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RESUMO

7

O controle de nematodides gastrintestinais de pepuenminantes é realizado com anti-
helminticos sintéticos. Contudo, o desenvolvimedto resisténcia exigiu a busca por
alternativas de controle. Dentre estas, destacause de plantas medicinais ricas em taninos
condensados. O objetivo desse trabalho foi avalefrcacia do fruto d€ocos nuciferaobre
nematodides gastrintestinais de ovinos. O extradtase de etila obtido do liquido da casca do
coco verde (LCCV) foi submetido a andlise quimteaies de toxicidade e de eficacia anti-
helmintica. A analise quimica foi baseada em teBtequimicos e na quantificacdo de
taninos. A eficacian vitro foi determinada pelos testes de eclosédo de odesenvolvimento
larvar comHaemonchus contortugilizando concentragdes do extrato que variararQ,dl a

5 mg mi* e de 5 a 80 mg M) respectivamente. A toxicidade aguda foi verifzabds
administragdo do extrato em camundongos. O testeatado foi utilizado para avaliar a
eficaciain vivo. Nesse experimento, ovinos infectados com nenmegdjdstrintestinais foram
divididos em grupos (n=6): G1 - 400 mg'kde extrato, G2 - 0,2 mg Rgle Cydecitifi e G3 -
DMSO a 3%. Os resultados dos ens@ogtro ein vivo foram submetidos ao ANOVA e aos
testes Tukey e Kruskal-Wallis, respectivamente (@S0 A analise fitoquimica do extrato
revelou catequinas, taninos condensados, flavos@dssterdides. A quantificacéo de taninos
foi de 25,87%. Nas maiores concentracdes, o exaptesentou 100% de eficicia sobre a
eclosdo de ovos e 99,77% sobre o desenvolvimentarladNao foi demonstrada toxicidade
por via oral, mas intraperitonealmente as 4 DLsy doextrato foram 650 e 1.233,99 mg kg
! respectivamente. No teste controlado, a eficdziaxtrato ndo diferiu significativamente do
DMSO a 3%. Apesar dos promissores resultadoatro, no protocolo utilizado, o extrato
acetato de etila do LCCV nédo apresentou atividamtwes nematoides gastrintestinais de
ovinos.

Palavras-chave: pequenos ruminantes, nematoidantgesinais, atividade anti-helmintica,
plantas medicinais, taninos condensados.



ABSTRACT

The gastrointestinal nematodes control of smallinams has been realized by synthetic
anthelmintics. However, the development of resitamequired research of control
alternatives. Among these alternatives is the usenedicinal plants rich in condensed
tannins. The objective of this work was to evalubteefficacy ofCocos nuciferdruit against
gastrointestinal nematodes of sheep. The ethyltetxtract obtained from the liquid of
green coconut husk fiber (LGCHF) was submitted lienaistry analysis, toxicological and
anthelmintic efficacy tests. The chemistry analyses realized by phytochemical tests and
tannin quantification. Then vitro efficacy was determined through egg hatching andal
development tests witHaemonchus contortussing extract concentrations that ranged from
0.31 to 5 mg mt and from 5 to 80 mg ril| respectively. The acute toxicity was determinated
after administration on mice. The controlled teaswised to evaluate vivo efficacy. In this
experiment, sheep infected with gastrointestinahatedes were divided into groups (n = 6):
G1 - 400 mg kg extract, G2 - 0.2 mg kgCydectif? and G3 - 3% DMSO. The results iof
vitro andin vivo tests were analyzed by ANOVA and submitted to Tuded Kruskal-Wallis
tests, respectively (P<0.05). The phytochemicallysma revealed catechins, condensed
tannins, flavonoids and steroids. The quantificatod tannins was 25.87%. At the highest
concentrations, the extract efficacy was 100% og &gtching and 99.77% on larval
development. No oral toxicity was demonstrated, ibtraperitoneally the extract L and
LDsowere 650 and 1.233,99 mgkgespectively. In controlled test, the extractosity did
not differ from 3% DMSO. In spite of the signifidaresultsin vitro, the ethyl acetate extract
obtained from the LGCHF showed no activity agaststep gastrointestinal nematodes.

Keywords: Small ruminants, gastrointestinal nemespdanthelmintic activity, medicinal
plants, condensed tannins.
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1 INTRODUCAO

A ovinocaprinocultura é uma atividade socio-ecorm@mbastante explorada no
Brasil, inclusive no nordeste, regido na qual alpcdo de pequenos ruminantes representa
importante fonte de renda para a populacédo (PINKEKR al., 2000). Entretanto, o
parasitismo por nematdides gastrintestinais lirsita produtividade, além de provocar altas
taxas de mortalidade no rebanho durante o peribdeoso (AROSEMENA et al., 1999).
Levantamentos epidemiolégicos realizados no ncedesisileiro indicaram que a maioria
dos pequenos ruminantes esta infectada por eseEsitps, senddélaemonchus contortus
espécie mais prevalente (SILVA et al., 2003). Angm@m hemoncose apresentam anemia,
edema submandibular, ascite, letargia, fezes coorag@o escura, queda de |a e perda
progressiva de peso. Nos casos hiperagudos, podeeioanorte subita por gastrite
hemorragica (URQUHART et al., 1998).

O controle do parasitismo gastrintestinal tem shiiseado na administracio
intensiva e ininterrupta de anti-helminticos siotd. Contudo, o alto custo, o
desenvolvimento de populacdes de nematodides magisteMELO et al., 2003; MATTOS et
al., 2004; RODRIGUES et al., 2007) e o risco de@mmmacao de produtos de origem animal
e do meio ambiente por residuos dessas drogas (HGEN et al., 2003;
ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004) estimularam a busc por alternativas de
controle. Dentre estas, o uso de plantas medicowipa lugar de destaque (VIEIRA, 2008)
por serem ricas em compostos com potencial antiihéco (AKTAR et al., 2000), serem
biodegradaveis e apresentarem suprimento autorsisté devido a diversidade da flora
medicinalHAMMOND et al., 1997).

Emboradiversas plantas sejam tradicionalmente utilizaoamo anti-helminticos,
suas propriedades medicinais ndo sdo tdo conhecoi@® frequentemente declarado.
Portanto, € imprescindivel que ocorra a validagéntifica para comprovar a seguranca de
administragdo aos animais e efichcia sobre os ipEagATHANASIADOU &
KYRIAZAKIS, 2004) para, dessa forma, serem considas alternativas efetivas no controle
do parasitismo gastrintestinal de pequenos run@saef consequentemente, aumentarem a

produtividade da ovinocaprinocultura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizagdo de produtos naturais derivados detpkwcom finalidade medicinal
tem sido relatada desde a Antiguidade, sendo cenasid tdo antiga quanto a civilizacdo
humana. Entretanto, a Revolucéo Industrial e o @vaa quimica organica estimularam o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos prontmettesta forma, a diminuicdo no uso
das plantas medicinais. Na uUltima década, os sefeitaterais, o alto custo e a ineficacia de
algumas dessas drogas promoveram a revalorizacdottaapia sendo esta considerada
novamente uma alternativa para a cura de doencAKKMR et al, 2007). De acordo com
GURIB-FAKIM (2006), os produtos naturais e seusv@elos representam mais de 50% de
todas as drogas utilizadas no mundo e as plantdisimags contribuem com 25% deste total.

As plantas sintetizam substancias quimicas quenpaée utilizadas no tratamento
de uma grande variedade de doencas que acometeemfi@ranimais (McGAW & ELOFF,
2008). Tais substancias podem ser classificadametabolitos primarios e secundarios. Os
metabdlitos primarios estdo amplamente distribufdosatureza, ocorrendo em praticamente
todos os vegetais. Nas plantas superiores, essa@gostos se concentram em sementes e
orgdos de armazenamento e sdo necessarios paamvagimento fisioldgico, pois possuem
papel importante no metabolismo celular basicos EH&o usados principalmente como
matéria prima industrial, alimento ou aditivo almer e incluem produtos tais como
proteinas, lipidios e carboidratos. Os metabdldesundarios sdo compostos derivados
biologicamente dos metabdlitos primarios. Essast@nbias sdo armazenadas pelas plantas
em quantidades menores, sendo as vezes sintetizaasstagios de desenvolvimento
distintos da planta, o que muitas vezes dificulta extracdo e purificacdo. Essas moléculas
sdo formadas por varios caminhos biossintéticoice dotadas de grande diversidade de
esqueletos e grupamentos funcionais. Nao possueanfumgdo aparente no metabolismo
primario da planta, mas funcionam como agenteshdefes na luta contra predadores, como
microorganismos patogénicos, insetos e herbivaramntra diversas situacoes de estresses
abidticos. Compreendem substancias como alcaléadtsidos, cetonas, compostos fendlicos
e cumarinas (ALVES, 2001; CHAGAS, 2004).

A extensa e diversificada flora do Brasil € um reownatural de imenso potencial
para a obtencdo de metabdlitos secundarios, mdissquais podem ser utilizados com
finalidade terapéutica (OMENA et al., 2007). De rdcocom GURIB-FAKIM (2006), as
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atividades biolégicas das plantas séo atribuidassses metabdlitos. As propriedades
antifingica, antibacteriana, antineoplasica, imuodutadora e antiparasitaria das plantas tém
sido bastante exploradas (OMENA et al., 2007), enésisca por novos compostos naturais
com atividade anti-helmintica sobre nematoéidesrigésstinais de pequenos ruminantes deve
ser intensificada, pois o rapido desenvolvimento rdaisténcia anti-helmintica esta
comprometendo a produtividade da ovinocaprinocaltddemais, a utilizagdo de plantas
como uma alternativa de controle das nematodeoastsingestinais promove reducédo de

custos e prolonga a vida util dos farmacos dispasino mercado (VIEIRA, 2008).

