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RESUMO

O desenvolvimento da resisténcia aos anti-helnuisitisintéticos exigiu a busca por
alternativas de controle das nematodeoses gastidis. Dentre estas, destaca-se o0 uso de
plantas medicinais. O liquido da casca do cocoevgtdCCV) foi extraido deCocos
nuciferal, seguido da obtencéo do extrato butandlico argiy LCCV. Os objetivos desse
trabalho foram: 1) analisar quimicamente ambosxtrates atravées de testes fitoquimicos;
2) avaliar a eficacia do LCCV e do extrato butaswkobre nematéides gastrintestinais de
ovinos através dos testes de eclosdo de ovos esgavblvimento larvar ddaemonchus
contortus 3) Avaliar a toxicidade aguda (v.o0. e i.p.) enmoadongos e toxicidade
subcroénica e crénica em ratos (v.0.), para ambaxwatos; 4) estudar o efeito do extrato
butanolico sobre parasitos intestinais de camunakagavés do teste de reducao da carga
parasitaria; 5) Analisar a atividade imunomoduladado extrato butandlico em
camundongos que apos imunizacdo com hemaciasmarcafHC), foram tratados com 50
e 250 mg/kg do extrato butandlico, por via oralkadite 7 dias consecutivos. O titulo de
anticorpos foi avaliado nos dias 7, 14 e 21 aposfarco com HC; enquanto a resposta
imune celular (RIC) foi avaliada através do edemgdta nos tempos 24, 48 e 72 h. A
migracdo celular (MC) foi avaliada 6 h apos a adstiacdo do extrato butandlico nas
concentragcdes de 10, 50 e 250 mg/ml por via s.cte®®s fitoquimicos revelaram a
presenca de triterpenos, saponinas e taninos cesdies em ambos os extratos. Quanto aos
testesn vitro, o LCCV e o extrato butandlico apresentaram aidélovicida de 100% nas
concentracdes de 2,5 e 10 mg*miespectivamente. O efeito larvicida do LCCV e do
extrato butandlico foi de 81,30 e de 99,80%, rethpmmente, nas maiores concentracoes.
Com relagéo a toxicidade aguda, i.p., ad®.DLso para o LCCV foi de 199,63 e de 305,02
mg kg', respectivamente. A Dbdo extrato butandlico foi de 247,32 mg'kg a Dlso de
321,3 mg kg. Os extratos ndo apresentaram toxicidade por rdh dlas toxicidades
subcrbnica e cronica, ndo houve alteracdo cliniomsideravel nos parametros
hematoldgicos, bioquimico e histopatolégico. Naéfia em parasitos de camundongos, o
extrato butandlico na dose de 1.000 mg/kg redunii®@,70% a carga parasitaria (p<0,05).
Porém o LCCV nédo apresentou atividade nas dosdigzadds. Com relacdo a
imunomodulagéo, o extrato butandlico estimulou@lpcdo de anticorpos a partir do 14°
(P<0,05). Na RIC, ndo houve aumento do edema d& guando comparado com 0sS
controles. Na MC verificou-se reducdo na migrag@dedcacitos totais (P>0,05). Baseado
nos resultados obtidos, os extratos @e nucifera sdo promissores no controle de
nematoides gastrintestinais. Além disso, o extrhtdandlico apresentou atividade
imunomoduladora, ja que estimulou a producdo deapbs sem alterar a resposta imune
celular.

Palavras-chave: Pequenos ruminantedlematoéides gastrintestinais, Plantas medicinais,
Taninos condensados, Coco.



ABSTRACT

The development of resistance to synthetic anthioniequired the search for alternatives
for control of gastrointestinal nematodes. Amongst there is the use of medicinal plants.
The liquid from the bark of the green coconut (LBG@as extracted fronCocos nucifera

L, followed by obtaining the butanol extract froBGC. The objectives of this study were:
1) analyze the chemical composition based on telkigochemicals; 2) To assess the
effectiveness of LBGC and butanol extract on shgagtrointestinal nematodes through
hatching egg and larval development tests fildaemonchus contortu8) To assess the
acute toxicity (p.o. and i.p.) in mice and subcleccend chronic toxicity (p.o.) in rats for
both extracts.; 4) Study the effect of the butadftact on mice intestinal parasites through
of the worm burden reduction test; 5) analyze thenunomodulatory activity of butanol
extract in mice that after immunization with sheeg blood cells (SRBC) were treated
with 50 and 250 mg/kg of butanol extract, orallyr ¥ consecutive days. The antibodies
titre was determined on days 7, 14 and 21 aftetbtwst with SRBC, while the cellular
immune response (CIR) was evaluated by measurioigtiiacckness 24, 48, and 72 h. The
cell migration (CM) was measured 6 h after admiaigin the butanol extract at
concentrations of 10, 50 and 250 mg/ml s.c. Phyoubal tests revealed the presence of
triterpenes, saponins and condensed tannins inédthcts. In then vitro tests, butanol
extract and LBGC showed 100% ovicidal activity ahcentrations of 2.5 and 10 mgl
respectively. The larvicidal effect of LBGC and @bl extract was 81.30 and 99.80%,
respectively, in higher concentrations. To acusecity, i.p., DL;g and the LI, for LBGC
was 199.63 and 305.02 mgkgespectively. The Dig to butanol extract was 247.32 mg
kg' and LDy of 321.3 mg kg. The extracts showed no oral toxicity. In subckraand
chronic toxicity, there was no significant clinicgthange in the hematology, biochemical
and pathological parameters. In the effectivenégmiasites into mice, the butanol extract
at a dose of 1,000 mg Rglecreased in 90.70% the worm burden (p <0.05)tBt CCV
showed no activity at the doses used. To immunomatidn, the butanol extract stimulated
the production of antibodies from day 14 (P <0.056)CIR, there was no increase in mean
paw thickness compared to controls. In MC there waBiction in total migration of
leukocytes (P> 0.05). Based on the results, theaetst fromC. nuciferaare promising to
control gastrointestinal nematodes. Moreover, thautardmol extract showed
immunomodulatory activity, as it stimulated the gwotion of antibodies without altering
the cellular immmune response.

Keywords: Small ruminants, Intestinal nematodes, Medicinah{s, Condensed tannins,

Coconut
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INTRODUCAO

A ovinocaprinocultura desempenha importante papebcioseconémico,
principalmente para os pequenos produtores ruyaesiém a partir desses animais fonte de
proteina e renda. Contudo, a eficiéncia produtigasds animais é limitada, devido a
problemas sanitarios e nutricionais (PINHEIRO kf.2900).

O parasitismo por nematdides gastrintestinais € wias principais causas de
mortalidade de ovinos e caprinos no nordeste bresi(VIEIRA et al., 1997). Dentre os
parasitos gastrintestinais, o nematéldaemonchus contortuscupa lugar de destaque
devido a sua alta patogenicidade, sendo responpavedcentuadas perdas econdmicas,
decorrentes da diminuicdo da produtividade e nmdadé dos animais, particularmente dos
jovens (UENO & GONCALVES, 1998). Diante disso, diGg;do de medidas de controle
das verminoses € essencial para o sucesso da @oodecruminantes. Esse controle é
realizado, principalmente, com anti-helminticos gisam reduzir os niveis de infec¢do dos

animais e promover a descontaminacao das past@@eEARLES, 1995).

No tocante a aplicacédo de anti-helminticos, seuinedequado e continuo resultou
no desenvolvimento de populacdes resistentes a &sseacos (COLES et al., 1992). Sao
inomeros os relatos de nematoides resistentes @Aas vélasses de anti-helminticos
(VIEIRA & CAVALCANTE, 1999; MELO et al., 2003). Alén da resisténcia, as drogas
disponiveis no comércio apresentam outras desvamgagpmo os altos custos, poluem o
meio ambiente e deixam residuos quimicos nos alorate origem animal (WALLER, et
al., 1995; HERD, 1996). Considerando esses proldemléernativas como a fitoterapia
podem ser utilizadas para reduzir o uso dessesatmsn(VIEIRA et al., 1999).

As pesquisas com plantas, que apresentam ativabediea virus, bactérias, fungos e
parasitos, além da influéncia sobre os sistema8nags como o digestivo, nervoso e
imune, sdo crescentes, ndo sendo diferente na imedieterinaria onde as pesquisas com
plantas objetivam a reducéo de problemas sanit@ilBZEN et al., 1996).

Deve-se destacar que as propriedades das plaathsimais ndo sao tdo largamente
conhecidas como frequentemente declarado. Em eidedte problema € importante para o
correto aproveitamento das plantas medicinais ter@mo etapa inicial obrigatoria a sua
validacdo pela pesquisa (MATOS, 1997). Tesgtegitro e in vivo utilizando-se partes da
planta ou até mesmo compostos quimicos extraidpsrdr delas, permitem avaliar

diversas propriedades biolégicas dentre elas a-hafitiintica e imunomoduladora,
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determinando, portanto, o primeiro passo para actamzacao de substancias ativas da
planta, abrindo novas possibilidades no sentidotoieizar a eficiéncia produtiva ndo s6

destes animais como também de outras espécies tiltanés

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas Medicinais
2.1.1. Generalidades

Desde o inicio da civilizacdo o homem usa prodd®®rigem animal, vegetal, e
mineral como fonte de principios ativos. O homem-histérico, que aprendeu como 0s
animais, a distinguir as plantas comestiveis daguglue podiam ajuda-los a curar suas
doencas, ja lancavam mao da fitoterapia. Povos asyahineses, babilbénios e egipcios ja
cultivavam diversas ervas que eram utilizadas cpangantes, vermifugos, diuréticos, anti-
sépticos e cosméticos, além dos egipcios utilizademrersos produtos para embalsamar
suas mumias (RATES, 2001).

Nos ultimos anos tem-se observado um interesseetres no uso de produtos
naturais, principalmente os derivados de plantasa&@rdo com GURIB-FAKIM (2006),
0s produtos naturais e seus derivados representaim e 50% de todas as drogas
utilizadas no mundo e as plantas medicinais cargrib com 25% deste total. Alguns
exemplos de drogas obtidas a partir de plantas sfigoxina daDigitalis spp., quinina e
quinidina obtidas daCinchonaspp., vincristina e vinblastina oriundas @atharanthus
roseus atropina procedente détropa belladonae morfina e codeina proveniente de
Papaver somniferufRATES, 2001).

A importancia da medicina alternativa, em espeuwtaBrasil, baseada em plantas
medicinais, deve-se ao elevado custo do desenvehtorde compostos sintéticos, ja que a
maioria das matérias primas é importada, inviadildo desta forma, sua aquisicdo pela
populacdo. Vale salientar que a utilizagcdo de pantedicinais traz vantagens ambientais
ja que sdo produtos biodegradaveis e seu supriméntmuto-sustentavel devido a
diversidade da flora medicinal (HAMMOND et al., 799

A possibilidade de utilizar as plantas medicina@mo fonte de substancias
medicamentosas reside na capacidade de produzaemartir de seu metabolismo,
substancias quimicas que exercem alguma atividatiee soutros organismos Vivos.

Baseado nessas atividades € que se procuram tms éégapéuticos para o tratamento de
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doencgas tanto em animais como em humanos (PROPPERER). As plantas podem
sintetizar dois tipos de metabdlitos: primarioeeundarios. Os metabdlitos priméarios sao
substancias amplamente distribuidas na naturezareado em praticamente todos os
organismos. Nas plantas superiores tais compogtososcentram freqientemente em
sementes e 6rgaos de armazenamento e sdo necepadi® desenvolvimento fisioldgico,
ja que possuem papel importante no metabolismdacdiasico. Sdo usados principalmente
como matéria prima industrial, alimento ou aditalonentar e inclui produtos tais como,
Oleos vegetais, acidos graxos (usados para faaéesa& detergentes), carboidratos como o

amido, a pectina e a celulose e as proteinas (CHA@B04).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos derivanofogicamente dos
metabolitos primarios. Eles sédo freqientemente znalos pelas plantas em quantidades
menores do que o0s metabdlitos primarios, sendoeassvsintetizado em estagios de
desenvolvimento distinto da planta, o que muitaesdlificulta sua extragéo e purificagao.
Desta forma, muitos metabdlitos secundarios podemcensiderados como materiais
especiais ou quimicos refinados e sdo mais vativgano mercado. Eles sdo usados
comercialmente como compostos biologicamente ativsutilidade comercial dos
metabolitos secundarios pode ser exemplificada pietatina, morfina, cocaina, éleos de
eucalipto, etc. Muito destes metabdlitos freqlestdm tem estruturas altamente
complexas, que determinam sua atividade biologicgei@ podem ser economicamente
sintetizados. Um bom exemplo é a azadirachtinaairdo Nim com estrutura bastante
complexa é utilizada como inseticida. Uma vantaggmndémica tanto dos metabdlitos
primérios e secundarios € a facilidade de obteratéavés de processos relativamente
simples, como a destilacdo a vapor ou por extrago solventes aquosos ou organicos

(CHAGAS, 2004).

2.2. Principais Classes de Metabolitos Secundarios

Durante muito tempo, os metabdlitos secundariog@nforconsiderados como
produtos de excrecdo do vegetal apesar de possestemuras quimicas e, algumas vezes,
propriedades bioldgicas interessantes. Atualmesatbe-se que muitas destas substancias
estdo envolvidas diretamente na adaptacdo do Vemmmtaeu meio, através de funcdes
como: defesa contra herbivoros e microrganismostegdio contra raios ultravioleta,

atracdo de polinizadores ou animais dispersoresmentes. (SANTOS, 2004).
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Um ponto que chama a atencéo € a elevada capadidessintética do metabolismo
secundério, j& que h& grande producdo tanto entdwelao numero de substancias
produzidas quanto a sua diversidade numa mesmaiespén exemplo € €atharanthus
roseusque em relacdo aos alcaldides é capaz de praglazumular mais de 90 compostos
diferentes (ROBBERS et. al. 1996).

Em varias espécies, o local de biossintese esttétdea um Orgdo, enquanto que 0s
produtos sdo acumulados em toda a planta ou emddif@rentes devido a um sistema de
transporte intercelular. As vezes, o local de catipantalizacdo é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia da planta. O®gjliteos cianogénicos sdo estocados nos
vacuolos das células epidérmicas e, portanto, éraorse isolados das hidrolases.
Somente em situacdes em que os tecidos sdo ddodgicamo durante a mastigacao, € que
os glicosideos cianogénicos e as hidrolases ir@Brachavendo liberacdo de &acido
cianidrico (HCN) (SANTOS, 2004).

Todo o metabolismo vegetal esta condicionado emxsepsos fotossintéticos que séo
agrupados em duas categorias: reacdes de clarqua&sa energia solar sera absorvida por
moléculas de clorofila e transferida destas parEcotas armazenadoras de energia (ATP
e NADPH), e reacBes de escuro, nas quais as matedd ATP e NADPH servirdo,
respectivamente, como fonte de energia e for¢cageino processo de fixagdo do £0
qual sera convertido principalmente em glicose (BEBS et. al. 1996).

Através do metabolismo da glicose sao formadascpraente todos os metabalitos
primarios e secundarios. Esta é convertida em mlgigade acido piravico que podem
seguir duas vias diferentes. Na primeira, molécdiruvato entram na via do acido
chiquimico para formar todos os metabdlitos secuosi@romaticos (alcaldides indolicos,
quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanagmarinas e taninos hidrossoluveis). Na
segunda, o piruvato continua sendo oxidado atérmaigho de moléculas de acetil-
coenzima A (acetil-coA) (SANTOS, 2004). Estas podsguir trés vias diferentes: via do
ciclo do acido citrico, via do mevalonato e viaatmdensacdo do acetato, formando os
chamados derivados do acetato. Entrando no cicl@aitio citrico, serdo formados os
alcaldides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidias, piperidinicos e quinolizidinicos. A via
do mevalonato origina os terpendides e 0s estarngjanto as acetogeninas resultam da
condensac¢do do acetato. A combina¢do de uma unildedéleido chiquimico e uma ou mais
unidades do acetato ou derivados destes, podarfiaresa producdo de antraquinonas,
flavondides e dos taninos condensados (FiguraANT®S, 2004).
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Vale salientar que os metabdlitos secundariosmpai encontrados na forma livre,
sendo denominados genericamente de agliconas taligados a uma ou mais unidades
de acucar, formando o que se denomina de heteooside

A seguir serdo discutidas as caracteristicaspdasipais classes de metabdlitos
secundarios.

Glicose

Polissacaridios

L Sy

Heterosidios

Acide chiguimico
Antr aquino nas, bis Etﬂ i

flavondides e
tanines condensados

| Triofano ~ Fenilalanina/ ol
= . . tirosina - Acido galico
. N o

[ . = | :

N | | : b Viade condensagio
Alcaléides U Giclordo W mevalonatic: | fi
Indélicos & \ dcide citrico b o
cuinolinicos : i Acidos grazos

_,[. ' - isoprendides
Arido cindmico Ornitina,
. i | lisina Terpendides e
Protoalcadides, fenilpropanddes SsrEr AT

alcaldides inddlicos e |

benzilizsoquinelinicos Alcaldides pirrolidinicos,

Ligninas e % 3 Ty
Tropinicos e quizinolinicos

Cutnarinas

Figura 1. Ciclo biossintético dos metabdlitosuselarios.
Fonte:SANTOS, 2004

Alcaldides

Os alcaldides sdo substancias de carater alcaluie agforrem naturalmente,
sobretudo nas angiospermas e sao originados, gerana partir de aminoacidos. Porém
tais substancias ocorrem também em microrganisriosgds) e animais marinhos.
Basicamente sdo constituidos por um atomo de @itiogoriundos dos aminoacidos e um
anel heterociclico (Figura 2). Podem ser classifiseem alcaldides verdadeiros (Figura 3),
protoalcaldides (Figura 4) e pseudoalcaloides (&idr). Os alcaldides verdadeiros séo

formados pelo atomo de nitrogénio pertencente a@l &eterociclico, enquanto os
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protoalcaldides, o nitrogénio ndo pertence ao ketdrociclico. Os pseudoalcaldides sao os
compostos nitrogenados cujos precursores ndo s@éoaidos, mas sim outras substancias
como os terpenos e esteroides (HENRIQUES et d@4)20

O on,

N

HN =

A A GO

o~ N N N
CH,

Figura 2. Estrutura quimica de um alcaléide (Tewotima) Figura 3. Alcal6ide verdadeiro (Nicotina)
Fonte: ALTIMARI et al., 2006 Fonte: GOBBO-NETO, 2007

%
N" " cn,

H
Figura 4. Protoalcaldide (Colchicina) Figura 5. Pseudoalcaldide (coniina)
Fonte: SERTOX, 2008 Fonte: GOBBO-NETO, 2007

Esses compostos podem ser encontrados em todastes @o vegetal, porém ha
locais onde ocorre acumulo preferencial, como penlo, nos tecidos em crescimento
ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainaasulares e vasos lactiferos. Raramente
estdo em tecidos mortos. Vale salientar que o ldeatstoque dos alcaldides é diferente
daquele onde é sintetizado. Por exemplo: a nic@if@mada nas raizes das plantas do
tabaco, mas é translocado para as folhas nasé@uaaisazenado.

A funcao dos alcaldides nas plantas ainda é caoertsav O que se tem observado é
que plantas ricas em alcaldides sdo evitadas pgorasnou insetos em sua dieta, isto
devido a sua toxicidade e/ou o0 seu gosto amargenRosegundo HENRIQUES et al
(2004), a producdo dos alcaldides ndo deve sendidte como sendo especifica para a
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protecao das plantas. Isso porque, as plantasauproduzem teriam sido extintas. Desta
forma hé& vérias hipéteses com relacdo a funcamibasdides nos vegetais: os alcaldides
seriam produtos de detoxificacdo de substanciasvascgeradas pelo metabolismo
primario, funcionariam como uma reserva de nitra@éatuariam como hormdonios de
crescimento de forma a inibir a germinacéo devieeu poder quelante e/ou citotdxico.
Os alcaldides se subdividem em inlUmeras subclagses;ordo com o aminoacido

precursor. Desta forma temos:

» Triptofano: alcaléides inddlicos e quinolinicos;

* Ornitina e lisina: alcaldéides pirrolidinicos, trepéos, pirrolizidinicos,

piperidinicos e quimolizidinicos;
 Fenilalanina e tirosina: protoalcaldide, alcal&idésoquinolinicos e

benzilisoquinolinicos.

No reino vegetal, esses compostos estdao distribuéio um amplo nimero de
familias botanicas, como Erythroxylacea&rythroxylon coca- coca), Rubiaceae
(Pausinystalia yohimbeioimbina), Leguminosad’fiysostigma venenosufisostigmina),
Solanaceae Atropa belladonna — atropina, Datura stramonium — escopolamina),
Apocynaceae Gatharanthus roseus- vincristina e vimblastinaRauvolfia serpentina
reserpina) entre outras. Entre alcaldides com &gaacoldgica destacam-se, entre outros,
os alcaldides tropanicos como a atropina, a esaopod, e a hiosciamina, todos com acao
anticolinérgica. Nos alcaldides indodlicos, cita-sgbstancias como a reserpina (anti-
hipertensivos), ioimbina (simpaticolitico), e fitigsina (colinérgico). J& os alcaldides
pirrolizidinicos tém ac¢éo de protecdo da plantareopredadores, sendo substancias muito
toxicas, agindo de maneira deletéria principalmsotee hepatocitos (BARRACA, 1999).

