD,
1990). Existem varios fatores genéticos que podem levar a resisténcia como: diversidade
genética da populacdo, adaptabilidade dos organismos resistentes, recombinacdo génica
(SANGSTER, 2001; COLES, 2005).



21

A resisténcia apresenta trés componentes: estabelecimento, desenvolvimento e
dispersdo. O estabelecimento da resisténcia € amplamente influenciado pelo tamanho e
diversidade da populacdo e a taxa de mutacdo do gene envolvido (SUTHERST; COMINS,
1979). Uma consequéncia inevitavel do uso de anti-helminticos é o desenvolvimento de
resisténcia (WALLER, 1993), pois considera-se uma consequéncia evolucionaria devido ao
uso do agente seletivo e a intensidade da selecdo determina a rapidez com que se desenvolve e
guanto mais elevados sdo estes fatores, maior serd a probabilidade da existéncia do alelo para
a resisténcia (GEARY et al., 1999).

Resisténcia anti-helmintica é extremamente grave nos nematdides de ovinos e
caprinos, ja que se relatou resisténcia para todas as trés classes principais de anti-helminticos.
As populacdes de nematdides parasitos tendem a ser grandes e geneticamente heterogéneas, e
esta diversidade é um fator essencial para o parasito evitar a susceptibilidade as drogas. Na
verdade, a resisténcia a compostos anti-helminticos novos geralmente é descoberta em um
tempo ndo muito distante em relacdo ao seu langamento no mercado, conforme ilustrado na
Figura 5 (SAMARASINGHE, 2010).

INTRODUZIDA 1961 1970 1981 1991
Benzimidazois Imidothiazoles Lactonas Lactonas
Macrociclicas  Macrociclicas
(Thiabendazole) (Levamozole) (lvermectina) (Moxidectina)
(Conway, 1964) (van Wyk e Malan, 1988}
(Sangster et al., 1979) (Leathwick, 1995)
RESISTENCIA
1964
REPORTADA 1979 1988 1995

Figura 5. Desenvolvimento de resisténcia a anti-helminticos em ovinos. O ano para resisténcia
relatado indica a publicacdo da primeira resisténcia documentada. Em muitos casos existem
relatos de suspeita de resisténcia que antecedem estas datas. Fonte: Samarasinghe (2010).

2.3 Plantas Medicinais com atividade Anti-helmintica

Desde a Antiguidade h4 relatos da utilizacdo de plantas com finalidade medicinal.

Durante o periodo da revolucdo Industrial e com avancgo da quimica na producdo de farmacos
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sintéticos, a partir de entdo, houve uma diminui¢do no estudo e utilizacdo de plantas como
medicamento natural. Devido a resisténcia, alto custo, ineficacia de medicamentos, houve uma
revalorizacdo da medicina alternativa para a cura de doencas (MAKKAR et al., 2007).

A planta para ser considerada medicinal tem que conter um ou mais principios
ativos que conferem atividade terapéutica (MARTINS, 1995). No Brasil o uso popular dessas
plantas com fins terapéuticos no tratamento de doencas e rituais religiosos, provém de diferentes
origens e culturas tradicionais, principalmente de indios brasileiros e seitas afro-brasileiras, e
da cultura e tradicio africana e europeia (BERG, 1993; CARRARA, 1995; SIMOES et al.,
1998).

A biodiversidade de flora brasileira é bastante diversificada e suas espécies
constituem uma de suas maiores riquezas servindo como fonte para obtencdo de novas
substancias e compostos quimicos para obtencdo de metabdlitos secundarios com finalidade
terapéutica (OMENA et al., 2007; DANTAS et al., 2010).

Uma variedade de plantas tem sido utilizada tradicionalmente para tratar doencas
parasitarias que acometem os animais de producdo. Embora a maioria das evidéncias da
propriedade terapéutica seja baseada em relatos populares, muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos no sentido de investigar e comprovar a atividade anti-helmintica de plantas
(ATHANASIADOU et al., 2004).

Os compostos ativos presentes em plantas podem ser de dois tipos, os metabolitos
primérios e secundarios. Os primarios sdo substancias amplamente distribuidas na natureza,
encontrados facilmente em sementes e 6rgdos de armazenamento e Sd0 necessarios para o
desenvolvimento fisioldgico, pois participam do metabolismo celular basico. Os secundarios
sdo compostos derivados dos metabdlitos priméarios. Frequentemente representam adaptacoes
quimicas a pressdo ambiental ou defensores quimicos contra microrganismos, insetos e
predadores superiores (CHAGAS, 2004).

Os metabdlitos secundarios sdo 0s que apresentam compostos mais ativos em
relacdo ao parasitismo gastrintestinal (ATHANASIADOU et al., 2008). Porém sdo moléculas
instaveis cuja atividade depende da estrutura, além das propriedades quimicas e fisicas. As
variacdes ambientais e sazonais também podem alterar a sintese destes compostos e afetar suas
propriedades (ATHANASIADOU et al.,, 2007). As principais classes de metabdlitos
secundarios sdo: flavondides, alcaldides, cumarinas, agliconas, antraquindnicas, triterpenos
e/ou esterdides, saponinas, polifendis e taninos (BAGHESTANI, 1999).

Alguns metabolitos secundarios, como 0s compostos polifendlicos, possuem

caracteristicas potencialmente benéficas na prevencéo de doencas e protecdo da estabilidade do
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genoma, agindo como antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana (SINGH et al., 2003).

Os flavonoides sdo compostos polifenolicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como aminoacidos
alifaticos, terpendides, &cidos graxos dentre outros (MANN, 1987). Eles participam de
importantes funcdes no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque
de patogenos (DIXON; HARRISON, 1990).

Outro metabdlito secundario importante sdo os alcaldides, substancias basicas de
ocorréncia natural em plantas, derivadas de aminoacidos, que possua no minimo um &tomo de
nitrogénio em uma estrutura heterociclica. Varios alcaldides sdo toxicos aos insetos e atuam
como repelentes para herbivoros (FUMAGALLI et al., 2008).

Os triterpenos que apresentam uma grande diversidade quanto ao esqueleto e
funcionalizacdo que é predominantemente oxigenada. Consistem grandemente de compostos
cuja estrutura é policiclica podendo ser tetraciclicos ou pentaciclicos que contém no maximo
um ou duas ligacdes duplas respectivamente (OLEA; ROQUE, 1990). Atribui-se a este
composto cerca de 90% dos efeitos letais causados nos insetos, e algumas substancias da classe,
como azadiractina, mostrou-se eficaz na inibicdo da eclodibilidade de ovos de H. contortus
(PESSOA et al., 2001).

