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CORDEIRO, Luciana Nunes. Efeito in vitro de extratos etanolicos da raiz de Jurubeba
(Solanum paniculatum L.) e das folhas de Melao-de-Sao-Caetano (Momordica charantia
L.) sobre ovos e larvas de nematodides gastrintestinais de caprinos. Patos, PB: UFCG,
2008. 64 p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-
Arido)

RESUMO

O controle tradicional dos nematdides gastrintestinais, através de anti-helminticos sintéticos
gera problemas como resisténcia, residuos alimentares e ecotoxidade, despertando a
necessidade no desenvolvimento de novas alternativas para o controle da verminose caprina,
seja interferindo na contaminacdo das pastagens, como controle biolégico, seja no uso de
plantas ou produtos botanicos para administrar aos animais. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar in vitro a acdo de extratos etandlicos da raiz de Jurubeba (Solanum paniculatum L.) e
das folhas de Meldo-de-Sdo-Caetano (Momordica charantia L.) sobre ovos e larvas de
nematoides gastrintestinais de caprinos. As larvas foram obtidas de coproculturas e a
recuperacdo de ovos foi feita em tamises, a partir de fezes de caprinos naturalmente infectados
da mesorregido do Sertdo Paraibano. O extrato foi utilizado nas dilui¢des de 50; 25; 12; 6 e 3
% para ambos os testes e como controle positivo 0,2 mgkg' de moxidectina e para
testemunha, utilizou-se dgua destilada estéril. As placas foram examinadas ao microscépio
optico para contagem dos ovos em desenvolvimento e larvas moveis e imdveis, apds 24 h, 48
h e 72 h de incubacdo. As diluigdes do extrato etandlico de M. charantia e os tratamentos
testemunha e farmaco diferiram quanto ao nimero de ovos invidveis € no teste de motilidade
larval as dilui¢cOes acima de 12 % apresentaram resultados significativos quanto ao niimero de
larvas invidveis. A acdo de S. paniculatum sobre a eclosdo dos ovos foi significativamente
diferente nas diluicdes do extrato acima de 25 % e a motilidade larval foi afetada em 50 %.
Nas condicOes ensaiadas a M. charantia e S. paniculatum expuseram um potencial terapéutico
alternativo para o controle da verminose caprina, sendo necessarios estudos futuros para

identificar os constituintes nas folhas e raizes responsaveis pela atividade anti-helmintica.

Palavras-chave: atividade anti-helmintica, Momordica charantia, Solanum paniculatum.




CORDEIRO, Luciana Nunes. Efectiveness in vitro of the etanolical extract of the roots of
Jurubeba (Solanum paniculatum 1.) and of the leafs of Melao-de-Sao-Caetano
(Momordica charantia L.) on the eggs and larvae of gastrointestinal nematodes of goats.
Patos, PB: UFCG, 2008. 64 p. (Dissertation — Magister Science in in Husbandry Science-
agrosilvipastoral Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The experiment in vitro was realized to evaluate the action of the etanolical extract of the root
of jurubeba (Solanum paniculatum 1.) and of the leafs of Meldo-de-Sao-Caetano
(Momordica charantia L.) on the eclosion of eggs and the agility of the larvae of
gastrointestinal nematodes of goats. The nematode larvae were obtained from larvae culture
and the eggs recuperation was done in sieves, from feces of naturally infected goats of the
mesoregion of the sertdo paraibano. The used extract on the concentrations of 50; 25; 12,5;
6,25 and 3,12 % to both tests and as positive control 0,2 mg.kg* of moxidectine and to the
witness, it was used distilled sterile water. The plates were examined on the optical
microscope, to the counting of the eggs in development, after 24h, 48h and 72h of incubation
and to the counting of the movable and immovable larvae. In the testes conditions, there S.
paniculatum and M. charantia can be a viable alternative to the control of the gastrointestinal
nematodes, being necessary future studies to identify the constitution of the root and leafs that

was responsible to the anthelmintic activity.

Key-words: Anthelmintic activity, Momordica charantia, Solanum paniculatum.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade de grande importancia socioecondmica mundial,
mas, somente em alguns paises esta atividade apresenta expressdo econdmica, sendo, na
maioria dos casos, desenvolvida de forma empirica e extensiva, adotando baixos niveis de
tecnologia e, conseqiientemente, apresentando baixas produtividade e rentabilidade.

No Nordeste brasileiro, a producdo de caprinos e ovinos tem uma fungao social e
econdmica importante, especialmente para pequenos produtores rurais como fonte de renda e
nutricdo. Existem diversos fatores que limitam a producdo desses animais, dentre eles,
problemas nutricionais, de manejo e sanitdrios, especificamente as doengas parasitdrias que
sdo as maiores causadoras de altas mortalidades nos rebanhos.

Nos tltimos 30 anos, o controle de infec¢des por nematdides gastrintestinais de
ruminantes tem sido realizado exclusivamente pelo uso de anti-helminticos sintéticos
(benzimidazd6is, avermectinas, imidazotiazdis e salicilanilideos), os quais apresentam algumas
desvantagens, como desenvolvimento de populacdes resistentes, altos custo, presenca dos
residuos nos produtos de origem animal e ambiente, e reducdo da produg@o animal devido a
baixa efetividade. No entanto, na situacdo extrema de subsisténcia das pequenas propriedades,
onde os anti-helminticos sdo ineficazes ou indisponiveis, mortalidade massiva de animais
jovens é um componente trdgico em paises pobres.

Em outro extremo, 0 mau uso e ou uso intensivo de alguns anti-helminticos sintéticos
ou semi-sintéticos de baixa qualidade tem favorecido o desenvolvimento de uma multipla
resisténcia aos anti-helminticos que podem conduzir a falhas no controle de parasitas em
ruminantes. Estes contrastes indicam que a total confianga nos anti-helminticos sintéticos
pode representar dificuldades no manejo das infecgOes de parasitas gastrintestinais em
pequenas propriedades, requerendo métodos alternativos no controle de helmintos.

Os anti-helminticos derivados de plantas usadas para o tratamento de infec¢Oes
parasitas em homens e animais podem oferecer uma alternativa para minimizar alguns destes
problemas. Na busca por anti-helminticos naturais, testes in vitro sdo utilizados como estudos
preliminares de plantas, onde os extratos sdo diretamente colocados em contato com 0s ovos €

larvas dos parasitas para avaliar o efeito na eclosido de ovos e no desenvolvimento larval.

O conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interacdes com OS
hospedeiros em um determinado ambiente e sistema produtivo sdo necessdrios para

estabelecimento de um sistema de controle efetivo. A falta destas informacdes pode levar a
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utilizagcdo inadequada de tratamentos anti-helminticos, efetivando um répido desenvolvimento

de resisténcia e conseqiientemente o aumento de casos clinicos e perdas produtivas.

As andlises fitoquimicas de plantas e experimentos controlados, associados com o
conhecimento recente sobre estratégias no controle de parasitos, podem oferecer novas
alternativas efetivas e economicamente vidveis para as doengas parasitarias. Portanto, os
estudos fitoquimicos sdo imprescindiveis na avaliacdo de material botanico que sera utilizado
em novos experimentos (CHAGAS et al., 2008).

As principais vantagens dos estudos in vitro para testar as propriedades anti-
helminticas dessas plantas sdo o baixo custo, rapidez dos resultados e possibilidade de amplos
screenings (GITHIORI & ATHANASIADOU & THAMSBORG, 2006).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a acdo de extratos etandlicos
da raiz de Jurubeba (Solanum paniculatum 1.) e das folhas de Meldo-de-Sao-Caetano
(Momordica charantia L.) sobre ovos e larvas de nematdides gastrintestinais de caprinos,
contribuindo com o estudo acerca de novas possibilidades para o controle das

endoparasitoses.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Caprinocultura e a Resisténcia Anti-Helmintica

O Nordeste brasileiro € o maior pélo produtor de caprinos e ovinos deslanados do
pais, detendo 89% do rebanho total. O parasitismo por nematddeos gastrintestinais ¢ um dos
fatores limitantes desta atividade, pois causa diminui¢do na producdo de carne, leite e elevada
mortalidade no periodo chuvoso. Os prejuizos a caprinocultura nacional sdo mais evidentes na
regido Nordeste, onde a exploracdo desta espécie animal € mais intensa e de relevante
importancia social. As principais conseqii€éncias das infec¢des por endoparasitas sdo retardo
na produgdo, custos com tratamento profildtico e curativo € em casos extremos, a morte dos
animais. Enquanto nos paises desenvolvidos os gastos devidos aos custos com controle sao
significativos, nos paises em desenvolvimento as doencas parasitdrias causam prejuizos pela
diminui¢do na produg¢do e na restricdo a criacdo de animais com reduzida susceptibilidade as
parasitoses, porém com baixas performances produtivas (MELO & BEVILAQUA, 2002;
MOTA, CAMPOS & ARAUIJO, 2003).

O parasitismo por nematdides gastrintestinais € uma das maiores causas da
mortalidade de pequenos ruminantes, onde em dreas tropicais o nimero de animais infectados
alcanca mais de 95%, principalmente animais jovens e fémeas em periodo peri-parturiente ou
em lactacdo sdao mais sensiveis, sofrendo uma perda de peso de 6-12 kg por animal/ano,
principalmente devido ao Haemonchus contortus e Trichostrongylus spp., resultando em
mortalidade acima de 40%. Causam impactos nos sistemas de producdo, elevando os custos
de controle, especialmente em paises em desenvolvimento, onde as fontes nutricionais
disponiveis para os pequenos ruminantes nas pequenas propriedades sdo inadequadas e,
conseqiientemente, a imunidade natural ¢ comprometida, resultando em baixa produtividade e
alta mortalidade (KNOX, TORRES-ACOSTA & AGUILAR-CABALLERO, 2006).

Até o presente momento o controle destes parasitos, tem sido feito quase
exclusivamente com a utilizagdo de farmacos, que atuam sobre a fase adulta do parasita no
hospedeiro. O aparecimento de resisténcia a estas drogas, seu impacto ecotdxico e a presenca
de residuos quimicos detectados na carne e leite vem chamando a atengdo para os seus efeitos
indesejaveis (MOTA, BEVILAQUA & ARAUIJO, 2000).

Em algumas areas, o problema ocorre devido ao uso freqiiente de anti-helminticos
quimicos, especialmente nos tropicos e sub-tropicos, onde as condigdes ambientais sdo ideais
para o desenvolvimento e transmissdo de nematoides parasitas (KNOX, TORRES-ACOSTA
& AGUILAR-CABALLERO, 2006). A eficdcia das drogas anti-helminticas tem emergido
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por causa das linhagens de nematdides resistentes, reduzindo e ameacando a producdo de
pequenos ruminantes em algumas regides e colocando em perigo outras dreas de maior
producdo. (COSTA et al. 2006).

O desenvolvimento da resisténcia € uma conseqiiéncia evoluciondria do tratamento
com drogas e a intensidade da selecdo determina a rapidez com que ela se desenvolve. A
baixa eficicia dos tratamentos com anti-helminticos € o primeiro sinal do aparecimento de
cepas resistentes (MELO et al. 1998).

Define-se como resisténcia anti-helmintica 0 aumento do nimero de individuos em
uma populacdo, capazes de suportar doses de um composto quimico que tenha comprovado
ser letal 2 maioria de uma populacdo normalmente sensivel, da mesma espécie. O nimero de
individuos resistentes numa populacio é o resultado de trocas na freqiiéncia génica causada
pelo cruzamento daqueles individuos que tenham sobrevivido a exposi¢des da droga. A mais
importante caracteristica da resisténcia € hereditariedade (MELO & BEVILAQUA, 2002).