Cumarinas

As cumarinas sdo substancias derivadas do metaloots fenilalanina, através da
via do acido chiquimico ou por via mista (acidogehimico e acetato). Estruturalmente séo
lactonas do acide-hidroxi-cindmico, sendo o representante mais gl cumarina (1,2
benzopirona) (Figura 6). Com excecdo da cumarimglss, todas as cumarinas sao
substituidas por um grupo hidroxila na posi¢ao 7-idréxi-cumarina, também conhecida

como umbeliferona é a precursora das cumarinasdi@itroxiladas e 6,7,8-tri-
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hidroxiladas. Esses grupos podem ser metiladosiaasijpdos. Essas substancias possuem
isdbmeros denominados de cromonas (KUSTER & ROCHA4p

Cumarina

Figura 6. Estrutura quimica das cumarinas
Fonte: SOARES, 2002

A producdo de cumarinas pelos vegetais pode serzioh em resposta a um
estresse bidtico e abidtico, por uma deficiéncitaicianal, por mensageiros quimicos como
0s hormonios vegetais.

Encontram-se amplamente distribuidas em todo @ ne@getal, principalmente em
angiosperma. Algumas familias contém grande valed#e cumarinas principalmente:
leguminosas, asteraceas, e, sobretudo umbeliferag@eas (BRUNETON, 1991). Vale
ressaltar que também podem ser encontradas ensferggctérias.

Seu interesse terapéutico abrange as acles vasddits, espasmoliticas e
antitrombdticas, como as cumarinas derivadas déifaApiaceae. A umbeliferona possui
ligeiras propriedades antibioticas frentdBaucella (BRUNETON, 1991), além de acles
antiespasmadica, inibidora de carcinogénese, dhtiggza e antimutagénica (KUSTER &
ROCHA, 2004).

Os anticoagulantes cumarinicos utilizados atuatenfemam sintetizados a partir do
modelo dicumarol, derivado cumarinico responsaeelh@morragias observadas no gado
gue consome forragem a base de Melilokel{lotus officinallig mal conservado.
(BRUNETON, 1991). Algumas cumarinas, como 0 presertArtemisia escopariatem
atividade imunossupressora, relaxante vasculao)ipigémica e hipotensora (KUSTER &
ROCHA, 2004). As cumarinas sintetizadas por furigexiores sdo importantes devido a
sua toxicidade: é o caso das aflatoxinas cancersgéissas toxinas se elaboram por cepas
de Aspergillus sp. que se desenvolvem em determinadas condigdagnaperatura e
umidade. (BRUNETON, 1991).



21

Flavonoides

Os flavondides, compostos fendlicos, sdo em suarragligmentos responsaveis
pela coloracéo de flores e alguns frutos de amptalulicdo na natureza. Sua presenca nos
vegetais parece estar relacionada com func¢desfdsad@@rotecdo contra raios ultravioleta,
acbes antifungica e antibacteriana) e de atracdopalmizadores (ZUANAZZI &
MONTANHA, 2004).

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicwss importantes e
diversificados entre os produtos de origem natlrsda classe de compostos € amplamente
distribuida no reino vegetal (FRACARO, 2004).

Essas substancias sdo encontradas em abundaneagemspermas, apresentando
nesse grupo vegetal enorme diversidade estrufoaém em algas € quase ausente e nas
pteridofitas € encontrado, porém com pequena \&@riastrutural (FRACARO, 2004).

Estruturalmente, ha diversas formas, sendo quguekto basico dos flavondides é
caracterizado, em sua grande maioria, por pos&uitdmos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido por dois anéis aromaticosectados por uma ponte de trés
atomos de carbono (Figura 7). Os flavondides degeori natural apresentam-se
freqientemente, oxigenados e um grande niumeroeoconjugado com acgucar. Esta forma
conjugada também € conhecida como heterosideo. d8aominadosO-heterosideos
quando a ligacdo se da por intermédio de uma hidrex de C-heterosideo quando a
ligacdo se da com um atomo de carbono. Desta fbandiversas formas estruturais dos
flavondides. Na tabela 1 estdo demonstradas asigmia classes de flavonoides e suas
caracteristicas (SOARES, 2002).

Figura 7. Estrutura basica dos flavonéides
Fonte: FACUNDO, et al., 2008

Economicamente os flavonoides despertam intereastiecédo de suas diferentes
propriedades, como o fato de alguns apresentarame cpoderem ser usados como
pigmentos, curticdo de couros e corantes de aloseAt importancia farmacoldgica reside
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de algumas propriedades atribuidas a essa classeordpostos como: antitumoral,
antiinflamatéria, antiviral, antioxidante, dentraitas (ZUANAZZI & MONTANHA,
2004).

Tabela 1. Classe de flavondides e algumas carstitas.

Classes Caracteristicas

Flavonas flavonois e se@sheterosideos  Co-pigmentacéo em flores; protetores
contra raios UV nas folhas
C-heterosideos -

Antocianos Pigmentacg&o do vemelho até o azul

Chalconas Pigmentacdo amarela

Auronas Pigmentacdo amarela

Di-hidro-flavondis Estdo presentes freqientemente em tecidos
de madeiras

Flavonas Podem apresentar sabor amargo

Di-hidro-chalconas Podem apresentar sabor amargo

Flavanas, leucoantocianidinas e Substancias adstringentes com propriedades

Proantocianidinas tanantes

Isoflavonoides Propriedades estrogénicas e/ou antifingicas

Neoflavondides -

Biflavondides Propriedades antifungicas

Fonte: ZUANAZZI & MONTANHA, 2004

Taninos

Taninos sdo compostos fendlicos com elevado pedecoiar e estdo associados
aos mecanismos de defesa das plantas contra i8S, 1998). S&do encontrados em
grandes quantidades nos vacuolos das células diaa®l além de depdsitos na epiderme
das folhas (LI & MAPLESDEN, 1998). Tais compostasdem ser divididos de acordo
com sua estrutura quimica e propriedades em daipogr taninos condensados e
hidrolisados.

Taninos condensados ou néo hidrolisaveis sdo oégisne polimeros formados
pela ligacdo de dois ou mais mondmeros de flavah{@atequina) ou flavan-3-4diol
(Figura 8). Essa classe de taninos também €& deadmiproantocianidina devido a
producdo de pigmentos avermelhados da classe tzgamndinas, tais como cianidina e
delfinidina (ZUANAZZI et al., 2000). A presenca odo da hidroxila (OH), assim como
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sua localizagdo na estrutura dos mondmeros de nfda@ resulta em diferentes
classificagbes dos taninos condensados. Desta fosrtaninos condensados podem ser
divididos em tipo 1, aquele que apresenta uma Xiidroa posicdo C-5 do anel A (Figura
9), e tipo 2, que ndo apresenta hidroxila na megosacao (Figura 10) (ZUANAZZI,
2000).

Figura 8. Tiamicondensado — Procianidina

Os taninos condensados podem ser classificadosoddoacom a presenca de OH
na posicao C-3 do anel B (R3) em prodelfinidinanatauséncia desta OH em procianidina
(Figura 11). Os mondémeros de procianidinas sadeqgaa e a epicatequina enquanto os
monomeros de prodelfinidina sédo a galocatequina epigalocatequina (BRUNET &
HOSTE, 2006). Vale ressaltar que tanto a prociaaidjuanto a prodelfinidina podem
possuir um grupo galato na posicdo C-3 do anel CTdRR2), resultando nos derivados

galoil de procianidina e prodelfinidina (Figura 11)

Figura 9. Monémero de tanino Figura 10. Monémero de tanino

condensado Tipo 1 condensado Tipo 2
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Figura 11. Estrututa quimica da procianidina e elfoddina e seus derivados galoil.

Os taninos condensados estdo amplamgmesentes em gimnospermas e
angiospermas, principalmente em plantas lenhosas eutras classes de vegetais muito
utilizados para a alimentacdo humana e animal (R@&l et al., 2002). Eles perfazem,
aproximadamente, a metade da matéria seca da dascauitas arvores além de se
constituirem na segunda fonte de polifendis dooreiagetal, perdendo apenas para a
lignina (QUEIROZet al., 2002). Uma das mais importantes proprieslagémicas dessa
classe de taninos é a habilidade de formar comglexan macromoléculas tais como
proteinas e carboidratos, sendo inclusive, o aspetais determinante dos efeitos
nutricionais e toxicolégicos em pequenos rumina(@ERO & HIDALGO, 2004).

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos que apdélisiel produzem carboidratos e
acidos fendlicos. S&o unidos por ligacOes éstdrecdn, sendo prontamente hidrolisaveis
em condi¢Bes 4cidas ou basicas (NASCIMENTO & MORAK®6).

A unidade basica estrutural desse tipo de tanimonépoliol, normalmente a D-
glucose, com seus grupos hidroxilas esterificadds acido galico (galotaninos) ou pelo
acido hexadiidroxifénico (elagitaninos) (Figura .1Pprtanto os taninos hidrolisaveis sao
divididos, de acordo com o produto de hidrdlise, gaotaninos, que produzem &cido
galico, e em elagitaninos, que produzem acido @a@ASCIMENTO & MORAIS, 1996;
GALVEZ et al.,, 1997). Estes taninos ndo sdo muitonens em madeiras, quando

comparados aos taninos condensados.
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Os taninos hidrolisaveis sdo encontrados em almgrad&m folhas, frutas, vagens
de dicotiledoneas, mas ndo tém sido detectados @mocutiledoneas (ZUANAZZI et al.,
2000).

OH

OH

OH
OH
o
OH
o] o OH
of
o.
HO o %)
OH o o}
OH
HO OH
OH HO OH
Figura 12. Tanino hidrolisado

O papel biolégico dos taninos nas plantas tem sidestigado e acredita-se que
esteja envolvido na defesa quimica das plantagaconataque de herbivoros vertebrados
ou invertebrados (TEMMINK et al., 1989) e contracrarganismos patogénicos
(TAKECHI et al., 1985). Foi observada inibicdo danantacdo de herbivoros quando
ingerem plantas com altos teores de taninos. O®snel agdo propostos contra herbivoros
seriam: diminuicdo da palatabilidade pelo sabotredggnte, dificuldades na digestédo pela
complexacdo dos taninos com enzimas digestivas @ou proteinas da planta e, por
altimo, produtos toxicos formados no trato digestay partir da hidrélise dos taninos
(ZUANAZZI et al., 2000).

A quantidade e o tipo de taninos sintetizados spelgantas variam
consideravelmente dependendo da espécie, do cudtiviecido e de condicbes ambientais.
Geralmente a concentracdo é maior em espéciesrgsgepam em solos agricolas pobres
ou de baixa calagem, tal como ocorre nas regi@gsctis e subtropicais (OTERO &
HIDALGO, 2004). Aléem disso, as concentracdes déntensdo maiores nas partes dos
vegetais expostas ao sol, indicando, portanto, retagéo entre a fase dependente de luz da

fotossintese com a producao de taninos (HEIL g2@02).

Vale ressaltar a diferenca de taninos entre espdeie@m mesmo género vegetal, de
forma que essa diferenca influi na atividade bimléglos taninos. Isso foi bem observado

quando caprinos tratados cofrtacia niloticae Acacia karooapresentaram diferentes
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resultados entre as duas espécies. Os animaidasatamA. nilotica apresentaram maior
reducdo na contagem de ovos de nematodides elininaofezes e na carga de parasitos
gastrintestinais adultos presentes no animal quaadparado com. karoo (KAHIYA et

al., 2003).

Plantas ricas em taninos condensados sdo empsagadaedicina tradicional como
remeédios para o tratamento de diversas moléstisscomo diarréia, hipertenséo arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, lgw@s estomacais (azia, nausea,
gastrite e Ulcera gastrica), problemas renais €slema urinario e processos inflamatérios
em geral (HASLAM, 1996).

Os provaveis mecanismos responsaveis pela atifithacologica dos taninos
seriam: a capacidade de formar complexos com ontadéculas incluindo polissacarideos
e proteinas; formar complexos com ions metalicomoc@ ferro, manganés, cobre,
aluminio, etc. e de exercer a atividade antioxiglamtsequiestradora de radicais livres
(OKUDA, 2005).

Nos ultimos anos, varios grupos tém investigad@tasdades farmacoldgicas e

bioldgicas dos taninos. Dentre essas atividades-pedctitar:

o0 atividade antimicrobiana do extrato etandlico dmc¢a da semente ddangifera
indica (MKE), rico em compostos polifendis (97% de tasifadrolisaveis), tanto
sobre bactérias Gram + quanto Gram — (KABK&l., 2000);

o atividade anti-helmintica: reducdo de 95% da eolod@& ovos deHaemonchus
contortus tratados com o extrato etandlico do caroco de swméeM. indica,
manga (COSTA et al., 2002);

o inibicdo de enzimas: os taninos mostraram capaeidadnibir praticamente todas
as enzimas testadam vitro. Tal fato deve-se a formacdo do complexo
taninos/proteinas, cujo efeiten vitro pode ser extrapolado para enzimas
extracelulares como a glucosiltransferase, que oélugida por duas bactérias,
Streptococcus mutaresS. sobrinusencontrados na cavidade bucal do homem. Essa
enzima catalisa a formac&o de dextranas, que saesgdm sobre os dentes e, com
isso, facilitam a adesdo das bactérias a supeltisdedos dentes favorecendo a
formacdo de placas, que sé&o os pressupostos @aec@milamacdes da gengiva.
Portanto o efeito da inativagdo da glucosiltrarasder pelos taninos evitaria a



27

formacgao da placa dental e de inflamacdes na régiéal e garganta (ZUANAZZI
et al., 2000);

o atividade antioxidante e seqiestradora de radivaés: ions metalicos como €y
Fe’* e Cd" foram reduzidos a &f FE€* e CU, respectivamente quando postos em

contato com solugdes de taninos a temperatura atel{@KUDA, 2005).

Além desses efeitos, estudos tém revelado queaosos condensados na
concentracdo de 2-4% de matéria seca (MS) na Enmrdgm aumentado a quantidade de
proteinas ndo degradadas em nivel do intestinoade)/gmelhorando, desta forma, a
utilizagdo de aminoacidos essenciais em ruming@€ERO & HIDALGO, 2004).

A maior disponibilidade de proteinas em nivel dtestino delgado tem sido
responsabilizada pela maior produtividade animalprldos alimentados com pastagens
contendo taninos condensados tiveram aumento degpeasascer, ganho de peso e redugao
de mortalidade dos recém nascidos. Com relaca@l@®asc observou-se recuperacao do
peso ap0s o parto mais rapido do que o grupo ouebee polietileno glicol (PEG),

substancia que se liga aos taninos impedindo staabd (KABASA et al., 2004).

Deve-se ressaltar que o pequeno ruminante aoip@ssua disposicdo uma maior
quantidade de amino&cidos absorvidos a nivel asstinb delgado, havera uma melhora
tanto da homeostase quanto do sistema imune dedeisp contribuindo com a resiliéncia
do animal frente a desafios como o parasitismorigtestinal (COOP & KRIAZAKIS,
2001). ABBOTT et al. (1988) sugeriram um aumento mgposta imune como
consequéncia da maior disponibilidade de proté#A®LINI et al. (2003) observaram que
animais tratados com taninos apresentaram um aameot niumero de células
inflamatorias, incluindo eosindfilos, mastécitodeecacitos, apesar de ndo diferirem do
grupo controle significativamente. A maior dispalnilade de proteina no rimen poderia
também ser responsavel por maior reposicdo prot@cmpensando assim, a perda
ocasionada pelo parasitismo, melhorando desta formneestado geral do animal.
Experimentos demonstraram que essas perdas sddecamsis, variando de 20 a 125 g de
proteina por dia er. colubriformis(SOULSBY, 1987).

Além dos efeitos indiretos obtidos dos taninos emsddos sobre o parasitismo
gastrintestinal, ha trabalhoB) vivo, que indicam o efeito direto sobre os nematdides
gastrintestinais. PAOLINI et al. (2003) observardiminuicdo da contagem de ovos nas

fezes de caprinos infectados experimentalmente Hooontortustratados com suspenséo
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aquosa de quebracho, correspondendo a 5% da didtesddurante oito dias. Porém néo
foi observada diferenca quanto a carga paraseati@ grupo tratado e controle. Neste caso
tudo indica que a acdo dos taninos ocorreu solfeeumdidade do parasito. Resultados
semelhantes também foram obtidos em caprinos adest porH. contortus quando
tratados comA. karog porém nesse experimento observou-se reducdo dedadcarga
parasitaria, mostrando que a diferenca na quartidago de tanino influencia a atividade
anti-helmintica (KAHIYA et al., 2003). Vale ressaltque o efeito antiparasitario ndo se
restringe somente &l. contortus mas também houve reducéo te colubriformis e
Nematodirus battusEstes nematdides tiveram fecundidade e cargaifaia reduzidos
quando o0s animais portadores de tais infeccOesbesmm 8% v/v de quebracho
(ATHANASIADOU et al., 2001). MINHO (2006) ao avatjadurante 60 dias, o efeito da
dose de 1,6 g/kg/PV de extrato deacia mearsnii(15% de taninos condensados)
fornecido, por dois dias consecutivos, a ovinodgoares de infeccdo natural, observou
uma reducéo significativa (P<0,05) do OPG ap6sid8 do grupo tratado em relacdo ao
controle. Para avaliacdo da carga parasitarianmsass foram sacrificados no 58° dia de
experimento, observando-se reducdo da carga paiasde H. contortus (P<0,01), o
mesmo ndo ocorrendo parfa colubriformis(P>0,05). Porém, quando se utilizou ovinos
experimentalmente infectados com os mesmos nerea{éi animais foram submetidos
no maximo a dois dias de tratamento com o extraté.dmearsniie o sacrificio para
avaliacdo da carga parasitaria ocorreu no non@akatratamento. Nesta ocasido ndo se
observou diferenca estatistica quanto ao OPG nemadga parasitéria entre o grupo
tratado e controle (MINHO, 2006).

Oleos essenciais

Séo liquidos oleosos volateis dotados de forte araxtraidos principalmente de
plantas por arraste a vapor, bem como os prodtodos por expressao dos pericarpos de
frutos citricos (SILVA, 2007; SIMOES & SPITZER, 200 Também s&o denominados de
Oleos volateis ou Oleos etérios. Essas denomina@esesultantes de suas caracteristicas
fisico-quimicas como a volatilidade, o aroma intems agradavel e a solubilidade em
solventes organicos apolares como o éter (SIMOBREZER, 2004).

Quimicamente, a grande maioria dos 6leos essergiaisnstituida de derivados
fenilpropanoides ou de triterpenodides (SIMOES &TFER, 2004).
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Os fenilpropanodides constituem uma classe de cawwgpéendlicos provenientes da
via do acido chiguimico. Possuem atividade antiaxid (MATSUDA et al., 2003),
larvicida contra Aedes aegypti(SIMAS et al., 2004). Vale salientar que um dos
fenilpropandides mais comum € o eugenol que p@dsadade anti-helmintica (PESSOA
et al., 2002).

A grande maioria dos 6leos essenciais € constitdeladerivados terpendides.
Terpendides sédo substancias derivados de unidadessapropeno. Os esqueletos
carbonados dos terpendides sdo formados pela czagden de um numero variavel de
unidades pentacarbonadas (unidades isopropénitsiin de acordo com a quantidade de
atomos de carbono os terpendides podem ser: isaprofunidade basica — 5 carbonos),
monoterpendides (10 atomos de carbonos), sesant@ges (15 atomos de carbono),
diterpendides (20 atomos de carbono), sesterp@datémos de carbono), triterpendides
(30 &tomos de carbono), tetraterpendides (40 atameosarbonos), polisoprendides (n
atomos de carbono) (ALVES, 2001).

Os oleos essenciais sao constituidos principalnamtmonoterpenos (Figura 13) e
0s sesquiterpenos (Figura 14). Diterpenos sdo éaclms apenas nos Oleos essenciais
extraidos com solventes organicos (SIMOES & SPITZERA4).

e

Linalol Citronelal Mentol Carvona Geraniol

Figura 13. Estruturas de monoterpenos
rfte: SIMAS et al., 2004
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OH
E-nerolidol E.E - fammesol

Figura 14. Estruturas de sesquiterpenos
FenSIMAS et al., 2004

Os Oleos essenciais sdo raramente encontradosgios@@rmas monocotiledéneas,
com excecao nas gramineas. Porém € nas gimnospeéicodkeddneas que se encontram
as plantas ricas em 0leos esséncias (SILVA, 2007).

Com relacdo a localizacdo, os Oleos podem ser #adms em estruturas
especializadas, como os pélos glandulares, cghal@nquimaticas. Podem estar estocados
também nas flores (laranjeira), folhas (eucaliptascas de caule (canela), rizomas
(gengibre), frutos (erva-doce), dentre outros (SB8& SPITZER, 2004).

A imensa maioria dos terpenos € especifica do reiegetal, mas esta
especificidade ndo é absoluta: em animais marif@eentéreos, Esporangios) ndo é rara a
presenca de sesquiterpenos e diterpenos de estrwtanada, e os ferormoénios
monoterpenos presentes em alguns insetos ndo agassmte sao oriundos das plantas de
que se alimentam (BRUNETON, 1991).

