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RESUMO

Este estudo descreve a avaliacdo de extratos e fracdes de Agave sisalana (sisal) sobre
nematoides gastrintestinais e seus efeitos toxicos em caprinos. As atividades ovicida e
larvicida in vitro dos extratos aquoso (EA), acetato de etila (EE), fracdes flavonoidica (FF) e
saponinica (FS) obtidos do residuo de sisal foram avaliadas através dos ensaios de inibi¢ao da
eclosdo de ovos e de migracdo larvar. No teste anti-helmintico in vivo, 30 animais foram
distribuidos em trés grupos: GI, tratado com EA (1,73 g/kg/dia) durante oito dias; GII, tratado
com levamisol e o GIII, sem tratamento. O efeito citotoxico dessas fragdes foi investigado em
células Vero pelos testes de MTT e azul de tripan. As CEs( sobre ovos foram de 4,7, 0,1 e
0,05 mg/mL para EA, EE e FF, respectivamente. No teste de migragdo larvar, maior eficacia
foi observada para FS (64,1%). Na avaliacdo in vivo, os percentuais de redugdo da contagem
de ovos foram de 50,3(GI) e 93,6 (GII), e de larvas L3 corresponderam a 80 (GI) e 85,6 (GII).
O EA nao interferiu no numero de parasitos adultos. Os EA, EE e FS foram citotoxicos, com
Clso de 570, 180 e 13,7 ng/mL, respectivamente. O sisal possui a¢do ovicida, e a analise da
fragao mais ativa (FF) indicou a presenga de um homoisoflavonoide. Os efeitos in vitro sobre
larvas e células Vero estdo relacionados com a fracdo saponinica. O tratamento anti-
helmintico in vivo com o EA mostrou moderada atividade contra ovos e estadios de vida livre,
ndo apresentando evidéncias de toxicidade.

Palavras-chave: Agave sisalana. Flavonoides. Saponinas. Anti-helmintico. Toxicidade.
Caprinos



ABSTRACT

This study describes the evaluation of extracts and fractions of Agave sisalana (sisal) on
gastrointestinal nematodes and their toxic effects in goats. The in vitro anthelmintic activity of
aqueous (AE), ethyl acetate (EE) extracts, flavonoids (FF) and saponins fractions (SF)
obtained from sisal residue were determined through the egg hatch assay (EHA) and L;
migration inhibition (LMI). For the in vivo test, 30 animals were distributed into three groups:
GI, was treated with AE (1.7 g/kg/day) for eight days; GII, was treated with levamisole; and
GIII, was left untreated. The cytotoxic effects of extracts and fractions were investigated in
Vero cells by MTT and trypan blue tests. The ECsg on eggs were 4.7, 0.1 and 0.05 mg/mL for
AE, EE and FF, respectively. In the LMI, the greatest efficacy was observed in the SF
(64.1%). In vivo evaluation, the reductions of faecal eggs counts were 50.3 (GI) and 93.6
(GII), and of the total number of L3 larvae were 80 (GI) and 85.6 (GII). The AE did not affect
the count of adult parasites. The AE, EE, and SF were cytotoxic, with ICsy of 570, 180 and
13.7 mg/mL, respectively. The sisal showed ovicidal action and the analysis of the most
active fraction (FF) indicates the presence of a homoisoflavonoid. The in vitro effect on larvae
and Vero cells is related to the saponinas fraction. The in vivo anthelmintic treatment with AE
showed moderate activity against eggs and free-living stages, with no evidence of toxicity.

Keywords: Agave sisalana. Flavonoids. Saponins. Anthelmintic. Toxicity. Goats



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estudos in vitro sobre o efeito de plantas contra nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes

Tabela 2: Estudos in vivo sobre atividade anti-helmintica de plantas em caprinos
Tabela 3: Média, desvio padrdao (DP) e percentual de reducdo (%) do ntimero de
ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos tratados com o extrato aquoso de
A. sisalana

Tabela 4: Média, desvio padrao (DP) e percentual de reducdo (%) do ntimero de
larvas de terceiro de estadio de nematoides gastrintestinais, obtidas de culturas de
fezes de caprinos tratados com o extrato aquoso de 4. sisalana

Tabela 5: Média, desvio padrdao (DP) e percentual de reducdo (%) do nlimero de
nematoides gastrintestinais (L4 e Ls) recuperados de caprinos, apds o tratamento
com o extrato aquoso de A4. sisalana

Tabela 6: Média e desvio padrao do peso (kg) de caprinos tratados com o extrato
aquoso de 4. sisalana

Tabela 7: M¢édia, desvio padrdo de pardmetros hematoldgicos de caprinos
tratados com o extrato aquoso de 4. sisalana

Tabela 8: Média, desvio padrdo de marcadores bioquimicos séricos e proteina
plasmatica total de caprinos tratados com o extrato aquoso de 4. sisalana

21

28

59

60

61

62

63

64



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: A: A. sisalana: planta adulta; B: inflorescéncia; C: bulbilhos; D: frutos
maduros; E: corte do fruto com sementes

Figura 2: Estrutura basica de uma saponina esteroidal espirostano

Figura 3: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracao

Figura 4: Estrutura quimica de flavonoides e homoisoflavonoides isolados de A.
sisalana

Figura 5: Obtencao de extratos e fragdes a partir do residuo de A. sisalana
Figura 6: Média e desvio padrao do percentual de inibi¢do da eclosdao de ovos de
nematoides gastrintestinais com extratos e fragdes de A. sisalana

Figura 7: Média e desvio padrao do numero de larvas de nematoides
gastrintestinais recuperadas no teste de migragdo apos o tratamento com extratos
e fracoes de A. sisalana

Figura 8: Alteracdes histologicas hepaticas no grupo I: hepatdcitos tumefeitos e
vacuolizados (HE400X)

Figura 9: Alteracdes histoldgicas renais no grupo I (HE400X)

Figura 10: Percentual de viabilidade de células Vero, pelo teste de MTT, apos o
tratamento com extratos e fracoes de A. sisalana

Figura 11: Percentual de células viaveis, pelo teste azul de tripan, apos o
tratamento com extratos e fracoes de A. sisalana

Figura 12: Cultivos de células Vero apds 24hs de exposicdo aos extratos e
fragdes de A. sisalana (Obj x20)

Figura 13: Perfil cromatografico em 280 nm da fracdo flavonoidica de A.
sisalana

Figura 14: Perfil cromatografico em 240 nm da fracdo saponinica de A. sisalana

32
34
36
37

50
57

58

65

66
67

67

68

70



10

LISTA DE ABREVIATURAS

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

CEs(: concentracao efetiva para inibir 50%

CEyo: concentracao efetiva para inibir 90%

Clso: concentragao inibitoria 50%

CLAE-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de fotodiodos
DMEF: dimetil formamida

EA: extrato aquoso

EDTA: 4cido etileno diaminotetracético

EE: extrato acetato de etila

FF: fracdo flavonoidica

FS: fracdo saponinica

GGT: gama glutamiltransferase

kg: kilograma

L,: larvas de primeiro estadio

L,: larvas de segundo estadio

Ls: larvas de terceiro estadio

MeOH: metanol

mg: miligrama

mL: mililitro

LLg: micrograma

MS: matéria seca

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
OPG: ovos por grama de fezes

PV: peso vivo

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SDS: duodecil sulfato de sédio

VERO: linhagem celular de rim de macaco verde africano



2.1
2.2

23
23.1
232
233
2331
2332
234
24

2.5

3.3

3.3.1
332
3.4

3.4.1
3.4.2
343
3.44
3.4.5
3.5

3.5.1
352
3.53
354
3.6

4.1
4.1.1
4.1.2
4.2
4.2.1
4.2.2
423
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DA LITERATURA

PARASITOSES GASTRINTESTINAIS DE CAPRINOS

PLANTAS COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA EM PEQUENOS
RUMINANTES

Agave sisalana Perr.(SISAL)

Distribuicio geografica e producao de fibras e residuo

Descriciao botanica

Constituicio e composicao quimica

Saponinas

Flavonoides

Atividades biologicas

ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA E TOXICIDADE DE SAPONINAS
ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA E TOXICIDADE DE FLAVONOIDES

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DO RESIDUO DE 4. sisalana

OBTENCAO DOS EXTRATOS ¢ FRACOES FLAVONOIDICA E
SAPONINICA

AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VITRO

Atividade ovicida

Atividade larvicida

AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VIVO

Animais

Tratamento

Analises parasitologicas

Avalia¢ao dos parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos
Avaliacio anatomo-histopatolégica

AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Cultivos de células

Tratamento dos cultivos de células

Avaliacao da funcdo mitocondrial pela reducdo do MTT

Avalia¢do da integridade da membrana pela exclusio ao azul de tripan
ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS

AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VITRO

Atividade ovicida

Atividade larvicida

AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VIVO

Analises parasitologicas

Avaliaciao dos parametros clinicos, hematologicos e bioquimicos
Avaliacdo anatomo-histopatoldgica

AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO
ANALISES DAS FRACOES DE A. sisalana POR CLAE-DAD

11

13
15
15
19

30
30
30
33
33
35
37
39
43

48
48
48

51
51
51
52
52
53
53
53
54
54
54
55
55
55
56

57
57
57
58
58
58
61
65
66
69



DISCUSSAO
CONCLUSOES
REFERENCIAS

ANEXOS

12

71

78

79

90



13

1 INTRODUCAO

A caprinocultura representa uma das principais atividades econOmica na regido
Nordeste do Brasil, ¢ vem despontando no cenario pecudrio nacional como opg¢ao de
diversificacdo da producdo, inser¢do de pequenos produtores no agronegocio e fixacdo do
homem no campo (SOUZA, 2007). A maioria dos rebanhos caprinos ¢ explorada em sistema
extensivo, ndo sendo adotadas praticas adequadas de manejo alimentar e sanitario, o que vem
contribuindo para o baixo desempenho produtivo e reprodutivo destes rebanhos. Dentre os
problemas sanitarios que acometem esses animais, destacam-se as parasitoses gastrintestinais
(VIEIRA, 2008).

As infecgdes parasitarias causadas por nematoides gastrintestinais constituem uma das
enfermidades mais frequentes em caprinos, € sdo responsaveis por prejuizos economicos
significativos em decorréncia da perda de peso, crescimento tardio e reducao da produgdo de
leite. O método de controle das verminoses mais empregado € o uso de anti-helminticos sintéticos
(MOLENTO et al.,, 2011). Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia dos nematoides
gastrintestinais aos medicamentos comercializados, associado aos riscos da presenca destes
produtos no meio ambiente e em alimentos de origem animal, tem incentivado a busca de
novos principios ativos que sejam menos toxicos e mais eficientes (NERY et al., 2009).

Neste contexto, os produtos de origem vegetal para o tratamento das parasitoses
merecem destaque, uma vez que poderdo contribuir para a redugdo do uso de substancias
sintéticas e prolongar a vida util dos medicamentos disponiveis (VIEIRA, 2008). O Brasil
apresenta uma vasta flora que propicia a busca de compostos ativos com atividade anti-
helmintica devido a sua diversidade de espécies vegetais (ALMEIDA et al., 2007), incluindo
a Chenopodium ambrosioides (KETZI et al., 2002), a Eucalyptus staigeriana (MACEDO et
al., 2010) e a Carica papaya (BUTTLE et al., 2011) com atividade antinematoide in vivo em
pequenos ruminantes. Este efeito antiparasitario estd relacionado a ag¢do dos metabolitos
secundarios, como taninos, alcaloides, glicosideos e saponinas (ATHANASIADOU e
KYRIAZAKIS, 2004).

A Agave sisalana (sisal) ¢ a principal fonte de extracdo de fibras duras do mundo,
correspondendo a aproximadamente 70% da producao comercial de todas as fibras desse tipo.
O Brasil se destaca como maior produtor e exportador mundial de sisal, sendo a exploragao
concentrada na regido Nordeste, principalmente no estado da Bahia (SANTOS, 2006). O
cultivo do sisal ¢ de grande importancia para a economia nordestina porque torna produtivas

areas semi-aridas, com poucas opgoes de exploragdo de outras culturas, devido as condigdes
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climaticas desfavoraveis da regido. Durante o processamento das folhas para a producdo de
fibras apenas 4% das mesmas sdo aproveitadas, sendo o restante descartado na forma de
residuo (BANDEIRA e SILVA, 2006).

Para o aproveitamento do residuo de sisal, estudos t€ém indicado a sua utilizagcdo como
adubo organico (BANDEIRA e SILVA, 2006), suplemento na alimentacdo de ruminantes
(GEBREMARIAM e MACHIN, 2008) e matéria-prima para a produ¢do de medicamentos
(DEBNATH et al.,, 2010). Uma melhor exploracdo do sisal podera contribuir para a
diversificacao do setor agropecuario brasileiro, por agregar valor aos produtos manufaturados
e preservar o meio ambiente pelo o uso racional desses residuos.

A A. sisalana apresenta diversas atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana
(SANTOS et al., 2009), antifingica (PIRES e PURCHIO, 1991), inseticida (KERIKO e
MUTUA, 2008) e anti-helmintica (DOMINGUES et al., 2010). Dentre os fitoquimicos
isolados desta planta, destacam-se acidos graxos, esteroides, poliol, saponinas esteroidais e
flavonoides (ZOU et al., 2006; CHEN et al., 2009; BRANCO et al., 2010).

Os efeitos antiparasitario de saponinas e flavonoides extraidos de plantas t€ém sido
descritos (LAKSHMI et al.,, 2010; DOLIGALSKA et al.,, 2011). As saponinas sao
constituidas por um ntcleo lipofilico ligado a uma ou mais cadeias de carboidratos
hidrossoluveis, e apresentam acdo detergente e emulsificante. As atividades bioldgicas das
saponinas estdo relacionadas com sua capacidade de formar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipideos das membranas, o que pode levar a desestabilizacdo das membranas
e consequente aumento da permeabilidade celular (SCHENKEL et al., 2010). A agdo de
flavonoides sobre parasitos tem sido associada as alteragdes na atividade de varias enzimas
e/ou nos processos metabolicos (KERBOEUF et al., 2008).

A eficacia anti-helmintica in vitro do residuo liquido de sisal foi demonstrada sobre
ovos e larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos (SILVEIRA, 2009; DOMINGUES et
al., 2010). A administragdo por via oral desse residuo em caprinos resultou em baixo
percentual de reducdo do numero de parasitos adultos e ndo influenciou nos pardmetros
clinicos, hematologicos e bioquimicos dos animais (DOMINGUES et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos in vitro de extratos e fragdes
de A. sisalana sobre ovos e larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos e investigar a
citotoxicidade sobre cultivos de células Vero (linhagem celular de rim de macaco verde
africano), além de determinar in vivo a eficicia anti-helmintica do extrato aquoso e seus

possiveis efeitos toOxicos em caprinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARASITOSES GASTRINTESTINAIS DE CAPRINOS

A caprinocultura representa um importante segmento da pecudria nacional. O Brasil
detém um expressivo rebanho caprino, cerca de 9,2 milhdes de cabecas, com 90,6%
concentrado na regido nordeste, principalmente nas areas semi-aridas. O Estado da Bahia
possui o maior efetivo de caprinos do pais, estimado em aproximadamente trés milhdes de
animais (IBGE, 2009b). A capacidade de adaptacdo e resisténcia destes animais a seca
favorece o desenvolvimento dessa atividade na regido, desempenhando um importante papel
socioecondmico por proporcionar geracdo de emprego e renda, inser¢do de pequenos
produtores no agronegocio e redugao do éxodo rural (SILVA, O. et al., 2008).

Apesar do rebanho representativo, a caprinocultura brasileira ainda apresenta baixos
indices de produtividade. Este desempenho insatisfatorio esta relacionado ao baixo uso de
tecnologias e pratica inadequadas de manejo sanitario, reprodutivo e nutricional. As
parasitoses gastrintestinais representam a enfermidade de maior frequéncia em caprinos e
constituem um dos fatores mais importantes na redugdo da produtividade dos rebanhos. Estas
infecgdes resultam em mortalidade e principalmente, comprometem o processo produtivo,
devido a redug¢do do crescimento, do ganho de peso, da producdo de leite, alteragdes
reprodutivas, além de interferir na qualidade da carcagca (VIEIRA, 2005; COSTA, V. et al.,
2009).

Na regido nordeste do Brasil, os nematoides de maior prevaléncia e importancia
econdmica em caprinos sdo Haemonchus contortus, localizado no abomaso; Trichostrongylus
colubriformis, Strongyloides papillosus, parasitam o intestino delgado; e Oesophagostomum
columbianum, encontrado no intestino grosso (VIEIRA et al., 1997). Levantamento na regiao
semi-arida do Ceard demonstrou alta ocorréncia de nematoides (95,9%) em caprinos, e as
espécies de maior predominancia foram H. contortus e T. axei (AROSEMENA, 1999). No
estado da Bahia, as frequéncias dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum em cultivos de fezes de caprinos corresponderam a 92, 33 e 29%,
respectivamente (ALMEIDA et al., 1997).

O ciclo bioldégico dos nematoides trichostrongilideos ¢ direto, com uma fase de vida
livre e uma parasitaria, que se desenvolve no animal. A fase de vida livre ¢ iniciada com a
eliminagdo de ovos nas fezes para o meio ambiente, onde estes ovos tornam-se embrionados,

ocorrendo em seguida a eclosdo e liberacdo das larvas de primeiro estadio (L;). As larvas L,
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sofrem duas mudas e evoluem para a larva infectante (L3), que migram do bolo fecal para a
pastagem. A fase parasitaria inicia-se com a infec¢do do animal através da ingestdo de larvas
L3, que alcangam o abomaso ou intestino e invadem a mucosa. A larva L; libera a bainha
retida da L, dentro do trato gastrintestinal, sendo o estimulo para o desembainhamento
fornecido pelo hospedeiro. Em resposta a este estimulo, a larva libera seu fluido de
desembainhamento, contendo a enzima leucina-amiopeptidasee. As larvas L3 evoluem para os
estadios L4 e Ls (parasito adulto). Fémeas e machos copulam, ocorre a ovopostura e tem inicio
um novo ciclo (TAYLOR et al., 2010).

A membrana do ovo de H. contortus é formada por trés camadas: uma membrana
interna impermeéavel composta por lipidios e proteinas, uma camada média, resistente e
quitinosa, € uma camada externa vitelinica (MANSFIELD et al., 1992). A eclosdao de ovos ¢
iniciada por estimulos ambientais que leva a liberagao de enzimas de eclosdo. Estas enzimas
estdo presentes no fluido de eclosdo dos nematoides, sendo que em ovos de H. contortus
foram identificadas proteases, lipases, quitinases, o e [ glicosidases e leucinas
aminopeptidases. A inibicao da atividade destas enzimas pode resultar em redugao da taxa de
eclosdo ou inibicdo completa do processo (ROGERS e BROOKS, 1977), enquanto que a
adi¢do de enzimas apropriadas em ovos de H. contortus promove alteragdes na estrutura das
membranas semelhantes as observadas durante o processo normal de eclosdo (MANSFIELD
et al., 1992).

Os dois primeiros estddios larvares se alimentam de bactérias, enquanto a Lsj,
protegida do ambiente pela cuticula retida da L,, ndo pode alimentar-se e sobrevive com o0s
nutrientes acumulados nos estadios iniciais (TAYLOR et al., 2010). A L; ¢ revestida por duas
cuticulas: a primeira que foi sintetizada antes da segunda muda e que permanece aderida ao
corpo da larva e a segunda que ¢ retida envolvendo-a. No espaco entre as duas cuticulas,
encontra-se um liquido, rico em glicoproteinas, que tem funcao lubrificante, impedindo a
abrasao entre as cuticulas (BIRD, 1990).

