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RESUMO

A producéo de ovinos é crescente nas diferentes regides do pais e, na atualidade,
este crescimento esta aliado a busca por produtos de qualidade e com seguranga
alimentar. Para que se obtenham bons indices de produgdao na ovinocultura, é
indispensavel assegurar a saude dos animais, principalmente, no que se refere a
parasitose. Nesse contexto, a demanda por produtos livres de residuos quimicos e o
intenso surgimento de parasitas gastrintestinais com resisténcia aos medicamentos
antiparasitarios convencionais, em decorréncia do seu uso indiscriminado, fez surgir
o interesse em buscar novas alternativas de controle parasitario. Dentre as diversas
alternativas existentes, se destaca a fitoterapia, que utiliza as vantagens dos
componentes bioativos das plantas para uso farmacoldgico. Entre as varias plantas
estudadas esta a O. ficus-indica, conhecida como palma forrageira. A O. ficus-indica
possui diversos compostos bioativos tais quais os compostos fendlicos que
apresentam atividade anti-inflamatdria, antioxidante e potencialmente atividade anti-
helmintica. Contudo, os estudos que avaliam a composicdo e capacidade desta
planta quanto ao seu efeito em nematddeos gastrintestinais de ovinos sdo escassos.
Dessa forma, este estudo teve por objetivo caracterizar quimicamente o extrato da
planta O. ficus-indica e determinar sua eficacia no controle in vitro de parasitos de
ovinos. Para tanto, foi obtido o extrato hidroalcodlico da casca dos cladddios da O.
ficus-indica, denominado OFIEOH. Este extrato foi avaliado quanto a sua
composi¢ao quimica através de dosagens colorimétricas para o teor de carboidratos,
proteinas, fendis e taninos condensados, e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para caracterizagao do perfil de compostos fendlicos constituintes.
O OFIEOH apresentou maiores teores de fendis (52,15% +7,48), identificados como
flavonoides quercetinicos, além de acido caféico. Para a avaliagdo da atividade
antiparasitaria in vitro, foram realizados testes de eclodibilidade do ovo (TEO) e o
teste de migracao de larvas (TML). OFIEOH foi utilizado nas concentragdes de 12,5
a 100 mg/mL para TEO e nas concentragbes de 12,5 a 200 mg/mL para TML. A
atividade antiparasitaria do OFIEOH foi promissora, uma vez que para TEO a dose
de 100 mg/mL da OFIEOH apresentou eficacia de 90% (+3,04) e para o TML, na
concentragdo de 200 mg/mL o OFIEOH inibiu 77,26% (+0,66) da migragao larvar.
Além disso, também foi realizado o TML em interagao farmacoldgica, testando doses
de ivermectina (IVM, 10 a 50 mg/mL) associadas a CLso da OFIEOH, e doses de
OFIEOH (12,5 a 200 mg/mL) associadas a ClLso da IVM. A interacdo destes
compostos foi eficiente para promover a inibigdo da migragao larvar, tendo sido
verificada uma eficacia dose-dependente de 73,78% (+06,11) para a associagéo de
50 mg/mL IVM + CLso da OFIEOH, e uma eficacia de 62,49% (+2,1) para a
associagao da dose de 200 mg/mL da OFIEOH + CLso da IVM. Observou-se também
que a associacio das doses de IVM com a CLso da OFIEOH apresentaram um efeito
de neutralizagao entre os compostos, enquanto que um antagonismo foi observado
na interacdo das concentra¢cdes de OFIEOH associadas a CLso da IVM. Diante do
exposto, foi evidenciado que o extrato de O. ficus-indica apresenta potencial
atividade antiparasitaria. Esta acdo pode estar relacionada com a presenca dos
compostos fendlicos, principalmente, flavonoides quercetinicos que foram
compostos identificados com maior intensidade no espectro. Com isso pode-se
afirmar que o extrato da casca da palma forrageira (O.ficus-indica) possui compostos
bioativos com caracteristicas especificas que apresentam atividade antiparasitaria
sobre nematddeos gastrintestinais de ovinos.

Palavras-chave: parasitose, plantas medicinais, interacao.



ABSTRACT

The sheep production is increasing in the different regions of the country and, nowadays,
this growth is allied to the searching for quality products and food security. In order to
obtain a good sheep production rates, it is essential to ensure the animals healthy,
especially with regard to parasitosis. In this context, the demand for free chemical residues
and the intense emergence of gastrointestinal parasites with resistance to convetional
antiparasites drugs, due to their indiscriminate use, raised the interest in finding new
alternatives of parasitic control. Among the various alternatives, phytotherapy stands
out,this uses the advantages of the bioactive components of plants for pharmacological
use.Among the various plants studied is O. ficus-indica, known as “palma forrageira”. O.
ficus-indica has several bioactive compounds such as phenolic compounds that have anti-
inflammatory, antioxidant and potentially anti-helminth activity. However, few studies have
evaluated the composition and capacity of this plant for its effect on gastrointestinal
nematodes of sheep.Thus, this study aimed to characterize chemically the extract of the
plant O. ficus-indica and to determine its effectiveness in the in vitro control of sheep
parasites. This work is divided into three chapters. The second one presents a literature
review, contextualizing the theme on the main gastrointestinal nematodes of sheep,
parasitic resistance and alternative controls, emphasizing phytotherapy. The third chapter
presents the results of the chemical characterization of the extract of O. ficus-indica and its
anthelmintic activity. For that, the hydroalcoholic extract of the cladodes bark of O. ficus-
indica, denominated OFIEOH, was obtained.This extract was evaluated for its chemical
composition through colorimetric dosages for the carbohydrate, protein, phenol and
condensed tannin content, and by high performance liquid chromatography (HPLC) to
characterize the profile of constituent phenolic compounds. The OFIEOH presented higher
phenolic contents (52.15% * 7.48), and the quercetin flavonoids were characterized in
greater quantity, besides that caffeic acid. In order to evaluate the antiparasitic activity in
vitro, egg hatchability (TEO) and larval migration test (TML) were performed. OFIEOH was
used at concentrations of 12.5 to 100 mg / mL for TEO and at concentrations of 12.5 to
200 mg / mL for TML. The antiparasitic activity of OFIEOH was promising, since for the
100 mg / mL dose of OFIEOH showed 90% efficacy (+ 3.04) and for TML, at the
concentration of 200 mg / mL OFIEOH inhibited 77 , 26% (x 0.66) of the larval
migration. In addition, TML was also performed in drug-drug interaction by testing
doses of ivermectin (IVM, 10 to 50 mg / mL) associated with OFIEOH LC50, and doses
of OFIEOH (12.5 to 200 mg / mL) Associated with IVM LC50. It was found that the
mixture of these compounds was efficient to promote inhibition of larval migration, and a
dose-dependent efficacy of 73.78% (x 06.11) was observed for the association of 50
mg / mL IVM + OFIEOH CL50 , And an efficacy of 62.49% (+ 2.1) for the combination of
the 200 mg / mL dose of OFIEOH + LC50 from IVM. It was also observed in the drug-
drug interaction that the association of the IVM doses with the OFIEOH LC50 showed
a neutralizing effect between the compounds, while an antagonism was observed in the
interaction of the IVM LC50 associated OFIEOH concentrations of I[VM.In the above,
was evidenced that the extract of O. ficus-indica presents potential antiparasitic activity.
This action may be related to the presence of phenolic compounds, mainly
quercetins flavonoids, which were indentified in more intensity in the spectra .With this,
it can be stated that the extract of the bark of the “palma forrageira” (O.ficus-indica)
has bioactive compounds with specific characteristics that present antiparasitic activity
in gastrointestinal sheep nematodes.

Key words: parasitosis, medicinal plants, interaction.
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1. INTRODUCAO

Desde o principio da civilizagao, a ovinocultura é considerada uma pratica de grande
importancia, difundindo-se por diversos paises do mundo, sendo que mais de 800 racas
de ovinos (Ovis aries) sdo manejadas nas mais diferentes formas e condi¢gdes ambientais.
O rebanho mundial de ovinos é de aproximadamente um bilhdo de cabecas
(MAGALHAES et al.,2016; MCMANUS, 2010).No Brasil, inicialmente a ovinocultura foi
simbolo de subdesenvolvimento por ter sido explorada e praticada em regides marginais.
Entretanto, essa visdo vem mudando nas ultimas décadas, em que pecuaristas e
produtores comegam a enxergar nessa atividade uma alternativa de rapido retorno
financeiro (MAGALHAES et al., 2016).

A ovinocultura vem se apresentado como uma atividade promissora no agronegocio
brasileiro, em virtude de o Brasil possuir baixa oferta para o consumo interno da carne e
dispor dos requisitos necessarios para sua producdo: extensao territorial para pecuaria,
clima tropical e mao-de-obra barata. O consumo de carne ovina no Brasil tem aumentado
nos ultimos anos e o mercado de carne ovina no pais tende a expandir-se de forma
significativa, entretanto, juntamente com o crescimento substancial da cultura existem
problemas que se interpdem a expansdo dessa atividade, tais como a qualidade do
produto ofertado, a sanidade e a producdo que nao atende a demanda de mercado
(BARCHET e FREITAS, 2012; MCMANUS, 2010; MAGALHAES et.al., 2016).

Os parasitas gastrintestinais sdo um grande obstaculo a ovinocultura, estando
associado a perdas produtivas, aumento de conversdo alimentar, reduzido ganho
ponderal e déficit na producao de carne, 1a e leite, além do déficit produtivo em infeccbes
subclinicas, considerado o de maior impacto econémico (THOMAZ et al., 2004; VIEIRA,
2008). O controle dos parasitas gastrintestinais € normalmente realizado com a aplicacao
de anti-helminticos e algumas praticas de manejo. Entretanto, falhas na metodologia de
manejo nos rebanhos e a utilizagdo indiscriminada dos medicamentos antiparasitarios
resultam na selegdo de parasitas resistentes (SILVA, 2011; MEXIAet al., 2011).

A resisténcia parasitaria € um fendmeno biolégico no qual um medicamento nao
produz a mesma eficacia frente aos parasitas gastrintestinais, apos certo tempo, quando
utilizado nas mesmas condi¢cdes. Devido ao efeito seletivo, a eficacia dos medicamentos
antiparasitarios pode diminuir intensamente, favorecendo a permanéncia da populagao
resistente e a eliminagdo de individuos susceptiveis (THOMAZ-SOCCOL et al., 2004;
MOLENTO, 2005; COLES et al., 2006).
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Dessa forma, visando melhorar o atual cenario dos rebanhos de ovinos que
enfrentam a problematica da resisténcia parasitaria, algumas metodologias de manejo e
ferramentas biotecnoldgicas estdo sendo empregadas. Entre as alternativas de controle
antiparasitario, a fitoterapia pode ser considerada uma metodologia viavel e
ecologicamente correta. A utilizagdo de plantas medicinais na medicina humana e
veterinaria esta em franca expansdo como auxilio na prevencao e tratamento de diversas
doencas (MARINHO et al., 2007).

Dentre as diversas plantas estudadas esta a O.ficus-indica, uma planta
popularmente conhecida no Brasil como palma forrageira, considerada uma fonte
importante de compostos bioativos, apresentado diversas utilidades farmacoldgicas
(SEMEDO, 2012). Nativa do México, O.ficus-indica também €& encontrada na Ameérica
Central e do Sul, Australia e Africa. E uma planta xerdfila, mas devido a sua grande
variabilidade genética, se adapta em diferentes climas (FEUGANG et al., 2006). A boa
adaptabilidade da palma forrageira e disponibilidade dessa planta no semiarido brasileiro
sao aspectos importantes para o incentivo, pesquisa e desenvolvimento de alternativas
para o seu uso tanto na Medicina quanto na nutricdo de pequenos ruminantes.

Considerando o constante crescimento da ovinocultura no pais, a busca pela
qualidade sanitaria dos rebanhos, a problematica envolvendo as principais doencgas
parasitarias de ovinos e a resisténcia parasitaria, este trabalho teve o objetivo de
caracterizar quimicamente o extrato hidroalcodlico da O. ficus-indica e verificar, com
testes in vitro, sua eficacia contra fases larvares de nematdédeos gastrintestinais de
ovinos. A presente dissertacao esta organizada em capitulos. O capitulo 2 apresenta uma
revisao bibliografica sobre os principais nematédeos gastrintestinais de ovinos, resisténcia
parasitaria e controles alternativos, destacando a fitoterapia. No capitulo 3 esta descrito
as informacdes sobre a espécie vegetal de estudo, O. ficus-indica assim como a
caracterizagao quimica do extrato hidroalcoolico da planta por dosagens colorimétricas e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e por fim os resultados da eficacia do
extrato frente a nematddeos gastrintestinais de ovinos com testes in vitro juntamente com

a interagao do extrato com o produto comercial antiparasitario, ivermectina.
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1.1 HIPOTESE

O extrato da casca da palma forrageira (O.ficus-indica) possui compostos
bioativos com caracteristicas especificas que apresentam atividade antiparasitaria sobre

nematodeos gastrintestinais de ovinos.

