AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DE PLANTAS DO
CERRADO BRASILEIRO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE
NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE OVINOS
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RESUMO

As parasitoses gastrintestinais ocasionam perdas econdmicas significativas para
0S ovinos e 0 desenvolvimento da resisténcia parasitaria aos medicamentos
disponiveis alerta para um esgotamento dos compostos disponiveis. Assim, torna-
se importante o estudo de novas alternativas para o controle parasitario. Entre
estas, as plantas medicinais e o dimetilsulféxido (DMSO) podem apresentar
resultados promissores, podendo as plantas medicinais incentivar a criacao
organica. Este trabalho teve por objetivo avaliar, in vitro, a agdo dos extratos de
Chenopodium ambrosioides, Baccharis trimera, Momordica charantia, Artemisia
absinthium e Carica papaya e do DMSO sobre o desenvolvimento de ovos de
nematddeos gastrintestinais de helmintos. Os testes foram realizados incubando-
se 200ug dos extratos brutos diluidos em 200uL de solugéo salina 0,9% e igual
volume da suspenséo de ovos, controles negativo (diluentes e solucao salina) e
positivo (levamisol) e DMSO nas concentracdes de 40%, 30%, 20% e 10%, sendo
realizada leitura apos 24h. O efeito in vitro dos extratos vegetais e do DMSO
sobre o0 desenvolvimento dos ovos foi analisado utlizando-se o teste de
eclodibilidade para determinacdo de eficacia anti-helmintica. Os resultados
obtidos evidenciaram uma atividade anti-helmintica de todos os produtos
testados, sendo esta de 100% tanto para inibicdo de desenvolvimento quanto de
eclosdo dos ovos. Estes resultados podem ser considerados altamente efetivos
contra fases iniciais de desenvolvimento de trichostrongilideos, pois estdo acima
dos 90% de acédo desejada para produtos antiparasitarios.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-helmintico, dimetilsulféxido, nematédeos, ovinos,
plantas medicinais.

INTRODUCAO

As verminoses acometem intensamente os rebanhos ovinos e caprinos,
representando prejuizos na producao de leite e carne e, muitas vezes, levando os
animais ao o6bito.

Entre os parasitas que infectam pequenos ruminantes, estdo os chamados
trichostrongilideos, pertencentes a familia Trichostrongylidae, que compreende os
géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia
(FORTES, 1997).
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O controle efetivo destes parasitas pelo uso de produtos quimicos
convencionais tem encontrado dois grandes problemas: o desenvolvimento de
resisténcia ao principio ativo e a preocupacdo da populacdo e dos Orgaos
governamentais com o0s residuos nos produtos de origem animal. O crescente
interesse de paises desenvolvidos em fitoterapicos € uma conjuntura propicia
para o estimulo a pesquisa de plantas medicinais e desenvolvimento de
medicamentos delas derivados (CHAGAS, 2004).

No entanto, apesar de bastante promissor, este campo ressente-se da falta
de estudos farmacolégicos, em especial no Bioma Cerrado que ocupa cerca de
dois milhdes de quildmetros quadrados no interior do pais, 0 que representa 25%
do territério nacional, abrangendo 13 estados e Distrito Federal, apresentando
uma biodiversidade pouco conhecida e superada apenas pela Amazonia (NETO e
MORAIS, 2003).

Vérias espécies vegetais nativas ou naturalizadas do cerrado apresentam
interessante potencial de uso medicinal como anti-helminticos. Dentre muitas,
apontadas em levantamentos etnobotanicos, podemos listar. Carica papaya
(maméao papaia), Chenopodium ambrosioides (Erva - de - Santa - Maria),
Momordica charantia (Meldo - de - S&o - Caetano), Baccharis trimera (carqueja),
Artemisia absinthium (losna), as quais foram objeto de investigacao neste estudo.

Historicamente as plantas se constituem na principal fonte primaria de
substancias biologicas e farmacologicamente ativas, além de alimentares.

A pesquisa com plantas e a producdo de medicamentos originados a partir
de plantas com atividade medicinal comprovada cientificamente envolve varias
etapas desde a selecdo da planta até a comercializacdo do produto final (RATES,
2001).

A etapa de validacdo de uma planta envolve vérios testes que visam
confirmar a sua eficacia e determinar a seguranca de sua utilizacdo em
organismos vivos. Os testes de eficacia podem ser realizados, in vitro e in vivo
(CAMURCA-VASCONCELOS et. al., 2005).

Estes testes servem como uma indicacdo inicial da atividade que esta
sendo pesquisada e, quando utilizados no inicio de uma triagem, permitem
selecionar as plantas que apresentam melhores resultados, diminuindo gastos,
evitando perda de tempo e uso indiscriminado de animais de experimentacao.