A cuticula dos nematoides ¢ uma fina membrana externa constituida principalmente
por proteinas e pequena quantidade de lipidios e carboidratos. Essa membrana ¢ formada por
trés camadas: regido basal e medial, composta principalmente por coladgeno, regiao
epicuticular e cortical externa, formada por outras proteinas, sem colageno, e superficie
externa, formada por proteinas ndo estruturais (FETTERER e RHOADS, 1993).

As infecgdes sdo geralmente mistas e os sinais clinicos variam de acordo com a idade,
imunidade, estado nutricional do hospedeiro, intensidade da carga parasitaria e as espécies de

nematoides. Geralmente, a fase aguda ¢ caracterizada por anemia, perda de peso,
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desidratagdo, diarréia, hipoproteinemia, pelos arrepiados e sem brilho, enquanto que na fase
cronica observa-se edema submandibular, debilidade e redu¢do do desempenho. Altas taxas
de mortalidade estdo associadas a elevada carga parasitaria € os animais jovens sao mais
susceptiveis (SANTA ROSA, 1996).

O H. contortus ¢ considerado um nematoide de grande importancia pelo fato de
apresentar alta prevaléncia e patogenicidade (VIEIRA, 2005). A hemoncose ¢ caracterizada
por anemia hemorragica em fun¢ao do habito hematdfago do parasito, que ¢ capaz de remover
cerca de 0,05 mL de sangue diariamente por ingestdo e extravasamento das lesdes. Na
hemoncose aguda verifica-se anemia, edema submandibular, ascite, letargia e fezes escuras,
enquanto que a hemoncose cronica esta associada a perda de peso progressiva e fraqueza
(TAYLOR et al., 2010). O H. contortus causa alteracdes no abomaso, como edema da
mucosa, submucosa e serosa, descamagao das células epiteliais, ulceracdo e infiltracdo de
leucdcitos, com predominancia de eosinofilos (SANTA ROSA, 1996).

Os principais sinais clinicos da infeccdo por 7. colubriformis sdo perda de peso e
diarréia, frequentemente de coloracdo escura. Este parasito forma tuneis subepiteliais na
mucosa do intestino delgado, que ao se romperem para liberar os helmintos jovens, causam
hemorragia e edema com perdas de proteinas plasmaticas, podendo levar a hipoalbuminemia e
hipoproteinemia. As alteragdes macroscOpicas consistem em enterite, principalmente no
duodeno, vilosidades distorcidas e achatadas, inflamac¢do e edema na mucosa (TAYLOR et
al., 2010).

Os animais infectados por O. columbianum apresentam diarréia esverdeada escura,
rapida perda de peso e prostragdo. No intestino, as larvas infectantes migram profundamente
para dentro da mucosa, causando uma resposta inflamatoria com a formagdo de nddulos.
Microscopicamente, estes nodulos sdo formados por nematoides ou seus remanescentes €
tecido necrosado, infiltrado por leucocitos e macrofagos (TAYLOR et al., 2010)

O controle dessas parasitoses ¢ baseado quase exclusivamente no tratamento dos
animais com anti-helminticos sintéticos. Este tipo de controle, na maioria das vezes, ¢
realizado de forma incorreta com o uso excessivo e desordenado das bases farmacoldgicas, o
que tem como consequéncia o surgimento da resisténcia parasitaria (LIMA et al., 2010).
Dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal indicam que as
despesas com antiparasitarios representam 34% do faturamento do mercado veterinario
brasileiro, refletindo a importancia e necessidade de controle desses parasitos no contexto da

saude animal (SIDAN, 2009).
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A resisténcia ¢ o fendmeno que impede um medicamento de apresentar a mesma
eficdcia contra os parasitos, se utilizado nas mesmas condi¢des e apds um determinado
periodo de tempo (MOLENTO, 2004). A presenca de cepas de nematoides gastrintestinais
resistentes aos varios grupos quimicos tornou-se uma realidade mundial, incluindo a
multirresisténcia as trés principais classes de produtos disponiveis (benzimidazoéis, imidazois e
lactonas macrociclicas) (KAMINSKY et al., 2008). Um dos mecanismos relacionados ao
fenomeno de multiresisténcia aos medicamentos anti-helminticos corresponde ao aumento da
expressao de glicoproteinas (P-gp) no parasito. As P-gp sdo proteinas transmembrandrias que
tém papel protetor contra xenobiodticos potencialmente toxicos, atuando como bombas de
efluxo, reduzindo a concentracdo intracelular destas substincias (MOLENTO e PRICHARD,
2001).

Dentre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da resisténcia, destaca-se o
curto intervalo entre tratamentos, uso de subdosagens e rapida alterndncia de diferentes grupos de
vermifugos (MOLENTO, 2004). A utilizacdo de anti-helminticos em caprinos na posologia
recomendada para ovinos ¢ uma pratica comum entre os produtores, entretanto o metabolismo
dessas substancias ocorre de forma mais rapida em caprinos, o que pode explicar a maior
incidéncia de parasitos resistentes nesta espécie animal (HOSTE et al., 2010).

A resisténcia parasitdria em pequenos ruminantes encontra-se amplamente
disseminada no Brasil. Na regido Nordeste, hd registros de resisténcia ao oxfendazole no
Ceara (MELO et al., 2009), a ivermectina ¢ ao albendazol em Pernambuco (LIMA et al.,
2010), Rio Grande do Norte (PEREIRA et al., 2008) ¢ Paraiba (RODRIGUES et al., 2007), ¢
a moxidectina na Paraiba (RODRIGUES et al., 2007). No estado da Bahia, Borges (2003)
demonstrou, in vitro, a baixa eficacia de benzimidazois sobre os géneros Haemonchus e
Trichostrongylus de caprinos, enquanto que Barreto et al. (2005) observaram grande variagdes
na eficacia do tratamento de caprinos e ovinos com ivermectina (17 a 100%), albendazol (0 a
97%), levamisol (66 a 100%) e abamectina (0 a 50%).

O uso intensivo de produtos antiparasitarios representa um risco a saude publica, uma
vez que, os anti-helminticos administrados aos animais podem ser eliminados nas fezes
contaminando o meio ambiente e permanecer como residuos nos produtos de origem animal.
O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) detectou a presenca de
avermectinas em niveis de contaminagdo superiores ao permitido pela legislagao brasileira em
4,39% das amostras de leite de vaca (MAPA, 2009) e em 4,13% das amostras de figado
bovino (MAPA, 2010). Estudo sobre o impacto da eliminagdo de ivermectina em fezes de

bovinos demonstrou que este produto interferiu de forma negativa na colonizag¢ao natural do



19

material fecal por invertebrados e retardou a degradacao das fezes no ambiente (IGLESIAS et
al., 2005).

Estes fatos t€ém levado ao desenvolvimento de pesquisas sobre métodos de controles
complementares, tais como a selecdo de animais resistentes (AMARANTE et al., 2004),
controle biologico pela utilizagdo de fungos nematéfagos (ARAUJO et al., 2007), rotagio de
pastagem ou pastejo alternado com outras espécies animais (FERNANDES et al., 2004),
homeopatia e uso de produtos de origem vegetal (CHAGAS et al., 2008).

2.2 PLANTAS COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA EM PEQUENOS RUMINANTES

As plantas medicinais s3o tradicionalmente utilizadas como agente terapéutico para o
homem e animais, atuando como fonte de matéria-prima para a sintese de novos
medicamentos. Das 1010 drogas descobertas entre os anos de 1981 a 2006, cerca de 30% sao
derivadas de produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2007). Alguns exemplos de
substancias obtidas a partir de plantas sdo quinina e quinidina (antimalarico) isoladas da
Cinchona spp., morfina e codeina (analgésicos) provenientes de Papaver somniferum e
vincristina e vinblastina (anticancerigenos) oriundas da Catharanthus roseus (RATES, 2001).

Diversas plantas tém sido empregadas por produtores rurais para o tratamento de
varias enfermidades em animais, incluindo as parasitoses (MARINHO et al., 2007). No
entanto, as atividades biologicas de plantas devem ser confirmadas cientificamente,
considerando suas disponibilidades regionais e seus efeitos toxicos. As pesquisas com plantas
para o controle das parasitoses dos animais devem estar inseridas em um contexto
agroecoldgico, no qual se deve buscar o manejo sustentavel dos recursos naturais, associados
a preservacao das espécies vegetais em seus ecossistemas e a produgdo animal (NERY et al.,
2009).

A validagdo cientifica de plantas com atividade antiparasitaria requer a realizagdo de
testes in vitro e in vivo para a determinagdo da sua eficacia. Dentre os ensaios in vitro
utilizados para a avaliagdo da atividade anti-helmintica de plantas, destacam-se os testes de
inibicao da eclosdo de ovos, do desenvolvimento larvar, da migracao larvar e da motilidade de
parasitos adultos. Estes testes caracterizam-se por facilidade de execugdo, baixo custo e
rapidez em relagdo aos estudos in vivo e permitem uma triagem do efeito de diferentes de
plantas, indicando as espécies vegetais mais promissoras (CAMURCA-VASCONCELOS et
al., 2005).
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A avaliagdo in vivo da eficécia anti-helmintica geralmente ¢ realizada através do teste
de redugdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) ou do teste controlado. O TRCOF
fornece uma estimativa da diminui¢ao na excrecdo de ovos apds o tratamento, enquanto que
no teste controlado a eficacia ¢ avaliada comparando-se as cargas parasitarias nos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle. O teste controlado ¢ uma anélise mais dispendiosa em
termos de requerimentos de mao-de-obra e de animais, porém ¢ mais confidvel em
comparacao ao TRCOF, pois nem sempre ¢ observada uma boa correlagdo entre a produgdo
de ovos e o numero real de parasitos (TAYLOR et al., 2002).

Os estudos toxicoldgicos também sdo necessarios para a determinagdo da seguranga
do uso de plantas em animais. A avalia¢do toxicoldgica pode envolver a investigacdo dos
efeitos obtidos apds 24 horas da administracao (toxicidade aguda) ou apds administragcdes em
doses repetidas (toxicidade sub-cronica e cronica). Outros estudos como toxicidade
reprodutiva, efeitos neurotdxicos, teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos podem fazer
parte de uma avaliacdo mais detalhada do potencial toéxico de produtos de origem vegetal
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).

Estudo de revisdo sobre atividade anti-helmintica in vitro ou in vivo de plantas em
pequenos ruminantes revelou que de 64 espécies vegetais avaliadas, 27 apresentaram eficacia
acima de 90%. As espécies Aster lanceolatus, Croton zehtneri, Cymbopogon citratus,
Dicksonia sellowiana, Digitaria insularis, Genipa americana, Lippia sidioides, Mangifera
indica, Melia azedarach, Ocimum gratissimum, Petiveria alliacea, Pterocaulon interruptum,
Oryza latifolia, Spigelia anthelmia e Trichilia pallida foram as que apresentaram resultados
mais promissores nas pesquisas realizadas no Brasil (NERY et al., 2009). Ensaios in vitro tém
demonstrado o efeito de diversas plantas sobre diferentes estadios de desenvolvimento de

nematoides gastrintestinais (Tabela 1).



Tabela 1: Estudos in vitro sobre o efeito de plantas contra nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes
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Espécie Parte Extrato Parasito Concentracio Principio Eficacia Referéncia
utilizada Ativo
Acacia nilotica  Fr M H. contortus 31,25 a 8000 Taninos Inibi¢do eclosdao de ovos (CEso = 512 BACHAYA et al
ug/mL condensados  ug/mL), do desenvolvimento larval (195 (2009)
ug/mL) e da motilidade de parasito
adulto (8000 pg/mL)
Acacia F Ac:A H. contortus 1200 pg/mL Taninos Inibi¢do da migracdo (43%) e da ALONSO-DIAZ et
pennatula eliminagdo de cuticula de L3 (97%) al. (2008)
Adhatoda PA AecE H. contortus, 3,12a50mg/mL  Alcaloides Maior inibicdo da eclosdo de ovos e AL-SHAIBANI et
vasica Trichostrongylus (vasicina, desenvolvimento larval para o extrato al. (2008)
spp., Oestertagia vascinona) ¢ etandlico (50mg/mL)
circumcincta; S. saponinas
papillosus e O.
columbianum
Azadirachta F AcEe E H. contortus 0,19 a 50 mg/mL - Inibi¢do da eclosdo de ovos: AcE COSTA et al
indica (51,3%) e E (100%) (2008)
Inibicdo do desenvolvimento larval:
AcE (68,1%) ¢ E (87,1%)
Castanea sativa T HE H. contortus e 600 pg/mL Taninos Inibicao total do desembainhamento de BAHUAUD et al.
T.colubriformis condensados  L;de ambos nematoides (2006)
Chenopodium F o H. contortus 1,3e3,33 uL/mL  Ascaridole Inibigéo da ecloséo de ovos (100%) KETZIS et al
ambrosioides (2002)
Cichorium F ELS H. contortus 1,67 a 10 mg/mL.  Lactonas- Inibi¢ao da eclosdao de ovos: CEso = 2,6 FOSTER et al
intybus  (dois sesquiterpénic ¢ 6,4 mg/mL (2011)
cultivares) as (8-
deoxilactucina
)
Cocos nucifera  Fr AcE H. contortus 0,31 a 80 mg/mLL.  Taninos Inibi¢do da eclosdo de ovos (CEsp = 2,2 OLIVEIRA et al
condensados, mg/mL) e do desenvolvimento larval (2009)
flavonoides e (CEso = 40,5 mg/mL)
esteroides
Combretum F Ac, H, B, H. contortus 0,0075 a 1pg/mL  Saponinas Inibicdo eclosdo de ovos (C) e do ADEMOLA et al.
molle CeM desenvolvimento larval (todos os (2010)

extratos)

Continua. ..
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Coriandrum
sativum

Cucurbita
moschata

Erica erigena

Eucalyptus
Staigeriana

Hedera helix

Leucena
leucocephala
Lippia sidoides

Lysiloma
latisiliguum

Manihot
esculenta

Melia
azedarach

Ocimum
gratissimum

Fr

FeS

PA

A e HE

A,MeD

HE

A e HE

Ac:A
HE

Ac:A

A,MeD

H,EeC

H. contortus

H. contortus

H. contortus e

T.colubriformis
H. contortus

H. contortus

H. contortus

Nematoides
gastrintestinais
H. contortus

H. contortus

H. contortus

H. contortus

0,03125 a 8,0

mg/mL

75 a 2400 pg/mL

600 pg/mL

0,08 a 5,4 mg/mL

0,0625 a 8

mg/mL

1200 pg/mL
1 a 500 mg/mL

1200 ug/mL

75 a 2400 pg/mL

3,12 a 50 mg/mL

0,0625 a 1%

Alcaloides e
flavonoides

Compostos
aminoacidos,
terpenoides e
saponinas
Taninos
condensados
Limoneno e
citral

Saponinas,
alcaloides e
flavonoides

Taninos

Taninos

Taninos
condensados
e terpenoides

Taninos
condensados,
triterpenos e
alcaloides
Eugenol

Inibicao da eclosdao de ovos: A (CEsy =
0,12 mg/mL) ¢ HE (CEs,= 0,18 mg/mL)
Inibicdo da motilidade de adultos: A
(45%) e HE (85%)

Inibicdo da eclosdo de ovos (M), do
desenvolvimento larvar (A, M ¢ D) ¢ da
migracdo de L; (A e M)

Retardo do desembainhamento de L de
H. contortus

Inibicdo da eclosdo de ovos (CEsy =
0,324mg/mL) e do desenvolvimento
larval (CEsp= 1,7 mg/mL)

Inibicao da eclosdao de ovos: A (CEsy =
0,12 mg/mL) e HE (CEsy = 0,17mg/mL)
Inibicdo da motilidade parasitos: A
(9,17%) e HE (66,67%)

Inibicdo da migragdo (44%) e da
eliminagdo de cuticula de L; (89%)
Inibi¢do da eclosdo de ovos (100% na
maior concentragio)

Inibi¢do da migracdo (33%) e da
eliminagdo de cuticula de L; (95%)

Inibicdo do desenvolvimento larvar: M
(CEso = 0,85 mg/mL)

Naio houve reducdo da eclosdo de ovos,
da migracdo de L; e da motilidade de
adultos

Maior atividade ovicida: Ext.
sementes (CEso = 0,36 mg/mL)
Maior atividade larvicida: Ext. E das
folhas (CEsy = 9,18 mg/mL)

Inibi¢do da eclosao de ovos (100%)

E das

EGUALE et al.
(2007b)

MARIE-
MAGDELEINE et
al. (2009)

BAHUAUD et al.
(2006)
MACEDO et al.
(2010)

EGUALE et al.
(2007a)

ALONSO-DIAZ et
al. (2008)

SOUZA et al
(2010)
ALONSO-DIAZ et
al. (2008)

MARIE-
MAGDELEINE et
al. (2010a)

MACIEL et al.
(2006)

PESSOA et al.
(2002)

Continua. ..
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Onobrychis
viciifolia

Pinus sylvestris

Piscidia
piscipula
Sorothammus
scoparius
Spigelia
anthemia

Struthiola
argentea
Swertia chirata

Tabernaemonta
na citrifolia

Ziziphus
nummularia

F FTC e
FFG

T HE

F Ac:A

T HE

PA H, C, AcE
eM

T Flavonas

T AeM

F,FreR A ,MeD

C M

H. contortus

H. contortus e
T.colubriformis
H. contortus

H. contortus e
T.colubriformis
H. contortus

H. contortus

H. contortus

H. contortus

H. contortus

1200 pg/mL

600 pg/mL
1200 pg/mL

600 pg/mL

3,1 a 50 mg/mL

25 mg/mL

75 a 2400 pg/mL

31,25
ug/mL

a

8000

Taninos
condensados
¢ flavonoides
glicosilados
Taninos
condensados
Taninos

Taninos
condensados
Alcaloides e
flavonoides

Flavonas

Alcaloides

Taninos
condensados

Inibicdo da migracdo de Lj;: fragdes
(50%), rutina (25%), nicotiflorina (30%)
e narcissina (35%)

Retardo do desembainhamento de L; de
ambas as espécies

Inibigao da eliminagdo de cuticula de L;
(95%)

Sem atividade
desembainhamento de L,
Inibicdo da eclosdo de ovos: AcE
(100%), M (97%) e do desenvolvimento
larval: AcE (81,2%) e M (84,4%)
Inibicdo do desenvolvimento
(CEgp=3,1a61 pg/mL)

Inibicdo da motilidade de parasitos
adultos: M (90%)

Ext. D da raiz: inibi¢do da eclosdo de
ovos (CEsp = 2,32 mg/mL) e da
motilidade de adultos (CEs, = 0,3
mg/mL)

Ext. M da folha: inibicdo da migragdo
larvar (56%)

Ext. M e A das folhas: inibi¢do do
desenvolvimento larvar (CIS0 = 0,02
mg/mL)

Inibigdo eclosdo de ovos (CEsy = 676
ug/mL), do desenvolvimento larvar (398
ug/mL) e da motilidade de parasito
adulto (8000ug/mL)

sobre 0

larval

BARRAU et al.
(2005)

BAHUAUD et al.
(2006)
ALONSO-DIAZ et
al. (2008)
BAHUAUD et al.
(2006)

ASSIS et al. (2003)

AYERS et al
(2008)

IQBAL et al
(2006)

MARIE-
MAGDELEINE et
al. (2010b)

BACHAYA et al.
(2009)

C: casca; F: folhas; Fr: frutos; PA: parte aerea; R: raiz; S: sementes; T: toda planta.

