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RESUMO

A ovinocultura enfrenta diversos desafios que podem atrapalhar a sua producgéo, e um desses
desafios sé@o as infestagcBes de helmintos nos rebanhos. A fim de resolver o problema, a
utilizacao de anti-helminticos comerciais € a medida mais adotada, porém, varios problemas
sdo recorrentes do uso indiscriminado e excessivo dessas substancias, como a resisténcia
parasitaria. Os fitoterdpicosvém sendo estudados e utilizados para combater a resisténcia
parasitéria, sobretudo do Haemonchus contortus, que traz sérios prejuizos econémicos e
elevada capacidade de infestacdo nas propriedades. Assim, objetivou-se estudar as
caracteristicas do barbatimédo e seus potenciais efeitos na producdo de ruminantes através
de uma revisdo de literatura (Capitulo 1), foi baseado no levantamento da literatura de
dominio publico. Os resultados obtidos apresentaram que 0s compostos biolégicos
presentes no barbatiméo, possuem grande potencial para serem utilizados na infestacéo de
Haemonchus contortus. Para o capitulo Il avaliou-se a eficacia in vitro do tanino da casca de
barbatimdo sobre Haemonchus contortus. Utilizando ivermectina (controle positivo), agua
destilada (controle negativo) e extrato hidroalcodlico da casca de Barbatimdo (EHCB), nas
concentragdes de 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, sobre Haemonchus contortus. No teste de
eclobilidade de ovos (TEO) o EHCB mostrou eficacia (P < 0,05) de reducdo de ovos
(eficacia de 93,66%) em comparagdo com a ivermectina. Esta tendéncia de eficiéncia anti-
helmintica foi verificada quando se procedeu a andlise da inibicdo do desenvolvimento larval
apresentou eficacia (P <0,05) na utilizacdo do EHB 98,53 % na reducdo larval, e eficacia de
28,53% utilizando aivermectina o qual é considerado ineficaz. Pode-se concluir que esse
estudo forneceu evidéncias da atividade anti-helmintica do extrato hidroalc6olico da casca
de barbatimdo em nematdides gastrintestinais de ovinos naturalmente infestados, sendo o
efeito redutor observado nesse estudo de grande valor em programas de controle integrado
de parasitos.

Palavras-chave: verminose; extrato vegetais; taninos
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ABSTRACT

Sheep farming faces several challenges that can hinder its production, and one of these
challenges is helminth infestations in flocks. In order to solve the problem, the use of
commercial anthelmintics is the most adopted measure, however, several problems recur due
to the indiscriminate and excessive use of these substances, such as parasitic resistance.
Herbal medicines are being studied andused to combat parasitic resistance, especially from
Haemonchus contortus, which brings serious economic losses and a high capacity for
infestation on properties. Thus, the objective was to study the characteristics of barbatiméo
and its potential effects on ruminant productionthrough a literature review (Chapter 1), based
on a survey of public domain literature. The results obtained showed that the biological
compounds present in barbatim&o have great potential to be used in Haemonchus contortus
infestation. For chapter II, the in vitro efficacy of barbatimdo bark tannin on Haemonchus
contortus was evaluated. Using ivermectin (positive control), distilled water (negative control)
and hydroalcoholic extract of Barbatimao bark (EHCB), at concentrations of 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, on Haemonchus contortus. In the egg hatchability test (TEO), EHCB showed an
effectiveness (p < 0.05) in egg reduction (efficacy of 93.66%) compared to ivermectin. This
trend of anthelmintic efficiency was verified when analyzing the inhibition of larval
development, showing an efficacy (p < 0.05) when usingEHB, 98.53% in larval reduction, and
an efficacy of 28.53% using ivermectin or which is considered ineffective. It can be concluded
that this study provided evidence of the anthelmintic activity of the hydroalcoholic extract of
barbatimdo bark on gastrointestinalnematodes of naturally infested sheep, with the reducing
effect observed in this study being ofgreat value in integrated parasite control programs.

Keywords: worm; vegetable extract; tannins
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Consideracdes Iniciais

No Brasil, a ovinocultura esta presente em todos os Estados, sendo uma espécie com
potencial para a producédo de carne, couro, leite e I4. E uma atividade rentavel, em expansao,
explorada principalmente em propriedades familiares e compondo a renda destas familias,
porém o produtor ainda enfrenta problemas sanitdrios, que impactam negativamente na
producao. O principal deles é a presenca de nematoides gastrointestinais (NGI),caracterizados
por apresentar queda no ganho de peso dos animais, déficit na producdo de leite e carne,
menor qualidade da |&, causando prejuizos econdémicos ao produtor devido ao aumento do
custo de producdo e aumento da mortalidade.

O Haemonchus contortus é um dos nematoides parasitas mais importantes de
ruminantes em todo o mundo (ZARAGOZA-VERA et al., 2022). Cortes-morales et al. (2019)
afirmam que H. contortus causa grandes perdas de producao e a infestacdo por estes vermes
sugadores leva a perda de peso, diarréia, anemia, edema, fraqueza aguda e, eventualmente,
morte. H. contortus é um parasita hematéfago encontrado principalmente no pequeno
abomaso de ruminantes. E segundo Niciura et al. (2020) é um nematdide gastrointestinal que
afeta significativamente o rebanho ovino e visto como o parasita mais patogénico em areas
tropicais.

O controle tradicional dos NGI, consiste na vermifugacdo de todos os animais do
rebanho utilizando, predominantemente, anti-helminticos cujos grupos quimicos séao
benzimidazol, levamizol e lactonas. A utilizacdo indiscriminada destes acarretou uma selecao
dos parasitas tornando-se resistentes e aumentando a populacdo dos mesmos no ambiente.
Novas alternativas de controle parasitario sdo necessarias visando alcangar um controle
mais eficaz das parasitoses e 0 uso de biocompostos ativos de plantas parece seruma boa
opcao, considerando que numero dos produtos alopéticos utilizados comercialmente sé&o
limitados quanto a diversidade de principios ativos e muitos ndo funcionam com eficacia
atualmente.

Estudos promissores, objetivando o controle dos parasitos e a reducdo dos impactos da
resisténcia, tém relacionado inUmeras espécies vegetais com propriedades antiparasitarias e
dentre varias, destaca-se o0 barbatimdo (Stryphnodendron rotundifolium), que é uma planta
utiizada pela medicina tradicional, especialmente através da administracdo tépica de
preparagdes por infusbes das cascas do caule (DE CARVALHO et al.,, 2019). O uso do
barbatimao esta relacionado as propriedades antimicrobianas, atividades cicatrizantes, anti-
inflamatdria e antioxidante (SIMAS et al., 2020).0 barbatimao em seu processo metabdlico gera
varios metabolitos quimicos, dentre eles, os taninos (RODRIGUES et al., 2017). Esses
biocompostos sédo os principais responsaveis do valor terapéutico da planta usada por
comunidades na medicina tradicional (DE CARVALHO et al., 2020). Os taninos presentes no
barbatimdo sdo compostos fendlicos que possuem caracteristicas estabilizadoras e
propriedades de precipitar proteinas (SILVA et al.,, 2020). Além disto, as atividades

antimicrobianas deste biocomposto contribuem para melhor resposta do sistema imune e
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funcao intestinal do animal (SALEM et al., 2012)

A hipétese desta dissertacdo € que 0s taninos presentes na casca da planta de
Barbatimdo possuem efeito in vitro no controle de ovos ou larvas do nematoide do género
Haemoncus contortus infestantes em ovinos. A expectativa € que uma vez a hipotese sendo
confirmada outros trabalhos sejam realizados, mas in vivo, trazendo a possibilidade de reduzir
0 uso de anti-helminticos alopéticos, o custo de produ¢docom o uso deste composto como
base anti-helmintica fitoterapica. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a agao anti-
helmintica in vitro do extrato hidroalcéolico da casca de barbatimdo (Stryphnodendron
rotundifolium) (EHCB) em ovos e larvas do nematoide Haemoncus contortus, importante
infestante em ovinos.

Esta dissertacdo estd dividida em dois capitulos, sendo o capitulo | composto pela

revisao de literatura e o capitulo Il desenvolvido na forma de um artigo.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

Uma Abordagem para o Controle dos Helmintos em Ovinos: uso de compostos
bioativos

16
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1. Revisao de literatura

1.1. Haemonchus contortus em ovinos

O rebanho de ovinos no Brasil representa cerca de 21.514.274 milhdes de animais
sendo a Bahia o maior produtor de ovinos no Brasil (IBGE, 2022).