Para determinacdo do potencial anti-helmintico de plantas podem ser
realizados os testes de inibicdo de eclosdo de ovos, de motilidade ou de
desenvolvimento larvar de nematoéides, além de ensaios com nematdides de vida
livre (CAMURCA-VASCONCELOS et. al., 2005).

Aliada a utilizacdo de plantas medicinais, uma substancia que tém sido
utilizada intensivamente em medicina veterinaria é o dimetilsulféxido. Ja foram
verificadas acima de trinta propriedades farmacolégicas e terapéuticas do DMSO
as quais resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com acidos
nucléicos, carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas, sem alterar de forma
irreversivel a configuracdo molecular (SOJKA et. al., 1990), o que o torna um
excelente solvente.

A acdo permeante do DMSO em membranas biolégicas tem permitido a
sua utilizacdo como potencializador de drogas antibacterianas, antifingicas,
antivirais e antiparasitarias (BRAYTON, 1986).

O objetivo fundamental desta proposta € verificar a eficacia de plantas
medicinais do cerrado brasileiro e do DMSO como recurso potencial no controle
de helmintos gastrintestinais de ovinos.



MATERIAL E METODOS

As amostras das partes aéreas, raizes, caules e sementes foram coletadas
em campos de cultivo e no ambiente natural na regido do Triangulo Mineiro -
Minas Gerais.

Os materiais foram acondicionados e transportados adequadamente aos
laboratérios da Universidade Federal de Uberlandia, onde, depois de
herborizados e identificados por especialista, foram depositadas as suas
exsicatas no Herbarium Uberlandenses da Universidade Federal de Uberlandia.

Os materiais coletados foram lavados em solucdo alcodlica a 70 % e, em
seguida, imersos em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,2% por 5 minutos,
secados em estufa, em temperatura controlada (40°C), moidos e
homogeneizados, obtendo-se um p6 ou farinha.

Os extratos foram preparados pelo processo de turbdlise, utilizando os
solventes: agua 50% p/v, solucdo etandlica 50 % p/v e solucdo hidroetandlica
50% p/v. O macerado foi filtrado e submetido a evaporagdo rotativa, sob vacuo,
para retirada dos solventes. O material resultante foi liofilizado em equipamento
especifico para posterior armazenamento.

Para a obtencdo dos ovos de helmintos utilizowrse ovinos com
aproximadamente oito meses de idade de uma propriedade particular da regiao
do Triangulo Mineiro/MG, criados em sistema semi-intensivo e com status
parasitologico de contagem média de 5000 ovos por grama de fezes (OPG),
segundo o método de Gordon & Whitlock modificado (UJENO & GUTIERRES,
1983).

Os ovos encontrados possuiam caracteristicas morfologicas tipicas da
superfamilia Strongyloidea, familia Trichostrongylidae.

Foram coletadas cerca de 10 g de fezes diretamente da ampola retal,
acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas sob temperatura ambiente
ao laboratdrio de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia— UFU.

O material foi triturado em graal contendo solucdo salina hipersaturada,
filtrado e m tamizes de malhas de 250 mn/um.

O material obtido foi centrifugado a 2.000 RPM por cinco minutos e o
sobrenadante foi submetido a trés lavagens consecutivas com agua destilada
(2.000 RPM/5 min).

Na ultima lavagem o sedimento foi mantido com um pequeno volume de
liquido, ressuspendido e transferido para tubos de ensaio em aliquotas de 200pL,
de modo a comporem uma suspensdo com aproximadamente 1500 ovos de
helmintos por tubo.

O efeito in vitro dos extratos vegetais sobre o desenvolvimento dos ovos foi
analisado utilizando-se o teste de eclodibilidade para determinacdo de eficicia
anti-helmintica proposto por Batista et. al. (1999), modificado.

Placas de PCR com 96 pocinhos receberam, em duplicata, 200 uL da
suspensdo de ovos, igual volume de extrato vegetal, DMSO nas concentracdes
de 40%, 30%, 20% e 10% e controles negativos com solucdo salina 0,9% e
diluentes, também em duplicata, controle positivo com 1 (um) mL de levamisol
(Protall VP, da Vallée 18,8 %), sendo incubados em estufa a temperatura de 26 +
1° C, com umidade controlada. Decorridas 24h, o material foi analisado em
microscopia de luz invertida classificando-se todos 0s ovos presentes na amostra
de acordo com o estagio de desenvolvimento em que se encontravam.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo do desenvolvimento dos ovos em 24 horas de incubagéo
foram encontrados 100% dos ovos com alteragdo no desenvolvimento -
deformados (ndo foi observada blastomeracdo) - quando submetidos ao teste
com o0s extratos aquoso, alcodlico e hidroalcéolico de Carica papaya L.,
Chenopodium ambrosioides L., Baccharis trimera L., Momordica charantia L. e
Artemisia absinthium L. e nos pocinhos que continham DMSO, em todas as
concentragdes testadas.

