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Resumo

A atividade anti-helmintica dos extratos aquoso e etandlico do fruto da Morinda citrifolia (noni) foi avaliada em aves
poedeiras naturalmente infectadas por Ascaridia galli. A atividade anti-helmintica in vitro foi determinada em parasitos
adultos. O extrato aquoso e etanélico foram testados nas seguintes concentragoes: 1,69; 3,375 6,74; 13,48 ¢ 26,96 mg.mL™"!
e 4,17; 8,34; 16,68; 33,36 ¢ 66,72 mg.mL™, respectivamente. A atividade anti-helmintica in vivo foi determinada
administrando-se, durante trés dias consecutivos, o extrato aquoso (50,1 mg.mL™) e etandlico (24,6 mg.mL™"), sendo
10 mL.kg™. Posteriormente, as aves foram sacrificadas e necropsiadas para contagem dos helmintos remanescentes. Os
dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o teste de Student-Newman-Keuls. Nas concentracoes
13,48 ¢ 26,96 mg.mL™, o extrato aquoso apresentou taxa de mortalidade de 46,67 ¢ 50%, respectivamente, sendo
estatisticamente diferente do controle negativo (P < 0,05). O extrato etandlico apresentou diferenca significativa do
controle negativo (diluente) (P < 0,05) para as concentracoes 33,36 ¢ 66,72 mg.mL™, expressando taxa de mortalidade
de 66,67 ¢ 76,67%, respectivamente. No teste in vivo, o extrato aquoso do fruto do noni apresentou percentual
de eliminagio de 27,08%, diferindo estatisticamente do grupo controle. Nio houve diferenca significativa entre os
tratamentos com extrato etandlico e controle (P > 0,05). Conclui-se que a atividade anti-helmintica do fruto do noni,
no teste in vitro, apresentou resultados satisfatérios, havendo necessidade de estudos com maiores concentracoes no
teste in vivo.

Palavras-chave: Aves, Ascaridia galli, fitoterapia, Morinda citrifolia, atividade anti-helmintica.

Abstract

The anthelmintic activity of aqueous and ethanolic extracts of Morinda citrifolia fruit (noni) was evaluated in chicken
naturally infected by Ascaridia galli. The anthelmintic activity in vitro was determined in adult parasites. The aqueous and
ethanolic extracts were used in the following concentrations: 1.69; 3.37; 6.74; 13.48 ¢ 26.96 mg.mL™" and 4.17; 8.34;
16.68; 33.36 and 66.72 mg.mL", respectively. The anthelmintic activity in vivo was determined by the administration
of 10 mL.kg™ of the aqueous (50.1 mg.mL™) and ethanolic (24.6 mg.mL™") extracts during three consecutive days.
Later the chickens were euthanized and necropsy was performed in order to count the remaining helminths. The data
were analyzed by the Student-Newman-Keuls test. In the concentrations of 13.48 and 26.96 mg.mL", the aqueous
extract demonstrated mortality of 46.67 and 50%, respectively, there was a significative difference from the negative
control (P < 0.05). The ethanolic extract presented statistical difference from the negative control (diluent) (P < 0.05)
for the concentrations of 33.36 and 66.72 mg.mL™, expressed by a mortality rate of 66.67 and 76.67%, respectively.
In the in vivo test, the aqueous extract of noni fruit showed 27.08% of elimination, deferring statistically from the
control group. There was no statistical difference between the ethanolic extract treatments and the control (P > 0.05).
It follows that the anthelmintic activity of noni fruit test showed satisfactory results in vitro, there is a need for studies
in higher concentrations in the in vivo test.

Keywords: Birds, Ascaridia galli, phytotherapy, Morinda citrifolia, anthelmintic activity.
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Introdugio

Dados da Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) indicaram
que cerca de 80% da populagiao mundial jd usou algum tipo de
planta na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagraddvel. Desse total, a indicagio médica foi de, pelo menos,
30% (MARTINS et al., 2000).