A eficacia desse setor de producdo depende de varios fatores, como o método de
criacdo, assisténcia técnica, qualidade nutricional, base genética dos animais usada e em
especial a sanidade. O manejo sanitario adequado é fundamental para a criacdo dos
pequenos ruminantes e ainda mais quando se fala sobre os nematoides que sao
consideradas uma das principais doencas que acomete esses animais (COSTA-JUNIOR et
al., 2020)

O trato gastrintestinal dos ovinos é parasitado por varias espécies de helmintos e de
protozoarios. Com a domesticacdo e o aumento da densidade populacional de ovinos por
area, houve um impacto significativo no equilibrio parasito/hospedeiro. Antes da
domesticacdo, os ovinos viviam em condi¢cdes naturais, onde o contato com parasitas era
limitado e o equilibrio entre o sistema imunoldgico do animal e a carga parasitaria era mantido
de forma mais eficiente. No entanto, a selecdo genética ao longo do tempo, focada em
caracteristicas produtivas, pode ter inadvertidamente diminuido a resisténcia imunologica a
os parasitas, levando a uma maior suscetibilidade dos animais as infestacbes parasitarias
(MARTINS et al.,, 2022). Além disso, a falta de rotacdo adequada de pastagens e a
superlotacdo de animais facilitam a contaminagdo das areas de pastagens, tornando-as
propicias para a infeccao dos ovinos (ALBUQUERQUE et al., 2023)

Entre as variadas espécies existentes que parasitam aos pequenos ruminantes o
Haemonchus contortus representa uma das principais espécies de maior importancia
econdmica para a exploragdo de pequenos ruminantes, sendo responséaveis por infec¢oes
severas levando a quadro clinico de anemia, fraqueza do animal e também e responsavel
pela alta taxa de mortalidade de um rebanho (MINHO & MOLENTO, 2014).

Haemonchus contortus é um parasita nematéide da familia Trichostrongylidae
posteriormente classificado como Haemonchidae (PALEVICH et al., 2019).

O ciclo biologico deste helminto inicia com o parasita adulto dentro do abomaso, com
grande capacidade de oviposicdo, cujos ovos morulados séo eliminados nas fezes. Esse
parasita passa por seis estagios de vida que incluem o ovo, quatro estdgios larvais e o adulto
(EL-ASHRAM et al., 2017). Os ovos podem morrer ou desenvolver larvas de vida livre no

primeiro estagio (L 1), 2° estagio (L 2) e estagio infeccioso (L 3) dentro de 1-7 dias.
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No bolo fecal, em presenca de oxigénio, os ovos eclodem em larvasde primeiro estagio (L1),

gue se alimentam de microrganismo neste ambiente e faz a muda para larvas de segundo
estagio (L2). Em poucos dias essas larvas passam para o terceiro estadgio(L3). As L3 sdo as
larvas infectantes que, ap6s abandonarem o bolo fecal, migram para a vegetacéo adjacente e,
posteriormente, sdo ingeridas pelos animais durante o pastejo(COSTA-JUNIOR et al., 2020),
onde sofre embainhamento no rimen e leva de 2 a 3 semanas para evoluir para o estagio
parasitario L 4. Apés duas mudas e pouco antes da muda final, o adulto imaturoL 5
irompe e desenvolve uma lanceta para penetrar nos vasos da mucosa para sugar o sangue.
O abomaso € o local de predilecdo onde os vermes adultos se movimentam livremente. O
parasita também pode passar por uma fase inativa de desenvolvimento no animal hospedeiro
durante o inverno, chamada hipobiose (ZAJAC et al., 2019).
Os parasitos adultos copulam e as fémeas iniciam a postura dos ovos, cada fémea
produzir entre 5 e 10 mil ovos por dia durante a fase adulta (FORTES et al., 2013). A imagem

abaixoilustra o ciclo de vida do Haemonchus contortus.

Maturidade das larvas no trato
gastrintestinal

As larvas em estagio L3
desenvolvem-se ao L4 no

trato gastrintestinal

Ovos eliminados nas
fezes

Fase no hospedeiro ‘

Adulto

Parasitos adultos

Ovos

As larvas em estagio L3 {

sdo ingeridas juntamente / ....... R

com o pasto
Fase no ambiente

Ovos eclodem e liberam a
larva em estagio L1
As larvas em estagio L2

desenvolvem-se ao L3 e
migram das fezes para o
pasto

As larvas desenvolvem-se do
estagio L1 ao L2 nas fezes

Figura 1 - Ciclo de vida do Haemonchus contortus. Fonte: Engstrom, 2016.

1.2. Resisténcia aos Anti-helminticos

Uma das estratégias mais comuns para enfrentar o problema de parasitas em ovinos
e 0 uso de medicamentos anti-helminticos, os quais visam diminuir a carga parasitaria e,
consequentemente, reduzir a mortalidade dos animais(MOTTIN et al., 2019). No entanto, em
todo o mundo, esta abordagem estratégica de tratamento é cada vez mais comprometida pela
resisténcia anti-helmintica.

A resisténcia anti-helmintica é caracterizada pelo aumento do nimero de individuos
gue adquirem a capacidade de sobreviver a doses de anti-helminticos que anteriormente

provaram ser letais para essa populacéo.
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Dentre as préticas de manejo que contribuem para o aparecimento da resisténcia, a

subsdosagem € a principal, nesses casos 0 medicamento eliminard apenas os individuos mais
sensiveis da populagdo parasitéaria ficando os individuos menos sensiveis, esses dardo
origem a uma nova populacdo de parasitas resistentes. Outro fator que contribui com o
surgimento da resisténcia € a realizacdo de tratamentos sucessivos de todos 0s animais
(ALBUQUERQUE et al., 2023).

Além disso, a genética do parasita desempenha um papel significativo no
desenvolvimento de populagdes resistentes. Nesse contexto, fatores como o numero de
alelos, a dominéncia génica e o grau de interacdo desempenham um papel crucial na
manifestacdo da resisténcia aos anti-helminticos. A utilizagdo inadequada e indiscriminada
dos anti-helminticos disponiveis no mercado é outro fator que tem contribuido para o
surgimento da resisténcia (RAMOS et al., 2018).

Em um levantamento realizado sobre resisténcia anti-helmintica utilizando as palavras
chaves “anthelmintics”, “worm” e “sheep” no google académico e ScienceDirect, encontrou-se
18 artigos (citagbes) utilizando-se diversos principios ativos comercias com diferentes
eficacias no Brasil, como pode-se observar na Tabela 1, revelando uma notavel resisténcia
dos parasitas a esses produtos.

Tabela 1. Médias e desvios padrbes do niumero de ovos por gramas de fezes (OPG)
e percentual de reducdo de OPG por principios ativos de anti-helminticos comerciais

utilizados no controle de parasitos gastrintestinais de ovinos em distintos periodos de

avaliacao.
Anti-helmintico 0 Dias 7 Dias Reducao % 14 Dias Reducédo%
Controle 4455+7354 4976+6184 11,7% 7191+11708 61,41%
Levamisol 2906 + 2767 1428 + 2425 -50,9% 2296 + 3648 -21,0%
Monopantel 9482+10151 11365 * 15522 -86,6% 5141+10352 -45,80%
lvermectina 2448+2294 2406 + 3232 -1,2% 3026+74235 -23,7%
Moxidectina 4331+3477 1364 + 1436 -68,5% 4922455589 -13,63%
Closantel 4487+4143 1526 + 2447 -66% 2470+3071 -44,94%
Abendazol 351742672 2998 + 3060 -14,5% 3908+4266 -11,11%
Febendazol 351142929 1045 + 866 -70,2% 4262+4887 -21,39%

Coeficiente de

Variagéo (%) 94,3 63,1 63,6

A eficacia de cada principio ativo, pode ser observada na Tabela 2. Os resultados
destacam a preocupante resisténcia apresentada pelos helmintos, comprovando o
aparecimento de resisténcia aos anti-helminticos comerciais usados atualmente, e

enfatizando a necessidade de abordagens mais eficazes no controle dessas infecgoes.
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Tabela 2. Percentual da eficacia de principios ativos de anti-helminticos comerciais utilizados

no controle de parasitos gastrintestinais de ovinos.

Anti-helmintico 7 Dias 14 Dias
Levamisol 71,3% 68,1%
Monopantel 0,0% 28,5%
Ivermectina 51,6% 57,9%
Moxidectina 73,0% 32,0%
Closantel 69,3% 65,6%
Abendazol 40,0% 46,0%
Febendazol 79,0% 40,7%

Principios com valores acima de 98% sé&o considerados altamente eficientes. Valores entre 90 e 98% caracterizam produtos
eficientes. Valores entre 80 e 89% constituem efetividade moderada, determinando suspeita ou a ja instalada resisténcia ao

farmaco. Valores inferiores a 80% determinam resisténcia ao farmaco (Brasil, 1997).

O tempo de langamento da droga no mercado parece ndo ter tanta importancia,
segundo Albuquerque et al., (2017) trabalhando com ovinos observaram resisténcia de H.
contortus ja no terceiro més de uso do anti-helmintico Monopantel (Novartis Salde
Animal,LTDA), droga estda considerada recente sua inser¢do no mercado dos anti-

helminticos.