Os tracos da resisténcia sdo definidos como uma escolha que influencia a capacidade
para controlar a infec¢do e pode ser avaliada usando os seguintes parametros: nimero de
células na mucosa intestinal, contagem de ovos por grama, nimero de larvas de quarto e
quinto estagio e nimeros de machos e f€émeas, bem como seu comprimento. Por outro lado, a
resisténcia € baseada na habilidade dos animais em suportar as conseqii€ncias patogénicas de
uma infec¢do endoparasita, a qual pode ser avaliada observando o volume das células
vermelhas, hemoglobina, concentracdo média de albumina, taxa de consumo alimentar e
crescimento (LOUVANDINI et al. 2006).

Trés classes de modernos anti-helminticos sintéticos sdo organizados, cada um tendo
um diferente mecanismo de acdo: grupo 1, os benzimidazéis (albendazol) e pré-
benzimidazodis, que desfaz B-tubulina; grupo 2, os imidotiazdis e/ou tetrahidropirimidinas
(levamisol) que age nos receptores para a acetilcolina (Ach); e grupo 3, as lactonas
macrociclicas (ivermectina) que abre os canais glutamato-porta e cloreto. A resisténcia aos
trés maiores grupos de anti-helminticos € comum, principalmente em espécies como
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus spp. (STEPEK et al.
2004; GILLEARD, 2006).

O conhecimento da resisténcia aos bezimidazois € mais avangado do que para muitas
outras classes de anti-helminticos e é geralmente aceito que mutagdes no gene isotipo-1 [-
tubulina s3o os maiores determinantes da resisténcia em muitas espécies de nematdides
parasitas. Entretanto, o mecanismo € mais complexo e outros loci podem estar envolvidos. O

conhecimento da resisténcia aos tetrahidropirimidinas/imidazotiazdis e lactonas macrociclicas
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¢ menos avancado e embora vdrios genes estejam envolvidos como contribuintes para
resisténcia, sua importancia relativa ndo € conhecida. Ainda ndo esta claro como os alelos da
resisténcia sdo ativados, selecionados e difundidos nas populac¢des de parasitos (GILLEARD,
2006).

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos utilizados atualmente em
nematdides gastrintestinais de ovinos no mundo foi com o tiabendazol. Este problema
disseminou-se pelo mundo inteiro, geralmente em &dreas com verdes chuvosos e onde o
parasito do abomaso Haemonchus contortus é endémico, principalmente, a Australia, Africa
do Sul e América do Sul. No Brasil, o primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos
benzimidazodis ocorreu no Rio Grande do Sul, onde 97% das propriedades apresentaram
resisténcia anti-helmintica. No nordeste brasileiro, a resisténcia em nematdides de caprinos foi
relatada no semi-drido pernambucano aos anti-helminticos levamisol, albendazol e
parbendazol, no estado da Bahia ao albendazol e ivermectina. No Ceard, a literatura cita
relatos de resisténcia em caprinos utilizando o oxfendazol e levamisol (MELO &
BEVILAQUA, 2002).

Os principais fatores que levam a uma maior ou menor disseminacao da resisténcia
sdo operacionais, genéticos, bioldgicos e ecoldgicos. A ndo observancia na posologia (dose
vezes a freqiiéncia de administracdo) correta, freqiiéncia de tratamentos e rotacdo rapida de
principio ativo, sdo alguns exemplos de fatores operacionais. E importante conhecer os
detalhes destes mecanismos para designar e implementar os esquemas no controle de
parasitas, de forma a minimizar o desenvolvimento da resisténcia € manter o uso estiavel das
drogas disponiveis. O problema torna-se cada vez mais sério com o desenvolvimento de
isolados multi-resistentes em pequenos ruminantes (SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2006).

O conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interacdes com OS
hospedeiros em um determinado ambiente e sistema produtivo sdo requisitos importantes para
um sistema de controle efetivo. A falta destas informacdes pode levar a utilizagdo inadequada
de tratamentos anti-helminticos, associadas ao desenvolvimento de resisténcia com aumentos
de casos clinicos e perdas produtivas. Os programas de controle eficientes baseiam-se em
informacdes sobre a disponibilidade de larvas no ambiente, deteccdo de fontes de infecgdo,
conhecimento sobre as exigéncias climaticas para eclosdo de ovos e viabilidade larvar.
Medidas preventivas baseadas nestas informagdes diminuem a freqiiéncia de tratamentos
quimicos e associadas ao controle alternativo podem reduzir a dependéncia dos anti-

helminticos (MOTA, CAMPOS & ARAUIJO, 2003).
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Os problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade enfatizam a necessidade de
programas integrados no controle parasitirio, que assegurem saide e seguranca dos
organismos Vvivos, por meio de tratamentos estratégicos baseados na epidemiologia,
eliminacdo de vermifugacdes desnecessarias, utilizacdo de pastoreio alternado e higienizacao
de pastagens. Os consumidores atuais preferem produtos de criagdes com minima intervencao
quimica, especialmente aqueles que possivelmente apresentam efeitos nocivos ao ambiente.
(COSTA et al. 2006; KNOX, TORRES-ACOSTA & AGUILAR-CABALLERO, 2006).

Por estas razdes, alternativas para controle quimioterapéutico de nematdides
parasitas gastrointestinais de pequenos ruminantes estdo aumentando em importancia através
do screening de plantas medicinais com atividade anti-helmintica. As plantas s@o conhecidas
por fornecerem anti-helminticos de vdrias fontes botanicas, as quais tém sido utilizadas para
tratar infeccOes em homens e animais, diminuindo a emissdo de residuos quimicos no

ambiente e na rede tréfica (IQBAL et al. 2005).

2.2 Alternativas para o Controle da Verminose Caprina

Os caprinos sao considerados, dentre os ruminantes domésticos, como 0s animais mais
susceptiveis aos nematdides gastrintestinais, gerando um grande risco problema sanitdrio e
econdmico na producdo de caprinos. Os animais jovens sdo os mais afetados, pois ainda ndo
adquiriram resisténcia imunolégica aos parasitos. As pastagens contaminadas constituem um
importante elemento epidemioldgico, sendo o principal veiculo de transmissdao de larvas
infectantes para os animais. O controle tradicional por meio de anti-helminticos sintéticos
gera problemas ja conhecidos, como resisténcia, residuos alimentares e ecotoxidade,
despertando a necessidade no desenvolvimento de novas alternativas para o controle da
verminose caprina, seja interferindo na contaminagdo das pastagens, como controle biolégico,
seja no uso de plantas ou produtos botnicos para administrar aos animais (ARAUJO et al.
2006).

A utilizacdo de fungos nemat6fagos parece ser altamente promissora para animais em
pastejo que estdo sendo constantemente infectados, predando nematdides por meio de hifas
adesivas, comportando-se como antagonistas naturais de nematdides, promovendo a captura, a
morte ou mesmo a sua destruicdo (CAMPOS et al. 2007).

Aratjo et al. (2006), objetivando comprovar a capacidade de passagem do fungo
Duddingtonia flagrans (isolado AC 001), a mais estudada no controle das helmintoses
gastrintestinais de animais domésticos na Europa, através do trato gastrintestinal de caprinos

sem perder a capacidade predatéria no controle biolégico de larvas infectantes de
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Haemonchus contortus e Strongiloides papillosus de caprinos, obtendo resultados que
indicam que o referido fungo pode ser usado no controle bioldgico dos nematdides avaliados.

Campos et al. (2007), avaliaram a viabilidade de uma formulagdo do fungo
Monacrosporium sinense no controle de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos. Os
péletes (20g) foram aplicados via oral, duas vezes por semana, durante seis meses, mostrando
efetividade no biocontrole de nematdides gastrintestinais de bovinos.

Braga et al. (2007), avaliaram em diferentes intervalos a acdo in vitro de isolados
brasileiros de fungos nematéfagos do gé€nero Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
thaumasium e Verticillium chlamydosporium, sobre ovos de Ascaris lumbricoides. Apos sete,
dez e quatorze dias de interagdo, o fungo promissor a ser utilizado no controle biolégico de A.
lumbricoides foi o V. chlamydosporium (26-30%). Os outros fungos ndo foram satisfatorios

(Figura 1).

Adaptado: BRAGA, et. al. (2007).
Figura 1 — Interacdo de fungo nemat6fago com ovo de Ascaris lumbricoides.

Graminha et al. (2005), avaliaram, in vitro e in vivo, o fungo Arthrobotrys
musiformis, administrado nas formas microencapsulado e in natura, apds passagem pelo trato
gastrintestinal de ovinos. O resultado do teste in vitro confirmou a viabilidade de A.
musiformis (95,5%), mesmo apds a passagem pelo trato gastrintestinal. Na avaliacdo in vivo,
ndo houve diferenca estatistica entre o nimero de ovos por grama de fezes dos grupos tratados
e controle, Embora os resultados ndo sejam conclusivos, A. musiformis mostrou-se promissor
agente no biocontrole de nematdides parasitos gastrintestinais.

Aratjo et al. (2007), avaliaram a viabilidade do fungo nematéfago Monacrosporium

thaumasium, no controle de larvas infectantes de nematdides gastrintestinais de caprinos em
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campo, no Semi-Arido cearense. O grupo de animais que recebeu o tratamento com o fungo
uma vez por semana apresentou redu¢do no nimero de ovos por grama de fezes, menor carga
parasitdria e maior ganho de peso, em relagdo aos animais dos demais grupos, mostrando-se
eficiente no controle de larvas infectantes nas pastagens, podendo ser utilizado no controle e
profilaxia de nematdides gastrintestinais de caprinos, em doses semanais de 2 a 2,5 g de
micélio.

De acordo com a estimativa atual pela Organizacdo Mundial de Saidde, em muitos
paises desenvolvidos uma grande por¢do da populacdo faz uso de remédios da medicina
tradicional, especialmente as plantas medicinais. Embora um acesso ficil a medicina moderna
esteja disponivel nesses paises, o uso de plantas medicinais mantém sua popularidade por
razdes culturais e histéricas. Por outro lado, nos paises em desenvolvimento 65-80% da
populagdo depende exclusivamente das plantas medicinais para os cuidados basicos em satude
(AGRA, FREITAS & BARBOSA-FILHO, 2007).

Na Asia, America Latina, Africa e India o intensivo uso de plantas medicinais como
principal forma de medicagdo, devido as suas propriedades farmacoldgicas é uma atividade
comum (SCHMOURLO et al. 2005). No Brasil, a exploragdo de recursos genéticos de plantas
medicinais estd relacionada, em grande parte, a coleta extensiva e extrativa do material
silvestre. Apesar do volume considerdvel de exploracdo das varias espécies medicinais na
forma bruta ou de seus subprodutos, as pesquisas bdsicas ainda sdo incipientes. A populacao
brasileira, de um modo geral, guarda um saber significativo a respeito de métodos alternativos
de cura das doencas mais freqiientes. As comunidades tradicionais possuem uma bagagem
maior sobre o assunto, porém sofre ameaca constante devido a influéncia direta da medicina
ocidental moderna e pelo desinteresse dos jovens da comunidade, interrompendo assim o
processo de transmissao do saber entre as geracdes (FRANCO & BARROS, 2006).

A exploracdo de recursos genéticos de plantas medicinais no Brasil estd relacionada,
em grande parte, a coleta extensiva e extrativa do material silvestre. Apesar do volume
considerdvel da exportacdo de vdrias espécies medicinais na forma bruta ou de seus
subprodutos, pouquissimas espécies chegaram ao nivel de ser cultivadas, mesmo em pequena
escala. O fato torna-se mais marcante quando consideramos as espécies nativas, cujas
pesquisas basicas ainda sdo incipientes (RODRIGUES & CARVALHO, 2001).