As plantas medicinais sdo importantes por fornecerem
matéria-prima para a sintese de drogas, além de serem utilizadas
como agentes terapéuticos. O emprego das plantas é supervalorizado
no uso tradicional com base nos seus beneficios medicinais. Dessa
forma, torna-se imprescindivel o conhecimento sobre a dose ¢ a
parte empregada da planta, além de suas propriedades terapéuticas,
pois existem aquelas que sao altamente téxicas, mesmo em pequenas
doses (ZHAN; ZHOU, 2003).

A validagao cientifica dos fitoterdpicos é uma etapa inicial
obrigatéria para a utilizagio correta de plantas medicinais ou de
seus compostos ativos. A total aceita¢io de drogas derivadas de
plantas e a fitoterapia da medicina cientifica s6 poderao ocorrer
se esses produtos cumprirem os mesmos critérios de eficdcia,
seguranga e controle de qualidade que os produtos sintéticos
(RATES, 2001). Os produtos derivados de plantas devem ter
eficdcia avaliada e confirmada, assim como deve ser garantida
que sua administragao a organismos vivos ocorra sem riscos para
a saide (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005). Assim,
a fitoterapia pode contribuir para aumentar a produtividade,
uma vez que reduz o uso de anti-helminticos convencionais,
além de estender a vida util dos produtos quimicos disponiveis
(VIEIRA et al., 1999).

Diversas plantas sio citadas popularmente como tendo
atividade anti-helmintica. Dentre elas, tem-se Morinda citrifolia,
conhecida por noni. E uma pequena 4rvore da familia das
Rubiaceae, origindria do Sudoeste da Asia, tendo sido difundida
pelo homem através da India e do Oceano Pacifico até as ilhas da
Polinésia Francesa. O emprego tradicional do noni pelos polinésios
é atribuido aos efeitos relacionados com atividade antibacteriana,
antiviral, antifiingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica,
anti-inflamatéria, hipotensora e imunoestimulante, usado hd mais
de 2000 anos (WANG et al., 2002).

A ascaridiase ¢ uma parasitose causada por Ascaridia galli, sendo
comum na avicultura doméstica. As aves novas sio mais susceptiveis
do que as adultas, e os vermes adultos podem causar obstrugio
intestinal e morte das aves (FREITAS, 1977). Em estudo realizado
na Dinamarca, a prevaléncia de A. galli foi de 100% em frangos
criados no sistema Colonial/Caipira e orginico, enquanto para o
sistema industrial foi de 25%. A alta prevaléncia de A. galli e outros
helmintos nesse tipo de produgio, provavelmente, contribuem
para a mortalidade das aves (PERMIN et al., 2002).

Dentro da perspectiva da produ¢io de frangos e ovos, a
utiliza¢io de sistemas orginicos e outros nao intensivos, vém
crescendo em importincia em vdrios paises em contraste com
o sistema convencional. Essas criagées sao afetadas por vdrias
mudangas no manejo, tais como: acesso a dreas de pasto e proibicao
no uso de medicamentos preventivos, incluindo anti-parasitdrios.
Tal modelo implica o aperfeigoamento do manejo e alimentagio
das aves, uma vez que, tendo acesso a piquetes, as aves terdo
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contato com ovos, larvas e hospedeiros intermedidrios de diversos
helmintos (THAMSBORG et al., 1999). Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade anti-helmintica do fruto de

M. citrifolia sobre A. galli.

Material e Métodos

1. Matéria vegetal

Os frutos da planta M. citrifolia foram coletados no municipio
de Altos, Estado do Piaui, a latitude de 05° 02 20” S, longitude
de 42° 27’ 39” O e a 187 m de altitude, a 42 km ao nordeste de
Teresina. O solo local ¢ Podzélico Vermelho Amarelo Distréfico
com baixa fertilidade natural (P 5 mg.dm=, K 14 mg.dm=,
Al 6 mmol.dm™, e Ca+Mg 8 mmol.dm™) e alta acidez (pH - 5,3).
A precipitagio média anual do municipio é em torno de 1.297 mm,
sendo que cerca de 90% das chuvas concentram-se no periodo
de novembro a maio. A temperatura média anual estd em torno
de 25 °C e a umidade relativa de 67%. A identificagio botinica
foi realizada no Nucleo de Referéncia em Ciéncias Ambientais
do Trépico Ecotonal do Nordeste — TROPEN, Teresina - PI,
sendo a exsicata depositada sob o ntimero 21.644 no herbdrio
Graziela Barroso.