Entretanto, o grupo mais abrangente é o dos polifendis, que compreendem o maior
grupo dentre os compostos bioativos nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo
com a estrutura quimica de cada substancia. Os compostos polifenol6licos mais encontrados
em plantas sdo os taninos, que apresentam efeitos antiparasitarios, sendo que a sua auséncia na
forma hidrolisavel nas leguminosas forrageiras, despertou a atencao para o papel antiparasitario
dos taninos condensados (HOSTE et al., 2006).

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes em folhas de arvores e arbustos lenhosos
de regides tropicais. Sdo polimeros constituidos por um carboidrato central, como a D-glucose,
com 0s grupos hidroxila esterificados pelo acido galico ou elagico (MIN et al., 2003). Os
taninos hidrolisaveis em ruminantes podem ser degradados pelos microorganismos ruminais e
originar compostos potencialmente toxicos. Provavelmente, a toxicidade é causada pela
absorcdo dos produtos da degradacéo e alta concentracéo de fendis no sangue, que é maior do
que a capacidade de detoxificagdo do figado (MAKKAR et al., 2007).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo mais comumente encontrados em
leguminosas forrageiras, arvores e arbustos (MIN et al., 2003). Sdo polimeros formados por

unidades de flavan-3-ol (catequina) ou flavan-3,4-diol (epicatequina) unidas por ligacGes
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carbono-carbono, ndo suscetiveis a degradacdo enzimatica anaerdbica. Sdo relativamente
estaveis no trato digestorio dos ruminantes e raramente toxicos. Procianidinas e prodelfinidinas
sdo as duas principais classes desses taninos (WAGHORN, 2008).

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de verificar, quantificar e validar
o efeito dos taninos sobre o parasitismo animal. A atividade anti-helmintica in vitro é avaliada
sobre ovos, larvas (L1 e L3) e adultos, demonstrando efeitos como inibicdo de ecloséo,
desenvolvimento, motilidade e desembainhamento larvar e mortalidade de adultos (HOSTE et
al., 2006).

Dentre os trabalhos realizados utilizando plantas ricas em taninos, no controle de
varios estagios de nematoides de ovinos e caprinos, alguns experimentos in vitro, podem ser
mencionados, como Athanasiadou et al. (2001), ao utilizar a planta Schinopsis spp. em teste de
migracdo larvar; Monteiro (2010), em teste de desembainhamento larvar, ao utilizar o extrato
de Jatropha curcas; Alonso-Diaz et al. (2008), utilizando a planta Leucaena leucocephala nos
testes de migracao larvar e desembainhamento larvar; Molan et al. (2002), testando Hedysarum
coronarium, em eclodibilidade de ovos e desenvolvimento larvar.

Quanto aos mecanismos de acdo dos taninos condensados em nematdides, foram
desenvolvidas duas teorias baseadas na sua capacidade de complexacdo de proteinas. A
primeira € de que exista um efeito direto em larvas e adultos, através da ligacdo direta com a
cuticula do parasito que é rica em prolina e hidroxiprolina e alteram suas propriedades fisicas e
quimicas (ATHANASIADOU et al., 2000; HOSTE et al., 2006).

A segunda sugere que a atividade anti-helmintica dos taninos condensados esta
relacionada ao efeito indireto, aumentando a resposta imune de pequenos ruminantes contra
parasitos, pois estes compostos formam complexos com as proteinas, impedindo sua
degradacéo durante o trénsito ruminal, e consequentemente maior disponibilidade no intestino
delgado e no plasma sanguineo na presenca de surfactantes enddgenos intestinais, favorecendo
a condicdo organica dos animais tratados, inclusive aumentando a resiliéncia daqueles
infectados por nematOides gastrintestinais (ATHANASIADOU et al., 2000;
ATHANASIADOU et al., 2001; WAGHORN & McNABB, 2003; HOSTE et al., 2006).

As pesquisas visando alternativas de controle de nematoides sdo bastante
intensificadas devido a problemas associados a resisténcia aos produtos sintéticos comerciais
utilizados na producéo animal. A validacdo de plantas usadas em praticas etnoveterinarias,
quando comprovadas eficientes, pode auxiliar em problemas encontrados atualmente na

medicina veterinaria convencional (ELOFF et al., 2010).
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Alguns estudos sobre a validacdo de plantas medicinais utilizadas no controle de
helmintos ja vém sendo realizados. No Brasil, Oliveira et al. (1997) observaram a reducdo da
carga parasitaria por nematoides gastrintestinais em caprinos que receberam, diariamente,
folhas de bananeiras por um periodo de 25 dias, quando comparados com o grupo controle. A
eficacia da folha de bananeira foi de 57,1% para H. contortus e 70,4% para Oesophagostomum
sp.

A planta Croton zehntneri demonstrou atividade ovicida in vitro satisfatéria sobre
H. contortus na concentracdo 0,25 pug.mL* (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007).

Michellin et al. (2005) avaliaram o extrato de Artemisia absinthium, conhecida
popularmente como losna, onde a mesma, apresentou indice superior a 50% de eficacia anti-
helmintica em camundongos. O Syzygium cuminii L (Jambol&do) e a Punica granatum L (roma)
nesse estudo, tambem revelaram bons indices de eliminacéo parasitaria.

Monteiro et al. (2011) coletaram 55 plantas, distribuidas em 48 géneros e 34
familias, que foram indicadas pelos moradores da ilha de Marajé no Para para 21 diferentes
usos medicinais em animais domésticos. Dentre essas a Jatropha curcas L. foi uma das plantas
com maior valor de uso, e foi selecionada para valida¢do da sua ac¢do anti-helmintica. O extrato
etandlico obtido de sementes de J. curcas demonstrou efeito ovicida inibindo em 99,8% a
eclosdo de larvas na concentragdo de 50 mg mL.

Em (2005), Almeida avaliou a eficacia das plantas, Momordica charantia (melao
de sdo Caetano), Operculina hamiltonii (batata de purga) e Curcubita pepo L (jerimum).
Sementes de jerimum e dos extratos alcodlicos do meldo de sdo Caetano e da batata de purga;
e do dleo essencial da Calotropis procera (flor de seda) sobre infec¢bes helminticas naturais de
caprinos, os resultados encontrados indicaram que as plantas e os extratos estudados, podem
ser utilizadas como alternativa no controle de helmintoses gastrintestinais de caprinos,
promovendo assim, um controle ecologicamente viavel.

Em um estudo sobre a avaliacdo da atividade anti-helmintica dos 6leos essenciais
de Eucalyptus citriodora (OEEC), Eucalyptus staigeriana (OEES) e Eucalyptus globulus
(OEEG) sobre nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes, demonstrou que as
concentracdes efetivas sobre ovos e larvas foram 10,6 e 2,65 mgmL™*; 5,4e 2,7 mgmL* e 43,5
e 21,75 mg mL, para OEEC, OEES e OEEG, respectivamente (MACEDO, 2009).
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2.3.1 Oleos Fixos e Essenciais

Oleos fixos sdo produtos obtidos de espécies vegetais, constituidos principalmente
de glicerideos de &cidos graxos, podem conter quantidades de fosfolipidios, acidos graxos
livres, sdo susceptiveis a decomposicédo e volatilizacdo durante as etapas de processamento
(CMOLIK et al., 1995). Ja os Gleos essenciais sdo produtos volateis de origem vegetais obtidos
por processo fisico, destilagcdo por arraste a vapor de agua, destilagdo a presséo reduzida ou
outro método adequado (ANVISA, 1999).

