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RESUMO

A ovinocultura no Brasil tem sido considerada uma importante pratica econdmica.
Entretanto, ha alguns problemas relacionados com esta pratica, dentre os quais se destaca a
hemoncose. Haemonchus contortus é tido como o principal helminto parasita de ovelhas,
considerando-se o fato de ser o inico hematéfago direto, podendo causar anemia, perda de peso,
edema submandibular, baixa qualidade da carne e da 13 e dbito de uma grande porcentagem do
rebanho. Atualmente, opta-se pelo tratamento alopatico para controle da hemoncose, porém,
devido ao uso repetitivo, observa-se desenvolvimento crescente de resisténcia. Neste sentido, a
fitoterapia tem se destacado como uma alternativa promissora. Sendo assim, no presente
trabalho objetivou-se avaliar a atividade anti-parasitaria de trés extratos vegetais: extratos
hidroalcodlicos obtidos por percolagdo de Lepidium didymum ¢ Momordica charantia, e extrato
aquoso de Tagetes minuta. Animais da raca santa In€s foram triados para identificagdo de
espécimes parasitados e separados em quatro grupos com seis animais cada, sendo um grupo
controle sem tratamento, € os demais tratados com 200 mg/dia (5 mg/kg de peso corpoéreo) com
os trés extratos, durante 5 dias. Apds o tratamento foi realizada determinacao de OPG (ovos
por grama de fezes) pelo método MacMaster com modificagdo. Observou-se que o os animais
dos grupos tratados com os extratos de L. didymum e M. charantia apresentaram redugao
significativa (p<0,05) do nimero de OPG observado, portanto, esses extratos podem ser uteis
no tratamento da hemoncose ovina.

Palavras-chave: Haemonchus contortus, medicamentos fitoterapicos, ovinos.

Evaluation of plant extracts to control haemonchosis in naturally
infected sheep

ABSTRACT
Sheep husbandry is considered an important economic practice in Brazil. However, there
are problems associated with this practice. Haemonchosis stands out among these, and is known
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among sheep farmers for being a difficult disease to treat. Haemonchus contortus is considered
the main helminth parasite of sheep, due to the fact that it is the only direct blood-sucking
parasite, which can cause anemia, weight loss, submandibular swelling (mumps), low quality
of meat and wool, and death of a large percentage of the herd. Currently, the predominant
treatment is allopathic medicines, but resistance is increasing due to their repetitive use. In this
sense, herbal medicine has emerged as a promising alternative. This study therefore aimed to
evaluate the in vivo anti-parasitic activity of three plant extracts: hydroalcoholic extracts
obtained by the percolation of Lepidium didymum and Momordica charantia and aqueous
extract of Tagetes minuta. Animals of the Santa Inés breed were screened to identify parasitized
specimens and separated into four groups of six animals each. One was used as an untreated
control group, and the others were treated with 200 mg/day (5 mg/kg body weight) of the three
extracts for 5 days. After treatment, EPG (eggs per gram of feces) was determined by the Mac
Master method with modification. The animals in the groups treated with extracts of
L. didymum and M. charantia showed a significant reduction (p <0.05) of EPG. These extracts
may therefore be useful in the treatment of sheep haemonchosis.

Keywords: Haemonchus contortus, herbal medicines, sheep.

1. INTRODUCAO

O Brasil, com sua enorme extensao territorial e clima favoravel a espécie ovina, apresenta
altissimo potencial para tornar-se importante produtor mundial de ovinos (Poli et al., 2008). A
ovinocultura consiste em importante pratica econdmica no setor agropecudrio devido a
facilidade na cria¢do deste tipo de rebanho, porém, um dos principais problemas encontrados
nessa pratica, € que vem chamando atengdo dos produtores, sdo as parasitoses gastrintestinais
(Costa et al., 2009).

Tais enfermidades limitam consideravelmente o aproveitamento econdmico destes
animais, destacando-se, neste sentido, a hemoncose, ja que se trata de uma doenca de dificil
tratamento, cujo agente etiologico, Haemonchus contortus, desenvolveu, no decorrer dos anos,
forte resisténcia aos antiparasitarios hoje disponiveis comercialmente, trazendo como
consequéncias impactos negativos para economia, com elevada mortalidade e perda de
produtividade (Costa et al., 2009).

No Brasil a maioria dos rebanhos ¢ criada de forma extensiva, estando exposta a infecgao
por helmintos. Este fato se agrava quando estes animais sdo criados em areas que comportam
altas lotacdes, o que acaba por gerar um aumento na contaminac¢ao ambiental, com elevada
densidade populacional do parasito, e elevada ocorréncia do estagio de vida livre do mesmo,
que ¢ responsavel pela infeccao do rebanho (Amarante e Sales, 2007).

