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RESUMO

NETO, VICENTE OLIVEIRA BRITO. Analise irn vitro do grau de toxicidade do
extrato etandlico de Azadiracta indica A. Juss em Artemia salina e em larvas
infectantes de Haemonchus contortus. Trabalho de Conclusdao de Curso — Monografia
(Curso de Medicina Veterindria) — Universidade Federal de Campina Grande. Patos, 2013,
26p.

Parasitas gastrointestinais, principalmente o Haemonchus contortus, causam redug¢do na
produtividade dos rebanhos de pequenos ruminantes. A falta de conhecimento dos
criadores e a aplicacdo inadequada de vermifugos gera resisténcia parasitaria. Na busca de
novos métodos para diminuir o uso de produtos quimicos, a fitoterapia € uma nova
alternativa. A espécie Azadiracta indica, conhecida como Nim, que possui acdo repelente e
anti — helmintica. Para estudos toxicoldgicos de plantas, o microcrusticeo Artemia salina é
bastante utilizado, por substituir o uso de cobaias na experimentacdo. Inicialmente, foi
preparado o extrato das folhas do Nim, posteriormente o microcrusticeo Artemia salina
foi reproduzido em laboratorio, para avaliar a toxicidade do extrato hidroalcodlico dessa
planta. O teste foi realizado em triplicata, com 10 exemplares de A. salina em cada placa
contendo o extrato nas concentragdes de 100, 500, 1000, 10.000 e 20.000ug/mL, apds 24
horas foi feito a contagem dos nduplios sobreviventes. Para o teste in vitro sobre H.
contortus, o extrato na concentracdo de 18.000 pg/ml foi adicionado a coproculturas e
depois de sete dias procedeu-se a leitura, para contagem das larvas de terceiro estagio (L3).
O grau de toxicidade do extrato hidroalcodlico das folhas do nim sobre A. salina € baixo,
mas quando testado em Haemonchus contortus o resultado foi satisfatorio. Assim, A.
indica representa uma alternativa vidvel para o controle de parasitoses em pequenos
ruminantes.

Palavras-chave: Fitoterapia, micro- crusticio, parasitos gastrintestinais.



ABSTRACT

NETO, VICENTE OLIVEIRA BRITO. In vitro analysis of the degree of toxicity of
the ethanol extract of A. Azadiracta indicates Juss in Artemia salina and infective
larvae of Haemonchus contortus. Trabalho de Conclusdo de Curso — Monografia (Curso
de Medicina Veterindria) — Universidade Federal de Campina Grande. Patos, 2013, 26p.

Gastrointestinal parasites, especially Haemonchus contortus cause reduction in livestock
productivity of small ruminants. The lack of knowledge of creators and inadequate
application of anthelmintics generates parasitic resistance. in search new methods to reduce
the use of chemical products, herbal medicine is a new Alternatively, among the plants,
there is the Azadiracta species indicates, known as Nim, who owns repellent and anti -
helminthic. For toxicological studies plants, microcrustacean Artemia is widely used to
replace the use of guinea pigs in experiments. Initially, the extract was prepared from the
leaves of Neem subsequently microcrustacean Artemia salina was reproduced in the
laboratory, to evaluate the toxicity of the hydroalcoholic extract of this plant. The test was
conducted in triplicate, with 10 specimens of A. saline on each plate containing the extract
in at concentrations of 100, 500, 1000, 10.000 and 20.000 mg / mL, after 24 hours was
done to count the nauplii survivors. For the in vitro test for H. contortus extract in
concentration of 18.000 mg / ml was added and the stool cultures after seven days
proceeded to read, to count of third-stage larvae (L3). The degree of toxicity of the
hydroalcoholic extract of the leaves of neem on A. Saline is low, but when tested in
Haemonchus contortus the result was satisfactory. Thus, A. indicates represents a viable
alternative for the control of parasitic infections in small ruminants.