1.2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar compostos bioativos do extrato da casca da alma forrageira (O.ficus-
indica) e determinar sua atividade contra nematodeos gastrintestinais de ovinos em testes

in vitro.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar quimicamente o extrato obtido da casca da palma forrageira
(OFIEOH);

b)  Verificar a eficacia do extrato contra parasitas de ovinos por meio dos testes,
in vitro, de eclodibilidade de ovos (TEQO) e de inibigdo da migracéao larvar (TML).
c) Verificar a eficacia da interacao do extrato com a ivermectina, utilizando o

teste de migracéo larvar (TML).
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2. ALTERNATIVAS DE TRATAMENTO, @ CONTROLE DE NEMATODEOS
GASTRINTESTINAIS DE OVINOS E RESISTENCIAPARASITARIA

RESUMO

A ovinocultura se destaca como uma atividade com grande potencial produtivo e
econdmico que esta passando por mudancas importantes, sobretudo quanto aos aspectos
de eficiéncia produtiva e qualidade de seus produtos. Juntamente com o crescimento da
atividade, existe a preocupacdo com o aspecto sanitario do rebanho que tem como
grande entrave as doengas parasitarias gastrintestinais. A perda da produtividade
resultante da infecgdo parasitaria por nematédeos gastrintestinais € um dos maiores
problemas enfrentados na ovinocultura. Entre os parasitas gastrintestinais de maior
importancia estdo os pertencentes a familia Trichostrongylidae em que se destacam os
géneros Haemonchus sp., Trichostrongylus sp.e Cooperia sp. Comumente, o controle dos
nematodeos gastrintestinais é realizado com utilizagdo de medicamentos anti- helminticos
(lactonas macrociclicas, benzimidazoéis), entretanto o desenvolvimento da resisténcia
parasitaria e a poluicdo ambiental sdo fatores que limitam a utilizacdo desses
medicamentos. Atualmente, existe a grande necessidade de buscar alternativas viaveis e
eficientes no que diz respeito ao controle desses parasitas, e entre elas destaca-se a
Fitoterapia. A Fitoterapia € o estudo das plantas medicinais e sua aplicagao no tratamento
das doencas € uma pratica milenar difundida no mundo inteiro. As plantas sao fontes de
uma variedade de compostos biologicamente ativos, metabdlitos primarios e secundarios.
Uma variedade desses metabdlitos possui atividade farmacoldgica, entre elas atividade
antimicrobiana, antioxidante e também antiparasitaria. No tratamento das infecg¢des
parasitarias, a utilizacdo de plantas medicinais pode ser considerada uma alternativa
viavel, eficiente e ecologicamente correta. Além disso, compostos antiparasitarios a base
de extratos vegetais sédo alternativas frente a resisténcia parasitaria, pois considerando
que os parasitas nao foram expostos a esses compostos, o desenvolvimento da
resisténcia parasitaria pode ser menos acelerado.

Palavras-chave: nematodeos, fitoterapia, resisténcia parasitaria.
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TREATMENT AND CONTROL ALTERNATIVES OF GASTRINTESTINAL SHEEP
NEMATODES AND PARASITIC RESISTANCE

ABSTRACT

The sheep production stands out as an activity with great productive and economic
potential that is undergoing important changes, especially with regard to aspects of
productive efficiency and quality of these products. Along with the growth of activity, there
is concern about the health aspect of the herd that has as a major obstacle to
gastrointestinal parasitic diseases. Loss of productivity resulting from parasitic infection by
gastrointestinal nematodes is one of the main problems faced in sheep rearing. Among the
most important gastrointestinal parasites are those belonging to the family
Trichostrongylidae, in which the genera Haemonchus sp., Trichostrongylus sp. E Cooperia
sp. However, the control of gastrointestinal nematodes is performed using anthelmintic
drugs (macrocyclic lactones, benzimidazoles), but the development of parasitic resistance
and environmental pollution are factors that limit the use of these drugs. Nowadays, there
is a great need to search for viable and efficient alternatives regarding the control of these
parasites, among them Phytotherapy. Phytotherapy is the study of medicinal plants and its
application in the treatment of diseases is an ancient practice spread throughout the world.
Plants are sources of a variety of biologically active compounds, primary and secondary
metabolites. A variety these metabolites have pharmacological activity, including
antimicrobial, antioxidant and antiparasitic activity. In the treatment of parasitic infections,
the use of medicinal plants can be considered a viable, efficient and ecologically
alternative. Besides that, antiparasitic compounds based on plant extracts are alternatives
to parasite resistance, considering that parasites have not been exposed to these
compounds, the development of parasitic resistance may be less accelerated.

Keywords: nematodes, phytotherapy, parasitic resistance.
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2.1 INTRODUGAO

Atualmente a populagcédo de ovinos no Brasil é de aproximadamente 18,4 milhdes,
distribuidos por toda extensao do pais (IBGE, 2015). A ovinocultura € uma atividade em
constante crescimento no Brasil, e segundo dados da FAOSTAT (2012) apresentou um
crescimento exponencial comparado a ultima década, sendo considerado desde 2011, o
maior produtor de carne ovina das Ameéricas. Entretanto, juntamente com esse
crescimento substancial, existe a preocupagdo com o aspecto sanitario e a qualidade da
producao de ovinos.

No que se refere a saude do rebanho e as perdas econbmicas, os nematddeos
gastrintestinais em ovinos, sao considerados um dos principais entraves na produgéo
causando graves prejuizos diretos e indiretos ao produtor (LIMA et al., 2010), pois além
da perda de peso e aumento da conversao alimentar, ocorre também anemia e
inapeténcia, que em somatdria diminuem significativamente a produtividade dos rebanhos
e favorecem o aumento da mortalidade dos animais (SANTOS et al., 2012; MAVROT et
al., 2015).

Os ovinos podem ser parasitados por diversos géneros de parasitas gastrintestinais,
tais como Strongyloides, Bunostomum, Trichostrongylus, Ostertagia, Cooperia,
Oesophagostomum, Trichuris, Nematodirus e Haemonchus (VLASSOF et al.,, 2001;
MILLER et al., 2012). Em clima tropical, a maior prevaléncia € das espécies Haemonchus
contortus e Trichostrongylus colubriformis, sendo que o H. contortus € o mais prevalente
(BASSETO et al., 2009), e também o mais patogénico (VERISSIMO et al., 2012).

O controle dos nematddeos gastrintestinais é realizado com o uso frequente de
medicamentos anti-helminticos, sendo que as principais classes usadas atualmente sao
os benzimidazadis, imidotiazdis e lactonas macrociclicas (GOUVEIA et al., 2009). Contudo,
0 uso indiscriminado destes produtos € o manejo inadequado dos rebanhos favoreceram
a ocorréncia de populagoes de helmintos resistentes (MELO, 2005). Além disso, 0 uso
desses produtos quimicos e os processos de produgdo animal e vegetais ndo naturais
estdo sendo cada vez mais questionados e se tornaram uma preocupacdo dos
consumidores. Sabe-se ainda que os antiparasitarios deixem niveis consideraveis de
residuos na carne, no leite e no meio ambiente, gerando danos a saude humana
(PADILHA et al.,, 2000). Relatos descrevem que os principais efeitos toxicoldgicos

causados por residuos de antiparasitarios sao: reagdes alérgicas (com risco de choque
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anafilatico em individuos mais sensiveis a essas substancias), nauseas e vOmitos
(PRESTES 2013).

Dessa forma, a adogdo de programas estratégicos de controle de parasitas
(GILLEARD, 2004) ou ainda a associagao dos tratamentos convencionais a métodos
alternativos pode ser altamente favoravel aos sistemas de criagdo de ovinos, visando uma
produgdo mais sustentavel. Entende-se como programa estratégico de controle de
parasitas, medidas que englobam estratégias que visam reduzir a contaminagao
parasitaria dos animais e das pastagens, assim como manter a eficacia das drogas
antiparasitarias (CEZAR et al., 2008; MOLENTO et al., 2004).

O manejo de pastagem, controle bioldgico, selegdo genética e a utilizagdo da
fitoterapia sao alguns dos controles alternativos utilizados contra os nematddeos
gastrintestinais de ovinos (BERTONE et al., 2005;VILELA et al., 2011; MOLENTO et al.,
2013). O manejo de pastagem pode ser adotado no controle da infecgdo parasitaria,
utilizando o pastejo rotacionado (divisdo do pasto em &reas distintas com animais
alocados por curto periodo de tempo), juntamente com a alternadncia de animais de
diferentes espécies que nado possuam nenhum género de nematdédeos gastrintestinais
semelhantes entre si. Essa técnica dificulta e/ou anula o estabelecimento do parasita no
hospedeiro, pois animais de espécies diferentes ndo sdo considerados hospedeiros
preferenciais (FERNANDES et al., 2004; PEREIRA, 2008; TORRES-ACOSTA e HOSTE,
2008).0 controle bioldgico é baseado na utilizagao de microrganismos (bactérias, fungos,
virus) que sao competidores naturais agindo no ambiente sobre as larvas, exercendo
assim um controle indireto sobre os nematddeos gastrintestinais. As alternativas citadas
acima podem ser consideradas estratégias viaveis e promissoras, reduzindo assim a
frequéncia de uso de medicamentos antiparasitarios (TERRIL et al., 2004; EPE et
al.,2005). Alem disso, a fitoterapia que é considerada uma das mais antigas praticas
terapéuticas usadas pelo homem, pode ser considerada uma estratégia viavel e
ecologicamente correta no controle e prevengédo de diversas doengas. Por definigéo, a
fitoterapia € a ciéncia que estuda as plantas medicinais € o uso das mesmas no
tratamento de doencas. As plantas e seus extratos contém importantes compostos
bioativos, que podem agir no combate de diversas doengas, inclusive doengas
parasitarias (MENDONCA et al., 2014).

Martins (2011) relatou que as propriedades terapéuticas das plantas séo atribuidas a
uma combinacdo de compostos bioativos: metabdlitos primarios e secundarios. Os
metabdlitos primarios sao fundamentais para crescimento, desenvolvimento e reproducao

da planta. Ja os metabdlitos secundarios nédo estdo diretamente relacionados a estas
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atribuicdes, mas desempenham funcdes estruturais e de protecdo para a manutencao da
vida planta. Embora ambos os metabdlitos possam exercer agdes farmacologicas
positivas no organismo, os compostos secundarios vém sendo mais amplamente

abordados quanto aos seus efeitos medicinais (CUNHA et al., 2016).

2.2 OVINOCULTURA

Dentre os diversos ramos do agronegdcio, a ovinocultura vem se destacando nos
ultimos anos por seu rapido giro financeiro (VIANA e SILVEIRA, 2009). De acordo com a
FAO (2015), o rebanho mundial de ovinos € da ordem de 1,2 bilhdes de délares. O Brasil
possui em torno de 18 milhdes de cabecas ovinas distribuidas por todo o pais, e
atualmente concentradas em grande numero no estado do Rio Grande do Sul e na regiao
nordeste (IBGE, 2015). O Rio Grande do Sul continua sendo o principal produtor de
ovinos do pais, possuindo 3, 946 milhdes de cabecas e 46 mil propriedades cadastradas,
0 que representa 23% do rebanho nacional (IBGE, 2015).

Com relagdo ao consumo de carne ovina no Brasil, ainda existe uma limitagcédo em
comparacao a outros produtos de origem animal (VIANA, 2008). O consumo per capita
anual de carne de aves é estimado em 46,9 kg; bovina (33,80 kg); suina (13,4 kg)
(ANUALPEC, 2013); peixe (6,0 kg); ovina e caprina de 0,70 kg (FAO, 2012). No entanto,
50% do total consumido no pais, ndo sao supridos pela produgéo interna.Mesmo com um
consumo interno baixo em comparagao aos demais tipos de carne, existe um excesso de
demanda (ALVES et al., 2014). Determinando assim, a necessidade de compra do
produto no mercado externo, havendo, consequentemente, importacbes do Uruguai,
Argentina e Nova Zelandia (ARO et al., 2006).

De acordo com Santos (2006), a ovinocultura se destaca como uma atividade com
grande potencial produtivo e econdmico que esta passando por mudangas importantes,
sobretudo quanto aos aspectos de eficiéncia produtiva e qualidade de seus produtos. A
atividade ainda precisa de um maior avanco, integracdo e coordenagao entre seus elos:
criadores, abatedouros, varejo e mercado institucional, tendo como objetivo atender o
consumidor final (SOUZA, 2006). Além dos aspectos econdmicos, € fundamental a
validagao do controle sanitario, que gera a qualidade da carne e dos produtos derivados
da cadeia produtiva de ovinos. Portanto, juntamente com crescimento substancial, existe
a preocupacao com a sanidade do rebanho, que pode afetar diretamente a rentabilidade e

lucratividade da cadeia produtiva dos ovinos. As doencgas que mais afetam a
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produtividade desses animais sao especificamente doengas de origem parasitaria (FOX,
1997).

2.3 PARASITAS GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

Os ovinos sao os animais de produgcdo mais acometidos por parasitas
gastrintestinais durante toda a sua vida produtiva (SOUZA et al, 2005). As
endoparasitoses constituem-se no principal entrave da ovinocultura, devido as perdas
econdbmicas causadas pela diminuigdo da produtividade dos animais (VIEIRA, 2008). A
maior parte dos animais criados a campo, em criagdo extensiva, apresenta parasitismo
por uma ou mais espécies de helmintos, sendo que os helmintos da classe Nematoda,

ordem Strongylda, familia Trichostrongylidae, sao os mais importantes (JACKSON e
COOP, 2000).

O ciclo de vida dos nematédeos compreende duas fases. A primeira é de vida livre e
ocorre nas pastagens. Nesta fase, os parasitas eliminam seus ovos nas fezes do animal e
em condicbes adequadas de oxigénio, umidade e temperatura, em 24 horas é formada
uma larva dentro do ovo, caracterizando-se por um ovo embrionado; essa larva
posteriormente eclode e é chamada de larva de primeiro estadio (L1). Se as condi¢gbes do
meio permanecerem favoraveis ao desenvolvimento da larva, a L1 realizara duas mudas
(trocas de cuticula), para larva de segundo estagio (L2) e terceiro estagio (L3). Isto pode
variar de cinco a 10 dias normalmente. Somente a L3 pode se desenvolver quando
ingerida pelo animal na pastagem por isso € considerada a fase infectante (VIEIRA et al.,
2002;MARTINEZ, 2010).

