VI CONGRESSO DE INICIAGAO CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE

@CNPq

PRPG |Frifetoria ce

Pis- Graduagio

PIBIC/CNPq/UFCG-2009

PREVALENCIA, AVALIAGAO E TRATAMENTO “IN VITRO” DE HELMINTOSES
GASTRINTESTINAIS DE CODORNAS JAPONESAS (COTURNIX COTURNIX JAPONICA)
CRIADAS NO PISO NO SEMI-ARIDO

Carlos Magno Bezerra de Azevedo Silva1; Patricia Araujo Brandéoz; Bonifacio Benicio de
Souza’; Sergio Santos de Azevedo®; Paulo V. T. Marinho*; Jefferson Filgueira Alcindo®, Jouberdan
Aurino Batista *, Vinicius Longo R. Vilela®.

RESUMO

Ha uma tendéncia atual de maior demanda pelos chamados produtos organicos, produtos derivados
de vegetais e animais criados sem utilizagdo de agrotéxicos e sem outras substancias quimicas sintéticas
prejudiciais a saude. Este trabalho de pesquisa visou identificar a prevaléncia de parasitos gastrintestinais
de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) de criatérios do semi-arido, bem como, ampliar o
conhecimento sobre o uso de plantas com efeitos anti-helminticos, viaveis para a linha de produgéo
organica. Foram utilizados dois grupos controle, um negativo, sem tratamento, e outro positivo, tratado
com Albendazole 10%, além dos extratos aquosos de alho (Allium sativum) e de capim-santo
(Cymbopogon citratus) para o tratamento “in vitro” de parasitos gastrintestinais de codornas japonesas
criadas no piso, originadas de criatérios da cidade de Lavras da Mangabeira, localizada geograficamente,
na regido semi-arida do estado do Ceara. Das amostras fecais, foram obtidos os ovos, através da técnica
de Girdo e Ueno (1985). O material foi triturado em graal contendo solugéo salina hipersaturada, filtrada
em tamises de malhas de 250mn/nm (n°60) e 180mn/nm (n°80). O material obtido foi acondicionado em
provetas de 500 mL. Procedendo-se trés lavagens consecutivas com agua destilada. Na ultima lavagem, o
sedimento foi mantido com um pequeno volume de agua destilada de modo a comporem uma suspensao
com aproximadamente 100 ovos/ml. Utizou-se placas de Petri de 10cm de didmetro para adicionar 2 ml do
extrato aquosos de alho e capim santo nas concentragdes 25; 20; 15; 10 e 5% mg/ml'1 para cada 200
ovos, ou seja, 2ml do filtrado. O ensaio foi realizado em ftriplicatas. Os resultados obtidos demonstram que
os extratos aquosos de alho (A.sativum) e de capim-santo (C. Citratus) sao alternativas viaveis para o
controle de parasitos gastrintestinais de codornas. Além disto, demonstram eficacia superior, quando
comparados, ao anti-helmintico comercial Albendazole 10%.
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PREVALENCE, EVALUATION AND TREATMENT "IN VITRO" OF GASTROINTESTINAL
HELMINTHOSES OF JAPANESE QUAILS (Coturnix coturnix japonica) MAIDS IN FLOOR IN
SEMI-ARID