Extratos: A: aquoso; Ac: acetona; AcE: acetato de etila; B: butanol; C: cloroférmio; D: diclorometano; E: etanol; ELS: extrato rico em lactonas
sesquiterpénicas; FTC: fracdo taninos condensados; FFG: fra¢do flavonoides glicosilados; HE: hidroetandlico; M: metanol; O:

0leo essencial
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As propriedades terapéuticas de plantas podem ser atribuidas a uma substancia e/ou a
combinacdo de compostos, produzidos pelo metabolismo secundario do vegetal. Os
metabolitos secundarios ndo sao compostos essenciais para o crescimento e desenvolvimento
da planta, mas sua producdo esta associada a defesa da planta contra agentes externos, como
microorganismos, insetos e predadores superiores, protegdo contra raios ultravioleta e atragdo
de polinizadores. Os metabolitos secundérios sdo armazenados pelas plantas em quantidades
menores que os metabolitos primarios, € sua biossintese ocorrem geralmente em células
especializadas, durante estddios especificos do desenvolvimento do vegetal ou em
determinadas condi¢des ecoldgicas ou ambientais. Dentre estes compostos podem-se destacar
flavonoides, alcaloides, cumarinas, lignoides, triterpenos, saponinas, polifendis e taninos
(SANTOS, 2010).

Os taninos condensados constituem uma classe de produtos naturais mais estudados
para o controle de nematoides em pequenos ruminantes (HOSTE e TORRES-COSTA, 2011).
O efeito anti-helmintico de taninos ¢ atribuido a sua capacidade de ligacdo com proteinas da
cuticula, cavidade oral, esofago, cloaca e vulva dos nematoides, alterando suas propriedades
fisicas e quimicas. Outra possibilidade refere-se a uma acdo indireta destes compostos, que
podem aumentar a resposta imune do hospedeiro em funcdo de sua ligagdo com proteinas da
dieta, protegendo essas substancias da degradacao ruminal e consequentemente aumentando a
disponibilidade protéica no intestino delgado (HOSTE et al., 2006).

Diversas pesquisas tém evidenciado o potencial anti-helmintico promissor de plantas
ricas em taninos condensados (NERY et al., 2009). Avaliagdes in vitro demonstraram acao de
plantas taniferas sobre a eliminacdo de cuticula e migracdo larvar de H. contortus e T.
colubriformis (BAHUAUD et al., 2006; BRUNET et al., 2007; ALONZO-DIAS et al., 2008).

Maior atividade de taninos sobre o desembainhamento de larvas de H. confortus em
compara¢do com a agdo sobre a migracao larvar foi relatada por Alonso-Diaz et al. (2008) e
Alonso-Diaz et al. (2011). Este efeito pode estar relacionado com a presenga de proteinas
ricas em prolina e hidroxiprolina na bainha, cuticula e fluido de desembainhamento de larvas
de nematoides, que possuem alta afinidade por taninos. O processo de desembainhamento ¢
uma importante etapa, que representa a transi¢ao da forma livre para o estadio parasitario, que
permite as larvas infectarem o hospedeiro (ALONSO-DIAZ et al., 2011).

O efeito do extrato metandlico de Manihot esculenta sobre o desenvolvimento do
estadio larvar L, para Ls; de H. contortus foi relacionado com a presenga de taninos
condensados e terpenoides (MARIE-MAGDELEINE et al., 2010a). Entretanto, este extrato

ndo apresentou agdo sobre ovos, larva L; e adultos, possivelmente em fungdo dos compostos
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ativos ndo serem capazes de atravessar ou causar danos nas cuticulas destes estddios do
parasito.

As avaliagdes in vitro t€m revelado potencial anti-helmintico de flavonoides, como
flavonoides glicosilados de Onobrychis viciifolia e flavonas de S. argentea que reduziram a
motilidade de larvas de H. contortus (BARRAU et al., 2005; AYERS et al., 2008).

O efeito do extrato aquoso e hidroalcoolico de C. sativum sobre a eclosdo de ovos e
motilidade de adultos de H. contortus foi associado a acao de alcaloides e/ou flavonoides
(EGUALE et al., 2007b). MARIE-MAGDELEINE et al. (2010b) também sugeriram que
alcaloides estdo relacionados com a atividade anti-helmintica de 7. citrifolia. Os extratos
aquoso, metandlico e diclorometano isolados das folhas, frutos e raiz interferiram na eclosao
de ovos, motilidade de adultos, desenvolvimento e migragado larvar.

A elevada atividade ovicida e larvicida dos extratos aquoso e etanolico de Adhatoda
vasica em testes de eclosdo de ovos e desenvolvimento larvar de nematoides gastrintestinais
de ovinos foi relatada por AL-SHAIBANI et al. (2008). O estudo fitoquimico desta planta
revelou que seus principais componentes sao alcaloides (vasicina e vasicinona) e saponinas.

Os extratos das sementes de C. moschata mostraram acgdo in vitro sobre quatro
estadios diferentes de H. contortus, sendo que seus possiveis principios ativos sao compostos
aminoacidos (cucurbitina e cucurmosina), terpenoides e saponinas (MARIE-MAGDELEINE
et al., 2009). Ademola e Eloff (2010) relataram atividade anti-helmintica de C. molle sobre
ovos ¢ larvas de H. contortus e correlacionaram este efeito com a preseca de saponinas na
planta.

Os extratos ricos em lactonas sesquiterpénicas de dois cultivares de Cichorium intybus
mostraram inibi¢do da eclosdo de ovos de H. contortus, sendo que o cultivar mais ativo
apresentou um maior nivel do composto 8-deoxilactucina. O mecanismo de agdo desta
substancia ¢ atribuido a presenga do grupo funcional a-metileno-y-lactona capaz de reagir
com proteinas sulfidrilas (FOSTER et al., 2011).

Estudos in vivo também ja foram realizados com caprinos para avaliagcdo da atividade
anti-helmintica de plantas (Tabela 2). O tratamento desses animais com suspensao de
Schinopsis sp. (quebracho), rica em taninos condensados (5% da dieta) durante oito dias,
resultou em diminuigao de 64% do niimero de ovos por grama de fezes (OPG) de caprinos
experimentalmente infectados com H. contortus. Como ndo foi observada diminui¢do da
carga parasitaria, este fato indica que a acao dos taninos ocorreu apenas sobre a fecundidade
do parasito (PAOLINI et al., 2003). A alimentagdo de caprinos com folhas secas da planta

tanifera Acacia karoo (40% de matéria seca) durante oito semanas promoveu reducao total do
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OPG e diminuicao de 34% de parasitos adultos, enquanto que a utilizagao das folhas de 4.
nilotica ndo causou nenhuma altera¢do nos parametros parasitologicos. Diferengas no tipo e
concentracdo de taninos entre as duas plantas podem ter influenciado no efeito antiparasitario
(KAHIYA et al., 2003).

A adicdo de feno de Sericea lespedeza na dieta de caprinos na concentragdo de 50 e
75% causou redugdo do OPG de 84,6 e 91,9%, respectivamente. Apenas para a maior
concentracdo foi observada diminuicdo significativa do numero de parasitos adultos (74%)
(TERRIL et al., 2009). JOSHI et al. (2011) também verificou reducdo do OPG e do
estabelecimento de larvas infectantes em caprinos alimentados com as folhas dessa planta,
entretanto ndo houve alteracdo do nimero e comprimento de parasitos adulto e da
fecundidade das fémeas de H. contortus.

A suplementacdo de caprinos com graos de sorgo, contendo alto nivel de taninos
condensados, ndo influenciou significativamente no OPG (WHITLEY et al., 2009). Uma
preparacdo comercial de taninos condensados, obtida a partir da casca de 4. mearnsii, foi
avaliada em caprinos na dose de 1,3 e 1,6 g/kg por trés dias. A utilizagdo deste produto nao
levou a diminui¢ao do OPG e de parasitos adultos, mas inibiu a eclosdo de ovos em culturas
de fezes dos animais tratados (MAX, 2010).

A administracdo oral do 6leo essencial obtido das folhas de E. staigeriana (500
mg/kg) a caprinos resultou em redugdo significativa do OPG (76,5%) quinze dias apos o
tratamento. Os constituintes quimicos presentes no 60leo associados com esta atividade foram
o citral e limoneno (MACEDO et al., 2010). Dawo e Tibbo (2005) também observaram
reducdo de OPG (50%) de caprinos tratados com a raiz triturada de Halothamus somalensis
na dose de 2 g/kg. No entanto, investigacdes sobre os efeitos de Azadirachta indica
(CHAGAS e VIEIRA, 2007), C. ambrosioides (KETZIS et al., 2002) e Allium sativum
(BATATINHA et al., 2004; BURKE et al., 2009a) em caprinos infectados com nematoides
gastrintestinais ndo revelaram eficdcia anti-helmintica.

A atividade anti-helmintica de C. papaya foi investigada em ovinos, os quais foram
tratados com sementes desta planta (80 g de sementes diluidas em 110 mL de agua) e nao
apresentaram alteracdes no OPG e hematocrito (BURKE et al.,, 2009a). Resultados
promissores com o latex dessa planta foram relatados por Buttle et al. (2011), que ao tratar
ovinos com a frag¢do soluvel do latex (117 pmol de cisteina proteinase) durante quatro dias
observaram reducdo do OPG (74,8%) e de H. contortus adultos (98%), enquanto que nao
houve efeito significativo para a espécie 7. colubriformis. A enzima cisteina proteinase atua

interagindo com proteinas da cuticula dos helmintos, causando o enfraquecimento,
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aparecimento de bolhas e ruptura, o que leva a liberacdo de tecidos internos e morte do
parasito.

As avaliagdes da atividade anti-helmintica de varias plantas tém demonstrado
variagdes nos niveis de eficacia entre os estudos in vitro e in vivo. Nos testes in vitro, os
extratos estdo em contato direto com os parasitos e as concentragdes de substincias
potencialmente ativas contidas no mesmo nem sempre correspondem a sua biodisponibildade
in vivo (GITHIORI et al., 2006); além da possibilidade de biotransformacao desses compostos
no organismo animal (ATHANASIADOU e KYRIAZAKIS, 2004).

A maioria dos estudos de plantas com potencial antiparasitario tem demonstrado
percentuais de eficécia inferiores aos medicamentos sintéticos. Um produto anti-helmintico ¢
considerado como eficaz quando apresenta percentual de reducdo do OPG acima de 90%
(VERCRUYSSE et al.,, 2001). No entanto, Ghitiori et al. (2006) sugerem que seja
estabelecido um nivel de redugdo inferior (70%) para os testes de avaliagdo in vivo com
preparacdes de plantas, uma vez que os produtos com moderada atividade anti-helmintica
podem fazer parte de um programa integrado de controle parasitario em sistemas de producao
de ruminantes. O manejo integrado consiste na combinacdo de métodos quimicos e nao
quimicos de controle parasitario, com a finalidade de manter niveis aceitaveis de producao
sem a eliminagao total do agente causal (VIEIRA, 2008).

Nos ultimos anos, tem-se observado um notavel avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais. As grandes fontes de
biodiversidade sdo as florestas tropicais, localizadas em paises em desenvolvimento como o
Brasil, que detém cerca de um ter¢o da flora mundial. Contudo, os paises desenvolvidos,
como EUA, Japdo e os europeus sdo os que mais manufaturam e comercializam produtos
naturais (KLEIN et al., 2009).

No Brasil, a falta de integragdo da industria farmacéutica com os grupos de pesquisa
que estudam plantas medicinais em animais tem dificultado o desenvolvimento de novos
produtos, sendo que ainda ndo se encontra disponivel um fitoterdpico validado
cientificamente contra as nematodioses de pequenos ruminantes. Esta situagdo se deve
principalmente, a variabilidade dos principios ativos e, consequentemente a reprodutibilidade
dos resultados de eficécia. Neste sentido, torna-se necessario o incentivo e promog¢ao desta
area de pesquisa para possibilitar a obtengdo de produtos fitoterapicos (COSTA, C. et al.,
2009).
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Espécie da planta Parte Dose Principio Eficacia Referéncia
utilizada Ativo
Acacia mearnsii C* 1,3 ¢ 1,6 g/lkg/3dias Taninos Nao houve redugdo significativa do Max (2010)
condensados OPG
Reducao da eclosio de ovos em
culturas de fezes dos animais
tratados
Acacia nilotica e F 40% da dieta/ 8 semanas  Taninos A. karoo: reducao do OPG (100%) KAHIYA etal. (2003)
A. karoo condensados e de H. contortus no abomaso
(34%)
A. nilotica: ndo houve alteragcdo
significativa
Allium sativum B 40 mL do suco ou 3 - Nao houve reducdo do OPG BURKE et al. (2009a)
bulbos/ animal/7 dias
Azadirachta indica F 30 g de folhas Azadirachtina ~ Nao houve redugdo do OPG CHAGAS ¢ VIEIRA
secas/animal/ 5 dias (2007)
Chenopodium F 0,1 20,4 mL do 6leo/kg e Ascaridole Nenhum tratamento foi eficaz KETZIS et al. (2002)
ambrosioides 250 g das folhas
frescas/animal
Eucalyptus F 500 mgkg do oleo Limoneno e Reducdo do OPG (76,6%) MACEDO et al. (2010)
staigeriana essencial citral
Halothamnus R 0,5 e 2 g da raiz triturada - Reducao do OPG (50,3%) DAWOO E TIBO (2005)
somalensis
Onobrychis F Ad libitum/ 9 dias Taninos Redugdo de H. contortus (38,5%)  PAOLINI et al. (2005)
viciifolia condensados
Pistacia lentiscus ~ F Ad libitum/ 24 dias Taninos Baixa contagem de OPG no grupo LANDAU et al. (2010)
tratado
Associagdo de plantas (Curcubita 19g/animal/112 dias - Nao houve redugéo significativa do BURKE et al. (2009b)
pepo, A. vulgaris, A. sativum, F. OPG
vulgare, Hyssopus officinalis,
Thymus vulgarisa e S. rebaudiana) *
Associagao de plantas(4. absinthium, 19g/animal/112 dias - Nao houve redugao significativa do BURKE et al. (2009b)

A. sativum, Foeniculum vulgare,
Juglans nigra e Stevia rebaudiana)*

OPG

Continua...



Schinopsis sp. C 5% da dieta/9 dias
Schinopsis sp. C* Suspensdo aquosa (150
ml./animal/8 dias)
Sericea lespedeza  F 75% da dieta/6 semanas
Sericea lespedeza  F Dieta com feno de S.

lespedeza/ 28 dias

Sorghum bicolor G Ad libitum/14 ¢ 21 dias

Taninos
condensados
Taninos
condensados

Taninos
condensados

Taninos

condensados

Taninos
condensados

Redugao de H. contortus (33%)

Reducdo do OPG (64%)

Nao influenciou no numero de
parasitos adultos

Redugdo do OPG (91,9%) e do
numero de parasitos no abomaso
(74%)

Redugdo significativa do OPG

Nao houve altera¢do do namero de
parasitos adultos e da fecundidade
de fémeas

Na&o houve reducdo do OPG

PAOLINI et al. (2005)

PAOLINI et al. (2003)

TERRILL et al. (2009)

JOSHI et al. (2011)

WHITLEY et al. (2009)

B: bulbos; C: casca; F: folhas; G: graos; R: raiz

* produto comercial
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2.3 Agave sisalana Perr. (SISAL)

2.3.1 Distribuicao geografica e a producao de fibras e residuo

A A. sisalana, popularmente conhecida como sisal, ¢ uma planta tropical que
sobrevive em ambientes com baixa precipitacdo pluviométrica e elevada temperatura. Esta
espécie tem sua origem no México e encontra-se amplamente distribuida no Nordeste do
Brasil e no Leste da Africa (SUINAGA et al., 2006). O sisal é a principal fonte de fibras duras
vegetais do mundo, correspondendo a aproximadamente 70% da producdo comercial de todas
as fibras deste tipo. O Brasil ¢ o maior produtor mundial e exportador dessa fibra, sendo a
exploragdo concentrada no semi-arido nordestino, especialmente na Bahia, que detém 95% da
producao nacional (SANTOS, 2006; IBGE, 2009a).

No Brasil, a agaveicultura se concentra em areas de pequenos produtores da regido
semi-arida, com predominio de agricultura familiar. Nestas regides, o clima e o solo sdo
pouco favoraveis, com escassas alternativas para a exploragao de outras culturas que oferecam
resultados satisfatorios. Dessa forma, essa cultura assume grande importidncia para a
economia do setor agricola nordestino, responsavel por geracdo de emprego e renda para um
contingente de aproximadamente 600 mil pessoas (SILVA, O. et al., 2008).

A fibra do sisal ¢ industrializada e convertida em fios agricolas, cordas, tapetes, sacos,
papel e artesanato. Esta fibra também ¢ empregada na industria automotiva, de moveis,
eletrodomésticos e na construgdo civil (SILVA, O. et al., 2008). Sua extracdo ¢ realizada
através do desfibramento das folhas, e este processo ¢ caracterizado por baixa eficiéncia, uma
vez que, as fibras produzidas representam apenas 4% das folhas, gerando uma grande
quantidade de residuos, comumente descartados no campo (BANDEIRA e SILVA, 2006).
Investigagdes sobre o aproveitamento desse residuo t€ém demonstrado a possibilidade do seu
uso na adubacdo organica (BANDEIRA e SILVA, 2006), como suplemento alimentar de
ruminantes (GEBREMARIAM e MACHIN, 2008) e matéria-prima na producdo de
medicamentos (DEBNATH et al., 2010).

2.3.2 Descri¢ao botanica

A A. sisalana, pertence a classe monocotiledonea, série Liliflorea, familia Agavaceae,

subfamilia Agavoidea, género Agave e subgénero Euagave. Deste género, somente duas
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espécies se destacam por sua importancia comercial para a produgdo de fibras: A. sisalana e
A. foucroydes (SILVA, O. et al., 2008).

E uma planta perene, plurianual, porém monocarpica, fenecendo depois do processo
de frutificacdo. A duracao do seu ciclo vegetativo corresponde ao periodo de 8 a 10 anos. O
sistema radicular ¢ tipico das monocotiledoneas, sendo fasciculado, fibroso e em forma de
tufo, sem a presenca de uma raiz principal. E acaulescente e tem apenas um eixo principal no
qual as folhas se inserem e armazenam agua e nutrientes. As folhas tém forma linear
lanceoladas, sem peciolo, rigida, de cor verde escuro e comprimento entre 120 a 160 cm, com
10 a 15 cm de largura na sua parte média (Figura 1). A superficie é concava, desprovida de
espinhos na borda, possuindo um unico actleo na extremidade da folha. A inser¢do da folha
no pseudocaule ocorre em forma de espiral ascendente, formando rosetas. Uma planta produz
entre 200 a 250 folhas durante o ciclo, com peso médio variando entre 400 e 700 gramas, e
cada folha contém de 1000 a 1200 fios de fibras (BELTRAO, 2006; SILVA, O. et al., 2008).

