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RESUMO

As espécies ovinas representam uma atividade significativa no cenario socioecondmico atual,
principalmente na regido Nordeste do Brasil, onde se concentra a maior parte desses animais.
No entanto, a manipulagdo inadequada de drogas antiparasitarias destinadas a pequenos
ruminantes ¢ um fator que coopera diretamente com o aumento da resisténcia do parasito aos
medicamentos. Assim, a fitoterapia passou a ser uma alternativa para o controle dos
endoparasitos devido a presenca de compostos metabdlitos com atividade bioldgica. Nesse
sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar atividade ovicida e larvicida in vitro do extrato aquoso
das folhas de Spondias mombin L. sobre parasitos gastrointestinais de ovinos. Para tal, foi
realizada analise fitoquimica para a determinacdo dos compostos metabdlicos, analise da
toxicidade aguda utilizando Artemia salina, o Teste de Eclosdao de Ovos (TEO) e o Teste de
Inibicdo do Desenvolvimento de Larvas. Os resultados obtidos na fitoquimicas identificaram
fenois, flavonoides, saponinas, taninos hidrolisados e condensados, alcaloides, cumarinas e
triterpenos. O extrato foi considerado atéxico (CL50 = 0,33%) apds o teste com A. salina.
Através do TEO, a eficacia observada foi de 84,8 % na concentracdo mais alta (10%) e diminuiu
conforme a redugdo das concentragdes, de modo que para a concentragao de 2,50% e de 5,00
% foram de 55, 8% e 1,25% teve uma eficacia de 27,2 %. Verificou-se também que o extrato
ndo apresentou diferenca estatistica significante quanto a inibi¢ao larval, uma vez que p= 0,989
que por sua vez ¢ > 0.05, indicando que os grupos possuem mediana semelhante. Por
conseguinte, conclui-se que existe uma capacidade efetiva do extrato aquoso das folhas de S.
mombin contra ovos e larvas de endoparasitos gastrointestinais de ovinos.

Palavras-chave: Endoparasito, Fitoterapia, Pequenos Ruminantes, Resisténcia.



ABSTRACT

Sheep species represent a significant activity in the current socioeconomic scenario, especially
in the Northeast region of Brazil, where most of these animals are concentrated. However, the
improper handling of antiparasitic drugs intended for small ruminants is a factor that cooperates
directly with the increase of the parasite's resistance to drugs. Accordingly, phytotherapy
became an alternative for the control of endoparasites due to the presence of metabolites with
biological activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate in vitro ovicidal and
larvicidal activity of the aqueous extract of the leaves of Spondias mombin L. on
gastrointestinal parasites of sheep. Phytochemical analysis was performed for the determination
of metabolic compounds, acute toxicity analysis using Artemia salina, the Egg Hatching Test
(TEO) and the Larval Development Inhibition Test. The phytochemical results identified
phenols, flavonoids, saponins, hydrolyzed and condensed tannins, alkaloids, coumarins and
triterpenes. The extract was considered nontoxic (LC50 = 0.33%) after the test with A. salina.
Through the TEO, the observed efficacy was 84.8% at the highest concentration (10%) and
decreased with the reduction of concentrations, so that for the concentration of 2.50% and
5.00% were 55.8% and 1.25% had anefficacy of 27.2%. It was also verified that the extract did
not present statistically significant difference regarding larval inhibition, since p= 0.989 which
in turn is > 0.05, indicating that the groups have a similar median. So, it is concluded that there
is an effective capacity of the aqueous extract of the leaves of S. mombin against eggs and larvae
of gastrointestinal endoparasites of sheep.

Keywords: Endoparasite, Phytotherapy, Small Ruminants, Resistance.
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1. INTRODUCAO

As espécies de ovinos foram incorporadas a realidade brasileira desde 1556 (NAEEM;
IQBAL; ROOHI, 2021) e representam uma atividade significativa no cenario socioeconomico
atual, com destaque para a regido Nordeste onde concentra a maior parte desses animais, sendo
o equivalente a 9 milhdes em 2017 (MENESES et al., 2021), constituindo uma fonte basica de
proteina e renda para a populagao rural de subsisténcia (PIRES FILHO et al., 2020).

No entanto, o surgimento de parasitos gastrointestinais em pequenos ruminantes, se
destaca como sendo a principal patologia que acomete esses animais (KOVALCUKA et al.,
2022; FREITAS et al., 2023). Os prejuizos causados por nematoides gastrointestinais podem
chegar a reduzir 40 % no desempenho animal, especialmente em animais jovens e matrizes em
periodo reprodutivo (ROBERTO et al., 2018).

A presenca dos parasitos tem como consequéncia uma utilizagcdo inadequada de anti-
helminticos, associado a praticas inapropriadas de manejo que contribuem diretamente para o
surgimento de cepas resistentes (NAEEM ef al., 2021; FREITAS et al., 2023). A coevolugdo
dos parasitos e seus hospedeiros permitem seu desenvolvimento mesmo quando expostos as
doses recomendadas da droga. Entretanto, o aumento da frequéncia e dosagem do tratamento
provoca a resisténcia aos antiparasitarios colaborando com o crescimento da taxa de
mortalidade animal (PEREIRA et al., 2021).

Além do aumento da resisténcia aos anti-helminticos sintéticos, os residuos desses
medicamentos foram encontrados em carnes e laticinios o que pode representar um sério desafio
a saude dos consumidores (OGEDENGBE et al., 2021). Consequentemente, esses fatores
culminam na ampliagdo do custo do tratamento aumentando significativamente o risco de
perdas econdmicas e do desencadeamento de problemas de saude publica devido ao desrespeito
do periodo residual e maior nimero de embalagens com descarte inadequado (ZAJAC;
GARZA, 2020).

Em termos numéricos, os valores ligados a problemas com helmintoses gastrintestinais
em pequenos ruminantes ultrapassa a marca de milhdes de reais, sendo esse um indicativo de
que esses parasitos sdo obstaculo para a pecuaria (AMARAL NETO et al., 2021). Na regiao
sul, por exemplo, as perdas econdmicas devido as taxas de mortalidade em ovinos relacionadas
a presenga de parasitos sdo em média R$ 2.016.000/ano (OLIVEIRA et al., 2017). Em outros
locais, como na Australia, o custo anual estimado de doengas parasitarias gastrointestinais em
ovinos ¢ de 436 milhdes, e na Europa a industria de ruminantes pode chegar a mais de mais de

€ 1,8 bilhao (RANASINGHE et al., 2023).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anthelmintic-agent
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Uma alternativa provavel para esses fatores ¢ a utilizacdo da fitoterapia no controle das
endoparasitoses através do uso de extratos vegetais ou Oleos essenciais de diferentes
composi¢des (FERREIRA et al., 2019). Algumas plantas como Anacardium occidentale,
Croton glandulosum, Annora muricata, Medicago sativa ¢ Ruta graveolens ja sao usadas para
controlar helmintos de ovinos (MENESES et al., 2021; KANDIL et al., 2023).

Dentre as planta presente no Brasil com aplicagdes médicas conhecidas salienta-se
Spondias mombin L., popularmente conhecida como cajazeira (CRISTOFOLI et al., 2019).
Atribui-se a essa planta bioatividades como antibacteriana, antioxidante, antiviral e anti-
inflamatoria, através de biomoléculas isoladas de suas folhas (MARIA et al., 2022). No entanto,
com poucos trabalhos voltados para a endoparasitos. Nesse contexto, o estudo teve por objetivo
avaliar atividade in vitro ovicida e larvicida do extrato aquoso das folhas de Spondias mombin
L., visando a geragdo de um produto util para o controle alternativo de endoparasitos

gastrintestinais de ovinos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 IMPORTANCIA DA PECUARIA NO BRASIL

O agronegdcio brasileiro ¢ de grande destaque na economia do pais, uma vez que, o
Brasil ¢ mundialmente conhecido pela exportagdo de diversos produtos desse meio
(MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021). O produto interno bruto (PIB) proveniente
do agronegdcio € responsavel por pelo menos 50% das exportagdes, além de gerar empregos e
contribuir diretamente com a riqueza do pais (SILVA; FERNANDES; MENEZES, 2021).

Segundo o censo agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2023) o rebanho de ovinos ¢ o quarto maior do pais, composto por uma média de 20 milhdes
de cabecas, ficando posterior aos galindceos, bovinos e suinos.

O maior destaque no mercado consumidor, sdo 0s bovinos, cuja exportagdo da carne
equivale a 3% das exportagdes brasileiras e 30% do PIB do agronegocio, sendo esse valor
equivalente a 400 bilhdes de reais (GOMES et al., 2017). Esse negocio abrange tanto modelos
empresariais como pequenos agricultores, especialmente na regido Nordeste (PIRES FILHO et
al., 2020).