Os constituintes dos 6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oxidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentrag¢6es, normalmente, um deles é o composto majoritario,
existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades. Sdo extremamente
concentrados (1 gota de 6leo essencial equivale a cerca de 20 xicaras de chd) e guardam as
substancias que d&o a planta as principais propriedades terapéuticas, ou seja, as propriedades
capazes de curar doencas (SIMOES; SPITZER, 2004). A Tabela 1 mostra as principais

diferencas entre os 0leos fixos e essenciais.

Tabela 1. Diferencas entre 6leos Fixos e Essenciais segundo a Anvisa (1999)

OLEO FIXO OLEO ESSENCIAL

Contém lipideos (gorduras/acidos | Ndo contem lipideos.
graxos).
Obtidos a partir de prensagem a frio | Extraidos por destilacdo a vapor, compressdo dos
de sementes de plantas oleaginosas. | frutos, ou extracdo com uso de solventes.

Ricos em vitaminas, acidos graxos | Apresentam como compostos desde terpenos,
proteinas e sais minerais. aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, dxidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, cada qual com sua
caracteristica aromatica e acao bioquimica.

Podem ser utilizados puros. Devem ser diluidos em outros veiculos, pois sdo
muito concentrados.

Né&o séo soltveis em alcool. Séao soltveis em alcool.

Podem ser ingeridos, com algumas | Ndo devem ser ingeridos, sdo recomendados para
excecoes. uso externo.

A hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo por solvente, enfleuragem, gases

supercriticos e micro-ondas, sdo alguns métodos utilizados para extragdo do 6leo essencial.
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Sendo que, o de maior aplicacdo € o de hidrodestilacdo que se divide em duas técnicas — arraste
a vapor (CRAVEIRO et al., 1981) e coobacdo (SANTOS et al., 1998).

Para a hidrodestilacdo o material fica em contato direto com a agua, e quando esta
entra em ebulicdo, arrasta 0s compostos volateis, forma uma mistura heterogénea, com duas
fases, devido a diferenca de polaridade e densidade entre a 4gua e o 6leo, e depois ocorre a

coobacdo (recirculacdo de aguas condensadas) (SILVA et al. 2010).

2.3.2 Copaifera officinalis (Jacquin, 1760) Linnaeus, 1762

Copaifera officinalis é uma arvore comum da América Latina e Africa Ocidental
(FRANCISCO, 2005), sendo encontradas, no Brasil, nas regides Sudeste, Centro-Oeste e
Amazonica. Descrita por Nikolaus Joseph von Jacquin e publicada por Cad von Linnaeus. A
planta pode atingir uma altura entre 25 e 40 metros (ARAUJO JUNIOR et al., 2005), possui
casca aromatica, folnagem densa, flores pequenas e frutos secos, do tipo vagem. As sementes
sdo pretas e ovaides com um arilo amarelo rico em lipideos (LORENZI, 1992).

Possuem caracteristicas de arbustos ou &rvores; com tronco cilindrico, anéis
circulares ao longo do tronco. Canais secretores intercelulares, axiais, dispostos em faixas de
parénquima axial marginal, concéntricas, no tronco. Folhas alternas, paripinadas; foliolos,
opostos, alternos ou subopostos, inteiros. Flores com pétalas ausentes, sésseis ou subsésseis,
alvas, célice tetramero formando tubo curto, com pequeno disco; sépalas variando em largura:
androceu com 10 estames livres, intercalados na margem do disco, filetes; anteras oblongas.
Gineceu com ovario comprimido lateralmente, 6vulos alongados, superpostos; estilete
filiforme; estigma terminal. Frutos, legumes estipitados; semente, péndula, oblongo-globosa,
coberta por arilo branco ou amarelo, endosperma ausente (MARTINS-DA-SILVA etal., 2008).

Quanto ao 6leo de Copaiba, 0 mesmo provém de canais esquizolizigeos, que sdo
secretores, localizados em todas as partes da arvore (Figura 6). Os mesmos sdo formados pela
dilatacdo de espacos intercelulares. O lenho é a parte da planta que mais apresenta essa
caracteristica saliente, onde os canais longitudinais, distribuidos em faixas concéntricas, nas
camadas de crescimento demarcadas pelo parénquima terminal que se reunem com tragados
irregulares em camadas lenhosas muitas vezes sem se comunicarem (ALENCAR, 1982). A
secrecdo ocorre de forma natural e esponténea, e funciona como mecanismo de defesa contra
insetos, fungos e bactérias.

E uma substancia natural composta de uma parte sdlida resinosa ndo volatil,
formada por acidos diterpénicos (VEIGA JUNIOR et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). De
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acordo com alguns estudos estes diterpenos podem ser acidos hardwickico, colavenol, acido
copaifero, &cido copaiferdlico, acido calavénico, acido patagonico, acido copalico (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). A concentracdo de diterpenos pode variar de acordo com extracao,
periodo do ano, espécie, fatores abidticos e bioldgicos (CASCON; GILBERT, 2000).

Alguns compostos encontrados em 6leos de copaiba apresentam aromas marcantes,
sendo utilizados pela industria de perfumes, entre os sesquiterpenos que foram encontrados o
a-copaeno, B-cariofileno, B-bisaboleno, a e B-selineno, a-humuleno e o & e y-cadineno foram
descritos em grande parte dos 6leos estudados (HARBORNE; BAXTER, 1983).

No trabalho de Djerassi e Nakano (1961) os principais diterpenos observados foram
da classe dos labdano, caurano e clerodano, sendo que a C. officinalis apresenta mais
constituintes da classe dos clerodano. O acido copélico é o mais encontrado em todos os 6leos
de copaiba ja estudados, o acido hardwiickico, em 42% dos 6leos, e o0 acido caurendico
encontrado em cerca de 30 %. A principal fungdo atribuida a esses compostos esta relacionada
a acdo antimicrobiana (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

O ¢6leo tem sido utilizado extensivamente, com diversas fun¢des. Em alguns lugares
do norte do Brasil, caboclos fazem uso do mesmo, como combustivel na iluminacéo publica
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Na medicina popular, vem sendo utilizado ha varios anos, e tem sua finalidade
terapéutica comprovada em diversas doengas, mais estudos sobre seus constituintes vém sendo
elaborados visando novas comprovacdes. Entre as atividades fitoterapicas comprovadas, estao
a agdo anti-inflamatdria, antibacteriana, anti-fingica, devido a a¢do do B-cariofileno, B -
bisaboleno, cicatrizante, anti-tumoral, antisséptico, germicida, analgéesico (VEIGA JUNIOR &
PINTO, 2002), acdo contra sifilis (PACHECO et al., 2006), leishmaniose, como antitetanico,
antiblenorragico, antileucorréico e cercaricida (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2006).
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Figura 6. Extracdo do Oleo de
copaiba. O Oleo escoa pelo
orificio 2, quando ambos estéo
desobstruidos. Ao selar a abertura
do orificio 1, cessa-se o0
escoamento do Oleo. Fonte:
Veiga Junior et al. (2002).