2.2 Plantas medicinais com atividade anti-helmantic

Durante seéculos, as plantas medicinais tém sidlizadas no controle do
parasitismo e, em muitas partes do mundo, aind® es&ndo utilizadas com essa finalidade.
Uma grande variedade de plantas é utilizada t@udinente para tratar doencas parasitarias
gue acometem os animais de producdo. Embora aimd@s evidéncias dessa propriedade
terapéutica tenha sido baseada em relatos popukHtegimente um numero crescente de
estudos tem sido realizado para verificar, validagquantificar a eficacia dessas plantas
(ATHANASIADOU et al., 2007).

PESSOA et al. (2002) demonstraram que na concéotrae 0,5% tanto o Oleo
essencial d®©cimum gratissimuncomo o seu principal constituinte, o eugenol, forE00%
eficazes sobre a eclosdo de ovosideontortus

COSTA et al. (2002) testaram o efeito anti-helnsimtde Mangifera indicae
constataram que 10 mg ila fracdo etandlica do extrato hexanico da senuwgsa planta
inibiram 91% da eclosé&o de ovoskecontortus

ALAWA et al. (2003) avaliaram a atividade ovicida Alenona senegalenssebre
H. contortus Esses autores observaram que, na concentracgt dey ml*, o extrato aquoso
da casca dessa planta apresentou eficacia sigivificaobre a eclosdo de ovos quando
comparado com o controle negativo.

ASSIS et al. (2003) relataram que 50 mg mib extrato acetato de etila das folhas
de Spigelia anthelmiaapresentaram um percentual médio de inibicdo kisdx de ovos.
contortusde 100%, enquanto que, na mesma concentracatratoexetanolico inibiu 81,2%
do desenvolvimento larvar.

ADEMOLA et al. (2004) testaram o efeito anti-heltido do extrato aquoso e do
extrato etandlico d&haya senegalensis concluiram que as concentracdes efetivas desses
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extratos necessarias para inibir 50% {{L o desenvolvimento das larvas de estrongilideos
foram de 0,69 e 0,51 mg thirespectivamente. Esses autores relataram aireda0fumg kg
do extrato etandlico d&haya senegalensiseduziram em 88,82% o0 numero de ovos por
grama de fezes (OPG) de ovinos infectados naturednt®m nematoides gastrintestinais.

GATHUMA et al. (2004) avaliaram a eficacia de etdgadeMyrsine afriacana
Albizia antihelminticae Hilderbrantia sepalosa observaram reducéo de 77, 89,8 e 90% no
OPG de ovinos naturalmente infectados com nemat@adstrintestinais, respectivamente.

BIZIMENYERA et al. (2006) constataram que nas comi@gdes de 0,2 a 1 mg
ml™* os extratos da folha, casca, raiz e cauléekophorum africanuninibiram 100% da
ecloséo dos ovos e do desenvolvimento das larvasdestrongylus colubriformis

IQBAL et al. (2006) administraram 3 g kgdo p6 das sementes dutea
monospermaem ovinos infectados naturalmente com nematdéidastrigtestinais e
observaram que 10 dias apoés o tratamento ocordeigae de 78,4% no OPG.

MACIEL et al. (2006) relataram 98,24 e 67,57% deé&fia sobre a inibicdo da
eclosdo de ovos e do desenvolvimento larvaHdeontortus respectivamente, utilizando
12,5 mg mit do extrato etandlico das folhas Melia azedarach

CAMURCA-VASCONCELOS et al (2007) observaram quedlens essenciais de
Croton zehntnere Lippia sidoidese os seus principais constituintes, anetol e titndiram
mais de 98% da eclosdo de ovosHieontortusna concentracdo de 1,25 mg'rel mais de
90% do desenvolvimento larvar desse nematéide meeatracéo de 10 mg thi

EQUALE et al. (2007) verificaram que em concentescienores que 0,5 mgl
0 extrato aquoso e o extrato hidro-alcodlico dasesges deCoriandrum sativuncausaram
inibicdo completa na ecloséo de ovodtle&ontortus Esses autores demonstraram ainda que
8 mg mi* do extrato hidro-alcodlico causou 85% de mortalelasobre adultos desse
nematoide, enquanto que, na mesma dose, a efa@etrato aquoso foi de apenas 45%.

JABBAR et al (2007) avaliaram a eficicia ovicida @eenopodium albune
Caesalpinia cristasobreH. contortusa fim de justificar o seu uso tradicional na meuic
veterinaria e constataram que assC#o extrato metandlico dessas duas plantas foram de
0,134 e 0,449 mg | respectivamente. Esses autores relataram aireda gdministracdo do
pé e do extrato metanodlico dessas plantas causdugéde significativa do OPG de ovinos,
pois animais tratados com 3gkdo extrato metandlico dé. crista apresentaram3 dias
apos o tratamento reducédo de 93,9% no OPG, engaantwais tratados com essa mesma
dose do extrato metandlico € albumapresentarard dias apds o tratamento reducao de
82,2%.
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COSTA et al. (2008) avaliaram a atividade Aeadirachta indicasobre H.
contortus Foi constatado que 50 mg hdo extrato acetato de etila das folhas dessa planta
inibiram 51,31% da ecloséo dos ovos e 68,10% demedvimento larvar. JA& 0 extrato
etanolico apresentou maior eficacia, pois inibilr9% da eclosdo dos ovos na concentracéo
de 3,12 mg nit e 87,11% do desenvolvimento larvar na concentree&s0 mg mit.

TARIQ et al. (2008) testaram o potencial anti-haliicb delris hookeriana O
extrato aquoso dessa planta apresentou eficacEd%e sobre a motilidade de adultos de
Trichuris ovis enquanto o extrato etandlico apresentou 84,6%tidielade. Foi demonstrado
ainda que, 10 dias ap6s o tratamento, 14 dmg extrato aquoso e do extrato etandlicd.de
hookerianareduziram em 31,53 e 43,54% o OPG de ovinos ratarde infectados com

nematoides gastrintestinais, respectivamente.
2.3 Validacao cientifica de plantas medicinais @tividade anti-helmintica

Atualmente a validacdo cientifica de plantas meadisi esta recebendo muita
atencdo da comunidade académica, das industrimadéuticas e do governo de paises da
América Latina. A idéia basica é a utilizacdo denpds e extratos vegetais para o
desenvolvimento de fitoterapicos eficazes e seguxoscontrario dos milhdes de délares e
diversos anos de pesquisa necessarios para o dbsemnto de drogas sintéticas, o
desenvolvimento de fitoterapicos demanda consiééreante menos investimento econémico
podendo ser perfeitamente praticavel em paiseseendolvimento (CALIXTO, 2000).

A primeira etapa do estudo de plantas medicinaisealizacdo de levantamentos
etnofarmacoldgicos sobre as espécies usadas nasapréaseiras da medicina popular
regional. Aquelas que sdo mais utilizadas populatene apresentam maior eficacia devem
ser coletadas, identificadas botanicamente e innidds em hortos medicinais especializadas.
Amostras das plantas sdo usadas para fazer essieatasséarias ao trabalho de identificacédo
botanica. Cada exsicata deve ser acompanhadahdadiiccoleta, na qual deve conter além da
data e local, o nome vulgar da planta, sua condiafirral, seu habito, a cor da flor e do fruto,
0 interesse da coleta, 0 ambiente onde ocorre rasoirtformacdes julgadas pertinentes. A
etapa seguinte comeca com a verificacdo da exiatémas plantas selecionadas, da
propriedade terapéutica que |he é atribuida, bemoade seu grau de toxicidade nas doses
compativeis com seu emprego medicinal. Isto poddestuzido experimentalmente por meio
de ensaios farmacoldgicos e avaliacdo da toxicidadatravés da analise dos dados de um
levantamento bibliogréfico (MATOS, 2007).
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A validacdo cientifica da atividade anti-helmintida plantas medicinais sobre
nematodides gastrintestinais de pequenos ruminanteseada na realizacdo de testestro
e in vivo. Para facilitar esse processo de validacdo, estalmente uma tendéncia de
utilizacdo de extratos vegetais com a finalidadeetiear os compostos ativos presentes nas
plantas (ATHANASIADOU et al., 2007). O protocolalizado na preparacéo desses extratos
varia desde metodologias simples onde o solventzadb é agua até metodologias
complexas onde uma série de solventes organiceada WATHERMAN & MOLE, 1994).

Os testesn vitro utilizados na avaliacdo da atividade anti-helméntile plantas
medicinais servem como uma indicacdo inicial daiddde que estd sendo pesquisada, e
guando utilizados no inicio de uma triagem, pemmitelecionar as plantas e os extratos
vegetais que apresentam melhores resultados, dimdmgastos, evitando perda de tempo e
uso indiscriminado de animais de experimentacAoMUORCA-VASCONCELOS et al.,
2005). Uma vantagem adicional desses ensaios é&sbpiolade de avaliar a eficacia de
substancias quimicas isoladas sem a interferéneiaoutros compostos das plantas
(ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004; GITHIORI et al., 2006). Esses testes foram
inicialmente desenvolvidos para detectar a resisiéde nematoides a anti-helminticos
sintéticos (CRAVEN et al., 1999) que exercem sdesos através da interferéncia sobre os
processos de metabolismo energético, coordenagiomescular e dindmica microtubular
(LANUSSE, 1996). Entretanto, como esses parasdospodem ser cultivados desde ovo até
adulto, os ensaio® vitro sdo realizados principalmente com ovos e larvdsARY et al.,
1999).

