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ABSTRACT

The great weaknesses caused by endoparasites to goats of the national herd become more and
more recurrent every day. Currently the use of bioactive plants has been the subject of studies
regarding the control of the parasitic load present in small ruminants, this effect is added to
the presence of secondary compounds, such as condensed tannin. Thus, this work was based
on the analysis of two forages, Gliricidia sepium, Acacia mearnsii. The study was divided in
two chapters which present extractions of the compound in question, methodology in the
management of animals, collections of nematodes, and tests of the activity of the plants on the
nematodes. It was developed with G. sepium in vitro and in vivo tests with A. mearnsii from
different parts of plants and the results obtained were demonstrated from graphs, photos and

tables. The efficacy of forage on nematodes was concluded.

Key words: Goats, Endoparasites, Gliricidia sepium, Acacia mearnsii, Tannin condensed.



RESUMO

As grandes debilidades causadas por endoparasitos a caprinos do rebanho nacional tornam-se
cada dia mais recorrentes. Atualmente o uso de plantas bioativas tem sido alvo de estudos no
que se refere ao controle da carga parasitdria presente nos pequenos ruminantes, este efeito é
agregado a presenca de compostos secunddrios, como o tanino condensado. Assim, este
trabalho fundamentou-se na anédlise de duas forrageiras, Gliricidia sepium, Acacia mearnsii.
O estudo foi dividido em dois capitulos os quais apresentam extracdes do composto em
questdo, metodologia no manejo de animais, coletas de nematoides, e testes da atividade das
plantas sobre os nematoides. Desenvolveu-se com G. sepium testes in vitro, € in vivo com A.

mearnsii, de partes diferentes das plantas e os resultados obtidos foram demonstrados a partir

de graficos, fotos e tabelas. Concluiu-se a eficiéncia das forrageiras sobre nematoides.

Palavras- chave: Caprinos, Endoparasitos, Gliricidia sepium, Acacia mearnsii, Tanino

condensado.



1. INTRODUCAO

Dentre as atividades da agropecudria a caprinocultura tem se destacado com um
rebanho efetivo de 8,779 milhdes de animais. A maior parte das criagdes estd presente no
Nordeste (91,4%), onde os rebanhos de caprinos tem apresentado crescimento consideravel e
a caprinocultura tornou-se umas das principais atividades desenvolvidas na regido (PPM,
2013). A producdo de pequenos ruminantes no Brasil, em especial no Nordeste é uma
atividade de importancia social, pois gera oportunidades de emprego e renda.

Esse sistema produtivo vem sofrendo com doencas parasitarias ocasionadas por
nematoides gastrointestinais, afetando a criacdo de caprinos e ovinos. O principal parasito
patogénico que afeta esses animais € o Haemonchus contortus, sendo responsaveis por
elevadas perdas na producdo, devido ao subdesenvolvimento, reducdo do consumo de
alimentos, diminuicdo da producdo de leite e carne, baixa fertilidade dos animais, e em alguns
casos alta taxa de mortalidade (LESSA et al., 2004; GENNARI, 2006; LIMA, et al., 2010). A
perda econdmica também pode ser visto com compra de medicamentos para o controle deste
nematoide, gasto com mao-de-obra e instalacoes.

O controle do H. contortus tem sido realizado exclusivamente com anti-
helmintico sintético, porém o uso descontrolado e de forma inadequada de anti-helminticos
tem acelerado o processo de resisténcia de cepas de H. contortus a todas as bases quimicas
utilizadas para o controle (THOMAZ-SOCCOL et al., 1996; HOSTE; TORRES-ACOSTA,
2011). Estudos tem buscado o uso de alternativas para o controle desta espécie de nematoide,
como a utilizagdo de compostos ativos oriundo de plantas. A utilizagdo de produtos naturais
pode apresentar vantagens em seu uso por ser ecologicamente vidavel e menos toxico para o
animal e ambiente (OLIVEIRA, 2013).

Estudos in vivo e in vitro tem demonstrados efeitos anti-helminto de produtos
como os taninos e outros polifendis sobre nematoides gastrointestinais (HOSTE et al., 2012).
Os taninos sdo polifendis encontrados no metabolismo de muitas espécies de plantas, em
diferentes partes da planta e s@o categorizados dentro de duas classes: os taninos condensados
e hidrolisdveis. Os taninos condensados sdo constituidos de oligdbmeros ou polimeros de
catequina (Flavan-3-ol) (Bruneton, 1999).