1.3. Cerrado brasileiro e o potencial da flora e 0 seus bioativos

O Cerrado é o0 segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma area de
2.036.448 km2, cerca de 22% do territério nacional. A sua &rea continua incide sobre os
estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Babhia,
Maranh&o, Piaui, Rondonia, Parana, S4o Paulo e Distrito Federal. E reconhecido como a
savana mais rica do mundo, abrigando 11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas.
Existe uma grande diversidade de habitats, que determinam uma notavel alternancia de
espécies entre diferentes fitofisionomias. Além dos aspectos ambientais, o Cerrado tem
grande importancia social. Muitas populagbes sobrevivem de seus recursos naturais,
incluindo etnias indigenas que fazem parte do patriménio histérico e cultural brasileiro, e
detém um conhecimento tradicional de sua biodiversidade. Mais de 220 espécies tém uso
medicinal (MMA, 2019).

O clima dominante é o tropical sazonal, apresentando precipitagéo pluviométrica anual
média de 1.500 mm, sendo que cerca de 90% das chuvas ocorrem entre 0s meses de outubro
e marco, definindo dois periodos — o0 chuvoso e o de estiagem. A temperatura varia entre 22
°C e 27 °C, e aumidade relativa do ar alcanga taxas entre 38 e 40% no inverno seco, enquanto
no periodo chuvoso, a umidade é elevada, atingindo 97%. A vegetacdo do bioma é
caracterizada como aberta ou floresta semidecidual, possui habitats xerofiticos, mésicos e
enclaves com regibes Umidas, caracterizada por arvores de médio porte, galhos e troncos

retorcidos, raizes densas e acomodadas a uma menor pluviosidade (JUNIOR et al., 2014).

Apesar da ampla diversidade do Cerrado, aproximadamente 43,6% do bioma foi

transformado em area antropizada (SCARAMUZZA et al., 2017). Nesse contexto, unidades
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de conservacgdo de uso sustentavel sdo opc¢des viaveis para preservar os meios de vida e a

cultura de populacbes extrativistas tradicionais da regido, além de garantir a utilizacdo
sustentavel de recursos naturais. A gestdo de &reas protegidas de uso sustentavel requer
compreenséo sobre a biodiversidade e como as populacdes tradicionais usam e entendem os
recursos naturais disponiveis (BALATA & WILLIAMS, 2020). Nesse cenario, pesquisa
etnoboténica se torna primordial para a gestédo das informacdes que viabilizem o subsidio do
manejo sustentavel das plantas extraidas e a criagdo dessa categoria de unidade de
conservacéo (OLIVEIRA et al., 2012).

As plantas do Cerrado sdo adaptadas as condi¢cdes ambientais distintas: extensos
periodos de seca, outrora periodos de alta precipitagédo, solos pobres, grande ocorréncia de
incéndios e alta incidéncia de radiacdo UV. Diante disto, h4 a necessidade de as plantas
utilizarem mecanismos de defesa para se protegerem de agentes fisicos, quimicos e
biologicos, no decorrer do seu processo evolutivo. Com isso, pode-se associar a presenca de
compostos bioativos nas mesmas. A caracterizacdo dos compostos bioativos nas plantas do
Cerrado é de grande relevancia para a busca de fontes alternativas e que possam agrupar
atributos desejaveis (propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas,
antidegenerativas e retardadoras de envelhecimento). Este incremento pode ocorrer na
formulacdo de novos produtos, ou mesmo na ingestéo in natura, uma vez que tais compostos
sdo de interesse tanto para a industria de alimentos quanto para a de farmacos e de
cosméticos (REIS et al., 2019).

O bioma do Cerrado Brasileiro € uma extensa fonte de plantas medicinais, possuindo
variedade de espécies farmacoldgicas. Essas plantas tém sido utilizadas na medicina popular,
corroborando para o estudo de compostos bioativos e para o desenvolvimento de remédios a
base de plantas (RIBEIRO et al., 2017).

Apesar da imensa riqueza vegetal do bioma do Cerrado ainda sdo escassos estudos
cientificos etnoboténicos. Das 55.000 espécies de plantas catalogadas no Cerrado, somente
8% tiveram seus biocompostos quantificados e dentre esses 8%, 25% foram analisadas
quanto a suas caracteristicas fitoterapicas (SIMOES et al., 2003; WALKER, 2013). Essa vasta
biodiversidade regional fornece varias plantas com potencial medicinal, sendo amplamente
utilizadas na saude da populacdo local. Dentre elas, a Stryphnodendron rotundifolium
também conhecida como barbatiméo, é utilizada na medicina popular para o tratamento de
disturbios uterinos e cicatrizagédo de feridas (DE ALBUQUERQUE et al., 2007). Além disso,
plantas ricas em compostos bioativos também s&o alternativas na producdo animal.
Diversos extratos de plantas foram analisados devido a sua propriedade antimicrobiana e
capacidade de transformar a funcdo do trato gastrointestinal em ruminantes, devido ao

aumento de enzimas referentes a absorgéo de nutrientes (COBELLIS et al., 2016).

1.3.1 Fitoterapia atuando como anti-helmintico

O termo fitoterapia deriva do grego Phyto, que significa planta, e Therapeia, que

significa o ato de curar. Portanto, fitoterapia significa a cura pelas plantas, envolvendo o
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estudo e a utilizacéo de plantas, que contém principios ativos, na prevencdo e no tratamento

de vérias doencas. Na fitoterapia Veterinaria, sdo utilizadas as plantas, com principios
medicinais, ja conhecidas na Fitoterapia humana. As partes das plantas medicinais utilizadas
geralmente séo as raizes, as cascas, as folhas, os frutos e as sementes. Podendo ser usadas
em forma de infusdo, decocg¢do (cozimento), maceragdo, pasta, sumo, chas, banhos,
compressas, 6leos, extratos, produtos inalatérios e cremes (ANVISA, 2021).

A aplicacdo de produtos a base de plantas medicinais esta cada vez mais estabelecida
na producdo animal, sendo utilizada tanto no tratamento de animais de estima¢do como nos
animais de producdo. Essa abordagem traz consigo uma seérie de beneficios, incluindo a
possibilidade de reducdo dos gastos com medicamentos, 0 que € especialmente vantajoso
para os pequenos produtores rurais e suas economias familiares. Além disso, o uso de plantas
medicinais no processo terapéutico e no tratamento de doengas pode ter um impacto
significativo na preservacdo do meio ambiente e na promog¢éo da saude humana. Um ponto
positivo adicional é o preco acessivel dessas plantas, muitas das quais podem ser
encontradas localmente(DE OLIVEIRA et al., 2023).

A prescrigdo de fitoterapicos costumava ser desacreditada pelos cientistas, sendo
considerada uma forma inferior de medicina. No entanto, atualmente, a fitoterapia esta
ganhando mais reconhecimento a medida que profissionais veterinarios passam a utilizar
produtos naturais com base cientifica comprovada. Essa mudanca de perspectiva esta
levando a uma maior valorizacdo da fitoterapia na pratica veterinaria (Alves et al., 2003).

O uso das plantas tem crescido principalmente pelo baixo custo, facilidade nos
tratamentos e simplicidade dos preparados (FILHO et al., 2014).

A avaliacdo da eficicia e seguranca de plantas medicinais é uma etapa fundamental
para atingir 0 uso seguro e racional, assim como o controle de qualidade e isso s6 sera
possivel se estes produtos cumprirem os mesmos critérios de eficacia, seguranca e saude, e
controle de qualidade que os produtos sintéticos. A primeira etapa da avaliagdo de uma planta
medicinal é o levantamento dos dados boténicos da espécie de planta a ser avaliada, a
segunda etapa da validacdo envolve testes farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos para avaliar
o uso popular. Nesta fase, séo realizados testes que determinam a eficacia contra os agentes

causadores da enfermidade a ser combatida e a seguranca de administracao para a espécie

a ser tratada, os testes de eficacia podem ser realizados, in vitro e in vivo. Os testes de
margem de seguranca sdo normalmente realizados em animais de laboratorio e visam
determinar efeitos da administracdo da planta em organismos animais (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005).

Os ensaios in vitro séo uteis para triagem da atividade anti-helmintica em diferentes
estadios de vida de nematoides gastrointestinais, sendo o ensaio de eclodibilidade de ovos
(TEO), o ensaio de desenvolvimento larval (LDA), ensaio de inibicdo de alimentacé&o larval
(LFIA), ensaio de inibicdo de desbahiamento larval (LEIA), inibicAo da migracéo larval (LMIA)
e o teste de inibicho da motilidade de vermes adultos (IAM), os mais aplicaveis e

reproduziveis. Os testes in vitro permitem selecionar as plantas que apresentam melhores
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resultados, diminuindo gastos, evitando perda de tempo e uso irracional de animais de

experimentacao (BENAVIDES et al., 2017).

Algumas espécies vegetais tém se destacado nesse cenario e apresentam eficacia
satisfatéria de efeitos parasiticidas quando comparadas com os anti-helminticos comerciais
(FRANCA et al.,, 2021). E isso se deve pela presenca de biocompostos que as plantas

produzem.