O teste de eclosao de ovos foi descrito por LE JREEB1976) para a deteccao da
resisténcia aos benzimidazodis que impedem o endriento, a eclosdo e consequientemente
a producdo de estagios de vida livre dos nematoliemimente esse ensaio € bastante
utilizado para a avaliacdo do potencial ovicidgplmtas. Para a realizacdo desse teste, ovos
de nematdides sao recuperados de acordo com HUBERERBOEUF (1992). Para tanto,
aproximadamente 10g de fezes sdo coletadas dinetanda ampola retal de um animal,
misturados com agua destilada e filtrados atraeétahises com diferentes aberturas entre
malhas. Os ovos retidos na malha deu80séo coletados. Os ovos recuperados sdo colocados
em tubos de ensaio para incubacdo. Adicionam-seedifies concentracdes da substancia a
ser testada e apos 48 horas a temperatura ambiégita a contagem de ovos e de larvas de
primeiro estagio (L1). Os resultados s&o comparados um grupo controle negativo. E

recomendada também a utilizagdo de um grupo cenpositivo, com uma droga padréo,
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para comparar a eficacia da substancia testadaocaomposto sintético (COLES et al.,
1992).

A interferéncia dos anti-helminticos sobre a cooagéo neuromuscular dos
nematoides é avaliada sobre larvas, pois a inidgdseus movimentos impede a ingestao de
alimentos e consequentemente seu desenvolvimemimet&to, a maioria dos ensaios
utilizados nessa avaliacdo apresenta problemas egeodutibilidade, sensibilidade e
interpretacdo, além de alto custo e de morosidace g verificacdo dos resultados devido ao
periodo minimo de seis dias necessarios para a désenvolver até larva de terceiro estagio
(L3) (VARADY et al., 2007).

O teste de desenvolvimento microlarvar foi desendol por HUBERT &
KERBOEUF (1992) para detectar resisténcia a ivetimee ao levamisol. Neste ensaio ovos
de nematoides sdo incubados dastherichia coli anfotericina B e meio nutritivo. Apos 48
horas, adiciona-se a substéncia a ser testadarridlesocinco dias, as larvas séo identificadas
e contadas de acordo com o estagio de desenvoldint@ntra técnica que pode ser utilizada
nesse tipo de avaliacdo é o teste de paralisiarla®scrito por RODRIGUES et al. (1991).
Neste ensaio L1 sdo incubadas com a substanoteetegios 24, 48 e 72 horas o percentual de
larvas iméveis é determinado. O teste de inibigddandestdo de alimento foi desenvolvido
por JACKSON & COOP (2000) para detectar nematébidesistentes as lactonas
macrociclicas e aos imidotiazois. Nessa técnicesdd incubadas com a substancia-teste.
Apo6s 2 horas, uma solucao Becoli marcada com fluoresceina-5-isotiocianato é adacian
para novo periodo de incubacdo. Em seguida, € ndie@lo o percentual de larvas
alimentadas em microscoépio de fluorescéncia irdetALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005).
Um outro ensaio que vem sendo empregado peladadéi de execucdo e pelo baixo custo é
o teste de desenvolvimento larvar baseado na metpdale ROBERTS & O’SULLIVAN
(1950). Para a realizacdo desse ensaio, ovos datdides gastrintestinais sdo incubados
durante 24 horas a 37°C para a obtencao de L1 rikresse periodo é realizada a adi¢do de
diferentes concentragfes da substancia a serdestad fezes de ovinos livres de nematoides
gastrintestinais. ApOs 6 dias a temperatura artdierieita a recuperacao e contagem de L3
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007; COSTA et al.,0&).

Os testesn vivo de avaliacdo de atividade anti-helmintica de plmbhedicinais
inicialmente devem ser realizados em animais derdafrio, nos quais sdo executados 0s
testes toxicoldgicos e pré-clinicos de eficaciaostgriormente em animais da espécie alvo,
nos quais sao executados os testes clinicos deifiiCAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2005) Nos ensaios clinicos de eficacia, plantas ou edrakegetais sdo administrados a
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pequenos ruminantes natural ou experimentalmentiectatos com nematodides
gastrintestinais (GITHIORI et al., 2006). Devidahoriosidade, ao alto custo e a necessidade
de utilizacdo de um grande numero de animais, ess280s devem ser realizados somente
apos a obtencao de resultados promissores nositestdo (CAMURCA-VASCONCELOS

et al., 2005).

O teste de reducéo da contagem de ovos nas feztessémvolvido por COLES et
al. (1992). Pode ser utilizado em ruminantes, exgia suinos para avaliar todos os tipos de
anti-helminticos e todas as espécies de nematqgise®liminam seus ovos nas fezes. Esse
ensaio fornece uma estimativa da eficacia anti-fmtloa através da comparacdo do OPG
antes e apoés o tratamento. Recomenda-se que a dakeamostras de fezes seja realizada 10
a 14 dias apoés o tratamento. Um grupo controletnadado deve ser utilizado para monitorar
alteracbes que possam ocorrer durante o perioddeste. Embora esse ensaio seja
rotineiramente utilizado, os resultados podem nétimar precisamente a eficacia da
substéancia testada, porque o OPG nem sempre estfacionado com a carga parasitaria, ja
gue somente os parasitos adultos eliminam ovos (¥ et al., 2002).

O teste controlado foi descrito por WOOD et al.98)09 Nesse ensaio a eficacia
anti-helmintica é determinada pela comparacdo entegga parasitaria dos animais do grupo
tratado e do grupo controle. A necropsia dos amirddeita 4 a 7 dias ap6s o tratamento para
possibilitar a identificagdo e contagem da cargagi@ria. Esse € 0 ensaio mais confiavel
para determinacdo da atividade anti-helmintica,deerecomendado para titulacdo ou
confirmacdo de doses (TAYLOR et al., 2002). Tendo \&sta a sua laboriosidade e a
necessidade de sacrificar muitos animais, em gssd teste € a Ultima etapa realizada na
avaliacdo de plantas com atividade anti-helmini@msequentemente, poucos sao 0s autores
que utilizaram esta técnica (CAMURCA-VASCONCELOS803).

Embora os testes vitro utilizados para avaliar a eficacia anti-helmintaa
plantas apresentem muitas vantagens, seus result@do sempre sdo reproduzidosvivo
(ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004). A grande variedde de ensaios disponiveis e a
falta de padronizacdo dos mesmos contribuem pareratar a divergéncia entre resultados
de testesn vitro ein vivo. Outros fatores, como a biodisponibilidade dos postos ativos
em diferentes partes do trato gastrintestinal dmaln a espécie do parasito e espécie do
hospedeiro, também podem contribuir para as dineigé dos resultados
(ATHANASIADOU et al., 2007).
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2.4 Cocos nucifera

C. nuciferalL., conhecida popularmente como coqueiro, € umaocuiiledonea
pertencente a familia Palmae que tem sua origersudeste asiatico, nas ilhas entre os
oceanos Indico e Pacifico. Acredita-se que deggaa® fruto do coqueiro tenha sido levado
para a india e, em seguida, para o leste da Affiepois do descobrimento do Cabo de Boa
Esperanca, essa planta foi introduzida no oesteantr seguindo, posteriormente, para as
Ameéricas e demais regides tropicais do mundo (ANDEAet al.,, 2004). No Brasil, essa
espécie vegetal esta amplamente distribuida na dostordeste (ESQUENAZI et al., 2002).

O clima quente e umido durante todo o ano favooeo@scimento do coqueiro. A
temperatura média anual de 21 a 30°C é ideal pdes@nvolvimento dessa arvore. Periodos
com temperatura média abaixo de 21°C afetam adwerga o seu crescimento e a sua
produtividade. Tolera muito bem indices pluvioneétsi anuais de 1500 a 2500 mm. O
excesso de chuvas pode resultar em doencas enfrgesse folhas. Essa arvore se adapta a
diferentes tipos de solos. Embora, terrenos arsnesfa 0 seu habitat natural, um bom
crescimento é obtido em solos profundos. O crestimne a produtividade maximos sao
obtidos em regifes ensolaradas. Quando a regidméreada, a arvore cresce, mas sua
produtividade é afetada negativamente (CHAN & ELEVH, 2006).

O coqueiro é uma palmeira que pode medir até 3@ mtdra por 20 a 40 cm de
didmetro coroada por um penacho de grandes folinasias que medem de 2 até 5 m de
comprimento. A inflorescéncia, formada por um catguramificado, contém numerosas
flores pequenas, estando as masculinas na pargigup as femininas nas ramificagdes
inferiores, defendido por uma espata lenhosa, emdale canoa virada (Figura 1). Seu fruto,
0 coco, € uma grande drupa ovoide ou elipsoidegiatio até 30 cm de diametro com cinco
camadas distintas, por fora o epicarpo liso, fimmgermeavel a agua, seguido do mesocarpo
fibroso com 2 a 4 cm de espessura. Depois esté@lacarpo lenhoso e duro com cerca de 5
mm de espessura e cor parda. Mais internamente ueséd camada fina e pardacenta
denominada de tegumento que estd aderido a am@udoaom 1 a 3 cm de espessura,
branca, de sabor agradavel que guarda em sewini€ria 250 ml de agua de coco, um
liquido claro e levemente adocicado no fruto verden pouco acido no coco maduro (Figura
2) (MATOS, 2007).
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Figura 1. Flores d€ocos nucifera Figura 2. Frutos d€ocos nucifer@m diferentes
estagios de desérimento

O coco tem sido utilizado na medicina popular dodeste brasileiro para o
tratamento de diferentes patologias (ESQUENAZI let 2002), incluindo o parasitismo
gastrintestinal (BLINI & LIRA, 2005). A atividadenéiparasitaria do leite do coco foi
avaliada em camundongos, sendo constatada eficaetea Syphacia obvelataAspiculuris
tetraptera(AMORIM & BORBA, 1994) eVampirolepis nan§AMORIM & BORBA, 1995).