A espécie de planta Gliricidia sepium é uma leguminosa com alto teor proteico
utilizado por pequenos produtores para suplementacdo animal de ruminantes. Esta espécie €
encontrada em regides com ambientes aridos, como México, America Central e America do

Sul (RANGEL et AL., 2011).
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Acacia mearnsii ¢ uma planta conhecida como acdcia negra, encontrada em
regides tropicais, considerada uma espécie com alto teor de taninos em sua composi¢ao
(SCHNEIDER et AL., 1999). O tanino extraido da casca desta planta € muito utilizado em
industrias de celulose e usando para recuperacdo de solos (PERRANDQO; CORDER, 2006).
Estudo realizado com taninos presente em Acacia mearnsii tem demonstrado o efeito anti-

helmintico sobre nematoides gastrointestinais (Minho et al., 2008).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Caprinocultura

O rebanho nacional de caprinos no Brasil compreende cerca de 8.851.879
cabecas, sendo 8.109.672 cabecas na Regido Nordeste (91,6%). O pais concentra hoje o 22°
rebanho mundial de caprinos e o 18° maior rebanho de ovinos no planeta. (FAO, 2015; IBGE,
2015). O sistema de producdo de caprinos representa uma atividade de grande importancia
social e econdmica, principalmente para a regido do Nordeste, no qual esse sistema é exercido
por pequenos produtores para uso em sua subsisténcia, com poucos custos e mantidos por
membros da familia (WANDER et al., 2003; IBGE, 2015).

Entretanto, a criagdo de caprinos tem crescido se tornando um grande potencial
econdmico para esses produtores, principalmente ao uso de racas de caprinos resistentes ao
clima do Nordeste e a ampliacio do mercado para os produtos oriundo da caprinocultura,
como a carne, leite e pele (NOGUEIRA-FILHO; KASPRZYKOWSKI, 2006; SALEM, 2010;
GUIMARAES; HOLANDA, 2002; ALVES, 2002).

Contudo, esse sistema de producdo tem sofrido perdas por causa de parasitos de
grande importancia sanitaria como: Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis,
Strongyloides spp., Cooperia curticei e QOesophagostomum columbianum. A patogenia
causada pelo parasito hematéfago Haemonchus contortus, torna-o a espécie responsdvel pelas
maiores perdas econdmica, isso porque ele realiza diminui¢do considerdvel no volume
globular ocasionando anemia, muitas vezes progressiva, o que pode levar a morte do

hospedeiro (BOWMAN et al., 2003).

2.2. Nematoides Gastrointestinais

A carga parasitdria de rebanho de caprinos aumentou provavelmente através do
processo de domesticacdo dos animais, havendo um numero maior de animais por area
aumentando a chance de re-infec¢do com os nematoides (CHIEJINA, 2001; SOUTELLO et
al., 2002; BIZIMENYERA et al., 2006).

Nematoides Gastrointestinais estao classificados dentro da classe de Nematoda,
Cestoda e Trematoda. Contudo, os animais podem ser parasitados por uma ou mais espécies
de parasitos, no entanto os parasitos da familia Trichostrongylidae (Haemonchus,
Trichostrongylus) sdo os mais patogénicos para o0s ruminantes de pequeno porte

(AMARANTE, 2004; SANTOS, 2004; VIEIRA, 2005).
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O ciclo evolutivo dos nematoides envolve uma fase de vida livre no ambiente, e
outra parasitiria no hospedeiro (ruminante) o que € semelhante em todos os
trichostrongilideos, sendo um ciclo do tipo monoxeno. Inicia-se a fase de vida livre com a
eliminacdo de ovos nas fezes dos animais no ambiente. Em condi¢des ambientais favordveis,
os ovos se desenvolvem eclodindo e liberando larvas L1, estas se alimentam de bactérias e
permanecem no bolo fecal para mudar para L2 sendo rabtidiformes. Em condi¢cdes ambientais
favoraveis a L2 muda para L3, esta apresenta uma cuticula de protecdo a fatores ambientais,
no qual também a impedem de se alimentar.

As larvas L3 apresentam geotropismo positivo permanecendo em gramineas, 0O
animal ao se alimentar, ingeri larvas L3 sendo a forma infectante. As larvas desembainhada
vao para o abomaso ou intestino, sofrendo duas mudas diferenciando-se em machos e fémeas
adultos (figura 1) (MELO, 2005; TAYLOR et al, 2009; MINHO, et al 2014).

No trato gastrintestinal, dependendo da carga parasitiria os nematoides podem
causar infec¢des de grande relevancia a saide dos pequenos ruminantes, enfermidades que
resultam na perda de peso, crescimento tardio e reducdo da producgdo leite, ocasionando
grandes prejuizos econdmicos. Porém, as tentativas de recuperar a sanidade dos animais t€ém
sido desenvolvidas por meio de tratamentos repetidos, desencadeando no surgimento de
populacdes de parasitos resistentes aos principios ativos utilizados no mercado (TORRES-

ACOSTA; HOSTE, 2008).

Larva Infectante i

e
Ey

| Lﬂ-ﬁa:"

4

2° Estagio

Figura 1: Ciclo Biolégico dos Nematoides gastrointestinais pertencentes a familia Trichostrongyloidea.
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2.3. CONTROLE E RESISTENCIA DOS NEMATODEOS GASTROINTESTINAIS

Para o controle efetivo dos nematddeos gastrointestinais € necessério levar em
consideracdo dois pontos importantes, primeiro melhorar a resisténcia, resiliéncia e reducao
da carga parasitaria no hospedeiro e segundo trabalhar no ambiente, reduzindo o numero de
parasitos infectantes na pastagem (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). O controle dos
parasitas nematodeos gastrointestinais € feito quase que exclusivamente com o uso de anti-
helminticos sintéticos. Diferentes classes quimicas estdo disponiveis no mercado tendo como
as maiores classes os benzimidazdis, imidazoéis e lactonas Macrociclicas (NUNES, 2012).