A inflorescéncia ¢ uma panicula de formato variavel, entre 6 a 9 metros de altura,
geralmente oblongo-piramidal, com 25 a 40 ramos principais com média de 40 flores, que as
vezes formam frutos. As flores sao hermafroditas e agrupadas em cachos situados no final de
cada ramo da panicula. Apés a queda das flores desenvolvem-se, na panicula, pequenas
plantas denominadas de bulbilhos, que apds cerca de trés meses caem ao solo e servem como
6rgao de propagacio de novas plantas (BELTRAO, 2006; SILVA, O. et al., 2008).

Em alguns casos ocorre esporadica formagao de frutos, que podem aparecer isolados
ou em produgdo simultanea aos bulbilhos na panicula. Os frutos sdo capsulas com cerca de 3
cm de comprimento e 2 cm de didmetro, com trés loculos, nos quais se distribuem as
sementes de forma redondo-triangular, bastante leves, delgadas e de coloracdo preta (férteis)

ou branca (inférteis) (BELTRAOQ, 2006; SILVA, O. et al., 2008).
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Figura 1: A: A. sisalana: planta adulta; B: inflorescéncia; C: bulbilhos; D: fruto maduro; E:
corte do fruto com sementes

Figuras D e E (GONDIM e SOUZA, 2009)
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2.3.3 Constituicio e composi¢do quimica

O residuo do sisal ¢ formado por suco ou seiva vegetal, tecido parenquimatoso
esmagado, celulose, pedacgos de folhas e fibras de diferentes tamanhos, compostos inorganicos
e metabolitos primarios e secundarios (BANDEIRA e SILVA, 2006). Esse residuo ¢
composto por 82 g/kg de matéria seca (MS), a qual ¢é constituida por 177, 64, 16, 333, 269,
142 g/kgMS de cinzas, proteina bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido e lignina, respectivamente. A presenca de fenodis, taninos totais, taninos
condensados e fitato foi observada em concentracdes de 10, 2, 0,1, 20 g/lkgMS, enquanto que
o teor de saponinas foi estimado em 0,8% no teste de producao de hemolise (NEGESSE et al.,
2009). Silva e Beltrao (1999) descreveram que cada litro do residuo liquido contém entre 35-
65 g de carboidratos fermentados (5%).

A andlise do extrato lipofilico da fibra de sisal demonstrou que os compostos
predominantes sdo acidos graxos, alcodis graxos, esterdis livres e alcanos. Outras substancias,
em menores quantidades, foram identificadas, como hidrocarbonetos e cetonas esteroides,
monoglicerideos, diglicerideos, aldeidos, ceras e glicosideos esterdis (GUTIERREZ et al.,
2008). Um hexitol, o D-manitol, foi isolado do extrato etanolico do residuo liquido. Este
composto pode ser aproveitado para a fabricacdo de polimero e também pela industria

farmacéutica para producao de diurético e regulador osmético (BRANCO et al., 2010).

2.3.3.1 Saponinas

As saponinas sdo metabolitos secunddrios produzidos por diversas plantas e alguns
organismos marinhos. Estes compostos caracterizam-se por serem surfactantes, ndo volateis,
apresentar alto peso molecular e sabor amargo e acre. A denominagdo saponina deriva da
palavra, em latim, sapone que significa sabdo, em fun¢do de sua propriedade de formar
espuma persistente quando agitadas em solu¢ao aquosa (VINCKEN et al., 2007).

As saponinas sdo constituidas por um nucleo lipofilico (sapogenina), uma aglicona
esteriodal ou triterpenoide, associado a uma por¢ao hidrofilica (agticares). A combinagdo
dessas estruturas polares e ndo polares € responsavel pela sua propriedade de redugdo da
tensdo superficial da 4gua e consequentemente efeitos detergente e emulsificante (VINCKEN
et al., 2007)

As saponinas ocorrem em misturas complexas, com variagdes nas estruturas das

agliconas, na natureza e nimero das cadeias de aglcar e na posi¢ao em que elas estdo ligadas
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a aglicona, o que dificulta o seu isolamento e elucidagdo estrutural. Essas substancias podem
ser classificadas de acordo com a aglicona em esteroidais ou triterpénicas. As saponinas
esteroidais sdo formadas por um esqueleto de 27 carbonos dispostos em um sistema
tetraciclico, e podem apresentar duas estruturas basicas comuns: o espirostano e o furostano
(Figura 2). As saponinas triterpénicas possuem 30 dtomos de carbono e um nucleo tritepénico

(SCHENKEL et al., 2010).

Figura 2: Estrutura bésica de uma saponina esteroidal espirostano

(SCHENKEL et al., 2010)

Outra classificagdo refere-se ao niimero de cadeias de aglcar ligada a aglicona:
saponinas monodesmosidicas possuem uma cadeia de aglcares, enquanto que as
bidesmosidicas t€ém duas cadeias de agucares. As saponinas bidesmosidicas geralmente nao
apresentam as atividades bioldgicas descritas para as saponinas monodesmosidicas. As
saponinas apresentam um numero variavel de monossacarideos ligados entre si em cadeia
linear ou ramificada, sendo que os principais monossacarideos sdo D-glicose, D-galcatose, L-
ramnose, L-arabinose, D-xilose, D-frutose e os dacidos glicuronicos e galacturénico
(SCHENKEL et al., 2010).

A presengca de saponinas esteroidais € mais frequente em monocotiledoneas das
familias Liliaceae, Dioscoraceaec e Agavaceae, sendo que as maiores concentragdes sao
observadas nos géneros Smilax, Dioscorea, Agave e Yuca. As saponinas triterpénicas sao mais
comuns em dicotiledoneas, principalmente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae,
Sapotaceae, Polygalaceae, Caryphyllaceae, Primulaceac e Araliaceae (SCHENKEL et al.,
2010).

A identificagcdo de saponinas esteroidais na espécie 4. sisalana tem sido documentada.
A partir do residuo fermentado foram isolados cinco diferentes saponinas esteroidais, que

apresentam como sapogenina, a tigogenina (DING et al, 1989; DING et al, 1993). Ujikawa e
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Purchio (1989) obtiveram um complexo sisalanina do suco da folhas de sisal, formado por
sete saponinas designadas de sisalaninas A, B, C, D, E, F e G. A sisalanina B ¢ constituida de
hecogenina, galactose, glicose e xilose, € 0 composto D contém as mesmas substancias ¢ mais
a ramnose. Duas novas saponinas furostanas foram identificadas nas folhas de sisal por Zou et
al. (2006), sendo identificado que a aglicona ¢ a gentrogenina e os agucares sao D-galactose,
D-glicose e L-ramnose.

As principais sapogeninas presentes no sisal s3o a hecogenina, tigogenina, gitogenina,
diosgenina, sisalagenina e barbougenina. Diferencas nas proporgdes destas substancias variam
consideravelmente em relacdo a idade e diferentes partes da planta. A hecogenina ¢
predominante em folhas maduras, enquanto que a tigogenina ¢ observada principalmente em
folhas jovens, nos bulbilhos, flores e raiz (DAWIDAR e FAYEZ, 1961; BLUDEN e Y],
1974; BLUDEN e PATEL, 1986). Maior concentragdo de hecogenina (0,17 a 0,235%)
seguida por tigogenina (0,035 a 0,085%) foi detectado em folhas maduras e envelhecidas de
sisal (DAWIDAR e FAYEZ, 1961). Entretanto, outro estudo relatou que a tigogenina e
hecogenina representam 55 e 20% do teor de sapogeninas totais em folhas maduras,
respectivamente (ZULLO et al.,1989).

Recentemente, CHEN, P. et al. (2011) identificaram duas novas saponinas esteroidais
das folhas de A. sisalana: hecogenina 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—3)-f-D-xilopiranosil-
(1—2)-[B-D-xilopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil-(1—3)] -B-D-glucopiranosil-(1—4)--D-
galactopiranosideo e neotigogenina 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosil-
(1-2)-[B-D-xilopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil-(1—3)]-B-D  glucopiranosil-(1—4)-p-D-

galactopiranosideo.

2.3.3.2 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Muitos compostos atuam como pigmentos
e sdo responsaveis pela coloracdo de flores e frutos. Esta classe encontra-se amplamente
distribuida no reino vegetal e estdo presentes em relativa abundancia entre os metabolitos
secundarios de plantas (KERBOEUF et al., 2008; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Os flavonoides sdo caracterizados por apresentar 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas

(Figura 3). Os compostos de origem natural apresentam-se geralmente oxigenados e um
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grande nimero ocorre conjugado com acgucar, sendo esta forma conjugada conhecida como
heterosideo (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Os flavonoides podem apresentar diversas formas estruturais e atualmente ja foram
identificados aproximadamente 5000 compostos diferentes (KERBOEUF et al. 2008). As
principais classes sdo flavonas, flavondis, flavonoides heterosideos, antocianos, chalconas,
auronas, di-hidroflavonoides, isoflavonoides, flavanas, neoflavonoides e biflavonoides. As
funcdes dos flavonoides nas plantas s3o de proteg¢do contra a incidéncia de raios ultravioleta e
visivel, insetos, fungos, virus e bactérias, atragdo de animais com finalidade de polinizagdo,
antioxidantes, controle da acdo de hormonios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de

enzimas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Figura 3: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua

numerac¢do (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010)

Os homoisoflavonoides, compostos heterociclicos contendo oxigénio, pertecem a um
pequeno grupo de flavonoides de ocorréncia natural, sendo identificados, até o0 momento, 110
diferentes compostos. Sua estrutura basica consiste em um esqueleto com 16 carbonos, que
inclui um sistema de cromonona, cromona € cromana com um grupo benzil na posi¢ao C-3.
Essas substancias sdo raras em plantas e encontram-se distribuidas principalmente na familia
Liliaceae (QI et al., 2010). Algumas atividades biologicas de homoisoflavonoides foram
relatadas, como antioxidante (LIN et al., 2010), antiinflamatéria (HUNG et al., 2010),
antibacteriana (O’DONNELL et al., 2006) e anticancerigeno (YEN et al., 2010).

Trés flavonoides e sete homoisoflavonoides foram isolados do extrato metandlico das
folhas de A. sisalana. Os flavonoides corresponderam a 5,7-diidroxiflavanona; caemferol 3-
rutinosideo-4"-glicosideo e caemferol 3-(2-ramnosilrutinosideo, enquanto que o0s
homoisoflavonoides foram: 7-O-metileucomol, 3’-deoxisappanona, -3,9-diidroeucomina,

diidro-bonducellina,  7-hidroxi-3-(4-hidroxibenzil)cromano, 5,7,-dihidroxi-3-(4’-hidroxi-
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benzil)-4-cromanona e 5,7-diidroxi-3-3(3’-hidroxi-4’-metoxibenzil)-4-cromanona (CHEN et
al., 2009). A figura 4 apresenta algumas estruturas quimicas de flavonoides isolados de A.

sisalana.
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Figura 4: Estrutura quimica de flavonoides e homoisoflavonoides isolados de

A. sisalana (CHEN et al., 2009)
2.3.4 Atividades biologicas

Diversas atividades biologicas de A. sisalana tém sido descritas. O complexo
sisalanina do suco das folhas de sisal, composto por sete saponinas, apresentou efeito
antifungico contra Aspergillus flavus, A. oryzae, A. parasiticus, C.albicans; R. glutinis e
Saccharomyces cerevisiae. A substancia que mostrou melhor atividade foi a sisalanina B
(UJIKAWA e PURCHIO, 1989). O suco filtrado da folha de sisal também inibiu o
crescimento de A. flavus e A. parasiticus em amostras de milho (PIRES e PURCHIO, 1991).

Propriedade antibacteriana do extrato metanolico de A. sisalana sobre Bacillus cereus
e Staphylococcus aureus foi relatado por Kassu et al. (1999). Entretanto, os extratos
hidroalcodlico obtidos das folhas e do residuo de sisal ndo mostraram efeito contra os
microorganismos S. aureus, Escherichia coli, Micrococcus luteus, B. cereus, Pseudomonas

aeruginosa e Salmonela choleraesuis. Estes extratos apresentaram ac¢do inibitoria sobre o

fungo Candida albicans (SANTOS et al., 2009).
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A hecogenina, sapogenina obtida a partir da hidrélise acida do suco das folhas de sisal,
¢ um precursor de esteroides medicinais utilizado na industria farmacéutica para a producgao
de corticosteroides (BLUNDEN e PATEL, 1989).

O extrato bruto desidratado das folhas de sisal mostrou eficicia sobre larvas dos
mosquitos Culex quinquefasciatus € Aedes aegypti, sendo determinado a CLsy de 183 e 322
ppm, respectivamente. A partir deste extrato foi realizado um fracionamento obtendo-se
diferentes produtos que foram testados sobre o C. quinquefasciatus na concentragao de 204
ppm. A mortalidade causada pelas fragdes de saponinas de alto peso molecular, de baixo peso
molecular, fracdo dgua-mae e o residuo retirado do cartucho corresponderam a 50, 20, 36 e
30%. Considerando que todas as fragdes apresentaram atividade e que nenhum produto se
destacou por elevada eficacia, possivelmente diferentes componentes do extrato bruto
desidratado devem ser responsaveis por esta atividade inseticida (PIZARRO et al., 1999).

O efeito moluscicida sobre Biomphlaria alexandrina, hospedeiro intermedidrio do
Schistosoma mansoni foi descrito para os extratos etandlico de A. sisalana e A. attenuata, que
apresentaram CLsy de 101 e 82 mg/L, respectivamente (HAMED et al., 2006). Atividade
inseticida de extratos das folhas de sisal foi avaliada em Reticulitermes flavipes, cupim
subterraneo. Todos os extratos avaliados (metandlico, diclorometano e n-hexanol) foram
eficazes na concentragdo de 1000 ppm, no entanto em concentragdes inferiores (800 e 600
ppm), o extrato metandlico foi mais ativo (KERIKO e MUTUA, 2008).

As atividades antiinflamatéria e analgésica do extrato bruto hidrolisado das folhas de
sisal foram avaliadas em camundongos por vias de administracdo, oral e intraperitoneal, e este
tratamento reduziu significativamente o edema de orelha induzido por xilol e carragenina. O
efeito analgésico foi observado em modelo de contorgdes abdominais, e ao ser utilizado o
modelo cronico de inflamagdo, apenas o tratamento por via intraperitoneal resultou em
diminui¢do do tecido granulomatoso. A via de administragdo intraperitoneal mostrou ser mais
efetiva, provavelmente devido a baixa absor¢do das saponinas no trato gastrintestinal
(DUNDER et al., 2010).

Chen et al. (2009) avaliaram o efeito imunomodulatério de trés flavonoides e sete
homoisoflavonoides isolados do extrato metandlico das folhas de sisal. Trés
homoisoflavonoides mostraram efeito inibitério sobre a proliferacdo de células
mononucleares de sangue periféricas humanas ativadas por fitohemaglutinina, com valores de
CLsy entre 19,4 ¢ 73,8 uM. Além disso, também foi observada inibicdo significativa da

producdo de interleucina-2 e interferon-y por estas células. A presenca de grupos saturados C-
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4’metoxil e C-5 hidroxi nas substancias ativas possivelmente ¢ necessaria para atividade
biologica.

Estudos in vitro demonstraram ag¢ao do residuo liquido do sisal sobre ovos, larvas e
adultos de nematoides gastrintestinais de caprinos e ovinos. As CEsy e CEys para inibi¢do da
eclosdo de ovos foram de 6,78 e 23,06 mg/mL, respectivamente. Observou-se inibigdo de
100% do desenvolvimento e da alimentagdo de larvas L; na concentragdo de 0,12 mg/mL e da
motilidade de adultos a 75 mg/mL ap6s 24hs de exposicao (SILVEIRA, 2009). O tratamento
de coproculturas com este residuo (146,3 mg/mL) também resultou em elevado percentual de
reducdo (99%) do numero de larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos
(DOMINGUES et al., 2010).

A administragdo do residuo liquido por via oral na dose didria de 916,5 mg/kg durante
oito dias em caprinos, reduziu em 36% e 18%, respectivamente, o nimero de larvas
infectantes em cultivos de fezes e dos parasitos adultos, e ndo influenciou nos parametros
clinicos, hematologicos e bioquimicos dos animais (DOMINGUES et al., 2010). O uso da
polpa de sisal seca na alimentacdo de ovinos (500 g/animal/dia durante 80 dias) foi avaliado
por Gebremariam e¢ Machin (2008), que relataram aumento no ganho de peso e da eficiéncia
de conversdo alimentar, e ndo observaram efeitos adversos, sugerindo o aproveitamento desse
residuo como suplemento alimentar para ruminantes.

Citotoxicidade de sapogeninas e saponinas isoladas de A. sisalana foi investigada por
Chen, P. et al. (2011), e entre os dez compostos avaliados, quatro inibiram o crescimento de
células cancerigenas humana (mamaria, pulmonar e glioblastoma), com Cls, entre 1,2 a 11,9
UM. As saponinas esteroidais com a cadeia de acucar foram mais toxicas que suas agliconas,

demonstrando o importante papel da por¢do de aguicar na bioatividade dessas saponinas.

2.4 ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA E TOXICIDADE DE SAPONINAS

A caracteristica anfipatica das saponinas e a capacidade de formar complexos com
esteroides, proteinas, fosfolipideos de membranas determinam diversas propriedades
biologicas para estas substancias, destacando-se a acdo sobre membranas celulares, alterando
a sua permeabilidade ou causando a sua destruicdo (SCHENKEL et al., 2010). As saponinas
apresentam ac¢des hemolitica (WANG et al., 2007), ictiotéxica (FRANCIS et al., 2002),
hipocolesterolemiante (AFROSE et al.,, 2009), antiviral (TAM e RONER, 2011),
antimicrobiana (DING et al.,, 2009), antifuingica (ZHANG et al., 2006), inseticida
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(CHAPAGAIN et al., 2008), moluscicida (MARTIN et al, 2008) e anti-helmintica
(DOLIGALSKA et al., 2011).

Uma das atividades bioldgicas mais comuns observadas nos diferentes tipos de
saponinas ¢ a hemolise. Este efeito ¢ atribuido a capacidade das saponinas formarem
complexos com os esteroides da membrana dos eritrécitos, causando um aumento na
permeabilidade e a subsequente perda da hemoglobina. Avaliagdo da atividade hemolitica e
citotoxica de 63 saponinas esteroidais demonstrou que estas propriedades estao relacionadas a
estrutura quimica destes compostos, como o tipo de aglicona, o numero de cadeias de agucar e
seu sitio de ligagcdo. Além disso, as atividades hemoliticas e citotoxicas nao foram observadas
simultaneamente para a mesma saponina, sugerindo que estes efeitos ocorrem por diferentes
mecanismos (WANG et al, 2007).

A atividade antiparasitaria de diversas saponinas extraidas de plantas tem sido
documentada. As saponinas esteroidais obtidas de Balanites aegyptiaca apresentaram efeito in
vitro sobre o mosquito 4. aegypti e sobre o nematoide de vida livre, Caenorhabditis elegans
(GNOULA et al., 2007, CHAPAGALIN et al., 2008). As saponinas, tribulosina e B-sitosterol-
D-glicosideo presentes na Tribulus terrestris, também mostraram eficacia contra C. elegans
(DEEPAK et al., 2002).

O efeito anti-helmintico de saponinas esteroidais (polyphyllin D e dioscina) isoladas
de Paris polyphylla foi verificado em ensaio in vivo utilizando peixe dourado parasitado com
Dactylogyrus intermedius. As concentracoes efetivas (CEsg) para as saponinas polyphyllin D
e dioscina corresponderam a 0,70 e 0,44 mg/L, respectivamente. A maior atividade para a
dioscina pode esta relacionada as diferencas nas cadeias de aglicar entre os compostos. Este
efeito foi associado a alteragdes na permeabilidade das membranas causada pelas saponinas,
levando a vacuolizacgao e desintegracao do tegumento dos parasitos (WANG et al., 2010).