A cultura deC. nuciferaé importante para alimentacdo e geracédo de reglda p
possibilidade de utilizacdo de suas diversas parteso raiz, estirpe, inflorescéncia, folhas e
fruto, razdo pela qual também tem sido denominaddadvore da vida” (WADT, 1997).
Entretanto, o Brasil apresenta uma peculiaridaden a@lacdo ao coco. Enquanto
mundialmente esse fruto € processado no estagibdenmaturacdo para producéo de Oleo e
outros produtos, no pais o coco é consumido tanmim&turo para o aproveitamento da agua
acumulada no seu interior (ROSA et al., 2001). €quentemente, cerca de 6,7 milhdes de
toneladas de casca do coco verde sdo descartadaisgoem lixdes e margens de estradas do
Brasil (RODRIGUES & PINTO, 2007). E importante raléar ainda que esse material
apresenta dificil decomposicao, pois leva maisitteamos para desaparecer. Portanto, além
da importancia econémica e social, a utilizacdselesubproduto € também importante do
ponto de vista ambiental (CARRIJO et al., 2002)a lvésta que 80 a 85% do peso bruto do
coco verde representam lixo. A EMBRAPA/Agroindisstfiropical esta propondo a utilizacao
desse material para a confeccéo de produtos querpselr utilizados na agricultura, industria
e construcao civil, em substituicdo a outras filmairais e sintéticas. Todavia, durante esse
processo de aproveitamento, uma grande quantidadexulato aquoso, denominado de
liquido da casca do coco verde (LCCV), é geradetayga de prensagem (ROSA et al., 2001).
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Nos Ultimos anos, alguns ensaios foram conduzidasa pinvestigar as
propriedades farmacoldgicas e biolégicas do LCC&hdd sido constatada atividade
antiproliferativa de linfoécitos (KISRZBERG et al2003), analgésica e antioxidante
(ALVIANO et al., 2004). Fracbes desse liquido oatidcom o solvente acetato de etila
apresentaram atividade contra a bact&taphylococcus aureu® virus tipo 1 da herpes
simplex (ESQUENAZI et al., 2002) e o protozodrgishmanisamazonensiSMENDONCA-
FILHO et al., 2004). A cromatografia liquida deagiterformance (HPLC) e a espectrometria
de massa indicaram que o0 extrato acetato de ehtaloo desse liquido € composto
principalmente por catequina, epicatequina e tanioondensados (ESQUENAZI et al.,
2002).

2.5 Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos derivados dtalbedismo secundario das
plantas. Possuem elevado peso molecular e saofickdss de acordo com sua estrutura
guimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis eleosados (LI & MAPLESDEN, 1998).

Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados porpohol central cujas funcdes
hidroxilas sdo esterificadas pelo acido galico aid@ hexadiidroxifénico (Figura 3)
(SIMOES et al., 2000). Podem ser divididos, de émoarom o produto obtido apds sua
hidrolise, em galotaninos, que originam acido gélau em elagitaninos, que originam acido
elagico (GALVEZ et al.,, 1997). S&do encontrados rialhas, frutas e vagens de
dicotiledoneas, mas nao tém sido detectados em cublealdneas (LEWIS &
YAMAMOTO, 1989).
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Figura 3. Tanino hidrolisavel
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Os taninos condensados ou proantocianidinas s@@nudros ou polimeros
formados pela policondensacado de duas ou mais desdde flavan-3-ol e flavan-3,4-diol
(Figura 4) (SIMOES et al., 2000). Quando esses méitas sdo despolimerizados produzem
principalmente cianidinas ou delfinidinas, sendmssmuentemente classificados como
procianidinas ou prodelfinidinas (BRUNETON, 199%s diferentes estruturas quimicas
desses metabdlitos podem alterar suas atividaadddglmas (MIN & HART, 2003). Essa
classe de compostos esta presente em gimnosperrmagiaspermas, principalmente em
plantas lenhosas e em outras classes de vegelaados para a alimentacdo humana e
animal (SALUNKHE et al., 1990).

Figura 4. Tanino condensado

O papel biolégico dos taninos nas plantas esté&ioglado com sua defesa contra
fungos patogénicos, bactérias, virus (TAKECHI et, d985), insetos e herbivoros
(TEMMINK et al.,, 1989). A quantidade e o tipo denitos sintetizados variam
consideravelmente de acordo com espécie, cultteidd e estado de desenvolvimento das
plantas e condicbes ambientais. Geralmente a coacé&n € maior em espécies que
prosperam em solos agricolas pobres ou de baiesyeral tal como ocorre nas regides
tropicais e subtropicais (OTERO & HIDALGO, 2004)nas partes dos vegetais expostas ao
sol (HEIL et al.,, 2002). Segundo GETACHEW (19993, taninos parecem ter um papel
importante contra estresses ambientais, como baiieddade do solo e seca.

A habilidade de formar complexos com diferentes éoulas, como proteinas,

carboidratos, ions metalicos, células das membracgrianas e enzimas, torna os taninos
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capazes de exercer atividades bioldgicas e faribgicals de grande interesse medicinal
(OTERO & HIDALDO, 2004; OKUDA, 2005). Entretanto,s adiferengas estruturais
existentes entre taninos hidrolisaveis e conderssafidam a atividade desses compostos. Os
principais efeitos estao relacionados com a capdeide interacdo com proteinas. Os taninos
condensados apresentam alta afinidade por essasromuéculas, ocorrendo
consequentemente baixa degradacdo e absorcdo destsdmlitos pela corrente sanguinea
(TERRILL et al., 1994), ao contrario do que acoateom os taninos hidrolisaveis, que séo
incapazes de reagir com as proteinas, sendo ragidendegradados em grupos fendlicos
menores (OTERO & HIDALDO, 2004). De acordo com BREINON (1999), quando os
taninos hidrolisaveis sdo consumidos por ruminangsse compostos sdo rapidamente
transformados em acido galico e absorvidos peto tigestivo, sendo considerados toxicos a
esses animais. Entretanto, a formacdo do compbmiaa condensado-proteina depende de
varios fatores como pH, peso molecular e estrudogataninos condensados e das proteinas
(MIN & HART, 2003).

Nos ultimos anos, diversos autores tém investigeglatividades biolégicas dos
taninos condensados. Dentre essas, destaca-sadadsi anti-helmintica sobre nematéides
gastrintestinais de pequenos ruminantes. A maog experimentos envolveu plantas da
familia Fabacea, comdchinopis spp. (ATHANASIADOU et al., 2001),Hedysarum
coronarium(NIEZEN et al., 2002)..otus corniculatufRAMIREZ-RESTREPO et al., 2004),
Lotus pedunculatuéATHANASIADOU et al., 2005),0Onobrychis viciifolia(HOSTE et al.,
2005) elLespedeza cuneatéSHAIK et al.,, 2006). Os efeitos desses meta®liéstao
relacionados com a reducdo do OPG e da carga {daiesios animais.

Duas hipoteses tém sido propostas para explicéividaale anti-helmintica dos
taninos condensados. De acordo com uma delasn@abolitos podem atuar indiretamente
aumentando a resposta imune do hospedeiro contparasitos. Devido a capacidade de
complexacdo com proteinas, os taninos protegenms essa@romoléculas da degradacédo
ruminal aumentando, assim, a sua disponibilidadentestino delgado (WAGHORN &
McNABB, 2003). Tal fato pode ser justificado pelgetenca de pH entre os compartimentos
do tubo digestivo do ruminante, pois no ramen, edirentre 5,0 e 7,5, a proteina permanece
unida aos taninos condensados, enquanto no irdedélygado, com pH menor que 3,5, a
proteina é liberada (OTERO & HIDALGO, 2004). COKYRIAZAKIS (2001) relataram
gue uma maior concentracdo de proteinas no intesiigigado de ruminantes causa uma
melhora na resposta imune do hospedeiro contra tb@les. Entretanto, poucos estudos

tém abordado esta hipétese através da avaliacdpad@setros relacionados com o aumento
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da imunidade (ATHANASIADOU et al., 2001; NIEZEN &k, 2002; ATHANASIADOU et
al., 2005). Apesar disso, a possibilidade dos tengondensados atuarem indiretamente para
exercer sua atividade anti-helmintica ndo develasstartada (HOSTE et al., 2006).

A outra hipétese que tem sido proposta para expéicatividade anti-helmintica
dos taninos condensados € o efeito direto devidwalilidade de ligagdo dos taninos
condensados com proteinas da cuticula, cavidadal, bas6fago, cloaca e vulva dos
nematoides alterando, dessa forma, suas propriedpadenicas e fisicas (THOMPSON &
GEARY, 1995). Esse mecanismo de acdo tem sido omhjet diversos experimentos.
ATHANASIADOU et al. (2001), BUTTER et al. (2001) &OLAN et al. (2002)
demonstraramn vitro que a incubacg&o de extratos vegetais ricos emdsrdondensados
resultou na reducdo de desenvolvimento, viabilidatwilidade e migracdo das larvas. Esse
efeito direto também foi demonstrado quando o cpexodo experimental ndo permitiu o
desenvolvimento e a expressao da resposta imupegleenos ruminantes (HOSTE et al.,
2006). PAOLINI et al. (2003a) observaram que cagwimfectados coni. colubriformise
Teladorsagia circumcinct&ratados com um extrato rico em taninos condersspaiveniente
da casca d&chinopsisspp., espécie vegetal conhecida popularmente cprabracho, néo
apresentaram aumento significativo no nimero dénéfiss, mastécitos e leucécitos do
abomaso. Porém, no intestino delgado do grupodvaia observado um maior nimero de
mastocitos (p<0,05).

Embora a maioria dos experimentos tenha comprovgde o0s taninos
condensados possuem eficacia sobre nematdidesntgstinais de pequenos ruminantes,
alguns fatores relacionados com as plantas, osifzea os hospedeiros podem influenciar
sua atividade (MIN & HART, 2003; HOSTE et al., 20@@HANASIADOU et al., 2007).