H. contortus, a principal espécie de parasito de ovinos no Brasil, pertence ao filo
Nemathelminthes, Classe Nematoda, Ordem Strongylida, Familia Trichostrongylidae e Género
Haemonchus, sendo um parasita hematofago do abomaso (Melo et al., 2003). A hemoncose ¢
uma doenga cujos sintomas apresentados pelos animais que possuem alta carga parasitaria sao:
edema submandibular, conhecido popularmente como papeira, queda do volume globular,
anemia e perda de peso, apresentando comumente um indice de letalidade significativo (Endo
et al., 2014).

Decorrente do insuficiente repasse de tecnologia, ou de informagdes quanto a utilizagao
correta das drogas antiparasitarias em ovinos, observou-se grande diminui¢do da efic4cia desses
produtos, inclusive, com o aparecimento de cepas resistentes a varios grupos quimicos
disponiveis no mercado, destacando-se neste sentido a busca por novas estratégias terapéuticas,
dentre as quais a fitoterapica (Molento et al., 2004).
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A fitoterapia € o tratamento de enfermidades através de vegetais frescos, drogas vegetais,
ou extratos vegetais, sendo considerado um tratamento atraente, em que o impacto ambiental e
os residuos podem ser minimizados, possibilitando reducao de custo (Klein et al., 2009; Chagas,
2008). Além disso, a fitoterapia ¢ uma ferramenta que permite aumentar a variedade de produtos
a serem utilizados; ofertar opcodes terap€uticas de medicamentos equivalentes, também
registrados, talvez mais baratos e com acdo mais adequada e, possivelmente, com indicagdes
terapéuticas complementares as medicagdes existentes (Pinto et al., 2002).

A auséncia de um tratamento antiparasitario alopatico totalmente eficiente frente a
H. contortus maximiza a demanda pelo desenvolvimento de novos medicamentos capazes de
controlar essa parasitose, ¢ destaca a busca por tratamentos, dentro os quais o uso de
fitoterapicos que possam ser aplicados a parasitologia veterinaria, ja& que muitas plantas sao
tradicionalmente conhecidas como possuidoras de atividade anti-helmintica e, em paralelo, sdo
passiveis de causar menos impactos ambientais e de induzir resisténcia nos parasitos (Molento
et al., 2004).

Sendo assim, no presente trabalho objetivou-se avaliar in vivo a atividade anti-parasitaria,
frente a Haemonchus contortus, de trés extratos vegetais, a saber: extratos hidroalcoolicos
obtidos por percolagdo de Lepidium didymum e Momordica charantia e extrato fluido alcodlico
de Tagetes minuta, em ovinos naturalmente infectados.

2. MATERIAL E METODOS

As espécies vegetais oriundas da regido do Vale do Paraiba foram identificadas
botanicamente, sendo as exsicatas depositadas no herbario SPF (Universidade de Sdo Paulo),
para confirmagao da identidade botanica, cujos respectivos numeros estao citados a seguir, apos
o nome cientifico de cada espécie avaliada: L. didymum (exsicata G. akisue 064), M. charantia
(exsicata G. akisue 063) e T. minuta (G. Akisue 033). Para obtengao dos extratos no Laboratdrio
de Farmacognosia e plantas medicinais da FUNVIC - Faculdade de Pindamonhangaba
(LAFAPLAM), as partes aéreas (folhas, flores e talos) de cada vegetal foram processadas,
secadas em estufa a 45° C e pulverizadas em moinho de café elétrico (Cuisinart®). Foram
avaliados extratos etanolicos obtidos por percolagdo de L. didymum e M. charantia, e T. minuta,
obtido pelo processo “C”, segundo a Farmacopéia Brasileira 2* edigao.

Para obtengdo dos extratos por percolacdo, empregou-se etanol a 70% v/v como liquido
extrator.

O processo foi conduzido até o momento em que o liquido percolado nao apresentava
coloracdo, sendo o mesmo concentrado por meio de evaporagdo do solvente em aparelho
rotavapor (Silva et al., 2013).

Para obtengdo do extrato fluido alcoodlico, foi utilizado o processo “C” de percolacdo
fracionada segundo a Farmacopéia Brasileira 2° edi¢ao (Furtado et al., 2013), onde foi utilizado
300g da droga, conforme segue:

Para a 1? extracdo, pesou-se 150 g da droga, umedeceu-se uniformemente com o liquido
extrator (alcool 70% v/v), em seguida o p6 umedecido foi transferido para percolador adequado,
onde a droga foi coberta completamente pelo liquido extrator e deixou-se macerar. Foi separada
uma fracdo de 60 mL ¢ recolhidas mais cinco fracdes de 70 mL.