2.3.3 Carapa guianensis Aublet, 1775

A Carapa guianensis, pertece a familia Meliaceae e foi descrita pela primeira vez
pelo boténico francés Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet em 1775, na Guiana francesa.
Esta espécie é também conhecida popularmente com carapinha, landirova, angirova e andirova.
Ocorre no norte da América do Sul, Antilhas, América Central, Africa Tropical
(CAVALCANTE, 1991). No Brasil ocorre em toda Bacia Amazonica, nas varzeas, nas areas
alagaveis e areas de terra firme (FERRAZ et al, 2002). Sendo encontrada com maior frequéncia
nos Estados do Amapa, Para, Acre, Amazonas e Maranhdo (CAVALCANTE, 1991).

A arvore é de grande porte, podendo atingir 30 metros de altura, possui nela uma
casca cinzenta que se desprende facilmente em grandes placas, a copa é bastante ramosa e de
tamanho médio. As folhas sdo compostas, grandes e escuras, de crescimento apical, sem
estipulas. Ja as flores sdo de coloracdo branca, levemente perfumada, pequena, surgem no
periodo chuvoso, em inflorescéncias paniculadas terminais ou nas axilas superiores,
hermafroditas. Sépalas e pétalas livres. Fruto drupa, baga ou capsular loculicida ou baciforme,
que aparecem no periodo de marco a abril, que quando maduros caem no solo e liberam as
sementes. Sementes com arilo ou aladas, presas a columela. Estdo presentes em um ourico
ovoide, cada fruto pode conter de 1 a 16 sementes (Figura 7) (JOLY, 1987; CAVALCANTE,
1991; BARROSO, 1991; LORENZI, 1992; MUELLNER et al., 2003).
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As sementes apresentam cor marrom, ha uma grande variacdo de forma e tamanho;
foram encontradas sementes pesando entre 1 e 70g e medindo entre 1 e 6¢cm de comprimento
(FERRAZ, 2002). Estas sementes liberam um 6leo amargo, espesso de coloragéo amarela, sabor
amargo e em temperaturas inferiores a 25°C, solidifica-se. Uma andirobeira pode produzir de
180 a 200 Kg de sementes/ano que contem aproximadamente 60% do 6leo em massa (SILVA,
2012). O 6leo é muito utilizado para iluminacdo, na industria farmacéutica e cosmética, na
producéo de sab&o.

Segundo Farias (2012) os principais acidos graxos encontrados no 6leo da andiroba
é o0 acido miristico, palmitico, esteérico, oléico, linoléico e linolénico. Além de uma fracdo
insaponificavel (2 a 5%) constituida principalmente, de substancias amargas, chamadas
meliacinas ou limondides, que provavelmente sdo responsaveis pela atividade bioldgica do 6leo
(AMBROZIM et al., 2006).

Em estudos anteriores ja foram isolados deste oleo sete limonodides:
hidroxiazadiradiona, 6a-acetoxi-gedunina, 7-deacetoxi-7-oxogedunia, deacetilgedunina,
andirobina, gedunina, metil-angolesato (AMBROZIN et al., 2006). Os limonoides encontrados
sdo tetranortriterpendides altamente oxigenados com polaridade moderada, insolGvel em agua,

todavia soltvel em hidrocarbonetos, alcool e acetona (MOHAMAD et al., 2009).

Figura 8. Ourico ovoide com sementes marrons, variando em forma e
tamanho. Fonte: www.idam.am.gov.br
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O 6leo é muito utilizado na medicina popular da regido norte do Brasil como
febrifugo, antirreumatico, antinflamatorio, antibacteriano e repelente de insetos (NEVES et al.,
2004). Em estudos cientificos, o 6leo de andiroba apresentou atividade inseticida frente ao
Aedes aegypti, com propriedades repelentes, atividade antimalarica em testes com Plasmodium
falciparum, atividade vermicida, atividade antialérgica, analgésica e anti-inflamatoria (SILVA
et al., 2012). Acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CHAGAS et al., 20012).
Atividade anti-helmintica no cultivo de larvas de Haemonchus sp., Oesophagostomum sp. e
Trichostrongylus sp. de caprinos e ovinos, apresentando redugdo no nimero de larvas totais em
todos os tratamentos utilizados (FARIAS et al., 2010). Porém mostrando se inviavel na inibicdo
da eclodibilidade de ovos e na migracdo larvar sobre nematddeos de bovinos (KLOSTER,
2010).

Também ndo hé relatos de toxicidade do 6leo da semente de Andiroba, os efeitos
do 6leo foram investigados sobre variaveis reprodutivas e no desenvolvimento da prole de ratas
Wistar. Quatro grupos de fémeas foram tratados com concentrac@es de 0,375, 0,75 e 1,5 g/kg
ou agua durante a gestacdo. Demonstrando que o 6leo néo interfere na fertilidade de ratas Wistar
e nem no desenvolvimento da prole (COSTA-SILVA, et al, 2006).

2.3.4 Psidium guajava Linnaeus, 1753

P. guajava é uma planta rustica, que atinge porte arbustivo ou arbéreo com menos
de 10m, € considerada nativa da Ameérica tropical, em especial do Brasil e das Antilhas (SILVA,
2010). O tronco é tortuoso, liso e descamante e as folhas se apresentam simples e de textura
coriacea, de 8-12 cm de comprimento por 3-6¢m de largura (LORENZI, 1992).

O fruto da goiabeira é uma baga, carnosa, casca verde, amarelada ou roxa, possui
superficie lisa ou irregular, de cerca de oito centimetros de didmetro. Diferentes variedades
apresentam algumas de polpa rosada, outras brancas ou douradas (GIACOMINO, 2012).

As folhas da goiabeira (Figura 8) possuem um 6leo volatil rico em sesquiterpeno,
entre eles o bisaboleno, o dietoximetano e dietoxetano, podem ser mencionados como 0s
principais responsaveis pelo aroma dos frutos. Os sesquiterpenos séo hidratos de carbono da
férmula quimica C15H24, formados por trés unidades isopreno, C5H8, podendo ser ciclicos ou
ramificados. Estes compostos encontram-se em muitas plantas e insetos como agentes de defesa
ou feromonio (OLIVEIRA et al., 2012).
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Figura 9. Disposicéo das folhas, foliolos, brotos e frutos da goiabeira.
Fonte: www.uol.com

Infusdes ou decoctos preparados com folhas frescas ou desidratadas sao indicados
para diarréia, disenteria e cdlica abdominal. O efeito espasmolitico e antidiarréico esta
relacionado com o conteido dos flavondides, em particular de derivados da quercetina, que
atuam como antagonistas do célcio nas fibras musculares lisas (MORALES; LOZOYA, 1994).