A concentracdo e a estrutura dos taninos condesga@sentes nas diferentes
espécies de plantas provavelmente sdo os prindgiaiees moduladores da eficacia desses
compostos contra os nematoides (HOSTE et al., 2006 relacdo a concentragdo, foi
demonstrado que plantas com 3 a 4% de taninos usades por kg de matéria seca (MS),
como H. coronarium O. viciifoliae e L. cuneata foram eficazes contra nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes (NIEZE&.e2002; PAOLINI et al., 2003a; MIN
et al., 2004). MIN & HART (2003) e WAGHORN & MCNABR003) relataram ainda que o
consumo de plantas com baixas a moderadas congigrdesses metabolitos (3 a 6% MS)
podem afetar positivamente a fisiologia e o cresoim do hospedeiro, além de aumentar a
producao de leite e 1a. Entretanto, a ingestaolaeatgs com altas concentracfes de taninos

condensados (7 a 8% MS) pode diminuir o apetiteraal a fisiologia digestiva, diminuir a
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digestibilidade de nutrientes e a produtividadeHANASIADOU et al. (2001) relataram que
em ovinos que receberam extrato de quebracho.etsstobre a reducdo do apetite foram
mais evidentes do que a atividade antiparasit@ndros autores também constataram perda
de peso em animais que receberam plantas comcaltaentracées de taninos condensados
comoAcacia niloticae Acacia karoo(KAHIYA et al., 2003). Esse efeito antinutriciornaim
sido atribuido a ligacdo dos taninos condensados moteinas e/ou enzimas (BECKER &
MAKKAR, 1999). Altos teores desses metabolitos n@antas atuam diminuindo a
palatabilidade do alimento por meio da formacaocdmplexos com proteinas salivares
promovendo, dessa forma, uma sensagdo de adstiagéom aumento da salivacdo e
diminuicdo do consumo alimentar (WAGHORN et al.94Pcausando redugéo da producao
de leite, carne e |a. Consequentemente € importprees possiveis efeitos anti-nutricionais
decorrentes do consumo de taninos sejam considesithultaneamente com sua atividade
anti-helmintica.

Além da concentracdo de taninos condensados nasa@laa estrutura e as
caracteristicas quimicas desses metabdlitos tanploélem ser importantes na regulacdo da
sua atividade antiparasitaria (HOSTE et al., 2008N & HART (2003) sugeriram que uma
maior proporcéo de prodelfinidinas do que de prodiaas nas plantas pode influenciar
positivamente a eficacia dos taninos condensadm® sematodides. MOLAN et al. (2003)
relataram que as unidades basicas das prodelfsidioram mais eficazda vitro contra
diferentes estagios de vidaTecolubriformisdo que as unidades basicas das procianidinas.

A atividade anti-helmintica dos taninos condensadambém pode ser
influenciada pela espécie do parasito (HOSTE ekab6; ATHANASIADOU et al., 2007).
ATHANASIADOU et al. (2000a), ATHANASIADOU et al. (00b) e ATHANASIADOU et
al. (2001) verificaram a administracdo de extraadebracho em ovinos causou reducéo na
fecundidade e na carga parasitaria dos nematoéittestinais Nematodirus battuse T.
colubriformis enquanto que ndo foram registradas alteracbesescies abomasais
circumcinctae H. contortus Em caprinos, esse mesmo extrato causou redudécuwalidade
deH. contortuse T. colubriformis(PAOLINI et al., 2003a; PAOLINI et al., 2003b), snado
de T. circumcincta(PAOLINI et al.,, 2003a). Essas diferencas podemesglicadas pela
biodisponibilidade de taninos condensados no tgastrintestinal do hospedeiro. Como
citado anteriormente, no abomaso, esses metab@iosmanecem unidos as proteinas,
enguanto no intestino delgado, os taninos condesssib liberados (OTERO & HIDALGO,
2004). Consequentemente as espécies de nematiegsgrasitam o intestino delgado dos

ruminantes sdo mais afetadas por esses compostos.
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Além da espécie do parasito, 0 seu estagio dendasenento também pode
influenciar na eficacia anti-helmintica desses btas. De acordo com HOSTE et al.
(2006), quando as L3 encontram no trato digestmambiente rico em taninos condensados,
o principal efeito é provavelmente sobre o esta@imlento larvar. Quando ocorre a
administracdo desses compostos apds o estabelégidmnparasitos, a atividade € somente
sobre a fecundidade das fémeas. PAOLINI et al.32D@ PAOLINI et al. (2003b) relataram
que so foi registrada diferenca significativa nagaaparasitaria de caprinos quando esses
animais foram tratados com extrato de quebrachesaht serem infectados com L3 e
contortus T. circumcinctae T. colubriformis

Controvérsias relacionadas com a eficacia anti-imica dos taninos condensados
podem também ser associadas com a espécie do bwsp@tOSTE et al., 2006). PAOLINI
et al. (2003b) relataram que a administracdo datextle quebracho causou reducdo na carga
parasitaria de caprinos infectados experimentakneaiH. contortus ATHANASIADOU
et al. (2001) administraram esse mesmo extratoweno® infectados coril. contortus mas
nao observaram reducdo na carga parasitaria dasisesis. Segundo ATHANASIADOU et
al. (2007), ao contrario dos ovinos, os caprinoseesgtam adaptacOes fisiologicas para
neutralizar os metabdlitos secundarios das plgudendo, dessa forma, aumentar o total de

taninos condensados livres disponiveis para atudracos nematoides.
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3 JUSTIFICATIVA

O parasitismo por nematodides gastrintestinais €dos1 maiores obstaculos da
ovinocaprinocultura. Para controlar esses paras#osutilizados anti-helminticos sintéticos
onerosos e, algumas vezes, pouco eficazes devidapacecimento de populagbes de
nematodides resistentes. A utilizacdo de plantasiaimais surge como uma alternativa de
controle das nematodeoses gastrintestinais de pesusiminantes. Por isso, torna-se
necessaria a validagcao cientifica de plantas covidate anti-helmintica para promover o
aumento da produtividade da ovinocaprinocultura tender a demanda do mercado
consumidor por produtos organicos. Ademais, o aprtawmento de um subproduto da

industria de frutos, o LCCV, se revela como umdigaéecondmica, social e ambientalmente
responsavel.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O extrato acetato de etila do LCCV possui atividadi-helmintica sobre

nematoides gastrintestinais de ovinos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

* Buscar uma alternativa de controle do parasitisrastrigptestinal de pequenos

ruminantes utilizando um extrato obtido de uma talanedicinal.

5.2 Objetivos especificos

* Analisar fitoquimicamente e quantificar os tanirdis extrato acetato de etila do
LCCV;

* Avaliar a atividade ovicida e larvicida do extratmetato de etila do LCCV sobire
contortus

» Avaliar a toxicidade aguda do extrato acetato e @b LCCV em camundongos;

» Determinarin vivo a eficacia do extrato acetato de etila do LCCUYeaaotematoides

gastrintestinais de ovinos.
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Abstract

The development of anthelmintic resistance has ntlaglesearch for alternatives to control
gastrointestinal nematodes of small ruminants isiper. Among these alternatives are
several medicinal plants traditionally used as @intimtics. This work evaluated the efficacy
of Cocos nuciferdruit on sheep gastrointestinal parasites. Thgl etbetate extract obtained
from the liquid of green coconut husk fiber (LGCHFas submitted tan vitro andin vivo
tests. Then vitro assay was based on egg hatching (EHT) and larvela@nent tests (LDT)
with Haemonchus contortu3 he concentrations tested in the EHT were 0.32,0..25, 2.5
and 5 mg mf, while in the LDT they were 5, 10, 20, 40 and 8§ mi*. Thein vivo assay
was a controlled test. In this experiment, 18 shaégcted with gastrointestinal nematodes
were divided into three groups (n = 6), with thédwing doses administered: G1 - 400 mg
kg! LGCHF ethyl acetate extract, G2 - 0.2 mg-kmoxidectin (Cydectifi and G3 - 3%
DMSO. The worm burden was analyzed. The resulthein vitro andin vivo tests were
submitted to ANOVA and analyzed by the Tukey anddkal-Wallis tests, respectively. The
extract efficacy in the EHT and LDT, at the higheshcentrations tested, was 100% on egg

hatching and 99.77% on larval development. Therpatars evaluated in the controlled test
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were not statistically different, showing that désphe significant results of the vitro tests,
the LGCHF ethyl acetate extract showed no actagginst sheep gastrointestinal nematodes.
Keywords: Small ruminants,Haemonchus contortusTrichostrongylus colubriformis

anthelmintic activity, medicinal plants, condensaahins.
Resumo

O desenvolvimento da resisténcia anti-helminticadio imperativa a busca por alternativas
de controle do parasitismo gastrintestinal de peogieuminantes. Dentre estas alternativas
existem diversas plantas medicinais tradicionalmenifizadas como anti-helminticos. Esse
trabalho avaliou a eficacia do fruto @®cos nuciferasobre nematoéides gastrintestinais de
ovinos. O extrato acetato de etila obtido do liquath casca do coco verde (LCCV) foi
submetido a testas vitro ein vivo. A avaliagaan vitro foi baseada nos testes de ecloséo de
ovos (TEO) e desenvolvimento larvar (TDL) cé#taemonchus contortusAs concentragdes
testadas no TEO foram 0,31; 0,625; 1,25; 2,5 e Bniffgenquanto no TDL foram 5; 10; 20;
40 e 80 mg mt. A avaliacddn vivo foi baseada no teste controlado. Nesse experimato
ovinos infectados com nematéides gastrintestinaiani divididos em trés grupos (n=6) e
submetidos & administracéo dos seguintes tratasigBio- 400 mg kg de extrato acetato de
etila do LCCV, G2 - 0,2 mg kijde moxidectina (Cydecfi) e G3 - DMSO a 3%. A carga
parasitaria foi analisada. Os resultados dos testesiro e in vivo foram submetidos ao
ANOVA e analisados pelos testes Tukey e Kruskallg/atespectivamente (p<0,05). A
eficacia do extrato no TEO e TDL, nas maiores comaedes testadas, foi de 100% sobre a
eclosédo de ovos e de 99,77% sobre o desenvolvinl@ar. Os parametros avaliados no
teste controlado n&do foram estatisticamente difesenmostrando que, apesar dos
significativos resultados dos testesitro, o extrato acetato de etila do LCCV n&o apresentou
atividade contra nematdides gastrintestinais deasvi

Palavras-chave: pequenos ruminantesjaemonchus contortus Trichostrongylus

colubriformis atividade anti-helmintica, plantas medicinaisjrias condensados.
Introduction
Breeding of small ruminants is a widespread econoactivity in northeastern

Brazil. However, gastrointestinal nematodes linie tproductivity, besides causing high

mortality rates in herds during the rainy seasomh@ro et al., 2000). Epidemiological



36

investigations carried out in this region have shawat sheep and goats are infected by
nematodes and theftaemonchus contortus the most prevalent species (Silva et al, 2003).