A volatilidade e marcado odor desses Oleos coestituum elemento de
comunicacao quimica: seu papel na polinizacdopedifo das didsporas € inquestionavel.
Também, constituem um meio de defesa frente a goees (SILVA, 2007; SIMOES &
SPITZER, 2004).

Entre acbGes de Oleos essenciais pode-se citar ainediva (menta);
antiespasmadica (camomila, alho); estimulante sabraeecrec6es do aparelho digestivo
(gengibre); cardiovascular (canfora); irritanteitép(esséncia de terebintina); secretolitica
(eucalipto); estimulante (capim-limao) ou provoagancbnvulsdes (canela) do sistema
nervoso; anestésica (cravo-da-india); antiinflam@at¢camomila), anti-séptica (timol) e
anti-helmintica (timol e anetol) (CAMURCA-VASCONCHES, 2006; SIMOES &
SPITZER, 2004).
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Os dados disponiveis sobre efeitos téxicos cr@niamda sao poucos conhecidos.
O mesmo ndo ocorre com a toxicidade aguda cujom®fd sdo bem mais conhecidos.
Desta temos: reacdes cutaneas como a irritacaeldgpmvocada pelo 6leo da mostarda,
sensibilizacdo cutanea provocada pela canela ¢okitaade induzida pelos 6leos dos
frutos citricos. H& relatos de toxicidade sobrastema nervoso central como os efeitos
convulsivantes da canfora que podem inclusive mrawvarises epileptiformes e efeitos
psicotropicos como 0 0Oleo essencial de noz-moscgadacausa excitacdo, alucinacdes
visuais e distorcdes de cores (SIMOES & SPITZER420

Saponinas

As saponinas, também chamadas saponosideos,@@&idgos formados por varias
unidades de monossacarideos ligados a um nuclelariental denominado de aglicona
(Figura 15). O nudcleo aglicona pode ser constityidloesteroides ou triterpenos. O nome
provém do fato de formarem espuma abundante quagithdas na 4gua, a semelhanca do
sabdo. Esta propriedade decorre de sua estrutimacgquna qual acucares solUveis estao
ligados a esterdides lipofilicos ou triterpénicBATOS, 2007). Elas reduzem a tensao

superficial da agua, e causamyitro, a hemolise de eritrdcitos.

Figul5. Estrutura de uma Saponina
FenLEON, 2008

A classificacdo das saponinas geralmente é fegtaadordo com o0 nucleo
fundamental aglicona, podendo ser denominadas sesoresteroidais ou saponinas
triterpénicas. As saponinas esteroidais séo formada um esqueleto de 27 carbonos e
nacleo esteroidal (Figura 16). Sao encontradas equgse exclusivamente nas
monocotileddneas. Os génerdmiilax, Dioscorea, Agave e YugcGdo ricas nesse tipo de

saponina.
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HO Diosgenina

Figura 16. Estrutura de uma Saponina esteroidal
Fonte: http://www.eps.ufsc.br/teses99/oashi/capbthe.1.3

As saponinas triterpénicas sédo constituidas paredstp de 30 carbonos e nucleo
triterpénico (Figura 17). Sao encontradas predantemente nas dicotiledoneas,
principalmente nas familias Sapindaceae, Sapotadt@ggonaceae, Caryophylaceae e
Araliaceae (SCHENKEL et al., 2004).

Figura 17. Estrutura de uma Saponina triterpénica
Fonte:TSUZUKI, et al., 2007

A acdo lipofilica das saponinas facilita a comptgo das mesmas com esterdides,
proteinas e fosfolipideos das membranas celulétezar@do a permeabilidade das mesmas,
ou causando sua destruicdo (SCHENKEL et al., 20Bdseado nesta acédo sobre as
membranas observa-se as atividades hemoliticgseengisidas. Além disso, ha relatos de
propriedades antimicrobianas, antifingicas, amdimétorias, antiviral e acao
hipocolesterolemiante (SCHENKEL et al., 2004). Aldimsso, &tratos ricos em saponinas
oriundo de plantas como Yuccaschidigerae Quillaja saponaria tém sido investigadas
guanto ao aumento na produtividade de ruminante®AN®/ et al., 2000) e de
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monogastricos (HAUPTLI & LOVATTO, 2006). Um exemploi 0 aumento de 12% do
escore corporal de porcas alimentadas com dietaterao saponinas (HAUPTLI &
LOVATTO, 2006). Isso € possivel porque as saponmasentam a permeabilidade da
mucosa intestinal melhorando a absorcéo e digektdalimento. Além disso, a maior
eficiéncia da sintese das proteinas microbianarcdd@ na presenca das saponinas de
Yuccae Quillaja em sistemas de fermentacdo do runmewitro, pode ser vantajoso para
ruminantes, principalmente, em baixas dietas pase{MAKKAR et al., 1997). Ademais
observou-se que essas saponinas apresentaramadeividD0% larvicida sobréedes
aegyptie Culex pipien§PELAH et al., 2002).

As sapogeninas esteroidais sdo de consideravelriémota econémica como
precursoras de muitos esteroides farmacologicanagintes, inclusive anticoncepcionais de
via oral, de corticosterdides e de hormdnios sexuRisapogenina de maior importancia
econdmica é a diosgenina, cuja extragdo comerdiaita quase sempre que inteiramente
das espécies dioscoOreas. Entretanto, a induss&dae na coleta de plantas, que estdo se
tornando raras em algumas areas e a cada diaree rt@is dificil e mais dispendioso
explorar as fontes selvagens inexploradas antegiaten Outra sapogenina esteroidal obtida
comercialmente € a hecogenina, a qual é extraideudo do sisal, o produto descartado
durante o processo de desfibramento das folh@gydae sisalanaO consumo mundial de
esteroides assume na época atual grandes propo@desvimento mundial de venda de
horménios sexuais, drogas antiinflamatoérias, araidubs e outros medicamentos de
natureza esteroidal é da ordem de bilhdes de d@dtareano (SCHENKEL et al., 2004).

Portanto, dentre os metabdlitos secundarios adalsabserva-se a possibilidade de
utilizd-los como anti-helminticos (taninos condeltsa e Oleos essenciais) e como
imunomoduladores (taninos condensados e saponiasEm ha a necessidade da

validacdo desses compostos utilizando testegro ein vivo.

2.3. Validacao de plantas medicinais com atividadenti-helmintica

Para verificar a eficacia anti-helmintica, sejaatéi-helminticos sintéticos ou de
plantas medicinais, utilizam-se testesvitro e in vivo. Os testesn vitro se constituem na
observacdo da acédo do farmaco pelo contato dimto as estagios de ovo ou larva do
parasito para avaliar seu efeito sobre a eclos@vaee desenvolvimento ou motilidade de

larvas. O teste de eclosdo de ovos se baseia rawidage dos benzimidazois, mais
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especificamente o tiabendazol, de inibir o desesim@nto e consequentemente a eclosao
de ovos frescos de nematdides, isolados a partinderocesso de passagem em tamises
com abertura entre malhas decrescente (HUBERT & BERUF, 1992). A partir dos
resultados obtidos no teste calcula-se a concéatrafgtiva para inibir a eclosdo de 50%
dos ovos (CEy). As vantagens deste teste se concentram na zagideplicidade e baixo
custo. Uma desvantagem é a nao identificacdo dostdales resistentes, por causa da
similaridade em tamanho e aparéncia dos ovos derstis géneros de nematodides
(ECHEVARRIA, et al., 1996).

Outro testan vitro disponivel para avaliar a agcao anti-helminticpldatas ou seus
contituintes ativos € o teste de desenvolvimentgataque se baseia na inibicdo do
desenvolvimento de L1 a L3. A vantagem desse testgossibilidade de diferenciar as
espécies resistentes aos anti-helminticos (COLES. et1992). Segundo COLES et al.
(1992) os métodos de LACEY (1987) e HUBERT & KERBJME(1992) sdo os testes
mais recomendaveis, ja que mostraram boa correle@doo percentual de eficidcia dos
testesin vivo. O teste de motilidade larvar tem demonstradauseiteste com resultados
controversos. ECHEVARRIA et al. (1996) e VARADY &ORBA (1999) observaram
resultados discordantes sugerindo que o testessbjativo, quanto a classificagdo de uma
larva paralisada. Porém GEERTS et al. (1989) n&erghram diferenca entre seus achados
e aliteratura disponivel, além de ndo terem encontiadlaéncia na manipulacdo dos
operadores, tempo de incubacado, temperatura e tdenpbservacao.

Atualmente estes testes além de verificarem a deadanti-helminticos sintéticos
tém sidoutilizados para avaliacdo preliminar ou triagemptintas com atividade ovicida
ou larvicida (ATHANASIADOU et al., 2001; PESSOA ait 2002; COSTA et al, 2002;
ASSIS et al., 2003; MACIEL et al., 2006; COSTA kt 2008).

Obtendo-se resultados promissores com 0s te@steiro, passa-se aos testes preé-
clinicos que incluem os testes de toxicidade @eiicutilizando animais de laboratorio.

Os estudos toxicolégicos sdo aplicados em animaitalgoratério sob condigbes
previamente estabelecidas para permitir a deteg@inedos possiveis efeitos decorrentes da
exposicdo a determinadas substancias (BARROS & DI®VI 2003). A avaliacéo
toxicologica de produtos em organismos vivos podeoker a avaliacdo dos efeitos
obtidos apés 24 horas da administracdo (toxicidegleda) ou apds administracbes em
doses repetidas (toxicidade sub-crénica e créni€ajtros estudos como toxicidade
reprodutiva, estudos de efeitos neurotdxicos ekratdgénicos e estudos de efeitos

carcinogénicos e/ou mutagénicos podem fazer partenth avaliacdo mais detalhada dos
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efeitos da administracdo de fitoterapicos em amm@AMURCA-VASCONCELOS,
2005).

ApoOs determinacdo de eficadiavitro do extrato acetato de etila & anthelmia
(erva-lombrigueira) sobre ovos e larvasHlecontortus este extrato foi selecionado para
estudo toxicoldgico em animais de laboratério. @at® acetato de etila d& anthelmia
apresentou Ci de 345,9 mg/kg por via oral em camundongos (CAMBRC
VASCONCELOSet al., 2004) e ndo demonstrou toxicidade sistémigaificante em
administracGes orais durante 30 e 60 dias em (MAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2005). FONTENELLE (2005) avaliou a toxicidade agufites Oleos essenciais tdgpia
sidoides(alecrim-pimenta) €roton zehntner{canela de cunha, canela-brava) verificando
que estes 6leos administrados por via oral nasaptaram qualquer toxicidade até 3 g/kg.
Assim sendo, a determinacdo da toxicidade auxdiastolha das doses a serem usadas nos
testedgn vivo, portanto sdo de fundamental importancia na vgdidale plantas medicinais.

Apés a realizagdo dos testes toxicologicos, anindaislaboratorio podem ser
utilizados para testar plantas com propriedadesiaonags. Camundongos e ratos
albergando parasitos intestinais podem ser usadaneaios preliminares para determinar
atividade anti-helmintica de produtos naturais. r@sultados dos grupos tratados sao
comparados, percentualmente, com os resultadodosbém grupos néo tratados e em
grupos tratados com drogas sintéticas. Os nematdielenaior ocorréncia em infec¢des de
camundongos mantidos em laboratérios no Brasil $fthacia obvelata Aspiculuris
tetraptera(BAZZANO et al., 2002; SCAINI et al., 2003; SILVA al., 2005) O uso de
camundongos para a avaliacdo da acao anti-helmid¢ie@xtratos de plantas € valido, pois
leva em conta o metabolismo do animal que por sagude interferir na eficacia da droga
(HENNESSY, 1997). O mesmo ndo acontece nos tastéso que ao colocar a substancia
a ser testada em contato direto com o parasitdev@em consideragcdo o metabolismo
podendo resultar na falta de correlacdo entre ssltaglos dos testam vitro e in vivo
(PESSOAet al., 2002; COSTA et al., 2006; CHAGAS et al.pD20COSTA et al. 2008).
Outra vantagem de utilizar animais de laboratontes da espécie alvo seria evitar o uso
desnecessario de animais de producdo na pesquisdeitle anti-helmintico, além da
reducdo de custos e tempo de validacdo de plant@sta)a atividade anti-helmintica.
(KIRKWOOD, 2004). Além disso, as doses eficazesdalst em camundongos e ratos
poderiam ser transformadas através do calculo atmmépara obter uma estimativa da
dose efetiva para animais de producdo (KIRKWOOD,0420 CAMURCA-
VASCONCELOS et al. (2008) ao avaliarem sidoidesna dose de 1.600 mg/kg@
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zehntnerina dose de 800 mg/kg, sobre a carga parasitar@mendongos, observaram
eficacia média de 68,94 e de 11,64% respectivamAontextrapolar a dose de 1.600 mg/kg
de L. sidoides eficaz em camundongos, para ovinos, utilizandmloulo alométrico, a
planta reduziu a carga parasitaria e a eliminagaovds nas fezes de nematoides de ovinos
em 43,7% e 54% respectivamente (CAMURCA-VASCONCEI=gDSI., 2008).

Dentre testes anti-helminticos realizados com camogos AMORIM et al (1987)
testaram o efeito de nove plantas em camundondgestados com o0s nematoides do
intestino grossoS. obvelatee A. tetraptera e o melhor resultado foi obtido com a planta
Tynnanthus fasciculatugipé-cravo)que apresentou eficacia de 57,2%. Por outro lado,
Ficus insipida(figueira-do-brejo, mata-pawg Ficus carica(figueira) ndo demonstraram
eficacia na reducdo da carga parasitaria sobreessnos nematoides (AMORIM et al.,
1999). O suco e o infuso dehenopodium ambrosioidémastruz)apresentaram eficacia
abaixo de 20% na eliminagcao Aetetrapterae S. obvelateem camundongos (BORBA &
AMORIM, 2004). Da mesma forma o extrato aquos@dligzia anthelminticgalbizia alto)
administrado a camundongos infectados ddeligmosomoides polygyrugarasito do
intestino delgado, ndo produziu efeitos signifiesnha contagem de ovos ou na carga
parasitaria dos animais (GITHIORI et al., 2003).

Uma vez obtido resultados satisfatorios em anindaislaboratérios, podem ser
realizados os testes com animais que representesspécie alvo para a indicacao
terapéutica. No caso da validacédo de plantas cmdaate anti-helmintica em ruminantes,
os testes de reducdo da contagem de ovos nas(FEZERT) e o teste controlado sdo os
experimentos finais para a avaliagdo da atividadieh@lmintica de plantas (CAMURCA-
VASCONCELOS, 2005).

O FECRT envolve o tratamento de animais naturalenesu artificialmente
infectados e pode ser utilizado em ruminantes negle suinos, avaliando todos os tipos de
anti-helminticos e com todas as espécies de nemeatéim que 0s ovos sao expelidos pelas
fezes. O teste fornece uma estimativa da eficatiehalmintica através da comparacédo da
contagem de ovos dos nematoides adultos antesseoapdtamento. A contagem de ovos
nas fezesde animais do grupo nao tratado fornece uma metdidanudanca que pode
ocorrer durante o periodo do teste (COLES et @821

No teste controlado a eficacia anti-helmintica #mheinada pela comparacao entre
a carga parasitaria dos animais do grupo tratadio grupo controle (WOOD et al., 1995).
A necropsia dos animais é feita 4 a 7 dias apéstamento para possibilitar a identificacéo

e contagem da carga parasitaria. Esse é o ensasocordiavel para determinacdo da
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atividade anti-helmintica, sendo recomendado paméircmacédo de doses (TAYLOR et al.,
2002). Tendo em vista a sua laboriosidade e a sideele de sacrificar muitos animais, em
geral esse teste € a Ultima etapa realizada n@éagd@lde plantas com atividade anti-
helmintica e, consequentemente, poucos sdo oseautpre empregaram esta técnica
(CAMURCA-VASCONCELOS, 2005).

2.4. Plantas Medicinais com Atividade Anti-helmintta em Medicina Veterinaria

Véarias plantas foram descritas como possuidorasatilédade anti-helmintica.
ASUZU & ONU (1993) verificaram atividade anti-heimita do extrato etandlico da casca
de Piliostigma thonningii sobre L3 deHaemonchusspp., Oesophagostomunspp.,
Bunostomunspp. e Trichostrongylusspp. de bovinos. O extrato promoveu 100% de
mortalidade entre 2 e 15 horas nas espécies estudad

VIEIRA & CAVALCANTE (1991) verificaram reducao d80% na eliminacdo de
ovos nas fezes de caprinos tratados cmenopodium ambrosioideaAMORIM et al.
(1996) testaram extratos aquosos de folha&rd®na squamos@ta, pinha) e de epicarpo
de Punica granatum(roma) sobre L1 de nematdides gastrintestinaibalénos obtendo
mortalidade de 19,5% e 84%, respectivamente. BAAIST al. (1999) testaram extratos
aquosos deSpigelia anthelmiae Momordica charantia(meldo de s&o caetano) sobre a
eclosdo de ovos dd. contortusconcluindo que a dose inibitoria da eclosdo de 50%
ovos foi de 0,17 mg rtlparaS. anthelmia de 0,1 mg rifl paraM. charantia.ASSIS et al.
(2003) demonstraram que o extrato acetato de dgiltolhas deS. anthelmiaobteve um
percentual médio de inibicdo de ecloséo de ovakd0&6 na concentracédo de 50 mg'ml
engquanto o extrato metandlico inibiu na mesma auragio, 84,4% do desenvolvimento

larvar deH. contortus

PESSOA et al. (2002), demonstraram, por sua vez,tgoto o Oleo essencial de
Ocimum gratissimun(alfavaca)como o seu principal constituinte, o eugenol, fod%

eficazes contra ovos dt¢ contortusa 0,5%.

BRAGA et al. (2001) avaliaram a acdo anti-helncitdas folhas de bananeira
frescas dadaad libitum a bezerros mesticos de ambos os sexos, infectedosalmente
por Haemonchusspp, Cooperia spp., Trichostrongylusspp. e Oesophagostomurspp.
observando uma reducao significativa na media dé @& coleta e na quantidade de L3

deHaemonchuspp.
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MACIEL et al. (2006) relataram 98,24 e 67,57% deésfia sobre a inibicdo da
eclosédo de ovos e do desenvolvimento larvaHdeontortus respectivamente, utilizando
12,5 mg mif do extrato etandlico das folhas Melia azedaraci{cinamomo).

CAMURCA-VASCONCELOS et al (2007) relataram que maaentracdo de 1,25
mg mi', os 6leos essenciais @¥oton zehntnerie Lippia sidoidese os seus principais
constituintes, anetol e timol, inibiram mais de 98%eclosdo de ovos d& contortuse
mais de 90% do desenvolvimento larvar desse nedeandi concentracdo de 10 mg'ml

EQUALE et al. (2007) demonstraram que as conceddsaglo extrato aquoso e
hidro-alcodlico deCoriandrum sativur(coentro) necessarias para inibir 50% da ecloséo
dos ovos deH. contortusforam de 0,12 e 0,18 mg Tirespectivamente. Além disso, os
autores observararm vitro, que o extrato hidro-alcoodlico e aquoso da medaragforam
responsaveis por uma mortalidade de 85% e 45%gctgpmente, em parasitos adultos de
H. contortusna concentracdo de 8 mg miCom relacdo ao OPG, n&o existiu reducéo
significativa nos animais tratados com o extratmosq deC. sativum Porém, foi
observada reducéo da contagem da carga parasitérgaos animais do grupo tratado e do
grupo controle negativo (p<0,05).

JABBAR et al (2007) avaliaram a eficacia anti-heltiia deChenopodium album
(acarinha-branca) €aesalpinia cristaa fim de justificar o seu uso tradicional na meuic
veterinaria e constataram que as concentracdestioemetanolico dessas duas plantas
necessarias para inibir 50% da eclosao dos ovék dentortusforam de 0,134 e 0,449 mg
ml™. A administracdo do p6é e do extrato metandlicaCdealbume C. crista causaram
reducéo significativa do OPG de ovinos. Animaitailas com 3g/kg do extrato metandlico
de C. cristaapresentarameducéo de 93,9% no OPG 13 dias apds o tratamemgoanto
animais tratados com essa mesma dose do extrasmdtieb deC. albumapresentaram
reducao de 82.2% no OPG cinco dias ap0s o tratament

COSTA et al. (2008) avaliaram a eficicia Aleadirachta indica(nim) sobreH.
contortus Foi constatado que 50 mg huo extrato acetato de etila das folhas dessa planta
inibiram 51,31% da eclosdo dos ovos e 68,10% demdedvimento larvar. Ja o extrato
etanolico apresentou maior eficacia, pois inibiu,79% da eclosdo dos ovos na
concentracdo de 3,12 mg ' 87,11% do desenvolvimento larvar na concentrdgas0
mg mi*.

TARIQ et al. (2008) observaram que 0s extratos sojuo etanolico dértemisia
absinthium(absinto)foram responsaveis pela paralisacdo larvaHdeontortusde 93 e

97%, respectivamente (p<0,05). Esses autores déraam ainda que 2 g/kg do extrato
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aquoso e do extrato etandlico da planta causardogde significativa de 80,49 e de
90,46% do OPG de ovinos, respectivamente, 15 @ids @ tratamento.