A alteragdo no desenvolvimento dos ovos de nematdédeos pode ser
observada na Figura 1.
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Figura 1 — Ovo deformado e com desenvolvimento inibido pela a¢do de C. ambrosioides.

N&o houve diferenca quanto ao solvente utilizado para extracdo dos
principios e ndo ocorreu nenhuma influéncia dos mesmos sobre o
desenvolvimento dos helmintos, uma vez que a eclosdo procedeuse
normalmente.

Quando submetidos a a¢éo da solucéo salina foram encontrados 50% dos
ovos larvados/eclodindo e 50% de larvas livres, conforme Figuras 2 e 3,
respectivamente.

Figura 2 — Larva eclodindo observada no teste Figura 3 — Larva livre observada no teste com
com solucéo salina. Solucgéo salina (seta).

Considerando-se que para um tratamento anti-helmintico ser eficiente ele
deve alterar o desenvolvimento normal dos ovos impedindo que 0S mesmos
eclodam e liberem as larvas que se tornardo infectantes, o ideal € que se tenha



um produto que impeca que afase de blastomeracdo prossiga, como ocorreu
neste experimento.

Segundo a classificacdo do indice de eficacia proposto pela World
Association for the Advancement of Veterinary Parasitology - W.ALAV.P. -
(POWERS et. al., 1982) um produto seria altamente efetivo se apresentasse mais
de 90% de acdo contra o parasita tratado, moderadamente efetivo quando
atuasse entre 80 a 90%, pouco efetivo quando a acao fosse entre 60 e 80% e nao
efetivo em niveis abaixo de 60%.

Analisando-se os resultados obtidos em 24h de incubacédo dos ovos em
relacdo a acdo antiparasitaria de Carica papaya L., Chenopodium ambrosioides
L., Baccharis trimera L., Momordica charantia L. e Artemisia absinthium L. conclui-
se que as mesmas possuem alta eficacia frente aos nematddeos testados, assim
como o DMSO em qualquer uma das concentracdes utilizadas.

O controle positivo com levamisol promoveu a inibicdo de 100% da eclosao
de ovos. O que sugere que na propriedade em questdo ndao ha resisténcia dos
parasitos a base testada.

Resultado semelhante foi observado por Verissimo et. al. (2002) em uma
ovinocultura no estado de S&o Paulo - Brasil, no qual o cloridrato de levamisol
apresentou eficacia de 99,6% sobre helmintos da familia Trichostrongylidae.

De acordo com os resultados obtidos, o DMSO podera atuar tanto como
uma alternativa de combate as verminoses como um solvente para os extratos de
plantas, uma vez que sua permeabilidade as membranas biologicas pode
potencializar a acdo destes extratos, como ja o faz com produtos antimicrobianos.

Vale salientar que o teste in vitro é apenas uma etapa inicial na pesquisa
sobre atividade medicinal e, portanto, os resultados positivos obtidos com este
teste, isoladamente, ndo sdo suficientes para validacdo cientifica de qualquer
atividade pesquisada.

Os testes de eficacia in vitro servem como uma indicacdo inicial da
atividade que esta sendo pesquisada, e quando utilizados no inicio de uma
triagem, permitem selecionar as plantas que apresentam melhores resultados
diminuindo gastos, evitando perda de tempo e uso indiscriminado de animais de
experimentagao.

CONCLUSAO

Os resultados in vitro evidenciaram atividade anti-helmintica de 100% de
todas as plantas testadas e do DMSO sobre a ecloséo de ovos e desenvolvimento
larvares, o que justifica a continuidade de pesquisas que visem validar estas
plantas medicinais como alternativa para o tratamento de parasitoses
gastrintestinais de ovinos.

A analise fitoquimica das plantas, os testes para a comprovacédo da acao
efetiva dos principios ativos sobre os parasitas e um conhecimento mais amplo
das estratégias de controle, podem oferecer novas oportunidades de controle
efetivo e econdmico das doencgas parasitarias.

A conducdo de novos experimentos deve ser realizada de maneira que
todas as etapas de desenvolvimento de um novo produto sejam investigadas para
gue possa ocorrer sua real aplicagéo.
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