In recent decades, gastrointestinal nematode ddmaogenerally been based on
continuous and intensive use of synthetic anthegloinHowever, the high cost of these drugs
and the development of nematode-resistant popuoktMelo et al., 2003), along with the
risk of contamination of the animal products (Herf195) and environment (Hammond et al.,
1997) have spurred the search for control alteraatiAmong these is the use of medicinal
plants, since they have the advantage of susta&irsaiglply and are ecologically acceptable.

Cocos nuciferal. is a monocotyledone plant belonging to the Ranfamily,
which is widely distributed in northeastern BraZihe products from the fruit have been used
in popular medicine in this region for the treatmeh various diseases (Esquenazi et al.,
2002), including gastrointestinal parasitism (Blamd Lira, 2005). The antiparasitic activity
of coconut milk was tested in mice and showed afjc againstSyphacia obvelata
Aspiculuris tetraptera(Amorim and Borba, 1994) andampirolepis nana/Amorim and
Borba, 1995). The liquid extracted from the cocomusk fiber has antiproliferative activity
against lymphocytes (Kirszberg et al., 2003). Aralg and antioxidant activity was also
found (Alviano et al., 2004). Fractions of thisudiq obtained with the ethyl acetate solvent
demonstrated activity againStaphylococcus aureukerpes simplex virus type 1 (Esquenazi
et al., 2002) andleishmania amazonengisendoncga-Filho et al., 2004). High performance
liquid chromatography and mass spectrometry shawsdextract is composed of catechin,
epicatechin and condensed tannins (Esquenazi @08R). The objective of this work was to
evaluaten vitro andin vivo the anthelmintic activity of the ethyl acetateragt obtained from
the liquid of green coconut husk fiber (LGCHF) angisheep gastrointestinal nematodes.

Materials and methods

All proceedings were approved by the Ethical Corteritof Ceard State
University (number: 07227499-9).

Preparation of the extract
The LGCHF was supplied by EMBRAPA/Agroindustria pical, located in

Fortaleza, Ceara, Brazil. For this, the green cotdmusk fiber, a byproduct of food

processing industries, was crushed and pressefitainahe liquid, which was filtered and
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stored at -20 ° C until use. 300 | of LGCHF weracpd in a decanting funnel and submitted
to three washes with ethyl acetate in 10:1 proportirhe solvent was eliminated in a rotary
evaporator to produce LGCHF ethyl acetate extraotincrease the solubility in aqueous
medium, the extract was diluted in 3% dimethylsxilie (DMSO).

Phytochemical analysis and total tannin quantificatof the extract

The phytochemical tests to detect the presencehehgds, tannins, catechins,
leucoantocianidins, flavonoids, steroids, triteigesaponnins and alkaloids were performed
following the method described by Matos (1997). Sdsetests are based on visual observation
of color modification or precipitate formation afteddition of specific reagents.

The total tannin quantification was performed by e thFolin-Denis
spectrophotometric method according to Pansera3j2@r this test, 5 mg LGCHF ethyl
acetate extract was diluted in 100 ml distilled @vaind 2 ml of this solution was added to 2
ml of Folin-Denis reagent. Subsequently, the mixtwas vigorously shaken and left at rest
for 3 min. Then, 2 ml of 8% sodium carbonate agsesalution was added to the mixture,
which was shaken again and left at rest for 2 tut®ms ranging from 2 to 24 md kannic
acid diluted in water were prepared to quantifpaeannins. The absorbance was measured at
725 nm and a negative control was performed at eaaling. The readings with three
replicates per sample were performed in a speabtopieter. An analytical calibration curve

was plotted from the results.

In vitro anthelmintic activity of the extract: edqgtching and larval development tests on H.

contortus

H. contortuseggs were recovered as described by Hubert andokKef (1992).
About 10 g of feces were collected directly from experimentally infected sheep, mixed
with distilled water and filtered through sievedwb90, 149, 101 and 30m mesh apertures.
An aliguot of egg suspension was incubated for 2 B7 ° C to obtain first-stage larvae
(L1).

The extract was diluted in distilled water solutiovith 3% DMSO. The
anthelmintics thiabendazole and ivermectin usedaastive control in the egg hatching and
larval development tests were prepared in distilemter solution with 3% DMSO and

distilled water respectively.
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The egg hatching test (EHT) was based on the melbgy described by Coles et
al. (1992). 25Qul of egg suspension, containing approximately @8 eggs, and 250 of
LGCHF ethyl acetate extract at concentrations 8100.62, 1.25, 2.5 and 5 mg hivere
incubated for 48 h at room temperature. Then dafdsugol were added. The eggs and L1
were counted under a microscope. This test hadccomtrols a negative with 3% DMSO and
a positive with 0.025 mg nllthiabendazole. Three repetitions with five repksafor each
extract concentration and for each control weréopered.

For the larval development test (LDT), 1 ml of @nsuspension, containing
approximately 500 L1, and 1 ml of LGCHF ethyl atetaxtract at concentrations of 5, 10,
20, 40 and 80 mg fllwere incubated with 2 g of feces from a nemataode-§heep for 6 days
at room temperature. Then the third-stage larvé {kere recovered according to Roberts
and O'Sullivan (1950) and counted under a microscdpis test had two controla negative
with 3% DMSO and a positive with 0.008 mg hivermectin. Three repetitions with five

replicates for each extract concentration and &ohecontrol were performed.

Acute toxicity of the extract on mice

Swiss albino mice (n=96) of both sexes, with averagight of 27.5 g, were kept
in polypropylene boxes and fed with commercial féed-Ribe®) and waterad libitum The
mice were randomly divided into 12 groups (n =@} to G5 - received 1000, 1500, 2000,
2500 and 3000 mg KgLGCHF ethyl acetate extract by oral administratié6 - 3% DMSO
by oral administration; G7 to G11 - 500, 1000, 152000 and 2500 mg KgLGCHF ethyl
acetate extract by intraperitoneal administrati@t2 - 3% DMSO by intraperitoneal

administration. After 24 h, the number of dead algnwas verified.

In vivo anthelmintic activity of the extract: Coolied test in sheep

Sheep (n=18) of undefined breed, of both sexes] &gen 6 to 12 months and
with average weight of 21 kg, were kept in paddogkd fed with fresh grass, mineral salt
and waterad libitum Individual fecal samples were collected to deteemthe level of
gastrointestinal nematode infection by using a finedli McMaster technique (Ueno and
Goncalves, 1998). The animals with egg counts pamgf feces (epg) less than 1000 were
inoculated three times with 1500. contortusL3 on alternate days. The sheep with epg
higher than 1000 were inoculated with a single ddsE500H. contortusL3. After 21 days,
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another epg was carried out and the sheep wermedivnto three homogeneous (mean epg of
the group 6000) groups (n = 6): G1 - received 4@Dkgi* LGCHF ethyl acetate extract for
three consecutive days; G2 - a single dose of @Xgt moxidectin (Cydectifl); G3 - 3%
DMSO for three consecutive days. The protocol wasral administration. Seven days after
the end of treatment, the sheep were euthanizedwnditted to necropsy to count the worm
burden of the abomasum, small and large intes{@aba et al., 2006).

Statistical analysis

The efficacy of each treatment in the egg hatchiesy was determined by the
formula: L1/ (L1 + eggs) X 100, while in the lahdevelopment test the formula was: (L3 in
the negative control group - L3 in the treated g)auL3 in the negative control group X 100.
The results of then vitro tests were expressed as mean efficacy percentagg datching or
larval development inhibition + standard deviatiddata were analyzed by ANOVA and
compared by the Tukey test (P<0.05), the effeatowscentration to inhibit 50% (E&g) of egg
hatching and larval development, values the 95%idemnce limits, R and hill slope were
determined using the Prism 3.0 program.

The lethal doses to kill 50% (Lg) and 10% (LDQo) of the mice were calculated
for each administration route from the acute tayitest by SPSS 8.0 for Windows.

In the controlled test, the efficacy of each treatinwas determined by the
formula: (worm burden of negative control group erm burden of treated group) / worm
burden of negative control group X 100. The resaftdhein vivo test were expressed as
mean efficacy percentage of worm burden reductiostandard deviation. They were
analyzed by ANOVA and compared by the Kruskal-Vgaléist (P<0.05) using the Prism 3.0

program.
Results

The vyield of ethyl acetate extract from the 300fl L&SCHF, after solvent
evaporation, was approximately 210 g. The phytocb@nanalysis revealed the presence of
catechins, condensed tannins, flavonoids and gaterdhe quantification of total tannins was
25.87%.
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Table 1 shows the mean efficacy of LGCHF ethyl @eeextract omd. contortus
egg hatching. The Bgin the egg hatching test was 2.20 mg'm®5% confidence limits
ranged from 2.08 to 2.32 mg ™IThe R and hill slope were 0.96 and 4.23, respectively.