Desse modo, o futuro do agronegdcio brasileiro € bastante promissor, considerando o
tamanho do territorio, 4gua disponivel e a perspectiva de negocios nacionais € internacionais,
além de ser suma relevancia na economia do médio e pequeno produtor rural (CARVALHO;

ZEN, 2017).

2.2 OVINOCULTURA NO BRASIL

Ainda que o agronegdcio se destaque como um dos setores de importancia para o Brasil,
as culturas de ovinos passaram por dificuldades ao longo de sua histdria, principalmente
relacionadas aos pequenos produtores rurais em alcangar desempenho econdmico satisfatorio
com a atividade (MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021). A agropecuaria familiar
tem como ponto principal a comercializacdo individual de caprinos e ovinos e criagdo para o
consumo proprio (MATTE; WAQUIL, 2021). Ainda assim, no decorrer dos anos esse setor
passou por diversas transformacgdes, o que resultou no constante crescimento dos rebanhos de
ovinos, o qual aumentou cerca de 7,09% entre 2015 e 2019 (MAGALHAES et al., 2020). Essa

evolugdo dos rebanhos se da desde 2002, contudo, em 2012 ocorreu uma redugao do niimero
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de animais atribuido ao periodo de seca na regido Nordeste naquele ano (MONTEIRO;
BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021).

Ainda assim, ¢ interessante notar, que, desde entdo, tantos 0s ovinos quanto 0s caprinos
apresentaram aumentos consideraveis em seus rebanhos (MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA
FILHO, 2021). Segundo a Pesquisa da Pecuaria Municipal (PPM) realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2019, o rebanho brasileiro de ovinos possui
cerca de 19,7 milhdes de cabecas, com destaque para o Nordeste que comporta 68,54% do
rebanho nacional (MAGALHAES et al., 2020). Esse fator estd ligado a ficil adaptabilidade
dessas espécies ao bioma caatinga presente no semiarido nordestino (MONTEIRO; BRISOLA;
VIEIRA FILHO, 2021). No tangente aos estados brasileiros com maior nimero de ovinos em
2018, a Bahia se destaca com 4,2 milhdes de cabecas, seguida pelo Rio Grande do Sul, com
cerca de 2 milhdes e Pernambuco com 2,4 milhdes (MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO,
2021).

Os dados indicam um crescimento exponencial da caprinovinocultura no Brasil,
concomitantemente a necessidade de uma produtividade melhor e maior na produgao, visto que
esses animais podem gerar produtos de importancia econdmica como 13, leite, carne e pele
(MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021). Em razao disso, os produtores buscam um
melhoramento na eficiéncia de seus rebanhos, sendo imprescindivel cuidar do bem-estar animal
e acompanhar o processo produtivo (LIMA; BARBOSA FILHO, 2013). No entanto, uma parte
consideravel das perdas nos rebanhos sdo por descuidos sanitérios, que causam doencas e outros
problemas relacionados ao manejo de animais, como as doencas parasitarias (MONTEIRO;
BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021). Nao obstante, as caracteristicas climaticas tropicais
presentes na regido Nordeste, apresentam umidade e temperatura favoraveis a infecgdo por
parasitas (AMARAL NETO et al, 2021).

As infecgdes parasitarias envolvem perdas como a diminui¢do da producdo de leite,
redu¢do da qualidade dos produtos como carne e 13, perda de peso, aumento da morbidade e até
mesmo a morte (FERRAZ et al., 2019). Em ovinos, especificamente, o problema mais iminente
¢ a parasitose gastrointestinal e a forma de tratamento mais empregada ¢ através do uso de
medicamentos anti-helminticos (OSORIO et al., 2020; FREITAS et al., 2023).

Mphahlele e colaboradores (2019) apontaram a experiéncia agricola limitada como um
dos principais fatores de riscos dos criadores, visto que esse fato dificulta a identificacao dos
sintomas da infec¢do, forma de transmissdo e aplicag¢do correta de anti-helminticos.

Assim, pode-se pontuar o uso indiscriminado desses medicamentos, que inclui a alta

frequéncia de tratamento por intervalo de tempo, a dosagem, bem como a falta de conhecimento


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mphahlele+M&cauthor_id=30426339
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e capacitacdo por parte do produtor, concomitante a relativa facilidade de acesso como
principais causas da consequente resisténcia parasitaria. Associado a influéncia de fatores
internos que dizem respeito ao ciclo de vida dos parasitos, velocidade de reproducao e alta

patogenicidade (DEGLA et al., 2022).

2.3 PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM OVINOS

As perdas causadas por parasitismo gastrointestinal sdo uma das principais limitagdes
no que tange o crescimento dos rebanhos ovinos, devido a alta mortalidade, o custo elevado dos
antiparasitarios ¢ a ocorréncia de cepas de parasitas resistentes aos medicamentos anti-
helminticos normalmente utilizados no tratamento dessas doengas (PEREIRA et al., 2021).

Os nematoides da ordem Strongylida destacam-se como os principais acometedores
desses rebanhos e o género mais difundido é o Haemonchus (LIMA et al., 2022; PEREIRA et
al., 2021). Almeida & Santos (2018) destacam Trichostrongylus axei ¢ Haemonchus contortus
como principais parasitos de pequenos ruminantes que acometem o abomaso; Strongyloides
papillosus e Trichostrongylus colubriformis estdo entre aqueles que atingem o intestino
delgado; e Oesophagostomum colubianum no intestino grosso. Na regido Nordeste, H.
contortus, S. papillousus, T. colubriformis e O. colubianum, sdo as principais espécies que se
destacam em termos de prevaléncia e intensidade de infecgdo (ROBERTO et al., 2018).
Outrossim, protozoarios coccidios do género Eimeria acometem com frequéncia ovinos mais
jovens, apesar de estarem presentes independentemente da idade (BIOLCHI; PEDRASSANI,
2019).

Essas infecgdes ocorrem principalmente de forma mista, na quais duas ou mais espécies
de nematoides estdo presentes no mesmo hospedeiro (LIMA et al., 2022). Nao obstante, as
infeccdes sdo favorecidas pelo clima quente e chuvoso, sendo disseminadas pelo contato de
fezes infectadas com os ovos dos vermes adultos nas pastagens (LIMA ef al., 2022). Além
disso, outros fatores como raga, frequéncia de tratamentos € manejo influenciam diretamente
na ocorréncia do parasitismo (BIOLCHI; PEDRASSANI, 2019).

Os animais acometidos podem apresentar infecgdes subclinicas, as quais ndo
apresentam sintomas. No entanto, os sinais clinicos podem incluir anemia, diarreia, perda de
peso e levar os animais @ morte sem o devido tratamento (BENAVIDES; SOUZA, 2020).

Com relacgdo a detecgdo e analise, destaca-se o teste do OPG (Ovos por Grama de
Fezes), que determina a quantidade de ovos contida em amostras fecais e apos a analise em

camara de McMaster e ser realizado antes e apos o tratamento (NASCIMENTO et al., 2021).
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2.3.1 Strongyloides spp.

A estrongiloidiase ovina ¢ uma doenca parasitaria altamente difundida no mundo, que
foi registrada em paises como o Brasil, Sudao, Egito, Polonia, entre outros (SOROKOVA et
al., 2021). Os principais diagnosticos sdo da espécie Strongyloides papillosus (Figura 1) que
causam atraso no crescimento e desenvolvimento, anemia, ataxia, diarreia, prostragdo e
abdomen retraido (AMARAL NETO et al., 2021). Esses parasitos ocorrem em regides imidas
e quentes, caracterizadas pelo clima subtropical e tropical (NEVES et al., 2016).

Figura 1 — Strongyloides papillosus: A- Ovos larvados; B- Larva com es6fago rabditoide.
(Fonte:
http://www.wormbook.org/chapters/www_genomesStrongyloides.2/strongyloides.2.html;
https://www.researchgate.net/figure/Rhabditiform-larvae-of-S-papillosus-a-L-1-from-C-
hircus-arrowheads-indicate-the figl 335703466)

Seu ciclo de vida tem dois tipos de desenvolvimento chamados de homogdnico (direto)
e heterogonico (indireto) (NEVES et al., 2016). As L1 podem evoluir tanto para formas
infectantes (ciclo homogonico), quanto para formas de vida livre capazes de produzir larvas
infectantes (ciclo heterogonico). Inicialmente, fémeas partenogenéticas ovipde na mucosa do
intestino delgado, que por sua vez sdo eliminados nas fezes do hospedeiro larvados, com
surgimento da larva em L1 (larva rabditéide) em 6 horas (BOWMAN, 2010).