There is a current tendency of larger demand for organic products, derived of vegetables and animals
bred without use of pesticides and without other synthetic chemical substances harmful to health. This work
research aim identify the prevalence of gastrointestinal parasites of Japanese quails (Coturnix coturnix
japonica) in paraiban semi-arid and to enlarge the knowledge on plants use with antielminthic effects,
viable for organic production line. It was used garlic (Allium sativum) and grass-saint (Cymbopogon
citratus) aqueous extracts for treatment "in vitro" of gastrointestinal parasites of Japanese quails maids in
floor, originated of flocks of Lavras da Mangabeira city, geographically located in semi-arid area of Ceara
state. Gastrointestinal parasites eggs were obtained of quails fecal samples through the Girdo and Ueno
(1985) technique. Material was triturated in graal containing hyper saturated saline solution, filtered in
sieves of meshes of 250mn/nm (n° 60) and 180mn/nm (n° 80). Obtained material was conditioned in 500
ml test tubes being proceeded three consecutive washes with distilled water. In last wash, the sediment
was maintained with a small volume of distilled water in way to produced a suspension with approximately
100 eggs/ml. Were utilized Petri plates of 10cm of diameter to add 2 ml of garlic and sacred grass extract
aqueous in concentrations 25; 20; 15; 10 and 5% mg/ml-1 for each 200 eggs, in other words, 2ml of filtrate.
The rehearsal took place in triplicates. The results show that the aqueous extracts of garlic (a. sativum) and
grass Santo (c. Citratus) are viable alternatives for the control of parasitos gastrintestinais of codornas.
Furthermore, demonstrate higher efficiency when compared, Albendazole anti-helmintico commercial 10%.
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INTRODUGAO

A produgdo nacional de codornas é de 5.980.474 aves, distribuidas por regiées da seguinte maneira:
Sudeste: 3.555.166; Sul: 1.125.149; Nordeste: 879.373; Centro-oeste: 324.365 e Norte: 96.421 aves.
Analisando o nordeste individualmente, os trés primeiros estados s&do: Pernambuco: 344.304; Bahia:
275.643 e Paraiba: 79.192 aves (IBGE, 2003).

Para viabilizar uma exploragéo racional de codornas, seja para produgao de ovos, seja para produgao
de carne, torna-se necessaria a realizagao de pesquisas, visando a obtengao de material genético de alta
qualidade. O que produzira linhagens comerciais com caracteristicas de desempenho e exigéncias
nutricionais definidas, para a ado¢cdo de programas adequados de alimentagdo, manejo e sanidade
(MURAKAMI; ARIKI, 1998). A codorna japonesa (Coturnix coturnix japonica) foi melhorada para a
produgao de ovos e carne, tendo estes produtos importancia relativa em diferentes paises. No Brasil € no
Japéao, predomina a produgdo de ovos, ja na Franga, ltalia, Espanha e Grécia, a produgdo de carne
(OGUCHI et al., 1998).

Além do fator genético a utilizagdo de antibidticos na alimentagdo dos animais promove maior
crescimento, melhora a conversado alimentar e diminui a mortalidade devido a infecgbes clinicas e sub-
clinicas, estas melhorias sdo observadas, possivelmente, devido ao controle de microorganismos
moderadamente patogénicos n&o identificados, que residem no trato gastrointestinal (CARRILO et al.
1995).

A infecgdo parasitaria intestinal € considerada como um dos mais sérios problemas em aves,
causando grandes perdas econOmicas, devido ao retardo de crescimento, reducao de indice de converséo
alimentar, diminuigdo da produgcdo de ovos e aumento na suscetibilidade as doengas infecciosas
(CARDOZO; YAMAMURA, 2004).

Varias pesquisas evidenciam o efeito benéfico da utilizagdo de antibidticos na alimentagdo animal
(BERTECHINI; HOSSAN, 1993; ZUANON et al.,, 1998). Entretanto, Nonboe (1999) e Laval (1999)
esclarecem que, na Europa, o uso de antibidticos, como aditivos na alimentagdo animal esta proibido
desde 1999. A |justificativa € que ha riscos de desenvolvimento de resisténcia entre os patdgenos
humanos. No Brasil, ha interesse em se identificar novos ingredientes que possam substituir os
antibioticos, sem perda no desempenho dos animais.

Pelo menos trezentas plantas reconhecidamente com propriedades medicinais, fazem parte do
arsenal terapéutico nacional (GIULIETTI; FORERO, 1990), embora, muitas vezes desconhecidas,
desacreditadas ou, simplesmente, ndo aceitas como alternativas pelos médicos sao consumidas pela
populacdo (LORENZI; MATOS, 2002).