O estudo do uso tradicional das plantas e seus produtos na regido nordeste do Brasil
tem sido gradualmente melhorado durante os ultimos anos com um numero significante de
publicacdes nesta drea. A investigacdo etnomedicinal das plantas conhecida como medicinal

e/ou téxico mostrou um total de 483 espécies entre 79 familias. Destas 466 espécies
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correspondem a cerca de 96.5% registradas pelo seu uso medicinal, oito como ambas
medicinal e toxica e 27 somente como téxica (AGRA, FREITAS & BARBOSA-FILHO,
2007).

Marinho et al. (2007), realizaram um levantamento no municipio de Patos-Paraiba, no
periodo de marco a maio de 2004, com o objetivo de resgatar e preservar o conhecimento
popular do uso de plantas medicinais, formas de uso e propriedades de cura, nos tratamentos
de enfermidades nos animais domésticos, observaram que 61 plantas medicinais foram citadas
com variadas indicacdes terapéuticas, sendo enfatizado que o uso destas plantas na medicina
veterindria € uma alternativa de tratamento vidvel, segura, de facil obtencdo e baixo custo em
relacdo aos produtos da industria farmac€utica que, causam efeitos indesejaveis e sdo de custo
elevado (Tabela 1).

Almeida et al. (2007), avaliaram a eficdcia de plantas, in natura, do Melao-de-Sao-
Caetano, da batata de purga e de sementes de abdbora sobre infeccdes helminticas em
caprinos naturalmente infectados e observaram redu¢d@o no nimero de ovos por grama de
fezes, sinalizando como uma alternativa viavel para o controle das infeccdes anti-helminticas.

Rodrigues et al. (2007), verificaram a sensibilidade de nematoides gastrintestinais de
caprinos a acdo de compostos anti-helminticos, convencionais (moxidectina 0,2%,
albendazole, cloridrato de levamisol e ivermectina) e alternativos (extrato aquoso de batata de
purga), sobre animais do semi-arido paraibano. Os resultados indicaram que os nematoides
gastrintestinais da mesorregido do Sertdo Paraibano ndo sdo efetivamente sensiveis a acdo dos
anti-helminticos moxidectina, albendazol, ivermectina e extrato aquoso de batata de purga, e
que sdo moderadamente sensiveis ao cloridrato de levamisol.

Santos (2007) realizou no sertdo paraibano um estudo fitoterdpico do farelo de
jurubeba e da associagc@o da jurubeba e batata de purga sobre ovinos naturalmente infectados
por nematdides gastrintestinais. Os resultados reforcam que os animais tratados com as
plantas avaliadas ndo apresentaram nenhuma disfuncdo clinica, indicando a utilizagdo como
medida alternativa para o controle de helmintos gastrintestinais de ovinos.

A medicina baseada em plantas, derivada de regides com ampla diversidade
biolégica, apresenta-se como uma alternativa de cura, menos agressiva € vidvel para os
animais e a maioria da populacio brasileira. Os géneros Solanum e Momordica destacam-se

na regido do semi-arido paraibano na medicina popular, pelo baixo custo e facil obtencgao.
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Nome Popular Nome Cientifico Indicacao Parte utilizada Forma de uso
Alfazema brava Hyptis suaveolens Diarréia Folhas e flores Cha
Algaroba Prosopis juriflora Doencas do coracgio Vagem Maceragio
Alho Allium sativum Mastite; picada de inseto e cobra, vermifugo Bulbo Chd
Bulbo amassado
Babosa Aloe vera Cicatrizante; anti-cancerigeno; Vermlfugo; carrapat1c1da; sarnicida; anti- Folha: polpa Sumo; decocgﬁo

pulga; repelente; retencdo de placenta; bicheira; enterite

Batata de purga Operculina alata Vermifugo; sarnicida; Tubérculo Maceragio; em po
Cabeca de nego Wilbrandia sp Tosse Raiz Decoccio
Carrapateira Ricimus communis Catarro em eqiiinos Semente Oleo (t6pico)
Castanha de caji Anacardium occidentale Intoxicagdes por plantas ou picada de inseto Castanha Trituradas
Catingueira Caesalpinia pyramidalis Diarréia Casca Maceragio
Feijdo bravo Capparis flexuosa Intoxicagdo por salsa Folhas e casca Infusdo; cha
Goiabeira Psidium guayava Diarréia Brotos cha
Hortela da folha grossa  Plectranthus amboinicus Tosse Folhas Lambedor
Horteld da folha miida  Mentha villosa Ameba; gidrdia Folha Lambedor
Jerimun Cucurbita pepo Vermifugo Semente Triturada
Juazeiro Zizyphus joazeiro Anti-caspa; sarnicida; cicatrizante Raspa da entrecasca Maceragio
Jurema preta Mimosa tenuiflora Cicatrizante e antibi6tico Casca Decocgido e chd
Jurubeba Solanum paniculatum Hepatite; cirrose; ascite Fruto; raiz Maceragio
Macela Egletes viscosa Problemas intestinais Sementes Cha
Mastruz Chenopodium ambrosioides ~ Tosse; cicatrizante; anti-inflamatério; calcificacio de fraturas; traumatismo Folha e caule ?r;?;aég?lco e uso oral)
Melao de Sao Caetano  Momordica charantia Prurido; ectoparasitos Fruto; caule; folhas Sumo; macerac¢ao
Pau de serrote Retencdo de placenta Raspa de entrecasca Maceragio
Pereiro Aspidosperma pirifolium Ectoparasitos cacas Maceragio
Pinheira Annona squamosa Sarnicida Folha Maceragio
Saido Kalanchae brasiliensis Antiinflamatério das vias respiratdrias folha Sumo; cha
Salsa Ipomoea asarifolia Prurido Caule; folhas Decoccio
Sena Senna alexandrina Aftosa; brilho nos pelos Casca; toda a planta Decocc¢do; maceragdo
Tamarindo Tamarindus indica Laxante; antiinflamatério Fruto Cha

Fonte: Adaptado de Marinho et. al. (2007).
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2.2.1 Solanum paniculatum L.

O género Solanum é considerado um dos maiores € mais complexos entre as
Angiospermas. Compreende cerca de 1500 espécies e tem pelo menos 5000 epitetos
publicados. E bem representado no Brasil, amplamente distribuido do norte ao sul, em varios
tipos de ecossistemas. No Nordeste brasileiro, é representado por 80 espécies, incluindo 32
que sdo endémicas ao Brasil e 20 que sdo endémicas a regido Nordeste, amplamente usado na
medicina popular, destacando-se como planta invasora, ocupando os mais diversos tipos de
ambientes, desde lavouras a terrenos baldios e margens de rodovias. A semelhanca do que
ocorre com outras invasoras, caracteriza-se por apresentar capacidade de colonizacdo rdpida
de ambientes abertos (inclusive por agdo antrdpica) e reproducdo predominantemente
autogamica, o que lhe confere alta uniformidade genética em nivel populacional
(ASSUNCADO et al. 2006; SILVA et al. 2007).

Solanum paniculatum L. (Solanaceae), conhecida popularmente como Jurubeba é uma
espécie vegetal do tipo arbusto ereto, 1,5-1,7m de altura, caule e ramos com aculeos cOnicos,
folhas alternas, lamina largo-ovdide ou lanceolada, inflorescéncias ramificadas, multiflores,
flores com pétalas estrelada-retacea, alva ou lilds e fruto tipo baga. Amplamente utilizada pela
medicina tradicional como tonico, antitérmico, tratamento de disfuncdes géstricas. Suas raizes
e frutos sdo popularmente recomendados como um purgante, para tratar ictericia, hepatite e
distdrbios intestinais. A planta € um componente de varias formulacdes farmacéuticas
incluindo: xaropes, infusdes ou decocc¢des (2%), extratos etandlicos, tinturas e elixir. A
infusdo de flores (0.3%) é indicada para bronquite e tosse; as raizes maceradas (6%) para
artrite e que dos frutos (16%) para anemia. A decoc¢do das folhas é empregada para tratar
parasitas intestinais, mas também indicada para desordens estomacais (MESIA-VELA et al.
2002; BOTION et al. 2005).

Este género produz uma grande variedade de esterdides saponinas e glicoalcaléides
que sdao importantes na defesa natural das plantas como metabdlitos secundarios. Além de
alcaldides, os flavondides constituem um dos grupos de substiancias mais freqiientes. O
nimero de trabalhos de sistemdtica quimica sobre o género Solanum é relativamente reduzido,
aparentemente devido as dificuldades de se trabalhar com um género com grande plasticidade
morfoldgica. Porém, dados quimicos baseados nos padrdes flavonoidicos contribuiram para
uma compreensdo sistematica dos tdxons nos niveis mais baixos de classificagdo na familia
(SILVA et al. 2003).

A literatura relata um perfil quimico de Solanum com base na freqiiéncia de

flavondides (Figura 2). Os padrdes de oxidacdo dos flavondides t€ém muito a contribuir,
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ajudando a entender a sistemdtica dos tdxons na familia, mas este grande potencial ainda nao
foi explorado. Entre os poucos estudos realizados com os flavondides de Solanum, constam a
andlise de espécies selecionadas de batata, 12 espécies da secdo Androceras, 11 espécies da
secdo Solanum, 22 espécies da secdo Basarthrum, 3 espécies da secdo Erithrotrichum, 1

espécie da secdo Micracantum e 1 espécie da secao Lasiocarpa (SILVA et al. 2003).

Figura 2: Flavonéides - grupos hidroxilicos/metoxilicos/actcares do esqueleto basico.

A presenca de esterdides alcaldides solasodina, o qual € potencialmente um importante
material para a sintese de hormonios esterdides, é caracteristico do género Solanum (SILVA
et al., 2007). Paises como a antiga URSS e Hungria, durante anos, utilizaram a solasodina,
extraida do Solanum laciniatum como Unica fonte de progesterona e cortisona (MOLA &
ARAUJO & MAGALHAES, 1997).

Os glicoalcaldides tém sido detectados em mais 350 espécies de plantas — a maioria
Solanum spp. ou outros membros da familia Solanaceae. Mais de 75 ocorrem naturalmente
estruturas aglicona (alcaminas) que sdo conhecidas, tendo como base um esqueleto colestane
C27, com anel ou grupos adicionais de nitrogénio, os quais fornecem a base de algumas
atividades bioldgicas. A presenca de um oligossacarideo torna a molécula anfipatica. Muitos
glicoalcaldides exibem dois principais tipos de atividade bioldogica que reflete sua “dupla”
natureza quimica: uma atividade anti-acetilcolinesterase, remanescente de alguns alcaldides, e
propriedades tipicas de membrana, semelhante a algumas saponinas (SILVA et al. 2005).

Muitos compostos esterdides tém sido isolados destas espécies. Estes alcaldides
incluem jurubebina, jubebina, e solanina; e as resinas jupebina e jupebenina. Frutose, glicose
e galactose foram detectadas nos frutos e solaninas foram isoladas das raizes e caules. As
saponinas foram identificadas também nas raizes destas espécies como isojuripidina,
isojurubidine, isopaniculidina e jurubidina, a qual € um esterdide de agucar livre, obtido via
hidrolise 4cida do glicosideo jurubina, também isolado das raizes de S. paniculatum (MESIA-

VELA et al. 2002).
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Muitos flavondis (3-oxiflavonas) glicosilados descritos como bioprodutos de espécies
deste género sdo geralmente derivados do kanferol (3,5,7,4’-tetraidroxiflavona) e quercetina
(3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona), o mesmo ocorrendo também com os derivados metilados e
acilados. Substancias derivadas da isoramnetina (3,5,7,4’-tetraidroxi-3’-metoxiflavona) e
miricetina (3,5,7,3°,4°,5’-hexaidroxiflavona) sdo mais restritos. A glicose € a ramnose
aparecem como os carboidratos mais freqiientes, podendo-se considerar a galactose, a
arabinose e a xilose como de ocorréncia relativamente rara. A Unica flavona glicosilada
encontrada até o presente € derivada da luteolina (5,7,3’,4’-tetraidroxiflavona). No género
Solanum, particularmente, destaca-se a excepcional capacidade de suas espécies produzirem
3-O-glicosidioflavondis € um ntimero significativo de kanferol, quercetina e miricetina
metilados como agliconas, muitos dos quais apresentam 8-hidroxilacdo/glicosilagdo (SILVA
et al. 2003).