Os frutos foram picados, dessecados em estufa de circulacao
forcada de ar, durante 8 dias, a uma temperatura méxima de
45°C (+ 1). Ap6s essa etapa, o material foi triturado em moinho,
tipo Willis, obtendo-se um pé que foi acondicionado em um
frasco de vidro Ambar hermeticamente fechado e identificado,
onde permaneceu até o momento do preparo dos extratos.

2. Preparagio dos extratos

O extrato etandlico foi obtido através de maceracio a frio,
ap6s quatro extragdes sucessivas, sendo filtrado usando-se papel
de filtro Whatman n° 1. Em seguida, concentrado em evaporador
rotativo sob pressio reduzida, & temperatura entre 42 ¢ 45 °C
e, entlo, liofilizado. Utilizou-se em média 1,3 L de etanol para
cada extragio realizada. O extrato aquoso foi obtido através de
cocgio, ou seja, 50 g de pé da matéria vegetal para 500 mL de
dgua destilada e, em seguida, deixou-se ferver por dois minutos
e, ap6s o resfriamento da temperatura ambiente, a solucio obtida
foi filtrada, obtendo-se entio uma solucio a 10%.

3. Determinagio do peso seco

Foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada extrato, colocada
em estufa de circulagdo forcada de ar, a uma temperatura de
45 °C (z1), até a obtengio de um peso constante, procedimento
realizado em triplicata. A massa média obtida referente a 1 mL
foi relacionada ao respectivo volume total, obtendo-se entdo a
massa total em mg.mL". Esse procedimento foi realizado para o
extrato aquoso com o objetivo de determinar o peso seco e, para
o extrato etandlico, para avaliar o rendimento aproximado apds
a evaporacio do etanol.
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4. Manutengio das aves

Durante o experimento, foram adquiridas em granjas da zona
rural, da cidade de Teresina - P, galinhas poedeiras em fase de
descarte e que nio recebiam vermifugo hd pelo menos trés meses.
Foram colocadas em um galpdo composto por uma 4rea coberta,
com bebedouros e comedouros, além da cama de maravalha. Os
animais tiveram acesso a uma 4rea descoberta e de chio batido,
capinada, evitando-se que os animais tivessem acesso a outras
plantas. Para determinar o grau de infecgio do plantel, foram
realizados exames de fezes, pela técnica Willis modificada (WILLIS
apud UENO, 1994).

5. Atividade anti-helmintica “in vitro”

Foi determinada em helmintos adultos, machos e fémeas
de A. galli, coletados a partir do intestino delgado de aves
necropsiadas. Os parasitos foram lavados em solugio salina 0,9%,
e aqueles considerados ativos foram transferidos para placas de
Petri descartdveis (150 x 15 mm), contendo solu¢io Tyrode
(KALEYSA, 1975) pré-aquecida (37 °C), totalizando 10 nematoides
por placa. A seguir, foram adicionados os extratos nas seguintes
concentragoes: 1,69; 3,37; 6,74; 13,48 € 26,96 mg.mL" do extrato
aquoso; e 4,17; 8,34; 16,68; 33,36 e 66,72 mg.mL™" do extrato
etandlico. Os nematoides foram mantidos em estufa BOD, a
temperatura de 37 °C (+1), e examinados 6, 24, 48, 72 e 96 horas
ap6s o tratamento. Os nematoides imdveis, mesmo apés breve
pressdo com estilete, foram considerados mortos (SHILASKAR;
PARASAR, 1985). O experimento foi repetido 3 vezes para cada
dose, e a porcentagem de parasitas mortos em cada grupo foi
calculada. Esse teste foi acompanhado de dois controles negativos
constituidos por dgua e diluente (Tween 80 a 17,5% acrescido de
DMSO a 12,5%) e um controle com a droga referéncia, citrato de
piperazina (50 mg.mL™), administrada de acordo com o fabricante
(Proverm Tortuga).