1.4. Barbatimao

7

O Stryphnodendron adstringens é conhecido popularmente por diferentes nomes
como: “barba - de - timao”, “barbatimio”, ‘barba - de - timan”, “bordozinho - roxo’,
“parbatimdo verdadeiro”, “casca da mocidade” e “barbatimdo - vermelho”. E uma planta
nativa do Cerrado brasileiro com distribuicdo em todas as regifes geogréficas brasileiras
(PELLENZ et al., 2018), e encontrada desde o Para até o norte do Parana como pode ser
observada na figura 2. (BRASILet al., 2021).

Fonte: Flora do Brasil 2017
Figura 2. Distribuicdo geogréfica da espécie.

E uma espécie decidua que necessita de intensa luz solar para sobreviver, e suas
folhas sdo bipinadas, com seis a oito foliolos compostos e foliolos de tamanho entre 30 a 60
mm, com coloracédo idéntica nas duas faces. A periderme da &rvore é dividida em externa e
interna, a primeira, compreende a periderme mais interna e as peridermes seguintes com 0s
tecidos isolados por elas, e a segunda refere-se ao floema secundério (ANGYALOSSY et al.,
2016). E uma arvore perene e hermafrodita que floresce de outubro a fevereiro e dispde de
flores com coloragéo avermelhadas, que sao polinizadas por insetos, especialmente abelhas
(RODRIGUES et al., 2017).0s frutos formam vagens sésseis e grossas, com tamanho médio
de 10 cm gerado nos meses de outubro a margo. O barbatimao é facilmente cultivado, com

custo de producéo reduzido, disponivel em mercados para preparac¢des de decoccéao (cascas)
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e como uma formulacdo farmacéutica (SIMAS et al., 2020). A extracdo sustentavel do

barbatimédo é baseada no conhecimento das diversas caracteristicas da espécie, como por
exemplo, o melhor periodo de coleta da casca e entrecasca é quando ndo houver flores e
vargens na arvore. Além disso, sugere-se que a extracao da casca seja realizada apenas em
arvores que apresentem didmetro de altura de 14,5 cm a 36,5 cm (BRASIL, 2017).

As tentativas de conservacdo e domesticacdo dessas espécies para manter sua
composi¢cdo quimica e propriedades biologicas incluem: germinag¢do, micropropagacao,
composicao quimica e propriedades biolégicas incluem: germinagdo, micropropagacao, cultura de
calos. Isso é importante porque a expansdo agricola elimina exemplares nativos e € uma
preocupacdo ecoldgica que obriga ao manejo sustentavel dessas arvores(MEIRA et al.,
2016). Mais ainda, as cascas sado extraidas de forma desordenada das &rvores para fins
medicinais e essa exploragdo reduz o processo de regeneragdo e a densidade dos
exemplares, a casca do caule sé pode ser extraida de um sé lado pois se é retirada
completamente a planta morre.

O barbatimao é utilizado pelas comunidades locais brasileiras como fitoterapico para
suas diversas aplicacdes, como cicatrizante, anti-inflamatorio, analgésico, antisséptico,
tratamento de dor de garganta e diarreia (SOUZA-MOREIRA et al.,2018). Principalmente por
meio da administragdo tépica de preparacdes por infusbes, maceragdes e decocgdes das
cascas do caule (DE CARVALHO et al.,, 2019). Justificado pelas suas propriedades
antimicrobianas, atividades cicatrizantes, anti-inflamatoria, antioxidante e neutralizacdo de
veneno da Bothrops jararacucu (SIMAS et al., 2020), devido a presenca de metabdlitos
secundarios como o tanino que é o biocomposto que da o valor terapéutico a planta
(SOUZA-MOREIRA et al.,2018). Devido a sua comprovada eficacia cientifica, foi incluido na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e no formulario de
fitoterapicos da farmacopeia Brasileira como cicatrizante em pomada e preparacdes
extemporaneas (NAUMANN DE et al., 2021).

Além do uso fitoterapico nacional de plantas medicinais, a etnofarmacologia tem
valor cultural e abriga uma importante fonte de moléculas com atividades biol6gicas e sao

bons motivos para mais estudos farmacologicos e préaticas de conservagéo de plantas.
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Figura 3. Planta do Barbatiméo

Foto: Grupo de Pesquisa de Ovinocultura-UFGD

1.4.1 Taninos

O barbatiméo produz diversos metabolitos secundarios, incluindo alcaloides, terpenos,
esteroides, flavonoides e taninos, sendo os taninos uma de suas substancias apresentadas
em maior quantidade (RODRIGUES et al.,, 2017). Estes compostos sdo encontrados por
toda a planta porem possuem uma maior concentracdo na sua casca, onde o teor de tanino
é 25-37% (LIMA et al., 2010). Porém, estes niveis de taninos podem se modificar de acordo
com a espécie, localizagao geografica e parte da plantautilizada (LOPES et al.,2009).

A palavra tanino vem do termo “tanning” em inglés (curtimento), relacionada a fontes
de taninos usados para curtimento de peles de animais em couro (BELE et al., 2010). Os
taninos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente abundantes em
forragens, arbustos, cereais e ervas medicinais nutricionalmente importantes (WANG et al.,
1999). Sdo encontrados em diversas plantas como as forrageiras, arbustos, leguminosas,
frutas, cereais e graos (PATRA et al.,2010).0s taninos sao compostos secundarios
encontrados principalmente nas cascas, sementes, florese frutas (TENG et al.,, 2019). Os
taninos sdo uns dos constituintes mais abundante nas plantas, ficando atrds somente da
celulose, hemicelulose e lignina (SOUZA et al., 2019). As plantas sintetizam os compostos
fendlicos (taninos) por meio da via do &cido shikimico (ASSEFA et al., 2008). Os taninos tém
demonstrado inUmeras atividades biol6gicas e algumas delas sédo importantes para a
producdo animal moderna como propriedade antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante,
anti-inflamatéria (CHAI et al., 2018). As estruturas quimicas e as concentracdes de taninos
variam muito entre as espécies de plantas, estdgios de crescimento e condi¢cdes de
crescimento, como temperatura, intensidade de luz, estresse nutricional e exposi¢cdo a
herbivora(HUANG et al., 2018). De acordo com a quantidade desses, o vegetal podera
adquirir odor desagradavel, sabor adstringente, provocar intoxicacdes e promover efeitos
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antinutricionais em predadores(SIMOES et al., 2010).

Os taninos estéo localizados na porgcédo da fibra alimentar de diversos alimentos e
podem ser classificados como indigeriveis ou parcialmente digeriveis (SOUZA et al., 2019).
Sao naturalmente um grupo heterogéneo de compostos fendlicos com diversas estruturas
que compartilham suas habilidades para ligar e precipitar proteinas (HUANG et al., 2018).

Os taninos geralmente apresentam ligagBes covalentes a catequina e epicatequina
(CHAI et al., 2018). Estes compostos sdo classificados quimicamente como polimeros de
flavonoides (Figura 3) (KUMAR ASHOK & UPADHYAYA, 2012).A solubilidade desses
compostos é deacordo com sua forma, em que, na estrutura de flavonoides séo insollUveis
em agua, no entanto, sdo sollveis em agua quando estdo na forma oligomérica (MARTINS
et al., 2020).

R=H ou OH

Flavan-3-0l

Fonte: Adaptado de Grasel et al. (2016).
Figura 4. Estrutura quimica de taninos (Flavan-3-ol - mondmero catequino).

Essa capacidade de complexacdo com proteinas enzimaticas os caracteriza como
poderosos inibidores de enzimas (REIS et al., 1999), potencializando seu uso na alimentacéo
animal (AGUERRE et al., 2016).

Varios estudos tém evidenciado o efeito dos taninos sobre o0s parasitos
gastrointestinais de pequenos ruminantes (RIBEIRO et al., 2017). Os taninos estéo localizados
na porcao da fibra alimentar de diversos alimentos e podem ser classificados como indigeriveis
ou parcialmente digeriveis (SOUZA et al., 2019). Acredita-se que eles proporcionam uma
melhor absor¢cdo de aminoacidos e ainda tenham efeito anti-helmintico (COSTA-JUNIOR et
al., 2020).

Ha duas hipoteses que sugerem o efeito dos taninos contra os nematédeos
gastrointestinais em ruminantes, uma relacionada ao modo de acao indireta e outra ao modo
de acéo direta do tanino. Os taninos podem agir indiretamente, dessa forma ha um aumento
no suprimento de proteina intestinal, melhora na homeostase do hospedeiro e,
consequentemente, melhora da resposta do hospedeiro contra os parasitos. A hipétese direta
esta relacionada a possibilidade de que os taninos possuirem propriedades anti-helminticas

em si mesmos que afetam varios processos bioldégicos importantes. Sabe-se que o0s
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mecanismos podem diferir dependendo a espécie e o0 estagio de desenvolvimento do parasito

(HOSTE et al., 2006).