Keywords: Herbal, micro-crusty, gastrointestinal parasites.
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1.INTRODUCAO

O haemonchus contortus € um parasito nematédeo, causador de grandes
problemas na regido nordeste do Brasil, o seu controle é dificil devido o manejo
incorreto dos animais e a ma utilizacdo de vermifugos utilizados no seu tratamento, por
serem aplicados de forma indiscriminada e constante. Podendo selecionar linhagens
resistentes de parasitas.

Nos dltimos anos, tem se observado pesquisas na drea da fitoterapia, com vista a
contribuir no controle parasitdrio, além de serem de baixo custo retardam a resisténcia
parasitdria, pois os produtos quimicos fazem com que os proprios parasitas
desenvolvam mecanismos de protecao.

O nim (Azadiracta indica) tem sido muito pesquisado e estd associada ao
tratamento de pragas, doencas em humanos, controle de parasitas em animais. Assim,
ha necessidade de saber qual o grau de toxicidade dessa planta, fazendo a anélise in
vitro do extrato hidroalcodlico das folhas do nim sobre Artemia salina.

Atualmente, a utilizacdo de animais na experimentacdo estd cada vez mais rara,
pois coloca em risco a vida dos mesmos. Assim tém- se procurado melhores formas de
realizar pesquisas sem o uso de animais, € com relacdo ao grau de toxicidade das
plantas, as experiéncias estdo sendo realizadas in vitro, em laboratério com o
microcustacio Artemia salina.

Na busca por uma alternativa fitoterdpica mais vidvel, esse trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito téxico do extrato etandlico do nim, sobre o microcrusticio
Artemia salina, para determinacdo da CL50, e determinar a acdo ovicida e larvicida em

Haemonchus contortus.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1. Haemonchus contortus

As infecgOes parasitdrias sdo as principais causas de reducdo na produtividade
dos animais, tornado dificil estabelecer um real valor do prejuizo gerado, mais dificil
ainda quando se trata das infec¢des sub-clinicas. Os parasitas podem influenciar na
ingestdo do alimento, na digestio e em vdarios outros processos fisioldgicos
(MCCLEOD, 1995).

Pesquisas demonstram que mais de 80% da carga parasitdria de caprinos é
composta de Haemonchus contortus (COSTA, 2002). Esse parasita € um importante
nematddeo para caprinos e ovinos, devido ser o mais prevalente, apresentar elevada
intensidade de infeccdo,e ser responsdvel por apresentar um quadro clinico severo de
anemia (URQUHART et al., 1990).

Os principais sintomas que os helmintos gastrointestinais causam s3o a
debilidade, a anemia severa e hipoproteinemia, ocasionando a diminui¢cdo do estado
corporal do animal e até morte, causando queda na produtividade. Geralmente o
parasitismo acomete animais mais jovens, mas os animais adultos podem ser afetados
(KAPLAN, 2004).

O H.contortus € um dos parasitas mais patogénicos, pois pode ocasionar morte
subita dos animais acometidos, mesmo sem apresentar sintomas, e pode ocorrer em todo
o ano (MATTOS et al., 1999). Por consumir bastante sangue do animal, o H. contortus,
causa no hospedeiro uma grande incapacidade de recompensar a diminuicao de sangue
no organismo e se o animal for infectado com um grande nimero de parasitos ele pode
chegar a perder cerca de 0,5ml de sangue por dia, € assim desenvolver um quadro de
anemia grave, em um periodo de tempo muito curto (BOWMAN, 1995).

Os anti-helminticos sdo utilizados para o tratamento de parasitoses em todas as
espécies de animais, em ruminantes sdo gastos milhdes no controle das helmintoses
(URQUHART et al., 1990). Os efeitos benéficos do uso de medicamentos
antiparasitarios estdo ligados de forma direta a contabilidade de uma propriedade.
Quando essa tecnologia é aplicada de forma correta, baseada em conceitos

epidemioldgicos, os envolvidos na cadeia produtiva de uma forma geral ganham em
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qualidade, produtividade e lucratividade (ECHEVARRIA et al., 1999; VIEIRA &
CAVALCANTE, 1999).