No ciclo homogonico as larvas L2 mudam para larvas filarioide infectantes (L3) e apds
a fertilizag¢do as fémeas ovipde nao embrionados, com posterior L1 eclodem, mudam para L2
(rabdtoide), L3 infectante (filarioide) que ndo originam formas de vida livre (MAIA; MATTOS,
2020). Ambos os ciclos podem ocorrer simultaneamente quando expostos a condigdes

climéticas favoraveis (BOYKO et al., 2019).


https://www.researchgate.net/figure/Rhabditiform-larvae-of-S-papillosus-a-L-1-from-C-hircus-arrowheads-indicate-the_fig1_335703466
https://www.researchgate.net/figure/Rhabditiform-larvae-of-S-papillosus-a-L-1-from-C-hircus-arrowheads-indicate-the_fig1_335703466
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As formas de infec¢do incluem, além da penetracdo ativa de L3, ingestdo de alimentos
contaminados, contamina¢ao pré-natal ou ainda através do colostro (MAIA; MATTOS, 2020).
O tratamento contra estrongiloidiase envolve o uso de ivermectina, albendazol ou
analogos (MEDEIROS et al., 2022). No entanto, essas drogas apresentam varios efeitos
colaterais como vOmito, nausea, diarreia, hipotensdo, tontura, sonoléncia e desorientagcdo e
demonstraram eficdcia irregular, tornando a busca por novas alternativas terapéuticas ainda

mais pertinente (MEDEIROS et al., 2022).

2.3.2 Haemonchus spp.

Os parasitos do género Haemonchus spp. sdo helmintos de habitos hematofagos que
causam uma infeccdo gastrointestinal conhecida como hemoncose, sendo as espécies mais
dominantes as chamadas Haemonchus placei, Haemonchus similis € Haemonchus contortus
que parasitam o abomaso de pequenos ruminantes (ARSENOPOULOS et al,
2021). Morfologicamente, Haemonchus apresenta cauda fina, reta e pontiaguda e apresenta-se

como uma larva bem comum nos ruminantes mundialmente (Figura 2) (NATH et al., 2021).
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Figura 2 Morfologia de Haemonchus contortus. A- extremidade anterior mostrando papilas
cervicais; B- extremidade posterior da fémea mostrando o anus e a cauda. (Fonte: Nath et al,
2021).

Haemonchus esta presente predominantemente em areas temperadas e tropicais, sendo
0s animais mais jovens aos mais vulneraveis (OSORIO et al., 2020; FREITAS et al., 2023).
Seu desenvolvimento e infecg¢do sdo favorecidos por condi¢des de clima umido e quente, sendo
transmitido através do pasto pela ingestdao de larvas de terceiro estagio (NEVES et al., 2016).
Uma vez infectado, os principais sintomas que podem ser percebidos consistem na perda de

peso, anemia e até mesmo morte (AMARAL NETO et al., 2021).
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Seu ciclo de vida ¢ direto e dura, em média, de 20 dias e chegando a fémea a colocar até
10.000 ovos diariamente, sendo essas caracteristicas que contribuem para sua resisténcia aos
anti-helminticos sintéticos tipicamente utilizados no controle desse tipo de parasitose (DEGLA
et al., 2022). Consiste em duas fases, sendo uma de vida livre e uma dentro do abomaso com
os ovos expelidos por ruminantes parasitados através de suas fezes, onde se inicia a fase
ambiental, de onde saem larvas de primeiro estagio (L1), que passam para larvas de segundo
estagio (L2) e posteriormente, de terceiro estagio (L3), sendo o ultimo sua forma infectante
(NEVES et al., 2016). Apos a ingestdo, elas migram para fora do bolo fecal ao capim, até serem
ingeridas e chegarem ao abomaso, para que se tornem parasitas nematoides adultos e realizem
atividade hematéfaga (MENDES et al., 2020).

Dentre os parasitos nematoides capazes de infectar pequenos ruminantes estdo entre os
mais patogénicos em razao dos seus habitos hematofagos (DEGLA et al., 2022). Tornando-se
estudados devido ao seu potencial danoso para a economia global, uma vez que se estima que
cause perda de US$ 30 a 300 milhGes para a pecuaria em ambito global, especialmente em suas

zonas endémicas (RANASINGHE et al., 2023).

2.3.3 Trichostrongylus spp.

Trichostrongylus (Figura 3) sdo parasitos de ruminantes mundialmente distribuidos, que

foram relatados em humanos e que vivem em comunidades rurais com poucos cuidados

sanitarios e que criam animais herbivoros (KEYHAN et al., 2020).

Figura 3 - Larvas infectantes (L3) de Trichostrongylus spp. (a) Cabeca em formato conico; (b)
Sem formacao de filamentos e bainha caudal curta e pontiaguda. (Fonte: Allaie ef al, 2021).

Os ovos sao embrionados, tornando-os resistentes as variagdes climaticas, e suas larvas
em ambientes adversos entram em hipobiose causando problemas clinicos especialmente

durante o inverno e primavera (NASCIMENTO et al., 2021)
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O ciclo de vida ¢ de forma direta com ovos eliminados através das fezes do hospedeiro,
em condi¢des ambientais favoraveis as larvas (L1) eclodem e se desenvolve originando larvas
L2, que por sua vez, se tornard uma larva infectante (L3) (NEVES et al,, 2016). A L3 possui
dupla cuticula, no entanto, apds ser ingerida pelo ruminante através do pasto, esta passa para o
estagio L4, perdendo a cuticula. L4 segue para o abomaso (7. axei) ou para o intestino (7.
colubriformis) onde chega a sua fase final (L5) (MAIA; MATTOS, 2020).

No intestino delgado, os parasitos dao problemas no epitélio intestinal com atrofia de
vilosidades e microvilosidades da mucosa, além de hipertrofia das criptas intestinais,
engrossamento da mucosa e formagdo de infiltrados inflamatoérios leucocitarios, para que se
alimentem do conteudo de células epiteliais necrdticas, fluido tecidual e quimo presentes no
limen do intestino delgado (DIAS-SILVA; LOUVANDINI; AMARANTE, 2021). Assim, a
infeccdo causa problemas na digestdo do alimento e absor¢do dos nutrientes, tendo como
consequéncia problemas no crescimento e mineralizacdo Ossea, o que prejudica o

desenvolvimento do animal (SILVA et al., 2019).

2.3.4 Eimeria spp.

Eimeria spp. ¢ o protozoario causador da coccidiose, doenga entérica que atinge
mundialmente ruminantes e aves domeésticas, ¢ altamente incidente e causa mortalidade
significativa (RANASINGHE et al., 2023). Eimeria crandallis e Eimeria ovinoidalis (Figura

4) sdo as mais nocivas para ovinos.

A B

Figura 4 — A- Eimeria crandalis; B — Eimeria ovinoidalis identificadas em cordeiros
naturalmente  infectados  (Fonte:  SILVA et al, 2007. Disponivel em
https://www.scielo.br/j/abmvz/a/kGHVQ5hK8q7CRwWDyJ5Y q4K/?format=pdf&lang=pt)
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Apesar de assintomadticas, podem ocasionar desidratacdo e diarreia, crescimento
atrofiado, perda excessiva de peso e morte, sendo animais jovens mais suscetiveis a doenga,
principalmente em condic¢des insalubres (MARTINS ez al., 2020).

A forma mais comum de infec¢do € através dos oocistos que esporulam no ambiente,
ingerido pelos hospedeiros durante o repasto ou ingestdo de agua contaminada (MACEDO et
al., 2018). Dentro do hospedeiro, o parasito ira realizar o processos de merogonia (fase
assexuada) e gametogonia (fase sexuada) e no ambiente externo, este ird realizar a esporogonia
originando os oocistos esporulados que sdo as formas infectantes do parasito (NEVES et al.,
2016).

Animais também podem estar expostos a diversos fatores de risco, como idade, sexo,
local de alimentag¢do, dieta, condi¢cdes de higiene e superlotacdo, assim como, ruminantes mais
jovens e fémeas estdo relacionados com a liberacdo de alta carga de oocistos no ambiente
(MACEDO et al.,, 2018). No entanto, ¢ fato que, a maioria dos fatores esta intimamente
relacionado com a higiene do local. Ambientes superlotados favorecem a contaminagao de dgua
e alimentos por fezes, que por sua vez ¢ de extrema importancia para a transmissao desses
parasitos, especialmente se o alimento for consumido diretamente do solo, o que torna o tipo

de piso um fator igualmente relevante.

2.3.5 Oesophagostomum spp.

Oesophagostomum spp € um parasito recorrente em regides de climas tropicais e
subtropicais que infecta o intestino grosso de pequenos ruminantes, dos quais se destacam as
espécies O. columbianum e O. venulosum em ovinos e caprinos (NASCIMENTO et al., 2021).
Morfologicamente, suas larvas apresentam extremidade posterior que contém uma bainha
alongada e afilada, e um espaco localizado entre a ponta da cauda e a ponta da bainha (Figura

5) (NATH et al., 2021).
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Figura 5 - Morfologia de Oesophagostomum (L3). Em (A) € possivel observar sua cauda fina,
alongada e pontiaguda; (B) espaco da cauda e bainha; (C) espaco cefalico; (D) células
intestinais alternadas e em formato triangular. (Fonte: CDC, 2017).