As vantagens da utilizagdo de anti-helminticos naturais s&o inUmeras, entre estas esta a viabilizagéo
da criacdo orgéanica de aves. Os produtos cultivados ou criados dentro de um sistema denominado



organico exigem entre outras técnicas, a nao utilizacdo de agrotoxicos e outras substéncias quimicas
sintéticas prejudiciais a saude (ARENALES, 2003). Neste tipo de criagdo as aves tém acesso ao solo, o
que cria condigdes favoraveis para o contato entre as aves e os helmintos parasitos, verificado na ingestao
de ovos, larvas ou hospedeiros intermediarios. Desta forma, ocorre aumento das cargas parasitarias, bem
como, do numero de aves parasitadas, quando comparado com os sistemas convencionais de criacao
(THAMSBORG et al., 1999).

O alho (Allium sativum.) € um desses ingredientes. Ele provoca um aumento da secregdo gastrica,
resultando em acgao profilatica contra infecgbes microbianas do trato gastrointestinal (DELMING; KOCH,
1974). Em pesquisas conduzidas “in vivo” e “in vitro”, foram identificados dois principios antibacterianos
distintos: alicina (CAVALLITO; BAILEY, 1944) e garlicina (MACHADO et al., 1948), ambos de acao
predominantemente bacteriostatica, que atuam tanto contra bactérias gram-positivas quanto gram-
negativas.

Outra espécie possivel de ser utilizada no controle organico de parasitos em animais de producéo € o
capim-santo (Cymbopogon citratus), pertencente a familia Gramineae, € uma erva perene, cespitosa, que
forma touceira compacta, medindo entre 0,6 a 1 m de altura, sendo encontrada desde regides de clima
tropical até temperado brando (CASTRO; CHEMALE, 1993). Também é denominado como capim-cidreira,
capim-cheiroso, vervena, erva-cidreira, patchulifalso, capim-cidrao, sidrd, capim-sicrd, capim-marinho,
capim-limao (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), capim-de-cheiro, capim-cidré, cha-de-estrada, citronela-de-
java, capim-cidrilho, patchuli, capim-catinga, capim-ciri, grama-cidreira e capim-cidrilho (LORENZI;
MATOS, 2002).

Do C. citratus sdo obtidos os o6leos essenciais mirceno, geraniol e citral, este ultimo usado
industrialmente como flavorizante, além de ser matéria-prima na sintese de iononas e vitamina “A”
(SIMOES et al., 1998). Os mesmos autores citam que o citral isolado mostra atividade antiespasmadica e
relaxante da musculatura lisa de cobaios, além de apresentar atividade fungicida e antibacteriana. Takaisi
kikuni et al. (2000) relatam propriedade antibacteriana no género Cymbopogon. Ghedini et al. (2002)
recomendam a utilizagdo do capim-santo, em associagdo com outras plantas, na formulagao de xarope
para combate a tosse, gripe e febre em humanos.

Um fator importante na viabilizagdo da criagdo de codornas € o conhecimento das enfermidades que
mais acometem esta espécie, para que se tenha uma menor interferéncia destes na produgéo, além de
proporcionar uma melhor qualidade do produto final e aumento da produtividade de nossos rebanhos.
Atualmente poucos trabalhos cientificos enfatizam a produgdo de pesquisas envolvendo codornas e
parasitos gratrointestinais, esta caréncia de informacdes se intensifica quando restringimos estes
conhecimentos para a regiao semi-arida nordestina, isso se traduz em diminuigdo da renda, em especial
dos médios e pequenos produtores.

Dessa forma, sdo necessarias pesquisas que encontrem formas alternativas naturais viaveis para
manter a sanidade dos rebanhos, contribuindo ainda mais para a redugao e posterior eliminagao do uso de
produtos quimicos utilizados para estes fins, uma vez que o mercado consumidor exige cada vez mais
alimentos organicos e livres de contaminagoes.

MATERIAL E METODOS
Local de coleta e periodo do experimento

O periodo experimental desenvolveu-se nos meses de setembro de 2008 a maio de 2009. Foi
realizado um levantamento zootécnico na regido semi-arida do estado da Paraiba, nas cidades de Patos,
Sao Bentinho, Pombal, Sousa e Cajazeiras.