A saponina, yuccasaponina MC3 isolada da planta Yucca filamentosa, mostrou
atividade contra as formas promastigotas e amastigotas do protozoario Leishmania spp.
Lesdes na membrana da forma promastigota do parasito foram evidenciados, sugerindo uma
possivel agao da saponina sobre o potencial de membrana celular (PLOCK et al., 2001).

As acaciaside A e B, saponinas triterpénicas extraidas de Acacia auriculiformis,
também causaram danos na membrana de microssomos hepaticos de ratos, provavelmente
pela formagao de radicais livres, como o anion superoxido, que induzem alteragdes através do
aumento da peroxidacdo lipidica da membrana. Estes efeitos foram associados com a
atividade anti-helmintica desta planta, observado em estudo anterior sobre nematoide filaridio

Setaria cervi em ratos (SINHA BABU et al., 1997; NANDI et al., 2004).
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Os estudos com saponinas triterpénicas, contendo como aglicona o acido oleanodico, de
Calendula officinalis e de Beta vulgaris evidenciaram a inibicdo da eclosdo de ovos e do
desenvolvimento larvar e alteragdes na morfologia de larvas de Heligmosomoides bakeri,
nematoide tricostrongilideo encontrado no intestino de ratos. Inibicdo da funcdo da
glicoproteina p também foi detectada nos estddios de vida livre do parasito, que
possivelmente corresponde ao mecanismo de acdo destas saponinas sobre helmintos
(DOLIGALSKA et al., 2011). Outros trabalhos também demonstraram interacao de saponinas
com proteinas, como albumina sérica humana e caseina (POTTER et al., 1993; LIU et al.,
2003).

A atividade in vitro de fracdes de Khaya senegalensis sobre o desenvolvimento larvar
de H. contortus foi relatado por Ademola et al. (2009), que demonstraram efeito de diferentes
metabolitos secunddrios, incluindo saponinas. As CLsy das fracdes A (saponinas), B
(saponinas e alcaloides), C (saponinas, terpenoides, flavonoides, taninos condensados) e D
(saponinas e taninos) equivaleram a 80,81; 63,73; 44,03; 63,90 pg/mL, respectivamente. A
purificacdo da fracao C, por¢ao mais ativa, resultou em uma fragao C1, que apresentou CLs
de 5,09 pg/mL, sendo os taninos condensados indentificados como os principais
componentes. Estes resultados sugerem que o efeito anti-helmintico desta planta pode ser em
decorréncia da agdo sinérgica de varias substancias.

A presenga de saponinas em extratos de diferentes plantas, como C. moschata, A.
vasica e H. helix, tem sido relacionada com seus efeitos anti-helmintico sobre ovos e larvas
nematoides gastrintestinais de ovinos (EGUALE et al., 2007a; AL-SHAIBANI et al., 2008;
MARIE-MAGDELEINE et al., 2009).

Diversos estudos t€ém demonstrado o efeito téxico de diferentes saponinas sobre
cultivos de células. Investigacdo sobre saponinas esteroidais isoladas de Smilacina
atropurpurea revelaram atividade antifingica e citotoxica. Das oito saponinas avaliadas, trés
foram eficazes contra C. albicans, C. glabrata, Cryptococcus neoformans e A. fumigatus.
Estas substincias ativas também apresentaram efeito sobre cultivos de células cancerigenas
humana e células Vero (Clso de 1,9 a 8,5 pg/mL). Estes resultados sugeriram uma correlagao
entre atividade antifingica e citotoxica dessas saponinas (ZHANG et al., 2006).

YANG et al. (2006) avaliaram a atividade antifungica e citotoxica de diferentes
saponinas e sapogeninas esteroidais de espécies de monocotiledoneas. Nenhuma sapogenina
apresentou atividade contra fungos, enquanto que foram identificadas 10 saponinas ativas
contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. neoformans e A. fumigatus. Entre as substancias

ativas, quatro saponinas foram caracterizadas pela presenca da aglicona, tigogenina, e a cadeia
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de aglicar com quatro a cinco monossacarideos. Essa propriedade fungicida pode esta
relacionada com o tipo de aglicona e composi¢cdo dos monossacarideos da cadeia de agtlcar.
Os compostos mais potentes apresentaram moderada citotoxicidade sobre células Vero, e ndo
mostraram efeitos sobre cultivos de células carcinogénicas.

Testes em cultivos de células HeLa (carcinoma cervical humano) demonstraram o
potencial anticancerigeno de saponinas isoladas de Gymnema sylvestre e Eclipta prostrata,
respectivamente. Entretanto, estas substancias ndo apresentaram efeitos toxicos sobre células
Vero (KHANNA ¢ KANNABIRAN, 2009). Efeito anticancerigeno também foi observado
para saponinas triterpénicas de Anfonia ovata contra células KB (carcinoma epidermoide oral
humano), com Clsy entre 3,1 a 6,6 uM. Diferencas na atividade entre as saponinas avaliadas
foram relacionadas com variacdes na estrutura desses compostos, como a posi¢do do grupo
hidrolixa na aglicona (MAGID et al., 2010).

Atividade citotoxica e antibacteriana de saponinas triterpénicas de Clematis
ganpiniana foram relatadas por Ding et al. (2009). Estes compostos apresentaram efeito sobre
células de tumor mamario humano, com Clsy entre 0,7 a 16,5 ug/mL. Os compostos com
maior atividade citotoxica, também causaram alta taxa de apoptose. Outra atividade observada
foi a agdo contra varios microorganismos, como M. luteus, Escherichia coli, S. aureus, C.
albicans e B. subtilis.

Quatro saponinas esteroidais de Balanites aegyptiaca apresentaram potente efeito
antiproliferativo em células cancerigenas mamarias e do c6lon humano. O mecanismo de agdo
identificado foi a indugdo da apoptose, através da ativacdo da caspase 3 e formacgdo de
compostos oxidantes. Diferencas na atividade dessas saponinas foram associadas com
variagoes na cadeia de agucar, sendo que uma reducao do tamanho da porcdo de acucar leva a
uma diminuicao da atividade anticancer (YANNAI et al., 2011).

Estudos in vivo também tém demonstrado o potencial toxico de saponinas extraidas de
plantas. A administragdo Unica do extrato de saponinas de Camelia sasanqua em ratos (125 a
2000 mg/kg) por via oral resultou em diarréia, hipoatividade, redu¢do da temperatura e
cianose, sendo obtida a DLs igual a 1.143,7 mg/kg. Para avaliacao toxicoldgica subcrdnica,
ratos foram tratados com este extrato (100, 200 e 400 mg/kg) durante seis semanas. No grupo
tratado com a dose mais alta, os animais vieram a Obito, sendo observada severa distensao do
trato gastrintestinal e alteragdes na submucosa do intestino delgado. Os demais grupos nao
apresentaram alteracdes significativas, exceto um pequeno aumento do nivel de aspartato

aminotransferase (AST) sérico (SHEN et al., 2008).
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Algumas alteracdes hematologicas (redugdo dos niveis de eritrocitos, hematocrito e
volume corpuscular médio) sugestivas de anemia hemolitica foram observadas em ratos
alimentados com extrato de soja rico em saponinas ¢ isoflavonas durante treze semanas (CHO
et al., 2009).

Em ruminantes, estudos revelaram a interferéncia das saponinas sobre parametros da
fermentagdo ruminal. A alimentacdo de caprinos com extrato aquoso de Biophytum
petersianum contendo saponinas (26 mg de saponinas/kg) resultou em aumento do pH,
diminui¢do da populagdo de protozoarios, da concentracao de acidos graxos volateis e amonia
no ramen (SANTOSO et al., 2007). A adicao de saponinas provenientes de Y. schidigera (170
mg/d) na dieta de ovinos resultou em aumento da concentracdo de acidos graxos volateis,
redugdo do nivel de N-NHj (nitrogénio amoniacal) e da producao de metano (WANG et al.,
2009).

O tratamento de cordeiros com saponinas de Y. schidigera (55 mg/kg/11 dias) por via
intra-ruminal, ndo causou alteragdes clinicas, ¢ os niveis séricos de AST, alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT), ureia, creatinina e bilirrubina total
permaneceram dentro dos niveis normais. A analise de saponinas no trato gastrintestinal
revelou alta concentracdo de sapogeninas no omaso e abomaso em comparacdo ao rimen,
sugerindo que esses compostos sdo rapidamente hidrolisados no rimen principalmente em
sapogeninas livres (FLAOYEN et al., 2002). Degradacdo in vitro de saponinas triterpénicas
por microorganismos ruminais também foi demonstrada por Makkar e Becker (1997).

A administra¢do intraruminal do suco de Y. schidigera contendo saponinas (1,5 a
3,0g/kg) em cordeiros durante 21 dias resultou em diarréia, desidratagdo, aumento dos niveis
de creatinina e uréia. Nao foram encontrados sinais de fotossensibilizacdo e nem alteragdes
nas dosagens séricas de AST, GGT e bilirrubina. Alguns animais foram a 6bito possivelmente
devido a lesdes renais, uma vez que, a analise histologica revelou necrose tubular aguda e
hemorragia intersticial. Além disso, foi observado acumulagdo de glicogénio e goticulas de

lipidios no citoplasma de hepatdcitos (WISLOFF et al., 2008).

2.5 ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA E TOXICIDADE DE FLAVONOIDES

O interesse cientifico pelos flavonoides decorre de suas diversas atividades biologicas,

incluindo efeitos antioxidante (DUENAS et al., 2011), antineoplasico (SANTOS et al., 2011),
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antiinflamatério (CHEN, H. et al., 2011), antimicrobiano, antiviral (ORHAN et al., 2010) ¢
antiparasitario (AYERS et al., 2008; LAKSHMI et al., 2010).

Plantas ricas em flavonoides tém sido empregadas popularmente para o tratamento de
doencas causadas por protozodrios em humanos, e diversos estudos t€ém demonstrado seus
efeitos sobre diferentes parasitos, como protozoarios e helmintos. A propriedade
antiparasitaria desses compostos pode ser atribuida a alteragdes na atividade de varias
enzimas e/ou nos processos metabdlicos dos parasitos (KERBOEUF et al., 2008).

A isoflavona genisteina, extraida de Flemingia vestia, causou paralisia ¢ danos ao
tegumento de Fasciolopsis buski, trematodeo de suinos. Este efeito tem sido relacionado com
a reducdo dos teores de alguns aminoacidos livres, aumento nos niveis de acido glutdmico,
citrulina, 4cido gama aminobutirico (GABA), amdnia e 6xido nitrico deste parasito (KAR et
al., 2004).

A atividade tripanocida in vitro de flavonoides (kaempeferol, quercitina, trifolin e
acetil hiperoside) e de seus produtos acetilados isolados de Consolida oliveriana foi
investigada por Boutaleb-Charki et al. (2011). Os compostos acetilados foram mais ativos na
inibicdo do crescimento da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi, provavelmente em
funcdo da acetilacdo facilitar a absor¢do do produto. Essas substancias atuaram sobre a forma
metaciclica reduzindo taxa de invasdo em células Vero, de sua replicagdo intracelular e
transforma¢do na forma tripomastigota. Os parasitos tratados apresentaram danos na sua
estrutura, como intensa vacuoliza¢dao, distor¢des no nucleo ¢ aumento do tamanho da
mitocondria. A excre¢do de metabdlitos pelos parasitos também foi afetada, possivelmente
devido a agdo dos flavonoides sobre enzimas ou fung¢do mitocondrial. Os flavonoides
apresentaram menor toxicidade sobre células Vero quando comparados com o medicamento
benzimidazol.

O estudo da acdo de treze flavonoides sobre o nematoide C. elegans, revelou que os
compostos apigenina e 5,7,3°,4°,5’-penta hidroxiflavona inibiram o crescimento larval deste
parasito. A identificacdo da estrutura quimica destas substancias sugerem que a presenga de
dois grupos hidroxilas (C-5 e C-7) do anel A, 4’hidroxila no anel B e uma dupla ligagao entre
C-2 e C-3 no anel C sdo necessarias para o efeito anti-helmintico (YOON et al., 2006).

Em camundongos infectados com o nematoide Aspiculuris tetraptera, a administragao
de flavonoides isolados das raizes de Andira anthelmia (2,0 mg/kg) por via intragastrica
durante trés dias resultou em percentuais de eficacia entre 5,2 a 40,2%. Os flavonoides mais

ativos apresentavam unidades glicosidicas na posicao C-7 (SILVA, V. et al., 2008).
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Os efeitos dos flavonoides (rutina, flavona, naringenina, hesperetina, crisina e
narigina) foram avaliados contra o nematoide Brugia malayi, parasito responsavel pela
filariose linfatica humana. Nos testes, in vitro, esses compostos inibiram a motilidade de
microfilarias e de fémeas adultas, e reduziram a viabilidade de parasitos adultos avaliados
pelo teste de MTT. A eficacia dos flavonoides em ordem decrescente correspondeu a
naringenina >flavona=hesperetina>rutina>narigina>crisina. Em ensaios in vivo, o tratamento
de gerbil com naringenina (50mg/kg) por via subcutinea durante 5 dias resultou em 73% de
eficacia sobre parasito adulto. Entretanto, no roedor Mastomys coucha, esse mesmo
flavonodide foi menos eficaz (51% de redu¢do) quando administrado por via intraperitoneal
com o dobro da dose anterior. Nenhuma alterag@o clinica foi observada nos animais tratados
com esse flavonoide (LAKSHMI et al., 2010).

A atividade anti-helmintica de flavonoides sobre nematoides gastrintestinais de
pequenos ruminantes também tem sido documentada. Molan et al. (2003) avaliaram a
atividade anti-helmintica de flavan-3-6is sintéticos (catequina, epicatequina, galocatequina e
epigalocatequina) e seus derivados galoil sobre ovos e larvas de 7. colubriformis. Os
compostos derivados galoil inibiram completamente a eclosdo de ovos, com valores de CEs
entre 0,27 a 0,36 mg/mL, e a substancia mais ativa foi a epigalocatequina galato. Todos os
compostos avaliados interferiram no desenvolvimento larvar (L; para L;) de forma
concentragdo dependente. Maior efeito sobre a migracdo de larvas foi verificada para os
flavan-3-6is galato, principalmente para epigalocatequina galato, o qual reduziu a motilidade
em aproximadamente 50% na concentragdo de 0,5 mg/mL. A adicdo do grupo galoil
aumentou a eficacia dos compostos e também foi observada uma correlagdo entre o efeito
sobre os ovos e a hidroxilagdo do anel B, sendo que a forma tri-hidroxilada foi mais ativa.

Os estudos in vitro com flavonoides glicosilados presentes na O. viciifolia revelaram
efeito sobre larvas infectantes de H. contortus. Os compostos rutina, nicotiflorina e narcissina
(1200pg/mL) reduziram a migragdo de larvas em 25, 30 e 35%, respectivamente (BARRAU
et al., 2005). Flavonas isoladas de S. argentea também inibiram in vitro a motilidade de larvas
de H. contortus, sendo que a CEq variou entre 3,1 a 61 pg/mL. Os quatro constituintes mais
ativos foram avaliados em teste utilizando camundongos infectados com o nemaoide
Heligmosomoides polygyrus. Apenas uma flavona, na dose de 25 mgkg por via
intramuscular, mostrou moderada atividade, com redu¢do de 49% da contagem de parasitos
(AYERS et al., 2008).

A maioria dos flavonoides ¢ considerada como substidncias seguras, com baixo

potencial de toxicidade. Isoflavonoides, isolados de frutos de Solanum torvum, ndo mostraram
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citotoxicidade (50 pg/mL) sobre cultivos de células Vero e de células de tumor mamario e de
carcinoma epidermoide oral humano (ARTHAN et al., 2002). Atividades antioxidante e
citotoxica in vitro de trés flavonoides de Athrixia phylicoides (5-hidroxi-6,7,8,3°,4°,5’-
hexamethoxiflavon-3-ol, 3-0-demetildigicitrina e quercetina) foram avaliados por Mavundza
et al. (2010). Esses flavonoides apresentam alta atividade antioxidante, com CEsg entre 1,27 a
3,41 pg/mL. O composto mais ativo foi a quercitina, que mostrou baixa citotoxicidade sobre
célula Vero (Clsp = 81,38 pg/mL) em comparagdo aos demais flavonoides, com Clsy em torno
de 28 ug/mL.

Os efeitos do homoisoflavonoide, dracol, e da saponina icodeside obtidos de
Dracaena draco sobre células cancerigenas foram investigados por Hernandez et al. (2006).
A saponina mostrou moderada atividade contra células leucémicas e de carcinoma
epidermoide humano, enquanto que o homoisoflavonoide ndo foi citotoxico. Yen et al. (2010)
relataram atividade in vitro de homoisoflavonoides sintéticos contra células cancerigenas
pulmonar, nasofaringea e da prostata.

Os flavonoides extraidos de Mentha longifolia foram avaliados quanto a atividade
antibacteriana in vitro ¢ a toxicidade aguda em camundongos. Os flavonoides (quercetina 3-
O-glicosideo, apigenina, luteolina-7-O-glicosideo, luteolina-7,3’-O-diglicosideo, kampeferol -
3-O-glicosideo) inibiram o crescimento de E. coli, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa e B.
subtilis, em concentracdes minima inibitoria variando entre 0,025 e 0,095 mg/mL. No teste de
toxicidade, os animais foram tratados por via oral com flavonoides nas doses de 1 a 9 g/kg,
sendo observada mortalidade a partir da dose de 3g/kg. O composto mais ativo, quercetina3-
O-glicosideo, foi o que apresentou menor toxicidade, com dose letal de 5g/kg (AKROUM et
al., 2009).

A toxicidade subcronica e parametros de farmacocinética de wogonina, flavonoide
isolado de Scutellaria baicalensis, foram investigadas em caes da raga beagle. A
administracdo de wogonina (15, 30 e 60 mg/kg) via intravenosa durante 90 dias, resultou em
alteracdes clinicas, como émese, sialorréia, fraqueza e focinho inchado, especialmente no
grupo tratado com a maior dose. Este tratamento nao afetou os parametros bioquimicos (AST,
ALT, fosfatase alcalina e creatinina) e nem causou alteracdes morfoldgicas e histologicas nos
orgaos desses animais. Os parametros farmacocinéticos de area sob a curva de concentracao
plasmatica—tempo e o tempo de meia vida de eliminagdo foram estimados em 2.137 ng h/mL
e 91 minutos, respectivamente, em caes tratados com 20 mg/kg de wogonina (PENG et al.,

2009).
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Estudos tém demonstrado que flavonoides podem interferir no metabolismo ruminal.
Broudiscou et al. (2000) avaliaram o efeito de treze extratos de plantas com alto contetido de
flavonoides sobre a fermentagao e nimero de protozoarios em culturas de microorganismos
ruminais € observaram que os extratos de Lavandula officinalis e Solidago virgaurea
estimularam a fermentagcdo, enquanto aqueles da Equisetum arvense e Salvia officinalis
promoveram reducdo da metanogénese. O numero de protozodrios foi, no entanto, pouco

alterado pela acdo dessas plantas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de

Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana (protocolo n°® 017/2008).