A segunda fase se da no hospedeiro apds a ingestao da L3 juntamente com o pasto.
As larvas ingeridas fixam-se no abomaso dando prosseguimento ao desenvolvimento
larval até a fase adulta, que ocorre em aproximadamente trés semanas. Apds isso, ocorre
a reproducao e deposigdao dos ovos, dando inicio a mais um ciclo evolutivo (Figura 1)
(VIEIRA et al., 2002; MARTINEZ, 2010).
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FIGURA 1- Ciclo de vida direto de um nematoda. Observar a L: larva de 1?2 estagio; L2:
larva de 2° estagio e L3: larva de 3° estagio — larva infectante.
FONTE: A autora (2017).

2.3.1 Infecgdo por Haemonchus contortus

A haemoncose € a infeccdo causada pelo nematdédeo H. contortus, sendo uma das
principais parasitoses que acomete os pequenos ruminantes (O’'CONNOR et al., 2006;
SOUZA et al., 2009).

O H.contortus € um parasita hematéfago que se aloja no abomaso de ruminantes e
0s animais, particularmente os jovens, portadores de carga parasitaria elevada de H.
contortus podem apresentar anemia e edema submandibular (Figura 2) como principal
sinais clinico, e isto € decorrente da agcdo espoliativa do parasito que se alimenta de
sangue em quantidades que podem chegar a 0,05 mL por helminto por dia (ROWE et al.,
1988). A lesdo da mucosa do abomaso causa uma inflamacéo podendo levar a uma
morte subita por gastrite hemorragica em infecgdes agudas (DIAS, 2007).

O diagndstico da haemoncose aguda, de uma forma geral, pode ser realizado pela
observacao dos sinais clinicos, entretanto € necessario sustentar o diagnostico com
exames coprologicos, monitoramento dos animais doentes e achados de necropsia para a
avaliagado de lesdes patoldgicas. Essas medidas também devem ser realizadas para o
diagnostico da infecgdo subclinica de H. contortus (ZARLENGA et al., 2016). Além disso,

€ de suma importancia avaliar a influéncia dos fatores epidemiolégicos que contribuem no
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desenvolvimento da doenca. Potenciais efeitos do ambiente, manejo, estado nutricional
do animal e sazonalidade sao fatores pertinentes no desenvolvimento da doencga
(ZARLENGA et al., 2016).

FIGURA 2-Sinal clinico de edema submandibular causado pelo parasita nematoda
Haemonchus contortus.
FONTE: MOLENTO (2003).

Em geral, a integracdo das informacdes clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas
pode confirmar rapidamente o diagnéstico da haemoncose (ZARLENGA et al.,2016).0
tratamento comumente utilizado é feito pelo uso de anti-helminticos, injetavel ou
oral,entre os mais utilizadoso albendazole (10mg/kg via oral), IVM (0,2 mg/kg subcutanea)
e levamisole (5 a 8mg/kg via oral)(MOLENTO e VERISSIMO, 2003).

2.4 METODOS DE CONTROLE PARASITARIO

2.4.1 Manejo e controle biologico

A realizacdo de praticas simples de manejo do rebanho ovino pode propiciar um
controle eficiente de parasitas gastrintestinais nos animais. Entre as medidas de controle
de manejo em pequenos ruminantes, diversas estratégias de controle vém sendo
estudadas na tentativa de contribuir com a diminuigdo da contaminagao nos pastos, como
0 uso de pastejo rotacionado e a integragdo entre diferentes espécies animais
(FERNANDES et al., 2004).
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O controle biolégico consiste no uso de antagonistas naturais(virus, bactérias,
insetos, acaros, fungos, protozoarios) para restringir a um limiar subclinico e
economicamente aceitavel a acdo de parasitas, por meio da diminuicdo da fonte de
infeccdo para os hospedeiros finais (CEZAR et al., 2008). E uma alternativa sustentavel
de combate as parasitoses, possibilitando redugdo da frequéncia de tratamentos com
quimioterapicos (FONTENOT et al., 2003).

Diversos estudos de controle biolégico utilizando fungos nematofagos tém
demonstrado que este € um método promissor no controle de nematoides gastrintestinais
de animais domésticos (LARSEN, 1994; ARAUJO et al.,2004). Os fungos nematdfagos
sdo antagonistas dos nematdides, presentes no ambiente, podendo ser isolados do solo;
em fezes frescas coletadas diretamente do reto de animais; ou em bolos fecais em
decomposicdo. Estes fungos podem ser classificados de acordo com seu modo de agéo
nos seguintes grupos: ovicidas, endoparasitas, produtores de metabdlitos toxicos aos
nematoides e predadores, os quais agem de maneira téxica sobre a larva, ou na producao
de metabdlitos com efeitos ovicidas, ocasionando de maneira direta o controle e
eliminagao dos parasitas no ambiente (CEZAR et al., 2008).

A utilizacdo do controle biolégico com fungos nematéfagos baseia-se na reducgao de
larvas infectantes na pastagem e, em consequéncia, o melhor local para agdo destes
microrganismos tem mostrado serem os bolos fecais eliminados, onde a grande maioria
dos nematoides de importancia para os animais de rebanho passa desde os estagios de
ovo até a forma infectante, antes de migrar para a pastagem (LARSEN, 1994; ARAUJO et
al.,2004). Jackson e Miller (2006) consideram que estes microrganismos sao uma
importante alternativa a ser empregado em formulagdes bioldgicas para o controle de
infecgdes parasitarias em ruminantes, podendo ser incluidos como forma auxiliar em

programas de manejo sanitario.

2.4.2 Medicamentos antiparasitarios

O controle das helmintoses € comumente baseado na utilizacdo de medicamentos
anti-helminticos, que, dependo da classe, atuam eliminando as formas adultas do
parasita, limitando a eliminagcdo de ovos e larvas nas fezes, ou ainda eliminando os
estagios imaturos no hospedeiro. De qualquer forma, por consequéncia, estes
mecanismos podem reduzir o numero de estagios infectantes na pastagem (SPINOSA et
al., 2002).
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Os anti-helminticos estdo agrupados em duas categorias: amplo espectro, que
atuam contra praticamente todos os nematddeos, e de curto espectro, que agem em
alguns géneros de helmintos (KERBOEUF et al., 2003). Entre os anti-helminticos
utilizados destaca-se o albendazole da classe dos benzimidazoéis. O mecanismo de agao
deste composto atua sobre os parasitas de duas formas: interferindo no sistema
enzimatico, inibindo a absor¢do ou o metabolismo da glicose, resultando no esgotamento
das reservas energéticas e morte do parasito; ou agindo na despolimerizagdo da proteina
tubulina do parasita interrompendo processos vitais para a fungao celular (THOMAZ et al.,
2004; LAGARES,2008).

Outro importante anti-helmintico no mercado €& o levamisole da classe dos
Imidotiazois, que tem agao sobre parasitas adultos e também em estagios imaturos dos
nematddeos, atuando sobre os neurotransmissores e causando paralisia espastica no
parasita(KERBOEUF et al., 2003).Por fim a ivermectina da classe avermectinas,que age
em nematoddeos adultos potencializando os transmissores inibitérios levando a uma
paralisia flacida dos parasitas (LIMA, 2010).

A dependéncia da utilizagao destes produtos quimicos para o controle da parasitose
(MOLENTO et al.,, 2013) e o uso indiscriminado destes produtos, como o tratamento
massivo dos animais e o tratamento constante e repetitivo, favoreceram o aparecimento
da resisténcia parasitaria a estes grandes grupos de anti-helminticos, de maneira
individual ou ainda simultaneamente (resisténcia multipla) (TORRES-ACOSTA et al.,
2012; KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012; FORTES e MOLENTO, 2013).Diante disso,é
extremamente necessario utilizar métodos e alternativas que visem prolongar a vida util
dos produtos existentes, como através do tratamento estratégico (FORTES e MOLENTO,
2013) ou ainda buscando novas alternativas ao controle com produtos quimicos
convencionais, tal qual a utilizacdo de compostos naturais provenientes de plantas em

potencial, a fitoterapia.

2.5 RESISTENCIA PARASITARIA

A resisténcia parasitaria € a capacidade de populagdes de parasitos em sobreviver a
doses anti-helminticas e pode ser definida como um processo que impede um farmaco de
manter a mesma eficacia contra os parasitas, se utilizados nas mesmas condi¢des e apos
um determinado periodo de tempo (CONDER e CAMPBELL, 1995; TORRES-ACOSTA e

HOLTE, 2008).Considera-se como resisténcia, quando uma determinada droga nao
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apresenta eficacia superior a 95% frente a um parasita (COLES et al., 2006; THOMAZ-
SOCCOL et al., 2004). Quanto maior a pressao de selecdo da droga, maior sera o
processo de selegdo por organismos resistentes. A resisténcia parasitaria € agravada
devido a sobrevivéncia dos parasitas resistentes e a transferéncia dos seus genes a prole,
fazendo com que a populagdo resistente permaneca e aumente a cada geracao
(MOLENTO, 2005).

Varios fatores podem predispor o desenvolvimento da resisténcia parasitaria entre
eles o curto intervalo de tempo entre os tratamentos antiparasitarios, eliminar o parasita
antes que o mesmo complete seu ciclo de vida; a rapida alternancia de diferentes grupos
de anti-helminticos; medicamentos de longa persisténcia; e a presenga de animais que
possam conter cepas resistentes (WOLSTENHOLMEget al., 2004).

O primeiro relato de resisténcia aos anti-helminticos no controle de nematédeos
gastrintestinais de ovinos foi descrito na década de 1960, apds avaliagao de tratamentos
com o tiabendazole (DRUDGEzet al., 1964). No Brasil, o primeiro relato de resisténcia aos
anti-helminticos em ovinos foi no Rio Grande do Sul (SANTOS e GONCALVES, 1967).Em
ovinos e caprinos, ha relatos de resisténcia a todos os grupos de anti-helminticos:
benzimidazdis, lactonasmacrociclicas, imidotiazéis e salicilanidas (COLES et al., 2006).

Ramos et al. (2002) avaliaram 65 rebanhos ovinos no Estado de Santa Catarina e
identificaram 77% de resisténcia a ivermectina, 65% ao albendazole, 15% ao levamisole e
13% aoclosantel, comprovando a multirresisténcia nos rebanhos estudados. Melo et al.
(2003) mostraram que em algumas propriedades no Ceara, houve casos de resisténcia a
oxfendazole, levamisole, closantel e ivermectina. Sczesny-Moraes et al. (2010) ao
avaliarem os géneros de nematdides presentes na coprocultura pré e pos-tratamento com
diferentes anti-helminticos no estado do Mato Grosso do Sul, observaram que 80% de H.
contortus presentes pré-tratamento estavam presentes apds o tratamento, demonstrando
quadro de resisténcia parasitaria.

Os relatos de resisténcia parasitaria (RP) se estendem em todo mundo (KAPLAN e
VIDYASHANKAR, 2012) e tem causado grande impacto na produgcdo de ovinos, em
paises da Europa (TAYLOR et al.; 2009;BORGSTEEDE et al., 2010; GALLIDIS et al.,
2011; PAPADOPOULOS et al., 2012), Estados Unidos (HOWELL et al.,2008), Africa do
Sul (VATTA e LINDBERB, 2006), Australia (LOVE, 2007) Nova Zelandia (WRIGLEY et al.,
2006; MCKENNA, 2010), Argentina (MEJIA et al., 2003) e no Brasil (SCZESNY-MORAES
et al., 2010; VERISSIMO et al., 2010; VIEIRA e CAVALCANTE, 2014; COSTA et al,,
2017).
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Na Africa do Sul, Tsotetsi et al. (2013) estudaram cinco propriedades de pequeno
porte e em todas foi detectado casos de RP a ivermectina, albendazole e levamisole,
sendo a um ou mais principios. Na Australia, um dos paises com grande incidéncia da
resisténcia parasitaria, Brown e Fogarty (2016) em um estudo feito em diversas
propriedades, detectaram a resisténcia a anti-helminticos em 90% do rebanho,
apresentando 85% de resisténcia aos benzimidazoles e 65% ao levamisole.

De maneira geral, ap6s a exposicdo dos parasitos aos produtos quimicos é
inevitavel o processo de selecdo e presenga de helmintos resistentes nos rebanhos
(GOLDBERG et al., 2012; FORTES e MOLENTO, 2013), visto que este processo esta
relacionado ao proprio mecanismo de agao dos anti-helminticos (MOLENTO et al.,2013).

Entretanto, algumas praticas de manejo podem minimizar os efeitos deletérios da
resisténcia, sendo recomendados esquemas estratégicos e seletivos para tratamento e,
desta forma, com o objetivo de manter uma maior quantidade de larvas de helmintos em
refugia (grupo de larvas que permanece na pastagem,ou no animal, sem sofrer acdo das
drogas) (COLES et al., 2006).As larvas em refugia permanecem com seu carater
susceptivel, pois ficam livres de qualquer medida de selecédo. Dessa forma, as larvas em
refugia podem contribuir para a diluicido dos genes que codificam para resisténcia nas
proximas geracoes (VAN WYK, 2001).

Dentre as medidas para retardar o aparecimento da resisténcia, cita-se a realizagao
do tratamento anti-helmintico dos animais baseado em informac¢des do ciclo biolégico dos
helmintos e condigbes climaticas da propriedade e regido. Também se destaca o
tratamento realizado de forma seletiva, em que se tratam apenas os animais altamente
parasitados(GOLDBERG et al., 2012).