Apos analise do levantamento acima citado, verificou-se a inexisténcia de criatérios de codornas no
piso nas cidades citadas anteriormente. Apenas na cidade de S&o Bentinho, estado da Paraiba, um
cotonicultor foi catalogado, entretanto, todo o plantel sendo criado em baterias de gaiolas e destinados a
postura. Tal observagéo justificou a ampliagdo da area de abrangéncia da pesquisa, passando a incluir os
municipios de Ipaumirim, Baixio, Milagres, Lavras da Mangabeira e Brejo Santo, cidades situadas
geograficamente na regiao semi-arida cearense. Registrou-se a existéncia de um cotonicultor na cidade de
Lavras da Mangabeira, com plantel destinado a postura comercial, composto por cinco mil aves, criadas
no piso, estando a maioria em idade produtiva. O material fecal foi coletado com a utilizagao de folhas de
papeldo, espatulas de madeira (Fifuras 1 e 2), em seguida acondicionadas em sacos plasticos,
refrigeradas e encaminhadas para o Laboratério de Doencas Parasitdrias dos Animais Domésticos
(LDPAD) da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos-PB.
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Figura 1: Fotografia mostrando aspecto geral do criatério, com colocagao das folhas de papeldo para
obtencao das amostras de fezes.

Figura 2: Fotografia mostrando fezes nas folhas de papeldes recém saidas do aviério.
Sistema de Producao

O sistema de producao utilizado pelos produtores envolvidos € o intensivo, caracteristico dos criatérios
comerciais de aves. Os animais sdo alojados em galpdes com piso de cimento concretado, forrado com
palha de arroz ou bagago de cana-de-agucar. Os animais sdo separados por idade, recebendo agua ad
libidum e concentrado a base de milho, farelo de soja, farelo de trigo, minerais e sal.

Obtenc¢ao dos Extratos

As amostras de alho (Allium sativum) e de capim-santo (Cymbopogon citratus), apds coleta, foram
submetidas aos procedimentos laboratoriais de rotina (higienizagéo, tritura, pesagem em balanga eletrénica
de precisdao e armazenamento). Em seguida, as amostras foram colocadas em recipientes de vidro
esterilizado para a preparacdo dos extratos, sendo utilizado o farelo de A. sativum e de C. citratus,
separadamente, na proporcdo de 250g de material vegetal para 1L de agua destilada, permanecendo
submersas por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo, realizou-se filtragem das mesmas, utilizando
papel filtro. O liquido filtrado (volume inicial = v1) foi transferido em pequenas porgdes (100 mL) para
recipientes de vidro de cor ambar, adicionando-se &gua destilada para obterem-se as concentragbes
desejadas (Volume final = v2), mantidos sobre refrigeragéo até o momento da realizagédo dos testes.

Cultivo “in vitro” dos Helmintos

Os ovos foram obtidos através da técnica de Girdo e Ueno (1985). O material foi triturado em graal
contendo solugéo salina hipersaturada, filtrada em tamises de malhas de 250mn/nm (n° 60) e 180 mn/nm
(n°80). O material obtido foi acondicionado em provetas de 500 ml. Procedendo-se trés lavagens
consecutivas com agua destilada. Na ultima lavagem, o sedimento foi mantido com um pequeno volume de
agua destilada de modo a comporem uma suspensao com aproximadamente 100 ovos/ml. Seguindo-se o
aplicado por Hubert e Kerboeurf (1984), utilizando-se placas de Petri de 10cm de didmetro foram
adicionados 2 mL do extrato aquosos de alho e capim santo nas concentragdes 25; 20; 15; 10 e 5% mg/mL"
! para cada 200 ovos, ou seja, 2mL do filirado (figura 3). O ensaio realizou-se em triplicatas. Para o controle



positivo, foi utilizada apenas a amostra fecal e agua destilada. O controle negativo foi realizado com
Albendazole 10%.

Figura 3: Fotografia mostrando isribui@éb das Placs de Petri utilizadas para ensaio.