A utilizacdo excessiva de sub, ou sobre-dosagens de anti-helminticos com o
mesmo principio quimico, o momento errado da aplicacdo do vermifugo e uma falta de
manuseio adequado dos animais, t€ém colaborado para um ripido desenvolvimento da
resisténcia (RODRIGUES, 2005). Cientistas atentam que com o uso de farmacos de
forma ndo criteriosa e demasiada, muito em breve as fontes de controle quimico se
esgotardo, levando a um grande prejuizo para produtores que dependem desta atividade
(VAN WYK et al., 1997; MOLENTO & PRICHARD, 1999). Na tentativa de diminuir o
avanco do parasitismo vém sendo estudadas novas formas de controles integrados,
usando fitoterdpicos com efeitos anti-helminticos (HERD, 1996).

Segundo estudos da ( FAO, 2003) Food and Agriculture Organization , 55% dos
paises que fazem parte da Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) concordam
que tem resisténcia de endo e ectoparasitas que acometem os ruminantes; 22% dos

paises apresentam duas ou mais espécies resisténtes.

2.2. Plantas medicinais

Nos ultimos anos tem sido observado um grande interesse pelo potencial
terapéutico das espécies vegetais (YUNES et al., 2001), tal fato € comprovado pela
evidéncia de que hoje, cerca de 30% das drogas prescritas no mundo sdo obtidas direta
ou indiretamente dessas plantas. Além disso, cerca de 50% das drogas desenvolvidas
entre 1981 e 2002 foram obtidas a partir de produtos naturais, andlogos semi-sintéticos
ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais (KOEHN & CARTER,
2005).

A fitoterapia € uma alternativa para aumentar os lucros e diminuir o uso de anti-
helminticos convencionais (VIEIRA, 1999). Na fitoterapia sao usadas diversas partes
das plantas, como raizes, cascas, folhas, frutos e sementes, de acordo com a espécie
trabalhada. H4 também vérias formas de preparacdo, mas o chd € a mais utilizada, sendo

preparado por decoccdo ou infusdo (LAINETTI R, 1980).
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2.2.1 Azadiracta indica A.juss

Dentre as diversas plantas que sdo mundialmente estudadas, destaca-se a espécie
Azadiracta indica, conhecida como nim, que é uma planta natural do sudeste da Asia e
do subcontinente indiano, pertence a familia Meliceae, € uma planta resistente a seca, de
crescimento rdpido, copa densa, chegando a alcancar 15 a 20m de altura, podendo ser
cultivada em regides de clima quente e solos bem drenados (SOGLIA et AL., 2006),
cresce bem em dreas de clima tropical e subtropical (VERKEK, 1993). Sao arvores
atrativas, possuem sempre uma grande quantidade de folhas verde- claro intenso, e sé
caem em casos de seca intensa, o nim € facilmente propagado, tanto sexualmente quanto
vegetativamente, podendo ser plantado por meio de sementes, mudas, drvores novas,
brotos de raiz ou tecido de cultura (MARTINEZ, 2002; SCHMUTTERER, 1990).

H4 alguns anos sua importancia econdmica vem crescendo bastante pelo uso de
seu extrato, obtido das folhas, da casca e das sementes, também € usado para produgdo
de medicamentos e pesticidas. Existem atualmente sistemas agroflorestais e plantacdes
na Austrdlia, Ilhas Virgens, Porto Rico e no sudeste asidtico (PURI & SWAMY, 2001).
E uma planta sombreadora, servindo também para a producio de material para
constru¢do, combustivel, lubrificante, adubo e mais recentemente como praguicida
(LOCKE & SCHMUTTERER, 2002).