Contém substancias capazes de exercer efeito antimicrobiano contra
Staphylococcus, Shigella, Salmonella, Bacillus, Escherichia coli, Clostridium, e Pseudomonas,
diferentes géneros de fungos, leveduras (candida), amebas e Plasmodium (TAYLOR, 1984).
Almeida et al. (2006), concluiu que o uso indiscrimanado de chas oriundos de folhas verdes,
sdo potencialmente toxicos e podem causar prejuizos a criancgas, gestantes, lactantes, diabéticos,
cardiacos e individuos que apresentem debilidade metabdlica.

Craveiro et al. (1981) caracterizaram e identificaram 21 compostos quimicos
presentes no 6leo essencial da goiaba, dentre estes o a-terpineol, a-humuleno, B-cariofileno e B-
guaieno, entre outros. Esses compostos apresentam atividade antimicotica contra Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida stellatoidea (ALVES et al., 2006).
No dleo essencial das folhas da goiabeira ja foram identificados os compostos, pineno,
limoneno, mentol, acetato de terpenilo, &lcool isopropilico, cardineno, curcumeno, quercetina,
acido oleanoico, &cido maslinico e acido urosolinico, entre outros. Também contém
flavonoides, com a maior concentracdo encontrada na colheita de julho, apresenta de 9 a 10%
de taninos nas folhas, e 12 a 30% na casca. S&o encontrados também compostos como,
pentaciclinos, Oleos volateis, acidos triterpénicos, quercetina e capferol, isoprendides,
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alcaloides, esteroides, atraquinonas e glicosideos, sendo que, os polifenois, flavonoides e 0s
taninos os de maior potencial antimicrobiano e anti-helmintico (AHMED e YAGOUB, 2012;
GUTIERREZ et al., 2008; SUKHIRTA e GROWTHER, 2012).

Hoste et al. (2006) em estudo da composic¢éo quimica utilizando P. guajava isolou
taninos da casca, caule e folhas, obtendo efeitos na ecloséo de ovos, no desembainhamento e
na motilidade de larvas de nematdides em ruminantes.

Em outro estudo sobre a avaliacdo dos efeitos de extratos metandlicos em H.
contortus, Sanchez et al. (2013) obtiveram efeitos letais sobre larvas de quarto estagio e em
adultos com eficécia significativa na concetracdo de 50 mg mL™. Ja com 6leo essencial,

Gongcalves et al. (2000) demonstraram sua alta toxicidade em larvas de segundo estagio.
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3 JUSTIFICATIVA

A resisténcia parasitaria aos diversos anti-helminticos sintéticos requer estudos que
busquem alternativas viaveis de controle da hemoncose. Acredita-se que utilizacdo de
compostos naturais vegetais, como 6leos essenciais, pode ser uma alternativa para controlar o
parasitismo, pois apresentam como vantagens um desenvolvimento mais lento da resisténcia,
biodegradabilidade, ndo causam poluicdo ambiental, e prolongam a vida Util dos produtos

disponiveis no mercado.

4 HIPOTESE CIENTIFICA

A utilizacdo do 6leo fixo de Carapa guianensis Aublet. (Andiroba), e Copaifera
officinalis (Jacquin) Linnaeus (Copaiba Balsamo), e do 6leo essencial de Psidium guajava

Linnaeus (Goiaba) pode ter acdo anti-helmintica in vitro.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

* Analisar a atividade anti-helmintica in vitro de C. guianensis, C. officinalis e P.

guajava sobre H. contortus.

5.2 Objetivos Especificos

. Avaliar in vitro a acdo do 6leo fixo da semente de C. guianensis e C.
officinalis e do 6leo essencial de P. guajava sobre ovos e larvas de H. contortus.
o Identificar por meio de analise de Cromatografia Gasosa 0s principais

componentes quimicos do 6leo fixo de C. guianensis.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Locais dos experimentos

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Parasitologia Animal
da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Campus de Ciéncias Agrarias e Ambientais
de Chapadinha-MA e a analise do 6leo de C. guianensis no Laboratorio de Catalise e
Oleoquimica da Universidade Federal do Para (UFPA), Belém- PA.

O projeto em questéo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio e Uso
de Animais da Universidade Federal Rural da Amazonia, sob o protocolo de registro
23084.06564/2014-82.

6.2 Escolhas das Plantas

A escolha das plantas C. guianensis, C. officinalis e P. guajava neste estudo, foi
feita por abordagem etnofarmacoldgica tendo como fator determinante a disponibilidade dos
0leos associado as suas potencialidades na medicina popular amazénica.

O oleo fixo de andiroba e de copaiba foi adquirido comercialmente na FERQUIMA
Ind. e Com. de 6leos Vegetais®, (Vargem Grande Paulista, State of S&o Paulo, Brazil). O 6leo

essencial das folhas da goiabeira foi doado pela Embrapa Meio-Norte, Parnaiba.

6.3 Obtencdes de ovos e larvas de H. contortus

Ovos e larvas de H. contortus foram obtidos a partir de amostras fecais coletadas
diretamente do reto de dois caprinos machos, com aproximadamente um ano de idade, com
infeccdo monoespecifica para H. contortus, mantidos em gaiola metabdlica no Campus de
Ciéncias Agrérias e Ambientais da Universidade Federal do Maranhdo de Chapadinha-MA.

No isolamento dos ovos, utilizou-se a metodologia descrita por Colles et al. (1950),
amostras fecais foram maceradas, homogeneizadas em agua e filtradas, sequencialmente, em
peneiras granulometrias de 1 mm, 105 pm, 55 pum e 25um. Os ovos retidos na peneira de 25
pum foram lavados com &gua destilada e centrifugados a 1.100 xg/5min. em tubos de 50 mL,

sendo adicionado ao material sedimentado uma solucdo saturada de NaCl para uma nova
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centrifugacdo. O sobrenadante, de cada amostra, foi lavado na peneira de 25 um e transferido
para célices de decantacao.

Para obtencdo de larvas utilizou-se a técnica de Roberts e Sullivan (1950) e as larvas
infectantes foram colhidas segundo técnica descrita por Ueno e Gongalves (1998), sendo
armazenadas em tubos de 15 mL, utilizando para o teste somente aquelas obtidas ha no maximo
30 dias.