A atividade antiparasitaria do coco foi avaliada parasito de camundongos.
Eficacia de 73,3% na eliminacdo de proglétides donstatada quando camundongos
naturalmente infectados covfampirolepis nanaforam tratados com leite de coco obtido
por procesamento natural. (AMORIM & BORBA, 1995).

Desta forma, observa-se que ha varias plantaspodemcial efeito antiparasitario.
Muitos desses trabalhos atribuem a presenca deotasbndensados como o responsavel
pelo efeito anti-helmintico observado. Porém algamtores tém levantado a hipétese de
que tal efeito poderia ser atribuido a estimulad@® taninos condensados sobre o sistema
imune do hospedeiro 0 que contribuiria com a &stiia e/ou resisténcia do animal frente
aos desafios do parasitismo gastrintestinal. festiaa levanta-se a duvida se o efeito anti-
helmintico observado em testasvivo é devido a um efeito direto dos taninos condersado

sobre o parasitismo ou através de um efeito irdlatravés do sistema imune.

2.5. Atividade Imunomoduladora

Imunomodulagéo é o processo que pode alterar emgasimune de um organismo
atraves da interferéncia de suas fungdes. O rdsuttade ser um aumento ou reducéo das
reacdes imunes denominadas de imunoestimulacaaregsupressao, respectivamente. A
imunoestimulacdo implica na estimulacdo de sistemdasespecificos, como granulécitos,
macréfagos, complemento, dentre outros. A imunasssgo implica principalmente na
reducao da resisténcia contra infeccoes (MAKAR&.eR001).

A descoberta da imunomodulacdo ocorreu durantearapanha mundial de
erradicacdo da variola através da vacinacao cons atenuado, descoberto por Edward
Jenner, no século XVIII. Apés as vacinagbes em analss populacdo, observou-se 0s
efeitos benéficos e colaterais que esta vacinaciexepbre os individuos. Desde entéo,
varios estudos tém sido conduzidos na busca deasuims capazes de auxiliar o sistema
imune no combate a microorganismos patogénicosa puoblemas internos, tais como
cancer e doencas autoimunes (LABRO, 1998).

As substancias responséaveis pela imunomodulagimsamunomoduladores. A
origem dos imunomoduladores é muito variada, poaemdluir endogena, produtos

microbianos, substancias farmacologicas sintéggalantas medicinais (BLECHA, 2001).
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2.5.1. Imunomoduladores de Origem enddgena

As células do sistema imune secretam uma variededeoteinas que regulam as
respostas através de uma sinalizacdo entre asasé@ubue sdo conhecidas por serem
reguladoras e sao chamadas de citocinas (TIZAR88)19

As citocinas sdo peptideos semelhantes a hormérgetio intimamente envolvidos
com a resposta imune. Certas citocinas estimulaproducdo de outras citocinas e
interagem em complexo sinérgico. Efeitos locaissi@micos das citocinas produzidas
pelas células em resposta ao processo inflamatéracem exercer um importante papel no
controle de infecgbes (MASIHI, 2000).

As interleucinas sao citocinas que regulam asagbes entre os linfécitos e outros
leucécitos. Como a sua definicdo € muito amplajngerleucinas sdo uma mistura de

proteinas muito heterogéneas, com pouco em comaetea nome (TIZARD, 1998).

2.5.2. Produtos microbianos com atividade imunomodadora

Propionibacterium acne® uma bactéria Gram positiva, residente natural das
glandulas sebécias do foliculo piloso da pele hamngive em ambiente de anaerobiose,
crescendo de maneira mais eficaz neste, no entalgiomas cepas séo aerotolerantes.
Também € conhecido come&orynebacterium parvumdevida a sua semelhanca
morfolégica e organizacional (BRANNAN, 2005). Eésectéria ao ser administrada como
uma suspensao inativada, promove a formacédo dmgrds além de estimular a sintese de
citocinas, ja que € rapidamente fagocitada peloxdfegos. Vale ressaltar qie acnes
estimula os macrofagos e a resposta de anticogmoamtigenos timo-dependentes, mas
possui efeito variado na resposta aos antigenoso-itidependentes. A acao
imunoestimulante se da através do estimulo da p&adde linfécitos T e B, aumentando,
portanto, a imunidade mediada por células o quétéaa funcdo de macréfagos e células
NK (SPINOSA, 1999). O resultado é uma potenciafivada atividade antibacteriana e
antitumoral (TIZARD, 2002).

Varios trabalhos demonstraram a atividade imuitoeitéria deP. acnes Gatos
portadores de infeccdo experimental do virus ddopée infecciosa felina (PIF) e que
foram tratados com interferons (IFN) isolados osoamdos conP. acnesapresentaram
tempo de sobrevivéncia maior do que dos gatos mafadbs, mesmo todos 0s grupos
recebendo altas doses letais da cepa virulentérg® RIF (WEISS & COX, 1990)
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Imunoestimulacdo também foi observada quaRdames foi administrado em
equinos com inflamacdes pulmonares agudas (DAVI&.eP003). Os autores relataram
aumento de IFN, NK e células mononucleares daleigéo periférica.

FLAMINIO et al (1998) avaliaram a atividade fagazat a expressao fenotipica das
subpopulacdes de linfécitos e a resposta mediadbnpacinas induzidas pdP. achesno
tratamento de doengas pulmonares em cavalos. idaghlo de uma série de trés injecdes
de P. acnes demonstrou a propriedade imunoestimulatéria e itmmotuladora,
caracterizadas por um aumento da expressédo dedobdentracdo de linfocitos no sangue
e no fluido da lavagem broncoalveolar, aumentotiddédade ndo fagocitica dos leucdcitos
e decréscimo celular no pulméao.

PANANGALA et al. (1986) testaram a eficacia da immoodulacdo dd°. acnes
associada a vacina paBaucella abortusB-19, em cobaios. Os animais foram desafiados
com B. abortus sacrificados ap6s o desafio e necropsiados. saanvacinados e que
receberam o imunomodulador, apresentaram menotidade de Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC) da semeadura de baco em comparaciicarmais que apenas foram
vacinados. Isto indica queR acnesadministrado simultaneamente a vacina foi capaz de
aumentar a resposta imune nestes animais, devidai@r ativacdo de macréfagos, ao
aumento dos mecanismos citoliticos mediados pardasel ou devido ao aumento de
ambos 0s mecanismos.

Trabalhos realizados por MEGID et al. (1998) cdMm acnes e outros
imunomoduladores (Avridina e BCG) associados aneadiuenzalida & Palacios em
camundongos infectados e tratados pés-exposic@oordgraram taxa de sobrevivéncia
superior em animais que receberBmacnesassociado a vacina Fuenzalida & Palacios,
quando comparada aos grupos de animais que regebeteos imunomoduladores como
Avridina e BCG.

MEGID et al. (2001) obtiveram sucesso no tratamelet Papiloma oral em caes de
diferentes idades, através de aplicacdes semand?s dcnes ApOs a quinta aplicacédo
observou-se completa regresséao dos papilomas. HAlaL (1994), também apresentaram
resultados positivos no uso Boacnesio tratamento de Papiloma bovino, com aplicacées
intralesionais. Os animais apresentaram regressépleta das lesbes em 15 semanas.

P. acnesfoi utilizado com sucesso na terapia de endomstribsteomielite em
equinos e no tratamento de feridas. (VAN KAMPEN97)0

Outro produto antimicrobiano com atividade imunodoiadora € o Bacilo de

Calmette-Guerrin (BCG). O BCG constitui-se de umgpac vacinal atenuada do
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Mycobacterium bovisE um dos mais potentes potencializadores dassirte citocinas,
devido a ativacado de macrofagos, mas também exeragpotencializacdo generelizada da
fagocitose, das respostas mediadas por célulaséBias T (TIZARD, 2002). O BCG tem
sido utilizado com sucesso no tratamento de dasréausadas pdtscherichia coliem
bezerros. Os animais tratados apresentam melh@aintbomas clinicos, além de haver
diminuicdo na taxa de mortalidade (VAN KAMPEN, 199COMACK et al. (1991)
utilizaram BCG em cavalos que apresentavam CompRaspiratério Equino. Extrato
super-purificado da parede do BCG foram aplicaga®na intravenosa; o resultado foi o
completo restabelecimento, em 7 dias, do quadrocolide 82% dos animais tratados,
enquanto no grupo nao tratado, apenas 33% se ekstatam. KNOTTENBELT et al.
(2000) utilizaram o BCG comparativamente a outmagqeolos terapéuticos no tratamento
de sarcoide periorbital em cavalos. Neste estudd4®e casos de sarcOide periorbital,
utilizou-se diferentes recursos terapéuticos corarciésao cirargica da massa, criocirurgia,
imunomodulagdo com Bacilo de Calmette-Guerrin (BC&jlicacdo tépica de agente
citotoxico e radiacdo. O tratamento com radiacastron-se o mais eficaz com 100% de
resolucdo dos casos, mas apresenta desvantagersapticacao dificil e custo elevado.
Em contrapartida, o tratamento com infiltragcdo anbodular de BCG demonstrou bons
resultados (69% de resolugcdo dos casos) e deveossiderado como uma opcao de
tratamento para esta enfermidade que quando rtdddradequadamente tem alto indice de
recorréncia, geralmente de forma mais agressivaregcimento rapido e de infiltracdo

extensa.

2.5.3. Imunomoduladores sintéticos

PIND-ORF, comercialmente conhecido como Baypameénum imunomodulador
constituido da estirpe viral D1701 @arapoxvirusque acomete 0s ovinos, € como outros
imunomoduladores, ativa 0os mecanismos imunes atigelependentes tais como a
producao de interferon pelas células mononucleafestadas por virus; diferenciacédo de
células imaturas em células maduras e proliferag&olinfocitos. Em estudos realizados
por HARTMANN et al. (1998), o Baypam@nfoi utilizado no tratamento da Leucemia
Viral Felina (FeLV), doenca de carater letal, entoganaturalmente infectados. Nestes
estudos, os animais diagnosticados como FelLV posititravés do método sorolégico de
ELISA, foram separados em dois grupos distintasgd@aim grupo tratado por um periodo

de sete semanas com imunomodulador, segundo asciest do fabricante, e o outro
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grupo tratado com placebo. Embora ndo estatiscamggnificante, os animais que
receberam Baypamuh apresentaram uma concentracdo de antigenos menquel o
grupo placebo, além de apresentarem melhora noauakudico geral.

Em trabalhos realizados por CASTRUCCI et al. (20@0ificou-se a efetividade do
Baypamuml em limitar a disseminacdo dderpesvirus Bovino tipo-{HVB-1). Bovinos
infectados experimentalmente com o HVB-1 foram dides em grupos de animais
tratados e ndo-tratados com imunomodulador. Os asimfectados e que receberam
Baypamu® apresentaram sinais clinicos classicos constguid® hipertermia, tosse,
secrecdo nasal e ocular, perda de peso e apat@srseweros em comparacdo ao grupo
nao-tratado. No mesmo experimento animais saudaveébitaram com um animal
infectado, sendo que apenas metade dos animaigvessidecebeu Baypam&n como
resultado, os animais néo-tratados desenvolveraimtamatologia classica e severa da
enfermidade, enquanto os animais que receberam ommuofulador foram apenas
parcialmente afetados (CASTRUCCI et al., 1994).

WINNICKA et al. (2000), utilizaram o Baypam@rem cabras, antes e apos a
inducdo de imunossupressdo através do uso de dmsama A aplicacdo de
Baypamu® antes ou apds a imunossupressao ocasionou um ausignificativo nas
células T do tipo CD2+, CD4+ e CD8+. Os resultadesionstraram que a aplicacdo de
Baypamu® a fim de aumentar a resposta imune inespecificec@mendada em casos de
imunossupressao.

O levamisol é um farmaco anti-helmintico utilizado tratamento de parasitose
intestinal. Concomitantemente a acao anti-helmdntieste farmaco atua no sistema
imunologico de maneira semelhante ao hormoénio tomdma, produzido no timo.
Estimula a acdo de células T e a resposta aoseanfig potencializa a producdo de
interferons e aumenta a atividade fagocitaria deréfiagos e neutrofilos, estimula a
citotoxicidade mediada por células, a producéo idibdinas e a funcdo das células
supressoras. Os efeitos do levamisol sdo maive$etim animais com depressao da funcéo
de células T, sendo que possui pouco ou nenhuro efigi animais com funcdo normal
destas células (TIZARD, 2002).

Na pratica veterinaria, o uso de levamisol podelsémo tratamento de infecbes
cronicas, como a demodicose canina e no tratantmidoencas neoplasicas. (TIZARD,
2002).
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Os esterdides, incluindo os glicocorticosterdides, horménios corticosteréides
(cortisona, desidrocortisona e similares) e osr@sles sintéticos, como a dexametasona,
possuem numerosos efeitos imunossupressores eflantatorios. Os macrofagos sao as
células particularmente sensiveis a estes ageDtesIONGet al., 1999). Os esteroides
inibem a liberacdo do &cido araquidénico e, pootargduzem a producdo de eicosandides
bem como a secrecdo de proteases neutras e de Qis-lesterdides interferem na
apresentacao de antigenos, inibem a resposta @ip@ranticorpos e reduzem o numero
de células T circulantes (VASCONCELOS, 2006).

A ciclofosfamida constitui um agente alquilantes glanifica o0 DNA e impede sua
replicagdo. Estes agentes atuam primariamente sshnefécitos B induzindo a depresséo
da sintese de anticorpos. Nao altera a proliferdedmnfocitos T, quando administrada no
segundo dia ap6s a administracdo do antigeno (BEQ).

A ciclosporina A (CsA) é um potente agente imunpesssor utilizado para prevenir
a rejeicdo em transplantes de 6rgaos, sendo e@ativdoses relativamente baixas em varias
doencas "auto-imunes" como artrite reumatdide, iasere doenca de Crohn. E um
metabolito polipeptidico ciclico extraido do fungolypocladium inflatumgriginalmente
isolado na Noruega, agindo principalmente na idibida ativacdo de linfocitos T, com a
supressdo da producdo de citocinas pro-inflamatdiiEL, 2000). A CsA impede a
transcricdo génica de varias citocinas como IL-24,1IL-13 e em especial a IL-5. A IL-2
era anteriormente conhecida como TC@FCell Growth Factor)e tem como principal
acao assegurar a expansao clonal dos linfécitdtivddas (BARNES & ADOCK1995). A
CsA apresenta outras fungbes em varias célulasrndiea a reducdo da liberacdo de
histamina pelos basdfilos, reduz a sintese de dlo-fator de necrose tumoral (TNF), do
superoxido, do peréxido de hidrogénio pelos magagaassim como reduz a quimiotaxia
de neutrofilos e as concentracdes do receptor sldlih2 (LEADFORD, 1996).

2.5.4. Plantas medicinais com atividade imunomodulora

O uso de plantas como fonte de substancias imuthalaboras ainda € incipiente
nos tratamentos da medicina moderna. Porém ososspata a avaliacdo sobre o sistema
imune sao crescentes (DAVIS & KUTTAN, 2000).

Tém-se observado que plantas utilizadas na medicipalar possuem a capacidade
de estimular ou inibir as respostas imunes. Issdese a presenca de substancias ativas
com efeito sobre o sistema imune (AGARWAL & SINGI999).
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Acemanana é um carboidrato complexo, derivado dat@lAloe vera E um
potencializador da sintese de citocinas com atiMigantivirais, antitumorais, ativador de
macrofagos e da imunidade celular. Este imunomddul& utilizado no tratamento de
FeLV e nos casos de fibrossarcomas em cées e Jaos.sido utilizado, também, de
forma efetiva na cicatrizacao de feridas (VAN KAMPE997; TIZARD, 2002).

Saponinas da raiz de plarfanax ginsendgoram responsaveis pelo aumento da
producdo de citocinas pelos linfocitos, melhororaratividade fagocitica de macréfagos
humanos (KIM et al., 1990) e estimularam a produd@ddgG, mais especificamente de
IgG1 e IgG2a (SUN et al., 2007). Além disso, gwsaas isoladas do extrato etandlico de
Astragalus peregrinusestimularam a proliferacdo de esplendcitos de odongos
(VEROTTA et al., 2001).

Vérios trabalhos demonstraram que substanciaélides de varias plantas
influenciam estimulando ou inibindo o sistema imu@®mpostos fendlicos de&ilia
cordatainduzem aumento da producéo de linfocitos (ANESIN&I., 1999), enquanto os
oriundos do extrato etandlico déangifera indicaestimulam ambas as respostas imune
humoral e retardada (MAKARE et al., 2001). No cdadVl. indica 0 composto fendlico
suspeito de ser o responsavel por tal atividadengaogiferin, possuidora de atividade
antiviral e antitumoral (GUHA et al., 1996).

Flavondides do extrato metandlico Bpimedium alpinumplanta encontrada em
paises da Asia, foram responsaveis, em testastro, por aumentar a proliferacdo de
esplendcitos e timdcitos nas concentracdes de Dylgeml'. Porém os mesmos compostos
em maiores concentracbes (50 e 500 upg')mépresentaram atividade inibitdria
(KOVACEVIC, et al., 2006).

A papaina, uma enzima de origem vegetal, vem sdradbante utilizada por
profissionais de saude como alternativa para artranto de feridas, principalmente por
seus efeitos antiinflamatorios e cicatrizantes. lm estudo realizado por ROCH# al
(2005) foram verificados os efeitos cicatrizanteedjicos da acao da papaina sobre lesdes
ulcerativas principalmente por facilitar a orgagéa do tecido de granulagéo.

Outro exemplo de planta com atividade sobre orsstenune € o 6leo da casca de
Cedrus deodorajue foi responsavel pela diminuicdo da producaandieorpos e reducéo
na formacéo e precipitacdo do complexo imune. 8stoenibitério também foi observado
nas reacdes de hipersensibilidade retardada, nacdedda atividade fagocitica de
neutréfilos e na diminuicdo da liberacdo de enzineasnediadores envolvidos na

inflamacdo (SHINDE et al.,, 1999). Porém o extratanélico da raiz deWithania
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sominifera foi responsavel pela proliferagdo dos leucécitdeyagdo da producdo de
anticorpos e aumento da atividade fagocitica dosrdfegos peritoneais (DAVIS &
KUTAN, 2000). Vale ressaltar que os mesmos autolbsgrvaram que esse extrato inibiu a
resposta imune retardada. Por sua vez o extratandleto do caule delinospora
cordifolia, foi responsavel pela proliferacdo dos leucécitleyacdo da producdo de
anticorpos além da ativacdo da atividade citotoxiites macréfagos contra células
carcindbmicas asciticas de Erlich (MATHEW, et a999).

Estudos prévios demonstraram dtienuciferaapresenta atividade antiproliferativa
sobre células tumorais e linfécitos (KIRSZBERG let2003). MENDONGCA-FILHO et al.
(2004) observaram que o extrato acetato de etdtageanta, rico em catequinas e taninos
condensados, foi responsavel pelo aumento, dosmdepte, da producao de Oxido nitrico
em macréfagos portadores ou ndo da infeccad-emhmania amazonensiélém disso,
observaram que a resposta imune celular permansigrada em coelhos que foram
desafiados com o extrato aplicado sobre a pele.o@oncomo 0 extrato acetato de etila
aumenta a producdo do oOxido nitrico pelos macr&fago desconhecido. Segundo
MENDONCA-FILHO et al. (2004), os compostos pressnt@ extrato acetato de etila
devem desencadear uma cascada sinalizadora quén@utom a expressao de oxido
nitrico.

Ao final, o que deve ser observado € d@lienuciferaexerce influéncia sobre o
sistema imune o que abre a possibilidade de magssuilpstancia natural ser incorporada no
arsenal de substancias que auxiliam na manipuldg&sistema imune. Porém devem-se

fazer mais estudos para melhor o conhecimentome se da a influéncia d& nucifera

2.6.Cocos nucifera

C. nucifera conhecida popularmente como coqueiro, é uma moiheddnea
pertencente a familia Palmae que tem sua origersudeste asiatico, nas ilhas entre os
oceanos Indico e Pacifico (ANDRADE et al., 2004% Brasil a cultura do coqueiro foi
introduzida em 1553, proveniente de Cabo VerdeAfmga. Sua introducdo se deu na
Bahia, de onde veio sua denominacao de coqueit@ai@a-Atualmente em grande parte do
pais é conhecido como coqueiro da praia ou simgetntoqueiro (GOMES, 1992).

O cogueiro se enquadra na seguinte sistematicaibata

Reino: Vegetal

Ramo: Phanerogamos

Sub-ramo: Angiosperma
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Classe: Monocotiledonea

Ordem: Principe

Familia: Palmae

Género:Cocos

EspécieCocosnucifera

A denominacdao cientifica@ocos nuciferd. (BRITO, 2004).

O géneroCocos é constituido apenas pela espéCienucifera Essa espécie é
constituida de duas principais variedades: Tipwaaiddade gigante) e Nana (variedade
and). Atualmente os hibridos mais utilizados sficesultantes do cruzamento dessas duas
variedades (ARAGAO, 2002).