Ja € usada hd alguns séculos no Oriente como planta medicinal, no tratamento de
inflamacdes, infec¢des virais, hipertensdo e febre, tem ainda acdo repelente. Devido a
baixa toxicidade e larga distribui¢do na natureza, o nim pode ser considerado como uma
valiosa fonte para uso na Medicina tradicional e no desenvolvimento de drogas
modernas. (MOSSINI, 2005). Essa planta também e capaz de proteger de pragas, por
meio de uma grande quantidade de compostos bioativos como: salanina, azadiractina,
meliantrol, azadirona, gedunina, nimbolina, entre outros, sendo que a azadiractina €
considerada um dos compostos mais potentes (SOGLIA et al., 2006).

Nzo hé registros de toxicidade de nim para humanos. Na Africa e no Caribe, a
populacdo consomem seus frutos maduros (MARTINEZ, 2002). A azadiractina, como
principal ingrediente da planta, age sobre os insetos tanto por ingestio como por
contato, reduzindo a alimentagdo e desenvolvimento de insetos. Os extratos do nim tem
acdo nematicida, bactericida e fungicida, reduz a populacdo de nematdédeos fitéfagos,

inibindo o crescimento de bactérias e atua sobre fungos (SOGLIA et al., 2006).
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O nim tem sido divulgado como alternativa fitoterdpica no que diz respeito ao
controle de nematddeos gastrintestinais em animais, em um estudo feito na Venezuela,
o nim € a planta mais usada como medicamento etnoveterindrio, usado em vdrias
criacoes (LANS ., 1998).

Os testes in vitro permitem uma andlise das propriedades anti-helminticas dos
extratos vegetais, identificando e caracterizando os componentes quimicos encontrados
nas plantas, possibilitando alternativas para o controle das parasitoses (COSTA et al.,

2002).

Figura 1. Folhas do n1.

Fonte: Arquivo pessoal

2.3. Artemia salina

Para andlise de medicamentos, ainda sdo usados animais, mas buscam-se
alternativas que ndo os exponham a sofrimento, e de menor custo financeiro. Uma
melhor forma de avaliagdo vem sendo utilizada como bioindicador de toxicidade, o uso
da Artemia salina (Figura 02), um microcrustaceo da ordem Anostraca (SOUTO, 1991).
E chamada também de camario de salmora, é um braquiépoda, pertencente ao filo
Anthropoda, esta espécie se encontra nos cinco continentes. (VEIGA et al 2002).
Considerada cosmopolita e de facil adaptacdo a varios ambientes, pois tem uma
resisténcia a estresse ambiental, como a variacdo de salinidade, temperatura e oxigénio
dissolvido (NARDO EA, et al 1997)

A. salina é um crustaceo filtrador que se alimenta principalmente de bactérias,

algas unicelulares, pequenos protozodrios e detritos que sdo dissolvidos no meio. A

filtracdo acontece nos toracopodos, que sdo responsdveis em conduzir as particulas
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alimenticias em até o sistema digestivo. A taxa de filtracio diminui de acordo com o
aumento da concentragdo de particulas, ficando essas particulas acumuladas e assim
interferindo no processo normal de seus batimentos. Outro efeito quando se t€m altas
concentragdes € que podem passar diretamente pelo tubo digestivo, e dessa forma nao
sofrer digestao, tornando o individuo subnutrido (SOUTO, 1991).

Esse microcusticeo é de baixo custo, ficil manipulagdo e reproducdo em
laboratério (CALOW, 1993). Pesquisas fundamentam a acdo téxica de vdrias
substincias naturais sobre a Artemia salina (RIOS, 1995; NASCIMENTO et al, 2008).

O método de anédlise com Artemia salina é proposto como um simples bioensaio
para pesquisa preliminar de atividade em produtos naturais. Usando esse método, é
possivel obter a concentracdo letal (CL50%) dos componentes ativos de extratos em um
meio salino. O teste avalia a toxicidade de componentes ativos, fragdes ou extrato de
produtos naturais frente ao organismo marinho A. salina, esse simples organismo pode
ser usado como um modelo para a citotoxicidade de produtos, além de ser um método

répido, seguro e acessivel (MEYER, 1982).

Figura 2: Artemia salina

Fonte: Arquivo pessoal
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao do Experimento

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Doengas Parasitdrias de Animais
Domésticos (LDPAD) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro
de Satde e Tecnologia Rural (CSTR), Patos, Paraiba.