Isso tem sido associado a formacdo de complexosentre os taninos a parede celular
das bactérias ou enzimas extracelulares secretadas, fazendo com que ocorra a inibicdo do
transporte de nutrientes para a célula, com consequente retardo do crescimento do
organismo (McSWEENEY et al., 2001).

Segundo Hoste et al. (2006) taninos podem afetar os processos biol6gicos dos
nematddeos dependendo de onde e como os taninos se ligam com varias estruturas dos
nematddeos tais como bainha, cuticula, sistema digestivo ou reprodutivo. A habilidade dos
taninos se ligarem as proteinas e alterar as propriedades fisicas e quimicas das mesmas
devem ser considerados, especialmente porgue a bainha e a cuticula dos nematédeos sdo
compostas de prolina e hidroxipolina(MANSFIELD et al., 1992).

Os efeitos anti-helminticos dos Taninos podem ser atribuidos a diferentes
mecanismos: reducdo na contagem de ovos por gramas de fezes (OPG), inibicdo da ecloséo,
inibicdo da alimentacéo larval, inibigdo do desenvolvimento larval, inibigdo da motilidade de
L3 e inibicdo da sobrevivéncia e reducdo na carga parasitaria de nematoides gastrintestinais
(NGI) adultos (AZANDO et al.,2011).

Os NGI de vida livre ou ndo, séo limitados por uma cuticula verdadeira de material
extracelular em forma de ligacfes cruzadas de colagenos e proteinas insollveis sintetizadas
e secretadas pela hipoderme. A estrutura pode ser relativamente simples, ou muito complexa,
variando de um género para outro, mostrando diferencas regionais na estrutura dependendo
da espécie (HALTON, 2004). A cuticula dos nematdédeos é metabolicamente ativa e
morfologicamente especializada para absorcdo seletiva de nutrientes e osmorregulagéo.
Dessa maneira, a difusédo passiva de anti-helminticos pela cuticula pode provavelmente, ser
responsavel pela deformacdo e destruicdo da superficie corporal dos NGI (ALVAREZ et
al.,2007).

Algumas pesquisas demonstraram que taninos séo capazes de reduzir a excregdo de
ovos nas fezes em 50 a 80%. Aparentemente, essa reducéo € devido a um efeito direto na
forma larval juvenil, que impede o seu desenvolvimento (RIET-CORREA, 2013).

Oliveira et al. (2011) reuniram diversos experimentos in vivo realizados em ovinos e
caprinos para avaliacdo da atividade anti-helmintica de plantas ricas em taninos onde
apresentaram reducdo de ovos por gramas de fezes (OPG). Esses resultados sugerem o
potencial dessas plantas como uma alternativa promissora no controle de parasitas,
destacando a importancia da investigacdo para desenvolver estratégias de controle mais

eficaz e sustentaveis.
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Eficicia do extrato hidroalcodlico da casca de barbatiméo (Stryphnodendron

rotundifolium) no controle in vitro do Haemoncus contortus

Efficacy of the hydroalcoholic extract of barbatiméo bark (Stryphnodendron
rotundifolium) in the in vitro control of Haemoncus contortus

Carolina Gonzalez Aquino, Natalia da Silva Sunada, Aylpy Dutra Santos, Gustavo
Daniel Vega Britez, Ana Carolina Amorim Orrico, Fernando Miranda de Vargas Junior

Antecedentes e objetivo: As helmintoses gastrintestinais causam severos prejuizos a
ovinocultura. Métodos alternativos de controle dessas enfermidades devem ser amplamente
estimulados. Diante desse desafio, torna-se imperativo fomentar amplamente métodos
alternativos de controle desses parasitas. Assim, objetivou-se avaliar a eficicia do extrarto
hidroalcéolico da casca de barbatimdo (Stryphnodendron rotundifolium) in vitro sobre
Haemoncus contortus.

Material e Métodos: O experimento in vitro foi conduzido utilizando concentragbes de
30,40,50,60 e 70% do extrato hidroalcéolico da casca de barbatimao (EHCB). Posteriormente
foi feito o teste de eclobilidade de ovos (TEO) em microscopio 6tico, objetiva 10x, 48 horas
apoés o inicio do teste. Seguidamente foi realizada a avaliacdo da motilidade larval 24 horas
apos do inicio do teste. No experimento foi utilizado 7 tratamentos o tratamento controle (agua
destilada), tratamento positivo utilizando Ivermectina e as concentracdes do EHCB.

Resultados: No teste de eclobilidade de ovos (TEO) o EHCB apresentou reducéo (P < 0,05)
de ovos de 93,66%. Esta tendéncia de eficiéncia anti-helmintica foi verificada também na
inibicdo do desenvolvimento larval apresentando (P < 0,05) 98,53 % na reducéo de larvas
infectantes, o EHCB teve maior prevaléncia comparando com a ivermectina que apresentou
28,53% de reducao.

Conclusdo: Pode-se concluir que esse estudo forneceu evidéncias da atividade anti-
helmintica do extrato hidroalcéolico da casca de barbatimdo em nematoides gastrintestinais
de ovinos naturalmente infestados, sendo o efeito redutor observado nesse estudo de grande
valor em programas de controle integrado de parasitos.

Palavras-chave: Biocompostos. Helmintos. Ovinocultura
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1. Introducéo

Um dos principais entraves sanitarios na producdo de ovinos € a presenca de
nematddeos gastrintestinais (NGI), sobretudo em regifes tropicais e subtropicais. As
infeccbes por helmintoses gastrintestinais comprometem a viabilidade econbmica da
ovinocultura, causando nos animais infetados perda de peso, menor rendimento de carcaca,
menor producdo de leite, menor taxa de fertilidade e maior taxa de mortalidade
(CAVALCANTE et al., 2016).

Para o controle de parasitas, a maioria das exploracdes administra anti-
helminticos aos seus animais em intervalos frequentes, sem considerar os principios da
gestdo integrada e sustentavel de parasitas. Isto levou ao crescimento de um problema
secundario causado pelo desenvolvimento de populacdes de nematodides gastrointestinais
resistentes a medicamentos em todo o mundo (CROOK et al. 2016).

O desenvolvimento de resisténcia a grupos anti-helminticos e o problema dos
residuos de medicamentos em produtos de origem animal tém despertado o interesse no
estudo de plantas medicinais como fonte alternativa para o controle desses parasitas
(MEENAKSHISUNDARAM et al., 2016)

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para mitigar os impactos das infeccbes
parasitarias, destacando-se o potencial das plantas medicinais como uma valiosa fonte de
moléculas terapéuticas. Ao longo da histéria, essas plantas tém sido reconhecidas por sua
eficacia e por apresentar efeitos colaterais minimos, o que as torna especialmente
promissoras para a exploragdo como fitoterapico (PEDROSO et al., 2021).

Um exemplo de fitoterapico de facil acesso é a planta de barbatiméo
(Stryphnodendron rotundifolium) que pode ser encontrada no cerrado brasileiro. O
barbatimdo é uma planta com propriedades antimicrobianas, cicatrizantes, anti-inflamatéria e
antioxidante (SIMAS et al., 2020). Esta planta tem o potencial para ser usada na producao
animal por ser rica em biocompostos, dentre eles os taninos (RODRIGUES et al., 2017).
(CAVALCANTE et al., 2016) mencionam que a utilizag&o de plantas ricas em taninos pode ser
indicada como alternativano controle de NGI em ovinos, reduzindo o uso de anti-helminticos,
bem como o custo de producéo.

A atividade fitoterapica dessa planta € atribuida & presenca de taninos em sua
composicdo (NOGUEIRA et al.,, 2012), os quais, possivelmente, agem expulsando 0s
parasitas ou reduzindo a fecundidade das fémeas (SHALDERS et al. 2014)

Neste contexto o presente estudo objetivou avaliar a acédo anti-helmintica do extrato
hidroalcodlico da casca de barbatimédo (EHCB) sobre o Haemonchus contortus de ovinos no

intuito de contribuir para o desenvolvimento de um fitoterapico de uso zootécnico.
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2. Material e métodos

Local

O experimento foi realizado no Setor de Ovinocultura pertencente a Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD). A UFGD esta localizada na latitude 22°11°38,78260”
S, longitude 54°55'49,44655” W e altitude de 478,626.

Aprovacao ética

A aprovacdo ética ndo foi necesséria para este estudo, pois apenas amostras fecais

foram coletadas de ovelhas naturalmente infectadas.

Coleta e producéo dos extratos

As cascas de barbatimdo (Stryphnodendron rotundifolium) foram coletadas
(22°12'59,3"S 54°56'18,8"W) manualmente de diversas arvores encontradas em uma area
nativa da localidade, com uma altura aproximada entre 8 a 10m durante a estacéo do verdo
(2020) no periodo da manha. Amostras de plantas foram coletadas para confirmagéo da
identificac@o boténica no Herbario da Universidade Federal da Grande Dourados (DDMS),
SISGEN: Cadastro n® AQCDAAE.