Apesar da maioria das infeccdes ser assintomatica, estas resultam na formagdo de
nodulos visiveis a olho nu como resposta, os quais acabam sendo contaminados por bactérias,
que, por sua vez, deixam o intestino em estado inadequado para a distribui¢ao e processamento
(ROBERTO et al., 2018).

Além disso, as respostas as larvas acabam sendo maiores apds a primeira infecgao, e,
em alguns casos como em O. radiatum de gado, os sintomas podem ser inapeténcia, anemia €
hemorragia. Ainda, em casos cronicos, além da anemia os animais podem ter diarreia alternada
com constipacdo e emagrecimento (MAIA; MATTOS, 2020).

O ciclo tem inicio quando a fémea pde os ovos, que por sua vez sdo liberados nas fezes.
Em clima favoravel, as larvas L1 eclodem e formam uma cuticula chegam ao intestino delgado
e grosso pela ingestdo dos ruminantes e € nesse percurso que sdo originadas as larvas L4 no
interior dos nodulos inflamatdrios que se formaram na parede intestinal (NEVES et al., 2016).
Em seguida, L4 segue para a luz do 6rgao, onde se torna L5 (MAIA; MATTOS, 2020). A larva
L4 pode sobreviver por bastante tempo nos nddulos, de modo que esse fator atrelado a baixa

imunidade do animal dificulta o controle das parasitoses (NASCIMENTO ef al., 2021).

2.4 RESISTENCIA AOS ANTIPARASITARIOS

O filo Nematoda ¢ composto por uma variante de espécies de corpo alongado e
cilindrico. Os nematoides, como assim sdo conhecidos, podem ser encontrados nos mais
variados habitats, e, apesar de algumas espécies serem de vida livre, outras podem parasitar
plantas e animais, sendo os nematoides gastrintestinais de grande importancia econdmica

devido os danos causados em sistemas de produgao (ALMEIDA; SANTOS, 2018).
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Normalmente, o controle a essas infec¢des se da pela utilizagdo de medicamentos de
anti-helminticos (COSTA et al., 2019). Nesse sentido destacam-se as seguintes classes de anti-
helminticos: macrociclicas, salicilanilidas, benzimidazodis, imidazotiazois, lactonas e
nitrofenois (SALGADO; SANTOS, 2016). A exposi¢ao prolongada a essas drogas resultam
resisténcia dos parasitos, o que diminui consideravelmente a eficicia do tratamento de
helmintiases gastrointestinais, especialmente em animais de producdo (COSTA et al., 2019;
FREITAS et al., 2023).

Aumento de resisténcia significa que os parasitos passam a sobreviver a doses que
normalmente seriam fatais. Essa capacidade pode ser herdada, visto que ¢ fruto da a¢ao de genes
de resisténcia que podem ser passados para as proximas geragdoes (MPHAHLELE et al., 2021).

A Associagdo Mundial para o Avanco da Parasitologia Veterinaria (WAAVP),
determina que a resisténcia anti-helmintica ocorre quando uma droga apresenta eficacia inferior
a 95% (SALGADO; SANTOS, 2016). A resisténcia aos anti-helminticos ja foi relatada para
todas as classes de anti-helminticos disponiveis, por exemplo, flubendazol, albendazol,
levamisol e ivermectina (MPHAHLELE et al., 2021).

Em seu trabalho, Salgado e Santos (2016) relataram sobre os primeiros casos de
resisténcia a drogas anti-helminticas, sendo o primeiro relato mundial ocorrido em 1957, nos
EUA com a droga fenotiazina em ovinos nos EUA. Em 1961, o tiabendazol se destacou devido
sua baixa toxicidade e alta acdo nematocida (DEY et al., 2020). Contudo, em nematoides de
pequenos ruminantes, os benzimidazois foram os primeiros a perder sua eficacia, sendo esse
fato relatado em 1964. Em 1967, no Brasil, outros pesquisadores do Rio Grande do Sul
identificaram um caso de resisténcia anti-helmintica ao tiabendazol em ovinos (SALGADO;
SANTOS, 2016).

Costa et al. (2019) avaliaram a eficacia de diferentes drogas no tratamento de infec¢des
por Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum em rebanhos naturalmente infectados,
sendo estas: 10% de albendazol, 18,8% de cloridrato de levamisol, 10% de disofenol, 34% de
nitroxinil e 1% de moxidectina, e chegaram a conclusdo de que o nitroxinil 34% foi a nica
droga que se mostrou efetiva na reducdo da carga parasitaria nos grupos testados.

Esses fatores indicam a necessidade de estabelecer novos métodos de diagnostico e
controle antiparasitario, tendo como consequéncia a melhora na produtividade e evitando a

evolucdo dos quadros de resisténcia (NASCIMENTO et al., 2021).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS COM ACAO ANTI-HELMINTICA
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A utilizacdo da fitoterapia de plantas medicinais ¢ largamente empregadas na medicina
tradicional pode proporcionar um manejo eficaz para muitas doencas (SAMEH et al., 2018).
Fatores que colaboram para que a populagdo opte pelo uso de farmacos feitos a partir desses
ativos sdo o menor tempo de fabricagdo e custos mais baixos, 0 que os torna mais acessiveis
(PINHEIRO et al., 2022).

O conhecimento voltado para o uso de fitoterapicos faz parte de tradigdes e sdo
transmitidos entre geragoes e além da qualidade essas plantas se mostram altamente eficientes
e com baixo risco de uso (DEGLA et al., 2022). Diferencas nos efeitos dos tratamentos podem
surgir, visto que, na medicina tradicional, todas as partes das plantas sdo utilizadas em partes
aquosas ou em pé em diferentes dosagens e concentragdes (ADEMOLA, 2016).

Dentre suas aplicagdes, sabe-se que plantas com potencial a¢ao anti-helmintico tém sido
alvo de estudados in vitro e/ou in vivo, através de testes realizados nas diferentes fases de vida
(ovos, larvas e vermes adultos) desses parasitas (DEGLA et al., 2022).

As plantas medicinais sdo estudadas como possivel tratamento de parasitoses
gastrointestinais de pequenos ruminantes. Uma revisdo realizada por Mottin et a/ (2019) sobre
as principais plantas estudadas quanto ao efeito anti-helmintico em pequenos ruminantes mostra
que dentre aquelas citadas no estudo Operculina hamiltonii (batata de purga) ¢ a mais estudada
e representa 8,6% entre as citadas, seguido de Momordica charantia (melao-de-sdo-caetano),
Musa spp. (bananeira), Azadirachta indica (nim), Agave sisalana (sisal) e Allium sativum
(alho). Enquanto Degla ef al. (2022) cita Z. zanthoxyloides, N. laevis, S. monbin, C. italitica, B.
ferruginea e A. herba-alba, C. como espécies que demonstraram seus efeitos in vitro contra
helmintos, comprovados por meio de testes de eclosdo de ovos, inibigdo da migracao larval e
motilidade de vermes adultos.

Estudos realizados com plantas do género Spondias também apresentaram atividade
anti-helmintica. A aplicag@o de extratos etandlico e acetdnico da casca de S. pinnata mostraram
que o extrato etandlico na concentracao de 50 mg/ml e 100 mg/ml apresentou atividade mais
potente do que o extrato acetonico (SAMEH et al., 2018). Além disso, outros estudos
demonstraram que esse extrato possui resultados comparaveis a pirazinamida, antiparasitario
comercial, atribuidos a presenga de taninos presentes no extrato (SILVA et al., 2017).

E importante que haja validagdo cientifica quanto a utilizagdo de fitoterapicos para
melhor aplicagdo de seus compostos ativos, para isso, testes realizados in vitro sdo uma etapa
preliminar na busca de novos medicamentos fitoterapicos, visto que através deles € possivel
avaliar e caracterizar os compostos presentes nos vegetais (NERY; DUARTE; MARTINS,
2009).
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2.5.1 Spondias mombin L.

O género Spondias ¢ o segundo mais importante no Brasil, constituido de
aproximadamente 20 espécies, muitas delas frequentemente utilizadas na medicina popular.
Spondias mombin L. (Anacardiacea) pode ser encontrada nas regides tropicais da América,
Africa e Asia e no Brasil, estd amplamente situada nas regides Norte e Nordeste e é conhecida
como “caja” (CABRAL et al., 2016). Essa espécie também ¢ chamada de “ciruella amarilla”
no México, como “jobo” na América Central e no Equador e “yellow mombin” ou “hogplum”
na América do Norte, entre outros (MARIA et al., 2022).

