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RESUMO

A etnoveterinaria estuda e valida o conhecimento popular utilizado na atencéo e
promocdo da satde animal. A fitoterapia, um dos ramos dessa ciéncia, € cada vez mais
utilizada no tratamento de doencas de animais. Dentre as enfermidades que acometem
pequenos ruminantes, destacam-se as parasitoses por nematdides gastrintestinais como
importante causa de morbidade, mortalidade e redugéo na produtividade. Na medicina
veterinaria convencional o tratamento dessas doencas utiliza anti-helminticos sintéticos,
porem o fendbmeno da resisténcia anti-helmintica tem reduzido a eficicia desses
farmacos e estimulado a pesquisa por alternativas de tratamento, como exemplo a
fitoterapia. Em vérias partes do mundo existem relatos etnoveterinarios sobre plantas
com acdo anti-helmintica e muitos pesquisadores documentam e validam
cientificamente esses conhecimentos tradicionais. No Brasil, 0s estudos etnoveterinarios
sd0 escassos, especialmente na Regido Amazoénica. Sendo assim, o presente trabalho
teve dois objetivos: o primeiro foi documentar o conhecimento etnoveterinario sobre
plantas utilizadas por habitantes da Ilha do Maraj6. O segundo foi selecionar e validar
cientificamente uma planta com elevada frequéncia de relatos de uso como anti-
helmintico. Foram realizadas entrevistas com aplicacdo de questionarios semi-
estruturados que foram analisados através da distribuicao de freqiéncia. O valor de uso
foi calculado para determinar as espécies mais importantes. Amostras das plantas
relatadas como medicinais foram coletadas e identificadas botanicamente. Da planta
selecionada para validagcdo cientifica, foram preparados os extratos acetato (EA),
hexéanico (EH) e etandlico (EE). Esses extratos foram utilizados no teste de ecloséo de
ovos (TEO) e teste de desembainhamento larvar artificial (TDLA). Os resultados do
TEO e TDLA foram analisados utilizando os testes de Tukey’s e Kruskal-Wallis,
respectivamente. Cinqlienta e cinco plantas, distribuidas em 48 géneros e 34 familias,
foram indicadas para 21 diferentes usos medicinais em animais domésticos. A Jatropha
curcas L. foi uma das plantas com maior valor de uso (0.4) e selecionada para validacédo
da sua acdo anti-helmintica. O EE obtido de sementes de J. curcas demonstrou efeito
ovicida inibindo em 99,8% a eclos&o de larvas na concentracdo de 50 mg mL™. Esse
extrato também inibiu significativamente (p<0,01) o processo de desembainhamento
larvar artificial. Os EA e EH ndo apresentaram efeito ovicida e ndo inibiram o processo
de desembainhamento larvar. Na Ilha de Maraj6 sdo utilizadas plantas medicinais para
tratar doencas de animais. Dentre as plantas citadas como anti-helminticos naturais
destacou-se a J. curcas e o conhecimento etnoveterinario foi validado utilizando testes
in vitro. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos toxicoldgicos e de eficacia in vivo
para que o uso anti-helmintico da J. curcas possa ser repassado para populagdo como
uma alternativa segura e eficaz para tratar seus animais.

Palavras chaves: Amazbnia. Nematdides Gastrintestinais. Plantas Medicinais.

Etnobotanica. Jatropha curcas
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ABSTRACT

The Ethnoveterinary studies and validates the knowledge used in popular attention and
promotion of animal health. Herbal medicine, one of the branches of this science, is
increasingly used in treating animal diseases. Among the diseases that affect small
ruminants, there is parasitism by gastrointestinal nematodes as a major cause of
morbidity, mortality and reduced productivity. In conventional veterinary medicine to
treat these diseases using synthetic anthelmintics, but the phenomenon of anthelmintic
resistance has reduced the effectiveness of these drugs and stimulated the search for
alternative treatment, such as herbal medicine. In many parts of the world there are
reports about Ethnovets plants with anthelmintic action and many researchers have
documented and scientifically validate these traditional knowledge. In Brazil, studies
Ethnovets are scarce, especially in the Amazon. Thus, this study has two objectives: the
first was to document the knowledge ethnovet on plants used by inhabitants of the
island of Marajo. The second was to validate scientifically the plant being used as
anthelmintic. Interviews were conducted with application of semi-structured
questionnaires that were analyzed by frequency distribution. Use value was calculated
to determine the most important species. Samples reported as medicinal plants were
collected and identified botanically. Plant selected for scientific validation extracts were
prepared acetate (EA), hexane (EH) and ethanol (EE). These extracts were used to test
the hatching of eggs (TEO) and testing of artificial unsheathed larvae (TDLA). The
results of TEO and TDLA were analyzed using Tukey's tests and Kruskal-Wallis,
respectively. Fifty-five plants, distributed in 48 genera and 34 families were given for
21 different medicinal uses in domestic animals. Jatropha curcas L. was a plant with a
higher value (0.4) and selected for validation of their anthelmintic action. EE J. curcas
showed ovicidal effect in inhibiting 99.8% egg hatch at a concentration of 50 mg mL-1.
This extract also inhibited significantly (p <0.01) in the process of artificial unsheathed
larvae. The EA and EH had no ovicidal effect and did not inhibit the process of
unsheathed larvae. On the island of Marajo are used medicinal plants to treat diseases of
animals. Among the plants listed as natural anthelmintics stood out to J. curcas.
Knowledge ethnovet was validated using in vitro tests. However, toxicological studies
are still needed and in vivo for the effect of anthelmintic J. curcas can be passed on to
the population as a safe and effective alternative to treat their animals

Keywords: Amazonian. Gastrointestinal nematodes. Medicinal plants. Ethnobotany.

Jatropha curcas.
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1 INTRODUCAO

A medicina veterinaria atual tem suas origens na medicina tradicional praticada
na China, india e Oriente Médio. No Cédigo de Hammurabi, na Babildnia, ja existiam
leis relativas aos honorérios cobrados por veterinarios para o tratamento de bovinos e
equideos. A China, o Egito e, posteriormente, a Arabia desenvolveram 0s primeiros
centros de pratica e conhecimentos veterinarios. Entretanto, em grande parte da historia,
0 conhecimento médico foi mais relacionado com crencas religiosas do que com a
ciéncia. Isso mudou drasticamente no final do século 20, especialmente ap6s a segunda
guerra mundial, quando a quimioterapia para controle das doencas tornou-se
predominante e as enfermidades passaram a ser explicadas e tratadas com base no
entendimento da patofisiologia e imunologia (SCHILLHORN Van Veen, 1997).

Nos dias de hoje tem-se observado um aumento no interesse da utilizacdo da
medicina tradicional pelas sociedades ocidentais. Tanto na medicina humana como na
veterindria é crescente a busca por terapias alternativas como, por exemplo, acupuntura,
massoterapia, homeopatia e fitoterapia. (LIN et al., 2003).

O estilo de vida confortavel das pessoas que vivem nos paises desenvolvidos faz
com gue elas esquecam que uma grande parte da populacdo mundial ndo tem acesso a
agua tratada, saneamento basico e cuidados médicos. Mais de um milhdo de pessoas
vive com menos de um doélar por dia, por isso ndo é surpreendente que cerca de 80%
dos africanos utilizem a medicina tradicional para cuidar da satde. Tal fato também ¢
observado na medicina veterinaria, pois em muitos paises em desenvolvimento uma
grande percentagem dos criadores continua manejando e tratando seus animais
utilizando os conhecimentos transmitidos por seus antepassados (MATHIAS, 2007).

O uso do conhecimento, préaticas, habilidades e crencas populares relativas a
salde animal é denominado etnoveterinaria, sendo esse termo utilizado pela primeira
vez na década de 80 por McCorkle (BARBOZA et al., 2007). Dentre os ramos dessa
ciéncia estd a fitoterapia que consiste no tratamento das doencas utilizando plantas
medicinais (ALMEIDA et al., 2006).

A fitoterapia € uma préatica milenar que esta cada vez mais difundida, e dentre 0s
principais fatores que contribuem para isso estdo alto preco de medicamentos

industrializados e a busca por farmacos sem efeitos colaterais (COSTA et al., 2005).
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Em muitos paises em desenvolvimento a pecuéria é importante como fonte de
renda e alimentos para pequenos produtores que reconhecem as nematodeoses
gastrintestinais como uma das maiores causas de reducdo na producéo e satde animal.
Nesses paises muitos criadores recorrem aos conhecimentos e crengas populares,
especialmente em fitoterapia, para prevenir ou tratar essas doencas parasitarias
(GITHIORI et al., 2005). Na medicina convencional o tratamento das infecgfes por
nematoides gastrintestinais € realizado basicamente pela utilizacdo de anti-helminticos
sintéticos. Entretanto, o fendmeno da resisténcia anti-helmintica tem reduzido a
eficiéncia desses farmacos e estimulado a pesquisa por novas alternativas de tratamento,
incluindo a utilizagéo de plantas medicinais (JACKSON & MILLER, 2006).

Os produtos naturais representam mais de 50% de todas as drogas em uso
clinico, as plantas e seus derivados contribuem com cerca de 25% deste total. Nas
florestas tropicais encontram-se, aproximadamente, metade de todas as espécies de
plantas do mundo, representando, assim, um grande reservatorio de vegetais com
potencial para producdo de novas drogas. Entretanto, estima-se que somente 1% das
espécies tropicais tenha sido estudada por seu potencial farmacol6gico. No Brasil, pais
detentor da maior biodiversidade mundial, esse problema é ainda maior, pois somente
0,4% das espécies conhecidas foram estudadas. A existéncia de plantas com potencial
terapéutico ainda ndo estudado seria uma das razfes para proteger as florestas tropicais,
atualmente expostas a altas taxas de extincdo de espécies vegetais e animais (GURIB-
FAKIM, 2006). Desta forma, torna-se importante estudar o potencial terapéutico de
plantas da Amazonia, seja para cura de doengas humanas ou animais.

Diante do exposto torna-se importante validar cientificamente os conhecimentos
etnoveterinarios, especialmente sobre a utilizacdo de plantas medicinais. Além disso,
necessita-se com urgéncia renovar o arsenal terapéutico para tratar as nematodeoses
gastrintestinais, pois essas doencgas causam impactos negativos na sanidade e produgéo
de ruminantes. A realizagdo desses estudos tambem tem importancia na preservacdo de
valiosos recursos naturais e dos conhecimentos tradicionais, repassados oralmente de

uma geracao para outra, que correm o risco de desaparecer por falta de documentacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdrico da utilizacdo de plantas na Amaz6nia

A Amazbnia é reconhecida como a maior floresta tropical do planeta,
correspondendo a 2/5 da América do Sul e metade do territério brasileiro. No Brasil 0s
ecossistemas amazoénicos ocupam uma area de mais de 300 milhdes de hectares
formados pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbdnia, Roraima e
pequena parte dos estados do Maranh&o, Tocantins e Mato Grosso (IBAMA, 2008). No
estado do Paré localiza-se o arquipélago do Marajé, foz do rio Amazonas e maior ilha
fluvio-maritima do mundo.

A regido Amazonica possui diversidade vegetal estimada em 25.000 a 30.000
espécies de plantas endémicas (CUNNINGHAM, 1996) e abriga varias culturas
formadas por popula¢des indigenas, quilombolas e mesticas, derivadas da miscigenacao
de europeus, indios e negros. As multiplas possibilidades resultantes da interacao entre
bioma e cultura conferem a essa regido uma riqueza e complexidade em termos de
conhecimento do potencial terapéutico da flora brasileira (RODRIGUES, 2006).

Por ser uma das regides de maior biodiversidade do planeta a Amazoénia possui
um grande numero de plantas com propriedades medicinais e outras cujos efeitos
terapéuticos ainda sdo desconhecidos (PIMENTEL, 1994). A histéria da utilizacdo das
plantas medicinais na Amazonia é muito antiga e envolve a influéncia de muitos povos.

Os indios, primeiros habitantes dessa regido, ja possuiam conhecimentos sobre a
utilizacdo de um grande nimero de ervas, repassando aos seus descendentes toda essa
tradicdo sobre uso de plantas para tratamento de suas enfermidades. Um exemplo disso
sdo as plantas utilizadas até hoje pelos indios Guaja da Amazé6nia Oriental. Esse povo
indigena utiliza muitas plantas para sua sobrevivéncia, dentre as quais CORMIER
(2005) identificou 276 espécies, 39 (14%) com utilizagdo medicinal. Um uso
interessante refere-se as plantas aromaticas como repelente de fantasmas, pois esses
povos acreditam que os espiritos dos mortos causam doencas.

No século XVI com a chegada dos europeus, ocorreram fortes influéncias sobre
a cultura indigena, principalmente, pela acdo das missdes religiosas que objetivavam

difundir o0 modo de viver das sociedades européias entre 0s nativos da regido. A
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influéncia dos missionarios sobre as tradi¢cGes indigenas foi muitas vezes imposta pela
forca destituindo povos inteiros de seus valores, de suas linguas e de suas tradicGes.
Provavelmente, esse processo tenha levado a perda de uma grande parcela dos
conhecimentos tradicionais indigenas, inclusive sobre a utilizacao de plantas (SANTOS,
2000). Além disso, os colonizadores também trouxeram varias doencas do Velho
Mundo, chamadas de doengas pds-contato, que podem ter dizimado populagdes inteiras
e também influenciaram a utilizacdo das ervas medicinais (CORMIER, 2005).

Na segunda metade do século XIX ocorreu a estruturacdo dos seringais com a
migracdo de muitos nordestinos para trabalhar nessa nova atividade comercial que
despontava. Estima-se que, aproximadamente, 400 mil nordestinos migraram para
Amazonia para trabalhar na extracdo da borracha (SOUZA, 2007). Os nordestinos, além
da forca de trabalho, levaram seus conhecimentos tradicionais e também influiram,
entre outros aspectos, no uso das plantas (SANTQOS, 2000).

A ilha do Marajo, localizada na Amazonia Oriental, foi descoberta por Vicente
Pizén que a batizou de Ilha Grande de Joanes. Em 1754 a ilha recebeu o nome de
Marajo, que em tupi significa “barreira do mar”. Como no restante da bacia Amazonica,
a ocupacdo humana no Maraj6 é bastante remota e, antes da chegada dos portugueses,
varias nacgdes indigenas ja habitavam a llha. Grande parte da populacdo indigena da
época da colonizacdo foi dizimada e escravizada durante guerras travadas entre os
portugueses e 0s Aruanas, Aruac e Nhambiquaras, nacdes indigenas que habitavam a
entdo Ilha Grande de Joanes (BRASIL, 2007). O dominio dos colonizadores permitiu a
estruturacdo de fazendas controladas pelos Jesuitas onde por volta de 1703 foi
introduzida a criacéo de gado (SOUZA, 2007).

Desde o periodo colonial a evolucdo socioeconémica da mesorregido do Marajo
foi baseada na pecudria, extrativismo e agricultura. As fazendas e engenhos dos séculos
XVIII e XIX utilizavam como méo de obra o tarbalho de escravos, indios e mesticos.
No auge da economia da borracha as maiores areas de extracdo encontravam-se na
regido das ilhas do Marajo, também com a participagdo de trabalhadores nordestinos
(SOUZA, 2007). Nos dias atuais, os descendentes dessas populagdes continuam a
desenvolver atividades como extrativistas, vaqueiros, capatazes, roceiros e pescadores
(BRASIL, 2007).
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Desta forma pode-se observar que a interacdo de varios povos (indigenas,
europeus, africanos e nordestinos) e as trocas de saberes entre eles repercutem até hoje
nas tradicdes populares de uso de plantas medicinais na Amazonia brasileira (SANTOS,
2000). Esse intercambio cultural resultou também na introducéo de varias espécies de
plantas de outros continentes na medicina popular praticada na regido amazonica (DI
STASI & HIRUMA-LIMA, 2002)

Nos dias atuais muitos pesquisadores tentam resgatar 0s conhecimentos
etnobotanicos e etnofarmacologicos de plantas utilizadas por populacdoes da Amazonia
brasileira. No Para, MARTINS et al. (2005) fizeram um levantamento etnobotanico
sobre as plantas utilizadas por ribeirinhos da ilha do Combu, municipio de Belém.
Nesse estudo constatou-se que 19 espécies eram utilizadas como alimentos, 33 como
medicinais, e 11 foram relatadas como tdéxicas. COELHO FERREIRA (2009),
descreveu o0 uso de 229 espécies de plantas medicinais por habitantes de uma érea
costeira do municipio de Maruda-PA.

CASTRO et al. (2009), documentaram o cultivo, a comercializacdo e o uso de
oito plantas medicinais pela populacdo da localidade Costa da Terra Nova, municipio do
Careiro da Varzea, estado do Amazonas. Nesse trabalho os conhecimentos sobre a
utilizacdo dessas plantas foram transmitidos de geracdo a geracao através dos pais, avos,
bisavds, vizinhos, rezadeiras ou curandeiros da localidade.

Os habitantes do Parque Nacional do Jau (PNJ), estado do Amazonas, utilizam
120 espécies de plantas e 29 espécies animais com fins medicinais. Foram relatadas 519
citagOes de usos para 81 diferentes usos medicinais. A grande biodiversidade da regido e
o isolamento dos habitantes dos centros de medicina convencional sdo fatores que
explicam a utilizacdo das plantas medicinais por essa populacdo (RODRIGUES, 2006).