3.1 OBTENCAO DO RESIDUO DE 4. sisalana

O residuo de A. sisalana foi coletado diretamente da maquina de desfibramento de
folhas de sisal com aproximadamente seis anos de idade, no municipio de Valente, Bahia, em
julho de 2009. Folhas e florescéncia da planta foram identificadas e armazenadas no herbario
do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia, com

registro de exsicata n. 838.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES FLAVONOIDICA E SAPONINICA

Os extratos e fracdes utilizados neste estudo foram cedidos pelo Laboratério de
Fitoquimica da Universidade Estadual de Feira de Santana, sendo estas fracdes obtidas
conforme metodologia descrita por Santos (2009). A figura 5 apresenta o fluxograma
demonstrando as etapas para obtencdo dos extratos (aquoso e acetato de etila) e das fragdes
(flavonoidica e saponinica) a partir do residuo de sisal.

O residuo de 4. sisalana (70 kg) foi misturado com 70 L de 4gua destilada e
submetido a fervura durante trés horas. Apos o resfriamento em temperatura ambiente, o
extrato aquoso foi obtido por filtracdo utilizando papel filtro, e dividido em trés partes. Uma
pequena parte (100 mL) do extrato aquoso foi liofilizado para ser utilizado nos testes in vitro.
Outra parte desse extrato aquoso (aproximadamente 45 L) foi mantida sob congelamento a -
20 °C até a utilizagdo no teste in vivo. A terceira parte foi utilizada para obten¢do do extrato
acetato de etila e das fragdes flavonoidica e saponinica. Para tanto, o extrato aquoso foi
desidratado em estufa de circulagdo de ar for¢ado (60 °C) e em seguida ressuspendido em
solugdo hidroalcoolica a 80% (1:2 v/v), mantido em repouso formando um precipitado,
separado do sobrenadante por filtragdo. Ao sobrenadante foi adicionado acetato de etila (1:4
v/v) resultando na formacao de duas fases. A fase apolar foi concentrada em rotoevaporador
para fornecer o extrato acetato de etila concentrado. Uma aliquota desse extrato foi submetida
a cromatografia em coluna aberta recheada com silica gel, eluida com gradiente de solventes

(acetato de etila, metanol e dgua) resultando em 28 fracdes. Apos andlise em cromatografia



49

em camada delgada, as fracdes 2 e 7-9 foram submetidas a um fracionamento por
cromatografia em permeagao em gel, em coluna de vidro empacotada com Sephadex LH 20 e
eluida com metanol (MeOH) para obter uma fracao contendo um homoisoflavonoide como
composto majoritario e outra fracdo contendo compostos saponinicos, respectivamente.

O perfil quimico das fragdes flavonoidica e saponinica foi realizado por CLAE-DAD
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de fotodiodos) através do
equipamento da marca VRW HITACHI L-2300 contendo bomba VRW HITACHI L 2130,
detector de arranjo diodo e injetor automatico. Os resultados foram adquiridos e processados
utilizando software Ezchrom Elite e o volume de inje¢ao de 20pL. A coluna utilizada foi fase
reversa (C18 de 5 um de diametro de particula e 25 cm de comprimento). As condigdes de
analise da fracdo flavonoidica foram: tempo de analise de 50 minutos; a fase movel utilizada
foi um sistema bifasico de: A (H3;PO4 0,1% em H,O — 4gua acidificada) e B (metanol) com
gradiente: tempo 0 mim — 20 mim (75 % A); 20 mim — 24 mim (100 % B); 24 mim — 25 mim
(75 %); 25 mim — 50 mim (75 % A).O fluxo del,0 mL/min, e a temperatura do forno de 30°C.
Leitura em 220 nm. A amostra foi dissolvida em metanol. As condi¢des de analise da fragao
saponinica foram volume de injecdo de 20uL e tempo de andlise foi de 15 minutos. A fase
movel utilizada foi um sistema bifasico de: A (acetonitrila) e B (dgua) (90:10) isocratico. O
fluxo foi de 1,0 mL/min, e a temperatura do forno de 35°C. Leitura em 200 nm. A amostra foi

dissolvida em agua e acetonitrila (1:1).
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Figura 5: Obtengdo de extratos e fragdes a partir do residuo de A. sisalana
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3.3 AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VITRO

3.3.1. Atividade ovicida

A avaliagdo da atividade ovicida foi realizada através do teste de eclosdo de ovos.
Foram utilizadas fezes coletadas diretamente da ampola retal de caprinos, infectados
naturalmente com nematoides gastrintestinais, criados na Escola de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia. A recuperagdao dos ovos das fezes foi realizada segundo
Hubert e Kerbeoeuf (1992), no qual 10 g de fezes foram homogeneizadas com dgua destilada
e filtradas em tamis de 1 mm, 100, 55 ¢ 25 um. Os ovos retidos na ultima malha foram
coletados e centrifugados a 1500 x g durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
adicionou-se solugdo de cloreto de sodio saturada ao sedimento, que foi centrifugado sob as
mesmas condi¢des. O sobrenadante foi filtrado na peneira de 25 pm e lavado com agua
destilada para a coleta dos ovos. A concentracdo de ovos foi estimada em amostras de 100 pL.
e ajustado para 100 ovos/100 pL.

O teste de eclosdo de ovos foi realizado segundo Coles et al. (1992). A suspensao de
ovos foi distribuida em microplaca de 96 pogos (100 pL/pogo) e adicionada 0 mesmo volume
dos extratos diluidos em agua destilada. A determinagdo das concentragdes dos extratos foi
baseada em resultados obtidos de experimentos pilotos. As concentracdes avaliadas
corresponderam a: extrato aquoso (0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL), extrato acetato de etila e
fragao flavonoidica (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 e 0,32 mg/mL), e fracdo saponinica (0,32 mg/mL).
Foram incluidos controle negativo contendo agua destilada e controle positivo com
albendazol (0,025 mg/mL). Apos incubac¢do das placas em B.O.D. a 24 °C por 48 hs,
acrescentou-se lugol para interromper a eclosdo dos ovos. Todos os ovos e larvas (L;) foram
contados de cada pocgo. Trés repeticdes com trés replicatas para cada concentragdo e controles
foram realizados para assegurar a validacdo dos resultados. O percentual de inibicdo da
eclosdo de ovos foi determinado através da relacdo: nimero de ovos/ (numero de ovos +

numero de L;).
3.3.2 Atividade larvicida
A avaliacdo da atividade larvicida foi realizada através do teste in vifro de migracao

larvar, empregando a metodologia descrita por Molento e Prichard (2001). Para tanto, foram

utilizadas larvas infectantes (L;) de nematoides gastrintestinais de caprinos provenientes de
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coproculturas realizadas com fezes de animais naturalmente infectados. As larvas foram
submetidas ao processo de desembainhamento pelo contato com solugdo de hipoclorito de
sodio (1,5%) durante 30 minutos. O material foi lavado trés vezes com PBS.

Essas larvas foram distribuidas em microplacas de 24 pogos (400 larvas/0,5 mL/pogo)
e adicionadas o mesmo volume dos extratos diluidos em PBS. As concentragdes dos extratos
foram: extratos aquoso e acetato de etila (100 mg/mL), fragdo saponinica e flavonoidica (2,5
mg/mL). Como controles positivo e negativo foram utilizados levamisol (0,5 mg/mL) e PBS,
respectivamente. A placa foi incubada em B.O.D a 27 °C por seis horas. Decorrido este
periodo, foi adicionado 1 mL de solugdo de agar (1,4%) a 35 °C, e a solucdo final foi
transferida para uma placa de petri com um aparato (cilindro sobreposto a duas telas de nylon
contendo agua destilada congelada). As placas de petri foram mantidas em B.O.D a 25 °C,
onde foram expostas a uma fonte de luz incandescente (60 W) durante 18 horas para estimular
a movimentagdo das larvas vidveis, que migram para fora do agar passando pelas telas de
nylon em dire¢@o a por¢do aquosa. Esta porcao liquida contendo as larvas foi transferida para
um tubo tipo falcon e centrifugada a 1500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado,
mantendo volume final de 2 mL. Deste volume, foi retirada uma aliquota homogénea de
200uL para quantificagdo das larvas. O resultado das contagens de larvas em cada aliquota foi
multiplicado por 10. Para cada extratos e controles foram realizadas seis replicatas.

O percentual de eficacia foi calculado utilizando a seguinte formula:
E = [(Mc — Mtr)/Mc] x 100, onde Mc corresponde a média aritmética do nimero de larvas
contada no grupo controle, e Mtr ¢ a média aritmética do numero de larvas contadas no grupo

tratado (MOLENTO e PRICHARD, 2001).

34 AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VIVO'
3.4.1 Animais

Trinta caprinos, sem raca definida, de seis a 18 meses de idade, infectados
naturalmente com nematoides gastrintestinais, mantidos em regime semi-intensivo no
municipio de Senhor do Bonfim (BA) permaneceram sem tratamento anti-helmintico por um
periodo de 60 dias. Apos esse periodo, os animais foram transferidos para o Centro de
Desenvolvimento da Pecudria em Oliveira dos Campinhos (BA), permanecendo durante 22
dias, sendo a primeira semana de adaptagdo. Os caprinos foram mantidos em instalagdes com

piso concreto e receberam feno de graminea diariamente, dgua e sal mineral ad libitum.

! Esta parte do trabalho foi publicada na revista Veterinary Parasitology (artigo em anexo)



53

3.4.2 Tratamento

Os animais foram distribuidos em trés grupos homogéneos (n = 10). Os animais foram
distribuidos em cada grupo alternadamente em ordem decrescente do nimero de ovos por
grama de fezes. As médias do peso nos grupos I, II e III corresponderam a 18,6 +4,3, 19,3
+3,6 ¢ 19,8 £5,9 kg, respectivamente. O grupo I foi tratado com 1,7 g/kg/dia do extrato
aquoso de A. sisalana administrado por via oral em duas doses por oito dias consecutivos;
grupo II (controle positivo), tratado com dose unica de fosfato de levamisol (6,3 mg/kg) e o
grupo III (controle negativo), ndo submetido a qualquer tratamento. Durante o experimento,
um animal do grupo II foi a 6bito, decorrente do parasitismo por nematoides gastrintestinais
no dia 11. O OPG deste animal foi de 6.850, e 0 Haemonchus foi o género mais prevalente na
coprocultura (81%).

A dose do extrato aquoso de A. sisalana utilizada no estudo in vivo foi determinada a
partir da concentragdo do extrato e da estimativa de 1 L/dia (fracionado em duas
administragdes) como volume adequado para o tratamento diario de um animal com 35 kg. A
concentragcdo do extrato aquoso (57,7 mg/mL) foi determinada através da secagem de trés
amostras de 1 mL em estufa de circulagdo forcada de ar (60 °C) até a obtencdo de peso
constante. A massa média obtida referente a 1 mL foi relacionada ao respectivo volume total,

obtendo-se entdo a massa total em mg/mL.

3.4.3 Analises parasitologicas

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal nos
dias 0, 5° e 9° para a realizagdo do OPG (GORDON e WHITLOCK, 1939). A identificacao
dos géneros de nematoides foi determinada por coprocultura de amostras de fezes individuais,

que foram coletadas antes e apds o final do tratamento (UENO e GONCALVES, 1998).

3.4.4 Avaliacido dos parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos

Durante o tratamento foi realizado diariamente o exame clinico dos animais
(ROSENBERGER et al., 1993), avaliando-se o comportamento, mucosas, linfonodos, grau de
desidratagdo, temperatura corporal, frequéncias respiratoria e cardiaca e movimentos
ruminais. O peso corporal individual foi registrado nos dias 0 e 9.

As amostras de sangue dos animais foram colhidas por puncdo da veia jugular nos dias

0 e 9 do experimento. As amostras de sangue, coletadas em tubo a vacuo contendo EDTA
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(acido etilenodiaminotetracético), foram utilizadas para a realizagdo do hemograma e da
determinagdo da proteina plasmatica total por refratometria (JAIN, 1993).

As atividades das enzimas ALT, AST, GGT e fosfatase alcalina, e as concentracoes de
creatinina e uréia foram mensuradas no soro utilizando-se kits comerciais (DOLES™) ¢ a

leitura por espectrofotometria.

3.4.5 Avaliacao anatomo-histopatologica

Apo6s uma semana do final do tratamento, seis animais de cada grupo foram separados
aleatoriamente e eutanasiados, seguindo as recomendacdes do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (Resolucao n® 714, 2002) e, posteriormente necropsiados. Para o diagnostico
histolégico, fragmentos de figado, rins, abomaso e intestinos foram coletados e fixados em
formol a 10%, e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET,
1992). Secgdes histologicas de 5 pum foram coradas pela técnica da hematoxilina-eosina
(LUNA, 1968).

Uma aliquota (10%) dos contetidos do abomaso e intestino delgado foi analisada e o
nimero de nematoides, diferenciados por género, multiplicado por 10, enquanto o contetdo
do intestino grosso foi examinado integralmente (UENO e GONCALVES, 1998). A
identificagdo das espécies de nematoides gastrintestinais foi realizada conforme Soulsby

(1982).

3.5 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

3.5.1 Cultivos de células

As células de linhagem Vero, provenientes de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops) foram mantidas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
suplementado com 10% de soro equino fetal e antibioticos (100 UI/mL penicilina G, 100
mg/mL estreptomicina) a 37°C em incubadora de CO,. As células foram cultivadas em
frascos de cultivo com 25 cm? contendo 5 mL de meio, que foi substituido trés vezes por

s€émana.

3.5.2 Tratamento dos cultivos de células
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As células Vero foram colocadas em microplacas de 96 pogos na concentragdo de 3,5
x 10* células/pogo. Apos 24 horas de incubagdo em estufa a 37 °C e 5% de CO,, o meio dos
cultivos foi removido e adicionado os extratos e fragoes de A. sisalana diluidos em meio
RPMI e mantidos sob as mesmas condi¢des de incubagdao. Apds 24 horas do tratamento foram
realizados os testes de MTT e azul de tripan. As concentragdes avaliadas dos extratos aquoso,
acetato de etila e fracdo de flavonoidica corresponderam a 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL,
enquanto as da fracdo saponinica foram de 7,8; 16; 32; 62,5 e 125 ug/mL.

3.5.3 Avalia¢ao da funcio mitocondrial pela reducio do MTT

A atividade das desidrogenases mitocondriais foi avaliada através do teste do brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenitetrazolio (MTT) segundo Hansen et al. (1989). O
principio do teste consiste na capacidade das desidrogenases mitocondriais de células vivas
em converter o MTT em cristais de formazan de cor violacea. As células cultivadas em placas
de 96 pocos foram expostas aos extratos e fragdes por 24 horas. Apos este periodo, o meio de
cultura foi removido e foram adicionados aos pocos 100 uL de solugdo de MTT em meio
RPMI (1 mg/mL). Apos trés horas de incubagdo em estufa a 37 °C e 5% de CO,, foram
adicionados 100 puL/pogo de um tampao de lise, contendo 20% de SDS (duodecil sulfato de
sodio) e 50% de DMF (dimetil formamida) (Ph=4,7), mantendo-se as placas por 12 hs a 37
°C. A absorbancia optica foi medida utilizando leitor de placas de comprimento de onda (405
- 600 nm). Foram realizadas trés repeticoes com cinco replicatas para cada concentracao e
controle. Os resultados foram apresentados como a porcentagem de viabilidade celular (média

e desvio padrdo) em relagcdo ao controle, considerado como 100%.

3.5.4 Avaliacao da integridade da membrana pela exclusdo ao azul de tripan

A integridade de membrana celular foi avaliada através do método de exclusdo ao
corante azul de tripan. As células viaveis possuem uma permeabilidade seletiva, o que impede
a passagem do corante azul de tripan para o meio intracelular. Dessa forma, na presenca deste
corante, as células vidveis apresentam um halo azulado, enquanto que as células mortas estao
coloridas de azul.

Apo6s 24 horas do tratamento dos cultivos com os extratos e fragdes, as células foram
obtidas por tripsinizagdo, utilizando solucdo de tripsina e EDTA. A suspensao de células foi

centrifugada por 10 minutos a 5000 x g, e em seguida desprezado o sobrenadante. As células



56

foram ressuspensas em 100 pL. de meio RPMI e coradas com azul de tripan a uma
concentragcdo final de 0,1%. Foi retirada uma aliquota (10 pL) da suspensdo celular e
realizada a contagem do nimero de células viaveis e inviaveis em camara de Neubauer.

Foram realizadas trés repeti¢des com trés replicatas para cada concentracao e controle.

3.6 Analise estatistica

Os resultados dos testes in vitro (eclosdao de ovos, migragao de larvas e azul de tripan),
das analises hematologicas, bioquimicas e peso dos animais foram comparados pela ANOVA
seguido do teste de Tukey (5%). Para os resultados in vitro (teste de MTT) e in vivo
(contagem de ovos, larvas L3, Ls e Ls basofilos, leucdcitos segmentados e bastonetes), que
ndo apresentavam distribuicdo normal, foi realizado andlise ndo paramétrica, teste Kruskal —
Wallis seguido do teste de comparagdo multipla Dunn (5%). Os programas utilizados para as
analises dos dados in vitro e in vivo foram GraphPrism (versdo 5.0) e o SAS (versdo 9.1),
respectivamente.

As CEsp e CEy (concentragdo efetiva) para o teste de eclosao de ovos e Cls
(concentracdo inibitdria) para o teste de viabilidade celular (MTT) foram calculadas através
de analise de regressao nao linear usando o programa GraphPrism, versao 5.0.

A eficécia do tratamento in vivo sobre ovos e larvas foram determinadas pelo teste de
percentual de reducdo de ovos ou larvas, com a seguinte formula: PR = 100 (1- T/C), onde PR
¢ o percentual de reducdo, T e C sdo as médias aritméticas de ovos ou larvas dos grupos

tratados e controle negativo, respectivamente (COLES et al., 1992).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VITRO

4.1.1 Atividade ovicida

Os extratos aquoso (EA), acetato de etila (EE) e fracdo flavonoidica (FF) de 4.
sisalana inibiram a eclosdo de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos, sendo que este
efeito aumentou significativamente (p < 0,05) nas concentragdes mais elevadas. Os valores de
CEsy e CEgy foram respectivamente: 4,7 ¢ 8,3 mg/mL para o EA, 0,1 ¢ 0,13 mg/mL para o EE
e 0,05 e 0,07 mg/mL para a FF. A fracdo saponinica (FS) (0,32 mg/mL) ndo interferiu (p>
0,05) na eclosdo de ovos quando comparado ao controle negativo (Figura 6).