O fruto do coqueiro, o coco (Figura 18), é forma@ofora para dentro, por uma
epiderme lisa ou epicarpo, que € uma pelicula dna envolve o interior da fruta e o
mesocarpo, que por sua vez é espesso, fibrosostamlsado quando seco, de grande
aproveitamento industrial. No interior fica uma eaa dura de coloragdo escura, 0
endocarpo (ANDRADE et al., 2004).

A semente envolvida pelo endocarpo é constituidaupma fina camada de cor
marrom (tegumento) que fica entre o endocarpo aneen sdélido. Este dltimo € uma
camada carnosa, branca, mais ou menos espessa, €ahforme a idade do coco. Além
disso, o albumen sélido é muito oleoso, principalt@ero fruto seco, e forma uma grande
cavidade onde se encontra o albumen liquido, uma dgce, levemente acidulada e muito
rica em fésforo e potassio (ARAGAO, 2002; ANDRADEaE, 2004).

Epicarpo 4—,{"‘\%“‘“
(epiderme lisa) g% IR

¥

X

Mesocarpo L.
(feixe de fibras)

Endocarpo «
(camada pétrea que envolve
a parte comestivel)

Figura 18. Corte longitudinal do coco com suasgsart
FenANDRADE et al., 2004.
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No Brasil o coqueiro constitui uma das mais impuda culturas permanentes,
principalmente na regido nordeste, onde o cultestosaliza predominantemente no litoral
(ARAGAO, 2002).

Com relacédo a sua utilizacdo, do coco praticamerie se aproveita. Todas as
partes como raiz, caule, folha, inflorescénciautofrsdo empregadas para fins artesanais,
alimenticios, agroindustriais, medicinais e biotd#égicos. Dentre os produtos podem-se
citar os fibrosos, que sdo utilizados na indugéidil; o endocarpo, utilizado na producao
de carvao; e os utilizados para a alimentacaoggioveitamento do fruto, especificamente
do albumen sdlido (BRITO, 2004).

As cascas sao geralmente utilizadas como comblsi&vecaldeiras ou ainda
processadas para o beneficiamento das fibras. Nasse“coir” € o nome dado as fibras
gue constituem 0 mesocarpo grosso ou casca daBBt®O 2004). Na industria, a fibra é
utilizada na fabricacdo de esteiras, cordas, eswitos de carros e almofadas, dentre
outros. Na agricultura € utilizado no controle daséo na drenagem de areas inundadas e
na revitalizacdo de areas degradadas (BRITO, 2004).

No Brasil, 65% da producdo do coqueiro sdo destmaw uso do fruton natura
como coco verde para a extracdo da dgua e 35%graisdustrias de agua de coco e de
albumen sdlido e seus derivados: leite de coc@ raado e farinha de coco. Atualmente a
demanda por fibra e p6 de coco esta aumentandteral@ncia mundial € transforma-los,
de subprodutos, em principais produtos do coco (BR®, 2002). Porém, no Brasil, cerca
de 6,7 milhGes de toneladas de casca dos coco aerda sdo descartadas por ano em
lixbes e as margens de estradas do Brasil. (ANDRADEI., 2004). Esse material é de
dificil decomposicédo, pois leva mais de oito anasmplesaparecer. Portanto, além de ter
importancia econdémica e social, a utilizacdo desggproduto € também importante do
ponto de vista ambiental, haja vista que 80% a &k%6peso bruto do coco verde
representam lixo (CARRIJO et al., 2002). Nesseidenta EMBRAPA/Agroindustria
Tropical estd propondo a utilizacdo desse matgr@mh o enchimento de colchdes e
almofadas. Todavia, durante esse processo de #daroeato, uma grande quantidade de
extrato aquoso, denominado de liquido da cascado werde (LCCV), é gerada na etapa
de prensagem. Esse liquido, por sua vez é bagpahiente por sua elevada demanda
bioguimica de oxigénio, o que lhe atribui um vadmonémico negativo, devido aos
investimentos para o tratamento. O problema deigémyu com o consequente impacto
ecologico tem aumentado o interesse por este modutmotivado pesquisadores a

procurarem meios para a sua utilizacdo (CARRIJEL.eR002). Esse liquido torna-se um
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problema ao ser lancado nos rios, causando gramldedo, pois os solidos dissolvidos
servem de substrato para varios microrganismosy aé afetarem o solo de maneira
negativa, prejudicando as plantas nele cultivad&®AGAO et al., 2001).

Nos ultimos anos, alguns ensaios foram conduzidag pnvestigar as
propriedades farmacoldgicas e bioldgicas do LC@¥ido sido constatada atividade anti-
proliferativa de linfécitos (KISRZBERG et al.,, 2003analgésica e antioxidante
(ALVIANO et al., 2004). Fracdes desse liquido oaticcom o solvente acetato de etila
apresentaram atividade contra a bact8te@phylococcus aureus virus tipo 1 da herpes
simplex (ESQUENAZI et al., 2002) e o protozoariceishmania amazonensis
(MENDONCA-FILHO et al., 2004). A cromatografia liga de alta performance (HPLC)
e a espectrometria de massa indicaram que o exitatato de etila obtido desse liquido é
composto principalmente por catequina, epicategelitaninos condensados (ESQUENAZI
et al., 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

O parasitismo gastrintestinal € um dos maioresachkis na produtividade do setor
da ovinocaprinocultura. No controle dessas nemas®Efe vem sendo utilizados anti-
helminticos de alto custo e algumas vezes pouaazfs por desenvolverem parasitos
resistentes. Substancias produzidas a partir deaslgpodem oferecer uma oportunidade
para superar esses problemas, pois apresenta cam@gens 0 suprimento sustentavel,
além de permitir a producdo de animais utilizandmdptos naturais, qualidade cada vez
mais valorizada.

Na literatura a atividade anti-helmintica de pdané atribuida, principalmente, a
presenca de taninos condensados. Estes por suduaglm diretamente sobre o parasito
ou indiretamente através do estimulo sobre o sesiemne do hospedeiro resultando em
uma resposta imune efetiva sobre os parasitosrgastimais. Para se conhecer o possivel
modo de a¢do assim como a eficacia dos taninosod@los experimentais como os testes
de atividade anti-helmintican vitro e in vivo bem como testes para avaliar a atividade
imunomoduladora.

LCCV é um subproduto das industrias de frutos i$ocme € rico em taninos
condensados. Porém esse material é bastante goheiser lancado em rios e canais. Ao
utilizar esse material que € rico em taninos cosal@os busca-se promover o
aproveitamento de um subproduto que é descartaglandéstrias de frutos assim como

fornecer uma alternativa de controle do parasitigasirintestinal.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

O LCCV e o extrato butandlico possuem atividade lzgltmintica sobre nematoides
gastrintestinais de ovinos e de camundongos, dexadefeito direto ou indireto (atividade

imunomoduladora) dos taninos sobre o parasitismtrsiggestinal.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar um fitoterapico para controlar os nemat8idgstrintestinais de pequenos
ruminantes através da utilizagdo de produtos riatqree venham a contribuir com a

eficiéncia produtiva destes animais.

5.2. Objetivos Especificos

* Analisar fitoquimicamente e quantificar os taninotis do LCCV e do extrato
butanolico do LCCV;

* Auvaliar in vitro a atividade anti-helmintica do LCCV e do extratmamolico do
LCCV sobre ovos e larvas ¢ contortus

» Avaliar a toxicidade aguda, subcronica e cronica Ld&CV e do extrato
butandlico em animais de laboratorio;

» Determinarin vivo a eficacia do LCCV e do extrato butandlico do LC&dbre
nematoides intestinais de camundongos.

* Avaliar a atividade imunomoduladora do extrato bat@o em camundongos.
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6. CAPITULO |

Atividade anti-helmintica de Cocos nucifera L. sobre Haemonchus contortus

Anthelmintic activity of Cocos nucifera L. on Haemonchus contortus

Resumo

O controle de nematdides € realizado com anti-Hméloos, porém o
desenvolvimento da resisténcia tem exigido a psagde novas alternativas como as
plantas medicinais. Existem relatos populares satavidade antiparasitaria do fruto de
Cocos nuciferaO objetivo do presente trabalho foi avaliar aidtide ovicida e larvicida
do liquido da casca do coco verde (LCCV) e do &xttautanolico da LCCV sobre
Haemonchus contortudlo teste de eclosao de ovos (TEO) o LCCYV foiiadal utilizando
as concentracdes de 0,15; 0,31; 0,62; 1,25 e 2,mihgenquanto o extrato butanélico as
concentragdes finais foram 2,5; 5; 10; 20 e 40 rtify o teste de desenvolvimento larvar
(TDL) as concentragdes utilizadas para o LCCV focee,06; 8,12; 16,25; 32,5 e 65 mg
mi™ e do extrato butandlico 5; 10; 20; 40 e 80 mg.mlo final do experimento observou-
se que o LCCV e o extrato butandlico apresentariwidade ovicida de 100% nas
concentracdes de 2,5 e 10 mg'miespectivamente. O efeito larvicida do LCCV e do
extrato butandlico foi de 81,30 e de 99,80%, refhpmmente, nas maiores concentracoes.
Estes resultados sugerem que extratos do coco pselefteis no controle de nematdides

gastrintestinais de pequenos ruminantes.

Periodico: Smal Ruminant Research (Submetido ehoJig 2008).
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Abstract

The control of nematodes is carried out with almtivgtics, but the development of
resistance has required the search for new alteesasuch as medicinal plants. There are
popular reports of antiparasitic activity 6bcos nuciferdruit. The purpose of this study
was to evaluate the ovicidal and larvicidal acyiwf the liquid extracted from the bark of
the green coconut (LBGC) and butanol extract okthirom LBGC onHaemonchus
contortus LBGC was evaluated through egg hatching test (Ek$Ing the concentrations
0.15, 0.31, 0.62, 1.25 and 2.5 mg mWhile the butanol extract the concentrations used
were 2.5, 5, 10, 20 and 40 mgmin the larval development test (LDT) the concatidns
used for the LBGC were 4.06, 8.12, 16.25, 32.56Hdng ml* and butanol extract 5, 10,
20, 40 and 80 mg il The LBGC and butanol extract showed 100% oviciddivity at 2.5
and 10 mg mt, respectively. The larvicidal effect of LBGC andténol extract was 81.30
and 99.80%, respectively, in higher concentratidiigese results suggest the extracts of

coconut can be useful in gastrointestinal nematodesol of small ruminants.
Keywords: coconut, butanol extract,in vitro, gastrointestinal nematodes, sheep, goats

1. Introduction
Gastrointestinal nematode parasites are the maisecof mortality in sheep and
goats in northeastern Brazil (Vieira et al., 199Bhe nematode of greater intensity and

prevalence in this region Baemonchus contorty&rosemena et al., 1999). This parasite
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infection may result in high losses in yielding firdoecause this nematode leads to a
depression of appetite, changes in protein, enanglymineral metabolism. However, the
main symptom oH. contortusinfection is anemia due to hematophagy. It is estiéa that
the average blood loss by this parasite is 0.0& day (Soulsby, 1987).

Sheep and goats gastrointestinal nematodes castimdually accomplished with
anthelmintic treatment (Charles, 1989). However thdevelopment of resistant
gastrointestinal nematode populations to anthelosins a reality in Brazil (Melo et al.,
2003; Mattos et al., 2004), worldwide (SangsteQ%XKaplan, 2004) and it is one of the
most important and current problem in animal hudbanThe anthelmintics available in
the trade have some limitations, such as high coss¢gdues in food (Herd, 1995), risk of
environmental pollution and reduced efficacy in greduction of sheep and goats due to
low effectiveness. Considering these problemsyradteres such as phytotherapy can be
used to decrease the use of synthetic productsir@t al., 1999).

Cocos nuciferd.. is a plant commonly found along the northeasterast of Brazil,
whose fruit is the coconut. The main use of cocasuhe extraction of water that is well
appreciated by the flavor and nutritional qualit{&enhoras, 2003). Medicinal uses for
aqueous extracts of coconut fiber in the form af have been reported (Esquenazi et al.,
2002; Mendonca-Filho et al., 2004). Aqueous cocofiber extracts are used in
northeastern Brazil as a traditional medicine teatrdiarrhea, arthritis, bleeding and
hemorrhages (Duke, 1992). Popular medicine alsdarag the flesh of the green coconut
to treat teniasis, schistosomiasis, and ancylosteis\(Blini and Lira, 2005).

The objective of this study was to evaluate thieidal and larvicidal activity of the
liquid extracted from the bark of the green cocofuBGC) and butanol extract obtained

from LBGC onH. contortus

2. Materials and Methods
2.1. Plant material and extract preparation

The LBGC provided by EMBRAPA/Agroindastria Tropicevas obtained from
green coconuts collected by fruit industry in Fleza, Ceara, Brazil. The coconuts were
crushed and pressed to obtain a liquid, which wesdd and subjected to three washes
with solvents using a decantation funnel. InitiaNlye used ethyl acetate and then butyl
alcohol (butanol). The butanolic solvent was evafeat using a rotary evaporator to obtain

the butanol extract. The extract was stored at rmmperature until utilization.
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To increase solubility, the LBGC and butanol ecttrevere dissolved in distilled
water and 3% dimethylsulfoxide (DMSO), respectively

2.2.Recovery of H. contortus eggs and larvae

One sheep was maintained in a metabolic cageraated with three anthelmintics
of different active ingredients on alternate daysdter complete natural infection
elimination, 5,000H. contortusthird-stage larvae (L3) were orally administeredisT
animal was used as a source of freksltontortuseggs and larvae. Approximately 10 g of
feces were collected directly from the rectum oiivaat experimentally infected with.
contortusand were processed according to the techniqueideddry Hubert and Kerboeuf
(1992) for egg recovery. The recovered eggs wespetsed in distilled water. To obtain

the first-stage larvae (L1), an aliquot of feceswaubated during 24 h at 37°C.

2.3. Egg hatching test (EHT)

The egg hatching test was based on the methodiloesddy Coles et al. (1992). A
0.25 ml suspension containing eggs (approximatéfyftesh eggs/well) was distributed in
5 ml tubes and mixed with the same volume of LBG®wtanol extract, or diluent in the
control. The mixture of eggs and materials to lsted was incubated for 48 h at room
temperature. After 48 h, Lugol drops were addestdp the egg hatching. All eggs and L1
were counted. The final concentrations of LBGC wérg5, 0.5, 1, 2 and 4% which
represented in terms of mass/volume concentrafidt 0.31, 0.62, 1.25 and 2.5 mg'ml
The concentrations of butanol extract were 2.5,16, 20 and 40 mg il Each
concentration of LBGC and butanol extract was agmmed by a negative control,
containing the diluent and 0.025 mg hthiabendazole. Five replicates were performed for

each extract concentration.

2.4. Larval development test (LDT)

A suspension containing 350 contortuseggs was incubated for 24 hours at room
temperature. Then coprocultures were prepared king250 pul, containing 300 L1, 2 g of
feces from a sheep free gastrointestinal nemataddsthe same volume of LBGC or
butanol extract. The final concentrations of LBGEr&4.06, 8.12, 16.25, 32.5 and 65 mg
ml™, while the butanol extract were 5, 10, 20, 40 8ddmg ml*. After an incubation
period of 6 days at room temperature third stageata(L3) were recovered and counted
(Roberts and O'Sullivan, 1950).
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2.6. Phytochemical study of LBGC and butanol extrac

Phytochemical tests to detect the presence ofgdetannins, leucoantocianidins,
flavonoids, steroids, triterpens and alkaloids wpesformed with the ethanol extract
according to Matos (1997). These tests are basedvisumal observation of color
modification or formation of precipitates after sifie reagents addition.

The yield of butanol extract was estimated aftdvent evaporation.

The total solids of LBGC were determined by itg@eration in a stove at 100 °C

for one hour.

2.7. Quantitative determination of total tanningdés in LBGC and butanol extract

The levels of total tannins were conducted acogrdo Pansera et al. (2003). We
used 5 mg of LBGC and butanol extract diluted im3®f distilled water. At a rate of 2 ml
was added 2 ml of the Folin-Denis reagent and #wsulting solution was shaken
vigorously, left at rest for 3 minutes. After, 2 8o sodium carbonate was added to the
solution, agitated and left at rest for 2 hourdipfeed by centrifugation at 2000 rpm for 10
minutes. Quantifying total tannins was performethgiss standard the tannic acid. Thus
prepared to be a pattern curve of tannic acid u4jregy 8, 10, 12 and 14 ppm of tannic acid
diluted with water. The absorbance was measuréd@nm, and a blank was used for each
reading. From the results the calibration curve Wwadt and used for calculating total
tannins. The readings were made in a spectropha¢or8pekol1100. Three replicates were
performed for each sample.

The determination of total tannins in LBGC anddmai extract has used up the
equation of the calibration curve: y = 0.0334 + 704X, obtained from different
concentrations of tannic acid standard.

The percentage of total tannins was calculatetheéyormula: TTT (%) = TTT (g) /
Mi x 100, where TTT (%) = percentage of total tarsnin the extract; TTT (g) = total
tannins in grams; Mi = Initial mass of the sam@ar(g/100 ml).

2.8. Statistical analysis

The results of egg hatching and larval developrtesis were compared among the
concentrations of the same extract applying ANOVW dukey’s test (p <0.05) using the
Graph Pad Prism 3.0. program. The mean effectinearttration (EG) to inhibit the egg

hatching and larval development was calculatedrbpipmethod (SPSS 8.0 for Windows).
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3. Results

Comparing LBGC and butanol extract ovicidal a¢y#wviLBGC had superior
performance in a lower concentration, 1.25 md fflables 1 and 2). The butanol extract
showed ovicidal effect using 5 mg mML(p<0.05). The best larvicidal effectiveness of
extracts was obtained only in higher concentratiqms<0.05). Except for 40 mg fhl
butanol extract, the other concentrations of botlraets showed negligible efficiency
(Tables 3 and 4). The mean effective concentrafie@Gs,) of LBGC for egg hatch
inhibition and larval development was 1.02 (0.989}).and 49.04 (45.73-52.63) mg 'l
respectively. EG butanol extract was 3.65 (3.39-3.92) and 32.529¢:80.20) mg mit for
eggs and larvae inhibition test respectively.

Phytochemical tests revealed in LBGC and butandtaet the presence of
triterpenes, saponins and condensed tannins.

The yield of butanol extract was 1.89 mg'nirhe LBGC presented 65.7 mg huf
total solids.

Total tannins percentage found in LBGC and butaxtiact was 19.65 and 18.08%

respectively.

Table 1. Mean efficacy (percentage + S.D.) of tlgeitl extracted from the bark of the

green coconut (LBGC) oH. contortusegg hatching.

Concentragéo (mg i) LBGC
2.5 100 + 0.0°
1.25 86.22 + 10.8
0.62 19.30 + 4.48
0.31 11.24 +4.12
0.15 10.87 + 5.39
Agua 11.95 + 6.00
TBZ (0.025) 99.71 + 0.88 2

Small letters compare means between lines (p<0.05).
TBZ = thiabendazole
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Table 2. Mean efficacy (percentage = S.D.) of bakaxtract obtained of liquid extracted
from the bark of the green coconut (LBGC)n contortusegg hatching.

Concentragéo (mg i) Butanol Extract
40 100 + 0.0
20 100 + 0.G¢
10 100 + 0.
5 81.43 +7.90
2.5 13.93 +4.49
DMSO 3% 4.63+1.78
TBZ (0.025) 99.48 + 0.68

Small letters compare means between lines (p<0.05).
DMSO = dimethylsulfoxide, TBZ = thiabendazole

Table 3. Mean efficacy (percentage + S.D.) of lijaktracted from the bark of the green
coconut (LBGC) orH. contortudarval development.

Concentragéo (mg i) LBGC
65 81.30 + 5.562
32.5 9.68 +5.35
16.25 0.04 +0.13
8.12 0.0+0.0
4.06 0.0+0.0
IVM (0.64pl mLY 99.98 + 0.08
Agua 0.0 £ 0602

Small letters compare means between lines (p<0.05).

IVM = ivermectin
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Table 4. Mean efficacy (percentage + S.D.) of bokagxtract obtained of the liquid
extracted from the bark of the green coconut (LBGRH. contortudarval development.

Concentragéo (mg i) Butanol Extract
80 99.80 + 0.292
40 62.33 + 10.6%4
20 13.19 + 2.97
10 2.39+2.4%
5 0.95+1.38
IVM (0.64ul mL™Y 99.98 + 0.08
DMSO 3% 1.10+1.20

Small letters compare means between lines (p<0.05).
DMSO = dimethylsulfoxide, IVM = ivermectin

4. Discussion

This work evaluated thim vitro anthelmintic activity of the liquid extracted from
the bark of the green coconut trying to select Astance to be used not only in
gastrointestinal parasites control, but also minenihe environmental impact caused by
disposal of the bark of the coconut by local tradd the fruit industries by removing the
water from coconut despising the rest of the fraiising rivers and canals pollution.