O acimulo de flavondides ndo glicosilados estd relacionado com a existéncia de
estruturas secretoras, como também a formacdo de outros tipos de produtos naturais
lipofilicos. Assim, os flavondides provenientes dos exsudatos das plantas tém sido
encontrados em grupos taxondmicos distintos, em diferentes niveis hierdrquicos, familia,
género e taxons infragenéricos. Na familia Solanaceae a presenca de flavonodides livres foi
encontrada em partes aéreas de espécies pertencentes aos géneros Nicotiana, Browallia,
Chamaesaracha, Petunia, Salpiglossis, Lycopersicum e Solanum (SILVA et al. 2003).

A Ierobina® é um produto fitofarmaceutico brasileiro indicado para o tratamento da
dispepsia. A formulacdo contém os extratos hidro-etandlicos de Solanum paniculatum L.
(Solanaceae), Remijia ferruginea D. C. (Rubiaceae), Jacaranda caroba D. C. (Bignoniaceae)
e Erythraea centarium (L.) Borkh. (Gentianaceae), com excecdo desta ultima, as plantas
ocorrem no Brasil e sdo popularmente empregadas para tratar diferentes doengas, dentre as
quais a dispepsia. No entanto, relatos de sua atividade bioldgica sdo escassos. Os estudos
fornecem evidéncias e apdiam o uso da Ierobina® no tratamento da dispepsia. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para identificar os compostos responsdaveis pela acdo anti-
dispépica da Ierobina® (BOTION et al. 2005).

A composi¢do quimica de S. paniculatum esta longe de ser compreendida e muitas
substancias tem sido isoladas da planta, por exemplo, alcaldides estdo em alta quantidade nas
raizes (0.98%) dos que no caule (0.28%) e poucos sdo encontrados nas folhas (0.20%). Dessa
forma a atividade farmacolégica de S. paniculatum pode ser atribuida aos alcaldides

esterdides, mas o isolamento destes componentes, e andlises quimicas para identificacdo e
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determina¢do do seu mecanismo de agdo in vitro ainda estd em estudo (MESIA-VELA et al.

2002).

2.2.2 Momordica charantia L.

Historicamente, Cucurbitaceae, ¢ uma das mais importantes familias de plantas
utilizadas para a produgd@o de alimentos, fibras e fitoterapicos. Entretanto, para cucurbitaceas
ruderais, aparentemente ndao hd cultivo sistematizado e a demanda parece ser suprida pelo
processo de extrativismo e/ou manejo associado. Momordica charantia L., o popular Meldo-
de-Sao-Caetano, originalmente conhecido por seu uso na culindria e na medicina, ¢ uma
planta anual, herbdcea, trepadeira, folhas membrandceas, fulvecentes e com flores
unissexuais, sendo muito comum nas cercas do litoral e do interior do Brasil (LENZI, ORHT
& GUERRA, 2005).

A origem de M. charantia é provavelmente India com centro secundirio de
diversidade na China. Esta espécie foi domesticada na Asia, possivelmente no Oeste da India
ou Sudeste da China. A India esta dotada com ampla diversidade genética baseada em
caracteres morfolégicos (local de crescimento, maturidade e vdrios caracteres de frutos
incluindo forma, peso, cor e textura superficial). Dois tipos de cultivares crescem no Nordeste
da India e nove tipos no Sudeste da India. Hoje, cultivares indianos, primariamente duas
variedades de M. charantia var. charantia, com grande producao de frutos fusiformes e var.
muricata (selvagem) com frutos pequenos e circulares. A diversidade genética entre
individuos ou populacdes pode ser determinada usando marcadores morfoldgicos e
moleculares. Os caracteres fenotipicos podem ser limitados e influenciados por fatores
ambientais e pelo estdgio de desenvolvimento da planta. Em contraste, os marcadores
moleculares, baseados em polimorfismos na seqiiéncia de DNA, sdo independentes das
condi¢Oes ambientais e apresentam elevados niveis de polimorfismo (DEY et al. 2006).

Em paises em desenvolvimento, 80% das pessoas continua utilizando a medicina
tradicional nos problemas bdsicos de sadde. Nas ultimas décadas, no entanto, pesquisas
objetivaram a avaliacdo cientifica de drogas tradicionais originadas das plantas. M. charantia,
¢ uma dessas plantas que tem sido comumente utilizada na medicina tradicional. Cresce em
regides tropicais da Asia, Amazonia, oeste da Africa e Caribe. Utilizada na medicina
tradicional de paises como Brasil, China, Colombia, Cuba, Gana, Haiti, India, México,
Malésia, Nova Zelandia, Nicaridgua, Panama e Peru, principalmente para diabetes, como
abortivo e no tratamento de coélicas. Topicamente € utilizada para curar ferimentos,

internamente e externamente para manejo de parasitas. Usado também como emenagogo,
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antiviral para sarampo e hepatite. Baseado no uso na medicina popular, as pesquisas
objetivando comprovar a eficdcia de M. charantia, utilizando técnicas modernas, obteve como
resultados acdo anti-diabetes, antiviral, anti-tumoral, anti-leuc€mica, antibacteriana, anti-
helmintica, anti-mutagé€nica, antimicobacteriana, antioxidante, anti-ulcera, anti-inflamatéria,
hipocolesterolémica, hipotrigliceridémica, hipotensiva, imunoestimulante e propriedades
inseticidas (BELOIN et al. 2005; LEITE, NUNES-PINHEIRO & CAMPELLO, 2005).

M. charantia contém biologicamente quimicos ativos que incluem glicosideos,
saponinas, alcaldides, Oleos ndo voliteis, triterpenos, proteinas e esterdides. Os frutos
imaturos sao uma boa fonte de vitamina C e também fornecem vitamina A, fésforo e ferro.
Virios fitoquimicos como as momorcharinas, momordenol, momordicilina, momordicinas,
momordicinina, momordina, momordolol, charantina, charina, cryptoxantina, cucurbitinas,
cucurbitacinas, cucurbitanes, cicloartenols, diosgenina, dcidos elaeostericos, eritrodiol, dcidos
galacturdnicos, dcido gentisico, goiaglicosideos, goiasaponinas, multiflorenol, foram isolados.
Os relatos afirmam que podem ser encontrados em qualquer parte da planta. Os quimicos
hipoglicémicos de M. charantia sio uma mistura de saponinas esterdides conhecidas como
charantinas, peptideos dependentes de insulina e alcaldides, os quais estdo concentrados nos
frutos, que apresentam pronunciada atividade hipoglicémica/anti-hiperglicEmica. Proteinas
inibidoras HIV como MRK29 e MAP30 e lectinas sdo documentadas. Sdo relatados também a
presenca de inibidores de tripsina, elastase, ciclase guanilada e a-glicosidase como D-(+)-
trealose (GROVER & YADAYV, 2004).

Os frutos de M. charantia, é atualmente o mais utilizado na medicina tradicional para
tratar diabetes e ¢ uma das mais promissoras alternativas para a doenga. Um pequeno nimero
de componentes ativos, polipeptideo-p e charantina (uma mistura de dois esterdides
glicosideos) tém sido identificados dos frutos e sementes. O estudo destes componentes, com
suco puro, extratos etandlico e metandlico dos frutos, tem mostrado atividade hipoglicémica
via in vitro em animais e humanos. Embora, seja observado que M. charantia melhore a
funcdo do pancreas, figado e musculo esquelético, seguido da melhora na resisténcia a
insulina, seu mecanismo ndo esta bem definido e pouca atengdo tem sido dada aos efeitos de
M. charantia sobre a funcdo do tecido adiposo e secrecdo de adipocitocina (ROFFEY et al.
2005).

A atividade anti-helmintica das folhas de M. charantia ap6ia seu uso contra
problemas gastrointestinais, os estudos sugerem que os glicosideos triterpernos, bem como

mormodicinas I e II sejam os principais agentes nematicidas (BELOIN et al. 2005).
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Muitos componentes tém sido identificados em extratos de frutos de M. charantia, o
suco demonstra ser um estimulador no armazenamento de glicogénio pelo figado e secrecao
de insulina pelo isolamento das ilhotas de Langerhans. A atividade hipoglicémica tem sido
encontrada tanto em humanos normais como em diabéticos (tipo 1 e 2), sugerindo que os
frutos mimetizam a acdo da insulina em humanos (RAZA et al. 1996).

O efeito gastroprotetor de algumas plantas medicinais tem sido atribuido a presenga
de constituintes como: flavondides, triterpendides, taninos e esterdides. Extratos obtidos de
frutos e de folhas de M. charantia quando administrados por via oral inibiram as lesdes
gastricas induzidas por etanol, conferindo gastroprotecdo. A presenca de esterdides detectada
em suas folhas tem sido relacionada ao seu potencial antioxidante (LEITE, NUNES-
PINHEIRO & CAMPELLO, 2005).

O extrato aquoso de Momordica charantia, perde completamente sua atividade
inibitéria contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans apés fracionamento. Esta
atividade € provavelmente atribuida as proteinas, conhecidas por terem propriedades
hiperglicémicas, anti-tumor, anti-leucemia e antiviral, como as lectinas (MAP 30), peptideos
napin-like inativadores de ribossomos (charantina), inibidores de tripsina (mormocharina
MCTI-L, 11, III, e mormocharina) e inibidores de elastase (MCEI-I, -1I, -III e —IV) presentes
no extrato aquoso de M. charantia e perdido apds a separacdo do precipitado do sobrenadante.
Assim, se o extrato aquoso total apresenta atividade, essa atividade vem do precipitado, pois o
sobrenadante nao apresenta atividade (SCHMOURLO et al. 2005).

Prabakar & Jebanesan (2004), que estudaram a atividade larvicida do extrato das
folhas de cinco curcubiticeas, dentre elas M. charantia sobre estagio L3 de Culex
quinquefasciatus, vetor da filariose na India, resultando em mortalidade larval apds 24 horas
de exposicdo ao extrato, potencializando o uso de M. charantia como um promissor
bioinseticida, apoiando os estudos in vitro para o desenvolvimento de novas formulacdes

alternativas com plantas.
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Capitulo 2

CORDEIRO, Luciana Nunes. Efeito in vitro do extrato etandlico das folhas
do Melao-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) sobre ovos e larvas de
nemato6ides gastrintestinais de caprinos. Patos, PB: UFCG, 2008. 65 p.
(Dissertagdo — Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-
Arido)

RESUMO

O experimento in vitro foi realizado para avaliar a acdo do extrato etandlico das folhas do
Melao-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) sobre o desenvolvimento de ovos e
motilidade de larvas de nematdides gastrintestinais de caprinos. As larvas foram obtidas de
coproculturas e a recuperagdo de ovos foi feita em tamises, a partir de fezes de caprinos
naturalmente infectados da mesorregido do Sertdo Paraibano. O extrato foi utilizado nas
dilui¢des de 50; 25; 12; 6 e 3 % para ambos os testes € como controle positivo 0,2 mg.kg de
moxidectina e para testemunha, utilizou-se dgua destilada estéril. As placas foram examinadas
ao microscopio Optico para contagem dos ovos em desenvolvimento e larvas moéveis e
imoveis, apds 24 h, 48 h e 72 h de incubacdo. As diluicdes do extrato etandlico de M.
charantia e os tratamentos testemunha e farmaco diferiram quanto ao nimero de ovos
invidveis. No teste de motilidade larval as dilui¢des acima de 12% apresentaram médias
significativamente melhor quanto ao nimero de larvas invidveis. Nas condi¢des ensaiadas a
M. charantia mostrou-se ser uma alternativa vidvel para o controle da verminose caprina,
sendo necessdrio estudos futuros para identificar os constituintes no extrato responsaveis pela
atividade anti-helmintica.