Sua aparéncia ¢ de uma arvore de aproximadamente 15-22 m e 2 m (Figura 6) de

circunferéncia no tronco, e floresce entre os meses de janeiro e maio e frutifica entre julho e

setembro (AHUCHAOGU et al., 2017).

Figura 6 — Demonstrac¢ao da arvore Spondias mombin L. (Anacardiacea) com visualiza¢do da
sua altura que pode atingir 25m e seus frutos. (Fonte:
https://www.sementesarbocenter.com.br/sementes-de-caja-mirim.html)

Seus frutos sao conhecidos como caja, e tem como caracteristicas um formato ovoide,
tamanho pequeno e sabor agridoce (MEDEIROS et al., 2022). O caja ¢ consumido de modo
variado e ¢ utilizado como matéria-prima na obtencao de sucos, sorvetes e geleias (CABRAL
et al., 2016). Ha relatos no uso dessas frutas para como remédio para ulcera, inflamagao e dor
de garganta, febrifugo e diurético (AHUCHAOGU et al., 2017).

Nao somente os frutos como todas as partes da planta sdo usados como fitoterapicos
(SAHA, 2019). A decocgdo de suas cascas tem seu uso relatado para tosse forte, emético,

tratamento para diarreia, e os chas das flores e folhas sdo tomadas para proporcionar alivio nas
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dores de estdomago, biliosidade, uretrite, cistite, inflamagdes oculares e da garganta
(AHUCHAOGU et al., 2017).

Ha relatos do uso de suas folhas na medicina popular no tratamento problemas
intestinais (PEREZ-GUEVARA; MOTTA-MACHICADO, 2022), inflamagdes da boca e
garganta (CABRAL et al., 2016), inducdo do trabalho de parto, bem como diminui¢cdo do
sangramento apos o parto (SAHA, 2019). Aos extratos aquoso, metanolico e etandlico das
folhas do caja também ja& foram atribuidas propriedades antioxidantes, anti-helminticas,
antimicrobianas, leishmanicidas, antivirais (como em Coxsackie e Herpes simplex),
antiescorbutica e hipoglicémicas, antibacterians, moluscicidas (Biomphalaria glabrata) e
propriedades antidiabéticas (Bacillus cereus, Streptococcus pyogenese e Mycobacterium
fortuitum) (SAHA, 2019; BOSSOU et al, 2020; PEREZ-GUEVARA; MOTTA-
MACHICADO, 2022).

Todos esses efeitos sdo atribuidos a uma ampla gama de diferentes compostos como
aminoacidos, polissacarideos, 6leos essenciais, taninos, flavonoides, esterois, triterpenos e
saponinas, que a compoem (MEDEIROS et al., 2022) e mesmo com tantos indicios do seu uso
terapéutico, sdo poucos os estudos quimicos realizados com essa planta, ainda que alguns acidos

desses compostos tenham sido isolados de suas folhas (CABRAL et al., 2016).
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade ovicida e larvicida in vitro de extrato aquoso produzido a partir das
folhas de Spondias mombin L. como controle alternativo sobre parasitos gastrintestinais de

ovinos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o perfil fitoquimico das principais classes de metabdlitos secundarios das
folhas de Spondias mombin L.;

e Avaliar a toxicidade do extrato aquoso das folhas de Spondias mombin L. sobre
nauplios de Artemias salinas;

e Comparar os efeitos in vitro do extrato aquoso a partir das folhas de Spondias mombin
L. sobre ovos e larvas de nematddeos gastrintestinais de ovinos;

e Identificar os géneros de parasitos gastrintestinais presentes nas amostras de fezes de

ovinos;
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6. METODOLOGIA
6.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado no municipio de Mossordé/RN, cujo as coordenadas sdo
5°11°15”° de latitude sul e 37°20°39” de longitude oeste e altitude de 16 metros. O clima
preeminente € o semiarido e a temperatura atinge em média de 27,4 ° C, com regime de chuvas

irregulares e estagdo chuvosa intensa entre o verdo (ARAUJO et al., 2012).

6.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

6.2.1 Coleta do material vegetal

As folhas da espécie Spondias mombin L. foram coletadas do lado oeste da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), situada em Mossord, estado do Rio Grande do Norte
(Figura 7).

Figura 7 - Coleta do material vegetal. Em (A) folhas da espécie Spondias mombim L. ainda na

arvore de origem; em (B) material vegetal apos processo de selecdo. (Fonte: autoria propria).

O material foi retirado diretamente da arvore selecionada utilizando-se de material
cortante para melhor retirada. As amostras passaram por sele¢do, das quais foram utilizadas

somente aquelas em melhor estado, sem danos de qualquer natureza.

6.2.2 Obtencao do extrato aquoso
Apos a selegdo visual, o material limpo esteve exposto a temperatura de 26°C durante

oito dias. Ap0s esse periodo, a amostra foi triturada, seguida de separagdo do p6 com o uso de
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peneiras até a obtencdo de um p6 fino, com o objetivo de propiciar melhor solubilizagdo. A
proporcao usada para a produgdo do extrato ¢ de 10% (peso/volume), no qual 36g da amostra
foi diluido em 360ml de 4gua destilada. A solucdo obtida foi submetida a agitacdo magnética
constante durante 16 horas a 20 °C. Apds a extracdo, com o auxilio de malhas finas a mistura
foi filtrada e em seguida foi submetida a centrifugagdo a 8000 rpm, por 20 min em 4 °C para
retirada do sobrenadante, o chamado extrato bruto (EB) (Figura 8).

A partir do EB, foram preparadas diluicdes em 4agua destilada, nas concentracdes de

10%, 5%, 2,5% e 1,25% (NELSON; COX, 2014).

Figura 8- Obtengdo do extrato aquoso. Em (A) agitacdo magnética; em (B) e (C) material
direcionado a centrifugacdo; em (D) filtragdo utilizando malhas finas. (Fonte: autoria propria).

6.3 ANALISE FITOQUIMICA

A andlise da composicao fitoquimica do extrato de folhas de Spondias mombin L. foi
realizada com base na metodologia descrita por Matos e colaboradores (2008), a qual descreve a
classificagdo destes por classes metabolicas. Para identificar essas classes, foram realizadas
reacgoes colorimétricas, de fluorescéncia e de precipitacdo. Assim, para identificar os metabolitos
cumarinas, foi utilizado o Teste de Fluorescéncia; fendis com a Reagdao de Cloreto Férrico;
flavonoides, utilizando a Reacao de Cianidina ou Shinoda; antraquinonas (Bortréger); alcaloides
utilizando o reagente de Wagner; nucleos esteroidais com o Teste de Liebermann-Burchard;
nucleos triterpénicos utilizando o Teste de Salkowski; saponinas com o auxilio do Teste de
espuma; taninos condensados e taninos hidrolisaveis utilizando o Teste de Stiasny e taninos livres

com o Teste de precipitagdo por gelatina.
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6.4 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA in vitro

O ensaio experimental utilizado para o teste de toxicidade aguda in vitro foi realizado
segundo a metodologia de Meyer et al (1982) adaptado para placas de 24 pocos. Os cistos de
Artemia salina eclodiram em solugdo salina filtrada (40g/L) e pH entre 8-9, no qual para cada
1L de agua, foi adicionado 100 mg de cistos de 4. salina. O cultivo e eclosdo foram realizados
em temperatura ambiente, luminosidade de 100 W por 48h e aeracao constante.

Posteriormente, utilizando-se de placas de 24 pocgos foi adicionado 100 pl de solugdo
de cultivo de A. salina contendo 10 néauplios eclodidos e 400 ul das concentragdes referentes
aos tratamentos por pogo. O periodo de exposi¢cdo foi de 24 horas. O teste foi realizado em
triplicata. Para o controle negativo foi adicionada solucao de cultivo nos pogos.

Ap6s 24h de incubacao foi registrada a quantidade de nduplios vivos e mortos, sendo os
vivos sdo aqueles que apresentassem movimento quando observados proximos a luz. Os testes
validos foram aqueles nos quais o controle apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10%

da populagao.

6.5 NUMERO DE OVOS POR GRAMA DE FEZES (OPG)

A contagem de ovos por grama de fezes foi realizada a partir de amostras provenientes
de rebanhos ndo medicados com antiparasitario nos ultimos 90 dias, de modo a verificar a
infec¢do parasitaria. Nesse contexto, o pré-requisito para a selecdo das amostras ¢ o OPG
superior a 2000 ovos, verificados apds a adi¢do de 26 ml de solucao hipersaturada de cloreto
de sodio (NaCl) em 4 g de fezes e leitura no microscopio optico em camara de McMaster para
a contagem dos ovos, cujo resultado ¢ multiplicado por 25 (GORDON; WHITLOCK,1939;
CHAGAS; NICIURA; MOLENTO, 2011).