LBGC and butanol extract presented ovicidal amdidadal activity, demonstrating
the existence of chemical constituents with agtiah H. contortus The 100% ovicidal
effect of LBGC in a low concentration (2.5 mg hlwas better than other plants extracts
with anthelmintic effect aMangifera indica(Costa et al., 2002%pigelia anthelmidAssis
et al., 2003),Acacia mearnsii(Minho, 2006), Melia azedarach(Maciel et al., 2006),
Azadirachta indicgCosta et al. 2008) and also higher than the bu&xtoact which in the
same concentration was only 13.93% effectivenebgs fiesult can be attributed to the
combination of active compounds resulting in a sgis#éic effect (Rates, 2001). But the
action mechanism involved in ovicidal effect is oolwn. LBGC and butanol extract
compared to thiabendazole, had lower results dimeecommercial anthelmintic inhibited
100% egg hatching at 0.025 mg lIThis is justified because the thiabendazole & th

unique active principle, while the LBGC and butareitract have various chemical
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constituents, among them the active principle wiitidal action, but in small quantities.
In general the extract of a plant has small comaéiohs of an active principle and a big
number of promising properties (Rates, 2001).

The phytochemical tests revealed the presencheshical constituents that may be
responsible for anthelmintic activity found. Amotigpse constituents, it was detected the
presence of triterpenoids compounds. The triterolsnbave insecticidal activity (Mulla
and Tianyun, 1999) and no relevant anthelmintieaffwas reported. Pessoa (2001)
evaluated the azadiractin, a limonoid belongintheoclass of triterpenes, extracted frAm
indica, and observed ovicidal effect of 68% at 10 mg' mbncentration omd. contortus
LBGC at 2.5 mg mt and butanol extract at 5 mg showed effectiveness of 100 and
81.43% respectively.

Another constituent chemical detected were thersap, natural compounds found
in vegetables with detergent activity, surfactantl daemolytic properties (Hauptli and
Lovatto, 2006). Extracts rich in saponins come frplants such a¥ucca schidigerand
Quillaja saponariainvestigated to increase the productivity of rumitsa(\Wang et al.,
2000) and monogastric animals (Hauptli and Lova2@)6). Moreover, it was observed
that these saponins showed larvicidal activityA@des aegypandCulex pipiengPelah et
al., 2002) and is also responsible iorvitro inhibition of Escherichia coligrowth (Sen et
al., 1998) and rumen bactériaSiseptococcus bovi®revotella bryantand Ruminobacter
amylophilus(Singh et al., 2003). However, we found no repartthe literature of the
anthelmintic activity of these compounds.

Finally the condensed tannins found in LBGC anthiol extract are associated
with natural defense of plants against insects, dassified according to their properties
and chemical structure, in hydrolysable and conelgnannins (Athanasiadou et al., 2001).
Several results suggest that condensed tanninspgathe various secondary metabolic
present in plants and fodder, are compounds witbnpial anthelmintic activity. The use of
extract of quebrachdhinopssp), containing 73% of condensed tannins (Athadasiat
al., 2001) and the extract Atacia mearnsi{acacia-negra) with 15% of condensed tannins
(Minho, 2006) inhibited,in vitro, the viability of larvae ofH. contortus Teladorsagia
circumcinctaand Trichostrongylus vitrinusMoreover, it was observed that monomers of
condensed tannins were responsible for eggs hatahibition, larval development and
colubriformisparalysis (Molan et al., 2003). The anthelmintit\aky of tannins depend on
the kind of parasite. Brunet and Hoste (2006) tegtevitro monomers of condensed

tannins, prodelphinidins and procyanidins, on tlksheathment oH. contortusand T.
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colubriformis L3 observing antiparasitic activity only dn colubriformis These findings
confirm previousin vivo results that plants rich in tannins present antheim action
depending on the kind of parasite and anatomication. This fact was noted in sheep
(Athanasiadou et al., 2001) and goats (Paolinilet28003) who received quebracho,
obtaining results on nematode populations of thallsmtestine,T. colubriformisand
Nematodirus battysut without anthelmintic effect on the abomasaiggiteH. contortus

The antiparasitic activity of condensed tanninatisibuted to its ability to bind to
the protein, causing a decrease in the amountadéipravailable for the larvae, causing a
state of starvation and death (Athanasiadou et2801). Schultz (1989) reported that
insects and their larvae eat the condensed tanttiay, linked to the intestinal mucosa
causing autolysis, leading to an inability to usdrients by the larva. This mechanism
could be condensed tannins mode of action on neleatlarvae. Furthermore, condensed
tannins has the ability to link protein, as prolimed hydroxyproline, in the cuticle, oral
cavity, esophagus, cloaca and vulva of the parasiteld result in a structural parasite
change causing its death (Hoste et al., 2006).€fbi, tannins found in butanol extract
could be responsible for the anthelmintic activiag,other chemical constituents present in
the extract has not been associated with anthetaaotivity.

In conclusion, the results found in this study destrate the possibility of using

coconut extracts against gastrointestinal parasitemall ruminants.
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CAPITULO Il
Atividade toxicological deCocos nucifera L em modelos experimentais

Toxicological activity of Cocos nucifera L in experimental models

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxdel aguda, subcrénica e crbnica
do Liquido da Casca do Coco Verde (LCCV) e do éxtbatandlico obtido do LCCV em
camundongos e ratos. Na toxicidade aguda, v.o., foBmbservado efeito letal nos
camundongos na dose de 3000 mg/kg em ambos owextParém pela via intraperitoneal,
LCCV e extrato butanolico foram responsaveis petatatidade de todos os animais nas
doses de 500 e 700 mg/kg, respectivamente. Naidaxie subcrbnica, os animais tratados
com LCCV apresentaram contagem total de leuc6é¢€dd.), neutréfilos, contagem total
de hemécias (CTH), hematdcrito (Ht) e plaquetasifsigtivamente maiores. Na
toxicidade cronica, neutrdfilo, CTL, basofilo e gleetas foram maiores no grupo tratado
com LCCV (P<0,05). Porém, nenhum parametro hemgitmdéna toxicidade subcrénica e
cronica variou no grupo administrado com extratdabdlico (P>0,05). Na analise
bioquimica, o Unico parametro que apresentou diferéoi os triglicerideos com resultados
maiores (P<0,05) no grupo tratado com LCCV, na cidade crbnica. A analise
histopatolégica demonstrou que o0s animais tratadosn ambos o0s extratos nao
apresentaram alteracdes relacionados com toxicidadanho de peso nao diferiu entre os
grupos tratados e controles (P>0,05). Em concluaédjos os extratos apresentaram,

dentro dos parametros analisados, baixa toxicidade.

Periodico: Journal of Ethnopharmacology (A ser seifisio em novembro de 2008).
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Abstract

In vitro anthelmintic activity of the liquid extracted frothe bark of the green
coconut (LBGC) and butanol extract obtained fromA@@ had promissing results in our
laboratory, then we decided to evaluate its agubgchronic and chronic toxicity. In acute
toxicity, p.o., non-lethal effects were observedniice at a 3,000 mg/kg dose in both
extracts. But by intraperitoneal route, LBGC andabol extract were responsible for the
deaths of all animals at doses of 500 and 700 mgégpectively. In subchronic toxicity
tests, the rats treated with LBGC showed white dloell (WBC) count, neutrophils, red
blood cell (RBC) count, hematocrit (Ht) and platelsignificantly higher. The group



68

treated with LBGC, in the chronic toxicity test,osfed higher values for neutrophils,
WBC, basophils and platelets (p<0.05). Howeversubchronic and chronic toxicity any
hematological parameters varied in the group tceatgh butanol extract (p>0.05). The
biochemical analysis, only triglycerides were higlfe<0.05) in the group treated with
LBGC, during the chronic toxicity test. Rats trehtgith both extracts had no changes in
histopathological analysis related to toxicity. \grgi gain did not differ between treated
and control groups (P> 0.05). In conclusion, bottraets showed, for those parameters,

low toxicity.

Keywords: mice, rats, acute, subchronic, chronic

Introduction

Cocos nuciferd.. is a plant commonly found along the northeastarast of Brazil.
Most commonly, it is sought for the flavor and midnal qualities of its water obtained
from fruit. Medicinal uses for aqueous extractscotonut fiber as tea have been reported
(Esquenazi et al., 2002; Mendonca-Filho et al., 420Bqueous coconut fiber extracts are
used in northeastern Brazil as a traditional medito treat diarrhea, arthritis, bleeding and
hemorrhages (Duke, 1992). Popular medicine alss tiee flesh of the green coconut to

treat teniasis, schistosomiasis, and ancylostom({&sini and Lira, 2005).

In recent years, it has been shown that aqueouenuabdiber extracts have
antibacterial (Esquenazi et al., 2002), antivieaéquenazi et al., 2002) and antiprotozoal
activities (Calzada et al., 2007). In our laborgtam vitro tests orHaemonchus contortus
showed LBGC and butanol extract had ovicidal effectess of 100% at concentrations of
2.5 and 10 mg/ml, respectively (personal commuidoat But there are no published
studies in scientific literature on the toxicolagiprofile of C. nuciferaextracts.

Therefore, the purpose of this study was to evalihé acute, subchronic and
chronic toxicity of the liquid extracted from thewk of the green coconut (LBGC) and

butanol extract obtained from LBGC in mice and.rats



69

Material and Methods
Plant material and extract preparation

The LBGC provided by EMBRAPA/Agroindastria Tropicalas obtained from
green coconuts collected in the fruit industry lwe tity of Fortaleza, Ceara state, Brazil.
Coconuts were crushed, pressed and filtered tarohtdiquid called the liquid extracted
from the bark of the green coconut (LBGC). LBGC vsabjected to three washes with
solvents using a decantation funnel. Initially, used ethyl acetate (10:1) and then butyl
alcohol (10:1). The butanolic solvent was evapalaiging a rotary evaporator to obtain the
butanol extract.

The LBGC and butanolic extracts were dissolved wdiktilled water and 3%

dimethylsulfoxide (DMSO), respectively.

Animals

Swiss albino mice, female, weighing 25-30g weredus acute toxicity tests. The
subchronic and chronic toxicity tests were perfatnre rats, female weighing 150-200g.
Animals were housed in polyethylene cage with teviooden scraps. Mice and rats were
kept at 25C° and fed standard pellets (PUbirend waterd libitum All procedures were
approved by the Ethical Committee of Ceara Statedssity (Process Number: 07227499-
9).

Acute Toxicity

110 Swiss albino mice were used to evaluate acxieity of LBGC. Mice were
divided into 11 groups (n = 10): G1 - vehicle (dlistl water) orally; G2 - vehicle
intraperitonealy; G3 to G6 - 500, 1000, 2000 an@Mg/kg, respectively, orally; G7 to
G11 - 100, 200, 300, 400 and 500 mg/kg respectivelyntraperitoneal route.

The acute toxicity evaluation of butanol extractdid10 Swiss albino mice divided
into 11 groups (n = 10): G12 - vehicle, 3% DMSQillgr G13 - vehicle intraperitonealy;
G14 to G17 - 500 , 1000, 2000 and 3000 mg/kg, sy, orally; G18 to G22 - 300,
400, 500, 600 and 700 mg/kg respectively by theypdritoneal route.

After each administration, the animals were obstfee a period of 6 hours and the
effects observed were recorded in the appropratike tfor Hippocrates testing (Malone,
1948). After a period of 24 hours total of dead wamputed and lethal dose (kf5and
LD,0) were calculated.
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Subchronic Toxicity

LD was estimated from the results obtained in acwteity, to be used in the
study of subchronic toxicity. In this study, ratene divided into the following groups (n =
8): G1 — vehicle, 3% DMSO, G2 — vehicle, distilldter; G3 LDy of LBGC; G4 - LDy
of butanol extract. Mice were treated for 30 consee days orally. For hematological and
biochemical analysis, blood samples in beginniray (@) and at the end of the experiment
(30th day) were collected through retro-orbitalxple puncture, after inhalation anesthesia
with ether. At the end of this period, animals weeerificed and organs (kidney, heart,
liver, spleen and lung) collected and processedtiigiological analysis.

Chronic Toxicity

In this study, rats were divided into the followiggpups (n = 8): G1 — vehicle, 3%
DMSO, G2 — vehicle, distilled water; G3 - Lpof LBGC; G4 - LD, of butanol extract.
Animals were treated for 60 consecutive days or&llgod samples at the beginning (day
0) and at the end of the experiment (60th day) wetkected through retro-orbital plexus
puncture, after inhalation anesthesia with etheh@matological and biochemical analysis.
Rats were sacrificed and organs, kidney, hearer ligpleen and lung, collected and

processed for histological analysis.

Hematological and biochemical analysis

For hematological tests, blood samples were celtettirough retro-orbital plexus
puncture and then added into tubes with EDTA.

Hematological analysis was performed using anraatic hematological analyzer
(CELL-DYN3700, Abbott Laboratories, Santa Clara, ,@fSA). The parameters evaluated
were: red blood cell (RBC) count, hemoglobin (Hig¢matocrit (HCt), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin conceioma(MCHC), platelets count and
white blood cell (WBC) count and differential leuoe.

For biochemical analysis, blood was collected aithanticoagulant with tab gel.
The tubes were centrifuged at 3000 rfon 5 min to obtain serum, which was stored at
—20-C until determination of the following parameteaspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosplea(@d_P), creatinine, triglycerides and
electrolytes (N§ K" and CI).
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Histopathological analysis
The organs selected were removed, analyzed magqicatly and preserved in
formalin to 10% for histological analysis. Tissugsre embedded in paraffin, sectioned,

stained with hematoxylin-eosin and examined miarpsmlly.

Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard devigtatistical comparisons between
data for the control and treated groups were pewadrusing Tukey test. P-values less than
0.05 were set as the level of significance. Thessiizal program used for the analysis was
the Graph Pad Prism 3.0.

Results

Acute Toxicity

Both extracts showed no clinical symptoms and nigrthy oral route. Thus it was
not possible to calculate lethal dose for this eoutof administration.
To intraperitoneal route the LBGC and butanoramttwere responsible for deaths of all
animals at doses of 500 and 700 mg/kg, respectidly,and LD, for LBGC was 199.63
(101.71 - 249.52) and 305.02 (240.79 - 368.20) mpgkspectively. Dig to butanol extract
was 247.32 (108.6 - 295.1) mg/kg andskDf 321.3 (243.8 - 381.2) mg/kg. Both extracts
were responsible for an increase in respiratorye rabon after the intraperitoneal

administration. This change disappeared in minutes.

Subchronic Toxicity
Hematological Parameters

Hematological tests in animals treated with LBGE presented in Table 1. The
parameters with values significantly higher wereB@Y RBC, neutrophils, platelets and
HCt.

Animals treated with butanol extract showed no ificgnt changes in the
hematological parameters evaluated when comparttdanimals that received the vehicle
(Table 2).
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Table 1. Effect of the liquid extracted from therlbb@af the green coconut (LBGC) on the

hematological parameters of rats treated for 3@.day

Parameters Control Group Treaty Group
Day O Day 30 Day O Day 30
WBC (x 10cels/pL) 464+048  4.33+0.39 364+044 573+0.48
Neutrophils (x 1€cels/pL) 1.41+0.20 1.08 +0.11 0.93+0.14 2.01+0.48
Lymphocytes (x1#els/uL) 3.08 +0.34 2.90 +0.26 2.59 +0.29 3.28+0.22
Monocytes (x 18cels/uL) 0.01+ 09 0.02 + 0.0 0.01+0.6 0.02 +0.0%
Eosinophils (x 1€cels/pL) 0.10 + 0.03 0.29 +0.1% 0.14 +0.09 0.36 +0.16
Basophils (x 18cels/uL) 0.05 + 0.01 0.05+0.6 0.14 +0.09 0.07 +0.0%
RBC (x 10cels/uL) 6.66 +0.08  6.42+1.00 6.69+0.08  7.61+0.07
Hb (g/dL) 13.38+0.1% 14.86+0.57 13.26+0.12 15.35+0.17
HCt (%) 36.01+0.39 38.24+599 36.14+0.45 44.72+0.58
MCV (fL) 54,13 + 0.47 59.14 + 0.62 54.03 +0.32 58.87+ 0.28
MCHC (g/dL) 37.14+0.1% 34.10+0.23 36.69+0.20 34.10+0.19

Platelets (x1tcels/uL)

835.13 + 36.68 715.75 + 91.77 819.63 + 22.12 920.67+ 44.47

Values are expressed as mean = SEM. RBC: red loelbdount, Hb: hemoglobin, HCt: hematocrit,
MCHC: mean corpuacitiemoglobin concentration, WBC:
white blood cell count. Small letters compare mdaatsveen columns (P <0.05).

MCV: mean corpuscular volume,

Table 2. . Effect of butanol extract obtained frdme liquid extracted from the bark of the

green coconut (LBGC) on the hematological pararseikrats treated for 30 days.

Parameters Control Group Treaty Group
Day O Day 30 Day O Day 30
WBC (x 1C0cels/ul) 542+ 0.37  2.41+020  5.07+0.60  2.43+0.29
Neutrophils (x 1fcels/pl) 1.48+ 0.33 1.20+ 0.1%' 1.13+0.17  0.95+0.08
Lymphocytes (x1fcels/ul) 3.68+0.47  1.06+0.14  3.70+0.44  1.15+0.1¢
Monocytes (x 18cels/ul) 0.08+0.04  0.07+0.02  0.03+0.0F  0.15+ 0.07
Eosinophils (x écels/ul) 0.12+ 0.0  0.06+ 0.0  0.17+0.0%  0.10+ 0.0
Basophils (x 18cels/pl) 0.05+0.0F  0.02+0.0F  0.05+0.0F  0.07+0.0%
RBC (x 1Gcels/ul) 7.10+0.1F  6.74+0.15°  7.05+0.17  6.49+ 0.09
Hb (g/dI) 14.60+ 0.17  14.25+ 0.09¢ 14.39+0.17 13.84+0.19
HCt (%) 39.62+ 0.73 37.53+0.3F° 38.96+0.5F 36.47+0.44
MCV (fl) 5458+ 0.84 55.76+0.85 55.29+0.26  56.26+ 0.33
MCHC (g/dI) 36.52+ 0.3 38.00+0.28  36.96+ 0.27 37.94+ 0.08

Platelets (x18&els/ul) 805.9+ 79.57 755.6+41.72 837.6+33.77 877.1+35.73

Values are expressed as mean + SEM. RBC: red loelbdount, Hb: hemoglobin, HCt: hematocrit,
MCV: mean corpuscular volume, MCHC: mean corpusdudgnoglobin concentration, WBC: white
blood cell count. Small letters compare means betveelumns (P <0.05).
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Biochemical parameters
Tables 3 and 4 show, respectively, the resultsafhemical parameters examined
for animals treated with LBGC and butanol extrddte parameters showed no significant

changes in relation to control post-administratibextracts.

Table 3 Effect of the liquid extracted from the lbaf the green coconut (LBGC) on the

biochemical parameters of rats treated for 30 days.

Parameters Control Group Treaty Group

Day O Day 30 Day O Day 30
AST (UI/L) 89.63 +5.17 67.38 + 3.80 103.75+9.92 78.17 + 8.5¢P
ALT (UI/L) 69.75 + 3.498 23.88+1.82 57.88 +3.82 27.50 + 2.58
Creatinina (mg/dL) 0.71+ 0.0% 0.89 + 0.08 0.73 +0.02 0.83+0.04
FA (UI/L) 12.25+3.78 17.63 +1.19 11.75 + 5.97 17.17+2.12
Triglycerides (mg/dL) - 141.25 +22.8% - 151.0 + 26.50

Values are expressed as mean + SEM. AST: aspadatimotransferase, ALT: alanine
aminotransferase; FA: alkaline phosphatase. Smettkérs compare means between columns (P
<0.05).

Table 4. Effect of butanol extract obtained fromuld extracted from the bark of the green

coconut (LBGC) on biochemical parameters of raated for 30 days.

Parameters Control Group Treaty Group

Day O Day 30 Day 0 Day 30
AST (UI/L) 84,29 + 18,65 62,29 + 4,99 56,43+ 4.62 49,43 +2,04
ALT (UI/L) 30,57 + 11,58 28,00 + 3,93 17,71 +1,18 20,00 + 0,65
Creatinine (mg/dL) 0,43 + 0,02 0,61+ 0,08 0,48 + 0,01 0,60 + 0,02
FA (UI/L) 15,14 + 1,56 17,57 + 1,82 19,43+2,30 19,57 + 3,22
Na+ (mg/dL) 142,60+ 0,97  144,70+0,52 144,10+0,40 144,40+1,31
K+ (mg/dL) 4,43 + 0,20 4,29 +0,18 4,14 + 0,14 4,14 + 0,14
Cl- (mg/dL) 106,30 +2,48 112,70+ 3,434 109,10+0,51 112,00 + 3,28

Triglycerides (mg/dL) 128,90 +38,80 156,60 +20,3% 69,71 +11,42 8557 +4,73

Values are expressed as mean = SEM. AST: aspartatetransferase, ALT: alanine aminotransferase;
FA: alkaline phosphatase, Na+: sodium, K+: potassfdl-: chlorine. Small letters compare means
between columns (P <0.05).