Palavras-chave: nematdides gastrintestinais, Momordica charantia, atividade anti-

helmintica.
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CHAPTER 2

CORDEIRO, Luciana Nunes. Efectiveness in vitro of the etanolical extract of
the leafs of Meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) on the eggs
and larvae of gastrointestinal nematodes of goats. Patos, PB: UFCG, 2008.
65 p. (Dissertation — Magister Science in in Husbandry Science-agrosilvipastoral
Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The experiment in vitro was realized to evaluate the action of the etanolical extract of the
leafs of Meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) on the eclosion of eggs and the
agility of the larvae of gastrointestinal nematodes of goats. The nematode larvae were
obtained from larvae culture and the eggs recuperation was done in sieves, from feces of
naturally infected goats of the mesoregion of the sertdo paraibano. The used extract on the
concentrations of 50; 25; 12,5; 6,25 and 3,12 % to both tests and as positive control 0,2 mg.kg
of moxidectine and to the witness, it was used distilled sterile water. The plates were
examined on the optical microscope, to the counting of the eggs in development, after 24h,
48h and 72h of incubation and to the counting of the movable and immovable larvae. In the
testes conditions, the M. charantia can be a viable alternative to the control of the
gastrointestinal nematodes, being necessary future studies to identify the constitution of the
leafs that was responsible to the anthelmintic activity.

Key words: gastrointestinal nematodes, Momordica charantia, Anthelmintic activity
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1 INTRODUCAO

As helmintoses s@o uma das mais importantes doengas em animais no mundo,
infligindo perdas pesadas de producdo em criagdes de animais. Estas doencas sdo
especialmente prevalentes em paises em desenvolvimento em associacdo com préaticas de
manejo deficientes e inadequadas medidas de controle.

Um grande problema de saide, especialmente de pequenos ruminantes, sao as
infeccdes por nematdides gastrintestinais. As medidas econdOmicas mostram que 0s custos
financeiros do parasitismo interno sdao considerdveis, devido ao aumento na mortalidade e
uma reduc¢do na taxa de crescimento (Louie, Vlassoff & Mackay, 2007).

Os prejuizos a caprinocultura nacional causados por nematddeos gastrintestinais sao
mais evidentes na regido Nordeste, onde a exploracao desta espécie animal é mais intensa e de
relevante importancia social. A utilizacdo de anti-helminticos € indispensdvel nas regides
tropicais Umidas, levando a maioria dos criadores a aplicarem diversos grupos de quimicos
com vdrias dosificacdes por ano, e que inevitavelmente, pode causar diminui¢do da eficicia
do produto.

Uma abordagem integrada é necessdria para o controle efetivo das doencgas
parasitdrias, no qual incluem estratégias e medidas para usar os anti-helminticos e cuidados no
manejo de pastagens, controlando as taxas de reinfestacdo e fazendo a rotagdo de pastagens.
Os anti-helminticos comerciais tém sido usados por vdrias décadas em todo o mundo para
minimizar as perdas causadas pelas infec¢des de helmintos. No entanto, os riscos da
resisténcia anti-helmintica, residuos, disponibilidade e alto custo especialmente para pequenos
produtores t€ém despertado a necessidade de outros métodos alternativos de controle. Opcdes
como, controle biolégico, vacinas, selecdo de ragas geneticamente resistentes e plantas
medicinais tem sido estudado em diferentes partes do mundo. O screening e avaliacdo de
propriedades de plantas medicinais podem oferecer as possiveis alternativas, sustentdveis e
ambientalmente corretas (Artho et al. 2007).

Dentre essas alternativas, medidas bioldogicas com plantas medicinais estdo sendo
desenvolvidas, pesquisando novas substancias com atividade antiparasitdria. Entretanto,
apesar da medicina popular relatar um nimero considerdvel de plantas com acdo anti-
helmintica, as investigacdes cientificas, comparando sua eficidcia ao dos anti-helminticos
comerciais, ainda sdo escassos (Diehl et al. 2004; Eguale et al. 2007).

Virios ensaios podem ser usados para testar a atividade bioldgica, primeiramente in

vitro e depois, para desenvolver produtos naturais, in vivo. Extratos brutos ou fracionados e as
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vezes compostos isolados sdo utilizados para realizar screening da atividade antibacteriana,
anti-inflamatdria, antioxidante, anti-helmintica, bem como propriedades psicotrépicas e
neurotropicas. Nos testes para atividade biolégica in vitro, uma droga padrdo € incluida no
esquema de teste para assegurar que o ensaio € efetivo. A atividade de um extrato pode ser
comparada entre diferentes ensaios, porém nao com padrdes puros, como extratos brutos que
contém uma mirfade de compostos que podem agir sinergicamente (Fennell, 2004).

Momordica charantia ¢ uma planta que tem sido utilizada freqiientemente como
medicinal, pertence a familia Curcubitaceae e € conhecida popularmente como Meldo-de-Sao-
Caetano. Cresce em dreas tropicais da Asia, Amazo6nia, oeste Africano e no Caribe, sendo
utilizada na medicina popular em paises em desenvolvimento como Brasil, China, Colombia,
Cuba, Gana, Haiti, India, México, Maldsia, Nova Zelandia, Nicardgua, Panama e Peru. Seus
frutos, folhas e raizes sdo utilizadas de forma mais comum para diabetes, cicatrizante, contra
parasitas internos e ectoparasitas e no tratamento de célicas. Os estudos fitoquimicos dos
componentes botanicos do Meldo-de-Sao-Caetano tém demonstrado o conteido de compostos
biologicamente ativos como 50 novos glicosideos cucurbitins e cucurbitane (Chen et al.
2008).

Por estas razdes, o interesse em screening de plantas medicinais por sua atividade anti-
helmintica permanece com grande interesse cientifico independente do uso extensivo de
quimicos sintéticos nas modernas préaticas clinicas em todo o mundo. Corroborando para o
objetivo deste estudo em avaliar in vitro a acdo do extrato etandlico das folhas de Melao-de-
Sao-Caetano sobre ovos e larvas de nematdides gastrintestinais de caprinos da mesorregiao do

Sertao Paraibano.
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2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Ciéncias Quimica e Bioldgicas
(LCQB) e de Doencas Parasitdrias dos Animais Domésticos (LDPAD) da Unidade
Académica de Medicina Veterindria (UAMV) do Centro de Saude e Tecnologia Rural
(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e no Laboratério de Pesquisa
de Produtos Naturais da Universidade Regional do Cariri (URCA).

Foram utilizadas as folhas do Meldo-de-Sao-Cactano (Momordica charantia L.), as
quais foram coletadas na zona rural da cidade de Patos-PB no més de setembro de 2007. A
exsicata da espécie foi depositada no Herbario Caririense Dardaro de Andrande Lima do
Departamento de Biologia da Universidade Regional do Cariri — URCA tendo como registro
n°® 3272.

O extrato etandlico das folhas do Melao-de-Sao-Caetano, foi preparado de acordo
com a metodologia de Mourechrek (2000), obtendo um extrato liquido com concentracdo de
98,9 mg/mL. Os ensaios para verificacdo e identificacio de classes de metabdlitos
secundarios foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997).

Utilizou-se as seguintes dilui¢cdes: 50; 25; 12; 6 e 3 (%) preparadas a partir da
concentragdo matriz do extrato etandlico do material vegetal e a concentragio de 0,2 mg.kg’
de moxidectina (concentra¢do controle positivo), bem como para testemunha, utilizou-se dgua
destilada esterilizada.

Foram utilizados dois caprinos da raca Moxotd, com 6 a 12 meses de idade, com peso
médio de 25 kg, naturalmente infectados por helmintos gastrintestinais (infeccao
poliespecifica). Os animais foram mantidos em piquetes separados, recebendo dgua ad
libitum, forragem verde e suplementacdo mineral durante 30 dias. A infec¢do foi mantida para
obtencdo de estagios parasitarios de helmintos gastrintestinais.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal (Fig. 1), em quantidade de
aproximadamente 50 gramas, acondicionadas em sacos plésticos e encaminhadas diretamente
ao Laboratorio de Doencas Parasitdrias de Animais Domésticos da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), sob temperatura ambiente num intervalo de tempo maximo de duas
horas.

Foi realizada a contagem de ovos por grama de fezes (OPG), através da técnica de
Gordon & Whitlock (1939) e para obtencao dos ovos, utilizou-se a técnica dos quatro tamises

metélicos de Girdo & Ueno (1982). Os ovos do nematédeo foram recuperados do tamis com

3 Cydectin,,, — Fort Dodge.
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menor abertura entre malhas e diluidos com &dgua destilada de modo a comporem uma
suspensdo, com aproximadamente 4.000 ovos de Trichostrongyloidea, 200 ovos de
Strongyloides e 300 ovos de Trichuris.

O teste de eclosdo de ovos foi realizado em triplicata, utilizando 21 placas de Petri
como unidades experimentais de acordo com a metodologia de Furtado (2006), adicionando 2
mL da suspensdo de ovos, com aproximadamente 500 ovos helmintos gastrintestinais, a 2 mL
da dilui¢do do extrato de Melao-de-Sao-Caetano. As placas foram examinadas ao microscépio
optico, para contagem dos ovos em desenvolvimento, as 24 h, 48 h e 72 h de incubacao.

A avaliagdo ao microscopio Optico das unidades experimentais seguiu a metodologia
de Furtado (2006) para quantificacdo das seguintes varidveis: ovo vidvel (V): ovo
blastomerado, apresentando uma massa arredondada formada por um grande nimero de
células. Ovo invidvel (I): ovo com uma formagdo interna mais alongada do que arredondada,

dobrada ao meio e de aspecto grosseiro.

Figura 1 — Coleta de fezes da ampola retal (LDPAD).

O teste de motilidade foi realizado com larvas de terceiro estdgio (L3), obtidas de
coproculturas, realizadas de acordo com a metodologia de Roberts & O’Sullivan, (1950). As
unidades experimentais constaram de placas de Petri, recebendo 2 ml de suspensdo de larvas
(400) e 2 ml das dilui¢des supracitadas. O total de unidades experimentais examinadas foi de
21. A contagem de larvas méveis e imdveis foi realizada as 24 h, 48 h e 72 h do inicio do

teste.
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Os testes de eclosdo de ovos e de desenvolvimento larval foram sumarizados como
médias e desvios padrdes e as diferencas estatisticas foram mensuradas usando a andlise de

variancia (ANOVA) e confirmado pelo Teste de Tukey a 5% de significancia (SAS, 1991).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises fitoquimicas foram realizadas com o extrato etandlico das folhas de
Melao-de-Sao-Caetano (M. charantia) utilizando a metodologia de Matos (1997), ndo sendo
detectada a presenca de taninos, flavondides, triterpenos, saponinas e alcaldides. Acredita-se
que a polimerizagdo do extrato etandlico de M. charantia tenha impedido a observacgdo desses
compostos quimicos. Entretanto, autores como Grover & Yadav (2004), revisando a agdo
farmacoldgica e potenciais usos bioldgicos de M. charantia concluiram que os quimicos
ativos incluem glicosideos, saponinas, alcaldides, 6leos ndo voliteis, triterpenos, proteinas e
esterdides e varios fitoquimicos como as momorcharinas, momordenol, momordicilina,
momordicinas, momordicinina, momordina, momordolol, charantina, charina, cryptoxantina,
cucurbitinas, cucurbitacinas, cucurbitanes, cicloartenols, diosgenina, dcidos elaeostericos,
eritrodiol, 4cidos galacturdnicos, d4cido gentisico, goiaglicosideos, goiasaponinas,
multiflorenol, foram isolados e podem ocorrer em qualquer parte da planta.