Esta forma de tratamento antiparasitario seletivo baseia-se em critérios de
identificacdo e selecdo de animais doentes, como o realizado através do método
Famacha. Neste método, observa-se o grau de coloragéo da conjuntiva ocular (MALAN et
al., 2001) e através da pontuagcédo do escore na escala de 1 (vermelho) a 5 (mucosa
palida) é possivel a correlagdo com o grau de anemia, nivel de hematécrito e contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) (LOPES et al., 2013).0 tratamento antiparasitario
seletivo pode também ser realizado através da associacdo do Famacha com a avaliagao
da carga parasitaria por OPG e a avaliagdo do ganho de peso, buscando identificar
animais com alto OPG e retardo no desenvolvimento.Dentre as vantagens da utilizagéo
destes métodos seletivos para tratamento dos animais se destacam: identificar animais
resistentes e resilientes, diminuir o numero de tratamentos, gerar grande economia na

producao e prolongar a eficacia das drogas anti-helminticas(GOLDBERG et al.,2012).
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Visto que o desenvolvimento da RP é mais rapido que a introdugcdo de novas
classes de drogas, os programas de controle de parasitos devem ser repensados a fim de
serem mais sustentaveis e menos intensivos (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). A
gravidade e a generalizagdo da RP exigem solugdes rapidas, assim como o
aprimoramento das técnicas e desenvolvimento de novas biotecnologias para contornar a
situagao (COLES et al., 2006; GOLDBERG et al., 2012). E é neste contexto, que outros
métodos mais naturais de controle dos helmintos gastrintestinais de ovinos, como a
utilizagdo de compostos de plantas, ganha destaque e estimula diversos pesquisadores a
melhor elucidar estes compostos e consolida-los como uma possivel alternativa para

controle parasitario.

2.6 FITOTERAPIA

A fitoterapia é a forma de medicina mais antiga utilizada pelo homem (BORGES et
al.,2005). O conhecimento sobre as plantas medicinais tem carater empirico e é passado
de geragcdo para geragcdo, € ao longo do tempo, a fitoterapia tem contribuido
substancialmente para o desenvolvimento da medicina tradicional e pesquisas cientificas
de novos produtos e principios ativos (PETROVSKA, 2012).

Em sua composicao, as plantas apresentam diversos metabdlitos que séo divididos
em dois grupos, os metabdlitos primarios e os secundarios. Os metabdlitos primarios sao
as substancias envolvidas nas fung¢des basicas essenciais da vida celular, tais quais
fotossinteses, respiragdo, assimilagcdo de nutrientes e biossintese de aminoacidos e
outras substancias necessarias para a vida da célula (BRAZ FILHO, 2010). Ja os
metabdlitos secundarios, estdo envolvidos na adaptacdo das plantas, favorecendo sua
sobrevivéncia e convivéncia com seu ambiente (BRAZ FILHO, 2010; OOTANI et al.,
2013).

Os metabdlitos secundarios nao fazem parte do crescimento e reproducao celular,
embora possam atuar em processos de polinizagdo pela atragdo de agentes vivos, ou
contribuir para a resisténcia e defesa das plantas as pragas e doengas (OOTANI et al.,
2013). Segundo Garcia e Carril (2009), nem todas as plantas produzem todos os
metabdlitos secundarios, pois eles sao sintetizados em pequenas quantidades e nao de
forma generalizada. Assim, alguns metabdlitos podem ter sua produgao restringida a um
determinado género de plantas, familia, ou ainda a apenas algumas espécies. Contudo,

apesar do grande uso de plantas medicinais, apenas um pequeno percentual das
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espécies vegetais foi adequadamente estudado (PEREIRA e CARDOSO, 2012), e assim,
o0 conhecimento pleno de plantas potencialmente terapéuticas e todas suas propriedades
ainda estad em desenvolvimento.

Os metabdlitos secundarios vegetais sao divididos em trés grupos principais:
terpenos, compostos fendlicos (cumarinas, flavonoides, lignina e taninos), e compostos
que contém nitrogénio (TAIZ e ZEIGER, 2006). Os terpenos compdem a maior classe dos
metabdlitos secundarios, e sdo geralmente insoluveis em agua (TAIZ e ZEIGER, 2006).
Nesse grupo, estdo inseridos os hormdnios, os pigmentos, 6leos essenciais, esterois e 0s
derivados dos esterdis, como os glicosideos cardiacos e saponinas (GARCIA e CARRIL,
2009). Determinados terpenos exercem fungdo no crescimento e desenvolvimento das
plantas e por isso, podem ser considerados metabdlitos primarios, como por exemplo,
esterdis e os pigmentos carotenoides amarelo, vermelho e laranja (TAIZ e ZEIGER,
2006). Nas plantas, os terpenos podem protegé-las contra ataques de herbivoros e
insetos, ja no enfoque farmacéutico e medicinal, os terpenos apresentam propriedade
anticarcinogénicas, antiulcerosas e antimicrobianas (GARCIA e CARRIL, 2009). O
principal uso dos terpenos, possivelmente é através do uso dos diferentes dleos
essenciais devido sua grande diversidade de propriedades biolégicas, como antioxidante,
analgésica, anti-inflamatéria, fungicida, antitumoral e antiparasitaria (PADUCH et al.,
2007; MACHADO e FERNANDES JUNIOR, 2011).

Nos compostos que contém nitrogénio estao presentes os alcaloides, os glicosideos
cianogénicos e os glucosinolatos (TAIZ e ZEIGER, 2006). Alguns destes compostos,
como os alcaloides e os glucosideos, sdo bem reconhecidos por sua toxidade e aplicagao
medicinal. Muitos alcaloides funcionam como defensa contra predadores, e podem ser
toxicos para humanos e animais quando em quantidade suficiente, como, por exemplo, na
intoxicagdo por estricnina e a atropina. Em contrapartida, em doses baixas, muitos
alcaloides sao uteis farmacologicamente, como a morfina, a codeina e a escopolamina
(TAIZ e ZEIGER, 2006).

Os compostos fendlicos apresentam uma grande variedade de compostos, dos
quais alguns sao soluveis apenas em solventes organicos, alguns sdo acidos carboxilicos
e glicosideos soluveis em agua e outros sao polimeros insoluveis (TAIZ e ZEIGER, 2006).
S&o componentes desta classe as cumarinas, flavonoides, ligninas e taninos (GARCIA e
CARRIL, 2009). Segundo Taiz e Zeiger (2006), nas plantas, muitos compostos fendlicos
servem de defesa contra herbivoros e patégenos, outros funcionam como suporte
mecanico ou absorvendo radiacdo ultravioleta. Os compostos fendlicos se destacam por

constituirem uma das principais classes de antioxidantes naturais (MORAIS et al.,2009),
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além disso podem apresentar também acao antioxidante, antimicrobiana e antitumoral
(SEMEDO, 2012; DALBONE, 2010).

Diante da variedade de compostos presentes nas diversas plantas potenciais para
uso medicinal e a crescente importancia da fitoterapia, € necessario aprofundar os efeitos
terapéuticos das plantas, buscando validar sua eficacia de utilizacao.

No que diz respeito a atividade antiparasitaria dos metabolitos secundarios,
algumas plantas e seus extratos ja foram descritos na literatura (COSTA et al., 2006).Sao
muitas as plantas pesquisadas na atualidade, e dentre estas plantas com possivel
atividade antiparasitaria sobre nematdédeos de ovinos,alguns trabalhos descrevem
resultados favoraveis ou ndo, com relagao ao alho (Allium sativum) (SUNADA et al., 2011,
SANTOS et al., 2012), plantas taniniferas (OLIVEIRA et al., 2011), Neem (Azadirachta
indica) (IGARASHI et al., 2013), banana (Musa spp.) (OLIVEIRA et al., 2010) e batata-de-
purga (Operculina hamiltonii) (SILVA et al., 2010), por exemplo.

A aceitacdo de drogas derivadas de plantas e a utilizagcdo da fitoterapia na
medicina cientifica s6 ocorrerdo se estes produtos cumprirem os mesmos critérios de
eficacia, seguranga e controle de qualidade que os produtos sintéticos (RATES, 2001),
para tanto, é fundamental a realizacdo de maiores estudos a fim de esclarecer estes
pontos e tornar viavel a utilizacdo de diferentes compostos naturais.

Apesar da utilizacdo com finalidades medicinais das plantas tenha sido empregada
desde o inicio da civilizagéo, sua aplicagao é realizada ainda frequentemente de maneira
empirica. Sdo diversas as plantas utilizadas e se conhece apenas o essencial com
relacdo aos compostos bioativos. Contudo, estas plantas possuem misturas de
substancias ativas, parcialmente ativas e inativas, que, por muitas vezes atuam por alvos
farmacolégicos diferentes (FERREIRA e PINTO, 2010), e o esclarecimento e
comprovacao cientifica destes mecanismos € ainda muito recente.

Nesse sentido, € preciso prudéncia na utilizacdo dos fitoterapicos, pois muitas
vezes, ao se considerar o produto “natural’, acredita-se nao existir efeitos colaterais
(FERREIRA e PINTO, 2010). Entretanto, as informagdes técnicas ainda sao insuficientes
para grande parte das plantas de uso medicinal, impossibilitando garantir completamente
a qualidade, eficacia e segurancga de uso das mesmas (FIRMO et al., 2011).

Em relagdo ao controle de parasitas, para além da ocorréncia dos possiveis efeitos
adversos, um possivel, e sério, impacto prejudicial seria a ineficiéncia de sua utilizagao
em decorréncia da resisténcia, o que ja € conhecido em principios fitoterapicos. Um

exemplo claro desta condicao diz respeito a planta Artemisa annua, a Artemisia,
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largamente utilizada no controle da malaria, doenga causada pelo protozoario
Plasmodium sp. (ASHLEY et al., 2014).

Inicialmente, em surtos da malaria, foram utilizados de maneira curativa e
preventiva o quinino e seus derivados, como a cloroquina; contudo, seu uso extensivo
favoreceu o aparecimento de resisténcia a estes principais medicamentos antimalaricos
(SA, 2013). Para contornar este problema no tratamento da malaria, os chineses isolaram
uma substancia terpenoide, a artemisinina, a partir da planta A. annua L., onde ela e
outros derivados a A. annua seriam utilizados como uma alternativa promissora a
cloroquina (SA, 2013).Desde entdo, extratos da A. annua s&do administrados em conjuntos
com outras drogas antimalaricas, como uma terapia combinada, a fim de retardar o
aparecimento de resisténcia a farmacos (WEATHERS et al., 2014).

Apesar desses esforgos, indicios de resisténcia parcial aos extratos de Artemisia ja
foram relatados (NOEDL et al., 2008; DONDORP et., 2009) e podem estar associados a
mutagédo no dominio hélice do gene Kelch 13 (K13), levando a um atraso de clearance do
parasita, com parasitemia persistente (WHO, 2010; WHO, 2014). Como o tratamento da
malaria é realizado em uma terapia combinada (chamada Artemisina-based combination
therapy, ACT), a resisténcia poderia facilitar a selecdo dos medicamentos combinados, e
se isso ocorrer, a ineficiéncia dos tratamentos tenderia a aumentar, comprometendo a
eliminagédo da malaria nos paises (WHO, 2016).

Diante deste cenario, mais uma vez, ressalta-se a importancia de explorar o
conhecimento dos componentes e mecanismo de acao através dos quais o0s
fitocomponentes bioativos exercem sua atividade, esclarecendo seus efeitos e permitindo
a melhor avaliagdo para o uso seguro e eficiente das plantas como um aliado viavel e

duradouro para o controle dos parasitas.

2.7 INTERAGAO FARMACOLOGICA

A interacdo medicamentosa refere-se a possibilidade de um farmaco afetar o efeito
de outro, quando administrados concomitantes (TATRO, 1996; ALMEIDA et al., 2007).

O conhecimento destas possiveis relagdes € importante a fim de buscar a total
eficacia de determinada droga, a complementaridade entre os principios ou evitar seu uso
simultaneo, devido a possiveis efeitos adversos da interacao delas.

Atualmente muito se fala sobre as relagdes de medicamentos e também de medicina

integrativa, com o objetivo de alinhar o tratamento farmacolégico com alternativas viaveis
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para o controle de diversas doencas (FLORIO, 2011). Um exemplo seria a integragao
entre a fitoterapia com os quimicos alopaticos convencionais para o tratamento e controle
da malaria, conforme previamente citado. Roulston et al. (1980) citam que a associagao
ou combinacao de diferentes principios ativos com o intuito de potencializar o efeito dos
farmacos pode promover o controle mais efetivo das doengas e até a diminuigdo da
resisténcia.

Neste contexto, apds surgimento da resisténcia aos grupos de drogas anti-
helminticas, misturas de principios de diferentes familias tém sido propostas como uma
estratégia valida para retardar o desenvolvimento de resisténcia dos parasitas
nematédeos (MOLENTO, 2005). Esta abordagem de combinagdo de principios nas
preparagdes anti-helminticas baseia-se no fato de parasitas poderem ter menor grau de
resisténcia a uma formulacdo com componentes multiplos, em que cada um atua com
diferente modo de agdo, em comparacao de quando se utiliza apenas um composto
(ALVAREZ et al., 2008).

No entanto, potenciais interagdes farmacocinéticas e farmacodinamicas entre os
componentes podem ocorrer, e dessa forma, precisam ser abordadas a fim de entender
as vantagens ou desvantagens do uso de drogas misturadas para o controle de parasitas
(LANUSSE et al.,, 2013). A interagdo entre drogas coadministradas pode induzir
mudangas no comportamento farmacocinético das moléculas, como a mudanga de
concentragdo de uma ou ambas as drogas utilizadas, ou uma mudanga na relagao entre a
concentragédo da droga e sua resposta no organismo (ALVAREZ et al., 2008; LANUSSE et
al., 2013).