Conforme procederam Coles et al., (1992), a adicao dos extratos nas placas com ovos recentemente
coletados permitiu avaliar o efeito destes, sobre as mitoses, portanto, o teste “in vitro” de inibi¢do de eclosao
de ovos foi realizado para verificar o efeito inibitério de um composto (natural ou nao) na ecloséo destes
ovos. A agdo dos extratos vegetais sobre o desenvolvimento dos ovos foi avaliada durante o periodo de
encubacéo de 24, 48 e 72 horas, o procedimento foi igualmente repetido com o controle positivo e controle
negativo. As leituras foram realizadas em microscopio 6ptico em aumento de 100 vezes, como demonstrado
na Figura 4. Foram avaliados todos os ovos presentes nas amostras classificando-os em viaveis e invidveis,
conforme verificado nas figuras 5e 6. As larvas identificadas nas placas sdo contabilizadas como
provenientes de ovos viaveis, como visto na Figura 7.

Figura 4: Fotografia mostrando a leitura das placas em microscépio éptico.
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Figura 5: Fotografia, em microscépio 6ptico, mostrando ovo inviavel de Ascaridia sp.



Figura 6. Fotografia, em microscopio 6ptico, mostrado ovo viavel de Ascaridia sp.
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Figura 7. Fotografia, en% rhibroscébio épticb-, mdstrac;o larva viavel de Ascaridia sp.
Parasitos identificados

A Ascaridia sp. € um nematdide, pertencente a superfamilia Ascaridoidea. Parasitos de aves
domésticas e silvestres encontrados no intestino delgado possuem como maior efeito uma enterite catarral,
podendo evoluir & hemorragica ou, pelo seu grande tamanho, pode provocar oclusdo intestinal e morte,
principalmente em aves jovens. A determinagao das espécies é possivel, através do estudo morfolégico dos
ovos e larvas, dentre as espécies identificadas encontra-se a Ascaridia galli, mais comum na maioria das
espécies de aves, A. dissimilis, em perus, e A. columba, mais comumente identificada em pombos
(URQUHART et. al, 1998). O estudo morfolégico dos ovos e larvas encontrados nas amostras fecais de
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), durante o experimento, ndo levou a determinagéo exata da
espécie de Ascaridia sp. envolvida. Tal fato, justificado pelo tempo maximo de 72 horas de periodo
experimental, impossibilitando a observagao do parasito em sua fase adulta.

Delineamento estatistico

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com os tratamentos de acordo com um arranjo
fatorial (2 x 5 +2) sendo dois extratos vegetais, ambos com cinco concentragdes (em niveis crescentes de
extrato de alho e de capim santo), mais a testemunha e o grupo controle. Foram empregados trés
repeticdbes de tratamentos, baseado nos procedimentos de Benicio et al. (2003). Os dados serado
submetidos a analise de varidncia, sendo as médias gerais dos extratos, do tratamento testemunha e do
grupo controle comparadas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise dos resultados obtidos

Tabela 1: Média da eficacia dos tratamentos, calculada através da taxa de inibicao da eclosao de ovos de
Ascaridia galli em suas respectivas concentragdes.

EFICACIA %
TRATAMENTO CONCETRAGCOES 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

%

Alho 5 5,56 8,33 15
10 19,7 22,3 27,73
15 32,48 45,81 46,89
20 41,39 54,44 63,33
25 60,44 72,4 81,98

Capim-santo 5 0,0 11,11 44 .44
10 33,33 47,62 79,37
15 27,5 42,5 54,17
20 50 52,78 72,22
25 31,37 53,5 68,63

Sem tratamento* - 0,0 0,0 6,67

Albendazole ** 10 26,19 26,67 26,67

*Controle positivo (+)
**Controle Negativo (-)

Na anadlise dos resultados obtidos (Tabela 1), verificou-se que durante a leitura realizada apos 24
horas de incubagdo apenas nas concentracbes de 5 e 25% houve efeito significativo (p<0,05). A
concentragcdo a 5%, na comparagao de efeito ovicida entre o grupo tratado com alho e o grupo sem
tratamento (controle positivo), a na concentragao a 25%, comparando-se o grupo tratado com capim-santo e
0 grupo de controle positivo.