Poucos trabalhos objetivaram isolar os quimicos ativos com acdo anti-helmintica,
porém Beloin et al. (2005), afirmam que as folhas de M. charantia sdo utilizadas como anti-
helmintica contra problemas gastrintestinais no oeste da Africa, geralmente causados por
infec¢des nematdides, sugerindo que os glicosideos triterpernos, € mormodicinas I e II sejam
0s principais agentes nematicidas. Acredita-se que estes compostos sejam responsdveis pelas
propriedades anti-helminticas da M. charantia, corroborando para que estudos posteriores
para o isolamento dessas substincias sejam necessdrios para desenvolver estudos mais
especificos.

A acdo anti-helmintica do extrato etandlico das folhas de M. charantia podem ser
verificados na tabela 1, observando-se diferenca significativa entre as dilui¢des do extrato
etandlico e os tratamentos testemunha e farmaco quanto ao nimero de ovos invidveis,
demonstrando a¢do ovicida do extrato etandlico. Entretanto, o niimero de ovos invidveis foi
maior em 12%, talvez devido a uma melhor diluicdo do extrato, ou seja, nas dilui¢des de 25 e
50% havia muitos residuos do extrato, retardando a sua ac¢ao sobre os ovos. Entretanto, para o
teste de motilidade larval isso foi uma caracteristica favoravel, pois as dilui¢cdes acima de 12%
foram significativamente melhor quanto ao nimero de larvas invidveis, pela aderéncia dos
residuos do extrato etandlico ao corpo das larvas, impedindo a motilidade e alimentagdo,

resultando em morte (Figura 2).
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Tabela 1 — Valores de médias do desenvolvimento de ovos e larvas de nematéides gastrintestinais submetidos a
diferentes dilui¢des de extrato etandlico de Momordica charantia ao longo de 72 horas de experimento in vitro.

Estagio de Desenvolvimento*

Tratamentos (0)YAY OVI LVV LVI
3% 80.20AB 19.79AB 91.43B 8.56D
6% 72.25AB 27.73AB 96.00AB 4.00DE
12% 55.04B 44 95A 72.13C 27.86C
25% 58.90B 41.10A 51.53D 48.46B
50% 63.46B 36.53A 13.28E 86.71A
Testemunha 94.77A 5.22B 99.75A 0.24E
Farmaco 74.06AB 25.93AB 98.13AB 1.86DE

*OVV = ovo vidvel. OVI = ovo invidvel. LVV = larva vidvel. LVI = larva invidvel. Letras maitsculas comparam
médias nas colunas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).

Figura 2 — Larva imdvel, vista ao microscépio 6ptico (10X), mostrando residuos de
extrato de Momordica charantia (25%) aderido ao seu corpo (seta vermelha).

Na tabela 2 observa-se que ndo ocorreu diferenga significativa quanto ao tempo de

exposicdo em relacdo a agdo do extrato etandlico de M. charantia. Entretanto, durante a

leitura de 48 horas, alguns ovos e larvas que inicialmente estavam recobertos pelo extrato e

foram classificados como invidveis, apresentaram desenvolvimento celular e motilidade,

respectivamente. A confirmacdo da efetiva acdo do extrato etandlico de M. charantia ocorreu

apos a leitura de 72 horas.

Tabela 2 — Influéncia do tempo de exposi¢do ao extrato etandlico de Momordica charantia em relacdo a agdo

ovicida e larvicida.

Estagio de Desenvolvimento*

Periodo Oovv OVI LVV LVI
24 63.32B 36.67A 72.73B 27.26A
48 83.75A 16.24B 79.45A 20.54B
72 66.65B 33.34A 71.64B 28.35A

*OVV = ovo vidvel. OVI = ovo invidvel. LVV = larva vidvel. LVI = larva invidvel. Letras maitsculas comparam
médias nas colunas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).
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A andlise estatistica revelou interagdo entre os tratamentos € o tempo de exposicao,
onde na tabela 3 observa-se que a diluicdo de 50% do extrato etandlico de M. charantia foi
efetivo em 72 horas para um maior nimero de ovos e larvas invidveis. Porém a motilidade

larval também foi afetada nas dilui¢des de 12 e 25%.
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Tabela 3 — Interacdo na ac¢do do extrato etandlico de Momordica charantia entre dilui¢des e o tempo de experimentagdo quanto ao desenvolvimento celular de ovos e larvas
de nematoéides gastrintestinais.

Estagio de Desenvolvimento*

ovVv OVI LVV LVI

Tratamentos 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
3% 51.87ABa | 95.89Aa | 92.85Aa | 48.13ABa | 4.11Aa | 7.15Ba | 100Aa | 78.23Bb | 96.08Aab | 0.00Cb | 21.76Ba | 3.91Cb
6% 38.90Ba | 88.10Aa | 89.75Aa | 61.10Aa | 11.90Aa | 10.22Ba | 100Aa | 91.00Aa | 97.00Aa | 0.00Ca | 9.00BCa | 3.00Ca
12% 55.37ABa | 63.07Aa | 46.70ABa | 44.63ABa | 36.93Aa | 53.30ABa | 85.03Ba | 79.40Bb | 51.96Bc | 14.96Cb | 20.60Bb | 48.03Ba
25% 42.87ABa | 67.17Aa | 66.67ABa | 57.13ABa | 32.83Aa | 33.33ABa | 24.10Cc | 88.46ABa | 42.03Bb | 75.90Ba | 11.53BCc | 57.96Bb
50% 64.97ABa | 100Aa | 25.43Bb | 35.03ABb | 0.0Ab | 74.57Aa | 0.00Db | 20.66Ca | 19.20Ca | 100.00Aa | 79.33Ab | 80.80Ab
Testemunha 95.67Aa 96.33Aa 92.33Aa 4.33Ba 3.67Aa 7.67Ba 100Aa 100Aa 99.26Aa 0.00Ca 0.00Ca 0.73Ca
Férmaco 93.63Aa | 75.73Aa | 52.83ABa | 6.37Aa | 24.27Aa | 47.17ABa | 100Aa | 98.43Aa | 95.96Aa | 0.00Ca | 1.56Ca 4.03Ca

*OVV = ovo vidvel. OVI = ovo invidvel. LVV = larva vidvel. LVI = larva invidvel Letras maitsculas comparam médias nas colunas. Letras mintisculas comparam médias na
linha. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).
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Na regido do Semi-Arido paraibano, virios trabalhos objetivando formas alternativas
de controle de verminose caprina e/ou ovina vém sendo desenvolvidos hd vérios anos pelo
grupo de pesquisa da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, campus de Patos,
mas os estudos avaliaram administracoes in vivo de formula¢des com plantas medicinais.

Em relacdo a baixa efetividade tanto ovicida como larvicida do controle positivo
Moxidectina (tabela 1 e 2), observado neste estudo, é corroborado por um trabalho anterior
realizado por Rodrigues et al. (2007), na mesorregido do Sertdo Paraibano, avaliando a
sensibilidade de nematdides gastrintestinais de caprinos a anti-helminticos, observando que
estes nematdides ndo foram efetivamente sensiveis a a¢do da moxidectina, albendazol,
ivermectina e o extrato aquoso de batata de purga.

Os resultados do presente estudo sdo reforcados pelos trabalhos de Almeida et al.
(2007), avaliando a eficdcia anti-helmintica do farelo e do extrato etandlico das folhas do
melao-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.), da batata de purga (Operculina hamiltoni
L.) e da semente de jerimum (Curcubita pepo L.) e de Brito-Junior (2006), avaliando in vivo a
acdo anti-helmintica dos extratos alcodlicos da batata de purga e do melao-de-Sao-Caetano,
cujos resultados indicaram que as plantas estudadas, podem ser utilizadas como alternativa no
controle de helmintoses gastrintestinais de caprinos, reduzindo o nimero de ovos por grama
de fezes (OPG).

Devido a insipiéncia de estudos in vitro utilizando M. charantia e nematdides
gastrintestinais, os resultados deste estudo demonstrando a acdo ovicida e larvicida do extrato
etandlico de M. charantia, s6 podem ser discutidos com o trabalho de Batista et al. (1999),
avaliaram in vitro a a¢do de M. charantia e Spigelia anthelmia sobre a eclosdo de ovos e a
motilidade de larvas do nematédeo Haemonchus contortus, observando que quanto maior a
concentracdo do extrato maior diminuicdo no desenvolvimento dos ovos, impedindo a
eclosdo, ao passo que a motilidade larval foi impedida pela M. charantia independente da
dose do extrato aplicada, mas ndo relataram qual o perfil fitoquimico dos extratos avaliados.

Este estudo € influenciado por vdrios trabalhos in vitro como os de Costa et al.
(2006), que avaliou inicialmente in vivo a ac¢do anti-helmintica das folhas de Azadirachta
indica contra nemtdides gastrintestinais de ovinos e observou que ndo houve atividade da
planta como anti-helmintico, entretanto em outro delineamento experimental o mesmo Costa
et al. (2008) avaliou in vitro sobre ovos e larvas do nematdide Haemonchus contortus e
concluiram que o extrato etandlico das folhas de A. indica pode ser utilizado no controle de

nematdides em pequenos ruminantes, mas alertando para a necessidade de delineamentos in
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vivo e avaliagdes de toxicidade para desenvolver formulacdes a serem aplicadas por
produtores.

Estes trabalhos ressaltam a importancia de continuar os estudos com M. charantia,
buscando o isolamento dos compostos ativos nas folhas e aplicacOes sobre géneros

especificos de nematdides, permitindo novas formas de controle da verminose caprina.
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4 CONCLUSAO
O extrato etandlico de M. charantia mostrou ser efetivo, impedindo o
desenvolvimento celular dos ovos e dificultando a motilidade larval dos nematdides
gastrintestinais. Estudos futuros in vitro poderdo viabilizar o isolamento de constituintes
quimicos do extrato com potencial anti-helmintico e a realizacdo de testes de toxicidade para

continuar as avaliacoes in vivo.
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Capitulo 3

CORDEIRO, Luciana Nunes. Efeito in vitro do extrato etandlico raiz de
Jurubeba (Solanum paniculatum 1..) sobre ovos e larvas de nematéides
gastrintestinais de caprinos. Patos, PB: UFCG, 2008. 65 p. (Dissertacdo —
Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-Arido)

RESUMO

O experimento in vitro foi realizado com o extrato etandlico das raizes de jurubeba (Solanum
paniculatum L.) para avaliar a acdo sobre a eclosdo de ovos e motilidade de larvas de
nematodides gastrintestinais de caprinos. As larvas dos parasitos foram obtidas de
coproculturas e a recuperacdo de ovos foi feita em tamises, a partir de fezes de caprinos
naturalmente infectados da mesorregido do Sertdo Paraibano. O extrato foi utilizado nas
dilui¢des de 50; 25; 12; 6 e 3 % para ambos os testes € como controle positivo 0,2 mg.kg de
moxidectina e para testemunha, utilizou-se dgua destilada estéril. As placas foram examinadas
ao microscopio 6tico, para contagem dos ovos em desenvolvimento, apds 24 h, 48 he 72 h de
incubacdo, bem como para contagem das larvas moveis e imdveis. A prospeccdo quimica do
extrato identificou a presenca de taninos, flavondides, triterpenos e saponinas. A eclosdo dos
ovos foi significativamente diferente nas dilui¢gdes do extrato acima de 25 %e a motilidade
larval em 50 %. Nas condi¢cdes ensaiadas a S. paniculatum mostrou-se ser uma alternativa
vidvel para o controle dos nematdides gastrintestinais, sendo necessdrio estudos futuros para
identificar os constituintes da raiz responsdveis pela atividade anti-helmintica.