Em Boa Vista, Roraima, 113 plantas foram relatadas como medicinais tendo
indicagéo para tratamento de diversas enfermidades como colicas, insonia, verminoses,
ictericia, Ulceras, gripe, dentre outras. A populacdo de Boa Vista é formada por indios e
descendentes, nordestinos, sulistas e outros nortistas em menor ndmero. Essa
heterogeneidade reflete a diversidade dos costumes populares da utilizacdo de plantas
medicinais (LUZ, 2001).

Na Amazonia brasileira ainda ndo existem relatos cientificos sobre as tradigdes

populares de utilizacdo de plantas para tratar doencgas de animais. Na llha do Marajo6 a
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agropecudria praticada é a mais antiga do Estado do Pard, com cerca de 300 anos de
tradicdo, onde até hoje séo utilizados conhecimentos populares nos rebanhos marajoaras
(BARBOSA, 2005). Entretanto, esses saberes ainda ndo foram documentados e podem
ser perdidos ficando indisponiveis para futuras geragoes.

Neste contexto, torna-se importante a realizacdo de trabalhos que documentem
0s conhecimentos etnoveterindrios de comunidades amazoénicas, pois a rapida
urbanizacéo, a preponderancia da medicina moderna e a aculturagdo das populacdes sdo

fatores que podem contribuir para o desaparecimento desses conhecimentos.

2.2 Etnoveterinaria e Plantas Medicinais

A moderna medicina alopatica tem suas origens na medicina tradicional
praticada por vérias civilizagbes e as plantas medicinais constituem a base de
sofisticados sistemas de medicina tradicional como, o chinés, o indiano, o africano e o
utilizado pelos povos das Américas (GURIB-FAKIM, 2006).

As plantas medicinais sdo utilizadas até hoje, principalmente por populacdes
carentes que ndo tém acesso a medicina ortodoxa que valoriza a utilizacdo de produtos
sintéticos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da popula¢do dos
paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais na atencdo priméria a salde, e
desse total, 85% usa ervas medicinais ou suas prepara¢fes. No Brasil, o Ministério da
Salde ja estabeleceu as diretrizes nacionais para utilizacdo da fitoterapia no Sistema
Unico de Satde (BRASIL, 2001).

Na érea da veterinaria isso nao é diferente, pois criadores, em muitas partes do
mundo, utilizam préaticas e saberes populares para prevenir e tratar doengas nos seus
rebanhos e animais de estimagdo. A etnoveterinaria € a ciéncia responsavel pelo estudo
e validacdo das crencas, conhecimentos, técnicas, métodos e préaticas tradicionais
utilizadas na atencdo e promogdo da saude animal. Diversos fatores como incremento
dos custos com servicos veterinarios, a dificuldade de adquirir farmacos sintéticos e a
crescente demanda por alimentos organicos tém contribuido para o interesse no
desenvolvimento dessa ciéncia, especialmente no que se refere a utilizacdo da
fitoterapia (CARCERES et al., 2004).
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A etnoveterinaria atualmente vem merecendo atencdo de muitos pesquisadores,
notadamente dos que buscam trabalhar com a medicina sustentavel (MS). A MS € uma
nova abordagem que combina as vantagens da medicina tradicional com o sistema
médico moderno, como 0 objetivo de fornecer servicos de salude melhores e menos
onerosos ao homem e aos animais. Com essa nova abordagem busca-se evitar 0 uso
desnecessario de medicamentos e saber quando aplicar os conhecimentos tradicionais,
principalmente sobre fitoterapia, para obter os melhores resultados, buscando tratar o
paciente e ndo s6 a doenca (LIN et al., 2003).

Na medicina veterinaria vem crescendo o interesse na utilizagdo da acupuntura e
da fitoterapia no tratamento de animais e 0 slogan da Sociedade Internacional de
Acupuntura Veterinaria traduz bem a importancia da MS para os veterinarios no novo
milénio: “Nao importa se a medicina ¢ nova ou velha, contanto que traga uma cura. Nao
importa que as teorias sejam ocidentais ou orientais, contanto que provem ser
verdadeiras” (KAPHLE et al., 2002). Nesse contexto, 0s levantamentos etnoveterinarios
sdo muito importantes e devem ser realizados empregando as modernas tecnologias para
acessar, preservar e utilizar as idéias antigas.

Os levantamentos etnoveterinarios sobre a utilizacdo de plantas medicinais sdo
realizados utilizando abordagens etnofarmacoldgicas. Segundo ELISABETSKY &
SOUZA (2004), a etnofarmacologia combina as informacfes adquiridas junto a
comunidades locais sobre a utilizacdo da flora medicinal com estudos quimicos e
farmacoldgicos realizados em laboratorios especializados. Ainda, segundo esses
autores, a etnofarmacologia € multidisciplinar, necessitando da integracdo e coopera¢do
entre profissionais de varias areas do conhecimento. De uma maneira geral os estudos
etnofarmacoldgicos envolvem as seguintes etapas:

1- Coleta e anéalise dos dados etnofarmacoldgicos obtidos das comunidades

locais;

2- ldentificacdo botanica das plantas, incluindo preparo de exsicatas e deposito

das mesmas em herbarios;

3- Pesquisas bibliograficas em bancos de dados de quimica, biologia e

farmacologia de plantas;

4- Analise quimica preliminar para detectar as classes de compostos presentes

nas plantas e/ou extratos;
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5- Estudos farmacologicos preliminares do(s) extrato(s) bruto(s) utilizando
modelos experimentais padronizados para avaliacdo da(s) atividade(s)
farmacologica(s) de interesse;

6- Fracionamento quimico dos extratos;

7- Estudo farmacoldgico abrangente e testes de toxicidade (pré-clinicos) das
fragdes isoladas ou da formulacdo farmacéutica a ser comercializada, com o
objetivo de subsidiar os estudos clinicos;

8- Elucidacéo das estruturas quimicas isoladas e/ou obtencéo de seus derivados.

Deve-se ressaltar que os conhecimentos populares necessitam ser preservados e
podem servir como ponto de partida para estudos de bioprospeccdo de plantas
medicinais. Além disso, as comunidades detentoras de tais conhecimentos devem ser
recompensadas e reconhecidas tanto do ponto de vista intelectual, quanto financeiro no

caso da solicitacdo de patentes.

2.3 Relatos etnoveterinarios de plantas anti-helminticas

Em varias partes do mundo existem relatos etnoveterinarios sobre a
utilizacdo de plantas em protocolos terapéuticos (LANS & BROWN, 1998; LANS et
al., 2000; ALAWA et al., 2002; VIEGI et al.,, 2003; McGAW & ELOFF, 2008;
FAROOQ et al., 2008). O uso da fitoterapia para tratar enfermidades de animais é uma
alternativa para reduzir o custo dos tratamentos e evitar a presenca de residuos quimicos
nos alimentos e no ambiente (MAKKAR et al., 2007). Além disso, o conhecimento
tradicional €, quase sempre, 0 ponto de partida para estimular a validacdo cientifica de
plantas medicinais.

Muitas doengas afetam os animais de producdo e sdo causadas por diversos
organismos patogénicos incluindo protozoarios, virus, bactérias, fungos e helmintos. A
etnoveterinaria, com énfase na fitoterapia, pode desempenhar um importante papel no
tratamento dessas enfermidades de uma maneira acessivel e econémica, principalmente
para pequenos produtores de paises em desenvolvimento que ndo tém acesso a medicina
veterinaria ortodoxa (McGAW & ELOFF, 2008). Até mesmo em paises desenvolvidos
como Italia (VIEGI et al., 2003; GUARRERA et al., 2005) e Canada (LANS et al.,
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2007) os conhecimentos populares sobre a utilizagdo de plantas medicinais sdo
empregados no tratamento de animais. Na maioria desses estudos as experiéncias
tradicionais da utilizacdo das plantas para tratar doencas humanas séo repassadas para
0s tratamentos veterinarios, ajudando a manter a satde e produtividade dos animais.

Dentre as enfermidades que acometem o0s animais destacam-se as
nematodeoses gastrintestinais que sdo importantes causas de mortalidade, morbidade e
reducdo na produtividade. Em muitos paises 0s conhecimentos etnoveterinarios sobre
fitoterapia sdo utilizados no tratamento e controle dessas doencas parasitarias
(GITHIORI et al., 2005).

Em Trinidad e Tobago, ilhas localizadas na América Central, as folhas de Céssia
alata (fedegoso-gigante), Azadiractha indica (nim), Gossypium spp. (algodao), Cajanus
cajan (feijao guandu) e Chenopodium ambrosioides (mastruz) e as sementes de Carica
papaya (mamao), sdo utilizadas como anti-helminticos para cdes (LANS et al., 2000).
Nesse mesmo pais LANS & BROWN (1998) encontraram relatos da utilizacdo da
decoccdo de raizes de Petiveria alliacea (amansa-senhor) e Ruellia tuberosa (falsa
ipeca), e da infusdo de folhas de A. indica e Stachytarpheta jamaicensis (gervao-roxo)
como anti-helminticos para ruminantes.

O continente africano tem uma grande tradicdo na utilizacdo de plantas
medicinais para tratamento de doengas de animais, esses conhecimentos estdo bem
documentados em livros e artigos (ALAWA et al., 2002; TOYANG et al., 2007;
McGAW e ELOFF, 2008). TABUTI et al. (2003) encontraram relatos da utilizacdo de
infusdo das raizes de Balanites aegyptiaca, para o tratamento de nematodeoses
gastrintestinais de bovinos criados por comunidades agricolas de Uganda. Na Nigéria,
as plantas Ficus sycomorus (figueira dos farads), Khaya senegalensis (mogno africano)
e Sorghum bicolor (sorgo) também sdo utilizadas como anti-helminticas para
ruminantes (ALAWA et al., 2002). No Quénia as folhas de Clausena anisata (anis) e as
raizes de Albizia anthelmintica (monoga) séo utilizadas como anti-helminticos naturais
(OLE-MARION, 2003). No Niger (ANTOINE- MOUSSIAUX et al., 2007), para tratar
helmintoses de camelos, os criadores indicam a utilizagdo das plantas Nicotiana
tabacum (tabaco), Boscia senegalensis (aizen ou mukheit ) e Cucumis prophetarum

(cucumis).
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Em um levantamento etnoveterinario feito por LANS et al. (2007) no Canada,
128 plantas foram relatadas como utilizadas no tratamento de endoparasitoses e
problemas estomacais de cdes, gatos e suinos. Nesse trabalho, 15 plantas foram
consideradas como anti-helminticas para animais infectados com nematoides, cestdides
e também por protozoarios como exemplo Giardia spp. Os modos de uso das plantas, as
doses e 0 tempo de tratamento também s&o descritos.

As plantas A. indica, Brassica campestris (nabo), Capsicum annuutum
(pimentdo), Cyperus rotundus (tiririca do brejo), Ferula assafoetida (esterco-do-diabo),
N. tabacum e Zingiber officinale (gengibre) séo usadas para o tratamento de helmintoses
gastrintestinais de ovinos, caprinos, camelos e bovinos criados no deserto de Cholistan,
no Paquistdo (FAROOQ et al., 2008).

DAVIS et al. (1995) estudaram 0s conhecimentos veterinarios tradicionais
utilizados por pastores ndomades do deserto do Afeganistdo. Esses povos demonstraram
ter um entendimento bésico sobre etiologia, prevencéo e transmissdo de muitas doencas,
um exemplo, a maioria dos entrevistados afirmou que as parasitoses gastrintestinais
podem causar diarréia e que esses parasitos podem contaminar as pastagens e infectar
outros animais. Nesse trabalho as plantas Mallotus philippinensis (kamala) e Artemisia
sp. foram citadas como anti-helminticos para caprinos.

No Brasil os trabalhos realizados para resgatar e documentar 0os conhecimentos
tradicionais sobre a utilizacdo de plantas medicinais nos tratamentos veterinarios ainda
sdo escassos. ALMEIDA et al. (2006) avaliaram o conhecimento de estudantes do curso
de medicina veterinaria em Mossor0, Rio Grande do Norte, sobre etnoveterinaria e
fitoterapia e constataram que a maioria dos estudantes ndo conhecia o primeiro termo,
porém definiram fitoterapia como uma forma de tratar os animais. Esses estudantes
citaram o tratamento de endoparasitoses atravées da utilizacdo das plantas Allium sativum
(alho), Operculina macrocarpa (batata de purga), Anacardium occidentalis (caju),
Cocos nucifera (coco), Amburana cearensis (cumaru), Cephaelis ipecacuanha
(ipecacuanha), Citrus limonum (liméo) e C. ambrosiodes (mastruz).

Na Paraiba, FARIAS et al. (2005) realizaram um trabalho utilizando o método
participativo com palestras para 119 produtores rurais sobre a utilizacdo de plantas
medicinais no tratamento de helmintoses gastrintestinais de caprinos e ovinos. Os

produtores foram treinados a utilizar as folhas de Momordica charantia (meldao-de-séo-
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caetano), Operculina hamiltoni (batata de purga) e as sementes de Curcubita pepo
(jerimum) como vermifugos naturais. A utilizacdo dessas plantas promoveu reducao da
infeccdo por nematoides da superfamilia Trichostrongyloidea.

MARINHO et al. (2007), em um leventamento etnoveterinario realizado em
Patos-PB, relataram a utilizacdo de A. sativum, Aloe vera (babosa), C. pepo e
Operculina alata (batata de purga) como anti-helminticos. Esse levantamento
relacionou um total de 61 plantas medicinais utilizadas nos tratamentos
etnoveterinarios.

Outra iniciativa brasileira para utilizar os conhecimentos tradicionais nos
tratamentos de animais foi realizada por GALDINO et al. (2007) em assentamentos
rurais dos municipios de Itapeva e Itabaré, em Sao Paulo. Esses autores, em conjunto
com a ONG Giramundo, incentivaram as mulheres dos assentamentos a utilizarem a
fitoterapia para tratar seus animais de producdo. As principais vantagens descritas para
utilizacdo da fitoterapia foram a valorizagdo do conhecimento tradicional, a troca de
experiéncias sobre utilizacdo de produtos naturais, a eficidcia dos tratamentos e a
reducdo dos gastos com produtos veterinarios.

Além das causas organicas, nos estudos etnoveterinarios sao relatadas causas
sobrenaturais para explicar a origem das doencas, assim como praticas médico-
religiosas para prevencédo e tratamento destas. Um exemplo disso é a crenca em mau-
olhado e a procura por curandeiros e rezadeiras para tratar os animais enfermos. Além
disso, as fases da lua também sdo consideradas importantes para efetividade do
tratamento e coleta de plantas (LANS & BROWN 1998). Na india frutos secos de
Balanites aegyptiaca (hingota) sdo colocados como amuletos no pesco¢o do gado para
evitar mau-olhado (ALI, 1999). Por esses motivos, muitas pessoas, principalmente nas
sociedades ocidentais, acham que os saberes populares estdo associados as supersticoes,
crencas e charlatanismo. Desta forma, tornam-se importantes os trabalhos de validagéo

cientifica das plantas medicinais.

2.4 Validagéo cientifica de plantas anti-helminticas

O uso da fitoterapia surge como uma alternativa para reduzir a problematica da

resisténcia anti-helmintica no controle das nematodeoses gastrintestinais, sendo
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indicada, principalmente, por diminuir o custo dos tratamentos e prolongar a vida util
dos produtos sintéticos disponiveis no mercado (VIEIRA & CAVALCANTE, 1991).
Além disso, a utilizacdo de plantas traz beneficios ao meio ambiente, pois séo
biodegradaveis e apresentam suprimento auto-sustentavel devido a grande diversidade
da flora medicinal (HAMMOND et al., 1997).

No que diz respeito a sanidade de pequenos ruminantes as plantas medicinais
sdo muito estudadas por suas atividades sobre nematoides gastrintestinais (GITHIORI et
al., 2006). Os caprinos e ovinos sdo animais que desenvolvem mais rapidamente
resisténcia aos anti-helminticos sintéticos, provavelmente devido & maior frequéncia de
tratamentos ou por diferencas fisioldgicas existentes entre pequenos e grandes
ruminantes (GEARY et al.,, 1999). Portanto, as plantas podem ser Uteis como
alternativas para o controle das nematodeoses gastrintestinais, principalmente nos
sistemas de criacdo organicos que ndo permitem a utilizacdo de drogas sintéticas.

A evidéncia de propriedades anti-helminticas de vegetais € primariamente
derivada de informacfes etnoveterinarias. Em muitos paises fazendeiros, pastores de
animais e, ocasionalmente, veterinarios indicam o uso de plantas para tratar casos de
parasitismo gastrintestinal (GITHIORI et al., 2006). Embora a maioria das evidéncias
seja obtida da sabedoria popular, é importante que estudos controlados sejam utilizados
para validar e quantificar cientificamente a atividade antiparasitaria das plantas, pois
nem sempre as atividades atribuidas a planta sdo confirmadas pela ciéncia
(ATHANASIADOU et al.,, 2007). Além disso, os estudos cientificos sdo muito
importantes para estabelecer a eficécia, a dose correta, a melhor via de administracdo e a
auséncia de toxicidade do medicamento herbal (McGAW e ELOFF, 2008).