Entretanto o uso extensivo e desordenado tem ocasionado a aceleracdo da
resisténcia em populacdes de nematddeos gastrointestinais as bases quimicas de anti-
helmintico disponiveis (MELO; BEVILAQUA, 2002; PAIVA; NEVES, 2009). A resisténcia
¢ detectada em uma populacdo quando uma parte destes parasitos tolera a dose do anti-
helmintico recomendado que elimina a maioria dos individuos de uma populacdo suscetivel
da mesma espécie (PRICHARD et al., 1980; TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). Estudos
indicam que os parasitos de pequenos ruminantes sao resistentes a mais de uma base quimica
de anti-helminticos (PUSPITASARI et al., 2016). Registros de resisténcia foram relatados em
distintas partes do mundo (COELHO et al., 2010).

Para ajudar a prolongar a vida util desses anti-helminticos tem se utilizado de
tratamentos alvos e tratamentos seletivos (KENYON; JACKSON, 2012). O tratamento alvo é
realizado em momentos de maior infec¢do, levando em consideracdo a susceptibilidade da
cepa aos anti-helminticos, garantindo a existéncia de refugia entre os animais, reduzindo o
numero de tratamentos dentro da propriedade, assim mantendo parasitos susceptiveis dentro
do rebanho e passando para as proximas geracdes de parasitos os genes susceptiveis
(KENYON et al., 2009; GABA et al., 2010).

O tratamento seletivo é feito com método FAMACHA, no qual consiste em
selecionar os animais que provavelmente estejam com a carga parasitaria maior. Desta forma
reduzindo o numero de animais tratados e numero de aplicagdes do anti-helmintico
(CHAGAS et al.,, 2007). Este tratamento é feito em base em sinais clinicos, OPG e
desempenho de peso (VAN WYK; BATH, 2002; TORRES-ACOSTA et al., 2012;
CHARLIER et al, 2014).
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2.4.ALTERNATIVAS DE CONTROLE

Alguns métodos alternativos para auxiliar no controle dos nematoides
gastrointestinais tém sido relatados, como uso de racas de animais geneticamente resistentes,
fungos hematéfagos e produtos naturais (MINHO et al., 2010a ; MINHO, 2014).

Devido a grande preocupagdo da populacdo com os residuos quimicos deixados
nos produtos de origem animal, percebe-se hoje uma tendéncia crescente de uma agricultura
organica e de uma agricultura sustentavel (OLIVEIRA, 2013). Os produtos naturais usado na
medicina popular t€m sido explorado como uma possivel alternativa para o controle de
nematoides gastrointestinais (NERY et al., 2009). O uso de produtos naturais para tratamento
de algumas enfermidades tem sido muito utilizado por populacdes em dareas urbanas e rurais,
em formas de chés e xaropes (MINHO, 2014).

Dentre os metabdlicos presentes nas plantas os taninos representam um grande
potencial para atividade anti-helmintica (MINHO et al., 2008; MINHO, 2014). Os taninos
condensados sdo compostos de polifendis que tem alta afinidade por proteinas e
polissacarideos. Os taninos podem apresentar diferencas em suas propriedades dependendo da
estacdo de coleta, tipo de planta, parte da planta e idade da planta (BRUNETON, 1999;
HOSTE et al., 2006).

Os taninos sdo classificados dentro de duas classes de acordo com sua estrutura
quimica em taninos condensados e hidrolisdveis. Os taninos hidrolisdveis consumidos por
ruminantes podem ser toxicos para eles, enquanto que os condensados ndo tem esse efeito
(BRUNETON, 1999). Os taninos condensados sdo polifendis de alto peso molecular,
constituido de oligdbmeros de catequina (Flavan-3-ol), comumente conhecido como
proantocianidinas (BRUNETON, 1999; MINHO, 2006). Os taninos condensados tem a
habilidade de se complexar com proteinas formando um complexo (tanino-proteina) (HOSTE
et al., 2006).

Estudos tem demonstrado o uso de taninos condensados para o controle de
Nematoides gastrointestinais. Extratos de Havardia albicans e Acacia gaumeri demonstrou
reducdo de migracdo de larvas de H. contortus (Alonso-Diaz et al., 2011). Extrato de Acacia
pennatula e Leucaena leucocephala reduziu a taxa de migragdo das L3 (ALONSO-DIAZ et
al., 2008). Extrato de Acacia mearnsii demonstrou efeito sobre L1 de H. contortus (MINHO
et al., 2008).

Plantas da espécie Acacia mearnsii e Gliricidia sepium sdo plantas forrageiras

alvos para o uso no controle de Nematoides gastrointestinais. Acacia mearnsii é uma planta
18



nativa da Austrdlia, conhecido popularmente como acécia negra. Na Africa do Sul, ela é
cultivada em larga escala para producdo de tanino (SHERRY, 1971). No Brasil € muito
utilizada para reflorestamento devido ter grandes impactos econdmicos (Schneider et al.,
1999). Esta espécie de planta tem uma grande capacidade de ser fixadora de nitrogénio no
solo, além de incorporar material organico no solo (Schumacher et al., 2003). A. mearnsii
também tem sido descrito com atividade hemolitica, anti-inflamatoria e atividade sobre
cianobactéria (AVOSED et al., 2014; LIU et al., 2015; PINTO et al., 2016 . Os taninos
encontrados em A. mearnsii j4 foram descritos com atividade anti-helmintica sobre
nematoides gastrointestinais in vitro e in vivo (MINHO et al., 2008; MINHO; GENNARI,
2010; COSTA-JUNIOR et al., 2014).