Palavras-chave: nematdides gastrintestinais, testes in vitro, caprinos, Solanum paniculatum.
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CHAPTER 3

CORDEIRO, Luciana Nunes. Efectiveness in vitro of the etanolical extract of
the roots of Jurubeba (Solanum paniculatum L.) on the eggs and larvae of
gastrointestinal nematodes of goats. Patos, PB: UFCG, 2008. 65 p.
(Dissertation — Magister Science in in Husbandry Science-agrosilvipastoral
Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The experiment in vitro was realized to evaluate the action of the etanolical extract of the root
of jurubeba (Solanum paniculatum L.) on the eclosion of eggs and the agility of the larvae of
gastrointestinal nematodes of goats. The nematode larvae were obtained from larvae culture
and the eggs recuperation was done in sieves, from feces of naturally infected goats of the
mesoregion of the sertdo paraibano. The used extract on the concentrations of 50; 25; 12,5;
6,25 and 3,12 % to both tests and as positive control 0,2 mg.kg of moxidectine and to the
witness, it was used distilled sterile water. The plates were examined on the optical
microscope, to the counting of the eggs in development, after 24h, 48h and 72h of incubation
and to the counting of the movable and immovable larvae. The chemistry prospection of the
extract identifies the presence of tanins, flavonoids, triterpenes and saponins. The eclosion of
the eggs was meaningfully different on the extracts concentrations of 25 % and the larvae
agility in 50 %. In the testes conditions, the S. paniculatum can be a viable alternative to the
control of the gastrointestinal nematodes, being necessary future studies to identify the
constitution of the root that was responsible to the anthelmintic activity.

Key words: gastrointestinal nematodes, in vitro tests, goats, Solanum paniculatum.
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1 INTRODUCAO

As criagOes de caprinos e ovinos sdo uma fonte importante de renda no Nordeste do
Brasil por sua capacidade de resistir as condigdes adversas. O principal interesse na
exploracdo de pequenos ruminantes € a producgdo de leite para alimentacdo da populacdo rural
mais pobre. No entanto, o parasitismo por nematdides gastrintestinais ¢ um fator que
prejudica esta atividade devido as severas perdas econOmicas na produg¢do de pequenos
ruminantes.

O controle dos nematdides gastrintestinais tem sido acompanhado do uso de anti-
helminticos sintéticos, O desenvolvimento de resisténcia a maioria dos anti-helminticos
convencionais disponiveis torna-se um sério problema mundial. Entretanto, estas drogas estao
disponiveis de forma ineficaz, inacessivel ou inadequadamente para pequenos produtores de
paises em desenvolvimento, associados aos problemas como alto custo, residuos na carne e no
leite e risco de contamina¢cdo ambiental, os quais sdo fatores que reforcam as pesquisas por
vias alternativas de controle dos parasitas. A avaliacdo da acdo de plantas medicinais
objetivando identificar propriedades anti-helminticas esta ganhando atencdo atualmente, pela
sustentabilidade e beneficios ambientais que geram (Eguale et al. 2007).

O problema da resisténcia anti-helmintica em nematddeos gastrintestinais € o alto
custo do tratamento tradicional estimulam o uso de técnicas modernas no manejo de
pastagens, incluindo rotagcdo de pastagem, mudancas na fertilizagdo regular e programas que
auxiliam o controle de parasitas, mas a acdo de metabdlitos secunddrios como nematocidas
tem sido alvo de recentes revisdes explorando efeitos in vitro e in vivo dos constituintes
botanicos. Um amplo niimero de plantas ja demonstrou atividade nematocida, embora para a
maioria dos responsdveis bioativos para esta atividade permanece desconhecida (Rochfort et

al. 2008).
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Solanum paniculatum L. (Solanaceae), conhecida popularmente como Jurubeba, ¢ uma
espécie vegetal amplamente utilizada pela medicina tradicional como tdnico, antitérmico,
tratamento de disfuncdes gdstricas Em vérios estudos fitoquimicos em espécies do género
Solanum, muitos alcaldides tem sido isolados, bem como uma grande variedade de esterdides
saponinas, glicoalcaléides e flavondides que sdo importantes na defesa natural das plantas
como metabolitos secunddrios com varias atividades bioldgicas relatadas (Silva et al. 2005;
Cheng et al. 2008).

As plantas e seus extratos tém sido usados hd muitos séculos como tratamentos para
doencas, incluindo as infec¢Oes parasitdrias, somente nos ultimos 20-30 anos, os cientistas
despertaram o interesse quais plantas da medicina tradicional s@o efetivas, e qual seu modo de
acdo. As buscas por novas drogas mais eficazes € muito importante, especialmente
considerando que no Brasil as doencas parasitarias sdo um sério problema de saude publica e
que existe uma biodiversidade com uma fonte potencial de muitas moléculas bioativas
desconhecidas (Vieira et al. 2008).

Os fatores acima mencionados justificam o interesse em avaliar in vitro a agcdo do

extrato etandlico da raiz de jurubeba sobre ovos e larvas de nematdides gastrintestinais de

caprinos naturalmente infectados da mesorregido do Sertdo Paraibano.
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2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Ciéncias Quimica e Bioldgicas
(LCQB) e de Doencas Parasitdrias dos Animais Domésticos (LDPAD) da Unidade
Académica de Medicina Veterindria (UAMV) do Centro de Saide e Tecnologia Rural
(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e no Laboratério de Pesquisas

de Produtos Naturais da Universidade Regional do Cariri (URCA).

As raizes da jurubeba (Solanum paniculatum L.) (Fig. 1) foram coletadas na zona
rural da cidade de Patos-PB entre os meses de agosto e setembro de 2007. Exsicata da espécie
foi depositada no Herbério Caririense Ddrdano de Andrande Lima da Universidade Regional

do Cariri tendo como registro n® 3273.

S —

Figura 1 — Raizes de jurubeba (S vaniculaium) (LDPAD).
O extrato etandlico da raiz de jurubeba foi preparado de acordo com a metodologia
de Mourechrek (2000), obtendo um extrato liquido com concentracdo de 1,6 mg/mL. Os
ensaios para verificacdo e identificacio de classes de metabdlitos secundérios foram

realizados de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997).
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Utilizou-se as seguintes dilui¢des: 50; 25; 12; 6 e 3 % preparadas a partir da
concentracio matriz do extrato etanélico do material vegetal e a concentragdo de 0,2 mg.kg"
de moxidectina (concentracdo controle positivo), bem como para testemunha, utilizou-se dgua
destilada estéril.

Foram utilizados dois caprinos da raca Moxotd, com 6 a 12 meses de idade, com peso
médio de 25 kg, naturalmente infectados por helmintos gastrintestinais (infecc¢ao
poliespecifica). Os animais foram mantidos em piquetes separados, recebendo dgua ad
libitum, forragem verde e suplementacdo mineral durante 30 dias. A infec¢do foi mantida para
obtencdo de estagios parasitarios de helmintos gastrintestinais.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal (Fig. 2), em quantidade de
aproximadamente 50 gramas, foram acondicionadas em sacos pldsticos e encaminhadas
diretamente ao Laboratério de Doengas Parasitdrias de Animais Domésticos da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), sob temperatura ambiente, num intervalo de tempo
mdximo de duas horas.

Foi realizada a contagem de ovos por grama de fezes (OPG), através da técnica de
Gordon & Whitlock (1939) e para obtencao dos ovos, utilizou-se a técnica dos quatro tamises
metélicos de Girdo & Ueno (1982). Os ovos do nematédeo foram recuperados do tamis com
menor abertura entre malhas e diluidos com &dgua destilada de modo a comporem uma
suspensdo, com aproximadamente 4.000 ovos de Trichostrongyloidea, 200 ovos de
Strongyloides e 300 ovos de Trichuris.

O teste de eclosdo de ovos foi realizado em triplicata, utilizando 21 placas de Petri
como unidades experimentais de acordo com a metodologia de Furtado (2006), adicionando 2

mL da suspensdo de ovos, com aproximadamente 500 ovos helmintos gastrintestinais, a 2 mL

4 Cydectin,,, — Fort Dodge.
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da diluicdo do extrato de Jurubeba. As placas foram examinadas ao microscopio Optico, para
contagem dos ovos em desenvolvimento, as 24 h, 48 h e 72 h de incubacao.

A avaliagdo ao microscopio Optico das unidades experimentais seguiu a metodologia
de Furtado (2006) para quantificacdo das seguintes varidveis: ovo vidvel (V): ovo
blastomerado, apresentando uma massa arredondada formada por um grande nimero de
células. Ovo invidvel (I): ovo com uma formagdo interna mais alongada do que arredondada,

dobrada ao meio e de aspecto grosseiro.

Figura 2 — Coleta de fezes da apola retal (LDPAD).

O teste de motilidade foi realizado com larvas de terceiro estdgio (L3), obtidas de
coproculturas, realizadas de acordo com a metodologia de Roberts & O’Sullivan, (1950). As
unidades experimentais constaram de placas de Petri, recebendo 2 ml de suspensdo de larvas
(400) e 2 ml das dilui¢des supracitadas. O total de unidades experimentais examinadas foi de
21. A contagem de larvas méveis e iméveis foi realizada as 24 h, 48 h e 72 h do inicio do

teste.
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Os testes de eclosdo de ovos e de desenvolvimento larval foram sumarizados como
médias e desvios padrdes e as diferencas estatisticas foram mensuradas usando a andlise de

variancia (ANOVA) e confirmado pelo Teste de Tukey a 5% de significincia (SAS, 1991).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises fitoquimicas foram realizadas com o extrato etandlico da raiz de
Jurubeba (S. paniculatum), a presengca de um precipitado verde indicou a existéncia de taninos
flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos); o teste para antocianinas, antocianidinas e
flavondides indicou a presenca de flavonodis (flavanondis); o teste para leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas revelou a presenca de flavanonas; a intensificacdo da cor vermelha
indicou a presenca de flavandis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres e seus
heterosideos; a coloracdo parda no teste para esterdides e triterpendides, indicou a presenca de
triterpendides pentaciclicos livres; a presenca de colarinho de espuma persistente e abundante
indicou a presenca de saponinas heterosideos saponinicos.

Rochfort et al. (2008), revisaram a literatura enfocando os bioativos vegetais em
relacdo a saide e producdo de ruminantes, relatando que as supostas moléculas bioativas
pertencem a uma ampla gama de classes quimicas, onde a busca pelos metabolitos vegetais
esta baseado no tipo de estrutura (terpenos, alcaldides, lipideos, carboidratos, saponinas e
taninos) e cada classe tem sido examinada com relatos de bioatividade, especificamente
atividade antibidtica ou anti-helmintica. Vadrios trabalhos descrevem as atividades
nematocidas dos taninos.

Semelhante a este trabalho, os testes fitoquimicos do extrato etandlico de A. indica
realizados por Costa et al. (2008), revelaram a presenca de flavondides, taninos condensados,
triterpendides pentaciclicos livres, saponinas e alcaldides. Discutindo que a atividade
antiparasitaria destes taninos condensados € atribuida a sua capacidade de adesdo as proteinas
da membrana celular, diminuindo a quantidade de proteinas disponiveis as larvas, provocando
a inani¢do e morte.