Segundo MATHIAS (2001), existem varias metodologias para validar o
conhecimento etnoveterinario como:

e [Escutar a experiéncia da populagdo local, fazendo questionamentos sobre a
eficacia dos tratamentos etnoveterinarios;

e Pesquisar na literatura cientifica se ja existe informacbes disponiveis sobre
botanica, fitoquimica, testes in vitro, in vivo, in silico, entre outros aspectos
relevantes das plantas relatadas como medicinais;

e Realizar testes in vitro em laboratorios especializados;

e Realizar testes clinicos em estacdes de pesquisa ou em rebanhos experimentais;
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e Realizar testes in vivo em rebanhos mantidos por pequenos produtores e
pastores. Alternativamente, os proprios fazendeiros podem conduzir seus
proprios testes de eficacia;

e Monitorar o uso dos medicamentos etnoveterinarios no campo;

e Estudar a influéncia das préaticas etnoveterinarias sobre parametros produtivos e
econdmicos.

A validagdo cientifica da atividade anti-helmintica de plantas medicinais é
realizada através da utilizacdo de modelos experimentais in vitro e in vivo. Os
protocolos in vitro utilizam, principalmente, testes de eclosédo de ovos (TEO) e testes de
desenvolvimento (TDL) e motilidade larvar para avaliar a acdo de extratos ou
constituintes vegetais sobre nematdides de vida livre ou parasitas de animais
(GITHIORI et al., 2006). Mais recentemente foi desenvolvido por JACKSON & COOP
(2000) o Teste de Inibicdo da Ingestdo de Alimentos (TIIA), onde se avalia a
capacidade de extratos vegetais ou constituintes isolados em inibir a alimentagéo de
larvas de nematdides, resultando na morte desses estagios de desenvolvimento. Testes
in vitro utilizando parasitos adultos também estdo disponiveis para avaliar a acdo anti-
helmintica de plantas medicinais (IQBAL et al., 2006).

Para avaliar a acdo de plantas taniniferas sobre o processo de desembainhamento
de larvas infectantes (L3), utiliza-se o teste de desembainhamento larvar artificial
(TDLA) (ALONSO-DIAZ et al., 2008). Nesse teste, as L3 sdo incubadas com extratos
de plantas que contenham taninos para avaliar a capacidade desses metabdlitos em inibir
ou atrasar o processo de perda da bainha do nematddeo.

A utilizagdo dos testes in vitro determina a agdo ovicida e larvicida de extratos
vegetais ou 0Oleos essenciais. Além disso, tem-se indicacdo do provavel mecanismo de
acao baseado na forma como o0s anti-helminticos sintéticos agem. Isso acontece porque
os testes in vitro foram desenvolvidos para a deteccdo da resisténcia aos anti-
helminticos sintéticos cujos mecanismos de acdo ja foram esclarecidos. O TEO, por
exemplo, que foi desenvolvido para detectar resisténcia aos benzimidazois, avalia a
capacidade de substancias interferirem na dindmica microtubular e assim impedir as
mitoses que ocorrem nos 0vos para que estes possam se transformar em larvas (COLES

et al., 1992). O TDL e o TIIA permitem avaliar a ocorréncia de paralisia flacida ou
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espéstica das larvas, a exemplo do que ocorre com a utilizacdo das milbemicinas,
avermectinas e levamisol.

Os testes in vitro sdo muito utilizados como triagem inicial e apresentam como
principais vantagens a rapidez, o baixo custo e a possibilidade de avaliar um grande
nimero de plantas sem a necessidade de utilizar animais de experimentagdo
(CAMURCA-VASCONCELOS et al.,, 2005). Outra vantagem desses testes € a
possibilidade de testar metabolitos secundarios vegetais (MSV) isolados sem a
interferéncia de outros componentes da planta ou de nutrientes ingeridos pelo animal
(GITHIORI et al., 2006). A maioria desses testes utiliza Haemonchus contortus como
parasita alvo dos efeitos anti-helminticos das plantas, pois este nematodeo
gastrintestinal é um parasito de grande importancia econémica e seus estagios de
desenvolvimento larvar ocorrem também em condi¢es in vitro (DIEHL et al., 2004).

Os testes in vivo sdo considerados mais confidveis e realizados através da
avaliacdo dos efeitos anti-helminticos de partes de plantas, extratos ou seus constituintes
isolados administrados a animais natural ou experimentalmente parasitados (GITHIORI
et al., 2006). A avaliacdo de propriedades anti-helminticas de forrageiras também pode
ser feita utilizando modelos in vivo onde animais parasitados sédo alimentados com
plantas frescas ou conservadas (NGUYEN et al., 2005; HECKENDORN et al., 2007).
Os testes in vivo foram desenvolvidos para avaliar a eficacia dos anti-helminticos
sintéticos. Sendo assim, estes testes também podem ser utilizados para determinar a
eficacia de produtos naturais, e 0s mais usados em ruminantes sdo: o teste de reducédo da
contagem de ovos nas fezes (FECRT) e o teste controlado (CAMURCA-
VASCONCELDOS et al., 2005).

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo e in vitro muitas vezes geram
dados conflitantes, pois bons resultados obtidos sobre ovos e larvas nem sempre sdo
confirmados utilizando experimentos controlados com animais. COSTA et al. (2008)
obtiveram bons resultados in vitro com o extrato etandlico de A. indica, entretanto,
guando essa planta foi administrada para ovinos, os resultados ndo demonstraram efeito
significativo na reducdo da eliminagdo de ovos nas fezes (COSTA et al., 2006).
CHAGAS et al. (2008), também ndo demonstraram a efetividade da A. indica sobre
nematdides gastrintestinais de ovinos naturalmente infectados e alimentados por 18

meses com a planta seca. As diferencas entre os estudos in vitro e in vivo podem ser
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atribuidas ao fato de que in vitro os principios ativos vegetais entram em contato direto
com o parasita, sem sofrer a influéncia dos processos de absorcéo e metabolizagéo que
ocorre no organismo animal (COSTA et al., 2008; CHAGAS et al., 2008).

Existem vaérios trabalhos, utilizando metodologia in vitro e in vivo, que
demonstram efeitos anti-helminticos de extratos brutos (ASSIS et al., 2003; COSTA et
al. 2002), 6leos essenciais (KETZIS et al., 2002; CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2008) e compostos quimicos isolados de plantas (PESSOA et al., 2002; SOUZA et al.,
2008). Os testes disponiveis para estimar a atividade anti-helmintica sobre nematoides
gastrintestinais de ruminantes podem ajudar na descoberta de MSV que possam ser
usados no tratamento e controle dessas importantes doencas parasitarias.

2.5 Metabdlitos secundarios vegetais

O metabolismo dos organismos vivos, incluindo as plantas, pode ser dividido em
primario e secundario. O metabolismo primario estd associado com 0S processos
fundamentais para manutencdo da vida, incluindo fotossintese, ciclo das pentoses,
glicdlise, ciclo do &cido citrico e cadeia transportadora de elétrons. Os metabdlitos
primarios sdo representados por moléculas necessarias a formacdo, manutencdo e
reproducdo da célula vegetal, como exemplos carboidratos, lipideos e proteinas. Além
dessas substancias as plantas produzem uma grande variedade de metabolitos
secundarios que ndo sdo essenciais ao organismo produtor, porém apresentam funcdes
importantes para sobrevivéncia da planta no seu ecossistema (GURIB-FAKIM, 2006).

Os MSV sédo formados a partir dos metabdlitos primarios por diferentes vias
biossintéticas que originam moléculas dotadas de grande diversidade estrutural como
acidos graxos e seus ésteres, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas, compostos
acetilénicos, alcaldides, compostos fendlicos e cumarinas. Uma das principais funcoes
do metabolismo secundario nas plantas é a sintese de substancias que atuam como
agentes defensivos na luta contra microorganismos patogénicos, insetos e animais
herbivoros. Além disso, situacfes de estresse abiotico (fertilidade e tipo do solo,
umidade, radiacdo solar, vento, temperatura e polui¢do atmosferica) também estimulam
a producdo de MSV (ALVES, 2001).
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Os MSV despertam grande interesse, ndo s6 pelas atividades produzidas pelas
plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pelas diversas
atividades bioldgicas desses compostos (ALVES, 2001). Eles sdo usados
comercialmente como principios ativos farmacéuticos, pesticidas, flavorizantes,
aromatizantes, pigmentos, dentre outras importantes fun¢des econémicas (CHAGAS,
2004; VASCONSUELO & BOLAND, 2007).

Uma vantagem econdmica, é que tanto os metabolitos primarios quanto os
secundarios, podem ser obtidos através de processos relativamente simples, como a
destilacdo a vapor (6leos essenciais) ou por extracdo com solventes organicos
(CHAGAS, 2004). Entretanto, a industria quimica faz grandes esforgos para sintetizar
esses compostos, porém com limitado sucesso, pois apesar dos avancos obtidos na area
de biotecnologia de plantas para producdo de metabdlitos Uteis as quantidades obtidas
muitas vezes ndo sdo suficientes para ter aplicacdo comercial (VASCONSUELO &
BOLAND, 2007).

Uma das grandes aplicacbes dos MSV é na area farmacéutica, pois esses
compostos funcionam como o0s principios ativos dos fitofarmacos. Existem grandes
possibilidades da utilizacdo de plantas como fontes para descoberta de novas estruturas
quimicas que podem ser utilizadas na producdo de drogas e também para o
desenvolvimento de extratos vegetais Uteis no tratamento de uma grande variedade de
doencas humanas e animais (McGAW & ELOFF, 2008).

O interesse na natureza como potencial fonte de agentes quimioterapicos €
continuo. Os produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% de todas as
drogas em uso clinico e as plantas medicinais contribuem com 25% deste total (GURIB-
FAKIM, 2006). No mercado veterinario, muitos antimicrobianos, aditivos alimentares,
endectocidas e anticocidianos correntemente utilizados sdo sintetizados a partir de
produtos naturais. A maioria desses farmacos € produzida através de fermentacdo de
culturas de microorganismos, embora as plantas também sejam uma importante fonte de
substancias bioativas (ROCHFORT et al., 2008).

Muitos MSV estdo implicados nos efeitos anti-helminticos de plantas como
saponinas, alcaloides, glicosideos, terpenos, taninos e outros polifendis (GITHIORI et
al., 2006). Dentre os MSV, os taninos sdo muito estudados por suas propriedades anti-
helminticas (BAHUAUD et al., 2006; ALONSO-DIAZ et al., 2008; MAX, 2010). Os
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taninos s@o compostos polifendlicos sollveis em agua e solventes organicos polares
que, além das reacdes caracteristicas dos fenois, possuem também as propriedades de
precipitar proteinas, minerais e alcaloides. Por precipitarem proteinas salivares,
reduzindo a capacidade lubrificante da saliva, esses compostos sdo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. De acordo com a estrutura quimica
apresentada, os taninos sdo classificados em dois grupos: taninos condensados e
hidrolisaveis. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de &cidos galicos e elagicos
glicosilados. Os taninos condensados (Figura 1), também denominados
proantocianidinas, sdo polimeros de flavan 3-ol ou flavan 3,4-diol, produtos do
metabolismo do fenilpropanol (MONTEIRO et al., 2005).

A atividade anti-helmintica sobre nematdides de ruminantes é atribuida aos
taninos condensados (TC), pois os hidrolisaveis sdo degradados gerando produtos de
baixo peso molecular que entram na circulacdo sanguinea causando efeitos toxicos,
principalmente, no figado e rins (MAKKAR et al., 1995). Existem trabalhos
demonstrando as propriedades anti-helminticas de TC ou seus mon6émeros utilizando
testes in vitro (BAHUAUD et al.,, 2006; ALONSO-DIAZ et al., 2008) e in vivo
(PAOLINI et al., 2003; MAX, 2010).

Os TC podem atuar de forma direta ou indireta sobre o0s nematdides
gastrintestinais. Os efeitos diretos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e,
provavelmente, sdo atribuidos a reducdo da viabilidade, motilidade e fecundidade dos
nematoides. Outra hipotese do modo de acdo dos taninos sobre 0s nematoides é através
do bloqueio ou inibicdo do processo de desembainhamento larvar (BAHUAUD et al.,
2006). O desembainhamento larvar é uma etapa importante na biologia de nematdides
trichostrongilideos, pois representa a fase de transicdo do estagio de vida livre para a
forma parasitaria. A interrupcdo do processo de perca da bainha impede o
estabelecimento da L3 no seu hospedeiro e, conseqlientemente, a infeccédo
(HERTZBERG et al., 2002).

Indiretamente os TC podem aumentar a resposta imune do hospedeiro como
resultado de efeitos imunoestimulantes ou por melhorar a qualidade nutricional da dieta
do animal. Apesar desses efeitos benéficos os taninos tambem apresentam, dependendo
da dose utilizada, efeitos deletérios como, por exemplo, reducdo na ingestdo de
alimentos (GITHIORI et al., 2006).
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Figura 1. Tanino condensado — Procianidina

Um estudo com quebracho, um extrato rico em TC obtido da casca de
Schinopsis spp., foi realizado para avaliar os efeitos diretos e indiretos de TC sobre
nematoides de ovinos. O teste de desenvolvimento e viabilidade larvar demonstrou que
esse extrato afetou a viabilidade das larvas de H. contortus, Teladorsagia circumcincta
e Trichostrongylus vitrinus. A atividade in vitro nesse experimento foi atribuida a
capacidade dos TC em se ligar a proteinas afetando a nutricdo das larvas. Nesse estudo
0 extrato de quebracho, administrado durante trés dias, reduziu o parasitismo intestinal,
entretanto, os parasitas do abomaso ndo foram afetados. Essa falta de atividade sobre
nematdides do abomaso indica que, provavelmente, o periodo de administracdo foi
curto ou que os taninos atuam de forma diferente em locais distintos do trato
gastrintestinal de ovinos (ATHANASIADOU et al., 2001). O mesmo efeito ndo foi
observado por HECKENDORN et al. (2007), utilizando trés plantas taniniferas (Lotus
corniculatus, Chichoriu intybus e Onobrychis vicifolia) na alimentacdo de cordeiros
infectados com H. contortus e Cooperia curticei. Nesse trabalho a administracdo das
plantas taniniferas promoveu uma reducao significativa (P< 0,05) na eliminagdo de ovos
nas fezes e uma tendéncia a diminuir a carga parasitaria de H. contortus, porém nao foi
eficaz contra C. curticei, parasita intestinal.

O extrato de quebracho, por ser rico em TC, é muito utilizado para avaliar a
atividade anti-helmintica desses MSV sobre nematdides gastrintestinais de ovinos
(ATHANASIADOU et al., 2001) e caprinos (PAOLINI et al., 2003). Para confirmar se
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os efeitos observados sdo devido aos TC, utilizam-se substancias que formam quelatos
com os taninos impedindo sua ativagdo como o polietileno glicol (PEG) (BAHUAUD et
al., 2006) e polivinilpolipirolidona (PVPP) (ALONSO-DIAZ et al., 2008).

O efeito da dieta com Acacia nilotica e Acacia karoo, sobre infeccdo H.
contortus em caprinos foi avaliado por KAHIYA et al. (2003). A eliminagdo de ovos e a
carga parasitaria diminuiram significativamente nos animais alimentados com A. karoo
qguando comparados aos animais que ingeriram A. nilotica e com 0 grupo controle.
Esses autores também atribuiram esse efeito anti-helmintico aos TC.

O extrato etandlico de sementes de Mangifera indica (manga) promoveu
reducdo de 95% da eclosdo de larvas de Haemonchus contortus (COSTA et al., 2002).
O liquido da casca do coco verde (LCCV) e do extrato butandlico do LCCV
apresentaram atividade ovicida e larvicida sobre H. contortus (COSTA et al., 2008).
Estes resultados sugerem que o efeitos anti-helmincos observados foram,
provavelmente, devido a presenca de taninos, MSV detectado nesses extratos.

Além dos estudos sobre nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes, 0s
TC também ja foram estudados, com resultados promissores, sobre vermes pulmonares
(Dictyocaulus sp.) de cervideos (Cervus elaphus) (HOSKIN et al., 2000).

Outras atividades bioldgicas, além da anti-helmintica, sdo atribuidas aos taninos
como acao antimicrobiana (LOUGUERCIO et al., 2005), antioxidante (OKUDA, 2005),
antiinflamatéria (LIMA et al., 2006) e cicatrizante (RAPHAEL & KUTTAN, 2003).

Os levantamentos etnobotanicos podem ser Uteis na selecdo de plantas com
constituintes fitoquimicos de interesse farmacoldgico. ARAUJO et al. (2008)
demonstraram que a pesquisa etnodirigida em busca de plantas utilizadas como
cicatrizantes ou antiinflamatdrios sdo um bom critério para encontrar espécies com altos
teores de taninos. Algumas plantas relatadas como anti-helminticos naturais nos
levantamentos etnoveterindrios podem apresentar taninos na sua constituicao,
justificando o seu uso tradicional. A Jatropha curcas é uma planta utilizada como anti-
helmintico na medicina etnoveterinaria e suas sementes apresentam taninos na sua

constituicao fitoquimica.
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2.6 Jatropha curcas L.