A casca foi extraida s6 de um lado do caule da arvore sendo pré-secas em estufa de
circulagdo a 55 °C por um periodo de 72 horas. ApoOs esse procedimento foram trituradas em
moinho tipo Winley® em peneira de 2mm e pesadas, obtendo-se a casca de barbatimdo
(CBS).

O extrato hidroalcéolico foi obtido segundo metodologia adaptada de Furtado (2006)
Krychak-Furtado (2006) e (MARTINS et al., 2012),onde foram acondicionadas em béquer
com capacidade para 250g de cascas moidas de barbatimao, as quais foram totalmente
submersas em solucdo de etanol e agua na propor¢cao50:50. Os conjuntos de agua, etanol e
casca foram incubados em banho-maria a 60°C, por 60 minutos. Ap6s esse tempo, foi
realizada filtragem a quente, em funil com algodé@o. Os extratos obtidos foram levados a
estufa na temperatura de 40°C, para secagem, até que se alcangasse peso constante. Em
seguida os materiais foram macerados até obter granulometria semelhantes ou grau de
divisdo a p6, obtendo-se o EHCB.

O sedimento foi entdo diluido com &gua destilada para preparar as concentra¢des de
30%,40%,50%,60% e 70% do EHCB.

Anélise fitoquimica

Os extratos do barbatimdo obtidos foram submetidos a prospeccdo fitoquimica,
seguindo metodologia de Matos (2009), para confirmacdo das classes de metabdlitos
secundarios, utilizando-se o procedimento de Bladt and Wagner (2009). Para confirmacao
da presenca dos triterpenos eesteroides foi realizada a hidrélise do extrato metandlico seco,

com hidroxido de potéssio (0,5mol/L), submetido a refluxo por 1 hora. Os extratos foram
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extraidos com éter etilico e em sequéncia submetidos a reacéo de Liebermann-Burchard.

As analises de caracterizacdo ocorreram em triplicata para os compostos fendlicos
(reacdo de precipitacdo com cloreto férrico), naftoquinona (reacéo &cido/base), flavonoides
(reacdo de cianidina e acido sulfarico), taninos (reacdo com sais de ferro, precipitacdo de
proteinas), cumarinas (KOH/luz ultravioleta), triterpenos e esteroides (reacdo de Liebermann-
Burchard), heterosideos cianogénicos (teste de Guignard), heterosideos cardioativos (teste
de Baljet e de Kedde), alcaloides (Draggendorf), saponinas (reac¢do de Lieberman-Burchard e
o teste de agéo superficial) , os ensaios: reagdo de Liebermann-Burchard (reagéo do nucleo
esteroidal), reacdo de Keller-Killiani e de Pesez (desoxiacUcares) e reacdo de Baljet e de
Kedde (anel lactonico) e aclcares redutores (reacdo de Benedict).

Para determinar a presenca das classes de metabdlitos secundarios as intensidades
das reagOes de caracterizagdo foram classificadas como: 0 (zero) para reacdo negativa (-),
intensidade parcial (x/+ = 10%), baixa (++ = 50%), média (x++ = 75%) e alta intensidade (+++
= 100%), calculando-se a média ao final (FONTOURA et al., 2015).

Quantificacdo dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos.

Os extratos foram solubilizados na concentracdo de 1 mg mL?! em metanol para
realizacdo das analises dos compostos fendlicos e flavonoides. O conteudo de compostos
fendlicos foi determinado de acordo com método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
(DJERIDANE et al., 2006). Paratal, foi adicionado 1,5 mL de solugdo aquosa de carbonato
de sddio 20%, 0,5 mL de reagentede Follin-Ciocalteau (1:10 v/v) e 1 mL de agua destilada
em 100 pL de cada amostra. Apos 30 minutos de reacdo, realizou-se a leitura em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 760 nm. Para o calculo da concentracéo foi
construida uma curva analitica empregando oacido galico como padrdo nas concentracées
de 100- 1000 pug mL2. O resultado expresso emmg de acido galico por g de extrato.

A determinacdo de flavonoides foi realizada segundo metodologia proposta por
(DJERIDANE et al., 2006). Nesta adicionou-se 1000 puL de cloreto de aluminio 2% (AICls.
6H>0) em metanol para cada 1000 pL de cada amostra, com 15 minutos de reacéo. A leitura
realizada em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 430 nm e célculo da
concentracdo de flavonoides utilizando-se curva analitica nas concentracdes de 10- 50 ug
mL. O resultado expresso em mg / g de extrato (Tabela 1).

O teor de taninos foi determinado através do método espectofotométrico de Folin Denis,
com o acido tanico como referéncia (PANSERA et al, 2003). A cada 1 mL de amostra
adicionou-se 1 mL de reagente Folin-Denis e posteriormente 1 mL de carbonato de sédio
25%, deixando reagir por 1 hora e 30 minutos. ApoOs realizou-se a leitura em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 725 nm. Para calcular a concentracdo de
taninos, realizou-se uma curva analitica utilizando padrdes de acido tanico e o resultado

expresso em mg de acido tanico por g de extrato de barbatiméao.

Obtencéo de ovos para o ensaio in vitro
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Foram coletadas amostras de 10 ovinos da Raga Pantaneira, diretamente da ampola
retal, acondicionadas em potes coletores, devidamente identificados e posteriormente
mantidos em isopor refrigerado para imediato encaminhamento ao Laboratério de Doencas
Infecciosas e Parasitérias da Unigran. As amostras foram levadas ao laboratério para a
realizagdo da contagem dos ovos por grama de fezes mediante técnica modificada de Ueno
e Goncgalves (1998). Arecuperacao dos ovos foi realizada quando a contagem média de

ovos por gramas de fezes se mostrasse superior a 2.000 ovos.

Recuperacéo de ovos

A recuperacdo dos ovos seguiu a metodologia descrita por (COLES et al., 1992),
onde o pool de fezes foi homogeneizado em agua morna (40°C), lavado e filtrado em
peneiras com abertura de 75um, 55 um, 45 ym e 35 pm para retencdo dos ovos. Os ovos
foram recolhidos na peneira de35 pm lavados com agua destilada para captagéo e posterior
centrifugacdo, distribuidos em tubos Falcon de 15 ml para centrifugacéo (Quimis®) em 3000
rom por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se solugdo salina
hipersaturada para ressuspensdodo sedimento. Uma nova centrifugacdo foi realizada nas
mesmas condi¢des, sendo 0 sobrenadante depositado em peneira de 35 um com lavagem
em agua destilada para a retencéo dos ovos e posterior coleta e armazenamento em béquer.
O ajuste dos 100 ovos porvolume foi realizado com a contagem destes em 30ul depositados

em laminas em triplicata observados em microscoépio éptico na objetiva de 10X.

Teste da Eclodibilidade dos ovos — TEO

Apl6s a recuperacdo e ajuste da quantidade de ovos por volume, foi realizada a
montagem das placas de 96 pocos. Inicialmente foi realizado um piloto para estabelecer as
doses a serem utilizadas. Apés os resultados obtidos no piloto, estabeleceu-se cinco
concentracdes do extrato 30% (22,5mg de EHCB), 40% (30mg de EHCB), 50% (37,5 de
EHCB), 60% (45mg de EHCB), 70% (52,5mg de EHCB), diluidas em &gua destilada para o
teste de eclodibilidade dos ovos.

A metodologia utilizada nesta etapa foi uma versdo modificada do teste proposto por

Coles et al. (1992) adaptada por Bizimenyera et al. (2006).

Nesta, aproximadamente 100 ovos/vol. foram colocados em placas de 96 pocos, onde
foram testadas cinco concentragbes diferentes do EHCB. Utilizou-se a ivermectina na
concentracdo recomendada pelo fabricante como controle positivo e como controle negativo
foi utilizada &gua destilada. Foram realizadas seis repeticdes de cada tratamento utilizando
um delineamento inteiramente casualizado. As placas foram vedadas com filme plastico
(parafilm) e incubadas sob temperatura de 27 + 1°C em estufa BOD (Thelga®) com leitura
apos 48 hs de incubacéo realizada na propria placa em microscépio invertido (20x). Para
tanto, contou-se os ovos morulados (atividade ovicida), ovoscontendo larva (ndo eclosdo de

ovos larvados) e larvas L1.
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Teste do desenvolvimento larval — TDL

Inicialmente realizou-se o exame de OPG (numero de ovos por gramas de fezes)
utilizando-se a técnica de McMaster, segundo Ueno e Gongalves (1998), para conhecimento
da existéncia de parasitose e posteriormente procedeu-se coprocultura de acordo com a
técnica adaptada de Roberts e O’Sullivan (1950) para a obtencéo de larvas de helmintos.