Para a 2% extracdo, pesou-se 90 g da droga, umedeceu-se com a 1* por¢ao de 70 mL do
percolato obtido a partir da 1* extragdo, e, em seguida, o p6 umedecido foi transferido para o
percolador. Como liquido extrator, foram utilizadas as por¢des restantes do percolato obtido na
1* extragdo (quatro fracdes restantes de 70mL) e usadas na ordem em que foram recolhidas.
Ap6s término da 2* extragdo, foi separada uma fragdo de 90 mL e recolhidas cinco fragdes de
60 mL.
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Para a 3* extracdo, pesou-se 60 g da droga, umedeceu-se com a 1* por¢cao de 60 mL do
percolato obtido a partir da 2* extracdo, e, em seguida, o p6 umedecido foi transferido para o
percolador. Como liquido extrator, foram utilizadas as por¢des restantes do percolato obtido na
2% extragdo (quatro fragdes restantes de 60 mL) e usadas na ordem em que foram recolhidas.
Apos término da 3? extracao, foi separada uma fracao de 150 mL.

Ao final foram misturadas as trés fracdes dos percolatos obtidas das trés extracdes
(60 mL + 90 mL + 150 mL), totalizando 300 mL de extrato fluido.

2.1. Animais

Os animais participantes do experimento foram oriundos de uma propriedade no municipio
de Pindamonhangaba- SP. O rebanho ovino da propriedade ¢ de aproximadamente 1.000
cabegcas da raca Santa Inés, criado em sistema integrado com bovinos e alimentado
exclusivamente através do pastoreio de campo nativo, apresentando, de acordo com o criador,
altos indices de verminose historicamente, s6 sendo possivel a manuteng¢ao deste sistema de
producdo através do estabelecimento de um programa de controle de verminose pelo veterinario
responsavel pela propriedade. Assim, estabeleceu-se de comum acordo com o proprietario e
este profissional, o ndo tratamento do lote de animais alvo do experimento durante um periodo
minimo de 30 dias (na ltima medicacdo anti-helmintica foi aplicado produto a base de
Closantel), e a permanéncia destes animais em um mesmo piquete.

2.2. Sele¢ao dos animais

Para a selecdo dos animais participantes do experimento, amostras fecais foram coletadas
diretamente da ampola retal de 50 ovinos, fémeas, com peso vivo médio de 40 kg, entre seis e
sete meses de idade. As amostras coletadas foram armazenadas em sacos plasticos
identificados, sendo conduzidas em caixa térmica para o Laboratério de Parasitologia e
Malacologia (LAPAM) da Fundagao Universitaria Vida Crista/Faculdade de Pindamonhangaba
(FUNVIC) onde foi realizado o Método de Gordon & Whitlock modificado com auxilio de
camara de McMaster, para determinacdo de OPG, de modo a selecionar, para compor 0s grupos
experimentais, apenas os 24 animais que apresentaram um nimero de ovos por grama (OPG)
igual ou superior a 500.

Brevemente, um grama (1 g) de fezes foi misturado a 14 mililitros (14 mL) de solugdo de
NaCl (d=1,2) e um volume de 150 pL da suspensdo obtida foi transferido para uma camara
MacMaster, para determinac¢ao de OPG.

2.3. Delineamento experimental

Os animais foram identificados através de brincos numerados, € amostras fecais
individuais foram coletadas um dia antes do inicio do experimento. Os animais foram divididos
em 4 grupos de 6 animais através de sorteio (amostragem aleatdria simples), sendo um grupo
controle sem tratamento, e os demais tratados com 200mg/dia (5mg/kg de peso corpoéreo) dos
extratos supracitados, diluidos em 100mL de etanol a 80%, durante 5 dias, sendo:

Grupo 1: 6 ovinos sem tratamento (grupo controle).

Grupo 2: 6 ovinos, 0s quais receberam extrato hidroalcoolico obtido por percolacdo de
L. didymum.

Grupo 3: 6 ovinos, aos quais foi administrado extrato hidroalcoolico obtido por percolagao
M. charantia.

Grupo 4: 6 ovinos, ao quais foi administrado extrato fluido alcodlico obtido por percolagao
de T. minuta.
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Depois de estabelecida a terapé€utica, amostras fecais foram coletadas apos 10 dias e foi
realizada determinagdo de OPG. Todos os animais também foram acompanhados clinicamente,
no que diz respeito ao bem-estar geral.