Table 1. Mean efficacy percentage + sd of ethyltaeeextract obtained from the liquid of
green coconut husk fiber (LGCHF) staemonchus contortiegyg hatching.

Treatment Concentration Mean efficacy + sd

Ethyl acetate extract 5 mg mi* 100.00 + 0.0
Ethyl acetate extract 2.5 mg mfit 68.45 + 15.38
Ethyl acetate extract 1.25 mg mit* 17.12 + 4.87
Ethyl acetate extract 0.62 mg mt* 10.53 + 4.08
Ethyl acetate extract 0.31 mg mf 8.75 + 2.48

Thiabendazole 0.025 mg mif 99.36 + 0.98
Dimethylsulfoxide 3% 9.02+2.18

Different letters indicate significantly differen¢@<0.05).

Table 2 presents the mean efficacy of LGCHF ethgtate extract oHl. contortus
larval development. The EEin the larval development test was 40.56 mg*,n85%
confidence limits ranged from 35.46 to 46.40 mg'nilhe R and hill slope were 0.97 and
2.37, respectively.

Table 2. Mean efficacy percentage + sd of ethytaeeextract obtained from the liquid of

green coconut husk fiber (LGCHF) étaemonchus contortdarval development.

Treatment Concentration Mean efficacy £ sd
Ethyl acetate extract 80 mg mt* 99.77 £ 0.38
Ethyl acetate extract 40 mg mt* 58.90 + 10.12
Ethyl acetate extract 20 mg mt* 20.71 +6.86
Ethyl acetate extract 10 mg mt* 2.49 +3.8%
Ethyl acetate extract 5 mg mi* 3.48 +4.78
Ivermectin 0.008 mg mif 99.68 + 0.48
Dimethylsulfoxide 3% 2.23+3.33

Different letters indicate significantly differen{@<0.05).



41

At all concentrations tested, LGCHF ethyl acetatigaget presented no acute oral
toxicity in mice. The LR, and LDy, calculated after intraperitoneal administrationtioé
extract were 650 (0.44-1038.5) mgkand 1233.9 (237.68-2089.14 mggrespectively.

Table 3 demonstrates the mean efficacy of LGCHFyl etbetate extract on sheep
worm burden. In the abomasum and small intestirlg B contortusand Trichostrongylus
the

columbianumand Trichuris ovis were present. However, due to the small number of

colubriformis were found, respectively. In large intestin®esophagostomun
specimens, the worm burden of this organ was rmisttally analyzed. The extract’s effect
did not differ significantly from that of 3% DMS@¥$0.05). The effect oH. contortusalso
was not statistically different between positivedanegative control groups (P>0.05).
However, moxidectin showed anthelmintic efficacy ©®n colubriformis and total worm

burden (P<0.05).

Table 3. Mean efficacy percentage ethyl acetateaeixbbtained from the liquid of green

coconut husk fiber (LGCHF) and mean adult nematadss recuperated from sheep treated.

Treatment Haemonchus  Trichostrongylus Worm

contortus colubriformis burden
400 mg kg'ethyl  Adult+sd  261.5+121%5 271.5+1360 537.3+239.8
acetate extract Efficacy +sd  4.77 + 11.69 18.69 + 30.28 8.95 +21.92
0.2 mg kg' Adult+sd  107.0+67.39 17.83+222%7 125.0+61.3B
moxidectina  Efficacy +sd 28.77 +40.26  93.44+8.18 66.73 + 16.33
3% Adult+sd  192.0+147/3 3335%2228 527.2+3778
dimethylsulfoxide Efficacy +sd 24.41+37.84 23.04+255%  13.57 +33.23

Capital letters compare adult means and smallréetteean efficacy. Different letters indicate
significantly different values 0.05).

Discussion

This work was carried out in order to find a phitpic to help control
gastrointestinal nematodes in small ruminants an@rovide an alternative use of a food
processing byproduct. Moreover, the use of LGCHEmigortant from an economic, social
and environmental standpoint, because about 80%5% of the gross weight of green

coconut is typically thrown out as garbage (Carij@l., 2002).
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The LGCHF ethyl acetate extract showed ovicidatatfy onH. contortushigher
than other plant extracts. 50 mg mbf the ethyl acetate extract &pigelia anthelmia
inhibited 100% egg hatching (Assis et al., 2003he Tagueous extract of th&nnona
senegalensiteaves inhibited 11.5% egg hatching at a conceéotraf 7.1 mg mf (Alawa et
al., 2003). Maciel et al. (2006) reported 16.92%ckeincy on egg hatch inhibition using 50
mg mi* of hexane extradrom Melia azedaracHeaves. 50 mg ritl of ethyl acetate extract
from Azadirachta indicanhibited 51.31% of egg hatching (Costa et alQ80However, the
larvicidal effectiveness of LGCHF ethyl acetateragt was lower than that of other plant
extracts.

Although the LGCHF ethyl acetate extract showed %06fficiency on egg
hatching and 99.77% on larval developmentiotontortus the concentrations used to obtain
these results were high, 5 and 80 mg,méspectively, compared with thiabendazole (0.025
mg ml?) and ivermectin (0.008 mg M)l used as positive control. This fact can be erplai
by the presence of small concentrations of thevadtigredient in the plant extracts (Rates,
2001), among these the compound with ovicidal adididal activity, unlike synthetic
anthelmintics, where the chemical compounds atatest in pure form.

The phytochemical analysis of LGCHF ethyl acetatigaet showed the presence
of different chemical compounds, among them corelgnannins. This finding is consistent
with the results of Esquenazi et al. (2002) in apeeiment conducted to verify the
antibacterial and antiviral activity of the ethytedate extract obtained from coconut husk
fiber. Condensed tannins are polyphenolic compoudesved from plants’ secondary
metabolism. Several experiments have demonstragadanthelmintic activity (Molan et al.,
2000; Athanasiadou et al., 2001; Niezen et al.228@olini et al., 2003). Two hypotheses put
forward to explain the antiparasitic action of the®mpounds. First, the direct hypothesis,
that is the ability of condensed tannins to intemaith proteins of the cuticle, oral cavity,
esophagus, cloaca and vulva of nematodes, chattygrgchemical and physical properties.
Second, the indirect hypothesis, that is capacitgandensed tannins to bind of dietary
protein and protect them from rumen degradationiacgtase protein flow to and amino acid
absorption by the small intestine improving immuasponse host against worms. However
the role of these metabolites for immunity in sheg@inst nematodes needs to be better
established (Hoste et al., 2006). Although the higincentage of total tannins could be
responsible for thén vitro anthelmintic effect observed, the activity of cdii@s, flavonoids
and steroids should not be discarded. In additiba,synergistic action of the constituents

present in the extract should also be considerate@R2001).
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After obtaining promising results im vitro tests, a next step to assess the
anthelmintic activity of medicinal plants is toxlogy studies in laboratory animals, which
will enable defining the dose to be tested in pobag animals. Orally LGCHF ethyl acetate
extract did not cause acute toxicity. This may uified by poor absorption of the extract,
detoxification by the liver (Loolis and Hayes, 19%8 degradation by the digestive enzymes
of the stomach and gut (Spinosa et al., 2002) duonal administration, while with
intraperitoneal administration systemic absorptimeurs and the toxic effects are stronger
and appear earlier (Loolis and Hayes, 1996). The daal toxicity of the extract obtained
from coconut husk fiber was also proven by Alvianta@l. (2004).

The traditional use of. nuciferaagainst gastrointestinal parasites, the preseice o
condensed tannins in LGCHF ethyl acetate extrd, High levels of total tannins, the
promising in vitro results and the low acute toxicity in laboratonyinaals justifies the
assessment dah vivo anthelmintic activity of the extract. The conteull test is the most
reliable method for evaluation of anthelmintic effeeness in ruminants, with a
recommendation for dose confirmation or titrativviood et al., 1995). Extracts frolyrsine
africanaandRapanea melanophloeadsaditionally used in Kenya to reduce the paissitof
small ruminants, did not decrease the epg of sk&pprimentally infected witkl. contortus
(Githiori et al., 2002). The essential oil@Ghenopodium ambrosioidessed for many years to
control parasites in dogs, cats and humans, didethice the epg and worm burden of goats
naturally and experimentally infected with contortus(Ketzis et al., 2002). The leaves of
Azadirachta indica known for their various medical applications, wied no anthelmintic
effect in sheep naturally infected with gastroitited nematodes (Costa et al., 2006).

Different hypotheses can explain the lack iofvivo anthelmintic activity of
LGCHF ethyl acetate extract: biotransformation afvee substances of the extract, the extract
dose or duration of treatment (Hennessy, 1997)refbee, in accordance with the protocol
used in this experiment, the ethyl acetate exthtained from the liquid of green coconut
husk fiber presented no anthelmintic activity agasheep gastrointestinal nematodes.

Acknowledgements

We would like to thank Morsyleide de Freitas Ro§&bBIBRAPA/Agroindustria
Tropical, Helena Araujo da Ponte and Felipe Cava&ed®achado of EMBRAPA/CNPC for
their assistance and CAPES for a scholarship. Buil8qua has a grant from the National
Research Council (CNPQ).



44

References

Alawa, C.B.l., Adamu, A.M., Gefu, J.O., Ajanusi, @; Abdu, P.A., Chiezey, N.P., Alawa,
J.N.; Bowman, D.D., 2003n vitro screening of two Nigerian medicinal planigefmonia
amygdalinaandAnnona senegalen$ifor anthelmintic activity. Vet. Parasitol. 113-81.
Alviano, D.S.; Rodrigues, K.F.; Leitdo, S.G.; Raures, M.L.; Matheus, M.E.; Fernandes,
P.D.; Antoniolli, A.R.; Alviano, C.S., 2004. Anticeptive and free radical scavenging
activities of Cocos nuciferd.. (Palmae) husk fiber agueous extract. J. Ethnopaeol. 92,
269-273.