6.4 Analises in vitro

6.3.1 Teste de Eclodibilidade de Ovos (TEO)

Antes de realizar o teste, cada 6leo vegetal, nas suas respectivas concentragdes, foi
colocado em tubo contendo Tween 80 a 3% e 4gua destilada para a homogeneizagédo da mistura
por agitamento em vortex.

Para cada 0Oleo vegetal testado utilizou-se uma placa com 24 pocgos, sendo que a
cada um, foi colocada uma aliquota de aproximadamente 100 ovos recuperados, juntamente
com o 0leo teste em cinco concentracdes escolhidas aleatoriamente (20; 15; 11,25; 8,44; 6,33
mg mL1 para C. guianensis, e C. officinalis e 10; 6; 3,6; 2,16; 1,33 mg mL! para P. guajava),
diluidos com solvente Tween 80 a 3% e agua destilada previamente homogeneizada, até obter-
se um volume final de 1 mL em cada poco. Em cada 6leo testado, utilizou-se apenas o controle
negativo, contendo apenas, agua destilada e Tween.

Todas as placas foram identificadas e colocadas em estufa incubadora tipo BOD a
27°C por 48 horas (COLES et al.,1992).

6.3.2 Teste de Desembainhamento Larvar (TDL)

Antes de proceder ao teste de desembainhamento larvar artificial, a concentragéo
de hipoclorito necessaria para eliminar a cuticula das larvas foi calculada. Para tanto, em duas
placas de 24 pocos foram adicionadas duas solugdes de hipoclorito, utilizando-se quatro pogos
em duas colunas lineares para cada concentragdo. Aproximadamente 100 larvas L3 foram
colocadas em cada pocgo e o volume final indicado deve atingir 2 mL. Num intervalo de 10
minutos, lugol foi adicionado a um poco da placa, para cessar a eliminacdo da cuticula,
totalizando 60 minutos de duracao do teste. Com o auxilio do microscépio invertido, larvas L3

com e sem cuticula, foram contadas em cada poco. A solucdo de hipoclorito ideal para o teste
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¢ aquela que aos 60 minutos obtiver 100% das larvas sem cuticula. A perda cuticular devera ser
gradual, e essa determinacdo da concentracdo deve ocorrer sempre que o teste for realizado,
pois a resisténcia a acdo do hipoclorito varia a cada novo grupo de larvas.

No teste foi analisado o efeito de duas concentracBes de cada Oleo vegetal e do
controle negativo (Tween 3%) na inibicdo cuticular em larvas de terceiro estagio. Foram
analisados quatro pocos por tratamento com quatro repeticdes. As concentracfes utilizadas
neste teste foram de 0,6 e 1,2 mg mL para C. guianensis e C. officinalis e de 1,2 e 2,4 mg mL"
! para P. guajava. Em tubos de 15 mL, 6leo vegetal, o solvente Tween 3%, as larvas e PBS
(Tampdo fosfato Salino), foram adicionados até obter um volume final de 2 mL. A solucéo foi
homogeneizada e incubada a 22°C em BOD por trés horas. Apds a incubacéo, foi adicionado 8
mL de PBS em cada tubo, centrifugados a 3000 rpm por seis minutos, repetindo-se esse
processo por trés vezes, sendo que na Ultima repeticdo foram retirados 8,8 mL do sobrenadante
de cada tubo, obtendo-se um residuo de 1,2 mL com aproximadamente 1000 larvas. A placa de
24 pocos foi preparada, e em cada poco foi adicionado 1000 pL da solucéo de hipoclorito e 100
pL da solucdo com larvas. O timer foi ligado e adicionado uma gota de lugol, em um pogo de
cada tratamento a cada 20 minutos. Transcorridos 60 minutos, o desembainhamento das larvas
infectantes foi analisado com o auxilio de microscopio invertido (BAHAUD et al., 2006).

6.5 Analise do 6leo de C. guianensis por Cromatografia Gasosa

A Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa foi realizada no
Laboratorio de Catélise e Oleoquimica da UFPA. Para a andlise foi utilizado 170 pL do 6leo de
C. Guianensis. Os esteres metilicos de acidos graxos de C. guianensis foram preparados
utilizando o (método AOCS Ce 2-66) e analisados com o (método AOCS Ce 1-62). O
equipamento utilizado foi um Cromatdgrafo Varian a gas CP-3800, CP-Wax 52 CB (30 m x
0,32 mm) e detector de ionizacao de chama. O Heélio foi usado como gés de arraste. O programa
de temperatura utilizado foi de 1 minuto a 50 °C; com aquecimento gradual até 250 °C a 10
°C/min. Tanto o detector como o injetor foram aquecidos a 250 °C. Os acidos graxos foram
identificados por comparagdo dos tempos de retencdo com uma mistura de padroes FAMES
(SIGMA).
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6.6 Analise Estatistica

Os resultados dos testes in vitro, de eficacia da inibi¢do da eclosdo de ovos e da
eliminacdo cuticular larvar foram analisados usando Andlise de Variancia (ANOVA) e
comparados atraves do teste de Tukey com nivel de significancia de 5% usando o programa
Assistat versdo 3.0. A eficcia de cada tratamento no teste de ecloséo de ovos é determinada
com base no percentual de eclosdo calculado usando-se a seguinte formula: (n° de larvas
eclodidas / n° de larvas eclodidas + n° de ovos) x 100. No teste de eliminacgdo da cuticula larvar,
a taxa de desembainhamento € calculada usando a formula: (n° de larvas (L3) sem bainha / n°
de larvas (L3) sem bainha + n° de larvas (L3) com bainha) x 100. A concentracdo efetiva 50
(CE50), ou seja, a concentracdo capaz de inibir 50% da eclosdo de ovos, calcula-se usando o

programa estatistico Graph Pad Prism versao 6.0.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Carapa guianensis

Os testes in vitro tém sido utilizados para triagem de plantas medicinais, pois
possuem diversas vantagens que estdo relacionadas com a simplicidade de execucédo, baixo
custo e rapida avaliacao do efeito, além de permitir a utilizacdo da pouca quantidade de material
biolégico em diferentes estagios parasitarios (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005). O
Teste de Eclodibilidade de Ovos e o Teste de Desembainhamento Larvar foram desenvolvidos
para avaliar a eclosao de ovos de helmintos e a eliminacao cuticular (MOLENTO; PRICHARD,
2001).

No presente estudo, o 6leo de C. guianensis apresentou na concentra¢do de 20 mg
mL* o melhor percentual de inibigdo da eclosdo, com 54,60%, diferindo dos resultados
encontrados para o controle, sugerindo, portanto, a presenca de algum constituinte quimico que
atua no embrionamento dos ovos, impedindo a ecloséo de H. contortus. Os dados referentes a
estes percentuais de eficacia estdo disponiveis na Tabela 2.