O percentual de reducdo de OPG foi determinado empregando-se os valores das médias de
OPG do primeiro dia antes de iniciado o tratamento (dia zero) e as médias das respectivas

amostras coletadas, utilizando-se a seguinte formula (Equacdo 1), descrita por Jacobs et al.
(1994).

~ (média de OPG (dia zero)— média de OPG (dia de interesse)
0, — X
% de reducdo de OPG (média de OPG (dia zer0) 100 (1)

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente utilizando teste de ANOVA ou
Kruskal-Wallis, de acordo com a normalidade das médias obtidas, seguidos do teste de Tukey
ou o teste de Student-Newman-Keuls, para verificar diferencas entre as médias. De forma
complementar, foi realizado o teste do Qui-quadrado para verificar diferencas entre as médias
de reducdo de OPG de cada grupo em relagdo a observada no grupo controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que apos 10 dias (dia 15) do término do tratamento, todos os extratos vegetais
apresentaram atividade antiparasitaria, ja que a média do nimero de OPG foi significativamente
inferior (p<0,05), quando comparada a observada um dia antes do inicio do tratamento
(Tabela 1).

O extrato vegetal que se apresentou mais promissor no controle da hemoncose em ovinos
foi o obtido a partir de M. charantia, que induziu uma redugéo de 79,5% de OPG, sendo este
valor significativamente superior (p<0,0001%) aos observados no grupo controle, e aos

resultados observados nos grupos tratados com os dois outros extratos vegetais avaliados
(Tabela 1).

Tabela 1. Média de OPG e redugdo de OPG observada em
ovinos naturalmente infectados e tratados com extratos
hidroalcoodlicos obtidos de L. didymum e M. charantia e
extrato aquoso de T. minuta, na dose de 1 g/dia durante 5 dias

consecutivos.
Tratamento Dias de Média Redugéo
tratamento OPG OPG 15

0 2775

L. didymum 7 1133 63,7
15 1008
0 3916

T. minuta 7 2525 51,5
15 1900
0 3700

M. charantia 7 1200 79,5
15 758
0 1200

Controle 7 1700 46,2
15 1283

Nota: OPG = ovos por grama de fezes.
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A atividade antiparasitaria de M. charantia, in vivo observada no presente trabalho, foi
superior aos resultados apresentados por Vieira et al. (1999), segundo os quais a administragao
de droga vegetal de M. charantia na concentragdo de 1g/kg de peso corporeo de ovinos durante
quatro dias seguidos, induziu a uma reducdo de 36% de OPG e 17% da carga parasitaria de
Haemonchus contortus. Embora no presente trabalho ndo tenha sido avaliada a redu¢ao de carga
parasitaria por meio de quantificacdo de vermes adultos intestinais, ¢ possivel destacar a
relevancia dos resultados aqui apresentados, tendo em vista a reducdo de OPG que foi
observada.

Cabe ressaltar que Vieira et al. (1999) avaliaram a eficacia da droga vegetal, que consiste
no vegetal seco e pulverizado, ndo tendo realizado nenhum processo de extragdo que pudesse
concentrar principios ativos. Em contrapartida, no presente trabalho, procedeu-se uma extragao
com uso de solvente (etanol) e posterior evaporacao em aparelho rotavapor, que permitiu uma
concentragdo de principio ativo, e consequente aumento de eficacia na redugdo de OPG.

O delineamento de experimentos futuros utilizando solventes com polaridades crescentes
podera, possivelmente, permitir o isolamento de grupos mais restritos de substancias ativas, o
que pode ser promissor no sentido de maximizar a atividade antiparasitaria traduzida por uma
reducdo mais significativa de OPG.

Em uma revisdo bibliografica, Camurca-Vasconcelos et al. (2005) reuniram informagdes
sobre estudos com plantas medicinais para uso como antiparasitarios em pequenos ruminantes,
e concluiram que, dentre os vegetais avaliados por diversos autores, M. charantia foi o mais
promissor para o controle da hemoncose.

No presente estudo, foi utilizada uma solucdo na concentragdo de 5 mg/kg de peso
corporeo para cada animal, sendo esta preparada a partir do extrato bruto de M. charantia, que
foi obtido por percolagdo, e posterior concentracdo em rotavapor utilizando alcool 80° como
solvente extrator. Embora a obtenc¢do do extrato bruto seja consideravelmente mais laboriosa,
o uso do mesmo representa uma vantagem quando comparado ao uso do vegetal in natura.