As médias dos percentuais de inibi¢ao da eclosao de ovos variaram de 8,9 a 99,8 (EA),
10,7 a 99,8 (EE), 18,6 a 100% (FF) e 12% (FS). Eficacia superior a 90% foi observada para
EA, EE e FF, embora a menor concentragdo efetiva tenha sido verificada para a FF (0,08
mg/mL), seguida do EE (0,16 mg/mL) e EA (10 mg/mL). Nestas concentracdes, a atividade

ovicida foi semelhante ao albendazol.
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Figura 6: Média e desvio padrao do percentual de inibicdo da eclosdo de ovos de
nematoides gastrintestinais com os extratos e fracdes de A. sisalana
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4.1.2 Atividade larvicida

O tratamento de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais com os EA, EE, FS e
levamisol causaram reducdo siginificativa do numero de larvas recuperadas no teste de
migragao em comparagdo com o controle negativo (p<0,05), e embora a FS tenha produzido
esse efeito na concentracao 40 vezes menor (2,5 mg/mL) que as concentracdes dos EA e EE
(100 mg/mL), o percentual de eficacia foi de apenas 64%. Este percentual para os EA, EE e
levamisol correspondeu a 33,3; 50,3 e 97,4, respectivamente. A fracdo flavonoidica ndo

apresentou efeito sobre a migracdo de larvas (Figura 7).
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Figura 7: Média e desvio padrao do numero de larvas de nematoides
gastrintestinais recuperadas no teste de migragdo apds o tratamento com
extratos e fragoes de A. sisalana

4.2 AVALIACAO ANTI-HELMINTICA IN VIVO

4.2.1 Analises parasitolégicas

Nos caprinos tratados com extrato aquoso obtido do residuo de 4. sisalana (grupo I) e
levamisol (grupo II) ocorreu uma diminuicdo do OPG a partir do quinto dia, sendo este
achado estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (grupo III). Os
maiores percentuais de redu¢cdo do OPG corresponderam a 50,3 e 93,6% para os grupos 1 e II,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Média, desvio padrao (DP) e percentual de reducdo (%) do niimero de ovos de
nematoides gastrintestinais de caprinos tratados com o extrato aquoso de A. sisalana

Dias de tratamento

Grupos 0 5 9
Média + DP Média + DP % Média + DP %
GI 2480 + 1665,2** 1600 + 1012,1** 25,8 1610 + 964,9** 50,3
GII 2078 + 1118,1** 138,9 +167,3"" 93,6 416,67 + 612,9"° 87,1
GIII 2650 + 1885,3* 2155 + 1394,7° - 3240 £2137,7° -

Letras maitsculas diferentes na mesma coluna e miniisculas na mesma linha caracterizam diferenca significativa
(p<0,05)

GI: 1,7g de extrato aquoso de 4. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de levamisol (6,3mg/kgPV); GIII: sem
tratamento

O numero de larvas de 3° estadio (L3) obtidas de culturas de fezes de caprinos tratados
com extrato aquoso de A. sisalana ou levamisol foi significativamente inferior (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle negativo, exceto para o género Trichostrongylus. No grupo I, os
percentuais de redugdo de L3 dos géneros Haemonchus, Oesophagostomum, Trichostrongylus
e do total de larvas, corresponderam respectivamente a 82,6; 79,6; 53 e 80, enquanto que no

grupo II foram 93,8; 74,1; 58,6 e 85,6 (Tabela 4).



Tabela 4: Média, desvio padrao (DP) e percentual de reducdo (%) do nimero de larvas de terceiro estadio de nematoides gastrintestinais,
obtidas de culturas de fezes de caprinos tratados com o extrato aquoso de A. sisalana

Grupos e dias de tratamento

GI GII GIII
Géneros
0 9 0 9 0 9
Média +DP % Média £DP % Média +DP
Haemonchus spp. 1055,5+825,7**  281+174,5"" 82,6 794,4+393,5*  100+111,8* 93,83 12555+ 1300" 1620 + 1773
Oesophagostomum spp.  680,5+747,5**  166+128,4** 79,6 381,1+489,9*" 210,6+421,3%* 74,07  488+532,5"" 812 + 851°*
Trichostrongylus spp. 96+75,8* 67,5+38,7** 53 62,8+40,6** 59,4+45,7** 58,58 70 + 67,9 143,5+103,9*°
Total 1832+1459,4*" 514,5+234,7" 80 1238,4+7453"" 370+413,7°" 85,63 1783,5+1346,3*" 2575 +1708,6*

Letras maiusculas diferentes na mesma linha caracterizam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos e letras mintisculas diferentes na mesma linha caracterizam

diferenca significativa nas avaliagdes intragrupo

GI: 1,7g de extrato aquoso de 4. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de levamisol (6,3 mg/kgPV); GIII: sem tratamento
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No grupo I, a reducdo do ntimero de larvas de quarto (L4) e quinto (Ls) estadios foi
verificada para a espécie Trichostrongylus colubriformis (63,4%), seguido do
Oesophagostomum columbianum (28,9%), enquanto que ndo houve diminui¢do para o
Haemonchus contortus. No grupo 11, o percentual de reducao destas larvas variou entre 62,4 ¢
88%. Além disso, observou-se diferenca significativa (p<0,05) apenas no grupo II para H.

contortus € O. columbianum, quando comparado aos demais grupos (Tabela 5).

Tabela 5: Média, desvio padrdo (DP) e percentual de redugdo (%) do nimero de nematoides
gastrintestinais (L4 € Ls) recuperados de caprinos, apos o tratamento com o extrato aquoso de
A. sisalana

GI GII GIIl
Espécies
Média + DP %  MédiaxDP % Média + DP
Haemonchus 295 + 236,3" 0 30 + 44,7 88 250 + 224,8"
contortus
Oesophagostomum 61,17 + 33,8 289 17,7+£198" 795 86 + 63,7"
columbianum
Trichostrongylus 125 + 154,8" 63,4  128+833" 624  342+2785"
colubriformis
Total 481,17 + 241,9° 29 176+112,1° 74 6777+ 354,9°

Letras diferentes na mesma linha caracterizam diferenga significativa (p<0,05)
GI: 1,7g de extrato aquoso de 4. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de levamisol (6,3 mg/kgPV); GIII: sem
tratamento

4.2.2 Avaliacao dos parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos

Na avalia¢do clinica dos animais foram registrados os pardmetros de temperatura
corporal (37,3 a 38,2 °C), frequéncias cardiaca (60 a 86 batimentos por minuto), respiratoria
(15 a 23 movimentos por minuto), ¢ movimentos ruminais (1 a 3 por dois minutos). Em todos
0s grupos observou-se um pequeno ganho de peso, ndo havendo diferencga estatisticamente

significativa (P> 0,05) entre os tratamentos. A tabela 6 ilustra os valores deste parametro.
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Tabela 6: Média e desvio padrao do peso (kg) de caprinos
tratados com o extrato aquoso de A. sisalana

Dias de tratamento

Grupo 0 9
GI 17+£3,2 18,6 +4,3
GII 19,3 +3,2 19,4 + 3,4
GIII 18,1+ 5,0 19,9 + 6,0

Nao houve diferencga estatistica (p>0,05)
GI: 1,7g de extrato aquoso de A. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de
levamisol (6,3 mg/kgPV); GIII: sem tratamento

A concentragdo de hemoglobina no grupo II foi significativamente superior aos demais
grupos no dia 9 do experimento. Na avaliacdo intragrupo, observou-se uma redugdo
significativa (p< 0,05) da concentra¢do de hemoglobina no grupo I, um aumento significativo
na contagem de eritrocitos no grupo II e na contagem de monocitos do grupo III (Tabela 7).

Nao foi encontrada diferenga para as enzimas GGT, AST, ALT e fosfatase alcalina
entre os grupos apos o tratamento (p>0,05). Redugdo significativa dos niveis de AST (grupo
I) e GGT (grupo III) foi verificada no dia 9 em comparacao ao dia zero. Para as dosagens de
ureia e creatinina constatou-se um aumento significativo (p<0,05) no grupo I apos a

administracio do extrato de sisal em relacdo aos demais grupos (Tabela 8).



Tabela 7: Média e desvio padrdo de parametros hematologicos de caprinos tratados com o extrato aquoso de 4. sisalana

Grupos e dias de tratamento

Parimetros GI GII GIII
0 9 0 9 0 9
Eritrécitos (x10%/ul) 14,4+1,3** 15,2+1,5* 13,5+1,7* 15,9+2,4° 13,9+ 2,4 14,127
Volume Globular (%) 29,1+4,3** 28,4+4,1*° 28+3,84° 29,3+3,9%* 27+4,54 27,6+4,5*
Hemoglobina (g/dL) 11,8+3,3** 9,3+1,5%" 10,8+1,9*° 12,2+1,3% 10,7+2,8** 10,4+1,6**
Leucécitos (x10°/pL) 10,4+2,4 14,1+4,1** 11,0£2,9** 11,743,724 12,2+ 5,84 12,942,0**
Segmentados (x10°/uL) 4,4+1,5% 8+3,6" 5+1,9 6,7+2,4** 5,3+2,9%° 7,8+1,84°
Bastonetes (x10°/pL) 0,1+0,1** 0,1+0,2* 0,1+0,1** 0,3+0,4** 0,1+0,1** 0,1+0,2**
Basofilos (/uL) 0+0** 61+105,1** 51+152,74° 20,1+ 60,3** 40+81,4"* 0+0**
Linfécitos (x10°/uL) 5,3+2,3% 5,2+2,34 4,8+1,5" 3,6+1,8*" 6,1£2,7** 4,1+£0,24°
Monécitos (x10°/pL) 0,4+0,14° 0,5:£0,4** 0,5:0,34* 0,8+0,6** 0,4:£0,4** 0,6+0,14°
Eosinéfilos (x10°/pL) 0,2:£0,34* 0,2:£0,2° 0,6:£0,74* 0,3+0,4** 0,3+0,3** 0,4+0,3

Letras maitisculas diferentes na mesma linha caracterizam diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos e letras minusculas diferentes na mesma linha caracterizam
diferenca significativa nas avaliagdes intragrupo
GI: 1,7g de extrato aquoso de 4. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de levamisol (6,3 mg/kgPV); GIII: sem tratamento



Tabela 8: Média e desvio padrao de marcadores bioquimicos séricos e proteina plasmatica total de caprinos tratados com o extrato aquoso

de A. sisalana

Parametros

Grupos e dias de tratamento

GI GIII
0 9 0 9 0 9
GGT (UI/L) 56,6+27,2" 44,2+14,2" 48,3+27,5 41,2 10,6 89,6+45,35 56,7+28,2 A
AST (UI/L) 39,6+6,74* 31,7+4,94° 37,3+6,5* 33,8+10,6** 35,1+7,6%° 31,7+7,94°
ALT (UI/L) 12+1,4* 12,3+1,54° 11,8+1,74° 11,3+2,6** 12,1+1,44° 11,2+1,6**
Fosfatase alcalina (UI/L)  67,8+30,3" 44,120 89,3+80,1"* 47,1+25,9 76,7+58,7" 45+25,6
Ureia (mg/dL) 51,5+8,8%* 56,9+14,6* 50,2+11,7* 35,5+15,9%" 47,7+8,24° 40,8+9,5"
Creatinina (mg/dL) 10,1 1,2+0,2° 10,14 10,25 1.£0,1** 1+0,14P*
Froteina plasmatica 6,7+0,6"" 6,5+0,5"" 7,2+0,5" 6,8+0,5"" 6,7+0,8"* 6,2+0,6""
total (g/dL)

Letras maitisculas diferentes na mesma linha caracterizam diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos e letras minusculas diferentes na mesma linha caracterizam

diferenca significativa nas avaliagdes intragrupo
GI: 1,7g de extrato aquoso de 4. sisalana/kgPV/ 8dias; GII: fosfato de levamisol (6,3 mg/kgPV); GIII: sem tratamento
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4.2.3 Avaliacao anatomo-histopatologica

Macroscopicamente, em todos os grupos foram observados mucosas hipocoradas,
linfonodos superficiais edematicos, abomasite aguda e subaguda, enterite hemorragica e
ulcerativa agudas e nddulos calcificados de Oesophagostomum intestinais.

Histologicamente verificou-se reac¢ao linfocitaria focal a multifocal na submucosa
abomasal em trés animais, sendo um achado no grupo I e os outros nos grupos II e IIL
Hepatocitos tumefeitos e vacuolizados foram relatados em todos os animais, em 13 deles as
alteracdes celulares foram acompanhadas de infiltracao linfocitdria focal a multifocal,
aleatoriamente distribuida (Figura 8). As alteragdes microscopicas evidenciadas nos rins se
caracterizaram por vacuolizac¢des citoplasmaticas no epitélio tubular de carater discreto e por
infiltracdo inflamatdria linfocitaria focal no intersticio cortical em apenas um animal do grupo
tratado com sisal (Figura 9), enquanto que no grupo controle negativo, dois caprinos
apresentaram alteracdes tubulares caracterizadas por discreta vacuolizagdo celular e dilatagcdo

cistica de algumas estruturas tubulares corticais.

Figura 8: Alteracdes histologicas hepaticas no grupo I: hepatdcitos

periacinares tumefeitos e vacuolizados (HE 400 X)
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Infiltracéo linfocitaria intersticial focal | Epitélio tumefeito e com vacuolizacio
= = citoplasmatica

Figura 9: Alteragdes histologicas renais no grupo I (HE 400 X)

4.3 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Todos os extratos e fracoes de 4. sisalana avaliados causaram reducao da viabilidade
de células Vero de forma concentragdo dependente (p< 0,05) no teste de MTT. A completa
inibicdo da viabilidade celular foi observada no tratamento com EE e FS, embora nesta
ultima, a concentragdo necessaria para a evidenciagdo desse efeito foi 8 vezes menor (125
mg/mL) que a do EE (1000 ug/mL). Os valores de Clsy encontrados para os EA, EE e FS
foram de 570, 180 e 13,7 ug/mL, respectivamente. A fracdo flavonoidica mostrou baixa
toxicidade, uma vez que o percentual de viabilidade celular na maior concentracio
correspondeu a 72% (Figura 10).

De forma semelhante, os resultados sobre a avaliagdo da integridade de membrana,
pelo teste de exclusdo ao corante azul de tripan, revelaram que os tratamentos com EE (1000
pg/mL) e FS em concentragdo 8 vezes menor (125 pg/mL) resultaram em completa
inviabilidade celular, com degradagdo de todas as células a avaliagdo microscopica. Nesta
avaliacdo também foi evidenciado a presenca de vacuolos citoplasmaticos nos cultivos com
FS (7,8 a 65,5 pg/mL), EE (125 a 500 pg/mL) e EA (250 a 1000 pg/mL). No tratamento com
EA foi evidenciado um percentual de 88% de células vidveis na maior concentracao (1000
pg/mL) em relacdo ao controle (96%). A FF ndo interferiu significativamente (p>0,05) na

integridade da membrana celular em todas as concentragdes testadas (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Percentual de células Vero viaveis, pelo teste azul de tripan, tratadas com

extratos e fragoes de 4. sisalana
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Figura 12: Cultivos de células Vero apos 24 hs de exposicdo aos extratos e fracdes de A.

sisalana (Obj x20)
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4.4 Analise das fragdes de A4. sisalana por CLAE-DAD

A purificacdo do extrato acetato de etila de A. sisalana possibilitou a obten¢do de uma
fracdo contendo como componente majoritario um homoisoflavonoide e outra fracao
contendo uma mistura de saponinas. As figuras 13 e 14 apresentam os cromatogramas obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de fotodiodos (CLAE-DAD)

para as fra¢des flavonoidica e saponinica, respectivamente.
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Figura 13: Perfil cromatografico em 280 nm da fracao flavonoidica de A4. sisalana
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Figura 14: Perfil cromatografico em 240 nm da fragao saponinica de 4. sisalana
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5 DISCUSSAO

Os resultados dos testes in vitro revelaram elevada eficacia dos EA, EE e FF obtidos
do residuo de A. sisalana sobre ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos. Maior
atividade ovicida foi observada para a FF, seguido do EE e EA, enquanto que a FS nao
apresentou efeito sobre ovos. Estudo realizado por Silveira (2009) demonstrou agdo ovicida
do residuo liquido do sisal sobre nematoides de ovinos, sendo que o valor da CEsy (6,8
mg/mL) foi um 1,5 vezes maior em comparagdo ao observado para o extrato aquoso neste
estudo. Esse autor utilizou o material obtido pela prensagem do residuo do desfibramento,
enquanto que no presente trabalho, o extrato aquoso foi preparado a partir da fervura de todo
o residuo de sisal, o que favoreceu uma maior extragao de constituintes quimicos. Domingues
et al. (2010) também relataram elevado percentual de reducdo (99%) do nimero de larvas de
nematoides gastrintestinais apds o tratamento de culturas com fezes de caprinos com residuo
liquido de sisal.

A andlise da fracdo flavonoidica por CLAE-DAD indicou que o principal composto
presente nesta fragdo ¢ um homoisoflavonoide, substancia possivelmente relacionada com a
atividade ovicida de A. sisalana. Efeito antiparasitario foi observado em outra classe de
flavonoides, flavan-3-6is (catequina galato, epicatequina galato, galocatequina galato e
epigalocatequina galato), que inibiram a eclosdo de ovos de 7. colubriformis, com valores de
CEsy entre 0,27 a 0,36 mg/mL (MOLAN et al., 2003). Chen et al. (2009) isolaram trés
flavonoides e sete homoisoflavonoides das folhas de sisal, e verificaram que trés
homoisoflavonoides interferiram na resposta imune celular, inibindo a producdo de
interleucina-2 e interferon-y em células mononucleares de sangue periférico humano ativadas
por fitohemaglutinina. Outras atividades bioldgicas, como antibacteriana (O'DONNELL et
al., 2006), antioxidante (LIN et al., 2010) e antiinflamatéria (HUNG et al., 2010), foram
descritas para homoisoflavonoides isolados de plantas; no entanto ndo foram encontrados
relatos sobre a atividade anti-helmintica desses compostos.

A eclosao de ovos ¢ iniciada por estimulos ambientais que leva a liberagdo de enzimas
pela larva, como proteases, lipases e quitinases, que degradam a membrana do ovo
(MANSFIELD et al., 1992). Os compostos presentes na fracdo flavonoidica de A. sisalana
podem atuar inibindo a atividade destas enzimas. A agdo antiparasitaria de flavonoides tem
sido atribuida a alteragdes na atividade de enzimas e/ou nos processos metabolicos dos

parasitos (KERBOEUF et al., 2008).
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Maior efeito in vitro sobre larvas infectantes foi observado para a fracdo saponinica de
A. sisalana, embora com percentual de eficacia baixo (64,1%). Saponinas de C. officinalis e
de B. vulgaris reduziram in vitro a viabilidade de larvas Ls (75%) de H. bakeri, nematoide de
ratos (DOLIGALSKA et al., 2011). No entanto, elevada atividade antiparasitaria de saponinas
extraidas de plantas tem sido registradas, como saponinas de B. aegyptiaca, que apresentaram
efeito sobre o nematoide C. elegans (GNOULA et al., 2007) e contra larvas do mosquito 4.
aegypti (CHAPAGAIN et al., 2008).

Ademola et al. (2009) relataram a acdo de metabolitos secundarios de K. senegalensis
sobre o desenvolvimento larvar in vitro de H. contortus, incluindo saponinas, flavonoides,
taninos condensados e alcaloides. As CEsy das fracdes A (saponinas), B (saponinas e
alcaloides), C (saponinas, terpenoides, flavonoides, taninos condensados) e D (saponinas e
taninos) correspoderam a 80,81; 63,73; 44,03; 63,90 pg/mL, respectivamente.

Variacdes nas atividades de diversas saponinas podem esta relacionadas a estrutura
quimica, como o tipo de aglicona, o nimero e composi¢ao das cadeias de agucar e seu sitio de
ligacdo (WANG et al.,, 2007). Diferencas no efeito anti-helmintico de duas saponinas
esteroidais de Paris polyphylla sobre Dactylogyrus intermedius em peixe dourado foi
associado com a diferenca nas cadeias de agticar entre esses compostos (WANG et al., 2010).