3.2 Coleta e confeccao do extrato do Nim

A coleta e herborizacdo do material vegetal foram realizadas baseando-se em
metodologias propostas por Cartaxo, Souza e De Albuquerque (2010). As plantas
foram coletadas na Fazenda Nupedrido, a exsicata encontra-se armazenada no
Herbario da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos, sob o
nimero 3851.

Para a aquisi¢do do extrato utilizaram-se as folhas da planta A. indica, apés a
coleta, pesadas em balanca eletrOnica de precisdo e colocadas em sacos de papel de 2
kg. Em seguida levados para estufa para pré-secagem com circulagdo forcada de ar,
por 48 horas a no maximo 45°C. A amostra foi pesada novamente, triturada e
colocados em saches feitos de TNT 100% polipropileno, a seguir foi colocada em um
recipiente de vidro estéril para alcoolatura durante 72 horas, utilizando o farelo do
Nim na propor¢ao de 250g de matéria vegetal para 1L de alcool cereal. O extrato foi
filtrado e armazenado em recipiente de vidro para evaporacdo total do solvente na

chapa aquecedora a 50°C.

3.3 Reproducio em laboratoério da Artemia salina

Esses ensaios foram realizados tendo por base as metodologias propostas por
Araujo, Cunha e Veneziani (2010). Inicialmente, foi preparado um litro de dgua do
mar artificial, com o pH ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solu¢do 0,08 mol/L de
hidréxido de sédio (NaOH) para incubagdo dos cistos de Artemia salina (1 g/L), que
foram expostos a luz artificial (lIampada incandescente de 60 watts), sob aeracdo com

auxilio de uma bomba para aqudrio e em temperatura ambiente durante 24 horas. Em
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seguida, as larvas foram filtradas (retirando-se os cistos que ndo eclodiram) e
recolocadas no aquério, onde continuaram em incubac¢do por mais 24 horas, nas
mesmas condi¢des de luz e de calor. Apds essas incubagdes, quando as larvas
atingiram o estigio de metanduplio (cultura pura), essas sdo as consideradas mais

sensiveis ao tratamento.

3.4 Teste de evolucao da toxicidade em Artemia salina

Para o ensaio, foram colocados, em triplicata, dez exemplares de nduplios em
pocos contendo 5 mL de solugdo salina, com fracdes dos extratos vegetais dissolvidos
em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 1%, nas concentragdes de 100, 500, 1000 ,
10.000 e 20.00pg/mL. Como controle positivo foram colocadas as larvas em
hipoclorito de sodio (NaClO) a 1% e como controle negativo foram feitos dois testes,
no primeiro apenas as larvas e a solugdo salina, sem as concentragdes dos extratos e o
segundo com as concentragdes testadas apenas com o solvente utilizado para preparar
0s extratos.

ApOs 24h em contato com a suspensdo dos extratos, com o auxilio de um
contador de colonias, foi realizada a contagem do ndmero de nduplios sobreviventes
dos grupos controle e dos grupos expostos as fracdes. Foram consideradas mortas
aquelas larvas que permanecerem imoveis por mais de 10 segundos apds leve toque

com a ponta de uma pipeta de Pasteur.

3.4.1 Analise estatistica do teste

A andlise estatistica deste ensaio foi realizada com os valores obtidos,
estimando-se a concentracdo letal para matar 50% (CL50) das larvas através do método
de Analise de Probitos, com 95% de intervalo de confianga, utilizando-se o programa

TRIMMED.exe versao 1.5.

3.5 Teste de ovicida e larvicida sobre Haemonchus contortus

Para testar a acdo ovicida e/ou larvicida do extrato, foi adicionado 2,5ml de

extrato etandlico de Azadirachta indica na concentracao de 18.000 pg/ml a culturas
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fecais monoespecificas de Haemonchus contortus. ApoOs sete dias procedeu-se a
recuperacdo das larvas de terceiro estdgio (L.3) para contagem de larvas em microscopio
optico. O teste foi realizado em triplicata e utilizou-se como controle dgua destilada

estéril. Esse experimento baseou-se na metodologia de (CHAGAS & VIEIRA, 2007).