Apbs as 48 horas, foram significativas as comparagbdes entre o grupo de controle negativo
(Albendazole 10%) e o grupo tratado com capim-santo, sendo o ultimo mais eficaz, resultado também
observado na concentragao de 10%. Os grupos tratados com alho e capim santo também variaram
significativamente nas concentragdes de 5 e 10%, tendo o capim-santo apresentado melhor resultado nas
duas concentragdes. Foi verificado resultado significantivo nas comparagdes entre o grupo de controle
negativo e o grupo de controle positivo, nas concentracbes de 10 e 25%. Na comparacéo entre os grupos
tratados com alho e os grupos de controle positivo e negativo, ocorreram variagdes significativas nas
concentracdes de 10 e 25%, respectivamente.

A leitura realizada apd6s 72 horas de incubacgéo, apresentou na concentracdo de 5% variacédo entre
0s grupos de controle negativo e o tratado com capim-santo. Na concentracdo de 10%, com excecao da
comparagao entre os grupos de controle negativo e o grupo tratado com alho, todas as demais
comparagdes variaram significativamente. Assim como nas demais leituras, ndo houve nenhuma
significancia nas comparagdes de tratamentos nas concentragbes de 15 e 20%. A concentragdo de 25%
apresentou significancia nas comparagdes entre o controle negativo e os demais grupos, demonstrando a
vantagem dos fitoterapicos sobre o farmaco quimico.

O efeito ovicida dos extratos, também pode ser observado mediante analise das médias de eficacia
dos tratamentos utilizados, apés a realizagao de todas as leituras, conforme verificado na figura 8.
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Figura 8: Grafico com dados da eficacia dos extratos de alho ( A. sativum) e capim santo ( C. citratus) e dos
grupos dos controles positivo (sem tratamento) e negativo ( Albendazole 10%), no tratamento “in vitro” de
ovos de Ascaridia galli.

Como observado na Figura 8, tanto o capim-santo, quanto o alho, obtiveram eficacia superior ao grupo
controle negativo (Albendazole 10%), exceto, na concentracdo minima dos extratos (5%). As curvas dos
extratos de alho e capim-santo apresentaram-se ascendentes, com o aumento da concentragdo. A curva da
eficacia do controle negativo, permaneceu perpendicular ao eixo x, demonstrando estagnacéo, tal fato, é
sugestivo de resisténcia parasitaria. O extrato de capim-santo atingiu seu melhor resultado na concentracao
de 20%, o tratamento de alho atingiu seu apice aos 25% de concentragdo, ambas, com ganhos reais de
efeito anti-helmintico, sem acarretar riscos para o consumo humano de ovos ou de carne de codorna.

Os resultados de eficacia acima citados apresentaram-se inferiores aos encontrados por Kim et al.
(2004) que controlaram Dermanyssus gallinae, parasita de aves domésticas, obtendo 100% de mortalidade
na fase adulta do parasito, utilizando uma apresentacdo comercial de 6leo essencial de Cymbopogon
citratus e aos de Almeida et al. (2003), realizando um experimento “in vitro”, testando a eficacia de extrato
aquoso de folhas de capim-santo em larvas de nematédeos parasitas de caprinos, obtiveram uma
mortalidade de 95% das larvas da superfamilia Strongyloidea.

O trabalho confirma o controle de varios géneros de parasitas de diferentes espécies de animais
domésticos. Além de demonstrar que tanto o C. citratus quanto o A. sativum possuem propriedades anti-
helminticas acima de 50% de eficacia nas concentracdes de 15 e 25%, sendo o capim-santo, na
concentracdo de 10%, de eficacia semelhante.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que os extratos aquosos de alho (A.sativum) e de capim-santo (C.
Citratus) sao alternativas vidveis para o controle de parasitos gastrointestinais de codornas. Além disto,
demonstram eficacia superior, quando comparados, ao anti-helmintico comercial Albendazole.
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