O efeito das saponinas sobre a motilidade das larvas pode estar associado a interacao
dessas substancias com proteinas da cuticula do parasito ou a sua agdo de desestabilizacdo das
membranas celulares e consequente aumento da permeabilidade celular. Interferéncia de
saponinas sobre a fun¢do da glicoproteina P do nematoide H. bakeri foi relatado por
Doligalska et al. (2011). Lesdes na membrana do protozodrio Leishmania spp. foram
evidenciadas apds o tratamento in vitro com saponinas de Y. filamentosa (PLOCK et al.,
2001). Efeito anti-helmintico de saponinas de A. auriculiformis foi relacionado com danos na
membrana devido a formacao de radicais livres, como o anion superoxido, que induzem
alteracdes através do aumento da peroxidacdo lipidica da membrana (SINHA BABU et al.,
1997; NANDI et al., 2004).

Nenhum efeito sobre a migracao de larvas L; foi observado para a fracao flavonoidica.
Estudo in vitro com flavonoides glicosilados presentes em O. viciifolia revelou baixa eficacia
sobre larvas infectantes de H. contortus. Os compostos rutina, nicotiflorina e narcissina (1200
ug/mL) reduziram a migracdo de larvas em percentuais de apenas 25, 30 e 35,
respectivamente (BARRAU et al., 2005). A avalia¢ao de extratos de plantas ricas em taninos
condensados também tem demonstrado baixa acdo sobre a motilidade de larvas L3 de H.

contortus, sendo os taninos considerados com potentes inibidores da eliminagdo de cuticula
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destas larvas (ALONSO-DIAZ et al., 2011). Entretanto, elevada inibicdo da motilidade de
larvas de H. contortus foi relatada para flavonas extraidas de Struthiola argentea, com CEg
entre 3,1 a 61 pg/mL (AYERS et al., 2008).

Os extratos aquoso, acetato de etila e fracao flavonoidica de A. sisalana apresentaram
melhor efeito ovicida do que larvicida, enquanto que a fragdo saponinica mostrou atividade
apenas sobre larvas. Diferengas na estrutura entre a membrana do ovo e a cuticula de larvas
infectantes de nematoides (MANSFIELD et al., 1992) podem ter interferido na atividade
destes extratos. Além disso, as atividades biologicas de extratos de plantas podem ser
atribuidas a a¢do de mais de um principio ativo, os quais podem apresentar diferentes
mecanismos de acao.

Relatos de atividade diferenciada de extratos de plantas sobre estadios especificos do
parasito tém sido descritos. As CEsp obtidas para o liquido da casca de coco verde
(OLIVEIRA et al., 2009) e para o 6leo essencial de E. staigeriana (MACEDO et al., 2010)
foram maiores para a inibicao do desenvolvimento larvar em comparacao aos valores
encontrados para o teste de eclosdo de ovos. O extrato metanolico de M. Esculenta atuou
sobre o desenvolvimento larvar, mas nao apresentou efeito sobre ovos, migracao de larvas L
e motilidade de adultos (MARIE-MAGDELEINE et al., 2010a).

Os resultados do experimento in vivo revelaram que o tratamento de caprinos com o
extrato aquoso obtido do residuo liquido de A4.sisalana teve efeito parcial sobre a contagem de
ovos ¢ larvas L3 mas ndo se observou diferenca (p> 0,05) no nimero de espécimes adultos
entre os grupos tratado e o controle negativo. Estes achados indicam que o extrato aquoso de
sisal ndo atuou no controle de nematoides gastrintestinais, considerando-se que a eficacia de
um anti-helmintico ¢ assegurada quando o percentual de redugdo ¢ igual ou superior a 90%
(VERCRUYSSE et al., 2001). Contudo, um menor nimero de parasitos foi encontrado no
grupo tratado com sisal em relagdo ao grupo que nao recebeu nenhum tratamento, o que pode
sugerir a existéncia de compostos ativos nesse extrato que atuem contra nematoides.

A acdo do extrato aquoso foi maior sobre o desenvolvimento de L3, provavelmente
pelo efeito residual do extrato nas fezes dos animais tratados, que podera auxiliar no controle
das nematodioses, reduzindo a contaminagdo das pastagens com o estadio infectante (L3).

Ao tratar caprinos com 0,9 g/kgPV/dia do residuo liquido de A. sisalana durante
periodo de oito dias de tratamento, Domingues et al. (2010) encontrou apenas 36% de reducdo
do numero total de larvas L3 nas coproculturas, mas nao houve diminuicao do OPG. A dose

diaria do extrato utilizada, no presente estudo, foi 95% superior a empregada por esse autor, o
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que pode explicar maior percentual de redu¢ao do OPG e LPG e o que sugere uma associagao
entre o aumento da dose e efeito anti-helmintico.

Diferengcas na eficacia anti-helmintica foram observadas entre os resultados dos
estudos in vitro e in vivo. Isto pode ser explicado pelo fato de nos ensaios in vitro, os extratos
estdo em contato direto com os parasitos € as concentragdes de substancias potencialmente
ativas contidas no mesmo nem sempre correspondem a sua biodisponibildade in vivo
(GITHIORI et al., 2006); além da possibilidade de biotransformagao desses compostos no
organismo animal (ATHANASIADOU e KYRIAZAKIS, 2004; VANDAMME e ELLIS,
2004).

Em animais poligastricos, os microorganismos ruminais podem atuar sobre os
constituintes quimicos da planta, reduzindo sua biodisponibilidade (ATHANASIADOU e
KYRIAZAKIS, 2004), o que pode ter contribuido para a baixa eficacia anti-helmintica do
extrato aquoso de 4. sisalana. A degradacdo de saponinas extraidas de Yucca schidigera e
Quillaja saponaria foi elevada em avaliagdes in vitro do metabolismo ruminal (MAKKAR e
BECKER, 1997; WANG et al., 1998), o que foi confirmado também em cordeiros com a
administracao intra-ruminal de saponinas de Y. schidigera, na qual ocorreu rapida hidrolise no
ramen, e consequentemente quantidade expressiva de sapogeninas livres no omaso ¢ abomaso
(FLAOYEN et al., 2002). Relatos de degradacdo de flavonoides por bactérias do ramen de
bovinos (KRUMHOLZ et al., 1986) e do intenstino humano (BRAUNE et al., 2001) também
tem sido descritos.

A eficacia do levamisol sobre nematoides no grupo controle positivo foi inferior a
90%. Além disso, o0 OPG de um animal deste grupo permaneceu alto, o que levou a morte
onze dias apds o tratamento. Isto pode ser um indicativo de resisténcia destes parasitos, como
ja registrado em caprinos e ovinos no Brasil (MELO et al., 2003; SCZESNY-MORAES et al.,
2010).

O tratamento de caprinos por via oral com o extrato aquoso de sisal ndo causou
alteracdes clinicas sugestivas de toxicidade. A baixa absor¢ao intestinal das saponinas pode
ser responsavel pela reduzida toxicidade quando administradas oralmente (PRICE et al.,
1987). Domingues et al. (2010) também nao observaram influéncia do tratamento de caprinos
com o residuo liquido de sisal (0,9 g/kgPV), durante oito dias, sobre os parametros clinicos,
hematologicos, bioquimicos e histopatologicos. Entretanto, as saponinas podem interferir na
fermentagdo ruminal, com aumento do pH, diminuicdo da populacdo de protozoarios, da
concentracdo de acidos graxos volateis (SANTOSO et al., 2007), do nivel de NH3-N (amonia-
nitrogénio) e da produ¢do de metano (WANG et al., 2009).
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Todos os parametros hematolégicos avaliados encontraram-se dentro do valor de
referéncia (PUGH, 2004). Apenas para o nivel de hemoglobina houve diferenca significativa
apos o tratamento, sendo maior no grupo II (controle positivo) quando comparado aos demais
grupos, possivelmente em virtude do menor nivel de infecgdo parasitaria, uma vez que pode
existir correlagdo inversa entre OPG e hemoglobina (FARIAS et al., 2002). Contudo,
hemolise ¢ uma alteragdo frequentemente associada a exposi¢do por saponinas, possivelmente
devido a sua capacidade de formar complexos com esterdis da membrana dos eritrocitos, o
que causa aumento na permeabilidade e consequentemente perda da hemoglobina. Em
estudos in vitro com saponinas esteroidais de A. sisalana sobre eritrocitos de humanos foi
verificada alta atividade hemolitica (SANTOS et al., 1997).

Diferencas estatisticas nas analises de eritrocitos, mondcitos, AST ¢ GGT foram
observadas intragrupos entre os dias 0 e 9. Variagdes fisioldgicas que sdo influenciadas por
raca, idade, sexo, regime de manejo, stress, condi¢des nutricionais ¢ ambientais podem ter
contribuido para este resultado (TUCCI et al., 1989; SILVA et al., 2004).

Os niveis séricos de AST, ALT e fosfatase alcalina (TUCCI et al., 1989) e GGT
(SILVA et al., 2004) conservaram-se na faixa de normalidade, o mesmo ocorrendo com os
niveis de ureia e creatinina (D’ANGELINO et al., 1990; SILVA et al., 2003), apesar do
aumento significativo nas dosagens no grupo tratado com extrato aquoso de sisal. Contudo,
lesdes hepaticas de carater discreto foram evidenciadas pela histopatologia, tanto nos animais
tratados quanto nos controles, que podem ser consequentes a fatores nao explorados neste
estudo. A infec¢do por H. contortus, pode causar anemia (VIEIRA, 2005) resultando em
hipoxia e consequentemente alteragdes nos hepatocitos (MCGAVIN E ZACHARY, 2009).
Apesar dos animais ndo apresentarem, no momento, anemia, ndo ha um histoérico clinico, e o
acompanhamento dos animais foi realizado durante 22 dias. Nefrite intersticial linfocitaria
aguda de carater discreto e focal também foi encontrada em apenas um animal do grupo I,
provavelmente sem associagdo com a atividade da planta.

Estudo realizado por Wisloff et al. (2008) demonstrou que a administracdo
intraruminal do suco de Y. schidigera (63 e 126 mg/kg de sapogenina) em cordeiros, durante
21 dias, resultou em diarréia, desidratacdo, aumento dos niveis de creatinina e uréia, ¢ necrose
tubular aguda e hemorragia intersticial nos rins, enquanto que ndo foi observada alteragdo nas
dosagens de AST, GGT e bilirrubina, mas houve acumulo de glicogénio e goticulas de

lipidios no citoplasma das células hepaticas.
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As lesdes verificadas no trato gastrintestinal foram compativeis com infec¢des por
nematoides gastrintestinais (VIEIRA et al., 2009) e semelhantes as encontradas por
Domingues et al. (2010) ao tratar caprinos com o residuo liquido de sisal.

Os tratamentos de cultivos de células Vero com os EA, EE e FS de 4. sisalana
promoveram efeitos citotoxicos. Em ambos os testes utilizados (MTT e exclusdo ao corante
azul de tripan), a FS mostrou maior citotoxicidade ao promover completa inviabilidade celular
em concentracao 40 e 8 vezes menor que a dos EA e EE respectivamente, o que sugere ser
esta fracdo possivelmente responsavel pela atividade citotoxica de A. sisalana. O teste de
MTT mostrou melhor sensibilidade para detectar a inibi¢do da viabilidade celular induzida
por estes extratos e FF. Este método permite identificar alteragdes na atividade das
desidrogenases mitocondriais envolvidas na cadeia respiratdria celular.

A fragdo flavonoidica causou pequena diminui¢do da reducao do MTT, enquanto que
no teste de exclusdo ao corante azul de tripan ndo foi observada nenhuma alteragdo
significativa. Cultivos de células Vero também ndo foram sensiveis ao tratamento com
1soflavonoides dos frutos de S.forvum, na concentragao de 50 pg/mL (ARTHAN et al., 2002).
Quercitina, flavonoide isolado de Athrixia phylicoides com potente atividade antioxidante,
apresentou baixa citotoxicidade sobre células Vero (MAVUNDZA et al, 2010). O
homoisoflavonoide de Dracaena draco nao foi ativo sobre células cancerigenas (leucémicas e
de carcinoma epidermoide humano), enquanto que a saponina mostrou moderada atividade
contra essas células (HERNANDEZ et al., 2006).

A avaliagdo microscopica dos cultivos revelou a presenca de vacuolos citoplasmaticos
apods 24 horas de exposicdo ao EA, EE e FS, sendo esta alteragdo mais evidente para a FS.
Vacuolizagdo citoplasmatica foi relatada por Danloy et al. (1994), ao tratar cultivos de
melanoma e fibroblastos de ratos com a-hederina, saponina triterpénica isolada de H. helix. A
sapogenina, 20(S)-protopanaxadiol obtida de Panax ginseng, induziu a formagao de vactolos
e apoptose em células de hepatocarcinoma humano. A origem destes vacuolos foi
correlacionada com possiveis alteracdes no reticulo endoplasmatico e complexo de golgi
(ZHU et al., 2011).

Outro estudo também verificou potencial citotéxico de saponinas e sapogeninas
isoladas de A. sisalana sobre células cancerigenas mamadria, pulmonar e glioblastoma de
humanos. Entre os dez compostos isolados, quatro inibiram o crescimento celular, com Clsg
variando entre 1,2 a 11,9 uM. As saponinas esteroidais foram mais toxicas em comparagao
com as suas agliconas, demonstrando o importante papel das cadeias de agucar na

bioatividade dessas substancias (CHEN, P. et al., 2011).
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Citotoxicidade de saponinas esteroidais extraidas de espécies de monocotiledoneas
sobre cultivos de células Vero tem sido documentado, com Cls entre 2,8 a 15 pg/mL (YANG
et al., 2006; ZHANG et al., 2006). Entretanto, saponinas triterpénicas de G. sylvestre ¢ E.
prostrata nao apresentaram efeito sobre células Vero na concentragao de 50 pg/mL, apesar de
serem ativas contra células de tumor mamario humano (KHANNA ¢ KANNABIRAN., 2009).

O mecanismo de ac¢do de saponinas sobre células provavelmente estd relacionado com
sua caracteristica anfipatica e capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas,
fosfolipideos de membranas, o que pode levar a uma desorganizagdo das membranas
celulares. A atividade antiproliferativa de saponinas esteroidais de B. aegyptiaca sobre células
cancerigenas mamaria ¢ do c6lon humano foi associado com a indugdo de apoptose, através
da ativacao da caspase 3 e da producdo de substancias oxidantes (YANNAI et al., 2011). Alta
taxa de apoptose também foi identificada em células de tumor de mama apo6s exposi¢ao a

saponinas triterpénicas de C. ganpiniana (DING et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos testes in vitro com nematoides gastrintestinais permitem
inferir que os extratos aquoso, acetato de etila e a fragao flavonoidica obtidos do residuo de A.
sisalana tém elevado efeito ovicida, sendo que a substincia responsavel por esta atividade
possivelmente ¢ um homoisoflavonoide. No entanto, no ensaio com larvas infectantes, a
fragdo saponinica mostrou maior atividade sobre a migragdo larvar. Dessa forma, a atividade
anti-helmintica de A. sisalana possivelmente estd relacionada aos compostos
homoisoflavonoides e saponinas, que apresentaram acdo diferenciada sobre estadios
especificos dos nematoides.

No estudo in vivo, o extrato aquoso de A. sisalana, na dose utilizada, apresentou
moderada atividade sobre ovos e estadios de vida livre, porém nao foi eficaz para parasitos
adultos. Este tratamento ndo mostrou potencial toxico para caprinos.

A fragdo saponinica de A. sisalana foi a mais citotéxica em cultivo de células Vero.

O presente estudo contribuiu para o conhecimento da atividade anti-helmintica do
residuo de A. sisalana contra nematoides gastrintestinais de caprinos e identificacdo de seus
possiveis principios ativos. O aproveitamento do residuo da exploragdo de sisal pode ser uma

alternativa para a obtencao de novos produtos com alto valor agregado.
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ANEXO A - Média e desvio padrao do percentual de
inibi¢do da eclosdo de ovos de nematoides gastrintestinais

com os extratos e fragoes de 4. sisalana

Extratos/ Concentracoes % inibicao da
Fracoes (mg/mL) eclosao de ovos
0 8,6+1.2%
0,625 89+21%
Aquoso 1,25 132+1,1°
2,5 19,1 £2,5°
5,0 58,5+ 4,7
10 99,8 + 0,4°
0 7,5+2.2%
0,02 10,7 +3,5°
Acetato de etila 0,04 15,2 +1,3°
0,08 22,2 +3,9¢
0,16 98,2 +£0,6°
0,32 99,8 £ 0,5°
0 10,2 +£2,6°
0,02 18,55 +2,1°
Flavonoidica 0,04 35,90 £4,7°
0,08 93,60 + 10,1
0,16 100 +0,0°
0,32 100 £+ 0,0°
Saponinica 0 10,214
0,32 12,0 £2,6°
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ANEXO B - Média e desvio padrao do numero de larvas
de nematoides gastrintestinais recuperadas no teste de
migragao apoOs o tratamento com os extratos e fracdes de
A. sisalana

=4 14 . i
Extratos/Fracdes Concentracio ~ Média = DP

(mg/mL)
Aquoso 100 215 +26,7°
Acetato de etila 100 160 +29,7°
Flavanoidica 2,5 326,7+12,1°
Saponinica 2,5 115+ 10,5¢
Levamisol 0,5 8,3+7,5°

PBS - 318,3+7,5°
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ANEXO C - Média e desvio padrao do percentual de
viabilidade celular, pelo teste MTT, apds o tratamento
com extratos e fracoes de A. sisalana

Extratos/ Concentracoes %oviabilidade
Fracoes (ug/mL) celular
0 102 + 12,17
62,5 91,0 + 8,6
Extrato aquoso 125 86,4+82
250 81,7+9,9°
500 54,6 +7,9°
1000 34,6 +3,5°
0 101,3 +4,3°
62.5 88,5 + 8,5"bb
125 57,0 £ 10,5
Extr(eilto a&:etato 250 48.9 %9, 4b
eetia 500 8.8+ 50°
1000 0,0 +0,0°
0 99,7 +8,1°
62.5 90,8 + 7,7%
Fracdo 125 82,4 + 6,4E°
flavonoidica 250 82,0+ 4,7bc
500 81,4 +7,0%
1000 723 +5,7°
0 99.9 + 15,4°
7.8 72,5+ 7,0%°
Fracdo 15,6 41,8 + 3,4bz
N 31,25 28,9 + 6,0°
saponinica 62.5 144+ 4’4(16

125 0,0 +0,0°




ANEXO D - Média e desvio padrao do percentual de células
viaveis, pelo teste azul de tripan, apds o tratamento com extratos
e fracoes de A. sisalana

Extratos/ Fracoes

Concentracoes % células viaveis

(ng/mL)
0 959+ 1,8°
62,5 95,9 £2,0*
Aquoso 125 95,4 +0,8"
250 94,2 +£1,5%
500 93,7+ 1,7°
1000 88,1 +2,0°
0 96,3 +2,2%
62,5 92,8 £2,8*
Acetato de etila 125 93,8 +1,1%
250 92,1 £3,4%
500 55,5+ 14,8°
1000 0+0°
0 10,2 +£2,6°
62,5 18,55 +2,1°
Flavonoidica 125 35,90 + 4,7%
250 93,60+ 10,1°
500 100 + 0,0°
1000 100 £ 0,0*
Saponinica 0 93,6%24°
7,8 95,8 £1,4*
15,6 95,1+ 1,8*
31,25 94,6+ 1,5%
62,5 93,8+ 1,5%

125 0+0°
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ANEXO E — Artigo cientifico intitulado “In vivo anthelmintic activity of na aqueous extract
from sisal waste (Agave sisalana Perr.) against gastrointestinal nematodes in goats” publicado
na revista Veterinary Parasitology.