3.5.1 Analise estatistica

Para esse ensaio, empregou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC).
A eficiéncia do tratamento foi calculada pela férmula: (L3 do controle negativo - L3 do
grupo tratado)/ L3 do controle negativo, segundo CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse trabalho foi realizado com o objetivo de descobrir uma dose téxica do nim
em Artemia salina, para posterior confec¢cdo de medicamentos ou outros produtos. Foi
também avaliado em ovos e larvas de Haemonchus contortus, para assim descobrir se é
eficaz ou ndo ao tratamento como anti- helmintico. Nas tabelas abaixo estdo os dados
obtidos do experimento nos dados obtidos nas tabelas 1 e 2.

O extrato do nim mostrou-se letal apenas em altas concentragdes (Tabela O1),
segundo a classificagdo de Meyer (1982), esse extrato ndo é considerado téxico, pois

valores de CL50 acima de 1000 sdo considerados atoxicos

Tabela 01. Valor de CL50 calculado para o extrato hidro alcodlico de Azadirachta

indica e respectivos intervalos de confianca de 95%.

Azadirachta indica CL50 (pg/mL)

Extrato hidro alcodlico das folhas 18234,45 (14662,09-22667,19)

Bevilacqua et al.(2008) estudou a toxicidade do nim em Artemia salina
comparando a preparacdo comercial do extrato da folha analisando o 6leo da semente da
A.indica. Observou toxicidade aguda, mas diferente, a toxicidade da CL50 do dleo
puro foi de 1,59ml/ml, j4 a preparacdo comercial do extrato da folha ndo foi possivel

calcular pois apresentou morte de 100% de A.salina.

Os resultados do experimento in vitro em H. contortus, apontam que o extrato do
Nim na concentragdo de 18234,45 ug/ml se mostrou eficaz, havendo uma reducio na
eclodibilidade e no total de L3 recuperadas apds 7 dias. De 12.000 ovos por
coprocultura, houve 50% de eclodibilidade em agua destilada e 14,16% com o extrato
da folha do nim. Em larvas de terceiro estidgio (L.3), teve uma eficiéncia de 71,77%

(Tabela 02).
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Tabela 02. Eficiéncia do extrato hidroalcodlico do nim (Azadirachta indica) em
Haemonchus contortus.

Tratamento Concentragao Total de Eclodibilidade Eficiéncia (%)
(ug/ml) L3 (%)
Nim 18.234,45 1700 14,16 71,77
Agua destilada 0 6000 50 0

Outros estudos também demonstram o efeito do nim sobre nematédeos de
pequenos ruminantes. Ahmed et al. (1994) e Mostofa et al. (1996) avaliaram o efeito do
extrato aquoso da semente do nim em nematédeos de pequenos ruminantes obtiveram
efeitos positivos para o controle desses parasitas. Pietrosemoli et al. (1999) constatou
com o fornecimento das folhas desidratadas diminui¢do do resultado da OPG em
bovinos, ja em ovinos que foram submetidas a uma alimentacdo de 3 g/kg de folhas
frescas de Nim por 6 semanas tiveram reducdo significativa na contagem dos parasitas
jéa adultos. (CHANDRAWATHANI et al. 2006).

Pessoa (2001) analisou in vitro o efeito da azadirachtina retirada da semente do
Nim sobre H. contortus encontrando 68,3% de inibi¢do na eclodibilidade deste parasito

na concentragdo de 1%.
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5. CONCLUSAO

O extrato do Nim (Azadirachta indica) foi eficiente no controle de larvas
infectantes de Haemonchus contortus sendo observado baixa toxicidade em Artemia
salina. Assim, A. indica representa uma alternativa vidvel para o controle de
Haemonchus contortus em pequenos ruminantes.
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