Histopathological analysis and weight of animals

The analyzed organs in animals treated with etdrand their controls showed no
morphological changes and structural related toxici

There was no significant difference in weight gemmparing to treated and control
groups (Tables 5 and 6).
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Table 5. Effect of the liquid extracted from thelbaf the green coconut (LBGC) on rats
weight treated for 30 days.
Control Group Treaty Group
Weight (g) Day O Day 30 Day O Day 30
183.13+9.73 201.25+5.3% 185.0+5.09 213.33+5.53
Values are expressed as mean + SEM. Small lettenp&re means between columns
(P <0.05).

Table 6. Effect of the butanol extract obtainedrfrioquid extracted from the bark of the green
coconut (LBGC) on rats weight treated for 30 days.
Control group Treated group
Weight (g) Day 0 Day 30 Day 0 Day 30
217.40 +£5.59 222.50 +£5.59 204.80 + 4.4 211.30 +4.28
Values are expressed as mean + SEM. Small letvenpare means between columns (P <0.05).

Table 7 shows hematological analysis of rats tceaiigh LBGC for 60 days. WBC,
neutrophils, basophils and platelets of treatedigroad higher results (P <0.05). But the
MCV was minor compared with the control (P <0.0B)e other parameters did not differ
statistically between the groups.

The butanol extract did not significantly changg hematological parameter (Table
8).

Table 7. Effect of the liquid extracted from therlbaof the green coconut (LBGC) on the
hematological parameters of rats treated for 6@ day

Parameters Control Group Treated Group
Day O Day 60 Day O Day 60
WBC (x 1Ccels/pl) 3.80+0.38 4.92 +0.37 3.70 £ 0.44 6.08 +0.79

Neutrophils (x 16cels/pl) 1.65+0.28°  0.91+0.07? 1.48 +0.16° 2.03+0.48
Lymphocytes (x1fels/ul)  1.99 + 0.33 3.78+0.38 2.06 +0.358 3.56 + 0.3

Monocytes (x 18cels/ul) 0.01+ 0.06 0.01+ 0.06 0.01+ 0.06 0.02 + 0.08
Eosinophils (x 18&els/ul) 0.11+0.03 0.15+ 0.04 0.10 + 0.07 0.38+0.19
Basophils (x 18els/ul) 0.05 + 0.0% 0.07+0.0% 0.05 + 0.01 0.09 + 0.02
RBC (x 1Gcels/ul) 5.94+0.18  7.09 +0.07 5.75+0.16 6.96 + 0.08
Hb (g/dl) 12.83+0.52 15.71+0.18  12.36+0.52  15.34+0.12
HCt (%) 33.18+1.28 41.25+050  32.10+1.10 40.0+0.28
MCV (fl) 55.79+0.68 58.15+0.61  55.79 +0.57 57.47+ 0.47
MCHC (g/dl) 38.66+0.24 38.10+0.19 38.40+0.30  38.37+0.20
Platelets (x1fels/pl) 047.63+49.07 731.50+43.289 922.88 +50.74 811.86 + 25.1%

Values are expressed as mean + SEM. RBC: red Wdelbatount, Hb: hemoglobin, HCt: hematocrit,
MCV: mean corpuscular volume, MCHC: mean corpuschiEmoglobin concentration, WBC: white
blood cell count. Small letters compare means batveelumns (P <0.05).
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Table 8. Effect of butanol extract obtained frone tlquid extracted from the bark of the green caton

(LBGC) on hematological parameters of rats tre&e®0 days.

Parameters Control group Treated group
Day 0 Day 60 Day O Day 60
WBC (x 10cels/ul) 491+ 052  3.10+0.20 5.20+ 0.76° 3.87+ 0.7F°
Neutrophils (x 1écels/pl)  1.07+ 0.24 1.19+ 0.13 1.10+ 0.24 1.73+ 0.46"
Lymphocytes (x1tcels/ul) 3.56+ 0.3  1.49+0.1% 3.78+ 0.5F 1.76+ 0.28
Monocytes (x 18cels/ul) 0.02+ 0.0F 0.19+ 0.06 0.05+ 0.03 0.15+0.12
Eosinophils (x 18&els/ul)  0.20+ 0.04 0.13+ 0.02 0.20+ 0.0 0.17+ 0.06
Basophils (x 18cels/ul) 0.05+ 0.0F  0.10+ 0.03 0.06+ 0.02 0.07+ 0.04
RBC (x 1Gcels/pl) 7.02+0.2F  6.62+ 0.09 7.33+0.18 7.00+ 0.14
Hb (g/dI) 14.40+ 0.27 14.38+0.1F7  14.58+0.1¢ 14.65+ 0.17
HCt (%) 39.28+ 0.9G 37.98+0.23  40.50+ 0.59 38.95+ 0.8F
MCV (fl) 56.05+ 0.57 57.39+0.6F  55.28+ 0.6F 55.68+ 0.6
MCHC (g/dl) 36.68+ 0.27 37.84+0.12  36.00+0.07 37.68+ 0.30
Platelets (x1&els/ul) 715.9+ 75.94 813.4+ 28.5F  857.3+ 62.3% 797.8+ 22.72

Values are expressed as mean =+ SEM. RBC: red Wdethccount, Hb: hemoglobin, HCt: hematocrit,
MCV: mean corpuscular volume, MCHC: mean corpuschkmoglobin concentration, WBC: white
blood cell count. Small letters compare means batve®lumns (P <0.05).

Biochemical parameters

Tables 9 and 10 show, respectively, the resultsadhemical parameters examined

for animals treated with LBGC and butanol extrddte results with higher triglycerides (P
<0.05) in the group treated with LBGC was the oparameter that differed statistically

when compared with control. The treated animals Wittanol extract showed no change in

the parameters examined in relation control (P5)0.0

Table 9. Effect of the liquid extracted from therlbaof the green coconut (LBGC) on the
biochemical parameters in rats treated for 60 days.

Parameters Control group Treated group
Day 0 Day 60 Day 0 Day 60

AST (UIN) 106.12 +7.03 145.80+15.32 105.25+6.40 166.73 +19.1%
ALT (Ul 50.75 +4.33 55.84 + 4.44 52.00 +2.42 62.57+ 7.98
Creatinine (mg/dl) 0.85 +0.02 0.80 + 0.08 0.79 +£0.0% 0.76 £0.1%
FA (UIN) 18.38 + 6.62 16.00 + 0.82 17.88 + 9.63 21.43+1.56
Na+ (mg/dl) 143.3+0.30 14358+0.62 143.94+0.4% 143.43+1.98
K+ (mg/dl) 4.28 +0.05 4.08 + 0.07 4.20 £ 0.08 4.32+0.18
Cl- (mg/dl) 106.54 £ 0.53 104.74 +0.73 107.56 + 0.48 105.8 + 1.74
Triglycerides (mg/dl) - 93.89 + 17.38 - 161.36 + 26.49

Values are expressed as mean + SEM. AST: aspadatmotransferase, ALT: alanine
aminotransferase; FA: alkaline phosphatase, Nadiusg K+: potassium CI-: chlorine. Small letters
compare means between columns (P <0.05).
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Table 10. Effect of butanol extract obtained foiquid extracted from the bark of the green coconut
(LBGC) on the biochemical parameters in rats tik&te 60 days.

Parameters Control group Treated group

Day O Day 60 Day O Day 60
AST (UIN) 59.80 + 4.68' 56.30 + 3.40 57.40+10.31  53.00 +2.85
ALT (UIN) 17.30 £1.05 21.30+2,14 17.20 +1.53 20.00+1.18
Creatinine (mg/dl) 0.46 +0.03 0.55 + 0,08 0.46 +0.02 0.52 +0.04
FA (UIN) 28.7 +5.59 20.80 + 3.43 20.80 + 2.60 23.60 +4.20
Na+ (mg/dl) 145.30 + 0.9%3 143.10 + 2,08 144.60 £ 0.87 143.20+0.73
K+ (mg/dI) 4.20+0.16 416 +0.18 4.20 +0.20 4.32 +0.09
Cl- (mg/dl) 112.00 + 3.43 104.40 + 1.40 108.20 £ 0.80  104.80 + 0.88

Triglycerides (mg/dl) ~ 76.70+18.9%  123.10+19.91 48.40+6.8%  67.00 + 6.8

Values are expressed as mean + SEM. AST: aspartatotransferase, ALT: alanine aminotransferase;
FA: alkaline phosphatase, Na+: sodium, K+: potassfDl-: chlorine. Small letters compare means
between columns (P <0.05).

Histopathological analysis and weight of animals

All the organs examined of rats treated with theaets showed no morphological
and structural changes that would indicate toxioftgxtracts.

Tables 11 and 12, show rat weight gains in grovgetéd with LBGC and butanol
extract respectively. Rats treated with both ex¢rabowed no significant change in weight
gain (P> 0.05).

Table 11. Effect of the liquid extracted from therk of the green coconut (LBGC) on the
weight of rats treated for 60 days.
Control group Treated group

Day O Day 60 Day O Day 60
189.38 +2.74  245.63+5.6%  180.0+5.43  220.71+2.93
Values are expressed as mean + SEM. Small letvenpare means between columns (P <0.05).

Weight (g)

Table 12. Effect of the butanol extract obtainemhfrthe liquid extracted from the bark of the green
coconut (LBGC) on the weight of rats treated fordags.
Control group Treated group
Weight (9) Day 0 Day 60 Day 0 Day 60
213.80 + 3.0% 225.30+5.74  192.80+4.12  205.50 + 8.0
Values are expressed as mean + SEM. Small letbenpare means between columns (P <0.05).
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Discussion

In popular culture Brazilian says that "what isumat it does not matter”, which
leads many people to use the plants as drugs ateshoeplacing the conventional
medicines or as adjuvants, in a complementary plyemithout the guidance adequate
(Tavares, 2005). However we must not forget thatglants have active molecules that
may have therapeutic efficacy, but also many a@veffects (Pereira, 1992). Moreover, it
is not known due to dosage. So when the plants inste wrong order may aggravate the
state of health of the patient, or by not showiffgativeness in the light of adverse effects
have not yet explained (Petrovick et al., 1997).

The importance of evaluating the toxicological atyiof C. nuciferawas due to the
good results obtained in our laboratory relatiopshith the anthelmintic activityn vitro
and in immunomodulatory activity in mice (data shbwn).

In acute toxicity, the extracts administered bg thral route were not toxic at the
doses used, indicating low toxicity. Substances canesidered of low toxicity and safe
when the LI, orally, is 1,000 mg/kg. (Clarke and Clarke, 197i)this work the LIy can
not be calculated for the oral route, as the largese, 3000 mg/kg, no deaths occurred
from any animal, indicating that the EPis greater than 1,000 mg/kg. The same did not
happen when the extracts were administered byntin@peritoneal route, which had kP
less than the oral, therefore representing gretiricity. This is because the oral
administration of a substance is less toxic tharadministration by i.p., since orally may
occur a poor absorption or detoxication througpadsage by liver, whereas by i.p. there is
the systemic absorption and thus the toxic effeqigear to be more intense and early
(Loomis, 1996; Obici et al., 2008).

Subchronic and chronic toxicity in the extractsuoed no serious changes in the
blood cells counting. Rather, the values of WBQytraphils, RBC, HCt and platelets had
higher values in the group treated with LBGC. Thessults are important because the
blood is an important parameter of the toxicologydeges, as the hematopoietic system is
extremely sensitive to activities of toxic agemtarticularly those with potential mutagenic
or cytotoxic, resulting in qualitative or quantitet changes, ie, leukopenia , leukocytos
temporary or permanent and can limit the use ofslil.edo et al., 2005). Hematological
changes may reflect, too, in immune activity by hfrapenia and neutropenia, for example
(Oliveira Lima, 2001). The results demonstraded t thitnere is a possible

immunomodulatory activity since the animals treatdth the extracts showed count of
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neutrophils and lymphocytes higher than the corgroup, but the why of the changes, is
still unknown

Biochemical parameters in subchronic toxicity hamet changed with the
administration of the extracts, indicating abserafe toxicity during the period of
administration. The lack of significant changediuwer parameters (AST, ALT) indicates
that the liver function was preserved. The samedapd with normal levels of creatinine
indicate that the extracts did not affect the réaattion and integrity (Kaneco, 1989).

The changed amount of triglycerides indicates titerierence of LBGC in lipid
metabolism or transport. The possible mechanismehied can be the change in the
composition of lipoproteins, changes in the captfrd.DL, change in the rate of liver
production of HDL/VLDL, or changes in the conversiof VLDL/LDL (Rodrigues et al.,
2006).

The monitoring of the animal's body mass is an irtgea indicator for assessing the
toxicity of a substance (Jahn and Gunzel, 1997, @teal., 2002). The lack of statistical
difference between the weight of the groups is lz@roparameter that indicates low toxicity
of the two extracts studied.

In conclusion, the extracts were, within the paremrse low toxicity and can be used
in experiments with the aim of finding potentiahatal and medical applications.
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CAPITULO 1lI

Atividade anti-helmintica de Cocos nucifera L sobre nematoéides intestinais de
camundongos

Anthelmintic activity of Cocos nucifera L on intestinal nematodes of mice

Resumo

No presente estudo a atividade anti-helminticaigiwido da casca do coco verde
(LCCV) e do extrato butandlico da LCCV sob&yphacia obvelatae Aspiculuris
tetrapterg parasitos intestinais de camundongos, foi avaliddinta e seis camundongos
com infeccao natural foram divididos em seis grupm® 0s seguintes tratamentos: G | -
1.000 mg/kg de LCCV; G Il - 2.000 mg/kg de LCCV; IG - 500 mg/kg do extrato
butanolico; G IV — 1.000 mg/kg do extrato butand]iG V - 0,56 mg/kg de febendazole e
VI - DMSO a 3%. Os grupos |, Il, V e VI foram taalos durante cinco dias consecutivos,
enquanto G Ill e G IV foram tratados por trés adiassecutivos. A composi¢cao quimica da
LCCV e de seu extrato butandlico foi determinada testes fitoquimicos. Ao final do
experimento observou-se que o extrato butanolicalose de 1.000 mg/kg apresentou
eficacia de 90,70% (p<0,05). Os testes fitoquimia®laram a presenca de triterpenos,
saponinas e taninos condensados no LCCV e extusmdlico. Os resultados encontrados
sobre os nematdides de camundongos abrem a pios&lbilde utilizalC. nuciferacomo

anti-helmintico.

Periddico: Research in Veterinary Science (Aceit@a @lteracdes em setembro de 2008).
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Abstract

In the present study, we evaluated the anthelmattoity of the liquid extracted
from the bark of the green coconut (LBGC), as veall butanol extract obtained from
LBGC, on mouse intestinal nematodes. Thirty-siuradty infected mice were distributed
into six groups receiving the following treatmer@oup I: 1,000 mg/kg of LBGC; Group
II: 2,000 mg/kg of LBGC; Group III: 500 mg/kg of tanol extract; Group IV: 1,000 mg/kg
of butanol extract; Group V: 0.56 mg/kg febendazolend Group VI: 3%
dimethylsulfoxide. The chemical composition of thBGC and its butanol extract was
determined by phytochemical tests. A dose of 1;@@gkg of butanol extract had 90.70%
efficacy in reducing the mouse worm burden (p<Q.®8)ytochemical tests revealed the
presence of triterpens, saponnins and condensaahsain the LBGC and butanol extracts.
These results suggest that nuciferaextracts may be useful in the control of intestinal

nematodes.

Keywords: Medicinal plantsn vivo, Cocos nuciferaSyphacia obvelataAspiculuris

tetrapterg Anti-parasitic; phytochemical tests

Control of gastrointestinal nematodes is usuattgomplished with anthelmintic

treatment. Anthelmintics have high costs, leaveidtes in food, and may cause
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environmental pollution. Furthermore, the developtma resistant nematode populations
has stimulated the search for alternatives sugbhgotherapy that may reduce the use of
synthetic products (Vieira et al., 1999).

Bothin vitro andin vivotests are used to evaluate the anthelmintic agtfiplants.

In vitro tests do not take animal metabolism into accawstjlting in a lack of correlation
between the results af vitro andin vivo tests (Pessoa, 2001; Costa et al., 2006). The use
of nematodes that parasitize mouse to evaluatarttielmintic action of plant extracts is a
valid approach because it takes into account timammetabolism, which may interfere
with drug effectiveness (Hennessy, 1997). Moreotee, effective dose in mice can be
extrapolated to production animals by allometritca@tion (Kirkwood, 2004). Camurga-
Vasconcelos et al. (2007) used a dose of 283 nuj/kippia sidoidesn sheep. This dose
was obtained by extrapolation from a 1600 mg/kgedws mouse, that had a medium
efficiency of 68.94% (P <0.05) for treating intesti nemotodes. The dose extrapolated to
sheep, 283 mg/kg, showed efficacy of 43.7% (P>)0D&spite the absence of a significant
statistical difference, extrapolation from the cddted allometric can indicate the
appropriate dose in production animals and thusegmteunnecessary use of animals and
reduce the costs of study (Kirkwood, 2004).

Cocos nuciferd.. is a plant commonly found along the northeasterast of Brazil.
AqueousC. nuciferafiber extracts are used in northeastern Brazilian ti@akti medicine to
treat diarrhea, arthritis and bleeding (Duke, 19%®)pular medicine also uses the flesh of
the green coconut to treat teniasis, schistosomi@sd ancylostomiasis (Blini and Lira,
2005). In recent years, it has been shown thatagu€. nuciferafiber extracts have
antibacterial and antiviral activities (Esquendzle 2002).

In the present study, we evaluated the anthelmanttivity of the liquid extracted
from the bark of the green coconut (LBGC) and LB&®utanol extract on reduction of
the intestinal worm burden of mice naturally inésttwith Syphacia obvelataand
Aspiculuris tetraptera

The LBGC extracted from EMBRAPA/Agroindustria Trogl was obtained from
green coconuts collected by the fruit industryhe tity of Fortaleza, Ceara, Brazil. After
collection, the coconuts were crushed, pressed fitleded to obtain LBGC, or liquid
extracted from the bark of the green coconut. LB subjected to three washes with
solvents using a decantation funnel. Initially étagetate (10:1) was used, and then butyl
alcohol (10:1). The butanolic solvent was evapalaigng a rotary evaporator to obtain the

butanol extract. Only LBGC and butanol extract wased in the experiment because the
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material obtained with ethyl acetate extract wassufficient to perform the anthelmintic
tests. The extracts were dissolved with 3% dimsthifdxide.

Male Swiss albino mice weighing 38 g at seven tm®mof age were used in the
experiment. The animals were kept in standard plojyene cages (42.5 x 27.5 x 17 cm).
Cage cleaning was suspended to favor the develdpofenatural intestinal nematode
infection. Every week, feces were collected from tlages to determinate establishment of
infection byS. obvelataandA. tetraptera,according to Willis (1927). The mice were kept
at room temperature (28), fed with standard pellets (Purijaand given watead libitum
All procedures were approved by the Ethical Conesittf Ceara State University (Process
Number: 07227499-9).

Thirty-six mice were allocated into six groupsce®ing the following treatments,
administered by the intragastric route: Group 00D, mg/kg of LBGC; Group II: 2,000
mg/kg of LBGC; Group Ill: 500 mg/kg of butanol extt; Group IV: 1,000 mg/kg of
butanol extract; Group V: 0.56 mg/kg febendazolesifive control); and Group VI: 3%
dimethylsulfoxide (negative control). The mice irogps I, Il, V and VI were treated for
five consecutive days, while those in groups lidl &d were treated for three days. As this
was first test performed using this extract, wdesa group treated for three days and
another group according to the anthelmintic martufac's recommendation, for five days.
Five days after treatment, all mice were euthamdtiand the worm burden was counted.
The large intestine was harvested and opened. diterds were collected and the surface
was washed with saline solution. Recovered nemata@ee fixed with hot AFA (20 parts
alcohol 95% + 6 parts formol 40% + 1 part glacia@tac acid), counted and identified.

Phytochemical tests to detect phenols, tanninsgolmtocianidins, flavonoids,
steroids, triterpens and alkaloids were performét WBGC and butanol extract according
to Matos (1997).

The efficacy of each treatment was calculated dase the percentage of worm
burden reduction using the formula: (negative adntrorm burden - treated group worm
burden) / (negative control worm burden) x 100. Weem burden reduction percentages
were analyzed by the Kruskal-Wallis test (p< 0.0&)hng the GraphPad Prism 3.0 software.

The LBGC did not show anthelmintic activity agaitis¢ mouse nematodes when
compared to the negative control group (p> 0.0®weler, the butanol extract at 1,000
mg/kg had a mean efficacy of 90.70%, which wadstieally different from the negative
control (Table 1).
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The phytochemical tests revealed the presence itdrpens, saponnins and
condensed tannins in the LBGC and butanol extract.

Table 1. Mean efficacy (percentage + S.D.) of ilqeitl extracted from the bark of the
green coconut (LBGC) and butanol extract (ExButjaoted from LBGC in reducing

mouse intestinal worm burden.

Treatment Efficacy (= S.D.)
ExBut 0.5g/kg 76.74 + 8.4%
ExBut 1g/kg 90.70 + 9.83
LBGC 1g/kg 28.29 + 33.332
LBGC 2g/kg 30.61 + 35.922
Febendazole (0.56 mg/kg) 100.0 £%0.0
Dimethylsulfoxide (3%) 39.53 + 44.857

Small letters compare means in the lines. Diffetettérs indicate significantly different

values (p< 0.05).