Lanusse et al. (2013) citam que em exploragdes onde existe a resisténcia multipla, a
utilizagcdo de combinagbes de farmacos, entre dois ou mais anti-helminticos, pode ser
uma ferramenta farmacolégica para melhorar o seu controle quimico. Contudo, é
necessaria uma avaliagcdo integrada sobre as caracteristicas farmacologicas a fim de
otimizar a atividade e conseguir uma utilizagdo sustentavel dos anti-helminticos
existentes. Dessa forma, a avaliacdo farmacologica dos efeitos modificados que podem
ocorrer na interagdo entre drogas precisa ser melhor esclarecida, visto que as
combinagdes sao agora amplamente utilizadas como uma alternativa para controlar a
parasitose no rebanho (ALVAREZ et al., 2008).
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2.7.1 Sinergismo

Sinergismo é um tipo de resposta farmacoldgica obtida a partir da associagédo de
dois ou mais medicamentos, cuja resultante € maior do que a simples soma dos efeitos
isolados de cada um deles (OGA et al, 1994). O sinergismo pode ocorrer com
medicamentos que possuem 0s mesmos mecanismos de agao (aditivo); que agem por
diferentes modos (somagédo) ou com aqueles que atuam em diferentes receptores
farmacolégicos (potencializagao) (SUAREZ et al., 2014). Segundo Florio (2011), o efeito
combinado de dois ou mais medicamentos € igual a soma dos efeitos isolados de cada

um deles. Esse tipo de sinergismo ¢é utilizado com fins terapéuticos.

Referindo-se a interagdes farmacodinamicas em medicamentos antiparasitarios,
efeitos aditivos foram observados entre os benzimidazoéis e levamisol (ANDERSON et al.,
1991; BARTLEY et al., 2004). No estudo conduzido por Echevarria et al. (1996) em 182
fazendas no Estado do Rio Grande do Sul,constatou que a resisténcia anti-helmintica foi
menor a associagao benzimidazole e imidotiazole do que aos principios utilizados
isoladamente, mostrando o efeito benéfico da associagdo dos principios no controle da
parasitose e retardo da resisténcia.

No caso do sinergismo por potencializagdo, sdo comuns as duas substancias nao
atuarem pelo mesmo mecanismo de ac¢ao. Neste caso, uma das substancias potencializa
a outra por interferir na sua biotransformacao, distribuicado ou excreg¢ao, e muitas vezes o
agente potencializador, por si s, nédo atua de maneira efetiva contra o agente. Este é o
caso, por exemplo, do butéxico de piperonila, que nao apresenta efeito farmacologico, e
associado aos praguicidas do grupo dos piretroides confere a este uma maior
potencializagao na atividade antiparasitaria (FLORIO, 2011).

Outro exemplo seria a utilizacdo do verapamil, um agente bloqueador de calcio
que, quando em combinacdo com agentes terapéuticos antitumorais pode aumentar
significativamente o efeito contra alguns tipos de células. A agao seria através do bloqueio
dafosfo-glicoproteina (P-gp).O uso combinado do verapamil com os anti-helminticos
ivermectina e moxidectina em intervalos de 12 horas a ovinos aumentou o pico de

concentracao e a disponibilidade plasmatica da ivermectina (MOLENTO et al., 2004b).

2.7.2 Antagonismo

No antagonismo, a resposta farmacolégica de um medicamento € suprimida ou
reduzida na presenga de outro, muitas vezes pela competicdo destes pelo mesmo sitio
receptor (RANG et al., 2012).
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No antagonismo competitivo, os farmacos que se ligam aos receptores podem
bloquear o sitio de ligacdo do agonista, devido a competicdo entre o agonista e o
antagonista pelo receptor e, normalmente, os antagonistas apresentam maior afinidade
pelos receptores comparados aos agonistas do mesmo receptor (CELSO, 2015).

Os efeitos antagonistas sao favoraveis quando se busca reverter os efeitos
farmacolégicos de determinado produto. Isso pode ser essencialmente interessante,
quando se trata de agentes toxicos onde € desejavel anular os efeitos colaterais. Ainda,
farmacos antagonistas sdo muito utilizados na sedagdo para avaliagdo de animais
selvagens, em que apods os procedimentos, € interessante a rapida recuperagcdo do
animal e soltura no ambiente (CEREJO e MATTOS JUNIOR, 2015). Neste caso,
exemplifica-se a utilizagdo de antagonistas de alfa 2-adrenérgicos (ioimbina e
atipamezole), dos receptores benzodiazepinicos (flumazenil) e dos opidides (naltrexona).

Contudo, esta atividade antagonista entre as drogas nado € desejada quando se
associam quimicos para o tratamento de determinadas doencgas, pois, desta forma, seus
efeitos contrarios acabariam por anular o efeito farmacolégico desejado. Um exemplo
seria 0 uso de 6leo de primula (Oenothera biennis) em pacientes epiléticos tratados com
fenotiazinicos, em que o uso do 6leo pode provocar um quadro de epilepsia do Iébulo
temporal (VEIGA JUNIOR et al., 2005).
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2.8 CONCLUSAO

As infecgbes por nematdédeos gastrintestinais de ovinos sdo consideradas um
grande entrave para a pecuaria nacional e mundial. Atualmente o controle parasitario
apresenta muitas falhas, e juntamente com o rapido desenvolvimento da resisténcia
parasitaria, justifica-se a pesquisa por novas alternativas e produtos anti-helminticos. A
fitoterapia para fins medicinais pode ser considerada uma alternativa viavel e
ecologicamente correta, todavia, sdo inUmeras as plantas possiveis para uso como
recurso medicinal, e apesar disso, os estudos cientificos que de fato avaliem seu
potencial antiparasitario, identificando suas propriedades, mecanismo de ag&o e posologia
ainda sao carentes, limitando sua utilizagdo imediata com seguranga e confiabilidade.
Dessa forma, € necessario estimular estudos com estes compostos, visando esclarecer
tais questdes e permitir a adogao das plantas para o controle de parasitas como um novo
método, ou método complementar, favorecendo a manutencao da sanidade dos animais

nos sistemas em que sao produzidos.
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3. CARA(’STERIZA(}AO QUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA DOS
CLADODIOS DA O.ficus-indica E SUA EFICACIA CONTRA NEMATODEOS
GASTRINTESTINAS DE OVINOS EM TESTE IN VITRO

RESUMO

A O.ficus-indica € uma planta xerdfila, originaria da América tropical e subtropical e
atualmente encontra-se em diferentes regides do continente americano, africano, asiatico,
europeu e Oceania, de forma cultivada ou silvestre. A O.ficus-indica, popularmente
conhecida no Brasil como palma forrageira, possui papel fundamental na base da nutricao
animal do semiarido Nordestino, assim como as diversas utilidades na medicina
tradicional, visto que apresenta compostos bioativos que Ihe confere propriedades
biolégicas e farmacolégicas. Nesse contexto, a palma forrageira pode ser considerada
também como um produto potencial para o combate de infec¢cdo parasitaria, pois seus
metabdlitos podem agir direta e/ou indiretamente sob os parasitas gastrintestinais de
ovinos. Com isso objetivo desse trabalho foi caracterizar quimicamente o extrato
hidroalcodlico da O.ficus-indica (OFIEOH) a fim de determinar a sua eficacia contra
nematodeos gastrintestinais em testes in vitro e avaliar a interagdo do seu extrato com o
produto comercial, ivermectina. Inicialmente o extrato hidroalcodlico da casca dos
cladddios da O.ficus-indica foi produzido por macerag¢ao por um periodo de 21 dias. Para
a caracterizagdo quimica do extrato foram realizados testes de dosagens colorimétricas
para carboidratos, proteinas, fendis e taninos condensados. Também foi realizada a
caracterizagdo dos compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Observou-se que o OFIEOH apresentou maiores teores de compostos fendlicos,
tendo sido identificados como &cido caféico, quercetina-3 rutosideo-6-glucosideo,
quercetina-6-glucosideo, rutina, quercetina-3 glucosideo e quercetina. Em seguida foram
realizados testes in vitro de eclodiblidade de ovos (TEO) e migracao larvar (TML)
utilizando diferentes concentragdes do OFIEOH (de 12,5 a 100 mg/mL para o TEO e 12,5
a 200 mg/mL para TML).No TEO, a eficacia do OFIOH variou de 90,00 £ 3,04% na maior
concentracdo a 19,33t 2,74% na menor concentracdo.No teste TML os valores
encontrados para o extrato foram de 5,78% a 77,26% para a maior € menor
concentracao, respectivamente. Ambos os testes apresentaram dose dependéncia e os
resultados indicam que a planta apresenta potencial atividade antiparasitaria. A interacao
droga-droga foi avaliada através do TML, em que se utilizou o OFIEOH na concentracao
da CLso da migracéo larvar (82,80 mg/dL) associada a IVM nas doses de 10 a 50 mg/mL,
e também a OFIEOH nas concentragdes de 12,5 a 200 mg/mL com a CLso da ivermectina
(22,5 mg/dL).No teste TML da interagdo droga-droga foi observado interagéo droga-droga,
os melhores valores de eficacia foram encontrados nas maiores concentracbes com a
CLso dos compostos, evidenciando também um efeito dose-dependente. Assim como
pode se evidenciar na analise das curvas de interagao entre a ivermectina e a OFIEOH,
que a inclusado da CLso do extrato de O. ficus-indica nas diferentes doses de ivermectina
nao afetou a eficacia deste produto sobre a motilidade das larvas causando um efeito de
neutralizagdo. Por outro lado, a adigdo da CLso da ivermectina nas diferentes doses da
OFIEOH apresentou efeito antagdnico, reduzindo a eficiéncia do extrato sobre as larvas
dos helmintos. Os resultados encontrados nesse trabalho indicam que a Palma forrageira
pode ser considerada uma potencial alternativa no controle dos parasitos gastrointestinais
de ovinos, entretanto sdo necessarios novos estudos a fim de maximizar sua eficacia.

Palavras-chave: compostos fendlicos, eclodibilidade, antiparasitara.
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CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE Opuntia ficus-indica HYDROALCOOLIC
EXTRACT AND ITS EFFICIENCY AGAINST GRASTRINTESTINAL SHEEP
NEMATODES IN VITRO TESTS

ABSTRACT

The O.ficus-indica is a xerophilous plant, originating in tropical and subtropical America
and is found in different regions in American, African, Asian, European and Oceanian
continents in a cultivated or wild way. O.ficus-indica, popularly known in Brazil as” palma
forrageira”, plays a fundamental role in the animal nutrition base of the Northeastern semi-
arid region, as well as several utilities in traditional medicine, since it presents bioactive
properties that confer biological and pharmacological properties. In this context, “palma
forrageira” can also be considered as a potential product to combat parasitic infection,
since its metabolites can act directly and / or indirectly under the gastrointestinal parasites
of sheep. The objective of this study was to chemically characterize the O.ficus indica
hydroalcoholic extract (OFIEOH) in order to determine its efficacy against gastrointestinal
nematodes in vitro tests and evaluate the interaction of its extract with the commercial
product, ivermectin. Initially the O.ficus indica hydroalcoholic bark extract bark was
produced by maceration in a period for 21 days. For the chemical extract characterization,
colorimetric dosage tests were performed for carbohydrates, proteins, phenols and
condensed tannins. The characterization of the phenolic compounds by high performance
liquid chromatography (HPLC) was also performed. It was observed that OFIEOH
presentedlevels of phenolic compounds, being identified as caffeic acid, quercetin-3
rutoside-6-glucoside, quercetin-6-glucoside, rutin, quercetin-3 glucoside and quercetin. n
vitro tests of egg hatchability (TEO) and larval migration (TML) using different
concentrations of OFIEOH (from 12.5 to 100 mg / mL for TEO and 12.5 to 200 mg / mL for
TML) were performed. , The effectiveness of OFIOH varied from 90.00 £ 3.04% in the
highest concentration to 19.33 + 2.74% in the lowest concentration. In the TML test the
values found for the extract were from 5.78% to 77.26% For the highest and lowest
concentrations, respectively. Both tests showed dose dependence and the results indicate
that the plant has potential antiparasitic activity. The drug-drug interaction was evaluated
through TML, using OFIEOH at LC50 concentration of larval migration (82.80 mg / dL)
associated with IVM at doses of 10 to 50 mg / mL, as well as OFIEOH at concentrations of
12.5 to 200 mg / mL with ivermectin LC50 (22.5 mg / dL). In the TML test of drug-drug
interaction drug-drug interaction was observed, the best efficacy values were found in the
highest concentrations with the LC50 of the compounds, evidencing also a dose-
dependent effect. As can be evidenced in the analysis of the interaction curves between
ivermectin and OFIEOH, the inclusion of the LC50 O. ficus-indica extract at the different
doses of ivermectin did not affect the efficacy of this product on the motility of the larvae
causing a neutralization effect. On the other hand, the addition of ivermectin LC50 in the
different doses of OFIEOH presented an antagonistic effect, reducing the efficiency of the
extract on the helminth larvae. The results found in this work indicate that the “palma
forrageira” may be considered a potential alternative in the sheep gastrointestinal
parasites control, however new studies are necessary in order to maximize the
effectiveness.

Keywords: phenolic compounds, hatchability, antiparasitic
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3.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de plantas medicinais na medicina humana e
veterinaria esta em franca expansao como auxilio na prevencao e tratamento de diversas
doencgas, sendo uma alternativa viavel e ecologicamente correta (MARINHO et al., 2007).
No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para tais fins apresenta fundamentalmente
influéncias da cultura indigena, africana e européia (MENDONCA et al., 2014). Entre as
diversas plantas estudadas para fins farmacoldgicos estd a Opuntia ficus-indica, planta
popularmente conhecida no Brasil como palma forrageira (SEMEDO, 2012). A palma
forrageira pertence a divisdo Embryophyta, subdivisdo Angiospermea, classe
Dicotyledoneae, subclasse Archiclamideae, ordem Opuntiales e familia Cactaceae.
Existem trés tipos mais comuns de palma cultivadas no Nordeste do Brasil: a palma
gigante também conhecida como palma forrageira, a palma redonda e a palma miuda
(MENEZES et al., 2005).

No Brasil, e especificamente no semiarido nordestino, a palma foi introduzida no
final do século XIX, com o intuito da produg¢ao de corante carmim. Foi apds a grande seca
ocorrida em 1932 que a palma foi descoberta como uma excelente alternativa forrageira
(WANDERLEY et al., 2012).