O extrato de A. mearnsii em uma dose de 1,6 g/Kg administrados em ovinos foi
capaz de agir sobre a carga parasitaria e eclosdo de ovos de H. contortus e T. colubriformis
(MINHO et al., 2008, 2010).

A espécie Gliricidia sepium é uma planta altamente rica em proteinas pertencente
a familia Fabaceae (MARTfNEZ—MARTfNEZ et al. 2012). E nativa da América Central, mas
introduzida em regides tropicais (CASTREJON-PINEDA et al., 2015). E conhecida
popularmente como gliricidia e mata ratéon. A G. sepium € muito utilizado por pequenos
produtores para plantacio como cerca viva e suplementacdo animal pelo valor proteico da
forragem (CARVALHO FILHO et al., 1997). Esta planta tem sido descrita com atividade
anti-histaminico, antipirético, expectorante, diurético e antifiingico (STEWART, 1996). Além
de nutritiva a Gliricidia sepium apresenta-se como excelente fonte de metabdlitos
secunddrios, estes tém demonstrado efeitos anti-helminticos principalmente sobre
Haemonchus contortus (ROJAS et al., 20006).

Compostos ativos de plantas como uso em atividades anti-helminticas tem sido
cada vez utilizado em experimentos in vivo e intro, podendo se torna uma fonte natural com
menos toxicidade ao animal e o homem para o controle do H. contortus. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito anti-helmintico de extratos de Gliricidia sepium e Acacia
mearnsii para o controle de nematoides gastrointestinais de caprinos. Assim esta monografia
esta dividida em déi capitulos:

e Capitulo 1: EFICIENCIA in vitro DE EXTRATOS DE Gliricidia sepium
SOBRE NEMATOIDES GASTRINTESTINAS DE CAPRINOS
ARTIFICIALMENTE INFECTADOS. Este capitulo serd submetido ao

periddico da revista Brasileira de parasitologia Veterinaria.
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e Capitulo 2: EFICIENCIA in vivo DE EXTRATOS DE Acacia mearnsii SOBRE
NEMATOIDES GASTRINTESTINAS DE CAPRINOS NATURALMENTE
INFECTADOS. Este capitulo serd submetido ao periddico da revista Brasileira

de parasitologia Veterinaria.
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CAPITULO 1
EFICIENCIA in vitro DE EXTRATOS DE Gliricidia sepium SOBRE NEMATOIDES
GASTRINTESTINAS DE CAPRINOS ARTIFICIALMENTE INFECTADOS.

Artigo sera submetido a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria
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RESUMO

De virias formas a forrageira Gliricidia sepium tem sido utilizada com bastante eficdcia na
agropecudria, seu uso se estende ao combate a endoparasitos de ruminantes. Nesse contexto o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro da leguminosa Gliricidia sepium sobre a
perda da cuticula larvar de caprinos artificialmente infectados. As larvas foram obtidas pelo
método de coproculturas, mantidas refrigeradas e o teste de eliminagdo seguindo o método de
Bahuaud et al, 2006. Para o processo de desembainhamento artificial foi utilizado hipoclorido
de s6dio 1%. Trés concentragcdes (mg/ml) do extrato das folhas de Gliricidia (600; 1200; 1200
+ PVPP; Controle) realizados em triplicata foram utilizadas para analisar atividade sob o
desembainhamento de larvas dos nematoides, desenvolvido em placas de 24 pocos. Os
resultados obtidos demostrados em grafico revelam que nas concentracdes de 600ug/ml,
1200ug/ml e 1200ug/ml + polivinilpoli-pirrolidona (PVPP) o percentual de perda cuticular
dos grupos tratados permaneceu abaixo de 15 %, logo, houve agdo na inibi¢cdo do

desembainhamento larvar, porém sem eficacia do tanino condensado.

Palavras- chave: Caprinos, Gliricidia sepium, Compostos secunddrios.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura € um setor produtivo importante em termos socioecondomico,
porém este sistema tem sido prejudicado pelo parasitismo com nematoides gastrointestinais
(RODRIGUES et al., 2007). A verminose € ocasionada por vdrias espécies de helmintos,
representando o principal problema de manejo sanitdrio aos pequenos ruminantes, provocando
grandes perdas econdmicas, como diminuicdo da producdo de leite e carne, efeitos no
desenvolvimento do animal, gastos com anti-helminticos e morte (TAYLOR et al., 2007;
MOLENTO et al., 2013).