6.6 TESTE DE ECLOSAO DE OVOS (TEO)

Uma vez diagnosticada a presenga de ovos, estes foram recuperados segundo a
metodologia de Hubert e Kerboeuf (1992) na qual as amostras coletadas passam por peneiras
com malhas de 0,15, 0,10, 0,036 e 0,02 milimetros para a conten¢ao dos ovos.

Ap6s o término deste procedimento, o liquido resultante ¢ depositado em tubos Falcon

para a centrifugacdo durante 5 minutos e com rotagdo de 4.000 rpm. O sobrenadante foi
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devidamente desprezado, e ao resultado disto foi adicionada uma solugdo salina hiper saturada,
seguido de uma nova centrifugacao condi¢des anteriores € uma nova peneira de 0,02 mm.

Apos recuperados, os ovos foram direcionados para a analise da atividade antiparasitaria
do extrato aquoso bruto da Spondias mombin L. através do Teste de Eclosao de Ovos (TEO)
baseando-se na metodologia de Coles e colaboradores (2006). Para esse fim, foram utilizadas
placas de 24 contendo em média 100 ovos/pogo. No controle negativo foi adicionada a solucao
aquosa e para o controle positivo foi utilizado Tiabendazol 3,2 pg/mL. Os pocos restantes
continham os ovos incubados no extrato aquoso bruto (10 %) e suas respectivas dilui¢des (5 %,
2,5 % e 1,25 %).

A metodologia foi realizada em cinco repeti¢cdes e as placas foram incubadas a 25°C

durante 48 horas em uma B.O.D (Incubadora de Demanda Biologica de Oxigénio).

6.7 TESTE DE INIBICAO DO DESENVOLVIMENTO DAS LARVAS

O teste de inibicdo do desenvolvimento larval foi realizado baseando-se no trabalho
descrito por Borges (2003), que por sua vez foi adaptado da técnica de coprocultura quantitativa
descrita por Ueno e Gongalves (1995).

Apos a realizacdo do OPG, a amostra foi macerada e homogeneizada, e dela foram
retirados 2 g para a realizacdo da coprocultura, juntamente com 2ml do extrato bruto e suas
respectivas diluigdes (10, 5, 2,5 e 1,25%). O teste foi realizado em sextuplicata, na qual o
controle positivo foi o medicamento ivermectina a 16 pg/ml e o controle negativo, dgua
destilada. Os controles foram mantidos em cultivos separados para prevenir influéncia e
volatilidade de um grupo sobre o outro. As amostras foram cobertas com filmes plasticos, nos
quais foram feitos orificios para aeracdo e mantidas em temperatura ambiente durante o periodo
de sete dias, nos quais todas foram checadas e borrifadas com o objetivo de manter a umidade

(UENO; GONCALVES, 1995) (Figura 9).
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Figura 9 - Coprocultura com amostras coletadas em rebanhos ovinos com demonstrag¢ao do
inicio do cultivo e finalizagdo com coleta das larvas. (Fonte: autoria propria).

Passado o periodo de incubagao, foi realizada a leitura das coprocultura. Para isso, ¢
necessaria a remog¢ao dos filmes que as recobriam seguida da adi¢do de agua destilada até a
borda dos copos. Sobre cada cultivo é posta uma placa de petri estéril € em seguida, virou-se
bruscamente (UENO; GONCALVES, 1995).

Ap0s esse processo, foram adicionados 10 ml de 4gua a placa, permitindo que as larvas
infectantes (L3) migrassem para fora da coprocultura. Apds quatro horas, as amostras foram
analisadas em microscopio para a coleta das larvas, que por sua vez foram depositadas em tubos
de ensaio e armazenadas a 4°C, até o momento de quantificagdo e identificacdo, realizados

somente apos a inativagao com lugol.

6.8 ANALISE DE DADOS

6.8.1 Teste De Toxicidade Aguda In Vitro

Com relacao ao Teste de Toxicidade Aguda, o nimero de larvas vivas em relagdo ao
aumento da concentragdo dos extratos fora utilizado para calcular os valores da concentracao
letal necessaria para inativar 50% dos organismos (CL50) e os resultados foram submetidos a

analise estatistica utilizando o Logit.

6.8.2 Teste de Eclosao de Ovos (TEO)

Com o auxilio de planilhas montadas no Excel, foi obtida a razdo em porcentagem da
eclosdo dos ovos obtidos em todos os grupos analisados: Porcentagem de inibi¢do de ovos =

numero de ovos / (nimero de ovos + L1) x 100. Para averiguar a normalidade foi empregado o
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teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade por Levene. As diferencas estatisticas
significativas entre as concentracdes foram verificadas através do teste de Kruskal-Wallis.

Valores de p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas através do software R 4.2.3.

6.8.3 Teste de Inibicao do Desenvolvimento das Larvas

Para a andlise estatica, a média do total de larvas observadas foi utilizada. A
normalidade foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk e a homocedasticidade por Levene. As
diferencas estatisticas significativas entre as concentragdes foram verificadas através do teste
de Kruskal-Wallis. Valores de p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas através do

software R 4.2.3. As medianas e a determinacao dos quartis foram realizadas através do Excel.

7. RESULTADOS E DISCUSSOES
7.1 ANALISE FITOQUIMICA

7.1.1 Fitoquimica simples

Os resultados provenientes da andlise da composicao fitoquimica evidenciaram a

presenca de metabolitos secundarios (Tabela 1).

Tabela 1 — Classes de metabolicos identificados ap6s diferentes analises fitoquimicas do extrato
aquoso de Spondias mombin L.

Metabdlico Ensaio Resultado
Alcaloides Wagner + (precipitado)
Antraquinonas Bortrager -
Cumarinas Teste de Fluorescéncia +
Fenois Reacao de Cloreto Férrico + (verde escuro)
Flavonoides Reacdo de Cianidina ou + (avermelhado)
Shinoda
Nucleos Esteroidais Teste de Liebermann- + (castanho escuro)
Burchard
Nucleos Triterpénicos Teste de Salkowski + (vermelho/arroxeado)
Saponinas Teste de Espuma + (espuma)
Taninos Condensados e Teste de Stiasny + (precipitado)
Taninos Hidrolisaveis
Taninos Livres Teste de precipitagdo por +
gelatina

- Negativo; + Positivo. Fonte: autoria propria.
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As plantas sdo fonte de uma extensa gama de metabolitos secundarios que, por sua vez,
formam a base de diversos medicamentos farmacéuticos comerciais e remédios fitoterapicos
derivados de plantas medicinais (LI et al., 2020). Muitos estudos utilizaram metabolitos
secunddrios como principios ativos tais como taninos, alcaloides e flavonoides
(BORTOLUZZI, 2020). A atividade de Spondias mombin L. contra virus, bactérias e parasitos
¢ atribuida a sua composicao que compreende uma ampla variagdo de compostos como 6leos
essenciais, aminodacidos, polissacarideos, taninos, flavonoides, esterois, triterpenos e saponinas
(MEDEIROS et al., 2022).

A andlise fitoquimica resultou na presenc¢a de uma variedade de metabolitos, dentre eles
alcaloides, fenois, flavanoides, esteroides, terpenos, taninos, taninos hidrolisaveis, e saponinas,
conforme também j& comprovado por outros autores (VASCONCELOS; VASCONCELOS;
RANDAU, 2016; OLUDARE; IGE; 2018; NASCIMENTO et al., 2022). Muitos desses
metabolitos encontrados em diferentes partes de S. mombin, sdo conhecidos por sua agio contra
diversos patogenos, com destaque para os alcaldides, esterdides, glicosideos, saponinas e
taninos, por isso, a planta ¢ usada para o tratamento de varias doengas na medicina tradicional
(OLUDARE; IGE; 2018).

A presenca positiva de flavonoides foi identificada através da coloragdo avermelhada.
Os flavonoides sao compostos polifendlicos que protegem as plantas de fatores adversos, sejam
eles bidticos ou abioticos, servem como filtro de prote¢do contra raios ultravioleta, agentes
antimicrobianos, desintoxicantes ¢ moléculas sinalizadoras (JAIN; KHATANA;
VIJAYVERGIA, 2019).

Maria et al. (2022) apontam para a determinacao do total de flavonoides determinado
pelo método de quelacao de cloreto de aluminio, resultando em 105,3 + 3,6 mg equivalentes de
rutina/g. Pérez-Guevara e Motta-Machicado (2022) identificaram qualitativamente os
metabolitos secundarios presentes no extrato etanolico da casca de S. mombin L., os quais
atribuem a esses compostos a a¢ao bactericida, agindo através da diminuicdo da atividade de
enzimas bacterianas, inibindo a biossintese de acidos nuclé€icos e outros processos metabolicos,
0 que consequentemente afeta o crescimento microbiano.

