EFEITO IN VITRO DO EXTRATO DE ACACIA SOBRE LARVAS INFECTANTES DE
TRICHOSTRONGYLUS COLUBRIFORMIS.
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INTRODUCAO

A resisténcia aos anti-helminticos caracteriza-se pelo declinio da eficiéncia de
uma droga contra uma populacdo de parasitos, anteriormente suscetivel aquele
tratamento SANGSTER e GILL, 1999). Relatos de cepas de helmintos resistentes a
varios grupos de drogas utilizadas é uma realidade mundial MOLENTO e PRICHARD,
1999), incluindo multirresisténcia as trés principais classes de produtos disponiveis
comercialmente KAMINSKY et al., 2008). Este fenbmeno gera sérias consequéncias a
criacdo ovina, até mesmo, inviabilizando sua producdo em algumas regides (BLAKE e
COLES, 2007).

O aumento dos relatos de MRD em todo o mundo, associado ao aumento da
procura dos produtos de origem animal provenientes de criagbes com sistemas
organicos de producdo incitam a procura de novas alternativas para reducdo ou até a
exclusdo das drogas anti-helminticas no controle parasitario de pequenos ruminantes
(ATHANASIADOU et al., 2000a). Com esta finalidade foram desenvolvidos programas
integrados de controle parasitario, por meio de tratamentos estratégicos baseados na
epidemiologia, diminuicdo do uso de produtos quimicos, utlizacdo de pastoreio
alternado e diminuicdo na contaminacéo das pastagens (MOTA et al., 2003).

Varias pesquisas foram realizadas com o intuito de descobrir pontos vulneraveis
na biologia ou ecologia desses parasitos (TYRREL et al., 2002). Alguns dos controles
parasitarios alternativos em ovinos incluem o uso de vacinas contra nematoides
(MEEUSEN, 1996), controle biologico (LARSEN, 1999) e o uso de forragens taniniferas
com propriedades anti-helminticas (BUTTER et al, 2000). Entretanto, faz-se necessario
0 uso de manejos integrados para o controle efetivo das infeccbes parasitarias em
ovinos. Porém ndo é possivel no momento, a total exclusado das drogas anti-helminticas
(BESIER, 2007).

A suplementacdo dos ovinos com taninos condensados (TC), oriundos de
plantas forrageiras ou dos extratos de quebracho e acécia, vém sendo utilizados no
controle de nematdides gastrintestinais de ovinos, entre eles T. colubriformis
(ATHANASIADOU et al., 2000a e 2000b) e H. contortus (MINHO et al., 2004, 2005 e
2007; NIEZEN et al., 2002). Os taninos compreendem um grupo de compostos
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fendlicos encontrados principalmente em frutos verdes e plantas da familia
Leguminosae,

Esses compostos fenodlicos sado classificados conforme sua estrutura
molecular em taninos hidrolisaveis (TH) ou taninos condensados (TC), sendo os
condensados também conhecidos como proantocianidinas. TC sao os taninos
mais comumente encontrados em plantas forrageiras, arvores e arbustos
(BARRY e MCNABB, 1999). Estruturalmente, os TC sédo polimeros de unidades
de flavondéides unidos por liga¢cbes carbono-carbono HAGERMAN e BUTLER,
1981).

Forrageiras com alto teor de TC, quando fornecidas a ovinos e bovinos,
melhoram a digestéo protéica e absorcdo dos aminoacidos. Atribui-se a maior absorcéo
protéica: maior producédo de 1a, carne e leite, assim como melhora na taxa de ovulacao
das fémeas. O estado nutricional do individuo é considerado um importante fator de
equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro, assim como na patogénese da infeccdo
parasitaria (VALDERRABANO et al., 2002).

A diminuicdo do OPG em animais que receberam fontes de TC pode provir de
duas origens: pela diminuicdo da carga parasitaria, ou por reducéo da fecundidade das
fémeas de nematoides. Paolini et al. (2003a; 2003b), trabalhando com caprinos,
relataram diminuicdo da fecundidade das fémeas de H. contortus e T. colubriformis,
porém o efeito direto sobre o parasito depende do estagio de evolucao em que este se
encontra. Segundo os mesmos autores, o efeito do extrato de quebracho pode durar 18
dias, apds sua administracao.

No Brasil utiliza-se o quebracho como fonte de TC, ja que as arvores das quais é
extraido o EQ estdo em processo de extincdo. Entre as espécies das quais se podem

extrair o extrato de quebracho encontra-se a Schinopsis brasiliensis, a qual se encontra
presente na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extingdo®. O EQ

nao acarretou efeitos toxicos a ovinos, quando administrado intraruminalmente, nas
doses de 0,5 e 1,59 de EQ/kg de PV, sendo potencialmente indicado para uso na
suplementacdo animal (HERVAS et al., 2003).

Este ensaio teve como objetivo avaliar o efeito inibitério do extrato de acéacia
sobre a mobilidade de larvas infectantes (L3) de Trichostrongylus colubriformis.