Pertencente a familia Euphorbiaceae, a J. curcas € originaria, provavelmente, do
México e América Central (MARQUES & FERRARI, 2008) e nos dias de hoje
encontra-se cultivada na India e em varios paises da Africa, Asia e Américas do Sul e
Central. E uma planta perene, resistente a seca e bem adaptada as regides aridas e semi-
aridas, onde é usada para o controle da erosdo e como cercas vivas. As primeiras
aplicacdes comerciais dessa planta foram reportadas em Lisboa aonde o éleo importado
de Cabo Verde era utilizado para fabricacdo de sabdo e producdo de lampadas
(KUMAR & SHARMA, 2008).

J. curcas L. (Figura 2) é um arbusto de grande porte com altura variando de dois
a trés metros, podendo alcancar até cinco metros. Suas folhas sdo deciduas, alternadas e
subopostas, os peciolos sdo longos e esverdeados, dos quais partem as nervuras
divergentes. No final da época seca ou durante a estacdo fria, as folhas caem, em parte
ou totalmente (SATURNINO et al, 2005). O diametro do tronco € de,
aproximadamente, 20 cm com poucas ramificacdes (ARRUDA et al., 2004). As flores
sdo pequenas, amarelo-esverdeadas e o fruto é uma cépsula com trés sementes escuras e
lisas (Figura 3) (MARTINS et al., 2008).

No Brasil, conhecida popularmente como pinhdo-manso, é uma das oleaginosas
potenciais para o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel, podendo
apresentar alta producdo de grdos e 6leo vegetal por area plantada. Essa espécie é
cultivada em vérias regibes brasileiras, principalmente, no Sudeste, Centro-oeste e
Nordeste com mais de 30 mil hectares e potencial de producdo de 90 mil toneladas de
grdos por ano (MENDONCA & LAVIOLA, 2009).

As sementes dessa planta sdo fontes de dleo utilizado para substituir o diesel, na
industria de cosméticos e com fins medicinais (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006). O
residuo, subproduto da extracdo do 6leo, € utilizado como adubo orgénico por ser rico
em nitrogénio, fosforo e potassio. Além disso, também é importante fonte de proteinas,
porém sua utilizacdo na alimentacdo animal é impossibilitada devido a presenca de
fatores toxicos, antinutricionais e alergénicos (MENDONCA & LAVIOLA, 2009). Os
ésteres de forbol e a curcina, uma toxoalbumina, sdo considerados 0S provaveis

constituintes toxicos das sementes (RAKSHIT et al., 2008).
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As sementes sdo toxicas para diversas espécies animais como caprinos (ABDEL
GADIR et al, 2003), bovinos (AHMED & ADAM, 1979), ratos (RAKSHIT et al.,
2008), galinha (EL-BADWI et al., 1992) e peixes (BECKER & MAKKAR, 1998).
Existem relatos de toxicidade para humanos, onde as criangas, por consumo acidental,
sdo as principais vitimas (SANTOS et al., 2008). No México existem variedades ndo
toxicas que ndo apresentam ésteres de forbol na sua constituicdo e sdo utilizadas na
alimentacédo de pessoas e animais (MAKKAR & BECKER, 1999).

Vaérios autores estudam processos de detoxificacdo das sementes de J. curcas
para que o residuo desengordurado possa ser aproveitado na alimentacdo animal
(ABDALLA et al., 2008). A detoxificacdo das sementes também é importante para
utilizacdo segura dessa parte da planta com fins medicinais (SANTOS et al., 2008).
Dentre as técnicas disponiveis para detoxificar as sementes destacam-se o tratamento
térmico, a utilizacdo de extragdo com solventes organicos, o uso de radiacdo ionizante, 0
tratamento com NaHCOg e a associagdo de mais de um desses processos (MARTINEZ-
HERRERA et al., 2006).

Apesar dos relatos de toxicidade, todas as partes da planta séo utilizadas na
medicina tradicional de varias regifes para tratar doencas humanas e de animais. A
decoccdo preparada com as folhas é utilizada como remédio para tosse e anti-séptico
(GUBITZ et al., 1999). Na india suco das raizes e o latex sdo utilizados para tratar
inflamacGes genitais (MEENA & YADAYV, 2010). Em Bangladesh, o latex é
empregado para diarréia (RAHMATULLAH et al., 2009). As folhas, o caule, as raizes e
as sementes sdo indicadas na Italia como anti-helminticos (DIELH et al., 2004).

Na medicina etnoveterinaria, o suco obtido dos frutos é utilizado como
antiinflamatério (GRADE et al., 2009), as raizes sdo utilizadas para tratar bovinos
infectados com teileriose (TABUTI et al, 2003). As sementes dessa planta sdo usadas
como purgantes (MCGAW & ELOFF, 2008), molusquicidas (GUBITZ et al., 1999) e
anti-helminticos (KETZIS & BROWN, 2000, DIEHL et al., 2004). Os principais
constituintes fitoquimicos detectados nas sementes sdo a toxoalbumina curcina, ésteres
de forbol, terpenos e taninos (ABDEL GADIR et al., 2003; LLELABOYE & PIKUDA,
2009).
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Figura 2. Jatropha curcas.
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Figura 3. Frutos e sementes de Jatropha curcas L.
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3 JUSTIFICATIVA

E de grande importancia, tanto para medicina humana como para veterinaria, a
realizacdo de estudos para conhecer o potencial terapéutico de plantas brasileiras,
especialmente da Amazonia, maior floresta tropical do mundo. Esses estudos devem
iniciar, preferencialmente, por pesquisas sobre os saberes tradicionais da populacéo
local que utiliza muitas plantas com fins medicinais. Na cultura popular os
conhecimentos sobre a utilizacdo de plantas medicinais sdo transmitidos oralmente de
uma geragdo para outra e, por ndo ficarem documentados, correm o risco de serem
perdidos.

Vale ressaltar a inexisténcia de estudos etnoveterinarios sobre a utilizacdo de
plantas medicinais da Amazonia com atividade anti-helmintica. Além disso, também é
importante a validacdo cientifica das plantas com essa agdo farmacoldgica utilizando
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos que permitam conhecer 0s constituintes
quimicos, o provavel principio ativo, a eficacia, a seguranca, a dose e a melhor forma de
administracdo dos produtos vegetais utilizados na medicina etnoveterinaria. Desta
forma, pode-se ajudar a populacgéo local a utilizar, de forma mais segura, as preparagdes
herbais.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os habitantes da llha do Marajo utilizam plantas com a¢do anti-helmintica no

tratamento de seus animais domeésticos e de producao.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento etnoveterinario e validar cientificamente, utilizando
testes in vitro, as plantas medicinais utilizadas como anti-helminticos por habitantes da

Ilha do Maraj6, Amazonia Oriental, Brasil.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Entrevistar habitantes dos municipios de Soure e Salvaterra, localizados
na llha do Marajd, para obter dados etnoveterinarios sobre a utilizacéo de
plantas medicinais;

e Realizar a identificacdo boténica das plantas utilizadas na etnoveterinaria
marajoara;

e Selecionar, para validacao cientifica, uma planta com elevada frequéncia
de relatos etnoveterindrios de atividade anti-helmintica;

e Preparar extratos da planta selecionada utilizando solventes organicos em
ordem crescente de polaridade;

e Realizar testes fitoquimicos dos extratos;

e Avaliar a atividade ovicida dos extratos sobre Haemonchus contortus;

e Avaliar a atividade dos extratos sobre o processo de desembainhamento

larvar artificial de L3 de H. contortus.
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6 CAPITULO 1

Metodologia aplicada a levantamentos etnoveterinarios

Methodology applied to ethnoveterinary surveys

Resumo

A pesquisa etnoveterinaria é definida como uma investigagao teorica sistematica
e aplicacdo pratica do conhecimento popular veterinario e tem sido o foco de muitos
estudos nos ultimos vinte anos. No Brasil, apesar da grande diversidade cultural e
bioldgica, esse tipo de pesquisa ainda é insignificante. Essa revisao tem como objetivo
abordar os requerimentos metodoldgicos necessarios a realizacdo de levantamentos
etnoveterinarios. Sdo abordados tdpicos sobre planejamento do trabalho de campo,
coleta e analise dos dados obtidos, utilizacdo préatica dos dados e validacdo cientifica do
conhecimento etnoveterinario. A caréncia de levantamentos etnoveterinarios resulta em
prejuizos na area de farmacologia veterinaria e na documentacao cientifica das tradi¢cGes
culturais de uso de plantas para tratamento de enfermidades animais. Desta forma, a
realizacdo de levantamentos etnoveterindrios deve ser estimulada para que o0s
conhecimentos populares sejam preservados e, ap0s validacdo, permitam as
comunidades utiliza-los de forma mais econémica, efetiva e segura.

Palavras-chaves: Etnoboténica, plantas medicinais, medicina etnoveterinaria.

Periddico: Ciéncia Rural (Submetido em outubro de 2010)
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-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

ABSTRACT

Ethnoveterinary research is defined as a systematic theoretical research and practical
application of veterinarian knowledge popular and has been the focus of many studies
over the past twenty years. In Brazil, despite the great cultural and biological diversity,
such research is still insignificant. This review aims to address the methodological
requirements necessary for surveying ethnoveterinary. Topics are addressed on planning
for field work, data collection and data analysis, practical use of data and scientific
validation of ethnoveterinary knowledge. The lack of ethnoveterinary surveys results in
losses in the area of veterinary pharmacology and scientific documentation of cultural
traditions of using plants to treat animal diseases. Thus, surveying ethnoveterinary
should be encouraged so that the popular knowledge are preserved and, after validation,
allow communities to use them more economically, effectively and safely

Key words: ethnobotanic, medicinal plants, ethnoveterinary medicine.

INTRODUCAO
As praticas e saberes populares ainda hoje sdo utilizados por muito criadores,
fazendeiros e veterinarios para prevenir e tratar doencas em rebanhos e animais de

estimacdo (MATHIAS, 2007). O uso dos conhecimentos, préaticas, habilidades e crencas
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populares relativas a saide animal é denominado etnoveterinaria, termo utilizado pela
primeira vez na década de 80 por McCORKLE (BARBOZA et al., 2007). Nos
tratamentos etnoveterinarios sdo empregados plantas medicinais (FAROOQ et al., 2008)
e produtos de origem mineral (ALAWA et al., 2002) e animal (BARBOZA et al., 2007).
Diversos fatores como o incremento dos custos com servigos veterinarios, a dificuldade
em adquirir farmacos sintéticos e a crescente demanda por alimentos organicos tém
aumentado o interesse no estudo da medicina etnoveterinaria, especialmente no que se
refere & utilizacdo da fitoterapia (CARCERES et al., 2004).

O conhecimento etnoveterinério é adquirido pelas comunidades ao longo de
muitos anos e nos dias atuais, com as rapidas mudangas culturais, s6cio-econémicas e
ambientais esses conhecimentos estdo sendo perdidos, tornando-se importante sua
documentacao cientifica (MATHIAS, 2001). A pesquisa etnoveterinaria é definida
como uma investigacdo teorica sistematica e aplicagdo pratica do conhecimento popular
veterinario e tem sido foco de muitos estudos nos ultimos vinte anos (PIERONI et al.,
2004).

Em vérias partes do mundo existem relatos etnoveterinarios sobre a utilizacéo de
plantas em protocolos terapéuticos (LANS & BROWN, 1998; ALAWA et al., 2002,
FAROOQ et al., 2008). No Brasil, apesar da grande diversidade cultural e bioldgica, 0s
levantamentos etnoveterinarios séo escassos (BARBOZA et al., 2007).

A principal contribuicdo da abordagem etnoveterinaria consiste na selecdo de
plantas ou outros produtos naturais, de acordo com a indicacdo popular, que
representam o ponto de partida para estudos de bioprospeccdo. Nesse contexto, essa
revisdo tem como objetivo abordar a metodologia utilizada para realizacdo de
levantamentos etnoveterinarios com énfase na busca de plantas bioativas que possam,
apos validacdo cientifica, ser utilizadas na cura ou prevencao de doencas dos animais.
Etapas necessarias a realizagdo de levantamentos etnoveterinarios

Os levantamentos etnoveterinarios sobre a utilizagdo de plantas medicinais
podem ser realizados através do método etnofarmacoldgico indicado para obtengédo de
dados sobre plantas para tratar enfermidades em seres humanos. A etnofarmacologia
combina as informagdes adquiridas junto as comunidades locais sobre a utilizacdo da
flora medicinal com estudos quimicos e farmacologicos realizados em laboratérios

~

especializados. Os levantamentos etnofarmacoldgicos sdo  multidisciplinares,
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necessitando da integracdo e cooperacdo entre profissionais de varias areas do
conhecimento como veterinarios, bidlogos, botanicos, antrop6logos, quimicos e
farmacologistas (ELISABETSKY & SOUZA, 2004).

Em termos gerais, 0s estudos etnofarmacoldgicos seguem um esquema muito
semelhante e envolvem trés etapas que também podem ser aplicadas aos levantamentos
etnoveterinérios: idéia e planejamento do trabalho de campo; coleta e anélise de dados e
publicacdo ou uso dos dados obtidos. Essas etapas estdo interconectadas e em alguns
casos podem ser realizadas simultaneamente (HEINRICH et al., 2009).

Planejamento do trabalho de campo

O levantamento etnoveterinario pressupde a necessidade de uma justificativa e a
formulacdo de objetivos. A principal justificativa observada nas publicacBes sobre
etnoveterinaria é a importancia da documentacdo cientifica do conhecimento que, por
ser transmitido oralmente, pode ser perdido devido aos avangos da civilizagdo (NFI et
al., 2001; PIERONI et al., 2004). Desta forma, os objetivos comuns & maioria dos
trabalhos sdo resgatar e documentar o conhecimento popular sobre a utilizacdo de
plantas medicinais no tratamento de enfermidades que acometem os animais domésticos
(FAROOQ et al., 2008; GRADE et al., 2009). Em alguns casos, objetivos mais
especificos podem ser observados como reportar plantas utilizadas como anti-
helminticos (HUSSAIN et al., 2008), ectoparasiticidas (LANS et al., 2008),
nutracéuticos (PIERONI et al., 2004) ou para tratamento de problemas reprodutivos
(DILSHAD et al., 2008).

Apos justificar e delimitar os objetivos, a proxima etapa no planejamento do
trabalho de campo envolve a escolha da area de estudo e a selecdo dos informantes. A
escolha da area de estudo deve levar em consideracdo a experiéncia popular sobre a
criacdo de animais e uso de plantas medicinais (GRADE et al., 2009). Algumas regifes
tém grande tradicdo na utilizacdo da medicina etnoveterinaria devido a fatores como
limitado acesso da populacdo a medicina veterinaria alopéatica, auséncia de servigos
veterinarios oficiais, elevada ocorréncia de doencas em animais e baixo
desenvolvimento econdémico da populagdo (SCHILLHORN VAN VEEN, 1997). O
continente africano tem um amplo historico sobre a utilizagdo de plantas medicinais no
tratamento de doencas de animais, esses conhecimentos estdo bem documentados em
livros e artigos sobre etnoveterinaria (MCGAW & ELOFF, 2008).
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A diversidade bioldgica de determinadas regides também pode ser considerada
na escolha da area de estudo. Nessas regides as comunidades locais tém um amplo
conhecimento dos recursos naturais, principalmente sobre plantas medicinais, e 0s
utiliza para propria sobrevivéncia ou dos seus animais (RODRIGUES, 2006). A area de
estudo deve ser bem caracterizada com informagfes sobre a localizagdo geografica
(com inclusdo de mapas e coordenadas geograficas), clima, vegetacdo, hidrografia,
dados sobre a populacédo (sécio-econémicos e culturais), criagdo de animais e principais
atividades econémicas desenvolvidas na regido.

A pesquisa etnoveterindria envolve o conhecimento dos habitos socio-
econdmicos e culturais da populacdo que fornecera os dados, portanto é necessario que
0 pesquisador tenha este conhecimento para iniciar seu trabalho (ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006). Metodologias para obtencdo de dados soOcio-econémicos da
populacdo devem ser utilizadas antes de selecionar os informantes. O Diagnostico
Répido Rural (DRR) é um método utilizado para obtencéo de dados socio-econdmicos
da populacdo a ser estudada (LANS & BROWN, 1998). A obtencdo desses dados €
realizada através de entrevistas com aplicacdo de questionarios e permite avaliar as
necessidades das populacbes e recolher dados relevantes para o planejamento do
levantamento etnoveterinario. HUSSAIN et al. (2008) e DILSHAD et al. (2008)
utilizaram o DRR para selecionar curandeiros veterindrios com conhecimento
tradicional sobre tratamento e controle de nematodeoses gastrintestinais e doencas
reprodutivas, respectivamente. O DRR foi utilizado para identificar os principais
criadores de ruminantes em um municipio da Nigéria e, a partir dos dados obtidos,
foram selecionados como informantes apenas os criadores com mais de 25 animais
(ALAWA et al., 2002). LANS & BROWN (1998) utilizaram o DRR em escolas de
Trinidad e Tobago para selecionar informantes com conhecimento sobre praticas
etnoveterindrias utilizadas para tratamento de doencas de ruminantes.