Jain, Khatana e Vijayvergia (2019) citam a a¢ao dos flavonoides na inibi¢do de enzimas
aldose redutase, xantina oxidase, fosfodiesterase, ATPase, lipoxigenase e ciclooxigenase.

Os fendis, por sua vez, foram identificados através da coloragao verde escura. O teor de
fenolicos totais do extrato metanolico do fruto de S. mombin usando o reagente de fenol Folin-
Ciocalteu e resultou em 239,50 = 7,9 mg equivalentes de acido gélico/g (MARIA et al., 2022).

Esses compostos contém um grupo funcional hidroxila, que pode variar de local e namero, ao
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qual ¢ atribuida sua toxicidade contra microrganismos (OLUDARE; IGE; 2018). Medeiros
(2022), atribuiu o efeito anti-Strongyloides do extrato etanolico de S. mombin a alta
porcentagem de lipidios fenolicos monoaromaticos (fenol 3-R e fenol 3-R1). Além disso, ja foi
relatado que compostos polifendlicos apresentam propriedades antioxidantes e fitoquimicas e
podem ser agentes anti-inflamatorios (OLUDARE; IGE; 2018). Utilizando HPLC-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia utilizando um Perkin Elmer Série 200 equipado com
detector de arranjo de diodos) através da analise UV, Cabral et al. (2016), demonstraram a
presenca de derivados fenoélicos e flavonoides presentes nas folhas de S. mombin, destacando-
se trés compostos fenolicos: acido clorogénico, acido elagico e isoquercetina.

Os principais metabolitos secundarios associados a atividade anti-helmintica sdo os
taninos condensados, saponinas e flavonoides (SANTOS et al., 2019). O consumo de plantas
ricas em taninos ¢ associado ao efeito terapéutico sobre nematoides gastrointestinais em
ruminantes. Em contraste, taninos condensados apresentam efeito antinutricional (ADEMOLA;
FAGBEMI; IDOWU, 2016).

Os testes resultaram positivamente para a presenca de taninos gerais, hidrolisados e
condenséaveis. Esses metabdlitos possuem propriedades adstringentes, por isso, folhas de S.
mombin podem ser aplicadas na cicatrizacdo de feridas, hemorroidas e queimaduras na
fitoterapia (AHUCHAOGU et al., 2017). A adstringéncia presente nos taninos permite que
estes haja inativando adesinas microbianas, enzimas e proteinas de transporte do envelope
celular, ao qual se atribui efeitos anti-irritantes, anti-secretoliticos, anti-flogisticos,
antimicrobianos e antiparasitarios (OLUDARE; IGE; 2018). Estes metabolitos sdo capazes de
ligar-se a proteinas, alterando as propriedades fisico-quimicas daqueles presentes na cuticula,
cavidade oral, es6fago, cloaca e vulva de os nematoides (SANTOS et al., 2019). Sua afinidade
com proteinas que contém prolina, podem afetar a proteina livre presente no tubo de nutrigdo
larval, reduzindo a disponibilidade de nutrientes e causando morte (ADEMOLA et al., 2005).

Além disso, a ingestdo de taninos condensados por larvas e insetos faz com que essas
substancias se liguem a mucosa intestinal causando autolise (ADEMOLA et al, 2005).

Nao obstante, existe a possibilidade de uma a¢ao indireta desses compostos, que podem
acabar fortalecendo o sistema imunoldégico do hospedeiro por se ligarem as proteinas da dieta,
aumentando assim sua disponibilidade no intestino delgado (SANTOS et al, 2019).

As saponinas, por sua vez, foram identificadas através da formagdao de espuma.
Ahuchaogu et al. (2017), identificou alto teor de saponinas (7,50%) ap6s a analise fitoquimica
nas folhas de S. mombin. Em combinagdo com esterois associados a membrana, as saponinas

monodesmosidicas podem desestabilizé-la e alterar a permeabilidade celular, levando a citolise
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(ADEMOLA, 2005). Testes realizados com saponinas isoladas apresentaram efeito de 90% de
inibicdo da eclosdo dos ovos (escina) e da motilidade larval (digitonina), atribuidos a formagao
de complexos com componentes da membrana celular resultando no aumento permeabilidade
da membrana pela formacao de poros (SANTOS et al., 2019).

Alcaloides sdo compostos nitrogenados heterociclicos derivados de aminoacidos
(metabdlitos primarios) como triptofano, tirosina e lisina (JAIN; KHATANA; VIJAY VERGIA,
2019). No presente trabalho, os alcaloides foram identificados através da formagao do
precipitado. Nas plantas, sua fungdo estd voltada para a defesa contra herbivoros e patdgenos
(JAIN; KHATANA; VIJAYVERGIA, 2019). O alcaloide isoquinolinico dicentrina, bem como
o alcaloide espigantina presente no extrato de Spigelia anthelmia estdo associados a atividade
anti-helmintica in vitro contra H. contortus (JOLA; ESCOBAR, 2019).

No tocante as antraquinonas € cumarinas, as antraquinonas livres tiveram resultado
negativo, pois ndo houve formacao de cor e as cumarinas tiveram efeito positivo verificado pelo
teste de fluorescéncia. Bossou e colaboradores (2020) identificou a presenga de antraquinonas
e cumarinas na avalia¢ao metabolica do extrato hidroetanolico das folhas de S. mombin, bem
como a presenga de taninos, taninos galicos, flavonoides e compostos redutores.

Acerca dos triterpenos e esteroides, os esteroides tiveram efeito positivo através da
formagdo de cor castanho escuro e os es triterpenos tiveram efeito positivo através de uma
formacao de cor vermelho arroxeado. Ao contrario dos taninos, flavonoides, alcaloides e fenois,
os terpenoides, saponinas e esterdides encontram-se e menor nivel nas espécies vegetais
associadas a atividade anti-helmintica (JOLA; ESCOBAR, 2019). Os terpenos podem controlar
a atividade de bactérias e fungos e ainda agir sobre receptores de tiramina, diminuindo a
motilidade e o bombeamento faringiano dos parasitos (BORTOLUZZI et al., 2020).

Ainda que diferentes extratos possam ser Obitos da mesma planta, podem existir
diferencas na atividade destas associadas a presenca ou auséncia de certos metabolitos (DEGLA
et al., 2022). A producao estd associada tanto a fatores genéticos quanto fatores ambientais
como os climaticos e geograficos, portanto, para explorar mais afundo o potencial das plantas
medicinais anti-helminticas, faz-se necessario conhecer os fatores de variacao dos metabolitos
secundarios responsaveis por essas atividades, além de focar na biodisponibilidade das espécies

(DEGLA et al., 2022).

7.2 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA in vitro
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O extrato foi considerado atoxico (CL50 = 0,33%) ap0s o teste com A. salina visto que
o bioensaio realizado considera a considerar uma planta toxica aquela cujo valor DL50 < 1000
ng/ml (MEYER et al., 1982). Através do modelo construido, obteve-se um valor de CL50
0,33%, o que equivale a 1188 mg/mL.

Outros estudos in vitro e in vivo utilizando extratos aquosos e etandlicos obtidos a partir
de folhas em po de S. mombin resultaram na inibicdo do desenvolvimento larval, sendo a CL50
extrato aquoso: 0,907 mg/mL e extrato etandlico 0,456 mg/mL. Outro trabalhado utilizando o
mesmo teste aplicado ao extrato etandlico proveniente das cascas de S. mombin o considerou
moderadamente toxico (CL 50 = 893,62 ug.ml) (CHAVES et al., 2018).

Devido seus diferentes principios ativos mesmo plantas medicinais podem ser toxicas,

por isso se faz relevante a realizacao de teste de toxicidade (LIMA et al., 2021).

7.3 ATIVIDADE OVICIDA

As concentracdes testadas demonstraram potencial de inibi¢do dependente da dose

(Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem da inibi¢ao da eclosao de ovos apds o TEO de diferentes concentragdes
do extrato aquoso de Spondias mombin L.

Tratamento Inibi¢ao (%)
CN 12,6
CP 69,8
10% 84,8
5% 55,8
2,50% 55,8
1,25% 27,2

CN - controle negativo; CP — controle positivo

A porcentagem da inibi¢do de ovos apresentou a concentragdo mais eficiente como
sendo a de 10% (84,8% de inibi¢do), que, por sua vez, ndo demonstrou diferenga estatistica
significante quando comparado ao controle positivo (Thiabenzadol com 69,8% de inibicao) tal

qual as concentracdes de 5% (55,8% de inibi¢do) e 2,5%, (55,8% de inibi¢ao) (Grafico 1).