6. Atividade anti-helmintica “in vivo”

Os grupos (n = 6) compostos de aves com peso médio de 1,5 kg,
foram constituidos por controle positivo (piperazina, 50 mg.mL™),
controles negativos (4gua e diluente idéntico ao teste in vitro) e
grupos tratados com os extratos aquoso e etandlico de M. citrifolia,
nas doses de 50,1 e 24,6 mg.mL"!, respectivamente. Diagnosticada
a infeccdo por exame de fezes, as aves foram transferidas para
gaiolas individuais galvanizadas, com fundo removivel, onde
passaram por um periodo de adaptacio de 72 horas, recebendo
diariamente 50 g de ragdo e 4gua ad libitcum. Antes do inicio
dos testes, as aves foram submetidas a um periodo de jejum de
6 horas, tendo disponivel 4gua & vontade. Os extratos aquoso e
etandlico foram administrados, durante trés dias consecutivos,
no volume de 10 mL.kg™', utilizando-se uma sonda intragdstrica
(FERNANDES et al., 2005). As fezes foram coletadas durante
quatro dias por grupo. Em seguida, foram levadas ao laboratério,
lavadas em 4gua corrente e peneiradas em tamis USBS - 50, abertura
0,297 mm e tyler 48 sob outro tamis de malha USBS - 40, abertura
0,42 mm e tyler 35 colocado no fundo da pia, de modo a reter o
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residuo que passasse pelo primeiro tamis. Posteriormente, foram
acondicionadas em frascos contendo uma solucio AFA a quente
(Acido Acético, Formol e Alcool) (AMATO et al., 1991) para
conservagio, visando a contagem dos helmintos eliminados. No
quinto dia de tratamento, as aves foram sacrificadas e necropsiadas
de acordo com a Resolugao n° 714 de 20/06/2002 do Conselho
Federal de Medicina Veterindria. A mucosa do trato gastrintestinal
foi raspada e o contetido colocado em frascos contendo AFA
quente para posterior contagem e identificacio dos helmintos
remanescentes. O efeito do tratamento foi avaliado pelo método
critico controlado (STEWARD, 1955), adaptado ao presente modelo
experimental, e expresso em percentual médio de eliminagio de
A. galli, conforme a Equacio 1 abaixo:

Ne total de nematoides eliminados
nas fezes apés o tratamento

% de atividade

Anti-helmintica ~ No (oal de nematoides

eliminados nas fezes
apds o tratamento

x 100 ( 1 )
Ne total de nematoides
recuperados na necropsia

Cilculo semelhante foi aplicado aos grupos controles
negativos.

7. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente,
utilizando-se o teste Student-Newman-Keuls, com auxilio do
programa InStat (Graphpad Instat: GraphPad Software Oberlin,
San Diego — CA, USA). O nivel de significAncia adotado foi
P < 0,05 (PIMENTEL-GOMES, 1987).

Resultados e Discussao

Morinda citrifolia apresentou, no extrato etanélico, rendimento
elevado, no qual se obteve a quantidade de 125 g do extrato na
forma de pé depois do processo de liofilizagio. Esse resultado foi
expressivo, pois, segundo Rates (2001), a grande dificuldade na
realizacio de ensaios clinicos estd relacionada com a quantidade de
extrato e de principio ativo obtido das plantas. O pH do extrato
etandlico do fruto do noni foi de 4,40 e, do extrato aquoso, de
3,86. O peso seco do extrato aquoso do fruto do noni foi de
50,1 mg.mL™" e, do extrato etandlico, de 24,6 mg.mL"".

A percentagem média de mortalidade nos testes in vitro,
usando-se diferentes concentragoes do extrato aquoso do fruto
de M. citrifolia, em diferentes tempos de exposicio do parasito
ao extrato, estd disposta na Tabela 1.