Dependendo dos objetivos do trabalho pode-se trabalhar com especialistas locais
ou com a comunidade em geral. Os especialistas locais sdo pessoas reconhecidas em sua
comunidade como conhecedoras das plantas da regido (ALBUQUERQUE et al., 2008).
Quando se trata de entrevistas com especialistas locais o ideal € a obtencdo de dados de
todos os informantes da area de estudo. Curandeiros (DILSHAD et al., 2008),

vaqueiros, criadores (MUHAMMAD et al., 2005), fazendeiros que trabalham com
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producdo organica e veterinarios especializados em medicina alternativa (LANS et al.,
2008) sdo considerados especialistas locais, pois dettm o conhecimento tradicional
sobre a utilizacdo de plantas medicinais . Com relacdo ao sexo dos informantes, os
homens podem conhecer mais sobre grandes animais, enquanto as mulheres tém mais
familiaridade com animais de companhia ou sobre certos tipos de doencas como, por
exemplo, mastite e doencgas neonatais (MATHIAS, 2001). Essas particularidades devem
ser levadas em consideracdo na selecdo dos informantes para obtencdo de dados
representativos e confiaveis.

Coleta de dados

H& muitas maneiras de obter informacgdes junto a uma comunidade sobre as
plantas usadas na medicina etnoveterinaria. As entrevistas com aplicacdo de
questionarios sdo 0s métodos mais comumente utilizados (DAVIS et al., 1995;
BALAKRISHNAN et al., 2009). Métodos participativos como observacéao direta (OLE-
MARION, 2003), grupos de discussao (LANS & BROWN, 1998), expedicdes de coleta
com os informantes — “Walk-in-the-woods” (GRADE et al., 2009) também sdo
utilizados.

Antes da aplicacdo dos questionarios os entrevistados devem ser esclarecidos
quanto aos objetivos do trabalho e somente apds obtencdo de consentimento verbal as
entrevistas devem iniciar (BARBOSA et al., 2007; GIDAY et al, 2009). Além disso,
deve ser formulado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que sera assinado
pelo informante e a pesquisa deve ter sido aprovada por um comité de ética
(ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

S0 necessarias autorizacBes especiais quando a pesquisa € realizada com
comunidades tradicionais (quilombolas, indios, caicaras, ribeirinhos etc), pois esses
grupos populacionais sdo legalmente reconhecidos pela legislacdo vigente no pais sobre
os direitos de propriedade intelectual. Nesses casos, 0 projeto de pesquisa deve ser
enviado ao Conselho de Gestdo do Patrimonio Genetico (CGEN), 6rgdo vinculado ao
Ministério do Meio Ambiente, e responsavel pelas autorizagbes de acesso ao
conhecimento tradicional associado a recursos genéticos (ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006).

Os questionarios podem conter perguntas abertas ou fechadas. As perguntas

abertas ddo maior liberdade de expressao ao entrevistado, inclusive podendo acrescentar
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novas informagdes. As perguntas fechadas séo dicotdmicas ou de multipla escolha e sdo
muito Uteis pela uniformidade das respostas (ALBUQUERQUE et al., 2008). Os
questionarios etnoveterinarios sao formulados com perguntas que abordam a utilizagédo
de plantas, ou outros produtos naturais, para o tratamento de enfermidades em animais
domeésticos ou de producao.

As entrevistas podem ser classificadas em estruturadas, ndo-estruturadas e semi-
estruturadas. Nas entrevistas estruturadas as perguntas sdo previamente formuladas e
realizadas para todos os informantes (ALBUQUERQUE et al., 2008). Nessa forma de
entrevista os questionarios podem ser enviados através do correio ou de um portador e
acompanhados de explicacdes sobre os objetivos da pesquisa. As principais vantagens
desse tipo de entrevista € que nem sempre é necessaria a presenca do pesquisador e 0
questionario pode ser enviado para varias pessoas a0 mesmo tempo, proporcionando a
obtencdo de um grande nimero de dados e abrangendo uma area geografica mais ampla.
Algumas desvantagens séo o atraso na devolucdo ou a pequena percentagem de retorno
dos questionarios e o grande numero de perguntas ndo respondidas. Outra desvantagem
é a dificuldade de compreensdo da pergunta por parte do informante na auséncia do
pesquisador (BONI & QUARESMA, 2005). Além disso, esse tipo de entrevista limita
as respostas do entrevistado (ALBUQUERQUE et al., 2008).

Nas entrevistas ndo-estruturadas, também denominadas abertas, ndo ha
perguntas previamente elaboradas, o pesquisador introduz um assunto e o informante
tem liberdade para discorrer sobre o tema sugerido. A entrevista discorre de forma
informal, semelhante a uma conversacdo. Esse tipo de entrevista € utilizado para
obtengdo de maior detalhamento sobre o assunto (BONI & QUARESMA, 2005). Para
obtencdo de detalhes sobre o preparo, forma de uso e eficicia de plantas medicinais
pode-se utilizar entrevista ndo estruturada (LANS et al., 2008).

As entrevistas semi-estruturadas combinam perguntas fechadas e abertas onde o
informante tem a possibilidade de discorrer sobre o assunto proposto
(ALBUQUERQUE et al, 2008). O pesquisador deve seguir um conjunto de questoes
previamente definidas, em um contexto semelhante a uma conversa informal (BONI &
QUARESMA, 2005). As entrevistas ndo-estruturadas e semi-estruturadas sdo as mais
utilizadas nos levantamentos etnoveterinarios (PIERONI et al., 2004; FAROOQ et al.,

2008), pois apresentam como vantagens maior interacdo entre pesquisador e informante,
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possibilitam uma cobertura mais aprofundada sobre determinados assuntos e
proporcionam oportunidade para respostas espontdneas que podem ser Uteis na
pesquisa. Como desvantagens, esses tipos de entrevistas tem-se a inseguranca do
informante que pode reter informacdes importantes (BONI & QUARESMA, 2005).

As plantas relatadas como medicinais devem ser coletadas e identificadas
botanicamente. A identificacdo é importante, pois algumas plantas podem ser facilmente
confundidas com outras espécies que apresentam aparéncia similar, porém sdo
diferentes genética e quimicamente (YEUNG et al., 2008). O preparo de exsicatas serve
para determinacdo taxondmica e documentacdo das espécies coletadas. O preparo de
mais de uma exsicata € recomendavel para distribuicdo para mais de um herbario
(SOEJARTO, 1996). A identificacdo requer a colaboracdo com herbarios bem
equipados e, muitas vezes, troca com colecdes especializadas (HEINRICH et al., 2009)

Cada amostra deve ser acompanhada de uma ficha contendo dados sobre
caracteristicas das plantas no campo, localizacdo geografica, habito, data, hora e nomes
dos coletores. Deve-se coletar um ramo da planta com, aproximadamente, 30 a 40 cm
de comprimento contendo folhas, flores e, se possivel, frutos. Pequenas ervas devem ser
coletadas com a raiz para facilitar a identificagdo (MARTINS DA SILVA, 2002) e, se
possivel, as plantas citadas devem ser fotografadas (SOEJARTO, 1996).

Andlise dos dados

Na andlise dos dados etnoveterinarios sao utilizados métodos qualitativos e
guantitativos. A andlise qualitativa aborda valores, crencas, representacdes, habitos,
atitudes e opinides dos entrevistados. De modo geral, se preocupa em esclarecer como o
homem compreende, interpreta e se relaciona com o mundo vegetal (MINAYO &
SANCHES, 1993).

Métodos quantitativos sdo aplicados para obter informacdes complementares dos
dados através de tecnicas estatisticas (VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006) e podem ser
usados com varios objetivos como avaliar a importancia das plantas para um
determinado grupo, comparar seus usos entre diferentes populacdes, estabelecer a
importancia relativa de espécies e familias de plantas medicinais (PHILLIPS &
GENTRY, 1993).

A técnica de valor de uso, proposta por PHILLIPS & GENTRY (1993), avalia

as espécies mais importantes para uma populacdo. O critério para estimar essa
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importancia é o uso de uma espécie pelos informantes. Desta forma, quanto mais usos
forem mencionados para uma determinada espécie, maior importancia ela tera para a
comunidade. Essa técnica também ¢é util na selecdo de plantas para cultivo em hortos e
elaboracdo de cartilhas sobre plantas medicinais (VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

O valor de importancia do medicamento, criado por LEAMAN et al. (1995),
indica que o valor de um medicamento herbal é maior de acordo com a repeti¢do da
citacdo de utilizacdo desse remédio em uma comunidade ou em comunidades diferentes.

O Indice de fidelidade idealizado por FRIEDMAN et al. (1986) é uma técnica
que pode ser utilizada para priorizacdo de espécies para estudos farmacologicos. Esse
indice baseia-se no numero de informantes que sugerem o uso de uma determinada
espécie para uma proposta principal dividido pelo nimero total de informantes que
citaram a espécie para qualquer finalidade.

O fator de consenso dos informantes é utilizado como indicador da importancia
de plantas medicinais para tratar determinadas doengas. NJOROGE & BUSSMANN
(2006) utilizaram esse método para avaliar as plantas de maior importancia no
tratamento de doencas de bovinos. Na tabela estdo resumidos alguns levantamentos
etnoveterinarios e as metodologias utilizadas para avaliar os dados.

Publicacéo ou uso dos dados obtidos

A contribuicdo de estudos etnoveterinarios € apresentar uma lista de espécies
vegetais com relatos de usos medicinais pelas comunidades. As informacbes geradas
podem ser aplicadas nas areas de conservacdo e uso sustentavel da flora local
(NJOROGE et al., 2006), documentacio do conhecimento tradicional (GRADE et al.,
2009) e utilizacdo como referéncia para pesquisas cientificas de validacdo do
conhecimento popular (DILSHAD et al., 2008).

As informacdes obtidas com o uso de técnicas quantitativas de analise permitem
avaliar as plantas com maior importancia de uso para comunidades e assim estimular
medidas de conservacdo e uso sustentavel das espécies vegetais mais utilizadas. Uma
estratégia conservacionista consiste em estimular o cultivo de plantas medicinais em
hortos, quintais e patios, reduzindo assim a retirada das plantas do seu ambiente natural
(MATHIAS, 2001; VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

A elaboracdo de cartilhas com informacgdes sobre plantas utilizadas nos

tratamentos de animais é uma forma de documentar o conhecimento etnoveterinério.
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Entretanto, as praticas etnoveterinarias necessitam ser validadas antes de serem
repassadas como eficazes as comunidades. A validacédo cientifica de plantas medicinais
¢ importante para estabelecer a eficacia, a dose correta, a melhor via de administracéo, a
auséncia de toxicidade e a forma de preparar o medicamento herbal (MCGAW &
ELOFF, 2008).

A primeira etapa no processo de validagdo de plantas medicinais € a escolha da
planta a ser avaliada (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005). Dentre os métodos
disponiveis para selecionar plantas para estudos de bioprospec¢do de novas drogas
destaca-se 0 método etnoboténico. Das drogas derivadas de plantas atualmente em uso
clinico, 74% foram descobertas a partir de investigacbes etnofarmacoldgicas
(SOEJARTO, 1996). O estudo dos conhecimentos etnoveterinarios também tem
contribuido para priorizacdo de espécies que possam ser validadas cientificamente
(DILSHAD et al., 2008).

Segundo MATHIAS (2001), existem varias metodologias para validar o
conhecimento etnoveterinario como:

e Escutar a experiéncia da populacdo local, fazendo questionamentos sobre a
eficacia dos tratamentos etnoveterinarios;

e Pesquisar na literatura cientifica se ja existem informacGes disponiveis sobre
botanica, fitoquimica, testes in vitro, in vivo, in silico, entre outros aspectos
relevantes das plantas relatadas como medicinais;

e Realizar testes in vitro em laboratorios especializados;

e Realizar testes clinicos em esta¢des de pesquisa ou em rebanhos experimentais;

e Realizar testes in vivo em rebanhos mantidos por pequenos produtores e
pastores. Alternativamente, os proprios fazendeiros podem conduzir seus
préprios testes de eficacia;

e Monitorar o uso dos medicamentos etnoveterinarios no campo;

e Estudar a influéncia das préaticas etnoveterinarias sobre parametros produtivos e
econdmicos.

A escolha do(s) método(s) de validacdo vai depender dos objetivos do estudo. Se
0 objetivo for descobrir uma nova droga, todos os métodos de validacdo descritos
devem ser utilizados. Uma vez validada, a medicina etnoveterinaria tem se mostrado

uma maneira eficaz e de baixo custo para tratar doencas de menor gravidade como
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feridas, diarréia, deficiéncias nutricionais, problemas reprodutivos, lesGes
dermatoldgicas, diarréia branda e verminoses (MATHIAS, 2001).

As comunidades sdo as detentoras dos conhecimentos etnoveterinarios obtidos
nos trabalhos de campo. Portanto, os pesquisadores devem ter consciéncia que as
informacdes geradas pelas pesquisas cientificas (validacdo das praticas ou producdo de
novas drogas) devem, por questdes éticas e legais, retornar as sociedades de origem. As
comunidades devem ser recompensadas e reconhecidas tanto do ponto de vista
intelectual quanto financeiro. No caso da solicitacdo de patentes deve haver reparticao
de beneficios na forma de compensagdo monetaria através do repasse de percentuais dos
royalties gerados por aquele conhecimento tradicional (MATHIAS, 2001,
ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

Existem vaérias formas de traduzir os dados gerados pelas pesquisas em
informacdes importantes para contribuir com a populagdo que repassou o0 conhecimento
etnoveterinario. As formas de retorno as comunidades podem incluir a organizacao de
“workshops” e seminarios interativos; intercdmbios de conhecimentos entre grupos;
preparacdo de material educacional como livros, cartilhas, manuais e folhetos
explicativos que possam ensinar a populacdo a utilizar as plantas comprovadamente
eficazes e seguras para tratar seus animais. (MATHIAS, 2001).

CONCLUSAO

O uso de plantas medicinais para tratar doencas em humanos e animais tem
séculos de tradicio em muitas culturas. Os possiveis beneficios de medicacdes
veterinarias derivadas de plantas representam uma prospera area para pesquisa,
principalmente em paises em desenvolvimento que apresentam grande biodiversidade
vegetal e onde pequenos produtores ndao tém acesso, por motivos socioeconémicos, a
medicina veterinaria ortodoxa.

A investigagdo farmacologica de plantas utilizadas na medicina etnoveterinaria
tem resultado na comprovacéo cientifica de plantas com diferentes efeitos bioldgicos.
Vale ressaltar que no Brasil s8o escassos 0s estudos etnoveterinarios sobre a utilizagéo
de plantas medicinais, resultando em prejuizos na area de farmacologia veterinaria e na
documentacao cientifica das tradi¢des culturais de uso de plantas para tratamento de
enfermidades animais. Sendo assim, a realizacdo de trabalhos de levantamentos

etnoveterinarios deve ser estimulada para que o0s conhecimentos populares sejam
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preservados e, apds validacdo, permitam as comunidades utiliza-los de forma mais

econdmica, efetiva e segura.
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Tabela. Resumo dos levantamentos etnoveterinarios realizados em diferentes partes do

mundo com os métodos de anélise dos resultados e categorias terapéuticas estudadas.

Pais Método de analise dos Categorias terapéuticas Referéncia
dados
Afeganistdo  Analise qualitativa Mudltiplas doencas DAVIS et al., 1995.
Brasil Citacdo de usos Multiplas doencas MARINHO et al., 2007
Canada Anadlise qualitativa Ectoparasitoses de cdes e LANSetal., 2008.
gatos
Nigeéria Citacdo de usos Doencas de ruminantes ALAWA et al., 2002.
Paquistao Citacdo de usos Anti-helminticos JABBAR et al., 2006.
Paquistao Frequéncia de usos Doencas de bovinos e DILSHAD etal., 2008.
bdfalos
Quénia Fator de consenso dos Doencas de bovinos NJOROGE & BUSSMANN,
informantes 2006.
Trinidade e Andlise qualitativa Doengas de ruminantes LANS & BROWN, 1998.
Tobago
Uganda Frequéncia de citacbes Multiplas doencas GRADE et al., 2009.
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7 CAPITULO 2

Conhecimento etnoveterinario dos habitantes da Ilha de Marajd, Amazénia
Oriental, Brasil
Ethnoveterinary knowledge of the inhabitants of Marajo Island, Eastern

Amazonia, Brazil

Resumo

Em vérias partes do mundo existem relatos etnoveterinarios sobre a utilizacdo de
plantas em protocolos terapéuticos, entretanto ndo existem informacfes disponiveis
sobre a etnoveterinaria praticada na Amazonia brasileira. Desta forma, objetivou-se
documentar o conhecimento etnoveterinario de habitantes da llha do Marajd, Amaz6nia
Oriental. Foram realizadas 50 entrevistas individuais com aplicacdo de questionarios
semi-estruturados que foram analisados quantitativamente através de estatistica
descritiva utilizando frequéncia de distribuicdo. O valor de uso foi calculado para
determinar as espécies mais importantes. Amostras de plantas com relatos de uso
medicinal foram coletadas e identificadas botanicamente. Cinquenta plantas,
distribuidas em 48 géneros e 34 familias, foram indicadas para 21 diferentes usos
medicinais. A familia Asteraceae foi a que teve maior numero de espécies citadas e
Carapa guianensis Aubl., Crescentia cujete L., Copaifera martii Hayne, Caesalpinia
ferrea Mart., Chenopodium ambrosioides L., Jatropha curcas L. e Momordica
charantia L. foram as espécies com maiores valor de uso. As partes das plantas mais
utilizadas para preparo dos medicamentos etnoveterinarios foram folhas (56%), casca
(18%), raiz (14%), semente (14%) e frutos (8%). Quanto a forma de uso o cha foi citado
por 56% dos entrevistados e a maioria das preparacdes (90,9%) utiliza uma s6 planta.
Além das plantas medicinais, 0s entrevistados relataram o uso de produtos de origem
animal e mineral. Esse trabalho contribui para realizacdo de um inventario das plantas
utilizadas na etnoveterindria marajoara que pode servir de base de dados para futuros
estudos de validacdo cientifica.