40

1.001 |

o

~

(41
f

Percentual de inibigao (%)
o
n
o

0.254 ‘

:
0.001

1,25% 10,00% 2,50% 5,00% H20O Thiabendazol
Concentragdes

Grafico 1 - Resultado do teste de Kruskal-Wallis apos realizagdo do TEO. Medianas seguidas
de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p valor < 0,05). H20= controle negativo;
Thiabendazol = controle positico; Tratamentos = 10%, 2%, 2,5% e 1,25%. a, b, c, = letras
diferentes indicam diferenga significativa e médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (p valor < 0,05). Fonte: autoria propria.

O resultado indica que o uso do extrato na em concentragdes superiores a 2,5%
possivelmente resultard em impactos significativos ao reduzir as contaminagdes dos rebanhos
(OLIVEIRA et al., 2022). Contudo, a concentracao de 1,25% (27,2% de inibigdo) ndo
apresentou efeito inibitdrio contra ovos de parasitas gastrointestinais, uma vez que seu efeito
foi semelhante a (12,6% de inibi¢do) 4gua utilizada no controle negativo.

Ainda que os tratamentos com drogas comerciais se mostrem convenientes, esse tipo de
abordagem € custoso e com o passar dos anos estd se tornando parcialmente eficaz devido ao
uso frequente e indevido (ADEMOLA et al., 2016). O Tiabendazol, usado neste trabalho, ja
apresenta estudo que mostram perda de eficiéncia devido a resisténcia parasitaria desde 1992,
quando foi testado contra estrongilideos de ovelhas em Ibadan, Nigéria (ADEMOLA et al.,
2016).

O teste de eclosdo de ovos ja foi utilizado para demonstrar a resisténcia em Tiabendazol
e outros anti-helminticos no mercado. Este surtiu efeito ovicida minimo contra nematoide (mais
de 1% de eclosdo, com dose discriminante de 0,1 pg/mL) em 100% dos bandos investigados
(MPHAHLELE et al., 2021).

E notavel, portanto, a crescente necessidade de novos principios ativos que se
apresentem com melhor seguranga e custo-beneficio, o que pode ser contemplado ao utilizar
substancias naturais encontradas em plantas com potencial antiparasitario que se apresentam de
forma abundante e demonstram ser uma possibilidade altamente promissora (RANASINGHE

etal.,2023).
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Uma forma eficaz de controle de parasitas pode se dar pelo interrompimento da
sobrevivéncia destes induzida por um extrato, visto que, a inibicdo de motilidade gera
consequéncias como dificuldades na alimentagao e acasalamento, sendo assim, menos consumo
de sangue (hematofagos) e menos excrecdo de ovos (DEGLA et al., 2022) A agdo inibitdria
sobre o desenvolvimento embriondrio, possivelmente ¢ resultado da inativa¢ao de enzimas que
atuam na degradacdo da casca do ovo, entre elas lipases, proteases, beta-glicosidades, quitinases

e leucina aminopeptidase (BORTOLUZZI et al., 2020).
7.4 ATIVIDADE LARVICIDA

A medida da contagem de larvas vivas por concentracdo ndo apresentou mortalidade
estatisticamente significativa (Grafico 2). O maior indice de mortalidade foi verificado na
concentragdo de 10%, uma vez que em média 23,5% das larvas sobreviveram. Em ordem
decrescente, os valores de sobrevivéncia apresentados foram 31% na concentragdo de 5%; 34%

nas concentracdes de 2,5% e 1,25%; e 32,5% no controle negativo.

’ﬁﬂf”

Tratamento

Média da contagem das larvas vivas

Grafico 2 — Média da contagem de larvas vivas recuperadas da coprocultura por concentragao.

Os dados estatisticos demonstram que diferentes concentragdes ndo apresentam
mortalidade estatisticamente significativa (p—valor = 0,989 que por sua vez ¢ > 0.05, portanto

os grupos possuem medianas semelhantes) (tabela 3).
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Tabela 3 — Comparagao da quantidade de larvas vivas por concentragao.

Controle Negativo 10% 5% 2,50% 1,25%  P-valor

20 9,5 6 14 3 0.989
Contagem de larvas 7-57,5 0-312-71,253,25-74,51,50-93.75 ~

Os dados sdo representados por mediana e quartis (25-75). Teste de Kruskal-Wallis. Significancia estatistica

considerada de p < 0,05. Fonte: autoria propria.

Nos resultados da coprocultura os géneros encontrados foram Haemonchus,
Trichostrongylus e Oesophagostomun. In vivo, também j& foram identificadas as espécies
Haemonchus spp., Trichostrongylus spp., Oesophagostomum spp., Strongyloides spp. e
Trichuris spp., das quais os extratos se mostraram menos eficientes em Haemonchus com
somente 15% de inibi¢do ap6s 12 dias. Em contrapartida, 100% dos ovos de Trichuris spp.,
foram inibidos apods 3 dias (ADEMOLA et al., 2005; MARIA et al., 2022).

Haemonchus contortus ¢ um dos principais exemplos de parasitos que apresenta
resisténcia as principais classes de medicamentos anti-helminticos utilizados globalmente
(RANASINGHE et al., 2023). Todavia, testes in vitro com ovos de H. contortus utilizando
extrato metandlico de S. mombin j4 demonstraram 100% de inibicao de sua eclodibilidade
(SILVA et al, 2017). Essa observagao estd de acordo com o que foi observado por Ademola e
colaboradores (2005), que observou a eficacia de extratos etandlico e aquoso da folhas de S.
mombin contra o mesmo parasita (Extrato Aq. CL50 : 0,907 mg/mL; extrato etandlico CL50 :
0,456 mg/mL).

O efeito larvicida de extratos de S. mombin foi constatado in vitro por Ademola et al.
(2005) visto que o teste resultou na diminuicdo da sobrevivéncia de larvas L3 de
Haemonchus spp., que indicou que o extrato aquoso € mais eficaz que o extrato etanolico, e
este, por sua vez ¢ mais eficaz na motilidade larval do que o extrato metanolico (DEGLA et al.,
2022). Outro trabalho realizado com Haemonchus contortus e extratos de folhas de caja
indicaram seu efeito larvicida ao inibir a migracao de L3 (45 - 80%) e reduzir a motilidade de
vermes adultos (77 a 100 %) apds 30 horas de exposicao (AKOUEDEGNI et al., 2019).

O efeito in vitro do extrato etanolico de Spondias mombin L. se mostrou altamente
eficaz contra Strongyloides venezuelensis, o qual resultou em 100% de mortalidade apds 4 h de
exposicao (400 pg/mL de meio RPMI) e causou 100% de mortalidade apds 12 h de exposigao
auma concentracao de extrato de 50 pg/mL (MEDEIROS et al., 2022). Esse estudo demonstrou
resultados semelhantes a Bastos et al. (2017), no qual o extrato etandlico e a fragdo aquosa de

Spondias mombin apresentaram os melhores resultados apds os testes da atividade a anti-
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Strongyloides contra fémeas parasitas adultas e taxa de mortalidade de 100% ap6s 72 h, para
todas as concentragoes testadas.

O extrato metandlico das folhas também indicou efeito contra larvas de
Trichostrongylus, resultando em 85% apds 120h de exposi¢do (RAHMAN; PAY, 2014).

Alteragdes morfoldgicas ou de motilidade podem ser uma forma eficaz de identificagdo
do modo de agdo de extratos vegetais, sendo a cuticula um dos principais alvos dessas drogas
(RANASINGHE et al., 2023). Os efeitos dos extratos sobre o desenvolvimento larval sao
associados ao processo de desembainhamento (transi¢ao da fase livre para a parasitaria) que
permite a infeccdo ao hospedeiro. Acredita-se que haja relagdo entre a alta afinidade de
proteinas ricas em prolina e hidroxiprolina presentes na bainha da larva do nematoide e cuticula
por taninos (SANTOS et al., 2019). Quando comparados a ivermectina, os extratos etandlicos
de S. mombin demonstraram efeito superior, uma vez que causou tanto o enrugamento quanto
a descamacao da cuticula do parasito, enquanto a ivermectina causa somente o enrugamento

(MEDEIROS et al., 2022).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso bruto proveniente de folhas da espécie Spondias mombin L. foi
considerado atoxico e apresentou agdo ovicida do sobre parasitos gastrintestinais em ovinos
demonstrada através do TEO. Contudo, isso ndo foi demonstrado efeito estatistico significante
sobre a inibi¢do larval. Os efeitos observados foram associados aos metabolitos presentes na
planta. Deve-se notar que o metabolismo da planta ¢ influenciado por fatores internos e externos
que afetam a disponibilidade e concentragdo da(s) substancia(s) ativa(s), podendo
posteriormente afetar a atividade medicinal de seu extrato, por isso, ¢ essencial a aplicagao de

testes in vivo em conjunto com testes in vitro.
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