A O. ficus-indica é conhecida por diferentes nomes populares, conforme os paises
de localizacdo, a exemplo, na Espanha ela é conhecida pelo nome “higo de indicas”, em
Portugal “Figo da india” ou “Piteira”, na Italia é conhecida por “Fico d’India”, na Franca
como “Fique de Barbarie”, e nos Estados Unidos e Africa do Sul como “Prickly pear” ou
“Cactus pear” (SAENZ et al., 2002). A palma forrageira € uma planta arbustiva, dividida
em raiz, parte vegetativa, fruto e flor. A parte vegetativa € chamada de cladddios, que sao
adaptacdes dos caules que substituem as folhas na sua funcdo de fotossintese e séo
capazes de armazenar grande quantidade de agua (FEUGANG et al., 2006). Segundo os
mesmos autores, seus frutos possuem um formato que lembra a péra e variam em
coloragao entre branco, verde, amarelo, alaranjado, vermelho, roxo e marrom. E fruto
doce, pulposo e apresenta bastantes sementes.

No Brasil, a utilizagdo da O.ficus-indica € amplamente realizada como alimento
para os animais, principalmente nas regides do semiarido apresentando-se como um
importante recurso forrageiro nas épocas de estiagens, embora o valor nutricional varie
segundo a espécie, idade, época do ano e manejo cultural (RODRIGUES et al., 2016).
Bispo et al. (2007) avaliaram o efeito da inclusdo de palma forrageira em substituicdo ao

feno de capim-elefante (Pennisetum purpureum) em até 56% na dieta de ovinos, e
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observaram melhoria na digestao e aproveitamento dos nutrientes da dieta. Em outro
estudo, Gebremariam et al. (2006) avaliaram a substituicdo de palha de tefe (Eragrostis
tef) em até 50% pela O. ficus-indica e verificaram igualmente a boa digestibilidade e
consumo das dietas pelos ovinos, tendo um ganho de peso positivo dos animais. Além
disso, novos usos vém sendo estudados para a O.ficus-indica. Nesse contexto enfoca-se
a utilizacdo medicinal e farmacéutica da planta.

A Palma forrageira é conhecida por ter uma grande quantidade de compostos
bioativos que |he proporciona atividade anticancerigena, antiviral, anti-inflamatéria e
antioxidante (STINTZING e CARLE, 2005; FEUGANG et al., 2006). Estes efeitos sao
decorrentes dos compostos bioativos presentes na planta, como os compostos fendlicos
(SHEDBALKAR et al., 2010; SEMEDO, 2012). Existem relatos que os cladédios de palma
forrageira sao utilizados em casos de conjuntivites, psoriase, edema, dores musculares,
afeccdes no controle da diabetes, tratamento de doencas do aparelho respiratorio,
digestivo e tratamento de feridas (SHEDBALKAR et al., 2010). As flores sao utilizadas na
medicina popular na forma de infuséo, e possuem propriedades diuréticas (CACIOPPO,
1991). O fruto € amplamente utilizado no México para tratamento de gastrite e diabetes
(CUNHA SILVA e ROQUE, 2003). Entre os compostos bioativos encontrados na planta;
os fendlicos, betalainas e carotenoides da classe dos metabdlitos secundarios tém por
caracteristica a atividade antioxidante, atuando na prevencado dos danos causados por
radicais livres.

Apesar do conhecimento das principais fungées dos componentes secundarios da
palma forrageira, ainda poucos sdo os estudos realizados a fim de se comprovar sua
provavel atividade anti-helmintica e quais os compostos envolvidos nessa funcéo. Féboli
(2015) atribui esta acao a somatéria dos efeitos dos fitoconstituintes, como as saponinas,
os flavondides, os pigmentos da planta e principalmente dos taninos. Contudo, conforme
mencionado existe a caréncia e a necessidade de maiores investigagdes acerca da planta
visando elucidar estas lacunas e possibilitar a utilizagao da O.ficus-indica, além do seu
potencial nutricional, como um recurso alternativo no controle das parasitoses.

Tendo em vista a importancia da espécie vegetal, O.ficus-indica na regiao
semiarida do Brasil, além de, apresentar boa adaptabilidade e potencial uso farmacéutico,
o principal objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagcdo quimica do extrato
hidroalcodlico das cascas de O.ficus-indica, avaliando os compostos quimicos da planta
utilizando ensaios espectrofotdmetros e cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia e

posteriormente, realizar testes in vitro de eclodibilidade de ovos (TEO), migracéo larvar
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(TML) e interagao do extrato com a ivermectina para avaliara eficacia da planta contra

nematodeos gastrintestinais de ovinos.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material Vegetal

As amostras de palma forrageira utilizadas foram coletadas em setembro de 2015
no Capril Rancho Colorado, localizado em Macaiba, RN, na estrada Macaiba-Pajucara,
km 3, situado na mesorregidao Leste Potiguar. Uma exsicata do material vegetal foi
depositada no Herbario da Universidade Federal do Parana, UFPR sendo identificada
pelo técnico Fernando B. Matos, com o numero de UPCB 85365. A preparagao, extragao
e caracterizagcdo da palma forrageira foram realizadas no laboratério do Nucleo de
Pesquisa Cientifica e Educacional de Plantas Medicinais (NUPPLAMED), no setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Para a realizacdo do experimento foram utilizados apenas os cladédios da planta
(Figura 1).

G s

Figura 3-Imagem édod
Fonte: A autora (2016).

e 1

io da palma forrageira apresentando sinais de ressecamento

3.2.2 Preparagao e obtengao do extrato vegetal

Inicialmente os claddédios da planta foram separados em partes distintas; casca e

polpa. Foram pesados 2,1kg da casca do material vegetal fresco, cortado em tamanhos
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distintos e posteriormente realizada a secagem do material em estufa a 40°C por 72h.
Para a preparagdo do extrato hidroalcodlico (EOH) foram pesadas 191,5g da casca
(correspondente a totalidade do material seco) e adicionado 1L de etanol 80%,
acondicionadas em baldo de vidro, ao abrigo de luz.

A mistura foi mantida em maceracgao, a 4°C por um periodo de 21 dias, durante esse
periodo foram realizadas trocas do solvente extrator no 7° e 14° dia. No 21° dia os
extratos foram reunidos, filtrados e evaporados em evaporador rotatério a 40°C. Apds isso
o extrato foi congelado e liofilizado, correspondendo ao extrato hidroalcodlico da O.ficus-
indica denominado OFIEOH.

3.2.3 Dosagens Espectrofotométricas
3.2.3.1 Dosagem de Carboidratos

A dosagem de carboidratos foi realizada através do microensaio descrito por Fox e
Robyt (1991). Para a curva padrao da dosagem foi utilizada D-glucoseobtida da Sigma-
Aldrich (St. Louis-MO, EUA),em concentragdes de 4 a 40 ug/mL. A fragdo de OFIEOH foi
solubilizada em H20 na concentragdo de 1 mg/mL, e 40 yL dessa solugao foi transferida
para microtubos de 2 mL em ftriplicata. Apds isso, 40 uL de fenol a 5% (m/v) foram
misturados as solugdes. Por fim, 200 pl de acido sulfurico (H2SO4) concentrado foram
adicionados.

A solucao foi aquecida a 100°C (em estufa) por 10 min, e depois foi realizado
resfriamento em banho de gelo. Posteriormente, uma aliquota de 200 pL foi transferida
para uma placa de leitura de 96 pocgos e a absorbancia foi lida a 490 nm. Nesse ensaio,
carboidratos, reagem com &acido sulfurico sofrendo desidratagdo e complexagdo com o
fenol, gerando uma coloracdo amarelo-alaranjada. Todo o ensaio foi realizado em

triplicata.

3.2.3.2 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi adaptada e realizada pela metodologia de Bradford
(1976). Primeiramente, para a curva padrao da dosagem, foi utilizada a albumina bovina
sérica obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis-MO, EUA), com o limite de sensibilidade de 4 a

40 pg/mL. Posteriormente, as fragdes de OFIEOH foram solubilizadas em H20 destilada



57

na concentracao de 1 mg/mL. Foram transferidos 40 uyL das solucbdes para microtubos
de2 mL e apos isso foi adicionado 400 uL do reagente de proteinas (40 mg de Coomassie
Blue G, 20 mL de etanol 95% (v/v), 40 mL de acido fosforico 85% (v/v) e 1000 mL de H20
destilada). Apds agitacdo, uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma placa de
leitura de 96 pogos e a absorbancia foi lida a 595 nm. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata.

O reagente de proteinas de Bradford contém como seu principal componente o
corante Coomassie Brilliant Blue G-250 obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis-MO, EUA),em
solugao acida. A interagao entre o Coomassie com a proteina estabiliza a forma anidnica
do corante, causando uma mudanca de coloragao inicialmente do castanho para tons de
azul, de acordo com a concentracdo de proteina. Para determinar a concentracdo de
proteina da amostra foi realizada a comparagcdo dos resultados com a curva padrao

descrita anteriormente. Todo o ensaio foi realizado em ftriplicata.

3.2.3.3 Dosagem de Fenol Total

O teor de fenol total foi determinado através da metodologia de Morais et al. (2009).
A curva padrao foi preparada utilizando solugdes de acido galico nas concentracdes de 1,
5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. As fragdes de OFIEOH, na concentragdo de 1 mg/mL em
H20, foram adicionadas em tubos de ensaio (250 pL, em triplicata). Em seguida, foram
adicionados 1,5 MI do reagente de Folin-Ciocalteu (10 % (v/v) em H20 destilada) obtido
da Cromato (Sao Paulo, BR). Os tubos foram agitados, e em seguida, 1 mL de carbonato
de sodio (Na2CQOs) 7,5% (v/v) foram adicionados as solugdes, que foram novamente
agitadas. Apds aquecimento em banho-maria a 50 °C durante 5 min, a absorbancia foi
lida a 760 nm. O principio do método é a reagao entre o reagente de Folin-Ciocalteu, que
possui coloracdo amarelo-esverdeada e os fendis resultando na formagdo de um
complexo azul. Essa reagao é favorecida com o meio em pH alcalino, obtido pela adicéo

de carbonato. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.3.4 Dosagem de Taninos Condensados

A dosagem de taninos condensados foi realizada de acordo com Queiroz et al.
(2002). Este método utiliza vanilina sulfurica como reagente. Para tal, 1 mL de amostra

ressuspendida em agua (5 mg/mL) foi misturada a 2 ml de solugao de vanilina sulfurica 2
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% (v/v). A mistura permaneceu em banho de agua a 20 °C por 5 min. Uma aliquota de
200 ul foi transferida para uma placa de leitura de 96 pocos e foi realizada a verificacdo da
absorbancia num espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a

500 nm. Ultilizou-se epicatequina comercial para a construcdo da curva padrdo em
concentragdes de 1,25 a 30 pug/mL (R?= 0,991). O ensaio foi realizado em ftriplicata para

cada amostra.

3.2.4 Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.2.4.1 Caracterizacdo de compostos fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos da fragdo OFIEOH foi analisado utilizando a
técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia em um cromatografo liquido
Shimadzu modelo LC20A (Japao) equipado com detector DAD, injetor automatico de
amostras (20 yL), equipado com uma coluna de fase reversa C1s (150 x 2,1 mm - Agilent)
e tamanho de particula de 5 ym, mantida em um forno a temperatura de 30°C utilizando
os comprimentos de onda de 280, 235, 388 e 525 nm. As fases moveis de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram preparadas com acetonitrila padrao CLAE da J.T.
Baker (9093-03, 99.98%, Xalostoc, MEX), acido férmico da Merck (= 99%). Foram
utilizados como padrdes; acido caféico, acido ferulico, acido galico, acido cumarico, acido
siringico, acido vanilinico, catequina, epicatequina, epicatequina galato, polidatina,
procianidina B1, quercetina, quercetina 3-B-D-glicosilada, resveratrol, rutina, acido
hidroxicinamico.Todos os padrées comercias foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis-
MO, EUA).A eluicdo foi realizada com um gradiente de solventes constituidos por: (A)
acido férmico a 0,5% e (B) acetonitrila + acido féormico 0,5%. O gradiente constituiu-se:
8% de B inicialmente, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% em 25 min,
90% em 30 min, 50% em 32 min, 8% em 35 min. Os compostos fendlicos foram
identificados comparando seus tempos de retengdo e seus espectros de absor¢cdo aos

obtidos dos compostos padroes.
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3.2.5 Testes in vitro

3.2.5.1 Coleta e recuperacao de ovos

As amostras de fezes utilizadas para o experimento foram obtidas de 10 ovinos
naturalmente infectados, provenientes do Laboratério de Pesquisa de Ovinos e Caprinos
(LAPOC) situado na Fazenda Experimental Canguiri da Universidade Federal do Parana,
localizada no municipio de Pinhais, Parana.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de ovinos previamente
selecionados, com OPG superior a 1600. Para a recuperacdo dos ovos foi utilizado a
metodologia adaptada de COLES et al. (1992). Inicialmente foram pesados 20g de fezes,
apos isso as fezes foram maceradas e homogeneizadas em agua aquecida a 40°C.
Foram realizadas lavagem e filtracdo do conteudo em uma sequéncia de peneiras com
malhas contendo poros de 400, 250, 150, 75 e 25 ym, com o objetivo de limpar todo o
conteudo e recuperar os ovos. Apos esta sequéncia de lavagem, os ovos foram coletados
diretamente da ultima peneira e distribuidos em tubos tipo Falcon de 50 mL para
centrifugagédo. A primeira centrifugagdo ocorreu em 2000 rpm por 5 min, apos isso foi
descartado o sobrenadante e adicdo de solugdo salina para que o sedimento fosse
ressuspendido. Posteriormente o conteudo foi centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi lavado com agua destilada na peneira de 25 uym, até a retirada total da
solugéo salina. Por fim, os ovos foram recuperados e transferidos para um Becker.
Posteriormente foi realizada a quantificagdo dos ovos em aliquotas de 55 pL com

aproximadamente 200 ovos.