E possivel que o processo de extragio utilizado facilite a absor¢io de diversos principios
ativos ou componentes quimicos que o processo de digestdo do vegetal in natura possivelmente
ndo permitiria que ocorresse.

A redugdo de OPG induzida quando do uso do extrato de M. charantia também foi superior
aos resultados obtidos por Brito-Junior et al. (2011), que obtiveram uma redugdo de 40% de
OPG ao avaliarem a eficacia do extrato alcodlico deste vegetal na concentragao de 5,85mg/kg
de peso corporeo, que foi administrado por 3 dias consecutivos em caprinos naturalmente
infectados.

Por outro lado, os dados apresentados foram semelhantes aos resultados obtidos por
Almeida et al. (2007) que, ao avaliarem a atividade de plantas medicinais frente a H. contortus
em caprinos da regido do Semiarido Paraibano, observaram uma redu¢do de OPG de 82%
60 dias ap6s término do tratamento, porém utilizando as folhas secas desse vegetal na dose de
4,5 g/kg de peso corpdreo, sendo administrados por 3 dias consecutivos.

As possiveis diferencas de eficacia na redug¢ao de OPG supracitadas podem ser decorrentes
de fatores relacionados ao esquema terapéutico adotado ou das caracteristicas climaticas e
geograficas, como por exemplo, na qualidade e quantidade de nutrientes do solo, que podem
influenciar na maior ou menor concentragdo de determinados principios ativos, e que, por
consequéncia, podem influenciar na atividade bioldgica das mesmas (Furtado et al., 2013).

No grupo tratado com extrato de L. didymum foi observada redugdo de 63,66 % na média
de OPG, sendo este valor significativamente superior (p<0,0001%) ao observado no grupo
controle. Sdo escassas as pesquisas que avaliaram atividade bioldgica deste vegetal. Stolz et al.
(2014) realizaram um estudo etnobotanico visando determinar o uso popular de vegetais no Rio
Grande do Sul. Estes autores, apds extensa revisao da literatura, afirmaram que sdo poucos o0s
estudos clinicos a respeito de L. didymum e as suas propriedades comprovadas estdo limitadas
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a0 uso no reumatismo, como antipirético, anti-inflamatorio e hepatoprotetor, estando estas
propriedades possivelmente relacionadas com a presenga de flavonoides, saponinas e taninos.

Os resultados obtidos no presente trabalho trazem a tona mais um potencial uso deste
vegetal, e norteia futuros estudos que visem pormenorizar os mecanismos através dos quais
L. didymum apresentou eficacia antiparasitaria frente a H. contortus.

Com relagdo a T. minuta, observou-se que o extrato obtido a partir desse vegetal induziu a
uma reducdo de OPG de 51,5% (Tabela 1). Até onde se estendeu a busca por artigos cientificos
realizada no presente estudo, ndo ha relatos de atividade antiparasitaria de T. minuta frente a
H. contortus in vivo. Entretanto esse vegetal tem demonstrado atividade biologica frente a
diversos patdgenos in vitro, dentre os quais microrganismos (Souza et al., 2000), carrapatos
(Furtado et al., 2013), fito nemat6ides (Moraes et al., 2006) e até mesmo H. contortus (Macedo,
2012).

Macedo (2012) demonstrou que o decocto obtido da parte aérea de T. minuta foi capaz de
induzir uma inibicdo de 50% de eclosdo de larvas de H. contortus na concentracao de
0,6 mg/mL, e uma inibicdo de 50% do desembainhamento larvar na concentracao de 620
png/mL, e destacaram a possibilidade de uso deste para o controle da hemoncose, desde que
realizados estudos in vivo.

No presente trabalho observa-se que, embora a atividade in vitro de T. minuta frente a
H. contortus tenha sido anteriormente demonstrada, o extrato aquoso deste vegetal quando
administrado na dose de 5 mg/kg de peso corporeo de animal durante cinco dias nao foi capaz
de promover atividade antiparasitaria significativa.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram concluir que os extratos hidroalcodlicos obtidos a partir
de folhas de Momordica Charantia ¢ Lepidium didymum sdo potencialmente tteis para o
tratamento da hemoncose ovina, j& que apresentaram atividade antiparasitaria na dose de
5 mg / kg de peso corporeo durante cinco dias, 0 mesmo nao ocorrendo com o extrato aquoso
de T. minuta. Destacado-se, porém, a importancia de novos experimentos que visem avaliar
essa propriedade, utilizando novos solventes para extra¢do, e administracdo de doses mais
elevadas.
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