Palavras chaves: Amazonia brasileira, etnobotanica, medicina veterinaria popular,

plantas medicinais

Periddico: Acta Amazonica. Aceito para publicacdo em julho de 2010
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Abstract

There have been ethnoveterinary reports from around the world investigating plant
usage in therapeutic protocols; however, there is no information regarding the
ethnoveterinary practices in Brazilian Amazonia. The objective of this work was to
register and document the ethnoveterinary knowledge of the inhabitants of the Island of
Marajo, eastern Amazonia, Brazil. In the study, interviews were conducted with 50
individuals, with the application of semi-structured questionnaires that were
quantitatively analyzed using descriptive statistic methods of frequency distribution.
Use-value was calculated to determine the most important species. Samples of plants
that were reported to have medicinal value were collected and identified by botanical
classification. Fifty plants, distributed among 48 genera and 34 families, were indicated
for 21 different medicinal uses. The family Asteraceae had the largest number of
reported species; Carapa guianensis Aubl., Copaifera martii Hayne, Crescentia cujete
L., Caesalpinia ferrea Mart., Chenopodium ambrosioides L., Jatropha curcas L. and
Momordica charantia L. were species with highest use- value. The plant parts that were

more commonly utilized for the preparation of ethnoveterinary medicines were the
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leaves (56%), bark (18%), roots (14%), seeds (14%) and fruit (8%). With regard to
usage, tea was reported as a usage method by 56% of the informants; most preparations
(90.9%) utilized only a single plant. In addition to medicinal plants, informants reported
using products of animal and mineral origin. The present study contributed to the
construction of an inventory of Marajé Island’s ethnoveterinary plants, which might be
the basis for future scientific validation studies.

Keywords: Brazilian Amazonia, ethnobotany, folk veterinary medicine, medicinal

plants

1. Introduction

Folk knowledge and practices have been used by breeders, farmers and
veterinary doctors to prevent and treat flock and pet diseases (Mathias 2007). The
combination of knowledge, practices, beliefs and methods related to animal health is
known as ethnoveterinary, an expression first used in the 1980s by McCorkle (Barboza
et al. 2007). In ethnoveterinary treatments, medicinal plants are used (Farooq et al.
2008) as well as minerals (Alawa et al. 2002) and animal products (Barboza et al.
2007). Several factors, including veterinary service costs, difficulty in acquiring
synthetic drugs and an increasing demand for organic foods, have expanded interest in
research of ethnoveterinary medicine, especially that which relates to phytotherapy
(Carceres et al. 2004).

Ethnoveterinary knowledge is acquired over many years through trial and error;
at present, however, due to rapid cultural changes, this information is being lost,
highlighting the importance of scientific documentation of ethnoveterinary knowledge
(Mathias 2007). There have been many ethnoveterinary reports from around the world
regarding the use of plants in therapeutic protocols (Lans and Brown 1998; Alawa et al.
2002; Viegi et al. 2003; Farooq et al. 2008; McGaw and Eloff 2008). In Brazil,
particularly in Amazonia, this type of study is seldom undertaken (Barboza et al. 2007).

Amazonia has 25,000-30,000 species of endemic plants (Cunningham 1996) and
is inhabited by three types of population that include “quilombolas” (descendants of
Afro-Brazilian runaway slaves living in hiding up-country, called quilombos),
indigenous ethnic groups and mestizo populations derived from the miscegenation of

Europeans, Indians and Black People. The multiple possibilities resulting from biome
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and local culture interactions grant wealth and complexity to that region regarding
understanding of the therapeutic potential of Brazilian flora (Rodrigues 2006).

Brazilian Amazonia is composed of the states of Acre, Amazonas, Amap4,
Roraima, Ronddnia, Para and part of Maranh&o, Tocantins and Mato Grosso (IBAMA
2007). The island of Marajo is located in the state of Par, a firth of the Amazon River
and the largest fluvial maritime island in the world. The Island of Maraj6, like the whole
of Amazonia, contains great biological and cultural diversity; thus, this is a very
interesting area for phytotherapy research regarding treatment of both humans and
animals.

The agricultural practices undertaken in Marajo Island are the most ancient
techniques used in the state of Para. Traditional practices have been in use for
approximately 300 years, which until the present time have been primarily applied to
Marajoé flocks (Barbosa 2005). However, this traditional information is still
unregistered; it can eventually be lost, after which time it will be unavailable to future
generations. In addition, traditional practices can give important support to the selection
of natural alternatives to veterinary disease treatments and can contribute to the
discovery of new drugs. The objective of this work was to register and analyze
ethnoveterinary knowledge from the people of Soure and Salvaterra, municipalities on
the island of Marajo, Par4, Brazil.

2. Materials and Methods
2.1. Localization of the area

Located 87 km from Belém, the metropolis of the state of Par, the archipelago
of Maraj6 is composed of a set of islands totaling 49,606 km?, divided into 16 municipal
districts (Barbosa 2005). Marajo Island is accessed by boat or plane; its main
economical activities include agriculture, plant extractivism, breeding, fishing and
tourism (Brasil 2007). Based on phytogeography, the island is divided into grasslands
(eastern) and rainforest (western). In the grassland area, there are farms of cattle, buffalo
and swine breeding; in the rainforest area, activities such as fishing and plant
extractivism have been developed (Miranda Neto 2005).

The local vegetation is directly influenced by hydrography, which defines the

main regional ecosystems. The population of this area cohabitates with four kinds of
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ecosystems: “varzea” (“floodplains” - extensive lowland areas bordering the main river
and its tributaries), “igap6” (inundated rainforest areas), “terra firme” (“uplands” — non-
inundated areas) and natural grasslands (wide open areas of pastures) (Brasil 2007).

The present research was conducted in the eastern region of Marajo Island, in the
districts of Salvaterra and Soure. Soure is the main city of the island, comprehending
3,513 km? of area, with 21,395 inhabitants. Salvaterra has 17,077 inhabitants distributed
in an area of 1,044 km? of area (IBGE 2007). These districts are adjacent and are
separated by the Paracauari River, whose crossing takes approximately 10 minutes by
motorboat. The two districts contain approximately 37,919 cattle, 40,670 buffalo, 7,981
horses, 978 goats, 1,704 sheep, 5,165 pigs and 8,790 poultry (IBGE 2006). Marajé
Island is home to the largest buffalo flocks in Brazil (Barbosa 2005).

The weather is classified as tropical moist, with annual pluviometry defining two
seasons, a dry season and a rainy season (Brasil 2007). The mean annual rainfall is
2,500 mm, with high concentration of rain from February to May. The rainy season
causes difficulties in accessing some regions of the archipelago, as approximately 2/3 of
the island is inundated (Miranda Neto 2005). The mean annual temperature is 26°C,
with high relative humidity (>80%). The thermic amplitude is very low, and the days
usually last the same duration of time as the nights (Brasil 2007).

2.2. Data Collection

Data collection was carried out between November 2008 and March 2009. The
survey team was composed of a veterinarian, veterinary assistants, a botanist expert and
recruited key people of the municipalities. Individuals with experience in animal
husbandry and medicinal use of natural products were selected for the interviews
through non-random sampling with a “snowball” method (Albuquerque et al. 2008).

Fifty individuals were interviewed, 19 men and 31 women, with ages ranging
from 20 to 90 years old (52.2 £15.5). Semi-structured questionnaires with open- and
close-ended questions were used for interviewing. To evaluate the influence of age on
ethnoveterinary knowledge, the informants were divided into three age ranges: 20-40
years old (n=9), 41-60 years old (n=27) and over 60 years old (n=14). Of the people
interviewed, 23 were from Salvaterra and 27 were from Soure.

Before answering the questionnaires, all informants were informed about the

study objectives. After giving their verbal consent, the interviews were undertaken. The
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questionnaires queried personal information, the main diseases observed and the
diagnostic procedures and traditional treatments applied to animals.

Medicinal plant voucher specimens were collected, identified and deposited into
the Herbarium of EMBRAPA Amazonia Oriental.

The results obtained were tabulated in Microsoft Excel using quantitative data
analysis methods. Use value was calculated using the formula proposed by Phillips and
Gentry (1993). To calculate the use-value of one species to an informant (UVis) has
used the formula UVis = XUsi / nis, where Usi is the number of uses mentioned by the
informant for the species and nis the number of interviews with the informant. For this
work nis is always 1 (one), it was done only one interview per informant. Therefore, the
value of UVis is equal to Usi. To calculate the use-value of each species (UVs) was
used the formula UVs= ZUVsi / n, were UVsi corresponds to the use-value of one
species to an informant and n is the number of informants interviewed. The n value
corresponds to the value of ns reported by Phillips & Gentry (1993), whereas all species
could be cited by any informant as described by Vendruscolo and Mentz (2006).
Descriptive statistics such as frequency distribution were used to analyze the data,
according to Wondimum et al. (2007). The open-ended questions were grouped into
classes that expressed similar ideas. Analysis of variance (ANOVA) test was performed,
and Student’s T-test with 5% probability was used to evaluate significant differences in
the mean of medicinal plants reported by different genders and ages.

3. Results

All informants asserted that they usually used medicinal plants to treat their own
diseases and those of their animals. According to the questionnaires, knowledge of
medicinal plant usage in the studied area was transmitted from one generation to
another through oral communication. Among the informants, 68% asserted that they had
learned how to use medicinal plants from their parents, 22% from grandparents and
10% from other relatives, neighbors or books. Ninety-six percent of informants pass this
knowledge to another people (sons, friends and neighbors).

The comparison between efficacy of medicinal plants and synthetic drugs
showed that up to 62% of informants had more trust in the plants; just 12% answered
that synthetic drugs are more efficient, and 20% declared that the efficiency depends on

the case; in some situations, only the synthetic medicine can treat the problem, while in
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others, plants can be used with efficacy and safety. Six percent of informants had no
opinion about this question.

No significant difference (p>0.05) was observed between the mean of reported
plants for men (5.9 £2.97) and women (6.42 +2.95). However, significant differences
(p<0.05) were observed between the age classes studied and the number of reported
plants. In the 41-to-60-year old class, the number of reported plants (6.74 +3.32) was
significantly higher than that reported by the 20-to-40-year-old class (4.11+2.57) and
the over 60-year-old class (5.93 £1.98); however, there was no significant difference
between these last two classes.

Fifty-five useful plants were reported to be used for ethnoveterinary treatments
(Table 1). From this number, five plants were not able to be collected. The identified
plants were distributed along 48 genera and 34 families. The families with large
numbers of reported species were Asteraceae, with four species, and Bignoniaceae,
Euphorbiaceae, Leguminosae-Caesalpinioideae, all with three species. The families
Anacardiaceae, Convovulaceae, Lamiaceae, Meliaceae, Moraceae, Piperaceae and
Zingiberaceae were represented by two species each, and the rest of the families had
only one reported species. Although the Asteraceae family is the most abundant, species
with the highest use value for the studied population belong to the families
Bignoniaceeae, Euphorbiaceae and Caesalpiniaceae. With regard to growth habits, 18%
of the species were shrubs, 32% were trees, 36% were herbs, 12% were lianes (a kind of
vine) and 2% were stipes.

Among the 50 identified plants, 342 reports of ethnoveterinary use were
collected. The species with highest use-value were “andiroba” (Carapa guianensis
Aubl.) (UVs& 1.62), “copaiba” (Copaifera martii Hayne) (UVs= 1), “cuieira”
(Crescentia cujete L.) (UVs= 0.76), “juca” (Caesalpinia ferrea Mart.) (UVs= 0.76),
“mastruz” (Chenopodium ambrosioides L.) (UVs= 0.46), “pido branco” (Jatropha
curcas L.) (UVe= 0.4) and “Sao-Caetano” (Momordica charantia L.) (UVs= 0.38).
These species also had the highest numbers of medicinal indications. C. guianensis was
reported to treat 10 different diseases. Table 1 describes the reported plants and their
respective indications, use-value, methods and parts used for preparing the

ethnoveterinary medicines. The plants reported by the informants were indicated for
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every species of domestic animal present in the studied area, including dogs, cats,
buffalo, cattle, horses, pigs and poultry.

The plant parts that were more frequently used to prepare ethnoveterinary
medicines were the leaves (56%), bark (18%), roots (14%), seeds (14%) and fruit (8%).
The use of whole plants, oil and pods were rarely reported. Regarding the methods of
use, the most utilized method was tea (56%), followed by juice (20%), powder (14%),
maceration (10%) and water infusion (10%); other preparation methods were less
commonly reported. Oral administration was reported as the main method of
administration, using tea, juice and fruit. Topical administration was most frequently
used for treating skin problems, as fly repellent and for tick infestation, wound healing
and anti-inflammatory treatments. In these cases, the main methods used are baths,
plasters and massages.

Most preparations (90.9%) employed only a single plant, while in 9.1% of cases,
different medicinal plants were used to prepare the herbal medicine. Doses were not
standardized, and treatment duration was the time period until symptoms diminished.

The 50 identified plants were indicated for 21 different medicinal purposes
(Table 2). The largest number of species was reported for treatment of diarrhea and
wound healing (16 species), followed by use as a fly repellent (10 species), anthelmintic
(9 species) and treatment of skin problems (8 species). Other indications were related to
a minor number of species.

Beyond plants, 76% of informants reported products of animal origin as being
useful for ethnoveterinary treatments. In the studied population, some wild and
domestic animals have therapeutic uses, such as the lard of “jacaré-acu” (Melanosuchus
niger), “sucuriju” (Eunectes murinus), “galinha” (Gallus Gallus) and invertebrate
animals. The lard of M. niger was reported by 42% of informants for the treatment of
horse respiratory diseases or anti-inflammatory, wound healing and purgative
treatments. The “6leo-de-bicho,” an oil obtained from beetle larvae (Rhynchophorus
palmarum, Coleoptera) found in “tucuma” seeds (Astrocaryum aculeatum), a common
palm tree in the region, was also reported as being medicinal by 58% of informants. The

main applications of this oil are wound healing and anti-inflammatory treatments.
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The use of salt, sulfur, vegetal charcoal, alcohol, sugar, bee honey and buffalo
milk were reported for preparing ethnoveterinary herbal medicines; however, water was
the main vehicle mentioned for preparative use.

4. Discussion

This study is the first scientific communication regarding the ethnoveterinary
practices employed by the inhabitants of Marajé Island. The results showed that the
studied population retains ethnoveterinary knowledge that has been orally transmitted
from one generation to the next, this kind of knowledge transmission also has been
reported in other regions of Brazil (Barbosa et al. 2007) as well as Nigeria (Alawa et al.
2002), Pakistan (Farooq et al. 2008) and Ethiopia (Giday et al. 2009).

It has been observed that traditional uses of plants for the treatment of human
diseases are frequently also used in veterinary treatments (Alawa et al. 2002; Giday et
al. 2009). The studied population demonstrated more trust in ethnoveterinary medicine
than in veterinary allopathic medicine due to easy acquisition and effectiveness of some
native plants. The low purchasing power and lack of veterinary services are factors that
contribute to people choosing ethnoveterinary medicine. In addition to these factors, the
tradition in animal husbandry on the Maraj6 Island is about 300 years old, fact that may
also explain the preference and trust of the population in use of medicinal plants.

In this study the knowledge regarding the treatment of animal diseases did not
show any difference between genders. In other studies, however, it was observed that
men had more knowledge of plant usage because they are naturally selected during
childhood to be apprentices of ethnoveterinary practices (Giday et al. 2009). In addition,
in some regions, labor division makes women responsible for housekeeping only, while
men take care of the animals (Farooq et al. 2008). Depending on labor division, men
might be better able to manage farm animals, or women might have more experience
with pets or have different experiences with diseases such as mastitis or newborn
illnesses (Mathias 2007).

The Asteraceae family had the largest number of reported plants, most likely due
to its large diversity of species in the studied area. This family was also more commonly
reported as being medicinal in ethnobotanical surveys conducted in Amazonas
(Rodrigues 2006), Roraima (Pinto and Maduro 2003), Bolivian Amazonia (Vandebroek
et al. 2004) and other countries (Ketzis and Brown 2002; Giday et al. 2009).
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The use value is a quantitative method that demonstrates the relative importance
of species known locally. This technique can be used to select species for cultivation in
gardens or construction of medical work of scientific validation (Vendruscolo and
Mentz 2006). C. guianensis and C. martii were the species with highest use-value,
probably because they originated in Amazonia. These plants are largely known to North
Brazil’s inhabitants and other countries of the Amazonia region (Rodrigues 2006). The
oil from C. guianensis seeds is used by Brazilian and Venezuelan Amazonia inhabitants
to treat inflammation, flu and skin afflictions (Delascio 1985).