O controle dos nematoides gastrointestinais € realizado com anti-helminticos
quimicos, entretanto o uso inadequado tem acelerado a resisténcia entre populacdes de
nematoides gastrointestinais (MOTTIER & PRICHARD, 2008; KUMSA & ABEBE 20009;
DEBELA et al., 2012). Produtos ativos de plantas tem sido uma possivel alternativa para o
controle de nematoides gastrointestinais (GITHIORI et al., 2006). Os taninos condensados
encontrados em plantas forrageiras tem sido explorado como uma possivel alternativa para o
controle de nematoides gastrointestinais (DEBELA et al., 2012). O consumo de plantas com
taninos condensados por pequenos ruminantes tem interferido na biologia de diferentes
espécies de vermes (NIEZEN et al., 2002a, b). No entanto, 0 modo de a¢do dos taninos
condensados permanece pouco compreendido (HOSTE et al., 2006; MUELLER-HARVEY,
20006).

Estudos tem demonstrado efeito de taninos condensados sobre nematoides
gastrointestinais em caprinos infectados experimentalmente com Haemonchus contortus
(PAOLINI et al., 2003). Taninos condensados demonstrou reducdo significativa de ovos de
nematoides gastrointestinais em caprinos (LANDAU et al. 2010). Gliricidia sepium (Jacq.)
Steud, nomeada vulgarmente no Brasil como Gliricidia, € nativa do México. Com alto valor
proteico (variando de 20 a 30% de proteina bruta), a leguminosa vem sendo explorada como
forrageira para bovinos, ovinos, suinos, caprinos, aves e coelhos e tem demonstrado
resultando no aumento de producio (ABDULRAZAK et al., 1997; CARVALHO FILHO et
al., 1997).

Além de nutritiva a Gliricidia sepium apresenta-se como excelente fonte de
metabdlitos secunddrios, estes t€m demonstrado efeitos anti-helminticos principalmente sobre
Haemonchus contortus (ROJAS et al., 2006). Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de folhas de Gliricidia sobre a perda da cuticula larvar de helmintos gastrintestinais a

partir de testes in vitro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta de plantas e preparacao dos extratos (Makkar et al, 1999)

Coletadas na Vila Unido, no municipio de Chapadinha, estado do Maranhao, as
folhas de Gliricidia foram secas a sombra e trituradas em moinho. Ao material vegetal
triturado, foi adicionado acetona 70% e o conteudo foi sonicado por 20 minutos, o extrato foi
rotaevaporado a 48°C e lavado quatro vezes com 500 mL de diclorometano, para remog¢ao de

clorofila e lipidios, seguido de secagem (40°C) e mantido sob refrigeracdo a 4°C.

2.2. Quatificacao de Taninos

A quantificacdo de fenois totais e taninos totais se realizou pelo método Folin-
Ciocalteu (MAKKAR et al., 2003), enquanto que a quantificagdo de taninos condensados foi
desenvolvida segundo o método butanol — HCI, descrita por PORTER et al. (1986).

2.3. Coprocultura

Para obtencgdo de larvas do 3° estdgio (L3) foram coletadas fezes de caprino sem
vermifugacdo a mais de 60 dias, em que sua carga parasitdria foi analisada pelo método de
centrifugo-flutuacdo. As fezes dos animais foram coletadas diretamente da ampola retal e
posteriormente realizadas coproculturas de acordo com ROBERTS & O°SULLIVAN (1950).
Ap6s 15 dias, L3 foram devidamente coletadas e mantidas refrigeradas a 4°C. As larvas
obtidas foram das seguintes espécies de nematoides gastrintestinais: H. contortus,

Trichostrongylus columbriformes e Oesophagostomun columbianum.

2.3. TESTES IN VITRO
2.3.1 Teste de inibicdo da eliminac¢ao da cuticula larvar

Para garantir a integridade do teste analisou-se antes a viabilidade das larvas a
partir da técnica de Baermann com algumas modifica¢des, assim as larvas foram retiradas do
meio refrigerado e colocadas em célices de sedimentacdo que tinham em seu topo peneiras
cobertas com gases, € em seu interior mantinham dgua com temperatura aproximada de 38 °C.
Ap6s 4 horas as larvas que migravam da superficie da gaze para dgua morna no interior do
calice (hidrotropismo + termotropismo) eram coletadas para andlise microscopica e posterior
contagem de larvas vidveis para dar inicio ao teste.

Seguindo o método de BAHUAUD et al. (2006), foram incubadas 1200 L3 a
27°C, durante 3h, para cada concentra¢ao do extrato testado em triplicata (diluido em DMSO

3%). Os testes foram realizados com concentragdes de 1200 e 600ug/ml de extrato e mais
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1200pg/ml de extrato + polivinilpoli-pirrolidona (PVPP). O PVPP € um polimero sintético
que apresenta alta afinidade com tanino formando complexos, precipitando-os € minimizando
seus efeitos, assim, sua utilizacdo teve por objetivo saber se a acdo da planta sob nematoides
gastrintestinais esté relacionada a compostos fendlicos, como taninos. As larvas foram lavadas
e centrifugadas quatro vezes com PBS (0, 1M fosfato de sédio; 0,05M NaCl; pH 7,2), evitando
assim qualquer interferéncia do meio.