3.2.5.2 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

Para a realizacdo do teste de eclodibilidade de ovos (TEO) foi utilizada a
metodologia descrita por COLES et al. (1992). Apdés a lavagem, recuperacao e
quantificacdo dos ovos, foram realizadas a colocacdo dos mesmos em placas de 24
pocos (aproximadamente 100 ovos/pogo) onde estas continham trés repeti¢cdes para cada
concentracao (valores) do extrato hidroalcoodlico da casca O.ficus-indica (OFIEOH).

As placas foram incubadas por periodo de 24h a 27°C e, posteriormente, foram lidas
em microscopio invertido para calcular a porcentagem de eclodibilidade dos ovos em cada
poco utilizando a seguinte férmula: Eclodibilidade (%) = L1 / (ovos + L1) x 100, onde L1

corresponde as larvas de primeiro estagio.
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3.2.5.3 Teste de migracgéo de larvas (TML) e de interagao farmacologica

Para realizagdo do TML foi utilizada a metodologia descrita por D’Assonville et al.
(1996) e modificado por Molento e Prichard (2001) com adaptagdes.Inicialmente as larvas
L3 foram desembainhadas usando 0,3% (v/v) de hipoclorito de sédio no periodo de 1h.
Posteriormente, as larvas foram lavadas trés vezes por centrifugacdo com agua destilada
e apo6s quantificagcdo, foram adicionadas em placas de 24 pogos (aproximadamente 200
larvas/ pogo). As concentragdes finais do extrato testadas foram 12.5; 25; 50; 100; 150 e
200 mg/mL. Para cada concentragao, foram utilizadas3 repeticées. Apds 6 h de incubagao
a 27°C, toda a solugéo contendo as larvas, extrato e/ou controle positivo e negativo, foram
transferidas para o aparato previamente preparado. Esses aparatos foram incubados a
27°C acima com um foco de luz de 150 MHz para estimular a motilidade larvar da
solucdo. Apds 18 h, essa solugao foi transferida para tubos de 50 ml onde foram
centrifugados a 3.000 rpm durante 2 min. Uma aliquota de 2 mL foi transferida do
decantado de cada tubo para pogos de uma placa de 24 pocos. A leitura do teste foi feita
em microscoépio invertido realizando a contagem de L3. A média da quantidade de larvas
migradas em cada concentragdo foi transformada em porcentagem de migragdo pelo
programa GraphPad Prism® 7 para Windows. O controle positivo foi feito por ivermectina
e 0 negativo por agua destilada.

O TML também foi utilizado para a avaliagdo da eficacia do extrato juntamente com
o antiparasitario comercial, ivermectina. Para tal, foram utilizadas as concentragdes da
concentracéo letal (CLso) de ambos. Inicialmente foram testadas as concentragbes de
12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 mg/mL com a adicdo de 22,50 mg/mL de ivermectina
correspondente a CLso. Posteriormente foram utilizadas as concentracbes de 10;
20;30;40;50 mg/mL de ivermectina com a adi¢cao de 82,50 de OFIEOH, correspondente a
CLso. Ambos os testes foram realizados utilizando a metodologia do TML descrita nesse

paragrafo.

3.2.6 Analise Estatistica

Os resultados de eficiéncia antiparasitaria foram avaliados por analise de variancia,
e foram considerados estatisticamente os que apresentaram probabilidade de ocorréncia
da hipétese de nulidade menor que 5% (P<0,05). O calculo da concentragéo letal para
50% (CLso) foi realizado ajustando a regressao nao-linear usando distribuicbes normais e

logisticas. Todas as analises foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 7.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Rendimento do extrato da O.ficus-indica e dosagens colorimétricas

O rendimento do extrato hidroalcodlico foi calculado em relagdo a massa do vegetal
seco para o extrato bruto (Tabela 1). O baixo rendimento observado (9,09%) era esperado
devido a grande quantidade de agua presente nos cladddios da Palma, em média 90%
(SANTOS et al., 2002). A palma é considerada uma planta suculenta e altamente
hidratada, além disso, essa elevada umidade é considerada uma caracteristica importante
para regides semiaridas, que além da sua aplicagdo como forragem na nutricdo de
ovinos, pode ser uma alternativa de fornecimento de agua para esses animais no
Nordeste brasileiro (RANGEL et al., 2009). Apesar disso, o rendimento do extrato da O.
ficus-indica pode variar de acordo com as condigdes agricolas ou ainda sazonalidade
(GINESTRA et al., 2009).

Tabela 1. Rendimento e dosagens colorimétricas do extrato hidroalcodlico da casca dos
cladédios da Opuntia ficus-indica.

Variavel Quantificagcado Desvio padrao
Carboidrato Total (%) @ 25,54 + 3,500
Proteina (%) ° 0,24 + 0,0007
Fenol (%) © 52,15 + 7,4800
Taninos Condensados (%)d 0,76 +0,0078

FONTE: O autor (2016)

NOTA: OFIEOH (extrato hidroalcodlico da Opuntia ficus-Indica); @ R= 0,99 Determinado pelo microensaio
fenol-acido sulfurico (FOX e ROBBIT, 1991); ® R=0,99 Determinado de acordo com Bradford (1976); ¢ R=
0,95 Determinado através de microensaio utilizando reagente de Folin-Ciocalteu, adaptado de Morais et al.
(2009).

Quanto ao teor de carboidrato total, o extrato da casca da palma forrageira
apresentou o resultado de 25,54% (250,54 mg de equivalente de D-glucose por grama de
extrato bruto)(Tabela 1). Quanto ao teor de proteina, o extrato apresentou uma
concentragéo 0, 245% (2,4 mg de equivalente a albumina bovina por grama de extrato
bruto) (Tabela 1). Acredita-se que os valores encontrados para o OFIEOH possam ser
aceitaveis, visto que os teores de carboidratos e proteinas no cladddio in natura também
nao sao elevados (3-7% e 0,5-1%, respectivamente, segundo Stintzing e Claude, 2005).

Também, a composicao da planta, conforme previamente citado, depende das condicbes
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edafoclimaticas, do sitio de cultivo, da estacdo e da idade da planta. Além disso, também
nao se tem conhecimento se o processo de extragcdo pode promover degradagédo e
perdas destes componentes durante o processo.

Quanto ao teor de fenol total, o extrato apresentou a concentragédo de 520,15 mg de
equivalente a acido galico por grama de extrato bruto (Tabela 1). Estes valores
observados no estudo sao superiores aos encontrados por Lee et al. (2002), que
verificaram concentragdo de 180,3 mg/g no extrato etandlico da O.ficus-indica
var.saboten. As diferengas entre as concentragdes verificadas podem também ser
decorrentes da metodologia de extragdo, ja que alguns fatores podem influenciar na
extragdo dos compostos fendlicos, como a temperatura, que atua positivamente (JORGE
et al., 2013).

Os compostos fendlicos se enquadram em diversas categorias, como fendis simples,
acidos fendlicos (derivados de acidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisados e ligninas (NACZK e SHAHIDI, 2004). Os
fendis atualmente recebem grande destaque pelas suas propriedades antioxidantes
(SILVA et al., 2010), embora recentemente, também outros compostos, como os taninos,
recebam destaque quanto ao seu efeito anti-helmintico (MARTINEZ-ORTIZ-DE-
MONTELLANO et al., 2010; MAX, 2010; HOSTE et al., 2012).

Com relagdo a estes ultimos, a dosagem de taninos condensados no OFIEOH
correspondeu a uma concentracado de 0,76%, conforme apresentado na Tabela 1. Neste
sentido, destaca-se que apesar da grande quantidade de compostos fendlicos, outros
componentes, que nao exatamente os taninos, compuseram predominantemente o
OFIEOH deste estudo. Similarmente, Damasceno (2014) ndo observou a presenga de
taninos nos extratos obtidos de O.ficus-indica (L.) Mill, e o mesmo foi verificado por Bras
(2011) no extrato hidroalcodlico de cladédios da O. ficus-indica (L.) Mill.

Por outro lado, Cardador-Martinez et al. (2011) em seu estudo com extratos da pele
do fruto e as sementes de Opuntia spp. verificaram que os taninos foram os principais
compostos fendlicos, representando quase 50%. Da mesma forma, Féboli (2015) verificou
em seus extratos de cladodios e nos frutos de O.ficus-indica grande quantidade de
taninos. Essa variagdo demonstra que diferentes por¢des da planta variam em sua
composicao fitoquimica, e isto ressalta a importancia dos estudos com as diferentes
fragdes visando ampliar este conhecimento e aperfeicoar sua utilizagdo conforme as

acoes farmacolodgicas predominantes.
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3.3.2. Perfil cromatografico dos compostos fendlicos do extrato da O.ficus-indica.

Com o intuito de caracterizar o conteudo de compostos fendlicos do extrato OFIEOH
o mesmo foi submetido a analise por CLAE. O perfil de CLAE do extrato OFIEOH
apresentou cerca de 21 picos, e 6 picos foram identificados como acido caféico,
quercetina-3  rutosideo-6-glucosideo, quercetina-6-glucosideo, rutina, quercetina-3
glucosideo e quercetina conforme apresentado na Figura 4. Dentre os compostos
identificados os compostos quercetina-3 rutosideo-6-glucosideo, quercetina-6-glucosideo
e quercetina apresentaram maior intensidade nas condigdes utilizadas para aanalise.

Os compostos fendlicos das plantas dividem-se em dois grupos, os flavonoides
(polifendis) e nao-flavonoides (fendis simples ou acidos) (SILVA et al.,, 2010). Os
flavonoides representam uma das maiores classes de fendis das plantas (TAIZ e ZEIGER,
2006) e apresentam-se sob muitas variagdes, como flavondis, flavonas, flavanonas,
flavanois ou catequinas, antocianinas, isoflavonas, chalconas e dihidrochalconas (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Da subclasse dos flavonois, estdo presentes as quercetinas (3,3,4°,5,7-
pentahidroxiflavona) (RUSSO et al.,, 2014) que podem ser encontradas nas formas
aglicona (Figura 5a) ou, mais comumente, nas formas de glicosideos e/ou derivados
metilados ou acilados (Figura 5b e ¢c1) (ALVES et al., 2010; RUSSO et al., 2014).

A quercetina é conhecida como um potente antioxidante e anti-inflamatério e tem
sido associada a prevencgao e terapia de doencgas cardiovasculares e cancer (RUSSO et
al.,, 2012). O efeito antiparasitario das quercetinas foi mais recentemente estudado,
embora evidéncias ja tenham sido verificadas. Akkari et al. (2014) avaliaram o extrato
etandlico de Artemisia campestris e verificaram que derivados quercetinicos foram os
compostos fendlicos mais predominantes. Além disso, os autores observaram, em testes
in vitro, 100% de inibicdo de eclosao de ovos e motilidade das larvas de Haemonchus
contortus a uma dose de 2 mg/mL do extrato. De maneira semelhante, Lasisi e Kareem
(2011), relataram que a quercetina presente no extrato da casca do tronco de Bridelia
ferruginea Benth promoveu a mortalidade das larvas de parasitas ap6s um periodo médio
de exposicdo aos extratos de 36 minutos, apresentando, portanto, atividade

antiparasitaria.
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Figura 4- Perfil de CLAE a 388 nm do extrato hidroalcodlico da casca dos cladddios da O.
ficus-indica. EONTE: O autor (2016).
NOTA: A: Acido caféico, B: quercetina-3 rutosideo-6-glucosideo, C: quercetina-6-

glucosideo, D:rutina, E: quercetina-3 glucosideo, F: quercetina.

Figura 5 — Estrutura quimica da quercetina na forma aglicona (a) e glicosilada, tendo
como exemplo a quercetina-3 glucosideo (b) e a quercetina 3-O-rutinosideo (rutina) (c).
(FONTE: Adaptado de Alves et al. (2010) e Russo et al. (2014)).
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3.3.3 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO) e Teste de migragao de larvas (TML)

Os resultados do TEO e TML foram dose-dependentes, em que os melhores
valores de eficacia obtidos foram encontrados nas maiores concentragdes. Para o TEO a
concentragdo de 100 mg/mL (Tabela 2) e para o TML a concentragdo de 200 mg/mL
(Tabela 3), portanto, apresentaram maior controle na eclodibilidade dos ovos e migragao
das larvas, respectivamente, tendo seus resultados semelhantes ao controle positivo
(P>0,05).

Efeitos positivos na inibicdo da eclodibilidade dos ovos também foram verificados
por Féboli et al. (2016) que avaliaram o extrato do cladddio da O. ficus-indica. Em seu
estudo, os autores encontraram eficacia de 93% na dose de 100 mg/mL do extrato,
valores muito proximos ao do presente ensaio (90%). Contudo, no mesmo estudo, Féboli
et al. (2016) obtiveram maior eficacia no TML, pois na dose de 100 mg/mL foi verificada
inibicdo da migracao larval em 95,6%, enquanto que neste trabalho o valor encontrado

para a maior dose (200 mg/mL) foi de 77,3%.

Tabela 2. Percentual médio (+ desvio padrdo) de inibicdo da eclosdo larvar de
nematddeos gastrintestinais no teste de eclodibilidade de ovos, com o extrato
hidroalcodlico obtidos da casca da O.ficus-indica.

Concentragao OFIEOH Inibicdo da ecloséo de ovos
(mg/mL) (%)

100 90,00 + 3,04

50 80,67+ 0,96

25 70,67+ 3,94
12,5 61,00+ 9,39

6,25 33,67+11,92
3,125 19,33£2,74
H20 5,33£2,98
Ivermectina 90,67+ 3,63

CLso 11,15 mg/mL

CLso= Concentracao letal para 50% dos ovos.
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Figura 6- Curva do efeito dose-dependente no teste de eclodibilidade ovos com o extrato
hidroalcodlico obtido a partir da casca da O.ficus-indica.