O extrato aquoso do noni comegou a apresentar efeito a
partir de 48 horas na concentragio de 26,96 mg.mL™, sendo
esse efeito nao significativo estatisticamente, quando comparado
com o controle negativo (P > 0,05). Porém, na 72° e 96° hora
nas concentracdes de 13,48 ¢ 26,96 mg.mL!, houve diferenca
estatisticamente significativa, considerando-se o extrato aquoso do
fruto do noni, o controle positivo (piperazina) e o controle negativo
(dgua). Comparando-se as taxas de mortalidade do tratamento e
do controle negativo, observa-se que, nos dois tltimos periodos de
tempo, hd uma maior discrepancia da eficdcia do extrato aquoso
do fruto do noni com relagio ao teste com 4dgua.
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Tabela 1. Percentual médio de mortalidade do extrato aquoso do fruto de Morinda citrifolia sobre Ascaridia galli, no teste in vitro, ao longo

de 96 horas de tratamento.

Concentracio Tempo (horas) / Taxa de Mortalidade (%)

(mg.mL™") 6 24 48 72 96

1,69 0 0 0 0 0
3,37 0 0 0 0 6,672

Ftrato aquoso 6,74 0 0 0 6,672 400

do noni

13,48 0 0 0 16,67° 46,67°

26,96 0 0 3,332 16,67° 50°

Piperazina 50 0 0 0 50¢ 100¢
Agua 0 0 0,672 5,352 142

Meédias com letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P > 0,05).

Tabela 2. Percentual médio de mortalidade do extrato etanélico do fruto de Morinda citrifolia sobre Ascaridia galli, no teste in vitro, ao longo

de 96 horas de tratamento.

Concentragio Tempo (horas) / Taxa de Mortalidade (%)

(mg.mL™") 6 24 48 72 96
4,17 0 0 0 6,672 23,332
8,34 0 0 0 3,332 26,672
Extrato etan.c')lico 16,68 0 0 0 6,67 33.33"

do noni

33,36 0 0 6,672 33,33 66,67°
66,72 0 0 102 33,33b 76,67°

Piperazina 50 0 0 0 50¢ 100¢
Diluente* 0 0,67 3,332 6,672 13,332

Meédias com letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P > 0,05). *(Tween 80 a 17,5% acrescido de DMSO a 12,5%).

O extrato etandlico apresentou diferenca estatisticamente
significativa do controle negativo (diluente) na 96 hora nas
concentracoes de 33,36 e 66,72 mg.mL™" (P < 0,05). A maior
concentragio do extrato etandlico do fruto do noni (66,72 mg.mL™")
demonstrou melhor eficiéncia no combate ao parasito, sendo a
taxa de mortalidade de 76,67% (Tabela 2).

Quarenta e oito horas pds-tratamento, foi verificado que tanto
0 extrato aquoso como o etandlico do fruto do noni, demonstraram
efeito anti-helmintico superior ao da piperazina na concentragio
mais elevada. Considerando-se a mortalidade acumulada ao longo
das 96 horas, verifica-se que o extrato etandlico apresentou um
maior percentual de mortalidade do que o extrato aquoso. Hadinoto
e Hadisoewignyo (2003) avaliando o efeito anti-helmintico do
suco do noni sobre o A. galli em virias concentragoes (7, 9, 12,
16, e 21%), observaram atividade anti-helmintica satisfatéria no
teste in vitro, sendo também superior a da piperazina utilizada
em diferentes concentracées (20, 25, 32, 40 e 50%).

Em experimentos semelhantes, o suco de noni foi testado
in vitro em vdrias concentragoes sobre Ascaris suum, obtendo-se
mortalidade de 100% na concentragio de 60%. Porém a solucio
de piperazina a 20% demonstrou taxa de mortalidade de 60%,
inferior a0 que se obteve na mesma concentragio com o suco do noni
(KESEHATAN, 2003), resultado que diferiu do encontrado neste
trabalho, provavelmente devido 4 diferentes niveis de sensibilidade
dos parasitos ao anti-helmintico. Murdiati et al. (2000) pesquisaram
a atividade anti-helmintica do noni em caprinos e ovinos, levando
em consideracio Haemonchus contortus e afirmaram que, no teste

in vitro, o extrato cloroférmico foi eficiente na morte de parasitos
adultos e no desenvolvimento dos ovos, obtendo melhores resultados
do que os encontrados nesta pesquisa.