As larvas foram colocadas em placas de 24 pogos (100 L3/poco) e submetidas a
processos artificiais de perda cuticular, com auxilio de hipoclorito de sédio (1%). Assim foi
observado com auxilio do microscépio invertido o percentual de desembainhamento das
larvas dos quatro grupos em estudo. As placas foram analisadas com a contagem das larvas
com bainha e sem bainha de cada poco de 10 em 10 minutos até completar 60 minutos, das
quatro repeticoes de cada grupo. Dos resultados obtidos foi tirado o percentual de larvas

desembainhadas de todos os grupos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As coproculturas realizadas apresentaram as seguintes espécies de nematoides
gastrointestinais: H. contortus, Trichostrongylus columbriformes e Qesophagostomun
columbianum.

Os resultados demonstraram no controle desembainhamento gradual, em 60
minutos com aproximadamente 100% das larvas desembainhadas. Entretanto, o extrato na
concentragdao de 1200 e 600 mg/ml demonstrou interferéncia na perda cuticular das larvas,
com percentual de perda abaixo de 20% (figura 1). O extrato com PVPP demonstrou que
impediu a perda cuticular dos nematoides gastrointestinais, com percentual também abaixo de
15% (grafico 1).

O efeito do tanino condensado (compostos fendlicos), encontrado nas mais
variadas espécies de plantas, tem sido alvo de muitos estudos no combate a nematoides
gastrintestinais, por apresentarem capacidade de interferir nos processos bioldgicos dos
parasitas, como reguladores de crescimento e também no comportamento alimentar
(CHAGAS, 2004; HOSTE & TORRES-ACOSTA, 2011).

Na literatura encontram-se efici€ncias comprovadas deste composto a partir da
acdo das folhas de Gliricidia sepium sobre H. contortus (ROJAS et al., 2006). Gliricidia
sepium testada sobre larvas L3 de H. contortus foi capaz de interferir no desembainhamento

das larvas com 73% de atividade, além de interferir na migracdo larvar de H. contortus em
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concentragdes de 1,200; 600; 300 e 150 pg/ml (FERNEX et al.,, 2012), e ainda sobre o
comportamento alimentar (ALVAREZ et al., 2012).

O PVPP tem a habilidade de se ligar ao tanino condensado bloqueando a a¢do do
composto fendlico e assim impossibilitando os compostos fendlicos de agir sobre os
nematoides gastrointestinais (ATHANASIADOU et al., 2001; MOLAN et al., 2003). A partir
desses resultados sugere-se que o tanino condensado nio agiu sobre a perda cuticular dos
nematoides gastrointestinais, no qual possivelmente outros compostos presentes no extrato

podem ter agindo e possibilitado ter o efeito de perda cuticular das larvas.
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Gréfico 1- Percentual de perda cuticular nas concentracdes de 600ug/ml, 1200pg/ml, 1200pg/ml + PVPP
analisados de 10 -60min.

4. CONCLUSAO

A forrageira Gliricidia apresenta efeito sobre a perda da cuticula de nematoides
gastrintestinais, porém a acdo da leguminosa sobre nematoides nao se direciona a taninos

condensados.
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CAPITULO 2
EFICIENCIA in vivo DE EXTRATOS DE Acacia mearnsii SOBRE NEMATOIDES
GASTRINTESTINAS DE CAPRINOS NATURALMENTE INFECTADOS.

Artigo sera submetido a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria
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RESUMO

Acacia mearnsii tem sido foco de varios estudos, € demonstrado eficiéncia no controle da
parasitose gastrintestinal de caprinos, por acdo do tanino condensado. Nesse contexto o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vivo de Acacia mearnsii sobre nematoides
adultos e quantidade de ovos das fémeas parasitas. No experimento 24 cabritos foram
divididos em trés grupos (Controle ndo tratado; Tratado com anti-helmintico Levamisole e
Albendazole; Tratado com tanino) e dispostos em local com pastagem Andropogon gayanus,
suplementados com milho, soja, proteina bruta, 4gua e sal mineral a vontade. O grupo tratado
com tanino recebia 4g via sonda do extrato de Acédcia semanalmente. Apds tratamento de 192
dias ocorreu o abate, e dos caprinos recolheu-se direto do abomaso e intestinos um total de
17.936 parasitos e algumas fémeas foram selecionadas para contagem de ovos. Para
identificacdo dos endoparasitos foi utilizado a chave de acordo com Ueno; Gongalves (1998),
e a partir deste, os resultados obtidos mostraram uma diminui¢do considerdvel na carga

parasitdria no grupo tratado com tanino, porém nao influenciou na produc¢do de ovos.

Palavras- chave: Caprinos, Acacia mearnsii, Tanino condensado.
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1. INTRODUCAO

Nematoides Gastrointestinais sao parasitos de pequenos ruminantes causadores de
grandes perdas econdmicas no mundo (SON-De FERNEX et al., 2012). Os prejuizos
econdmicos sao retardo no desenvolvimento dos animais, diminui¢do de carne e leite, gastos
com anti-helminticos e mortalidade (TAYLOR et al., 2007). Anti-helminticos convencionais é
o principal controle desses parasitos de pequenos ruminantes (HERNANDEZ-VILLEGAS et
al., 2012). Problemas com resisténcia aos anti-helminticos e o crescimento de exigéncias por
produtos sem residuos quimicos tem se buscado alternativas para o controle de nematoides
gastrointestinais (JACKSON & MILLER, 2006; TORRES-ACOSTA & HOSTE, 2008).