No presente estudo, o 6leo de C. guianensis ndo demonstrou efetividade na inibicao
da eclosao das larvas, pois 0 maior indice obtido foi de 54,60% na concentracdo mais elevada
(20 mg mL™?) (Tabela 2), entretanto hé indicios de que este 6leo apresenta na sua composicao
quimica alguma substancia que interfere no processo de embriogénese ou que inibe a producao
de algumas enzimas que participam no processo de eclosdo do embrido, evento este, relatado
por Sommerville et al. (1987). Em concentracGes mais baixas (< 5%), Kloster (2010) também
ndo detectaram efeito anti-helmintico contra os nematoides Cooperia sp e Trichostrongylus sp.
pelos testes de eclodibilidade larvar, obtendo indice inferior a 3,5% em todos 0s tratamentos.

Entretanto, Farias et al. (2010) detectaram efeito anti-helmintico do extrato
hexanico da semente de C. guianensis em larvas de terceiro estdgio de trés nematoides
gastrintestinais de caprinos, ao avaliarem cinco concentra¢cdes do produto (10, 25, 30, 50 e
100%), demonstrando efeito de grau elevado nos tratamentos 30, 50 e 100 % e moderado nas
concentracdes 10 e 25%. Independente das perdas que podem ocorrer no desenvolvimento
larvar, a reducdo do nimero de larvas de Haemonchus sp. expostas na concentragdo mais baixa
do 6leo (10%) foi de 94,24%, bastante superior ao indice de inibi¢do da eclosdo de ovos, obtido
no presente trabalho com o 6leo fixo da planta, inclusive na concentracdo méaxima (20%;
54,60%).
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Por terem utilizado concentracdes elevadas do Oleo vegetal, esta atividade
promissora contra nematoides gastrintestinais de caprinos obtida por Farias et al. (2010), deve
ser analisada considerando as relacbes custo/beneficio, praticidade e principalmente sua
aplicabilidade in vivo, ja que no presente estudo, a concentragdo de 5% do 6leo foi equivalente
a 38,6 mg/mL, considerada elevada, ja que a mesma necessita de grande quantidade de solvente,
que pode ser tdxico ao animal, além de causar danos ambientais, de acordo com Melo et al.
(2003), Macedo (2008), Kloster (2010), Carvalho et al. (2012) e Chagas et al. (2012).

Tabela 2. Percentual de eficacia média £ erro padrdo do 6leo fixo de Carapa guianensis na
inibicdo da eclosdode ovos de Haemonchus contortus.

Concentragdes (mg mL ) Eficacia = e.p (%)
20 54,60 + 6,38 ©
15 34,30 +7,5149
11,25 30,79 +555¢
8,44 16,94 + 2,46
6,33 10,04 £ 2,46 "
Controle Negativo (3% Tween 80) 0,00£0,002

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)

Neste teste a CE50, ou seja, a concentracao efetiva para inibicdo a 50% foi de 17,92
(16,92 -18,93) mg mL 2. Esta baixa eficacia pode ser explicada pelo fato do 6leo fixo apresentar
diversas substancias quimicas que interagem entre si, com ag¢des anti-helminticas ovicida e
larvicida, diferentemente dos anti-helminticos sintéticos, que sdo substancias ativas isoladas
(MACEDO, 2009).

Na avaliacdo do desembainhamento larvar do 6leo fixo de C. guianensis (Tabela 3)
observa-se que ap6s 60 minutos de exposicdo ao Oleo fixo, os valores percentuais de
desembainhamento das larvas de H. contortus nos dois tratamentos foram similares e ndo
diferiram do controle (p<0,05), cujo valor foi de 98,09%, comprovando-se in vitro, a ineficacia

oleo fixo de Carapa guianensis nas concentracdes analisadas.
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Tabela 3. Percentual da taxa de desembainhamento + erro padrdo do oleo fixo de Carapa
guianensis na inibicdo da eliminagdo cuticular em larvas de Haemonchus contortus.

Tempo Eficacia + e.p 0,6 Eficacia+e.p 1,2 Eficacia + e.p Tween
(minutos) mg mL™* (%) mg mL"? (%) 3% (%)
0 1,96 +1,35¢ 10,49 + 2,63 ¢ 0,41+0/48¢
20 39,12+6,42°¢ 44,08 £242° 16,62 + 8,65 °
40 75,77 £8,37° 80,99 +8,49° 68,54 + 11,51 °
60 96,27 +2,32% 98,16 +1,28% 98,09+ 1,292

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)

Na composi¢do quimica de C. guianensis, analisada por cromatografia gasosa,
foram isolados nove acidos graxos com a seguinte ordem crescente de concentracdo: acido
miristico (0,04%), acido linolénico (0,21%), acido behénico (0,32%), acido palmitoléico
(0,82%), acido araquidico (1,37%), acido estearico (8,97%), acido linoléico (9,50%), acido
palmitico (27,69%) e acido oléico (50,9%). Destes nove acidos identificados, seis estdo
compativeis com aqueles registrados nos trabalhos de Oliveira (2008) e Farias et al. (2010),
com diferencas de percentuais ndo ultrapassando 4%. Entretanto, a comparacdo com os dados
da ANVISA, observa-se que apenas as composic¢des dos acidos estearico, linolénico e miristico
estdo compativeis (Tabela 4). Ja que os acidos nédo referidos nestas bibliografias, o araquidico,

behénico e palmitoléico, suas concentracdes somaram apenas 2,51%,

Tabela 4. Composicdo comparativa da composicao dos acidos graxos do 0leo fixo de Carapa
guianensis comparados a Literatura.

) Composicao (%)
Acido graxo Estrutura Atual Kloster  Fariaset Oliveira ANVISA
(2010) al. (2010) (2008) (2010)
Ac. Miristico C14:0 0,04 - 0,13 0,06 <0,3
Ac. Palmitico C16:0 27,69 39,0 28,29 26,81 55-11,0
Ac. Palmitoléico C16:1 0,82 - - - -
Ac. Esteéarico C18:0 8,97 - 8,57 7,72 3,0-6,0
Ac. Oléico C18:1 50,9 46,8 49,74 54,56 12,0- 28,0
Ac. Linoléico C18:2 9,50 - 7,57 8,09 58,0 - 78,0
Ac. Linolénico C18:3 0,21 - 1,49 0,19 <1,0
Ac. Araquidico C20:0 1,37 - - - -
Ac. Behénico C22:0 0,32 - - - -

Total - 99,82
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Apesar da acdo comprovada do &cido linoléico no controle de insetos e
fitonematoides. Neste trabalho e nos trabalhos de Kloster (2010) e Farias (2010), ndo foi
possivel avaliar atividade significativa do 6leo, pela auséncia ou a baixa producdo desse
composto, que neste estudo apresentou para o acido linoléico um percentual de (9,50%),
enquanto que a Anvisa preconiza valores entre (58,0 - 78,0%).