Other species, such as J. curcas, C. ferrea, C. cujete, C. ambrosioides and M.
charantia, despite being exotic in the studied area, had high reporting use-values. In
Brazil, the cultural mixing of native, African and European people introduced several
species of other continents into popular medicine (Brand&o et al. 2008). This fact was
also observed in Amazonia (Di Stasi and Hiruma-Lima 2002), explaining the heavy use
of exotic species demonstrated in the present study. Substitution of native species for
exotic ones emphasizes the importance of research into the recovery of information
about extinct plants and their uses, which could be lost forever (Brand&o et al. 2008).

Some reported plants were also described in other surveys to treat similar
diseases. C. nucifera (Hunssain et al. 2008), C. papaya and C. ambrosioides (Lans et al.
2000; Ketzis and Brown 2002) are natural anthelmintic; Citrus limon (L.) Burm. F. and
M. charantia are used to treat respiratory diseases in poultry (Lans and Brown 1998),
Azadirachta indica A. Juss is used as a repellent (Farooq et al. 2008), Psidium guajava
L. and Anacardium occidentale L. are used for diarrhea (Lans et al. 2000), and C. cujete
is used for skin afflictions (Lans et al. 2000). Medicinal plants that are reported by
different informants and communities but with the same therapeutic indications
represent traces of true efficacy (Giday et al. 2009).

The present study showed that the most popular indications for medicinal plant
usage were the treatment of diarrhea, skin lesions, worms, wound healing and other
minor illnesses. Similar results were obtained in different parts of the world (Alawa et
al. 2002; Tabuti et al. 2003). Ethnoveterinary medicine is an effective, low-cost
alternative for treating minor illnesses. Nevertheless, in some situations, such as
epidemic infectious and generalized bacterial diseases, conventional medicines and
synthetic drugs are the best choices (Mathias 2007). Gradé et al. (2009), McGaw and
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Eloff (2008) and Viegi et al. (2003) also reported the use of medicinal plants in treating
anemia, snake bite, fowlpox, influenza, infectious coryza poultry and vomit, medical
indications reported less frequently in this study (Table 2). The use of plants as
protectors against evil eye was also mentioned in ethnoveterinary surveys (Ali, 1999;
Sori et al., 2004).

Most ethnoveterinary preparations in the present study use just one medicinal
plant. The use of two or more plants simultaneously reflects the idea of synergism,
when an association of plants might result in increased therapeutic efficacy (Giday et al.
2007), as may be the case for the mixing of bask tea of Anacardium occidentale L and
the leaves of Psidium guajava L., indicated to treat diarrhea.

The informants did not report standardized dosing or treatment duration. This
was also observed in other ethnoveterinary surveys (Tabuti et al. 2003; Farooq et al.
2008; Hussain et al. 2008; Giday et al. 2009). The absence of precision is common in
ethnoveterinary medicine (McCorkle 1986; Mathias 2001) and is a reason to raise
skepticism for veterinarians, who generally utilize veterinary allopathy (Farooq et al.
2008).

The studied population reported using products of animal origin. This practice is
common in traditional medicine of several countries and is known as zootherapy (Alves
and Rosa 2005). In the Amazonian region, there are reports of the use products of
animal origin for the treatment of human sicknesses (Luz 2001; Pinto and Maduro 2003;
Rodrigues 2006; Ribeiro et al. 2007), although there are no scientific accounts of the
use of these products in veterinary medicine. The “6leo-de-bicho” is used in an
Amazonian coastal community of Maruda- PA to combat human rheumatism (Coelho-
Ferreira 2009). The lard of M. niger and E. murinus are used in popular medicine in the
state of Amazonas (Rodrigues 2006) and Roraima (Pinto and Maduro 2003) to treat
inflammatory processes; these same therapeutic indications were reported in the present
study.

This study contributed to the construction of an inventory of Maraj6 Island’s
ethnoveterinary plants, which could be the basis for future scientific validation studies.
Scientific evidence of pharmacological properties of these plants support the
development of new low-cost drugs that are harmless to the environment and are safe

and effective for the treatment of animals.
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Table 1- Plants used in ethnoveterinary medicine on Marajo Island, eastern Amazonia, Brazil

Scientific name, family, (voucher no.) Local name UVis UV, Medicinal indication Part  Mode of use
used
Aloe vera (L.) Burm. F., Liliaceae, (184098) Babosa 3 0.06 -  Anti-inflammatory L - Plaster
and wound healing
Alternanthera dentata Scheygrond, Amaranthaceae, Meracilina 2 0.04 - Diarrhea L - Tea
(184105) - Wound healing L - Plaster
Anacardium  occidentale L.,  Anacardiaceae, Cajueiro 4 0.08 - Diarrhea B/L - Tea
(184128) - Habronema spp. B - Tea
Aristolochia sp., Aristolochiaceae, (184136) Cipo de cobra 3 0.06 - Diarrhea, colic and R - Tea made with roots
vomit
Arrabideae chica (Humb. & Bonpl.) B. Verl.,, Pariri 2 0.04 - Anemia L - Tea
Bignoniaceae, (184139)
Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae, (184126)  Nin 2 0.04 - Fly repellant L - Juice
Bixa orellana L., Bixaceae, (184108) Urucum 9 0.18 - Fowlpox S - Seeds ground
- Wound healing S - Infusion in water
-Infectious coryza S - Infusion in water
poultry
Bryophyllum calycinum Salisb., Crassulaceae, Pirarucu 3 0.06 - Wound healing L - Juice
(184103) - Diarrhea L - Tea
- Snake bite L - Juice
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Caesalpinia ferrea Mart.,, Leguminosae-Caesalp., Jucé
(184100)

Carapa guianensis Aubl., Meliaceae, (184124) Andiroba

Carica papaya L., Caricaceae, (184130) Mamao

Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae, Mastruz

(184135)

Citrus limon (L.) Burm. F., Rutaceae, (184140) Limao

Cocos nucifera L., Arecaceae, (184129) Coco

38

81

23

74

0.76

1.62

0.04

0.46

0.04

0.12

- Wound healing
- Cough

- Wound healing

- Anti-inflammatory

- Skin problems
- Cough
- Fly repellant

- Tick infestation

- Infectious
poultry

- Myiasis

- Purgative

coryza

- Habronema spp.

- Anthelmintic

- Anthelmintic
- Cough
- Wound healing

- Anti-inflammatory

- Diarrhea

- Infectious
poultry

- Diarrhea
- Anthelmintic
- Skin problems

coryza

P - Infusion in alcohol
P - Infusion in water or Syrup

S - Ointment with oil and salt
S - Oil pure for massage

S - Oil pure

S - Oil with juice of C. limon
S - Ointment with salt

S - Oil with charcoal

S - Oil from seeds in water

S - Oil from seeds
S - Oil adding water
S -Oil applied topically

S - Seed powder in water

L - Juice or tea. Juice with milk
L - Juice with milk

L - Plaster

L - Plaster

L - Juice

Fr - Juice

Fr/iR - Tea

Fr - Milk from mature coconut
Fr - Oil from mature coconut



Copaifera martii Hayne., Leguminosae-Caesalp., Copaiba

(184117

Costus spiralis (Jacg.) Roscoe., Costaceae, Canarana
(184133)
Crescentia cujete L., Bignoniaceae, (184099) Cuieira

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Poaceae, Capim
(184119) marinho

Dalbergia monetaria L. f., Leguminosae-Pap., Veronica

(184142)

Dorstenia asaroides Hook., Moraceae, (184110)  Apii

Eleutherine plicata herb., Iridaceae, (184116) Marupazinho

50

38

2

4

Eupatorium  triplinerve  Vahl., Asteraceae, Japana branca 2

0.02

0.76

0.08

0.06

0.04

0.08

0.04

- Wound healing

- Anti-inflammatory

- Infectious coryza
poultry

- Diarrhea

- Myiasis

- Habronema spp.

- Anthelmintic

- Cough

- Kidney problems

- Skin  problems,
wound healing and fly
repellant

- Diarrhea
- Tick infestation

- Diarrhea

- Anemia

- Wound healing

- Cough

- Diarrhea and colic

- Cough

oNoNe)

OWOOoOw™

L

Fr

- Oil, pure or with ointment
- Oil with of C. guianensis oil

- Drops of oil in water

- Tea
- Oil with salt

- Oil with C. guianensis oil

- Tea

- One tablespoon of oil orally

- Tea

- Green flesh

- Tea

- Infused with alcohol

- Tea

- Tea

- Ointment with
bicho”

- Tea

- Tea

- Juice

“oleo-de-



(184131)

Ficus maxima Mill., Moraceae, (184141)
Guasuma tormentosa Kunth., Sterculiaceae,
(184095)

Heliotropium indicum L., Boraginaceae, (184093)

Ipomoea asarifolia (Desr.)Roem. &  Schult.,
Convovulaceae, (184112)

Ipomoea carnea Jacq., Convovulaceae, (184122)

Jatropha curcas L., Euphorbiaceae, (184097)

Mansoa  alliaceae  (Lam.) AH.  Gentry.,

Bignoniaceae, (184120)

Mentha crispa L., Lamiaceae, (184107)

Mikania lindleyana DC., Asteraceae, (184102)

Caxinguba

Envireira

Fedegoso

Salsa

Algodao
bravo

Pido branco

Cipé6 d'alho

Horteldzinho

Sucuriju

20

3

1

76

0.04

0.02

0.12

0.14

0.08

0.4

0.08

0.06

0.02

- Anthelmintic

- Diarrhea

- Anti-inflammatory
- Wound healing

- Fly repellant
- Skin problems

- Tick infestation
- Fly repellant
- Tick infestation
- Anthelmintic

- Wound healing

- Fly repellant

- Colic

- Diarrhea

- |

—ruvuwm

- Tea

- Tea

- Plaster with C. guianensis oil.
- Crushed with C. guianensis
oil

- Crushed leaves

- Tea or infusion in water or

alcohol.

- Crushed leaves
- Infusion in water

- Seeds burnt to create a smoke
- Crushed in milk or food
- Exudate from leaves

- Juice

- Tea

- Tea



Momordica charantia L., Cucurbitaceae, (184111) Séo-caetano

Ouratea acuminata (DC.) Engl., Ochnaceae,

(184092)

Persea americana Mill., Lauraceae, (184121)
Petiveria alliacea L., Phytolaccaceae, (184118)
Phyllanthus niruri L., Euphorbiaceae, (184134)

Piper callosum Ruiz & Pav., Piperaceae, (184137)

Piper sp., Piperaceae, (184090)

Plectranthus  barbatus  Andrews, Lamiaceae,

(184115)

Pluchea suaveolens (Vell). Kuntze, Asteraceae,

(104096)

Barbatimao

Abacate

Mucura-cad

Quebra pedra

Elixir
paregdrico

Jambu
mato

Anador

Légena

do

19

-

77

0.38

0.14

0.02

0.02

0.02

0.02

0.04

0.06

0.02

- Skin problems

- Strangles

- Anthelmintic

- Fly repellant

- Habronema spp.

- Wound healing

- Diarrhea and colic
- Habronema spp.

- Anti-inflammatory

- Snake bite
- Fly repellant
- Kidney problems

- Diarrhea
-Stimulant to improve
the smell of dogs

- Diarrhea and colic

- Antihelminthic

rrrrrr

0w wWw

WP

R

L

- Tea or juice

- Juice with the fat of M. niger
- Juice

- Juice

- Juice

- Burned shell powder

- Tea

- Burned shell powder

- Tea

- Infusion in alcohol
- Juice mixed with salt
- Tea

- Tea

- Crushed root or tea

- Tea

- Tea



Portulaca pilosa L., Portulacaceae, (184104) Amor
crescido

Psidium guajava L., Myrtaceae, (184127) Goiabeira

Quassia amara L., Simaroubaceae, (184109) Quina

Ricinus communis L., Euphorbiaceae, (184114) Mamona

Rolandra argentea Rottb., Asteraceae, (184101) Pai Joaquim

Scoparia dulcis L., Scrophulariaceae, (184091) Vassourinha

Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby, Mata pasto
Leguminosae-Caesalp., (184113)

Spondias mombin L., Anacardiaceae, (184123) Tapereba

Zingiber  officinale ~ Roscoe,  Zingiberaceae, Gengibre

(184132)

Ziziphus joazeiro Mart., Rhamnaceae, (184138)  Jua

10

2

0.2

0.18

0.02

0.08

0.02

0.02

0.02

0.06

0.02

0.04

- Wound healing
- Habronema spp.
- Colic

- Diarrhea
- Wound healing

- Skin problems

- Tick infestation and
fly repellant

- Antihelminthic

- Kidney problems

- Evil eye
- Skin problems
- Habronema spp. and

wound healing

- Cough

- Fly repellant

L - Poultice

L - Macerated leaves

L - Tea

L - Tea

B - Tea

L - Infusion with water

S - Seeds burnt to create a smoke

S - Oil pure in water

R - Tea

WP - Passing the animal to remove
evil eye

L - Macerated

B - Tea

R - Macerated with sugar

L - Juice

L-leaves, B- bark, Fr- fruit, S-seed, R-roots, P- pods, O-oil, WP- whole plant.
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Table 2- Absolute and relative frequencies of medicinal indications related to the plants
mentioned in the ethnoveterinary medicine practiced on Marajo Island, Eastern

Amazon, Brazil.

Absolute Relative
Medical indication frequency frequency (%o)
Wound healing 16 32
Diarrhea 16 32
Fly repellant 10 20
Anthelmintic 9 18
Skin problems 8 16
Anti-inflammatory 7 14
Habronema spp. 7 14
Cough 7 14
Colic 6 12
Tick infestation 5 10
Infectious coryza poultry 4 8
Kidney problems 3 6
Anemia 2 4
Myiasis 2 4
Snake bite 2 4
Evil eye 1 2
Fowlpox 1 2
Strangles 1 2
Stimulant to improve the smell
of dogs 1 2
Purgative 1 2
Vomit 1 2
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8 CAPITULO 3

Atividade anti-helmintica de sementes de Jatropha curcas L. sobre Haemonchus
contortus

Anthelmintic activity of Jatropha curcas L. seeds on Haemonchus contortus

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo anti-helmintica in vitro dos extratos
hexanico (EH), acetato de etila (EA) e etandlico (EE) obtidos das sementes de J. curcas
utilizando o teste de eclosdo de ovos (TEO) e o teste de desembainhamento larvar
artificial (TDLA). Foi realizada a caracterizagcdo fitoquimica dos extratos e
determinacéo de fendis totais e taninos totais. No TEO os EH, EA e EE foram utilizados
nas concentragdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg mL™ acompanhados de um controle
negativo (Tween 80 a 5%) e um controle positivo (tiabendazol- 0,025 ug mL™). No
TDLA, os extratos foram testados na concentragdo de 1000 pg mL™, acompanhados por
um controle negativo (PBS). Para avaliar o efeito dos taninos, o extrato com melhor
atividade foi incubado com polivinilpolipirolidona (PVPP). O EE, na concentragdo de
50 mg mL™ inibiu em 99,8% a ecloséo de larvas, com CEsy de 8 mg mL™ (3,08-18,18).
Apo6s adicdo do PVPP, a eficacia ovicida do EE foi reduzida para 91,9%, sendo
significativamente diferente da eficicia do EE sem adicdo de PVPP. Nos EH e EA a
inibicdo sobre a ecloséo de larvas foi de 15,3% e 32,2%, respectivamente. No teste de
desembainhamento larvar, observou-se que, ap6s 60 minutos, 18,9% (p<0,01) das L3
incubadas com o EE estavam desembainhadas. A adicdo de PVPP ao EE reverteu o
efeito inibitorio sobre o desembainhamento larvar. O percentual de desembainhamento
das L3 incubadas com o EH (99,6%) e EA (97,8%) ndo diferiu do grupo controle
(p>0,05). Os resultados obtidos demonstram que os efeitos do EE sobre ovos ndo estdo
relacionados apenas com o0s taninos condensados. Entretanto, esses metabolitos
secundarios estdo implicados no efeito observado sobre o desembainhamento larvar.
Sao necessarios estudos in vivo para estabelecer as propriedades anti-helminticas da J.
Curcas nas espécies alvos.

Palavras chaves: nematéides, desembainhamento, eclosdo de larvas, taninos, testes in

vitro, Haemonchus contortus
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the anthelmintic activity of hexane (HE), ethyl
acetate (AE) and ethanol (EE) extracts obtained from the seeds of Jatropha curcas
using the egg hatch Inhibition assay (EHA) and the artificial larval exsheathment
inhibition assay (LEIA). Phytochemical characterization of extracts was performed and
the amount of total phenols and tannins were determined. For the egg hatch test, EH,
EA and EE were used in concentrations of 3.12, 6.25, 12.5, 25 and 50 mg mL™,
accompanied by a negative control (5% Tween 80) and a positive control (0.025 g ml™
thiabendazole). In LEIA, the extracts were tested at a concentration of 1000 pg mL™,
accompanied by a negative control (PBS). To evaluate the effect of tannins, the extract
with the greatest effect was incubated with polyvinyl polypyrrolidone (PVPP). EE at a
concentration of 50 mg ml™ inhibited 99.8% of egg hatching, and the ECs, was 8 mg
ml™ (3.08 - 18.18). After the addition of PVPP, the ovicidal effectiveness of EE was
reduced to 91.9% and was significantly different from the effectiveness of EE without
the addition of PVPP. Using the HE and AE, inhibition of egg hatching was 15.3% and
32.2%, respectively. In the larval artificial exsheathment assay, it was observed that
after 60 minutes, 18.9% of L3 incubated with EE were exsheathed (p <0.01). The
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addition of PVPP to EE reversed the inhibitory effect on larval exsheathment. The
percentage of exsheathment of L3 incubated with HE (99.6%) and AE (97.8%) did not
differ from the control group (p> 0.05). The results show that the effects of EE on eggs
are not solely due to the tannins. However, these secondary metabolites are implicated
in blocking the larval exsheathment. In vivo studies are needed to further establish the

anthelmintic activity of J. curcas in the target species.