De acordo com Heinicke (1985), a fruta noni contém um
precursor natural da xeronina, a proxeronina. Esta substancia
apds ingestao é convertida no alcaldide xeronina através da enzima
proxeroninase. Heinicke (1985), afirma que a xeronina é capaz
de modificar a estrutura molecular das proteinas. Desse modo, a
xeronina tem uma ampla escala de atividades biolégicas. Quando
uma proteina, tal como uma enzima, receptora ou transdutora de
sinal nio estd em sua conformacao apropriada, ela nio desempenhard
sua fungio corretamente. Entdo, a xeronina ird interagir com a
proteina e fazer com que ela retorne a conformagao adequada.
O resultado ¢ o funcionamento correto da atividade da proteina.
No caso de haver um problema estrutural da proteina, a presenca
da xeronina serd benéfica.

Os dados da Tabela 3 mostram, no teste in vivo, os percentuais
de eliminagio de A. galli em aves poedeiras naturalmente infectadas,
submetidas & administracio de extrato aquoso e etandlico de
M. citrifolia. Comparando-se estatisticamente os trés tratamentos,
verifica-se que houve diferenca significativa entre o extrato aquoso,
controle negativo (4gua) e controle padrio (piperazina) (P < 0,05),
demonstrando 27% de eficiéncia do fruto de M. citrifolia na
eliminagio do A. galli. No entanto, de acordo com a classificagao
do indice de eficicia proposto pela World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P) (POWERS et al.,

1982), um produto seria altamente efetivo se apresentasse mais de
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Tabela 3. Atividade anti-helmintica dos extratos aquoso e etandlico obtidos do fruto de Morinda citrifolia na eliminagio de Ascaridia galli em

aves poedeiras (n = 6) naturalmente infectadas.

Nimero de helmintos

Tratamentos Eliminacéo (%)
Exame de fezes Necropsia
Extrato aquoso (50,1 mg.mL™) 26 70 27,08
Extrato etanélico (24,6 mg.mL™) 06 68 8,11°
Agua 01 50 1,96
Diluente* 02 53 3,64°
Piperazina (50 mg.mL™") 498 07 98,61¢

Meédias com letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P > 0,05). *(Tween 80 a 17,5% acrescido de DMSO a 12,5%).

90% de agio contra o parasito tratado; moderadamente efetivo
quando atuasse entre 80 a 90%; pouco efetivo quando a agio fosse
entre 60 e 80%; e nio efetivo em niveis abaixo de 60%. Sabe-se que
o extrato de uma planta possui diversas substancias, sendo uma delas
o principio ativo, enquanto produtos industrializados possuem esse
principio isolado, apresentando, assim, uma eficicia mais elevada.
Portanto, o extrato aquoso do fruto do noni na concentragio de
10%, ndo foi efetivo na eliminagio de A. galli em aves poedeiras
infectadas naturalmente. Verifica-se que o extrato etanélico da
M. citrifolia nao apresentou diferenca estatistica significativa em
relagdo ao controle (diluente) (P > 0,05), havendo apenas diferenca
estatistica em relacdo ao controle positivo, demonstrando nao ser
efetivo na eliminagio de A. galli.

Os resultados obtidos no teste in vivo, considerando-se a
concentragio de 10%, demonstraram uma baixa eficiéncia da
agio do extrato do fruto (aquoso e etandlico) frente a A. galli,
nao descartando a possibilidade de extratos com concentragoes
mais elevadas apresentarem atividade anti-helmintica efetiva. No
teste in vitro, os extratos demonstraram ser pouco efetivos sobre
a taxa de mortalidade. Portanto, faz-se necessdria a continuidade
da pesquisa com o objetivo de obter mais informagées sobre a
atividade parasiticida de M. citrifolia.
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