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RESUMO

O controle de nematddeos gastrointestinais em ovinos ainda se mostra um grande desafio para o avango
da producdo brasileira. Faz-se uso de moléculas sintéticas amplamente distribuidas no mercado,
entretanto, a resisténcia a elas mostra-se cada vez mais comum. Sendo, portanto, o uso de novos métodos
efetivos de controle das parasitoses. Logo, uso de plantas como agentes antiparasitarios se mostra
promissor. Portanto, esse estudo tem a finalidade de investigar o uso de extrato de Croton sp, como
agente antiparasitario, comprovando cientificamente a sua utilizacdo frente a larvas de nematddeos
gastrointestinais de ovinos. Para avaliacdo antiparasitaria foram utilizadas dois ml nas doses CL50%
(197ug/ml) e CL100%(394ug/ml) e adicionadas nas fezes(2g) dos animais parasitados naturalmente. A
dose foi determinada a partir do teste de toxicidade com Artemia salina. A eficicia demonstrada pela
planta para o tratamento dos ovos e larvas de nematddeos gastrintestinais de ovinos, em média geral, se
mostrou de 20% na DL50% e — 46% na DL100%. Na identificacdo dos géneros de nematodeos
gastrintestinais de ovinos através da coprocultura identificou a predominancia do género Haemonchus sp.
em todos os grupos tratados e no grupo controle. Conclui-se que o extrato etanélico de Croton sp na
concentracdo 197ug e 394ug apresentaram baixa eficiéncia sobre nematddeos gastrintestinais de ovinos,
sugerindo que outras concentracfes sejam testadas para que se observe uma atividade anti-helmintica.
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Phytochemical prospecting, anthelmintic potential and
toxicological analysis of the ethanol extract of Croton sp. on
eggs and larvae of gastrointestinal nematodes of sheep in the

state of Acre, western Amazon

ABSTRAT
The control of gastrointestinal nematodes in sheep is still a great challenge for the Brazilian production.
Synthetic molecules widely distributed in the market are used, however, resistance to them is increasingly
common. Therefore, the use of new effective methods of parasitic control. Therefore, use of plants as
antiparasitic agents shows promise. Therefore, this study aims to investigate the use of extract of croton
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sp as an antiparasitic agent, scientifically proving its use against larvae of gastrointestinal nematodes of
sheep. For the antiparasitic evaluation, two mls were used at doses CL50 (197ug / ml) and CL100 (394ug
/ ml) and added in the faeces (2g) of naturally parasitized animals. The dose was determined from the
toxicity test with Artemia salina. The efficacy demonstrated by the plant for the treatment of eggs and
larvae of gastrointestinal nematodes of sheep, was 20% in LD50% and - 46% in DL100%. In the
identification of the genera of gastrointestinal nematodes of sheep through coproculture identified the
predominance of the genus Haemonchus sp. in all treated groups and in the control group. It is concluded
that the ethanolic extract of croton sp in the concentration 197ug and 394ug showed low efficiency on
gastrointestinal nematodes of sheep, suggesting that other concentrations are tested for an anthelmintic
activity.

Keywords: Créton. Antiparasitic. Sheep.

INTRODUCAO

A populagdo de ovinos no Estado do Acre, em 2006 era de mais de 53.000
animais (LIMA, 2008). Sendo assim, o estado ainda apresenta uma pequena quantidade
de animais em comparacdo com outros estados da federagdo, porém, as infeccdes por
parasitose mostram-se como uma das maiores causas de perda na producéo, atacando
animais de rebanhos de todo o pais (ARO, 2006). E comum a criacio destes animais em
pequenas aéreas onde ocorre a superlotacdo, isso faz com que a propagacdo das
verminoses seja facilitada (AMARANTE, 2004). Soma-se, a isso, a falta de preparado
no manejo, alimentacdo precéria e o aumento normal de parasitas em épocas de chuva.
Outro importante fator agravante da situacao € a resisténcias parasitarias para principios
ativos tradicionais (SOTOMAIOR; THOMAZ-SOCCOL, 1998). Por ser um dos
principais problemas envolvendo a criacdo de pequenos ruminantes, a busca por novas
formas de tratamento vem ganhando cada vez mais espa¢o no campo cientifico (ARO,
2006). Pois, a eficacia dos principios ativos presentes no mercado se mostra cada vez
menor (VIEIRA, 2008). Por isso, 0 uso de plantas como substituto aos medicamentos
quimicas vem ganhando destaque, pois, além de serem produtos naturais elas
apresentam maior margem de seguranca e menor perigo de deixar residuos nos produtos
carneos e no meio ambiente (CHAGAS, 2004). Para comprovar que uma planta
realmente possui caracteristicas que podem enquadrar ela como um possivel agente
antiparasitario deve-se realizar uma série de testes, a fim de avaliar seu carater toxico e
quais sdo os componentes delas que possuem tal fator de inibicdo parasitaria
(WOLSTENHOLME et al., 2004). Entre esses testes estdo 0s in vivo e in vitro, eles
servem como triagem, para saber se dada planta possui acdo desejada (OLIVEIRA,
2013). Os testes in vitro, sdo de vital importancia na rotina laboratorial, tendo em vista,
gue ndo requerem grandes investimentos, simples de realizarem e ndo sofrem influéncia

do organismo animal, como nos casos dos testes in vivo (DEMELER et al., 2012). O
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presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiparasitaria do extrato
etandlico do Croton sp. sobre ovos e larvas de nematodeos gastrintestinais de ovinos
infectados naturalmente na regido de Rio Branco, AC.