7.2 Copaifera officinalis

Os testes in vitro utilizando o 6leo fixo de C officinalis, ndo comprovaram sua
efetividade em inibir a eclodibilidade dos ovos de H. contortus, pois a sua maior concentragdo
analisada (20 mg mL"1) a taxa de inibicdo foi de apenas 6,69% (Tabela 5). A inefetividade
também foi comprovada na atividade de inibicdo do desembainhamento larvar, no maior
periodo de contato (60 minutos) com o fluido de desembainhamento, em que 95,24 e 98,09%
das larvas do nematoide estavam sem bainha, nas concentracoes de 0,6 mg mL* e 1,2 mg mL"

1 respectivamente (Tabela 6).

Tabela 5. Percentual de eficAcia média + erro padréo do 6leo fixo de Copaifera officinalis na
inibicdo da eclosdo de ovos de Haemonchus contortus.

Concentragdes (mg mL ) Eficacia £ e.p (%)
20 6,69 + 3,73 "
15 4,47 +1,68
11,25 0,00+£0,002
8,44 0,00£0,002
6,33 0,00+£0,002
Controle Negativo (3% Tween 80) 0,00+£0,002

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)

Tabela 6. Percentual da taxa de desembainhamento + erro padrdo do 6leo fixo de Copaifera
officinalis na inibicdo da eliminacdo cuticular em larvas de Haemonchus contortus.

Tempo Eficacia  e.p Eficacia x e.p Eficicia £ e.p Tween
(minutos) 0,6 mg mL! (%) 1,2 mg mL?1 (%) 3% (%)
0 2,41+0,80¢ 8,50 + 2,01 ¢ 0,41+0,48¢
20 28,93+£384° 38,97 £ 3,41°¢ 16,62 £ 8,65 °
40 74,31 +4,63° 80,68 +2,61° 68,54 + 11,51 °
60 94,44 +590° 95,24 £1,492 98,09 £1,292

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)
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A eficacia da planta C. officinalis na inibicdo da eclodibilidade e no
desembainhamento larvar, ndo foi comprovada neste estudo. Apesar do seu USO COMO
fitoterapico ser consagrado pela medicina tradicional por suas propriedades bioldgicas,
antinflamatéria e cicatrizante (FRANCISCO, 2005).

7.3 Psidium guajava

Os resultados obtidos nos testes in vitro de efetividade anti-helmintica do 6leo fixo
de P. guajava, também ndo comprovaram efetividade em inibir a eclodibilidade dos ovos e o
desembainhamento larvar de H. contortus. No primeiro teste, o maior indice obtido foi de
apenas 10,33% na mais elevada concentracdo do 6leo (10,33%), (Tabela 7). E no segundo teste,
95,28 e 93,18% das larvas do nematoide estavam sem bainha, nas concentrac¢des de 1,2 mg mL"

le 2,4 mg mL™1, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 7. Percentual de eficacia média + erro padrdo do 6leo essencial de Psidium guajava na
inibicdo da eclosdo de ovos de Haemonchus contortus.

Concentracdes (mg mL 1) Eficacia £ e.p (%)
10 10,33 + 4,16 ¢
6 4,33+£293¢
3,6 0,97 £1,09°
2,16 1,55+0,37°"
1,33 1,94 +2,57°
Controle Negativo (3% Tween 80) 190+1,33%

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)

Tabela 8. Percentual da taxa de desembainhamento + erro padrdo do 6leo Essencial de Psidium
guajava na inibicao da eliminacdo cuticular em larvas de Haemonchus contortus.

Tempo Eficaciat e.p Eficaciat e.p Eficacia £ e.p Tween
(minutos) 2,4 mg mL* (%) 1,2 mg mL* (%) 3% (%)
0 1,59 1,20 0 2,05+ 1,65 0,07 0,93 ¢
20 11,93+7,65¢ 42,25+ 7,27 °¢ 23,62 +14,16°¢
40 90,68 +3,69° 86,85+ 2,06° 80,04 +11,27°
60 93,18 + 3,492 95,28+ 1,61° 93,86 £ 5,302

Letras diferentes indicam significancia estatistica nas linhas (p<0,05)

Sanchez et al. (2013), ao testar a planta P. guajava na formulacdo de extratos

metanolico, etandlico, acetonico e aquoso, obtiveram resultados favoraveis na mortalidade de
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larvas cultivadas de H. contortus, quando tratadas com o extrato metandélico e associaram essa
eficacia a presenca de alguns constituintes quimicos da classe dos flavondides, glicosideos e
acidos organicos, presentes no extrato que podem ndo estar presentes no 6leo essencial de
acordo com Craveiro et al. (1981).

Entende se que o baixo efeito dessas plantas, na inibicdo em ovos e larvas de
H.contortus, pode ser atribuido ao fato desses 6leos ndo apresentarem compostos com potencial
efeito anti-helmintico, como os terpenos, demonstrados nos testes com Lippia sidoides de
Carvalho et al. (2003), Croton zehntneri e Cymbopogon martinii (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007), ou mesmo taninos, substancias que possuem a¢do comprovada
em nematoides gastrintestinais de plantas como Schinopsis spp. (ATHANASIADOU et al.,
2001), Leucaena leucocephala (ALONSO-DIAZ et al., 2008), Acacia mearnsii (MINHO et al.,
2008).

E comprovada a agio in vitro e in vivo dos taninos sobre o desembainhamento de
H. contortus tratados com extratos de plantas taniniferas (Castanea sativa, Pinus sylvestris,
Erica erigena e Sarothamnus scoparius), que foi verificada por Bahuaud et al. (2006). Foi
descrito por Hoste (2006) e Max (2010), que os taninos, foram os principais responsaveis pela
inibicdo do desembainhamento larvar, uma vez que, agem diretamente na bainha dessas larvas.
Alguns fatores também podem interferir na acdo inibitdria dessa substancia, como a espécie de
nematoide, a quantidade, a concentracgdo e a estrutura dos taninos presentes na composic¢ao de
plantas, diferencas fisioldgicas entre caprinos e ovinos e o tipo de teste utilizado (HOSTE,
2006).

Ainda que as plantas utilizadas neste estudo apresentem indices de eficécia
insatisfatorios, sobre a eclosdo dos ovos e desembainhamento larvar de H. contortus isoladas
de caprinos, as avaliacOes da atividade anti helmintica de plantas, a partir de levantamentos
etnobotanicos e da comprovacao cientifica, constituem uma forma vantajosa na descoberta de
novas substancias, pois as plantas utilizadas a partir de saberes tradicionais, nem sempre

apresentam efeito farmacoldgico quando testadas in vitro.
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CONCLUSAO

O 6leo fixo de Carapa guianensis e Copaifera Officinalis, e o 6leo essencial de
Psidium guajava apresentaram resultados insatisfatorios na avaliagéo in vitro da eclodibilidade

de ovos e no desembainhamento larvar artificial de Haemonchus contortus de caprinos.
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