MATERIAL E METODOS

Extrato de acacia (EA)

Foi utilizado o extrato de Acacia mearnsii, 0 qual possui 15% de taninos
condensados (TC), segundo o método de HCI-Butanol (Porter et al., 1986). Foram
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testadas diluicbes seriadas de 35 a 200 mg ml'. Para confirmar a acdo do TC o
experimento foi repetido na presenca de polietilenoglicol (PEG), o qual tem a
capacidade de ligar-se aos TC inibindo sua a¢éo sobre as L3.

Larvas infectantes (L3)

Foram utilizadas larvas de H.contortus obtidas de dois cordeiros doadores
com infeccdo monoespecifica. As fezes obtidas desses doadores foram
cultivadas para obtencdo da forma infectante (L3-terceiro estagio) segundo
Roberts e O’Sullivan (1950) modificado segundo Ueno e Gongalves (1994). As
larvas obtidas das culturas foram mantidas em temperatura ambiente e
utilizadas antes de completarem 21 dias de estocagem.

Inibicdo da migracéo larval

As L3 foram padronizadas em solugéo com 100 larvas pl't. Desta solugdo padréo
foi adicionado 100ul em tubo tipo eppendorf contendo 1ml da solucdo de EA a ser
testada. Esses tubos foram incubados durante duas horas a 37°C. ApGs a incubacao as
larvas em contato com o EA foram transferidas para uma placa de cultura de 24 pocos,
contendo as solucdes de EA nas varias diluicbes e um filtro em cada orificio (diametro
25 pm). Apds nova incubacdo de duas horas a 37°C os filtros foram removidos e o
namero de L3 que migraram através da malha foi avaliado.

A porcentagem de migracgao das larvas pelo filtro é dada pela formula:
Nm x (Nm + Nr)™ x 100.
Onde: Nm = nUimero de larvas que migraram pelo filtro.

Nr = nimero de larvas retidas no filtro.

Delineamento experimental e andlises estatisticas

Foi realizado um ensaio fatorial 1x8x2 (uma espécie de nematéide; oito diluicbes
de EA e dois tratamentos - com e sem PEG), ambos em duplicata. A percentagem de
L3 viaveis foi determinada para cada diluicdo de extrato. Foi realizada uma regressao
linear para célculo da dose letal 50% (DLso). As analises de variancias entre as medias
de viabilidade (mobilidade) das L3 nas diferentes diluicbes (com e sem PEG) foi
determinada pelo teste de Tukey (P <0.01).

RESULTADOS

As percentagens (média de duplicatas) das L3 que migraram através do filtro
(larvas viaveis) sdo demonstradas co e sem a presenca de PEG (Tabela 1). O valor
preditivo para reducéo de 50% das L3 viaveis (DLso) foi, aproximamente, 40 mg mL™?
(R? = 0,902) e na presenca de PEG a DLsy aumentou para 72 mg mL? (R? = 0,977),
evidenciando o efeito dos TC sobre as larvas de terceiro estagio.



Tabelal Média (duplicata) da percentagem (%) de larvas infectantes (L3) de
Trichostrongylus colubriformis que na presenca de extrato de acéacia (EA)
migraram atraves do filtro. Resultados com e sem a presenca de
Polietilenoglicol (PEG).

Diluicbes EA Trichostrongylus colubriformis (L3)
mg mL*? EA (migracéo %) EA + PEG (migracéo %)

Controle 80,112 81,782
200 4,22° 5,56 ¢

150 4,48° 13,84 ¢
100 15,02 b° 27,74 ¢4
75 20,60 b¢ 45,37 ¢
65 27,09° 59,78 &
50 29,10° 62,592
35 75,432 83,202

“Controle — agua destilada
Letras diferentes na mesma coluna (P < 0.01).

DISCUSSAO

Este ensaio evidenciou o efeito inibitério do EA sobre L3 de T. colubriformis.
Apesar de nao ser estudado o efeito de outras substancias pertencentes a esse extrato
a utilizacdo do PEG comprova que grande parte dos efeitos inibitorios sdo oriundos dos
TC.

Ao utilizar o extrato de acacia (EA) como fonte de TC, administrado por via oral,
na dose de 1,6g de EA/kg de PV, Minho et al. (2004; 2005) obtiveram resultados
conclusivos sobre a agéo direta destes compostos sobre a carga parasitaria e eclosao
dos ovos de H. contortus e T. colubriformis em ovinos naturalmente e
experimentalmente infectados. Além de ensaios in vitro, nos quais se constatou a acao
do EA sobre a sobrevivéncia e viabilidade das larvas de primeiro estagio de H.
contortus, T. vitinus e Teladorsagia circumcincta (aceito para publicacdo: Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria).

Como verificado em outros experimentos, o uso de fontes de TC, principalmente
oriundas de extratos de acacia sdo promissoras e devem ser avaliadas cientificamente
em ensaios in vitro e in vivo para terem seu uso indicado para o controle parasitario em
ovinos.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem o efeito deletério do AE sobre larvas infectantes de T.
colubriformis afetando sua mobilidade em ensaio in vitro, entretanto os TC ndo podem
ser descritos como 0s Unicos compostos bioativos neste experimento.
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