Triterpenoid compounds and saponnins have insaatiactivity, but no relevant
anthelmintic effect. Pessoa (2001) noted that aaetiln, a triterpen obtained from
Azadirachta indica inhibited 68% of Haemonchus contortusegg hatching at a
concentration of 1%. HoweveA. indicaleaves haao anthelminticactivity in vivo (Costa
et al., 2006). Saponins are reported to have icsaat activity, for example 100%
larvicidal activity towardAedes aegyptand Culex pipienswas observed (Pelah et al.,
2002). However, we found no report in the literatof the anthelmintic activity of these
compounds.

Condensed tannins are reported to possess antiielractivity. Inhibition ofH.
contortus Teladorsagia circumcinctand Trichostrongylus vitrinudarval viability was
observed when these species were subjected toctlun af the Schinopsissp extract
containing 73% condensed tannins (Hoste et al.6R0the same extract reduced the egg
and worm load of sheep harborikig contortusmonospecific infection (Max et al., 2005).
The anthelmintic activity of condensed tannins tigitauted to their ability to bind to
proteins. In adult parasites, condensed tannind tonproteins present in the nematode
cuticle, bucal cavity, esophagus, and cloaca cgugianges in their physical and chemical
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properties (Hoste et al., 2006). Thus, the tanrdownd in butanol extract could be
responsible for the anthelmintic activity, sincéet chemical constituents present in the
extract are not associated with anthelmintic agtivi

In conclusion, this work demonstrated the poténise of butanol extract from

LBGC against intestinal nematodes.
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CAPITULO IV

Atividade imunomodulatoria de Cocos nucifera L. sobre camundongos

Immunomodulatory activity of Cocos nucifera L. in mice

Resumo

O presente trabalho avaliou a atividade imunomadiéa do extrato butandlico
obtido do liquido da casca do coco verde. Para tearhundongos foram imunizados com
0,1 ml de hemacias de carneiro a 20% (HC; i.praados com o extrato butandlico (50 e
250 mg/kg; v.0.) diluido em DMSO a 3%, durante sktes consecutivos. Um reforco de
HC foi dado de mesmo volume e concentracdo noa/amids a imunizacao inicial. O titulo
de anticorpos séricos foi avaliado nos dias 7, 24 epds o refor¢o; enquanto a resposta
imune celular (RIC) foi avaliada através do ederagpdta provocada no 22° dia apds o
reforco com HC (1%; s.c.) nos tempos 24, 48 e R1higracéo celular (MC) foi medida 6
h ap6s a administracdo do extrato butandlico (D0g 250 mg/ml; s.c.) em bolsa de ar
estéril. Com relagdo ao titulo de anticorpos, amémsdoses do extrato aumentaram
significativamente a producéo de anticorpos contzae Levamisol e superior aos grupos
controles no 14° e no 21° dia. Na RIC nao se obseaumento do edema em relacéo aos
controles. O extrato butandlico reduziu significathente a migracdo de leucdcitos totais
em relacdo ao controle, principalmente quanto agrdfilos. Conclui-se que o extrato
butanolico deC. nuciferatem ac&do imunomoduladora, pois estimulou a promudd

anticorpos, ndo modificou a RIC e modificou a mig@de neutrofilos.

Perriddico: Journal of Ethnopharmacology (Submegiohojunho de 2008).
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Abstract

Coconut is popularly used in northeastern Braziltreat diarrhea, arthritis, and
hemorrhages. This study evaluated the immunomantyladctivity of a butanol extract
obtained from the liquid of the bark of the greeeanut. Mice were immunized with sheep
red blood cells (SRBC; i.p.) and treated with tiabolic extract (50 and 250 mg/kg, p.o.)
for seven consecutive days. A SBRC boost was adtemeid 7 days after the initial
immunization. Antibody levels were determined 7, &4d 21 days after the boost, while
the cellular immune response was evaluated by miegsioot thickness 24, 48, and 72 h
after a challenge dose of SRBC in the left hind g&wdays after initial immunization. Cell
migration was measured 6 h after administratiorbatanolic extract (10, 50, and 250
mg/ml) in air pouches. Treatment with both dosesegfract significantly increased
humoral antibody titres from day 14, similar todevisole. There was no increase in mean
paw thickness compared to controls. Butanolic extsagnificantly reduced leukocyte,
especially neutrophil, migration compared to codstraVe conclude that the butanolic
extract of coconut has immunomodulatory activitiescause it stimulated antibody
production, but cellular responses were not changed neutrophil migration was
inhibited.

Keywords: Coconut; Cell mediated immunity; Humaramunity; Cell migration



90

1. Introduction

Phytotherapy is the oldest natural medical treatmiglany cultures, including the
Chinese, Babylonians, and Egyptians, cultivatedouarherbs that were used as laxatives,
anthelmintics, diuretics, antiseptics, and cosrsefic addition, the Egyptians used various
natural products to embalm mummies (Rates, 20019.20" century saw the proliferation
of synthetic drugs. However, because of the sitketsf of these drugs and a growing desire
to return to nature, people turned to plants fderahtive cures to various diseases.
Renewed scientific interest focused on plants \aittivity against viruses, bacteria, fungi,
and parasites, both in human and veterinary meglidim ameliorate medical problems
(Niezen et al.,, 1996). However, the properties @ditinal plants are not as widely
understood as often declared. Thus, it is necedsamgsearch and validate the correct use
of medicinal plants and their derivatives (Mato897).

Cocos nuciferd.. is a plant commonly found along the northeastarast of Brazil.
Most commonly, it is sought for the flavor and midnal qualities of its water obtained
from fruit. Moreover, the coconut palm is popular esthetic appeal in littoral landscapes
as well as its edible fruit and applications in kiog, including the production of coconut
milk and scraped coconut (Senhora, 2003). Mediaisak for aqueous extracts of coconut
fiber in the form of tea have been reported (Esgaeat al., 2002; Mendonca-Filho et al.,
2004). Aqueous coconut fiber extracts are usedaritheastern Brazil as a traditional
medicine to treat diarrhea, arthritis, bleeding draimorrhages (Duke, 1992). Popular
medicine also uses the flesh of the green cocanutetit teniasis, schistosomiasis, and
ancylostomiasis (Blini and Lira, 2005). In recemays, it has been shown that aqueous
coconutfiber extracts have antibacterial (Esquenazi e@l02), antiviral (Esquenazi et al.,
2002) and antiprotozoal activities (Calzada et2007; Medonca-Filho et al., 2004). The
use of catechins obtained from coconut fiber irtkibiin a dose dependent manner the
proliferation of peripheral blood lymphocytes andnfan tumor cells, especially the
erythroleukemia cell line K562 (Kirszberg et alQ03). Moreover, Wang and Ng (2005)
demonstrated a peptide extracted from coconut haidtabitory effect on HIV-1 reverse
transcriptase as well as antifungal activity.

The objective of this study was to evaluate thenimomodulatory effect of a
butanolic extract obtained from the liquid of therlbof the green coconut bark (LBGC) in

experimental models in mice.

2. Materials and Methods
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2.1. Plant material and extract preparation

The LBGC provided by EMBRAPA/Agroindastria Tropicevas obtained from
green coconuts collected in the fruit industry orteleza, Ceard, Brazil. After collection,
the coconuts were crushed and pressed to obtaguid,lwhich was filtered and subjected
to three washes with solvents using a decantationdi. Initially, we used ethyl acetate
and then butyl alcohol (butanol). The butanolicveat was evaporated using a rotary
evaporator to obtain the butanol extract (11/1.89fhe extract was stored at room
temperature until utilization.

To increase solubility, the extract was dissolve@8% dimethylsulfoxide (DMSO).

2.2. Phytochemical analysis of butanol extract

The butanol extract was analyzed with phytochentests to detect the presence of
phenols, tannins, leucoantocianidins, flavonoidsgrosds, triterpens, and alkaloids
according to Matos (1997). These tests were basedsaal observations of color changes

or the formation of precipitates after the additadrspecific reagents.

2.3. Animals

Female Swiss albino mice, weighing between 25 a@dg, were used in all
immunomodulatory experiments. Animals were housegalyethylene cage with sterile
wooden scraps. Mice were kept at 25C° and fed atadnpellets (Purind and waterad
libitum. All procedures were approved by the Ethical Cotteeiof Ceara State University
(Process Number: 07227499-9).

2.4. Antigen
Fresh sheep red blood cells (SRBC) were colleasegtically from the jugular vein
of sheep, washed three times with normal sterilmesgNaCl, 0.9%), and adjusted to a

concentration of 20% for immunization of mice.

2.5. Effect of butanol extract on circulating armtiy titre and delayed type hypersensitivity
response (DTH) in mice

On day O, five groups of ten animals were intrapagally (i.p.) immunized with
0.2 ml of 20% fresh sheep red blood cell (SRBChpeusion (i.p.). These animals received
a boost of the same volume of SRBC 7 days aftéainmmunization. Mice received the

following treatments daily orally (p.o.) for 7 dagfter the initial immunization: Group | —
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untreated control; Group Il — vehicle, 3% DMSO; @polll - 2mg/kg Levamisole over
three alternating days (reference drug); Group 12506 mg/kg butanol extract; Group V -
50 mg/kg butanol extract.

Blood samples were collected by retro-orbital gure on days 7, 14, and 21 after
boosting with SRBC. The blood samples were cemefluand serum was stored at -20C°
until use. Antibody levels were determined by tleenhgglutination technique (Moudgil et
al., 1993). Briefly, 5Qul serum from each animal was serially diluted witdtrmal sterile
saline in 96-well round bottom microplates. Equalumnes of 1% SRBC suspension
(antigen) were added. The microplates were mixedlydor 5 minutes and incubated at
room temperature for 4 h and examined under a sgope. The antibody titre of each
mouse was determined as the inverse of the higlilasbn exhibiting agglutination.

To assess delayed type hypersensitivity (DTH) reses, 29 days after initial
SRBC immunization, the animals were injected witthallenge dose of SRBC (1 X120
pL) in the left hind paw. Normal sterile saline (20) was injected into the right hind paw
as a control. DTH was determined by the differene®veen the thickness of the right and
left paws after 24, 48, and 72 h, according tontie¢hod of Langrange et al. (1974).

At the end of the experiment, mice were weighedhanized, and the liver and

spleen weights were obtained and expressed aweetagan weights.

2.6. Determination of pro-inflammatory effects afdmol extract

Six-day-old air pouches were produced in the dos&ah of mice as described
previously (Edwards et al., 1981). Briefly, the hadf each mouse was shaved and 5 mL
sterile air was injected subcutaneously (s.c.)e&hdays later, the pouch was re-injected
with 3 mL sterile air. Six days after the initiadjection, the mice were divided into four
groups (n=10), and the pouches were injected withl butanol extract (10, 50, or 250
mg/mL) or vehicle (agueous suspension 3% DMSO).h8ixrs after treatment, mice were
euthanized and 1 mL saline containing 5 U/mL hepais injected into the air pouch to
wash and recover the cellular infiltrate. The celisre counted using a hemocytometer.
The cellular suspension was centrifuged at 2500fgerdO0 minutes. The pellet was used to
make differential leukocyte counts (DLC) by micropiz examination of Hema-stained

smears. The results are expressed as the numbeutbphils or lymphocytes per mms.

2.7.Statistical analysis

Data are expressed as the mean standard errbe gheéans (S.E.) and statistical
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analysis was carried out employing Studettisst. The statistical program used was Graph
Pad Prism 3.0.

3. Results
3.1. Effect of butanol extract on circulating amdy titre of mice

Administration of butanol extract increased thecuating antibody titre as
determined by hemagglutination reaction (TableThere was an increase in circulating
antibody 14 days after the SRBC boost (P<0.05) icentreated with both doses of the
extract and with Levamisole. Antibody levels rose all groups 21 days after boost
(P<0.05).

3.2. Effect of butanol extract on delayed type hygasitivity response (DTH)

DTH responses were assessed by paw thickness WMeee no significant increases
in the groups treated with Levamisole or butandtaet compared to untreated controls and
DMSO (Table 2).

3.3. Effect of butanol extract on relative organgtes

Organ weights were not affected by treatment wilvdmisole or either dose of
butanol extract (Table 3). A reduction was observethe spleen with increasing dose of
extract, but the change was not statistically $icgmt. Mouse weight on the day of
sacrifice is also shown in Table 3. The group &#éatith Levamisole exhibited significant
weight gain (P<0.05). The butanol extract did rftect the weight of mice.

3.4. Determination of cellular migration induced lytanol extract in air pouches

Table 4 shows the cellular migration induced byabot extract in air pouches.
Butanol extract induced leukocyte migration. Howeveductions in leukocyte migration
were observed with increased doses of butanol extfaut the reduction was not
statistically significant. There was a significaetiuction in lymphocyte migration and a
drastic decrease in neutrophil counts, both depenoie the dose of extract (P>0.05). It

should be noted the extract induced the recruitratabdsinophils (P> 0.05).

3.5. Phytochemical study
Phytochemical tests of butanol extract revealed pmesence of triterpens,

saponnins, and condensed tannins.
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Table 1. Effect of butanol extract obtained frora tiguid extract of the bark of green coconut
(LBGC) on antibody titre induced by sheep red bloelts in micé.

Treatment Dose mg/kg 7 days* 14 days * 21 days *

Untreated control - 755.2 +229%3 1126.4+ 1672  10956.8 + 1967
DMSO - 550.4 + 898 1056 +239.7%  11417.6 + 322%
Levamisole 2 819.2+169.8 1843.2+136%  25486.2 + 6029
ButExt 50 881.9 + 2418  1820.4+150%  19114.7 + 380%"
ButExt 250 640 + 87F  1843.2+136% 221184 +367%

YData are expressed as mean + standard error (h = 10
*7, 14, and 21 days after sheep red blood celsboo
DMSO = Dimethylsulphoxide, ButExt = butanol extraCapital letters compare means between

columns and small letters between lines. Diffetettérs indicate significant differences (p<0.05).
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Table 2. Effect of butanol extract obtained frtiva liquid extract of the bark of green
coconut (LBGC) on delayed hypersensitivity reatin mice 24, 48, and 72 hours after
challenge with sheep red blood clls

Treatment Dose mg/kg Paw thickness (mm)

24 h 48 h 72 h
Untreated Control - 0.45 + 0.D9 0.15 + 0.07 0.20 + 0.08
DMSO - 0.40 + 0.07 0.30 + 0.08° 0.25 + 0.08
Levamisole 2 0.35+0.1% 0.45 +0.08 0.40 +0.07
BUEXt 50 050+0.12  0.28+0.08 0.33+0.08
ButExt 250 0.30 £ 0.08 0.15+ 0.07 0.30 + 0.08

AData are expressed as mean = standard error (n = 10
DMSO = Dimethylsulphoxide, ButExt = butanol extraBmall letters compare means

between lines. Different letters indicate signifitdifferences (p<0.05).
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Table 3. Effect of butanol extract obtained frone fiquid extract of the bark of green coconut

(LBGC) on the relative weights of organs and miselays after treatméht

Treatment Dose mg/kg Relative organ weight (g/10@dy wt) Mice weight (Q)
Liver Spleen

Untreated control - 4,20 +0.1% 0.29 + 0.02° 28.66 + 0.58

DMSO - 422 +0.14 0.32+0.0% 28.34 +0.58

Levamisole 2 3.84+0.1%1 0.26 +0.0%° 30.23 + 0.47

ExtBut 50 412 +0.14 0.30 + 0.01*° 28.32+0.78

ExtBut 250 4.05 £ 0.10 0.26 + 0.0%% 28.19 + 0.60

"Data represent mean * standard error (n = 10)
DMSO = Dimethylsulphoxide, ExtBut = butanol extraBmall letters compare means between

lines. Different letters indicate significant diféaces (p<0.05).

Table 4. Effect of butanol extract obtained frame fiquid extract of the bark of green coconut

(LBGC) on cell migration in mice 6 h after extractministratiof.

Treatment Dose  Total Leukocytes Lymphocytes  Neutrophils Eosinophils Monocyts

mg/kg (Cells/mnr) (Cellsimni)  (Cells/mn¥) (Cells/mni) (Cells/mnt)
DMSO ) 2350.0+1985.F  2092.0+ 1485.6 258.3:746.3 0.0+0.0* 0.0+ 0.¢?
ButExt 5 1645.0+ 561.8  1311.0+ 552.7° 330.3284.8 0.0+0.0* 4.0+8.2

ButExt S0 1435.0+ 833.7 1370.0+ 809.3° 56.0+122.6 8.0+ 14.¢ 1.0+2.4

ButExt 250 1000.0+ 364.6 991.0+ 370.9 0.0+0.0 9.0+18.0 0.0+0.G

"Data expressed as mean * standard error (n = 10)
DMSO = Dimethylsulphoxide, ButExt = butanol extraBmall letters compare means between

lines. Different letters indicate significant diféamces (p<0.05).
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4. Discussion

The use of plants as sources of immunomodulatdrgtances is still in its infancy,
but studies to evaluate actions on the immune syste on the riséDavis and Kuttan,
2000) Plants used in traditional medicine have beenvaho stimulate or inhibit immune
responses and several active ingredients haveibelated and characterized (Agarwal and
Singh, 1999).

Previous experiments in our laboratory demongirdéibe anthelmintic activity of
coconuts on intestinal nematodes in mice (datashotvn). In addition, popular reports
suggested that coconut extracts directly affectagpees (Blini and Lira, 2005).
Athanasiadou et al. (2001) suggested that condamasadhs, present in butanol extracts of
coconut, act directly on gastrointestinal nemataateimdirectly through the stimulation of
immune system.

In an attempt to assess the immunomodulatory iesvof coconut butanol extract,
sheep red blood cells were used to stimulate T+udgd antibody production, especially
IgG (Benacerraf, 1978). The extract increased sgagrimmune responses 14 and 21 days
after a SRBC boost compared to untreated contradsMSO groups. This stimulation
was dose dependent (P<0.05). We also tested thiy albibutanol extract to modulate the
DTH response, however, butanol extract did notcaffeaw thickness caused by SRBC
injection (P>0.05).

Several substances that affect immune responses deiected in the butanol
extract, including triterpens, saponnins, and phencompounds such as condensed
tannins. Saponins from the root #fanax ginsengincrease cytokine production by
lymphocytes, improve phagocytic activity of humaaarmophages (Kim et al., 1990), act
against Staphylococcus aureu@u et al., 2003), and promote the production @&,
especially IgG1 and IgG2a (Sun et al., 2007). Meeeosaponins isolated from the ethanol
extract ofAstragalus peregrinustimulate the proliferation of mice splenocyte(dtta et
al., 2001). The phenolic compounds ®Bilia cordata induce lymphocyte proliferation
(Anesini et al., 1999), while phenolic compounds Méngifera indica stimulate both
humoral and delayed cellular responses (Makark,&001).

Previous studies showed that coconut products laagroliferative effects on
tumor cells and T lymphocytes (Kirszberg et al.020 Mendonca-Filho et al. (2004)
observed that the ethyl acetate extract, rich itygt®nolic compounds (catechins and
condensed tannins), was responsible for dose depettreases in nitric oxide production

by macrophages in the absence and presenckeishmania amazonensisfection.
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Moreover, the same authors observed that the aellihmune response remained
unchanged in a rabbit skin test. The way that plhemompounds enhance nitric oxide
production by macrophages is still unknown. Accegdio Mendonca-Filho et al. (2004),
these compounds must trigger a signaling cascadetiminates in the expression of nitric
oxide.
Our results show that coconut butanol extract dates antibody production in a

secondary immune response, but does not affectl@elmmune responses, indicating that
it triggers a signaling pathway that specificallygenents antibody production. Therefore,

we conclude that the butanol extract of coconutitmmsunomodulatory activities.
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7. CONCLUSOES GERAIS
De acordo com o protocolo utilizado, o LCCV e oratd butanolico apresentaram

elevada quantidade de taninos.

Os dois extratos demonstraram atividade ovicidareidida sobreH. contortus
Porém, somente o extrato butandlico apresentoidatie anti-helmintica sobre nematdéides

intestinais de camundongos.
Ambos extratos ndo apresentaram toxicidade no @lataitilizado.

Com relacdo a imunomodulacdo, o extrato butandtimstrou capacidade de
influenciar o sistema imune, ja que estimulou aodpcdo de anticorpos, ndo alterou a

resposta imune retardada e inibiu a migracéo dedidos.
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8. PERSPECTIVAS

A partir desse trabalho surgem perspectivas pardiliaacdo deC. nucifera,
principalmente com a utilizacdo do extrato butamdlPesquisas sdo necessarias a fim de

encontrar a dose compativel com atividade antigit@réa em ovinos.

Além da atividade anti-helmintica, o extrato butaw também mostrou-se
promissor como agente imunomodulador. Estudos@uis precisam ser realizados para

verificar se tal atividade influencia no parasitisgastrintestinal.
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Anexo |

Anexo |. Artigo cientifico intitulado “Taninos e sua utilizacdo em pequenos

ruminantes” publicado na revista Revista Brasileirade Plantas Medicinais
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Anexo Il. Artigo cientifico intitulado “Anthelmintic activity of Cocos nucifera L. on
Haemonchus contortus’ submetido a revista Small Ruminant Research
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