Neste procedimento foram colhidas fezes diretamente da ampola retal dos ovinos com
o auxilio de luva limpa e lubrificada e elas foram depositadas até a metade de um recipiente
de vidro. Este recipiente foi tampado com uma placa de Petri, mas que permitia a entrada de
ar e procedeu-se a umidificacdo destas com agua. Apds este procedimento o recipiente
permaneceu acondicionado por 8 dias a temperatura de 27 °C+£1°C em estufa BOD (Thelga®)
para o desenvolvimento das larvas. Transcorrido este tempo, o frasco de vidro foi preenchido
com agua destilada e totalmente tampado com a placa de Petri para a inversado brusca. Apos
esta, a placa de Petri foi preenchida com agua destilada limpa o que possibilitou apos quatro
horas a recuperacéo, com auxilio de pipeta, das larvas infestantes que migraram para a agua
limpa.

Ap0s esta recuperacao, 2 ml da suspensao larval e 2 ml de anti-helmintico Ivermectina
ou concentracao do extrato de fitoterapico (ajustados conforme a concentracdo proposta no
tratamento) ou agua foram colocados em um frasco de 30 ml com tampa e mantidos em a
temperatura de 20°C+1°C por 24 horas em estufa BOD (Thelga®). ApOs este periodo
procedeu-se a andlise em microscopio invertido a um aumento de 20X para a classificacédo
de acordo com a movimentagéo das larvas: como normal (em movimento) ou paralisado (sem
movimento observavel durante um intervalo de cinco segundos, segundo a metodologia
adaptada de (LE JAMBRE 1976)

Teste de eficacia

Foram calculadas médias aritméticas da contagem de OPG e da recuperacdo de
larvas antes do tratamento e apds do tratamento. A partir das médias foi calculado o
porcentual de redugdo de OPG e do teste de inibicdo larval e o porcentual de eficacia dos
farmacos (WOOD A'L et al., 1995)Para o primeiro calculo, foram comparadas as contagens
de OPG e quantidade de larvas no dia zero as contagens ap0s o tratamento, de acordo com
a formula: Reducgdo (%) = 100(média de OPG dia zero - média de OPG dia n)/média de
OPG dia zero, em que: dia n é o dia a ser avaliado (24hs e 48 hs apds o tratamento). A
eficacia dos tratamentos, em cada data experimental, foi calculada por meio da seguinte
férmula: Eficacia (%) = 100(OPG médio do grupo controle - OPG médio do grupo

tratado)/OPG médio do grupo controle.

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk confirmou a normalidades do teste de eclobilidade de ovos e

no teste de inibicdo larval, e o teste de bartlett foi utilizado para confirmar sua
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homogeneidade de varidncia. Foi feita um analises de regressdo das diferentes

concentracdes do EHCB utilizados, obtendo assim um resultado linear, no teste de media
realizado optou-se utilizar a concentracdo 70% ja que apresentou maior eficacia para ser
comparado com os tratamentos controles, a estadistica foi feita pelo programa R Studio
11®.

3. Resultados

A analise fitoquimica do EHCB séo apresentadas na Tabela 1, observou-se presenca de
taninos em sua composi¢do. Essa caracteristica desempenhou um papel significativo nos

resultados promissores alcancados na inibicdo do H. contortus.

Efeito do EHCB na eclobilidade de ovos e larvas.

O resultado expressivo de reducao de ovos e larvas de H. Contortus foram reducidos
significativamente, indicando a eficacia do EHCB como antihelmitico.

As diferentes concentracdes de EHCB estudadas foram eficazes (maior que 90%) no
teste de eclobilidade de ovos e no teste de inibicdo larval, sendo a inibicdo de eclobilidade

de ovos e larvas linear a medida que aumentava a concentragao (Figura 2, 6).

Efeito comparativos do EHCB concentragdo 70% contra ivermectina no teste de

eclobilidades de ovos e larvas.

O EHCB quando foi comparado com o tratamento controle invermectina que
observou-se uma reducao no teste de eclobilidade de ovos e na inibicdo larval.

Considerando que as concentragfes utilizadas apresentaram resposta linear e a
concentracao 70% foi a que apresentou maior efocacia pasou-se a fazer uma comparacao
em relacdo com os tratamentos controles agua destilada (controle negativo) e a ivermectina
(controle positivo). Os resultados mostram que houve umaeficécia significava (p < 0,05) do

EHCB em comparacao com o anti-helmintico utilizado (Figura 3, 7).

Tabela 1. Composigéo quimica de compostos secundarios do extrato hidroalcéolico da casca
de barbatim&o(EHCB).

Compostos metabdlicos secundarios

Compostos fendlicos* ++
Flavonoides* +

Taninos* 4

Teor de compostos fendlicos 93,2

(mg/g)
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Teor de flavonoides (mg/qg) 39,1

Teor de taninos (mg/qg) 479,1

A presencga dos compostos metabolicos secundarios foi classificada como: 0 (zero), reacéo negativa (-), intensidade parcial (+/+ = 10%), baixa (++=
50%), média (+++ = 75%) e alta intensidade (+++ = 100%).
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Figura 2. Teste de eclobilidade de ovos utilizando-se Extrato Hidroalcoolico da
Casca Barbatimao como anti-helmintico. A porcentagem do teste representa 0s ovos néo

eclodidos apods 48hs de exposicao aos tratamentos.
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Figura 3. Eficacia em % no teste da eclodibilidade de ovos (TEO) utilizando-se

ivermectina e Extrato Hidroalc6olico da Casca de Barbatim&o como anti-helmintico.
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Figura 4. Grafico demonstrando linha de regressdo do comportamento da eficacia do Extrato
Hidroalcodlico da Casca de Barbatimé&o sobre larvas de nematoides gastrointestinais.
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Figura 5. Atividades anti-helmitica in vitro sobre larvas de nematoides gastrointestinais
usando Ivermectina, Agua destilada e Extrato Hidroalcodlico de barbatim&o. A porcentagem
de eficacia representa a porcentagem de larvas mortas apos 24 horas de exposi¢do aos
tratamentos.

Discussao

Os ovos dos nematoides apresentam trés camadas distintas, de fora para dentro - a
camada vitelinica, a camada quitinosa e a camada basal (MANSFIELD et al., 1992). O
colesterol da camada basal é responsavel pela fluidez e permeabilidade dos ovos (ROTHNIE
et al., 2001). No processo da ecloséo, é formado umfluido durante a embriogénese que
provoca altera¢des bioquimicas na superficie dos ovos,com posterior rompimento e saida da
larva (LUO et al.,, 2017). Os taninos interferem nesse processo de eclosdo, alterando a
permeabilidade dos ovos por meio da ligagdo com proteinas presentes na casca do ovo
(HILLRICHS et al.,, 2012). Em adicdo, os taninos interferem negativamente nos
mecanismos enzimaticos responsaveis pela ecloséo, e essa estrutura proteica presente na
superficie do ovo pode ter facilitado a interagdo com o tanino presente no extrato causando
na inibicdo da eclosio dos ovos (VARGAS-MAGANA et al., 2014). A ac&o inibitéria dos
taninos sobre a eclosdo dos ovos foi demonstrada no presente estudo, onde 0s ovos

apresentaram um aspecto gelatinoso o que impediu a eclosédo do mesmo (Figura 6 e 7).

Figura 6. Ovo do helminto sem tratamento Figura 7. Ovo do helminto exposto aoc EHCB



44
Os resultados sdo similares aos obtidos por Mottin et al (2020), estudando a eficacia

anti-helmintica do extrato de Abarema cochliacarpos, obtiveram uma eficacia de 90% na
inibicdo dos ovos.

Em trabalho realizado por Oliveira et al (2022), para verificar a eficacia anti-helmintica da
planta Solanum lycocarpum observou-se uma reducédo de 83,33% da eclodibilidade larval,
esse resultado traduz a eficiéncia da acdo do principio ativo da planta, semelhante aos
resultados obtidos neste estudo, ja que a planta em questdo (barbatimédo) € possuidora de
tanino que agem diretamente sobre parasitas internos, aumentando assim a capacidade de
resisténcia dos animais infestados.

A Associagdo Mundial para o Avanco da Parasitologia Veterinaria (W.A.A.V.P), no
Guia para avaliacdo da eficicia de anti-helminticos em ruminantes, classificou os produtos
como: altamente eficaz (> 98%), eficaz (90 — 98%), moderadamente eficaz (80 — 90%) e
insuficientemente eficaz (< 80%) (WOOD A’L et al., 1995). Com base nos resultados obtidos no
presente estudo, é possivel classificar 0 EHCB como um anti-helmintico eficaz, sugerindo sua
viabilidade como alternativa & ivermectina no controle de helmintos. Isso ndo apenas destaca a
eficacia do EHCB, mas também sugere sua aplicabilidade pratica como uma opgéo substitutiva na
pratica veterinaria, contribuindo para diversificar e aprimorar as estratégias de controle de parasitas
em pequenos ruminantes, provendo uma abordagem mais sustentavel.