O uso de plantas taniniferas tem sido indicado como uma alternativa aos anti-

helminticos quimicos comerciais no controle de nematddeos gastrintestinais em pequenos
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ruminantes, estes estudos reforcam nossos resultados, uma vez que o extrato etandlico da raiz
de jurubeba € rica em taninos, sugerindo que a acdo ovicida e larvicida do extrato € atribuida
principalmente a esse grupo quimico. Em consonéncia os resultados in vitro de Alonso-Diaz
et al. (2008), sobre a acdo anti-helmintica dos extratos de Acacia pennaluta, Leucena
leucocephala, Lisyloma latisiliqguum e Piscidia piscipula em larvas infectivas (L3) de
Trichostrongylus colubriformis, mostrou inibicdo na motilidade larval em todos os extratos
testados, mas devido os estudos in vivo poderdo estimular o desenvolvimento de métodos na
administracdo de plantas taniniferas, as quais dificultam a palatibilidade do animal.

Minho et al. (2007), enfatizam a importancia no uso de forragens contendo altos
niveis de taninos condensados (TC) ou extratos (ETC) como método alternativo para redugdo
da carga parasitaria, fecundidade de nematoides fémeas e eclodibilidade de ovos, avaliando os
efeitos de ETC de Acacia molissima sobre parametros parasitolégicos em ovelhas
naturalmente infectados com H. contortus e T. colubriformis, indicando acdo anti-helmintica
do extrato e uma alternativa no controle da hemoncose ovina.

Silva et al. (2005) afirmam que o género Solanum é conhecido por produzir uma
grande variedade de esterdides saponinas e glicoalcaldides, importantes na defesa natural da
planta contra vérios predadores, por isso avaliaram a acdo moluscicida de vérias espécies do
género Solanum, dentre elas o extrato metandlico das partes aéreas de S. paniculatum e apesar
de ndo observarem a¢do moluscicida do referido extrato contra Biomphalaria glabrata,
revelaram que a investigagdo quimicas anteriores do extrato metandlico demonstrou a
presenca de esterdides sapogeninas, sendo improvdvel atividade moluscicida, mas ndo
descartando a importancia do género como moluscicida.

Ren et al. (2008), realizaram a andlise fitoquimica de Dracocephalum rupestre
objetivando isolar quatro grupos de flavondides porque varios relatos anteriores atribuem a

este grupo quimico uma ampla gama de efeitos bioldgicos tanto in vitro como in vivo, sendo
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os efeitos bioldgicos mais significantes os que foram atribuidos a suas propriedades
antioxidantes.

Para demonstrar as dificuldades nos estudos de avaliacdo de material botanico sobre
nematoides gastrintestinais in vivo, o trabalho de Chagas et al. (2008), avaliado o A. indica e
do produto homeopatico Fator Vermes®, sobre a acdo no controle de nematdides
gastrintestinais, observaram que os resultados nao mostraram efetividade nas condig¢Oes
ensaiadas, mas reforcam a importancia dos estudos fitoquimicos na avaliacdo do material
botanico para refazer este estudo futuramente.

O teste de eclosdao de ovos foi realizado para observar a acdo anti-helmintica do
extrato etandlico da raiz de jurubeba (S. paniculatum). Na tabela 01, observou-se que quanto
maior a diluicdo do extrato menor o nimero de ovos vidveis, mas ndo houve diferenca
significativa entre 25% e 50%. As dilui¢des de 12, 25 e 50% mostraram os melhores efeitos
na inibi¢do do desenvolvimento celular dos ovos, considerados como invidveis.

O extrato etandlico de S. paniculatum foi mais efetivo na diluicdo de 50%, diferindo
estatisticamente das outras diluigdes apresentando um maior nimero de larvas invidveis,
talvez devido a uma melhor aderéncia do extrato as larvas (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de médias do desenvolvimento de ovos e larvas de nematdides

gastrintestinais submetidos a diferentes diluicdes de extrato etandlico de Solanum
paniculatum ao longo de 72 horas de experimento in vitro.

Estdgio de desenvolvimento*
Tratamentos
ovv OVI LVV LVI
3% 65.24B 34.75D 91.00AB 9.00CD
6% 46.65C 53.34C 85.77B 14.22C
12% 40.46CD 59.53CB 63.66C 36.33B
25% 28.47ED 71.52AB 57.90C 42.10B
50% 21.94E 78.05A 31.27D 68.72A
Testemunha 94.77A 5.22E 99.75A 0.24D
Farmaco 74.06B 25.93D 98.13A 1.86D

*OQVV = ovo viavel. OVI = ovo inviavel. LVV = larva vidvel. LVI = larva inviavel. Letras maiusculas

comparam médias nas colunas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).
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A aderéncia do extrato etandlico de S. paniculatum as larvas dos parasitos, impedem
a motilidade e a alimentacdo, resultando em estresse energético e conseqiiente morte do
parasito, acredita-se que esta acdo de aderéncia ocorra principalmente pela grande quantidade
de taninos presentes no extrato (Figuras 3 e 4).

A acdo do extrato etandlico de S. paniculatum em relagdo ao tempo de exposi¢do, foi
observada, sendo as leituras realizadas a cada 24 horas, num total de trés leituras (24, 48 ¢ 72
h). Durante o experimento a acdo ovicida do extrato nas primeiras 24 horas inibiu um nimero
significativo de ovos, ndo influenciando o tempo de exposi¢cdo, uma vez que niao houve
diferenga a partir de 48 horas. Em relacdo a motilidade larval o extrato age de forma mais
eficaz apds 48 horas de exposicdo ao parasito (Tabela 2).

Tabela 2 — Influéncia do tempo de exposi¢do ao extrato etandlico de Solanum paniculatum em
relacdo a acdo ovicida e larvicida.

Estagio de desenvolvimento™
PERIODO ovv OVI LVV LVI
24 57.914A 42.086B 79.629A 20.371B
48 49.805B 50.195A 79.148A 20.852B
72 51.552B 42.448A 67.298B 32.702A

*OVV = ovo vidvel. OVI = ovo invidvel. LVV = larva vidvel. LVI = larva invidvel. Letras maitsculas
comparam médias nas colunas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 3 — Vista ao microscopio 6ptico (10X) da a
Solanum paniculatum (50%) as larvas de parasitos (tonalidade mais escura — seta vermelha).
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Figura 4 — Larvas im6veis e totalmente distendidas, vista a0 microscépio ép-tico
(10X), mostrando residuos de extrato de jurubeba (3%) aderido ao seu corpo (seta vermelha).

Na regido do Semi-Arido paraibano, vérios trabalhos objetivando formas alternativas
de controle de verminose caprina e/ou ovina vém sendo desenvolvidos héd vérios anos pelo
grupo de pesquisa da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, campus de Patos,
mas os estudos tém sido feitos principalmente avaliando administracdes in vivo de
formulacdes com plantas medicinais baseadas no conhecimento etnobotanico de moradores da
regido, como enfatizado por Marinho et al. (2007). Dentre estes trabalhos a dissertagdo de
Santos (2007), analisou in vivo a administracdo do farelo da raiz de jurubeba sobre ovinos
naturalmente infectados por nematdides gastrintestinais, observando que mesmo nao
ocorrendo diferenca significativa na reducdo do nimero de ovos por grama de fezes em
relacdo ao grupo tratado com albendazole 1%, a administracdo do farelo pode ser usada como
uma medida alternativa para o controle de verminoses em pequenos ruminantes. Ressaltando
que se houver associacdo com o farelo de Batata de purga (Operculina hamiltoni), ocorre uma

melhor efetividade no controle de helmintos gastrintestinais de ovinos.
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Em relacdo a baixa efetividade tanto ovicida como larvicida do controle positivo
Moxidectina (tabela 1 e 2), observado em nosso estudo, € corroborado por um trabalho
anterior realizado por Rodrigues et al. (2007), na mesorregido do Sertdo Paraibano, avaliando
a sensibilidade de nematdides gastrintestinais de caprinos a anti-helminticos, observando que
estes nematdides ndo foram efetivamente sensiveis a a¢do da moxidectina, albendazol,
ivermectina e o extrato aquoso de batata de purga.

A grande dificuldade encontrada neste estudo foi a escassez de trabalhos anteriores
in vitro e/ou in vivo utilizando extratos de S. paniculatum sobre nematdides gastrintestinais de
pequenos ruminantes, € necessdrio extrapolar a discussdo utilizando estudos com outras
plantas aplicadas sobre pequenos ruminantes tanto in vitro como in vivo.

Virios trabalhos como os de Camurcga-Vasconcelos et al. (2007), avaliaram a
atividade anti-helmintica dos 6leos essenciais de Croton zehntneri e Lippia sidoides e
principais constituintes, anetol e timol, através de testes in vitro sobre o desenvolvimento de
ovos e larvas de H. contortus, observando inibi¢do no desenvolvimento de ovos e larvas de H.
contortus maior que 90%, colocando estes Oleos essenciais como substancias promissoras
com atividade anti-helmintica. Mas os pesquisadores alertam para a necessidade de estudos
toxicolégicos e de eficidcia anti-helmintica in vivo apds absor¢do e metabolismo dos
compostos botanicos.

Camurca-Vasconcelos, et al. (2008), avaliaram a eficiéncia do 6leo essencial de
Lippia sidoides sobre nematdides gastrintestinais de ovinos, obtiveram eficidcia de 56,9%
sobre H. contortus e Trichostrongylus spp., despertando a importancia do controle alternativo
de plantas associado com outros métodos de controle de nematdides gastrintestinais de
pequenos ruminantes.

Costa, et al. (2008), os quais testaram o extrato etandlico de Azadirachta indica sobre

ovos e larvas de H. contortus, obtendo 99.77% e 87.11% de efetividade, respectivamente para
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ovos e larvas, indicando que este material botinico possui metabdlitos com atividade
nematicida, podendo ser usado no controle de nematddeos gastrintestinais em pequenos
ruminantes.

O trabalho de Gbolade & Adeyemi (2008), foi pioneiro avaliando o extrato dos
frutos de Sphenocentrum jollyanum sobre larvas de H. contortus, observando paralisia e morte
na concentracdo de 80 mg.ml, atribuindo esta atividade a presenca de alcaldides, saponinas e
flavondides. Ressaltando assim a importincia deste estudo sobre a acdo in vitro de S.
paniculatum contra nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes.

Nwosu et al. (2008), avaliaram in vivo e in vitro a eficacia anti-helmintica de extratos
aquosos da casca de Sacoglottis gabonensis contra nematdides gastrintestinais de pequenos
ruminantes, até entdo nio se tinha confirmado sua agdo antiparasitdria, mas os resultados
mostraram efetividade na reducdo da carga parasitdria € na inibicdo do desenvolvimento
celular dos ovos, porém sdo necessarios mais estudos para determinar com precisdo quais
substancias no extrato possuem realmente o potencial anti-helmintico.

Estes resultados reforcam a importincia de estudos in vitro, deste estudo,
despertando o interesse de isolar quimicamente as fracOes dos extratos etandlicos para
delinear futuros estudos de toxidade e formula¢des a serem aplicadas in vivo em pequenos

ruminantes, principalmente ovinos e caprinos para difusdo do uso entre produtores rurais.
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4 CONCLUSAO
O extrato etandlico de S. paniculatum mostrou ser efetiva, impedindo o
desenvolvimento celular dos ovos de helmintos gastrintestinais e dificultando a motilidade
larval, provocando a inani¢do e conseqiiente morte das larvas infectantes. Estudos futuros in
vitro poderdo viabilizar o isolamento de constituintes quimicos do extrato com potencial anti-
helmintico, a realizacdo de testes de toxicidade para continuar as avaliagcdes in vivo
desenvolvendo formulagdes que favorecam a palatabilidade dos animais, devido ao alto

contetido de taninos presentes nas raizes de jurubeba.
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