Keywords: nematodes, exsheathment, egg hatching, tannins, in vitro assay,

Haemonchus contortus

Introduction

Livestock are an important source of income and food for small producers, and
gastrointestinal nematodiasis remains a major cause of reduced production and impaired
animal health (Githiori et al., 2005). In tropical regions, one of the most prevalent and
pathogenic nematodes that cause this disease is Haemonchus contortus (Hounzangbe-
Adote et al., 2005).

Conventionally, gastrointestinal nematode infection is treated with synthetic
anthelmintics. However, the development of resistant gastrointestinal nematode
populations to anthelmintics is a reality in Brazil (Melo et al., 2003), worldwide
(Sangster, 1999; Kaplan, 2004) and it is one of the most important and current problem
in animal husbandry. Anthelmintic resistance has stimulated the search for new
alternatives of treatment, including the use of medicinal plants (Jackson and Miller,
2006).

Jatropha curcas L. belongs to the family Euphorbiaceae. It is a drought-resistant
plant that is easy to grow. Its seeds are used in the production of biodiesel, soap and
cosmetics. They are also used in folk medicine to treat several human and animal
diseases (Kumar and Sharma, 2008). The predominant constituents in the seeds are
toxoalbumin curcin, phorbol esters, terpenes, polyphenols and tannins (Abdel Gadir et
al., 2003; Llelaboye and Pikuda, 2009). Despite reports of toxicity (Abdel Gadir et al.,
2003; Botha and Penrith, 2008), the seeds of this plant are used in ethnoveterinary
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medicine as purgatives (McGaw and Eloff, 2008), molluscicides (Gubitz et al., 1999)
and anthelmintics (Ketzis and Brown, 2000).

The objective of this study was to evaluate the anthelmintic action in vitro of
hexane, ethyl acetate and ethanol extracts obtained from seeds of J. curcas on H.
contortus using the egg-hatching test (EHT) and larval artificial exsheathment assay
(LEIA). In addition, we aimed at examining the possible role of tannins and
polyphenols in this antiparasitic activity by comparing the activity after or not addition

of a tannin inhibitor.

Materials and Methods

Plant material and extract preparation

Seeds of J. curcas were obtained in an experimental field at Embrapa Eastern
Amazon in the municipality of Don Eliseu, which is located in the state of Parg, Brazil.
Plant samples were collected and sent to the Herbarium of Embrapa Eastern Amazon
for botanical identification. The samples were deposited under the number 184097.

Approximately 4 kg of J. curcas seeds were crushed and soaked for seven days
in organic solvents in order of increasing polarity: hexane, ethyl acetate and ethanol.
The solvent was evaporated using a rotary evaporator to obtain hexane (HE), ethyl
acetate (AE) and ethanol (EE) extracts.

Phytochemical analysis

Phytochemical tests that detect the presence of phenols, tannins,
leucoantocianidins, flavonoids, steroids, triterpens and alkaloids were performed as
previously described by Matos (2009). These tests involved visual observation of color

modification or formation of precipitates after the addition of specific reagents.

Quantitative determination of total tannins and total phenols

Total phenols were quantified using the methodology of Sousa et al. (2007),
which uses the Folin-Ciocalteu reagent with a calibration curve prepared with gallic
acid. The levels of total tannins were analyzed according to Pansera et al. (2003) using

the Folin Denis reagent with a calibration curve prepared with tannic acid. Both
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measurements were performed on a spectrophotometer at 515 and 720 nm for total
phenols and tannins, respectively. The results for total phenols were expressed as mg g-

1 (equivalent to gallic acid) and tannins as mg g -1 (equivalent to tannic acid).

Recovery of H. contortus eggs and larvae

One sheep was maintained in a metabolic cage and treated on alternate days with
three anthelmintics containing different active ingredients (Fenbendazole, levamizole
and ivermectin) to eliminate natural infections. In order to use the animal as a source of
fresh H. contortus eggs and L3, 5,000 H. contortus third-stage larvae (L3) were orally
administered to the sheep. After 21 days, approximately 10 g of feces was collected
directly from the rectum of the sheep experimentally infected with H. contortus, and the
sample was processed according to the technique described by Hubert and Kerboeuf
(1992) for egg recovery. The L3 were collected according to Roberts and O'Sullivan
(1950).

Egg hatching test (EHT)

The egg hatching inhibition test was based on the method described by Coles et
al. (1992). A 0.25 ml suspension of eggs (approximately 100 fresh eggs) were
distributed in 5 ml tubes and mixed with the same volume of HE, AE or EE extract at
concentrations of 3.12, 6.25, 12.5, 25 and 50 mg ml™. HE, AE and EE were dissolved in
5% Tween 80. The mixtures were incubated for 48 h at room temperature. Next, Lugol
drops were added to stop the eggs from hatching, and all eggs and first stage larvae
were then counted. Each concentration of HE, AE and EE extract was accompanied by a
negative (5% Tween 80) and a positive control (0.025 mg ml™ thiabendazole). To
confirm the action of tannins on the observed anthelmintic effect, the extract with the
greatest effect was incubated with 50 mg ml™ polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) as
described by Alonso-Diaz et al. (2008a). Five replicates were performed for each extract

concentration.
Larval exsheathment inhibition assay (LEIA)

The larval artificial exsheathment assay was performed according to Alonso-

Diaz et al. (2008a). One thousand ensheathed H. contortus larvae were incubated for 3 h
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with HE, AE or EE at concentrations of 1000 ug ml™. After incubation, the larvae were
washed three times in PBS (pH 7.2). Larvae were subjected to an artificial
exsheathment process through contact with a solution of sodium hypochloride (2%)
diluted 1:300 in PBS (pH 7.2). The kinetics of larval exsheathment in the different
experimental treatments were then monitored, and exsheated larvae were counted at 0,
10, 20, 30, 40, 50 and 60 min. Each extract was accompanied by a negative control
(PBS). To confirm the action of tannins on the observed anthelmintic effect, the extract
with the greatest effect was incubated with 50 mg mL™ PVPP. Six replicates were

performed for each treatment and negative control.
Statistical analyses

Results of the egg-hatching test for the various extract concentrations were
compared by ANOVA and Tukey’s test (p <0.05) using Graph Pad Prism 3.0. The mean
effective concentration (ECso) to inhibit egg hatching and larval development was
calculated by the probit method (SPSS 8.0 for Windows). Larval artificial exsheathment
assay results were analyzed by the Kruskal-Wallis test using the SAS program. The
results were expressed as a mean percentage + standard deviation, and the differences
were considered significant when p <0.05.

Results

Phytochemical analysis of J. curcas seeds showed the presence of phytosteroids
and phenols in HE and AE extracts. The extracts were negative for the other secondary
metabolites investigated. EE was positive for phenols, tannins, catechins and
triterpenes. The concentrations of total phenols for HE, AE and EE extracts were 67, 87
and 108 mg g ™ (gallic acid equivalent), respectively. Tannins were not detected in HE
and AE while the EE concentration was 3.2 mg™ g (tannic acid equivalent).

The test results are described in Table 1. EE at concentrations of 50 mg mL™ and
25 mg mL™ inhibited egg hatching by 99.8% and 99.6%, respectively, which was not
statistically different from the thiabendazole positive control. The ovicidal effect of EE
was dose-dependent, demonstrating an ECso of 8 mg mL™ (3.08 - 18.18 mg ml™). After

88



the addition of PVPP, the ovicidal activity of 50 mg ml™ EE was reduced to 91.9%.
This is significantly different from the effectiveness of EE without the addition of
PVPP. Treatment with 50 mg mL™ HE and AE showed non significant ovicidal effect
(15.3% and 32.2%).

Table 1. Mean efficacy (percentage + SD) of Jatropha curcas seed extracts on

Haemonchus contortus egg hatching.

Concentration Extracts
(mg mL™) EE AE HE
50 99.8 + 0.4 32.2+£9.22° 15.3 + 6.6
25 99.6 + 0.6 21.2 7.4 15.4 + 6.5%°
12.5 61.4 +6.9™ 21.0+7.1"® 13.4 +6.22°
6.25 246 +6.1% 16.5 + 3.7°® 13.2 +5.2¢%
3.12 21.5+9.5% 16.1 £5.2°® 10.3 + 5.02%
PVPP (50) 91.9 +4.9° - -
0.025 Thiabendazole ~ 95.0 + 3.0% 95.0 + 3.0° 95.0 +3.0°
5%Tween 5.5+ 4.6° 5.5+ 4.6° 5.5+ 4.6°

Small letters compare mean between lines and capital letters between columns (p<0.05).

In the larval exsheathment inhibition assay, 100% of the control H. contortus L3
were exsheathed after 60 minutes of contact with a solution of sodium hypochloride
(2%). The percentage of exsheathed larvae incubated with HE (99.6%) and AE (97.8%)
did not differ from the control group (p> 0.05), which demonstrates that these extracts
did not inhibit larval exsheathment (Figures 1 and 2). In contrast, the EE extract
significantly inhibited (p <0.01) the process of L3 exsheathment because only 18.9% of
L3 were without sheaths after 60 minutes (Figure 3). The addition of PVPP to EE
reversed the inhibitory effect of larval exsheathment, and the percentage of

exsheathment (98.3%) did not differ from the control after 60 minutes.
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Figure 1. Effect of 1000 ug mL™ Jatropha curcas seed hexane extract (HE) on artificial

exsheathment of Haemonchus contortus third-stage larvae.
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Figure 2. Effect of 1000 pg mL™ Jatropha curcas seed ethyl acetate extract (AE) on

artificial exsheathment of Haemonchus contortus third stage larvae.
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Figure 3. Effect of 1000 pg mL™ ethanol extract (EE) of Jatropha curcas seeds
incubated with polyvinyl polypyrrolidone (EE + PVPP) on artificial exsheathment of

Haemonchus contortus third stage larvae.

Discussion

Evaluation of medicinal plants with anthelmintic activity is initially performed
using in vitro tests (Camurca-Vasconcelos et al., 2005). In these tests, the plant extract
is placed directly in contact with eggs and larvae to evaluate its action on nematode
biological processes, such as hatching, development, motility (Coles et al. 1992; Hubert
and Kerboeuf, 1992) and larva exsheathment (Alonso-Diaz et al., 2008a).

In this study, 50 mg mL™ ethanol extract inhibited 99.8% of egg hatching.
Similar results have been obtained with other plants and extracts. Methanol extract from
Spigelia anthelmia leaves (Assis et al., 2003), ethanol extract from Mangifera indica
seeds (Costa et al., 2002), 50 mg mL™ ethanol extract from Azadirachta indica leaves
(Costa et al., 2008) and Melia azedarach leaves (Maciel et al., 2006) inhibited 97.4%,
95.6%, 100% and 100% of egg hatching, respectively. However, methanol and aqueous

extracts of J. curcas seeds from Ethiopia showed 100% efficacy on H. contortus egg
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hatching at a concentration of 2 mg mL™ (Eguale and Giday, 2009). These differing
results may be explained by the difference in the chemical composition of the seeds.
Different environmental conditions in Ethiopia and Brazil may be involved in creating
differences in phytochemical constitution. Genetic factors, climate, soil, harvest time
and solar radiation can influence the composition and concentration of plant secondary
metabolites (Gobbo-Neto and Lopes, 2007). Moreover, the solvents and protocols used
for extraction promote variation in concentrations and classes of secondary metabolites
present in extracts (Marie-Magdeleine et al., 2009, Moraes and Souza, 2007).

Phytochemical tests revealed the presence of chemical constituents that may be
responsible for the anthelmintic activity. Among these components, we detected the
presence of tannins, catechins and triterpenes. Tannins are oligomers and polymers
formed by linking two or more monomers of flavan-3-ol (catechin) or 3-4 flavan-diol
(Santos and Mello, 2004). The anthelmintic properties of tannins and their monomers
have been demonstrated using in vitro (Molan et al., 2002; Bahuaud et al., 2006;
Alonso-Diaz et al., 2008a) and in vivo tests (Paolini et al. 2003; Max, 2010). In this
study, PVPP was used to demonstrate the effect of tannins on egg hatching. PVPP is a
synthetic polymer that is insoluble in water and rich in oxygen atoms. It binds to the
phenolic groups of tannins and inhibits their biological activities (Silanikove et al.,
2001). When EE was incubated with PVPP, the anthelmintic efficacy was not totally
abolished, demonstrating that the tannins and their monomers are not solely responsible
for the ovicidal activity provided by this extract. The anthelmintic effect of plant
extracts can be attributed to a single component or a combination of active ingredients
that results in a synergistic effect (Rates, 2001).

Triterpenoids, which are also detected in EE, have been primarily associated
with insecticidal activity (Mulla and Tianyun, 1999, Siddiqui et al., 2002). However, in
recent studies, some terpenoids were observed to affect egg hatching (Marie-
Magdeleine et al.,, 2009), larval development (Maciel et al., 2006; Camurca-
Vasconcelos et al., 2007) and H. contortus motility (Marie-Magdeleine et al., 2009).
Azadirachtin, a triterpene obtained from A. indica, inhibited H. contortus egg hatching
by 68% at a concentration of 10 mg/ml (Pessoa et al, 2001).

Regarding the artificial larval exsheathment inhibition assay, it was observed
that only with the EE extracts, 18.9% (p <0.01) of L3 were exsheathed after 60 minutes.
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The results observed after addition of PVPP showed that tannins present in the ethanol
extract are probably involved in the inhibitory effect. It has been hypothesized that the
mode of action of tannins on larval exsheathment might involve their ability either to
bind to proline and hydroxyproline-rich proteins, which are present in the sheath or to
inactivate enzymes involved in this process that consequently disrupt the perch in the
sheath (Bahuaud et al., 2006, Brunet and Hoste, 2006, Brunet et al, 2007). Larval
exsheathment is an important step in the biology of trichostrongylid nematodes because
it represents the transition from a free-living stage to a parasitic life. Interruption of
exsheathment prevents L3 establishment in the host and, consequently, the development
of infection (Hertzberg et al., 2002).

In this study, the ovicidal effect of EE is probably not solely due to the action of
tannins. However, the effect of tannins on larval exsheathment was evident. Differences
in the action of tannins in in vitro tests were also found in other studies. Acetone extract
from the leaves of Piscidia piscipula, a tanniferous plant, had no effect on motility, but
it significantly inhibited the exsheathment of H. contortus (Alonso-Diaz et al., 2008a)
and Trichostrongylus colubriformis L3 (Alonso-Diaz et al., 2008b). Molan et al. (2002)
showed that tannins were more effective in inhibiting the development and hatching of
larvae than in affecting larval motility. In vivo studies showed that the anthelmintic
effects of tannins or tannin rich plants are variable between goats and sheep (Max,
2010) and depend on the species of nematodes, their location in the gastrointestinal tract
and the concentration and structure of tannins (Nguyen et al. 2005; Heckendorn et al.,
2007, Hoste et al, 2006).

In conclusion, the results found in this study demonstrate that EE was the most
promising extract. Thus, we suggest future toxicological and in vivo studies to confirm

the anthelmintic potential of J. curcas in the target species.
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9 CONCLUSOES

Os habitantes da cidade de Soure e Salvaterra, pertencentes a Ilha de Marajo,
utilizam plantas medicinais para tratar doencas dos seus animais de producdo e
estimacdo. Dentre as plantas citadas como anti-helminticos naturais destacou-se a
Jatropha curcas L. da qual s&o utilizadas as sementes.

A validacédo cientifica demonstrou que os extratos acetato de etila e hexanico,
obtidos a partir das sementes de J. curcas, ndo apresentaram efeito ovicida e nédo

inibiram o processo de desembainhamento larvar.

A caracterizacdo fitoquimica do extrato etandlico demonstrou a presenca de
taninos condensados, metabodlito secundario com relatos cientificos de acdo anti-
helmitica. Esse extrato, quando testado sobre ovos e larvas de Haemonchus contortus,

demonstrou atividade ovicida e inibiu o processo de desembainhamento larvar.

O conhecimento etnoveterindrio foi validado utilizando a caracterizacao
fitoquimica e realizacdo de testes in vitro. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos
toxicoldgicos e de eficacia in vivo para que o efeito anti-helmintico da J. curcas possa
ser repassado para populacdo como uma alternativa segura e eficaz para tratar seus

animais.
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10 PERSPECTIVAS

Esse trabalho contribui para realizacdo de um inventario das plantas utilizadas na
etnoveterinaria marajoara que pode servir de base de dados para futuros trabalhos de
validagdo cientifica. A comprovagdo cientifica das propriedades farmacoldgicas de
plantas favorece o desenvolvimento de novos medicamentos de baixo custo,

ambientalmente corretos, seguros e eficazes para trata os animais.
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