A baixa eficacia observada no controle positivo (Ivermectina) pode ser decorrente do
seu uso frequente no controle dos nematoides gastrintestinais, resultando na selecdo e
propagacao de parasitos resistentes. A ineficacia pratica de um grupo de medicamentos anti-
kelminticos, devido a resisténcia parasitaria, pode surgir em uma propriedade rural por: (a)
fluxo génico em nematoides introduzidos com animais recém chegados, (b) ap6s a exposi¢ao
repetida de nematoides a concentracfes sub-terapéuticas de medicamentos, e/ou (c) pela
selecdo de nematoides resistentes preexistentes, proporcionando-lhes uma vantagem sobre
0s nematoides suscetiveis (MUCHIUT et al., 2018).

O EHCB demonstrou nos testes in vitro eficacia superior quando comparadocom 0s
resultados encontrados para a Ivermectina sobre 0s ovos, respectivamente, apresentando
alta eficacia. Esses resultados representam um potencial efeito anti-helminticopossibilitando

seu uso no controle de nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes.

Efeito do EHCB sobre larvas de Haemonchus c.

O maior destaque referenciado a plantas taniferas se da, provavelmente, sobre o modo
de acdo no estabelecimento larval, quando as larvas de estégio infectante sdo ingeridas, elas
prontamente tém contato com um ambiente consideravelmente desfavoravel a sua atuacgéo,
devido a presenca de taninos no trato gastrintestinal.

Seguindo os conceitos de (HOSTE et al., 2006) os taninos afetam 0s processos

biol6gicos dos nematddeos, dependendo de suas formas de complexacdo com as varias
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estruturas do parasito, como bainha, cuticula, sistema digestivo ou reprodutivo.

A habilidade dos taninos a se ligarem as proteinas e alterar as propriedades fisicas e
guimicas das mesmas devem ser considerados, especialmente porque a bainha e a cuticula
dosnematoides sdo compostas de prolina e hidroxiprolina (MANSFIELD et al., 1992).

As larvas sdo limitadas por uma cuticula verdadeira de material extracelular em
forma de liga¢des cruzadas de coldgenos e proteinas insolUveis sintetizadas e secretadas
pela hipoderme (HALTON, 2004). A cuticula é metabolicamente ativa e morfologicamente
especializada para absorcdo seletiva de nutrientes e osmorregulagdo. (ALVAREZ et al.,
2007).

Figura 8. Larva do helminto sem tratamento  Figura 9 Larva do helminto exposto ao EHCB

Adama et al., 2009 relataram que plantas Anogeissus leiocarpus e Daniellia Oliveri
contendo taninos, exibiram uma atividade anti-helmintica ao suprimir H. contortus adulto. A
morte desses vermes estava provavelmente relacionada a danos em diversas partes do
corpo do verme (regido bucal e cuticula) devido ao contato com os taninos, como mostrado
na Figura 9.

Baihagi et al. (2020) e Baihagi et al. (2020) enfatizaram gque 0s compostos ativos de
plantas ricas em taninos causam danos as partes do corpo do verme, incluindo cuticulas,
esobfago, trato reprodutivo e cavidade bucal. Barone et al 2018 relataram que danos e
agregados foram encontrados na regido bucal de H. contortus que entrou em contato com
taninos de videiras de cranberry. Em contraste, observou-se que os vermes que néo foram
expostos aos compostos activos eram normais (Figura 8). Tresia et al.(2016) relataram que
a atividade anti-helmintica € exercida sinergicamente por compostos ativos em plantas,
danificando a cuticula e alterando o formato dos poros e a permeabilidade da cuticula do
verme.

Brunet et al., (2011) compararam a ultraestrutura de larvas de tercer estagio combainha
e sem bainha de H. contortus, as quais foram colocadas em contato com extrato de O.
viciifolia. Onde foram observadas alteracdbes na camada hipodérmica, presenca de
numerosas vesiculas no citoplasma e degeneracdo das células musculares e intestinais,
resultando na morte larval. A frequéncia das lesdes foi diferente, sendo que as alteracfes
superficiais (camada hipodérmica e células musculares) foram mais frequentes em larvas

embainhadas, enquanto que as larvas desembainhadas apresentaram maior incidéncia de
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alteracGes nas camadas mais profundas (células intestinais). Essas diferencas sugerem que

as acOes do extrato em diferentes tipos celulares dependem da presenca ou nao da bainha.
Nas larvas embainhadas, as lesdes podem estar associadas com a cuticula, provavelmente
devido aum bloqueio de trocas a traves da cuticula com o meio ambiente, podendo resultar
na asfixia ou toxidade devido ao acumulo de metabolitos do produto. As lesdes das células
intestinais das larvas desembainhadas podem ser em decorréncia da ingestdo dos
metabolitos presentes no extrato, podendo interferir com os processos de digestdo e afetar a
nutricdo. Segundo Martinez et al. (2013) as altera¢gBes estruturais nos parasitos expostos
aos extratos de plantas podem afetar a motilidade e nutrigdo com possiveis consequéncias
na reproducéo.

No contexto do estudo mencionado, a planta de barbatimdo é conhecida por ser rica

em taninos, substancias que tém propriedades anti-helminticas.

Os taninos sao compostos polifendlicos que podem interagir com as proteinas
presentes nos parasitos, levando a mudancas na sua estrutura tridimensional. Isso pode
resultar em danos as membranas celulares, comprometendo a integridade estrutural dos
parasitos. Além disso, os taninos podem interferir nos processos de absorcdo de nutrientes
pelos parasitos, afetando sua nutrigcdo.

A motilidade dos parasitos também pode ser comprometida devido as alteracbes nas
estruturas musculares ou no sistema nervoso causadas pela exposicdo aos compostos
presentes nos extratos de plantas. Isso pode resultar em uma reducdo na capacidade dos

parasitos de se locomoverem e se alimentarem eficientemente.

No que diz respeito a reproducdo, as mudancas estruturais nos 6rgaos reprodutivos
dos parasitos podem ocorrer como resultado da exposi¢cdo aos taninos presentes na planta.
Isso pode afetar a capacidade dos parasitos de se reproduzirem com sucesso, levando a

uma diminuicdo na populagéo parasitaria.

Quanto aos resultados observados no estudo em questdo, a eficacia do EHCB no
desenvolvimento larval de H. contortus pode ser atribuida a acdo dos taninos presentes na
planta de barbatimdo. Os taninos desempenham um papel crucial na interferéncia nos
processos vitais do parasito, impedindo seu crescimento e desenvolvimento.

Resultados similares foram obtidos por Von Son et al., (2012) que avaliaram a
atividade anti-helminticade cinco diferentes plantas ricas em taninos, constatou que houve
um efeito inibidor sobre a motilidade e desembainhamento de larvas de H. contortus.

Segundo Cabardo et al.; (2017), utilizando extrato aquoso da folha de moringa na
inibicdo do desenvolvimento larval de H. contortus de ovinos observaram eficcia in vitro de
92,50%, resultado similar ao deste estudo, onde foi apresentado uma eficacia de 98,53%,
semelhante ainda aos resultados obtidos por (MOTTIN, 2020), que obtiveram uma eficacia
de 92% sobre as larvas infestantes utilizando extrato etandlico bruto de A. cochliacarpos.

Assim também os resultados concordam com o realizado por Cavalcante et al.,

(2016), que avaliaram o efeitoanti-helmintico in vitro do extrato acetato de etila do latex da C.
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procera contra H. contortus quedemostrou ter eficacia de 99,8% sobre a inibicéo larval.

A exposicdo a extratos de plantas, como o EHCB, pode induzir altera¢des estruturais
nos parasitos que afetam sua motilidade, nutricAo e reproducdo. Essas mudancas séo
muitas vezes atribuiveis a compostos especificos presentes nas plantas, como os taninos no
caso do barbatimdo, que demonstram propriedades anti-helminticas e sdo responsaveis
pelos efeitos observados no desenvolvimento larval de H. contortus.



4, Conclusao

O uso da concentragéo de 70% do EHCB apresentou uma alta eficacia in vitro

sobre helmintos de Hemonchus contortus.
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Consideracdes finais

A pesquisa que aborda a vasta diversidade dos compostos bioldgicos do Cerrado
brasileiro, com potencial aplicagdo na producdo animal, desempenha um papel
fundamental na ampliagdo do conhecimento e na geracdo de produtos mais
sustentaveis.

A aplicacao do extrato hidroalcodlico da casca do barbatimdo como anti-helmintico em
ovinos, nas concentracfes testadas, revelou efeitos satisfatorios de eficécia, indicando
seu potencial como substituto viavel aos medicamentos alopaticos convencionais.

Este resultado aponta para a possibilidade de avaliacbes mais aprofundadas em
estudos futuros. Levando em consideragdo que maiores concentracdes que 70%
dificultam a visibilidade tanto nos ovos como nas larvas, o que poderia influenciar nos
resultados.

Além disso, a identificacdo das fungbes e acdes benéficas de espécies do Cerrado,
como o barbatim&o na forma proposta (base casca), reforga a importancia de preservar

esse bioma. Essa constatacdo fornece mais uma razao para a conservacao do Cerrado