O uso de plantas ou etnoveterindria como alternativa tem sido cada vez mais
vidvel para o controle de nematoide gastrointestinal (TARIK et al., 2009). Taninos
condensados tém sido estudado para o possivel uso no controle de nematoides
gastrointestinais de pequenos ruminantes (PAOLINI et al., 2003). Os taninos sdo polifendis
de alto peso molecular constituidos de polimeros de catequina e classificados como
proantocianidinas e prodelfinidinas (HOSTE et al., 2006).

O tanino pode ser extraido da espécie de planta Acacia mearnsii, que tem sido
utilizados para diversos fins (COSTA-JUNIOR et al., 2014). Esta espécie de planta tem uma
grande capacidade de ser fixadora de nitrogénio no solo, além de incorporar material organico
no solo (SCHUMACHER et al., 2003). E uma espécie de planta encontrada na Austrilia,
Africa e outras regides tropicais (SHERRY, 1971). Acacia mearnsii, mais comumente
conhecida como Acécia negra, estd entre as espécies que compdem o sistema silvicultural. A
leguminosa € utilizada como fonte de matéria prima para industria coureira e de celulose além
serem considerados recuperadoras de solos. (PERRANDQO; CORDER, 2006).

Estudos apontam registros de taninos condensados em sua casca e seu efeito anti-
helmintico contra nematoides gastrintestinais em testes in vivo (MINHO et al., 2010) e in
vitro (MINHO et al., 2008). Animais tratados com taninos encontrados na A. mearnsii foi
capaz de reduzir a carga parasitdria dos animais entre 150 e 192 dias de experimentos
(COSTA-JUNIOR et la., 2014). Assim o objetivo deste trabalho foi testar in vivo a a¢do do
tanino condensado oriundo da casca de Acacia mearnsii sobre helmintos gastrintestinais e

sobre o nimero de ovos presentes nas fémeas endoparasitas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Localizacao do experimento, selecao de ruminantes

Realizado no Estado do Maranhdo, Brasil, nas dependéncias do municipio de
Brejo, e em paralelo na Universidade Federal do Maranhao, na cidade de Chapadinha. Foram
selecionados 24 cabritos hibridos da raca Anglo-Nubiana, entre trés e cinco meses de idade, e
desparasitados com doses anti-helminticas de Closantel e Cloridrato de Levamisole.
Despostos em local com pastagem Andropogon gayanus infectada por nematoides

gastrintestinais e suplementados com 70% de milho, 30% de soja € 18% de proteina bruta.

2.2. Divisao dos grupos e extracao do tanino

Durante 192 dias os animais foram divididos em 3 grupos, sendo: Grupo controle
ndo tratado; Grupo tratado com anti-helmintico comercial no dia 120 do experimento
(Levamisole e Albendazole); e Grupo tratado com tanino (4g de A. mearnsii por animal
administrado semanalmente via sonda). O tanino provindo da casca da A. mearnsii foi
extraido de acordo com o método butanol — HCI, descrita por PORTER et al, (1986). O p6

continha 16,7% de tanino condensado.

2.3. Abate dos caprinos, recuperacao e catalogacao de endoparasitos

Os animais foram submetidos ao abate e deles retirou-se os intestinos € o
abomaso. A recuperacdo dos nematoides ocorreu a partir da lavagem do material removido e
com auxilio de estereomicroscopio os parasitos foram despostos em meio formalina 10%
(formol) para conservagdo e posterior contagem e identificagdo.

O método utilizado para clarificar e diafanizar os vermes foi descrito por UENO;
GONCALVES (1998). Logo, todos foram retirados do formol e colocados sobre ldminas
contendo meio de Hoyer’s. A identificacdo por espécie ocorreu com auxilio de microscépio

optico de acordo com UENO; GONCALVES (1998).

2.4. Contagem de ovos

Do total dos endoparasitos gastrointestinais encontrados, selecionou-se 45 fémeas,
sendo a escolha feita igualmente entre as espécies para observacao e contagem da quantidade
de ovos presentes. Logo foram analisadas 15 fémeas de H. contortus, 15 fémeas de T.

columbriformes e 15 fémeas de O. columbianum.
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Ap6s selecdo, a contagem dos ovos ocorreu com auxilio de microscépio invertido
(ZEISS) para anélise do interior das fémeas. Ao microscopio ZEISS foi acoplado uma camera
para a realizacdo da contagem no préprio microscépio, facilitando assim o processo tanto de
fotografia quanto de percentual na quantidade de ovos. O teste estatistico foi Kruskal Wallis
foi utilizado para definir se houve ou ndo diferenca significativa. Para confirmar a acdo do
tratamento admite-se neste teste um valor critico de “p” menor ou igual a 0,05 (p<0,05 ou

p=0,05), que corresponde a 95 % de chance de ser efici€ncia do tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 17.936 helmintos parasitando os animais do experimento
sendo as espécies: Haemonchus sp, H. contortus, T. columbriformis, T. axei,
Oesophagostomum sp, O. columbianum, Trichuris sp, Cooperia sp (figura 1). A média de
helmintos adultos variou entre os grupos experimentais sendo que no grupo controle foi
encontrada uma média de 1123,0 helmintos/animal. No grupo tratado com anti-helmintico
(ATH) e tanino condensado (TC) foi observada uma média de 828,7 e 450,1 helmintos/animal
(Tabela 1), respectivamente. H.contortus representou uma média de 1097,9 no grupo controle,

e uma variacao na média dos tratados 764,7 do grupo ATH e 375,3 do grupo TC.