Tabela 3. Percentual médio (+ desvio padrdo) de inibicdo da migracéo larvar de
nematoédeos gastrintestinais no teste de migragédo larvar com o extrato hidroalcodlico
obtidos a partir da casca da O. ficus-indica.

Concentragao da OFIEOH Taxa de inibicdo da migracao

(mg/mL) larvar (%)
200 77,26 + 0,66
150 59,21+ 1,77
100 49,57+ 4,22
50 25,63+ 2,88
25 8,66+ 3,11
12,5 5,78+ 5,33
H20 1,08+ 4,44
Ivermectina 87,00+ 4,66
CLso 82,79 mg/mL

CLso = Concentracgao letal para 50% dos ovos.
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Figura 7- Curva do efeito dose-dependente no teste de migracao larvar com o extrato
hidroalcodlico obtido a partir da casca da O.ficus-indica.

Os testes in vitro da eficacia do OFIEOH demonstram o potencial da planta como
antiparasitario natural, embora os testes tenham sido realizados com o extrato bruto, e
assim, seria dificil atribuir estes efeitos de controle parasitario a uma classe ou
componente especifico dos fitoconstituintes. Entretanto, ao se analisar a composi¢ao do
extrato, verifica-se que os efeitos de controle verificados nos testes in vitro sao
decorrentes da grande fragcdo de compostos fendlicos, e mais especificamente dos
flavonoides quercetinicos. Em contrapartida, Féboli (2015) testou a eclodibilidade dos
ovos € a migracgao larvar nos extratos particionados dos cladddios, e verificou que maior
eficacia ocorria para os extratos que continham taninos.

Muitos estudos que avaliam o potencial de plantas para uso fitoterapico contra os
helmintos gastrointestinais destacam os taninos pelos seus efeitos diretos contra os
parasitas, por promover alteracdes estruturais nos parasitos, reduzir o desenvolvimento
dos estagios larvares, além de comprometer a fertilidade das fémeas dos parasitas e a
eclodibilidade dos ovos (MARTINEZ-ORTIiZ-DE-MONTELLANO et al., 2010; MAX, 2010;
HOSTE et al., 2012). Entretanto, a concentragdao elevada deste componente nao ficou
evidenciada neste estudo. Dessa forma, os achados desta pesquisa sugerem que outros
compostos fendlicos, como os flavondides quercetinicos, também possam exercer
atividade antiparasitaria, e, ainda, que é provavel que exista um efeito sinérgico entre

estes compostos verificados em maior concentragao e que os demais fitoquimicos do
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extrato da planta possam ter contribuido para o efeito antiparasitario verificado neste
estudo (AKKARI et al., 2014; RUSSO et al., 2014).

O efeito sinérgico entre os fitoconstituintes das plantas foi verificado por
Klongsiriwetet al. (2015) que avaliaram o efeito combinado ou isolado de diferentes
compostos flavonoides através de testes de desembainhamento larvar. Os autores
verificaram que as quercetinas tiveram um efeito sinérgico com os taninos condensados.
Ainda, os autores verificaram que os efeitos sinérgicos entre estes compostos ocorreram
em baixas concentracdes de taninos. Estas condicdes foram semelhantes as verificadas
neste estudo e sugerem que os taninos tiveram sua atividade significativamente

aumentada pela adi¢cado da quercetina.

3.3.4 Teste de migracao de larvas (TML) e interagao farmacoldgica

No TML com a interagdo droga-droga, os melhores valores de eficacia foram
encontrados nas maiores concentragbes com a CLso dos compostos, evidenciando um
efeito dose-dependente. Nesse sentido, a concentragéo de 50 mg/mL IVM+ 82,80 mg/mL
CLso OFIEOH e de 200 mg/mL OFIEOH + 22,50 mg/mLCLso IVM apresentaram maior
efeito sobre a motilidade das larvas.

Os resultados da inibicdo da migracdo larvar utilizando a combinagdo das
concentragbes da ivermectina com a CLso do extrato hidroalcodlico da casca da O.ficus-
indica estao ilustrados na Tabela 4. Ja os resultados da inibicdo da migracao larvar
utilizando a interagdo das concentracdes do extrato hidroalcodlico da casca da O.ficus-
indica com CLso da ivermectina estao ilustrados na Tabela 5.

O interesse em se realizar combinagdes anti-helminticas decorre do problema
crescente de resisténcia dos parasitos, e dessa forma, a associacdo dos principios
permitiria um controle mais eficaz, retardando o aparecimento da resisténcia e
controlando as populagdes de parasitas resistentes (GEARY et al.,, 2012). Entretanto,
interacdes desfavoraveis entre os compostos ativos sdo possiveis, e precisam ser
consideradas (CANTON et al., 2017).
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Tabela 4. Percentual médio (+ desvio padrdo) de inibigdo da migragdo larvar de
nematodeos gastrintestinais no TML com a interagdo da IVM com a concentragao
equivalente a CLso do OFIEOH

INTERACAO
Concentragao
(mg/mL) TML
(%)
IVM+ CLsoOFIEOH
50 + 82,80 73,78+ 6,11
40+ 82,80 53,85+ 4,11
30+ 82,80 42,66+ 5,53
20+ 82,80 38,11+6,68
10+ 82,80 16,08+ 1,33
H20 0,70£2.22
CLso 25,75 mg/mL

CLso = Concentracao letal para 50% das larvas.

Tabela 5. Percentual médio (+ desvio padrao) de inibicdo da migragdo larvar de
nematodeos gastrintestinais no TML com a interacdo do extrato hidroalcoodlico obtido a
partir da casca da O. ficus-indica com a CLso da VM.

INTERACAO
Concentragao
(mg/mL) TML
(%)
OFIEOH+ CLsolVM
200 + 22,50 62,49+ 2,11
150+ 22,50 45,82+ 4,22
100+ 22,50 37,48+ 1,33
50+ 22,50 9,35+5,33
25+ 22,50 3,09+ 7,33
12,5 + 22,50 1,53 +£4,11
H20 0,35+ 3,33
CLso 82,79 mg/mL

CLso = Concentracgao letal para 50% das larvas.
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Figura 8- Curva do efeito dose-dependente no teste de migracéo larvar com a interagao
da IVM e a CLso do OFIEOH obtido a partir da casca da Opuntia ficus-indica
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Figura 9-Curva do efeito dose-dependente no teste de migracéo larvar com a interagéo

do extrato hidroalcodlico obtido a partir da casca da O. ficus-indica com a ClLso da
ivermectina.

Ao analisar as curvas de interagao entre a ivermectina e a OFIEOH, observa-se que
a inclusdo da CLso do extrato de O.ficus-indica nas diferentes doses de ivermectina nao
afetou a eficacia deste produto sobre a motilidade das larvas (efeito de neutralizagao)
(Figura 3). Por outro lado, a adicdo da CLso da ivermectina nas diferentes doses da
OFIEOH apresentou efeito antagbdnico, reduzindo a eficiéncia do extrato sobre as larvas
dos helmintos (Figura 4). Sunada et al. (2011) avaliaram o efeito da interagdo droga-droga
entre fitoterapicos e anti-helminticos, pesquisando o efeito do fornecimento de alho
desidratado (Allium sativa) para ovelhas associadas ou ndo a administragdo de levamisole

ou ivermectina. Os autores verificaram efeito sinérgico de sua utilizagcdo com os
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antiparasitarios convencionais, com redugao na contagem de ovos apds 30 dias de
avaliacdo, com 71,3; 63,5; 60,9; 62,6 e 659% para os tratamentos alho, alho +
levamisole, alho + ivermectina, ivermectina elevamisole, respectivamente, recomendando
a utilizacao do fitoterapico ‘isolado’ contra parasitas gastrintestinais.

Contudo, de maneira geral, os dados experimentais das interagbes planta-droga sao
limitados (FUGH-BERMAN, 2000). Com relagdo a combinagao de extrato vegetais e
outras drogas,os estudos ainda sao insuficientes sobre este tipo de interagcdo o que
impossibilita a comparacao direta dos resultados verificados neste estudo. Além disso, a
interacdo e o mecanismo de agao dos compostos fendlicos e dos flavondides sobre os
parasitas gastrointestinais de ovinos, ainda precisa de aprofundamentos, e dessa forma, a
maneira com que um mecanismo de agao influenciou o outro para justificar os resultados

obtidos nas curvas de interacédo, ndo podem ser precisamente reconhecidos.
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3.4 CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico dos cladddios da O.ficus-indica apresenta-se constituido por
compostos fendlicos, dentre os quais foram identificados como acido caféico, quercetina-3
rutosideo-6-glucosideo, quercetina-6-glucosideo, rutina, quercetina-3 glucosideo e
quercetina. O extrato apresentou um efeito dose-dependente, em que se verificou a maior
eficacia na eclodibilidade dos ovos e na motilidade de larvas para as maiores
concentracdes estudadas. O efeito de interagdo entre a ivermectina e o extrato de O.
ficus-indica nao apresentou um padrao, mas indicam que a associacdo deste com a
ivermectina pode apresentar efeito antagbnico. O extrato demonstrou desempenho
promissor como antiparasitario natural, porém novos estudos devem ser realizados

buscando maximizar sua eficacia.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista o crescimento no setor da ovinocultura, uma relagdo harménica
entre as tecnologias de produgao, sanidade e o bem-estar animal devem ser priorizadas,
a fim de se produzir com eficiéncia e atender as exigéncias do mercado consumidor. A
saude animal € um elo trivial para os sistemas de criagdo, e o controle parasitario de
ovinos, no cenario atual, € um grande desafio para técnicos, pesquisadores e produtores,
em decorréncia da ampla dependéncia da utilizagado de produtos quimicos, que por serem
empregados de maneira indiscriminada, favoreceu a selegédo de parasitas resistentes aos
principios ativos disponiveis. Diante disso, a utilizagdo de alternativas de controle, como a
fitoterapia, pode ser uma ferramenta de auxilio para driblar a resisténcia aos principios
antiparasitarios, ou ainda ser um instrumento que auxilie a prolongar a vida util destes
compostos.

Apesar da ampla variedade de plantas ditas com atividade antiparasitaria, é
necessaria ainda a realizagao de estudos que validem sua eficacia, tornando efetiva sua
utilizagdo. Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo determinar o potencial da
planta O.ficus-indica no controle de parasitos nematédeos de ovinos, bem como avaliar
seu efeito quando em associacao ao anti-helmintico convencional ivermectina.

Os resultados desta pesquisa demonstram que o extrato da O.ficus-indica
apresentou grande quantidade de compostos fendlicos, principalmente os flavondis
quercetinicos, que, conforme previamente citado, dentre suas ag¢des farmacoldgicas
sugere-se a atividade antiparasitaria. O extrato da O.ficus-indica apresentou eficacia in
vitro contra os parasitas, reduzindo a eclodibilidade dos ovos e a migragao larvar, seja
pelo seu uso exclusivo, ou ainda quando em associagao com a ivermectina. Entretanto,
foi verifico um possivel comportamento antagbnico entre a interagdo do extrato da planta
com a ivermectina, embora diante da originalidade desta avaliagdo, novos estudos devam
ser realizados para se comprovar estes efeitos.

Os resultados deste estudo fornecem suporte para maiores avaliacbes da acao
antiparasitaria da O.ficus-indica, dando perspectivas para novas pesquisas com esta
espécie, objetivando ampliar o conhecimento e tornar melhor fundamentado sua utilizagao

contra a parasitose gastrintestinal de ovinos.
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5. ANEXOS

5.1- Aprovagao do COmite de ELiCa..........eiiiiiiiii e 82

5.2- Vita



5.1 Aprovacgéo do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DO(PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CORTIFICADO

Certificamos que o protocolo nmimero 008/2016, referente ao projeto “Extrato da Palma Forrageira (Opuntia
ficus indica) em testes in vitro contra fases pré-parasitirias de nematdides de ovines”, sob a
responsabilidade de Marcelo Beltrdo Molento — que envolve a produciio, manutengio e/ou utilizacio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de § de Outubro, de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ [0l aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USC DE ANIMAIS
(CEUA) DO SETOR DE CIENCTAS AGRARTAS DA UNTVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL,
com grau 2 de invasividade, em reunifio de 16/03/2016.

Vigéneia do projeto Maio/2016 até Abril/2017

Lspécie/Linhagem Ovino

Numero de animais 3

Peso/Tdade Nio especificado

Sexo Macho

Origem I'azenda Lxperimental do Cangtiiri em Pinhais — PR
CERTIFICATE

We certify that the protocol number 008/2016, regarding the project “Extract of Palma Forrageira (Opundia
ficus indica) in vitro tesis against pre-parasitic phases of nematodes in sheep” under Marcelo Belirdo
Molento supervision — which includes the production, maintenance and/or utilization of animals from Chordata
phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance with the
precepts of Law n® 11.794, of 8 October, 2008, of Decree n® 6.899, of 15 July, 2009, and with the edited rules
from Conselho Nacional de Controle da Hxperimentagio Animal (CONCEA), and 1t was approved by the
ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of Parang, Brazil), with degree 2
of invasiveness, in session of 03/16/2016.

Duration of the project May/2016 until April/2016

Specie/Line Ovine

Number of animals 3

Wheight/Age Not specilied

Sex Male

Origin Fxperimental Farm of Cangiri in Pinhais — FR

Curitiba, 16 de Margo de 2016.

i ,Jw 0T .

AU T U
Ananda Portella Félix
Presidente CEUA-SCA

Comissde de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrérias - UFPR
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Atualmente é pesquisadora na Cooperativa Agroindustrial Castrolanda, Unidade
Industrial de Carnes — Castro, Parana, atuando na pesquisa, desenvolvimento e inovagao

dos produtos da marca Alegra Foods.
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