Amorim A.; Borba, H.R., 1994. A¢éo anti-helmintida plantas X. Testes “in vivo” com
extratos brutos d€ocos nuciferd.. (Palmae). Rev. Bras. Farm. 75, 91-92.

Amorim, A.; Borba, H.R., 1995. Acao anti-helmintida plantas XI. Influéncia de extratos
brutos deCocos nuciferd.. (Palmae) na eliminagcao 8ampirolepis nana&m camundongos.
Rev. Bras. Farm. 76, 98-99.

Assis, L. M., Bevilaqua, C.M.L., Morais, S.M., Viaj L.S., Costa, C.T.C, Sousa, J.A., 2003.
Atividade anti-helmintican vitro de Spigelia anthelmiassobreHaemonchus contortud/et.
Parasitol. 117, 43-49.

Athanasiadou, S., Kyriazakis, I., Jackson, F., Céap., 2001. Direct anthelmintic effects of
condensed tannins towards different gastrointdstieaatodes of sheem vitro andin vivo
studies. Vet. Parasitol. 99, 205-219.

Blini, W., Lira, C.M. (Ed.), 2005. Salvando vidasns a medicina natural. Unier, Sdo Paulo,
479 pp.

Carrijo, O.A,, Liz, R.S.; Makishima, N., 2002. F#bda casca do coco verde como substrato
agricola. Hortic. Bras. 20, 533-535.

Coles, G.C., Bauer, C., Borgsteede, F.H.M., Ge&itKlei, T.R., Taylor, M.A., Waller, P.J.,
1992. World Association for the Advancement of Vielary Parasitology (W.A.A.V.P.)
methods for the detection of anthelmintic resistaimcnematodes of veterinary importance.
Vet. Parasitol. 44, 35-44.

Costa, C.T.C., Bevilaqua, C.M.L., Maciel, M.V., Carpa-Vasconcelos, A.L.F., Morais,
S.M., Monteiro, M.V.B., Farias, V.M., Silva, M.VSouza, M.M.C., 2006. Anthelmintic
activity of Azadirachta indicaA. Juss against sheep gastrointestinal nematodes. V
Parasitol. 137, 306-310.

Costa, C.T.C., Bevilaqua, C.M.L., Camurca-VascorgelA.L.F., Maciel, M.V., Morais,
S.M., Castro, C.M.S., Braga, R.R., Oliveira, L.M.B008.In vitro ovicidal and larvicidal



45

activity of Azadirachta indicaextracts orHaemonchus contortu$mall Rumin. Res. 74, 284-
287.

Esquenazi, D., Wigg, M.D., Miranda, M.M.F.S., Ragures, H.M., Tostes, J.B.F., Rozental,
S., Silva, A.J.R., Alviano, C.S., 2002. Antimicraband antiviral activities of polyphenolics
from Cocos nuciferd.inn. (Palmae) husk fiber extract. Res. Microbi®3, 647-652.

Gaba, S, Chadoeuf, J., Monestiez, P., Sauve, GtetCd., Cabaret, J., 2006. Estimation of
abomasum strongyle nematode infections in sheeapeatopsy: Tentative proposals for a
simplified technique. Vet Parasitol. 140, 105-113.

Githiori, J.B., HOglund, J., Waller, P.J., Baker.LR 2002. Anthelmintic activity of
preparations derived fronMyrsine Africana and Rapanea melanophloeoagainst the
nematode parasitelaemonchus contortusf sheep. J. Ethnopharmacol. 80, 187-191.
Hammond, J.A., Fielding, D., Bishop, S.C., 199@d9pects for plant anthelmintics in tropical
veterinary medicine. Vet. Res. Commun. 21, 213-228.

Hennessy, D.R., 1997. Modifying the formulation delivery mechanism to increase the
activity of anthelmintic compounds. Vet. Parasi#f, 367-390.

Herd, P.R., 1995. Impactos ambientais associadds@uopostos endectocidas. In: Padilha, T.
(Ed), Controle dos nematédeos gastrintestinaisumninantes. Juiz de Fora, pp. 95-111.
Hoste, H., Jackson, F., Athanasiadou, S., Thamsi®M., Hoskin, S.0., 2006. The effects
of tannin-rich plants on parasitic nematodes ininamts. Trends Parasitol. 22, 253-261.
Hubert, J., Kerboeuf, D., 1992. A microlarval deyghent assay for the detection of
anthelmintic resistance in sheep nematodes. Vet. B39, 442-446.

Ketzis, J.K., Taylor, A., Bowman, D.D., Brown, D,LWarnick, L.D., Erb, H.N., 2002.
Chenopodium ambrosioidesd its essential oil as treatments @emonchugontortusand
mixed adult-nematode infections in goats. Small RuiRes. 44, 193-200.

Kirszberg, C., Esquenazi, D., Alviano, C.S., Rumjem V.M., 2003. The effect of a
catechin-rich extract o€ocos nuciferaon lymphocytes proliferation. Phytother. Res. 17,
1054-1058.

Loomis, T.A., Hayes, A.W., 1996. Loomis’s Esserstiaf Toxicology. 4% ed., Academic
Press, San Diego, 282 pp.

Maciel, M.V., Morais, S.M., Bevilaqua, C.M.L., Canga-Vasconcelos, A.L.F., Costa,
C.T.C., Castro, C.M.S., 2006. Ovicidal and larvatidctivity of Melia azedaraclextracts on
Haemonchus contortu¥et. Parasitol. 140, 98-104.

Matos, F.J.A., 1997. Introducéo a fitoquimica ekpental. 22 ed., Edicbes UFC, Fortaleza,
141pp.



46

Melo, A.C.F.L., Reis, I.F., Bevilaqua, C.M.L., Viai L.S., Echevarria, F.A.M., Melo, L.M.,
2003. Nematddeos resistentes a anti-helminticosebanhos de ovinos e caprinos no estado
do Cear4, Brasil. Cienc. Rural. 33, 339-344.

Mendonca-Filho, R.R., Rodrigues, I.A., Alviano, D.$antos, A.L.S., Soares, R.M.A,,
Alviano, C.S., Lopes, AH.C.S., Rosa, M.S.S., 2004eishmanicidal activity of
polyphenolich-rich extract from husk fiber @bcos nuciferd.inn (Palmae). Res. Microbiol.
155, 136-143.

Molan, A.L., Hoskin, S.O., Barry, T.N., McNabb, W,Q000. Effect of condensed tannins
extracted from four forages on the viability of tharvae of deer lungworms and
gastrointestinal nematodes. Vet. Rec. 147, 44-48.

Niezen, J.H., Charleston, W.A.G.; Robertson, H&hglton, D.; Waghorn, G.C.; Green, R.,
2002. The effect of feeding sulldlédysarum coronariujnor lucerne ledicago sativaon
lamb parasite burdens and development of immumtygdstrointestinal nematodes. Vet.
Parasitol. 105, 229-245.

Pansera, M.R., Santos, A.C.A., Paese, K., WasunRd&sato, M., Rota, L.D., Pauletti, G.F.,
Serafini, L.A., 2003. Analise de taninos totais plantas aromaticas e medicinais cultivadas
no Nordeste do Rio Grande do Sul. Rev. Bras. Fagmad®, 17-22.

Paolini, V., Bergeaud, J.P., Grisez, C., PrevgtDerchies, PH., Hoste, H., 2003. Effects of
condensed tannins on goats experimentally infest&th Haemonchus contortusVet.
Parasitol. 113, 253-261.

Pinheiro, R.R., Gouveia, A.M.G., Alves, F.S.F.,, Had, J.P.A., 2000. Aspectos
epidemioldgicos da caprinocultura cearense. ArgsB¥led. Vet. Zootec. 52, 534-543.

Rates, S.M.K., 2001. Plants as source of drugscboxi39, 603-613.

Roberts, F.H.S., O'Sullivan, P.J., 1950. Methods égg counts and larval cultures for
strongyles infecting the gastrointestinal tractattle. Aust. J. Agric. Res. 1, 99-102.

Silva, W.W., Bevilaqua, C.M.L., Rodrigues, M.L.2003. Variacdo sazonal de nematoides
gastrintestinais em caprinos tracadores no Sewhd-&iaraibano-Brasil. Rev. Bras. Parasit.
Vet. 12, 71-75.

Spinosa, H.S., Gérniak, S.L., Bernardi, M.M., 20GArmacologia aplicada a medicina
veterinaria. 32 ed., Guanabara Koogan, Rio de @an?2 pp.

Ueno, H., Gongalves, P.C., 1998. Manual para distig@ddas helmintoses de ruminantes. 42
ed., JIICA, Tokyo, 143 pp.

Wood, I.B., Amaral, N.K., Bairden, K., Duncan, J, Kassai, T., Malone, J.B., Pankavich, J.
A., Reinecke, R.K., Slocombe, O., Taylor, S. M.r&faysse, J., 1995. World Association for



a7

the Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.&\ second edition of guidelines for
evaluating the efficacy of anthelmintics in rumitebovine, ovine, caprine). Vet.Parasitol.
58, 181-213.



48

7 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com o protocolo utilizado nesse trabathextrato acetato de etila obtido
do LCCV nao apresentou atividade anti-helminticAresonematodides gastrintestinais de

ovinos.
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8 PERSPECTIVAS

Embora o extrato acetato de etila obtido do LCCV ité¥nha sido eficaz contra
nematoides gastrintestinais de ovinos, a validag@atifica de plantas medicinais ndo deve
ser desmotivada, pois a utilizacdo da fitoterapmaa alternativa de controle do parasitismo
gastrintestinal de pequenos ruminantes pode pramauenento na produtividade da

ovinocaprinocultura e atender a demanda do mermaagumidor por produtos organicos.
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