THcostrongylus sp Haemonchus sp
Ty % "

Yo e 4
——_ | >

== =

7 N

Oesophagostomum sp Trichuris sp

Figura 1. Fotos dos nematoides adultos.
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Controle

ATH

TC

Helmintos/animal

1123,0

828,7

450,1

Tabela 1. Média da quantidade de helmintos por animal divididos por grupo de tratamento

Na andlise da contagem dos ovos dispostos em tabela 2, obteve-se para

Haemonchus spp., no grupo controle uma média por fémea de 247 ovos, no grupo tratado

com tanino média de 295 ovos e 219 ovos no grupo tratado com anti-helmintico. Para

Trichostrongylus spp., a média por fémea foi de 25 ovos no grupo controle, 24 ovos no grupo

tratado com tanino e 23 ovos no grupo tratado com anti-helmintico. Para O. columbianum a

média foi de 409 ovos por fémea no grupo controle, 323 no grupo tratado com tanino e 273

ovos no grupo tratado com anti-helmintico (Figura 2).

Ovos de

O. columbianum

Ovos de

H. contortus

T. columbriformes

Ovos de

Figura 2: Ovos de nematoides gastrointestinais de caprinos infectados artificialmente

Espécie/Grupos Controle TC ATH
Haemonchus spp 247 295 219
Trichostrongylus spp 25 24 23

O. columbianum 409 323 273

Tabela 2. Média da quantidade de ovos por fémeas
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Dentre os parasitos de grande importancia sanitdria estdo: H. contortus, T.
colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia curticei e O. columbianum. O nematoide H.
contortus apresentam-se em destaque pelos prejuizos observados nos hospedeiros durante sua
infeccdo, que podem ser de anemia, hipoproteinemia (HOSTE & TORRES-ACOSTA, 2011),
e que pode levar a morte (BOWMAN et al., 2003).

Atualmente, tem-se feito uso dos testes in vitro para a analise da acdo ovicida e
larvicida de extratos vegetais, por serem métodos rapidos, possibilitando a avaliacio
preliminar da existéncia de propriedades anti-helminticas, sendo considerado o primeiro passo
para caracterizacao dos possiveis compostos ativos presentes nos extratos vegetais (COSTA et
al., 2006). O efeito do tanino condensado (metabdlito secundario), encontrado nas mais
variadas formas de plantas, tem sido alvo de muitos estudos no combate a nematoides
gastrintestinais (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011).

O mecanismo de acdo dos taninos condensados sobre os nematoides
gastrointestinais ainda € pouco conhecido, no entanto acredita-se que os taninos pode afetar
diretamente no estabelecimento, alimentagdo, fecundidade, reproducdo além de se ligar e
afetar a cuticula dos nematoides (NIEZEN et al., 1995; ATHANASIADOU et al., 2000a). Os
taninos por se ligar a proteinas sdo reportados por reduzir o nimero de ovos e aumentar a
expressdao de respostas imunes do hospedeiro aos parasitos (BOWN et al., 1986; COOP &
HOLMES, 1996).

A acdo in vitro da casca de A. mearnsii apresenta-se eficiente contra a carga de
nematoides gastrintestinais (MINHO et al., 2008), sendo que a maioria dos testes in vivo é
feito com ovinos, com resultados satisfatérios no combate ao endoparasitas de ruminantes
(MINHO et al., 2010). Neste trabalho a acdo da casca de A. mearnsii sobre nematoides
adultos apresentou reducdo na carga parasitdria, isso leva a afirmar sua eficiéncia também
contra os endoparasitos de caprinos, porém sao necessarios mais estudos ligados a este
controle na caprinocultura.

Com relacdo a quantidade de ovos presentes nas fémeas, ndo foi observado
diferenca significativa (p>0,05) na quantidade de ovos presentes no utero de Haemonchus

spp., Trichostrongylus spp., € O. columbianum do grupo tratado e controle.
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4. CONCLUSAO
A administracdo via sonda de tanino condensado oriundo da casca da A. mearnsii ocasiona
uma diminuicio considerdvel na carga parasitdria adulta de caprinos, porém ndo influenciou a

producdo de ovos no utero das fémeas endoparasitas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os produtos ativos encontrados em plantas das espécies de Acacia mearnsii e
Gliricidia sepium como os taninos condensados apresentaram um efeito sobre perda cuticular
de larvas e producdo de ovos de nematoides gastrointestinais de caprinos, porém estudos
detalhados do modo de acdo dos taninos sobre o comportamento, fisiologia e biologia dos

nematoides gastrointestinal deverdo ser realizado em trabalhos futuros.
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