METODOLOGIA
Comissao de ética

O experimento foi submetido ao Comite de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Acre-UFAC (protocolo nimero 10/2018).

Localizacédo e caracterizacdo da area em estudo
O experimento foi desenvolvido nos laboratorios de Toxicologia e Plantas
Téxicas da UFAC, no laboratorio de Produtos Naturais da Fundacdo de apoio de

Pesquisa do estado do Acre — FAPAC e no centro de confinamento de ovinos/UFAC.

Material vegetal

A coleta do material boténico foi realizada baseando-se nas metodologias de
Cartaxo et al., (2010). A planta foi coletada no parque zoobotanico do Campus da
UFAC de Rio Branco (9,5°39°29" sul e a 67°48'36" oeste), sendo identificadas e
depositadas no herbario desta instituigao.

Obtencao do extrato organico

Folhas do Croton sp foi coletado e colocado para secagem ao ar livre por 48
horas, em seguida levado a estufa de ventilacdo forcada a 60 °C por 24 horas, logo apds,
pesado e moido. A obtencdo dos extratos etandlicos seguiu a metodologia descrita por
Mattos (1997) e foram realizadas no laborat6rio de produtos naturais da Fundacdo de

apoio de Pesquisa do estado do Acre -FUNTAC.

Experimento in vitro
Ensaios de toxicidade — Artemia salina Leach

Para analise de toxicidade do extrato do Croton sp. utilizou a metodologia de
Araujo et al., (2010). Uma solucdo salina (com sal marinho) na concentragdo 3,5%
(m/v) foi preparada, sendo o pH ajustado entre 8,0 — 9,0 acondicionando-se gotas de

uma solugdo 0,1 mol L™ NaOH (Merck). Esta solugdo foi utilizada para a eclosdo dos
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ovos da A. salina L. e no preparo das outras dilui¢cbes. Os ovos foram colocados para
eclodir na solucéo salina, por 48 horas, com aeracdo constante e temperatura controlada
de 25°C. Serdo transferidas 10 larvas de A. salina L. para tubos de ensaio contendo a
solucdo salina e amostras a serem testadas, nas seguintes concentracfes dos extratos
(100 ug, 500 ug, 1000 ug). A contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apos
24 h. Por se tratar de um crustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e
sedimentacgdo séo os indicadores de morte do mesmo. Os testes foram acompanhados de
controle negativo, somente com agua salina, e positivo com uma solucdo de K2Cr207
0,1 mol L (dicromato de potassio). DL 50 foi estimada a partir da regressdo linear
simples, por meio da correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a
concentracdo do extrato. Para o calculo da CL50% utilizou-se o método de Anélise de
Probits, de acordo como o teste de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al.,
1977) com intervalos de confianca de 95%, utilizando o software TRIMMED (versao
1.5).

Prospeccdao fitoquimica

O extrato etandlicos foi submetido a uma série de reacdes de caracterizacao
fitoquimica: acUcares redutores, alcaloides, compostos fendlicos, flavondides, &cidos
organicos, antraquinonas, saponinas, taninos e triterpenos e esteroides, sendo realizadas
em triplicatas. Os testes fitoquimicos foram realizados com base nas reacdes cromaticas
e de precipitacdo conforme descrito por Simdes et al., (2001). Os testes foram realizados

no laboratério de quimica da UFAC.

Atividade bioldgica dos extratos do Croton sp sobre ovos e larvas de nematddeos
gastrintestinais de ovinos infectados naturalmente

Para obtengdo dos ovos e larvas de helmintos, foram utilizados seis ovinos
adultos mestico Santa Inés/Doorper naturalmente infectados e mantidos sem tratamento
anti-helmintico por pelo menos 60 dias, provenientes de uma propriedade particular da
regido do Baixo Acre criados em sistema semi-intensivo e com indicador parasitolégico
de contagem média de 1000 ovos por gramas de fezes (OPG), segundo o método de
Gordon e Whitlock modificado (UENO; GUTIERRES, 1983). Para avaliar sua
atividade ovicida e larvicida, foram realizadas coproculturas usando a metodologia de

Robert e O Sullivan (1950). Adicionou 2 ml do extrato etandlico a uma concentragdo a
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ser determinada de acordo com o teste de toxicidade (citada anteriormente) as culturas
fecais contaminadas naturalmente por nematddeos gastrintestinais. No grupo controle
negativo utilizou agua destilada. Todos os tratamentos foram realizados em triplicatas.
As amostras foram colocadas em estufas BOD para o controle da temperatura e
umidade. Apos sete dias, realizou a recuperacdo e contagem de larvas infectantes (L3)
em microscopio Optico. Para avaliar a eficiéncia do extrato sobre ovos e larvas nos
diferentes tratamentos, utilizou a formula adaptada descrita por Camurga-Vasconcelos
et al. (2007): ET: L3 inicial —-L3 do grupo tratado/L3 inicial onde: L3 inicial
corresponde a estimativa do niumero de larvas em cada coprocultura L3 do grupo tratado
corresponde 0 numero de larvas recuperadas apos oito dias de incubacgdo nos diferentes

tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados fitoquimicos demonstraram a presenca de compostos bioativos

indicativos de atividade anti-helmintica (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados dos testes de Prospeccdo Fitoquimica.
Fendis e Taninos: +
Saponinas: +
Esteroides Triterpendides: +
Alcaléides (Dragendorff): -
Alcal6ides (Bouchardat): Ndo Realizado
Alcal6ides (Mayer): -
Alcaldides (Bertrand): -
Flavondides: Inconclusivo
Acucares Redutores: Inconclusivo
Acidos Organicos: -
+ reacdo positiva, - reacdo negativa

A prospecgdo fitoquimica tem como finalidade ter conhecimento dos
metabolitos secundarios presentes na planta e ter uma base se ela tem potencial como
agente antihelmintico. O principal metabolito encontrado foram os taninos, principal
composto bioativo com atuacédo antiparasitaria.

O teste comprovou que o Croton possui taninos e alguns outros componentes de
interesse. Vérias pesquisas tém confirmado que taninos condensados tém participacao
direta no controle de nematddeos de pequenos ruminantes (OLIVEIRA et al., 2011). A

primeira hipotese se deve a ligacdo dos taninos condensados as proteinas encontradas na
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bainha cuticular das larvas de nematodeos (HOSTE et al., 2006), assim afetando a sua
cuticula e impedindo a evolugéo do estagio infectante para estagio parasitario por alterar
suas propriedades quimico-fisicas (NERY et al., 2010; MACEDO et al., 2012). De
forma indireta os taninos condensados ligam-se as proteinas da dieta e protege da
degradacdo ruminal, aumentando o fluxo de proteinas na absorcdo no intestino delgado
o0 que favorece ao aumento nutricional e numa melhora na resposta imunitaria contra os
parasitas (HOSTE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

Além dos taninos condensados, outros metabdlitos secundarios como 0s
triterpenoides, saponinas, flavonoides e esteroides tem sido implicados com atividade
anti-helmintica de pequenos ruminantes. (MONTEIRO et al., 2011; FOSTER et al.,
2011; EGUALE et al., 2007).

O teste de toxicidade com Artemia salina determinou uma concentracao letal de
50% de 197ug/ml.

Através dos testes realizados com a CL-50% o Croton ndo obteve uma eficécia
esperada, onde, o extrato teve uma eficacia de apenas 22% sobre as larvas analisadas.
Pode-se perceber que o género Haemonchus sp teve predominancia com 96,75% em
relacdo aos outros géneros.

Na anélise da CL-100% o Croton obteve uma eficécia de 46%, ou seja, o dobro
de eficiéncia sobre a CL-50%, no entanto é possivel que concentracdes acima da dose
estudada no presente trabalho possam obter resultados mais interessantes. Sendo assim,
se faz necessaria a revisdo dos testes, e alteracdes nas concentracdes utilizadas. A fim de
que seja encontrada uma dose mais responsiva, e consequentemente, mais adequada, no
que diz respeito a grau de inibicdo e percentual de eficacia do produto. Assim sugerindo
novas pesquisas com doses mais elevadas do créton. Outro dado importante € que o
género Haemonchus sp, teve predominancia em comparacdo com 0S outros parasitas.
Em todos os grupos e repeticdes esse género de parasita apareceu com mais de 90%.
Tabela 2.

Tabela 2 - Média de larvas encontradas em coprocultura dos grupos controle e tratamento. Média
apresentada por género e média geral.

Género Haemonchus  Oesophagostomum  Trichostrongylus Média Geral Eficacia
Grupo sp. sp. sp. Produto %
Tratamento CL 1171(96,75%) 25(3,32%) 3(0,25%) 2212(100%) 22%

50% (197ug.)

Tratamento 792(95,84%)  32(3,96%) 3(0,20%) 827(100%)  46%
CL100%(349ug

Controle 1455(94.50%) 3.6(0.24%) 81(5.25%) 1540(100%)
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CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato de Croton sp na concentragdo 197ug/ml e 394pug/mi
apresentaram baixa eficiéncia sobre nematddeos gastrintestinais de ovinos, sugerindo
que outras concentracfes sejam testadas para que se observe uma melhor atividade anti-

helmintica.
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