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ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA in vitro DAS FOLHAS DE Cnidoscolus quercifolius
Pohl (Euphorbiaceae) SOBRE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

RESUMO

A criacdo de pequenos ruminantes no Brasil é considerada uma atividade rentavel e
promissora no campo da agropecuaria. Porém, a criagdo dos rebanhos ¢ dificultada devido as
doencas parasitarias que acometem os animais. Os antiparasitarios quimicos comercializados
s80 0 meio mais rapido e préatico de controlar as parasitoses gastrintestinais; contudo, os erros
de manejo, 0 uso excessivo desses anti-helminticos e as condi¢Bes climaticas da regido
favorecem o desenvolvimento da resisténcia parasitaria. Com isso, uma alternativa ao
tratamento quimico € a fitoterapia, onde destaca-se a espécie Cnidoscolus quercifolius (Pohl),
utilizada popularmente na cicatrizacdo de ferimentos, contra dores e inflamacdo, além de acéo
diurética, porém ainda sem efeito comprovado contra o0s parasitos. Assim, o0 objetivo do
estudo foi analisar in vitro a agdo ovicida e a ecotoxicidade do extrato aquoso obtido a partir
das folhas de C. quercifolius e, analisar os componentes fitoquimicos da folha. Para isso,
cinco coletas de amostras fecais foram realizadas em pool amostral de 10% de um rebanho
ovino. Posteriormente, realizou-se o teste de eclodibilidade, a partir da técnica de recuperagédo
de ovos nas fezes animais, seguido da analise da ecotoxicidade aguda em espécies de
microcrustaceos Daphnia magna e do teste fitoquimico das folhas. Os resultados mostraram
que o extrato possui atividade inibitdria sobre a eclosdo dos ovos, apresentando 100% de
inibicdo em todas as concentragdes utilizadas (10%, 5%, 2,5% e 1,25%). Quanto ao ensaio de
ecotoxicidade aguda, o extrato de C. quercifolius apresentou-se toxico, imobilizando 100%
dos organismos nas quatro concentracdes testadas, tornando desnecessario a realizacdo do
teste cronico. Na andlise fitoquimica, foi comprovada a presenca de fendis, flavonoides,
taninos condensados, saponinas, alcaldides e triterpenos, o que pode estar relacionado com a
acao ovicida do extrato. Assim, concluiu-se que o extrato aquoso de C. quercifolius apresenta
atividade antiparasitaria e possui metabolitos secundarios de acdo comprovada, no entanto,
mostrou-se toxico. Portanto, o extrato aquoso obtido das folhas de C. quercifolius necessita de
estudos em concentraces menores, que reduzam a sua ecotoxicidade e encontrem uma dose
eficaz para o tratamento dos pequenos ruminantes.

Palavras-Chave: Ovinocultura, resisténcia parasitaria, ecotoxicidade, fitoterapico



In vitro ANTI-HELMINTHIC ACTIVITY OF LEAVES Cnidoscolus quercifolius Pohl
(Euphorbiaceae) AGAINST GASTROINTESTINAL NEMATODES OF SHEEP

ABSTRACT

The small ruminant rearing in Brazil is considered a profitable and promising activity
in the agriculture. However, the rearing of herds is made difficult due to the parasitic diseases
that affect the animals. Commercialized chemical antiparasitic drugs are the fastest and most
practical way to control gastrointestinal parasites; however, incorrect handling, the excessive
use of anthelmintics and the weather conditions at the region favor the development of
parasite resistance. So, an alternative to chemical treatment is phytotherapy, which highlights
the species Cnidoscolus quercifolius (Pohl), popularly used in wound healing, pain and
inflammation, in addition to diuretic action, but still without proven effect against parasites.
So, the aim of the study was to analyze in vitro the ovicidal action and ecotoxicity of the
aqueous extract obtained from the leaves of C. quercifolius and to analyze the phytochemical
components of the leaf. For this, five collections of fecal samples were carried out in a sample
pool of 10% of a sheep herd. Subsequently, the hatchability test was carried out using the
technique of recovering eggs in animal feces, followed by the analysis of acute ecotoxicity in
planktonic crustacean species Daphnia magna and the phytochemical tests. The results
showed that the extract has inhibitory activity on egg hatching, showing 100% inhibition in all
concentrations used (10%, 5%, 2.5% and 1.25%). As for the acute ecotoxicity test, the extract
of C. quercifolius was toxic, immobilizing 100% of the organisms at the four concentrations
tested, doing the chronic test unnecessary. The phytochemical analysis showed the presence
of phenols, flavonoids, condensed tannins, saponins, alkaloids and triterpenes, which may be
related to the ovicidal action of the extract. So, it was concluded that the aqueous extract of C.
quercifolius has antiparasitic activity and has proven secondary metabolites, however, it
proved to be toxic. Therefore, the aqueous extract obtained from C. quercifolius it needs
studies at lower concentrations, which reduce its ecotoxicity and find an effective dose for the
treatment of small ruminants.

Keywords: Sheep farming, parasitic resistance, ecotoxicity, phytotherapy
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1. INTRODUCAO

No agronegocio brasileiro, a criacdo de pequenos ruminantes € considerada um meio
rentavel e configura uma importante atividade pecuarista (DAVIS et al., 2017) desde 1556,
quando espécies de ovinos foram introduzidas no pais, com o objetivo de produzir leite, carne
e l1a (DECKER et al., 2016; NAEEM et al., 2021), gerando empregos e trazendo melhorias
para os produtores (AQUINO et al., 2016).

Contudo, a utilizacdo indiscriminada de antiparasitarios quimicos, associada a praticas
inadequadas de manejo e condic¢des climaticas, acabaram favorecendo o desenvolvimento de
endoparasitos ocasionando resisténcia mdaltipla (IDRIS et al., 2019; DEY et al., 2020;
NAEEM et al., 2021), resultando em baixo rendimento da producdo animal, devido aos
sintomas da infeccdo (CALVETE et al., 2014; IDRIS et al., 2019).

Os anti-helminticos alopéaticos sdo a forma mais utilizada para tratar as doencas
causadas por parasitos (MACIEL et al., 2014; JIAO et al., 2019). Porém, a utilizacdo
excessiva desses compostos contribuiu para o surgimento de cepas resistentes, aumento da
taxa de mortalidade dos animais e maior custo com o tratamento de doencas parasitarias
(COSTA et al., 2018; ZAJAC;GARZA, 2020), o que pode acarretar perdas econdmicas
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017) e desencadear problema de salde publica devido ao
desrespeito do periodo residual. Além disto, 0 uso excessivo de antiparasitarios quimicos,
resultou em um maior nimero de embalangens com descarte inadequado (TARTARINE et al,
2018), aumentando a quantidade de contaminantes que sdo eliminados no ambiente junto com
0s excrementos dos animais tratados, contribuindo para o crescimento dos danos ambientais
(COOKE et al., 2017; Li et al., 2020, Wu et al., 2021).

Com isso, o emprego da fitoterapia no controle das endoparasitoses tornou-se uma
alternativa viavel em formulagGes como: extratos vegetais e 6leos essenciais de diferentes
composicdes (FERREIRA et al., 2019), o que pode reduzir o uso de substancias quimicas
sintéticas e prolongar a vida util dos mesmos, devido as singularidades dos vegetais de
produzirem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios (IDRIS et al., 2019). Ressalta-se
também a pronta disponibilidade na natureza, baixa toxicidade, em sua maioria (LIMA et al.,
2019) e contribuicdo para a reducdo dos residuos quimicos no ambiente (STUCKI et al.,
2019).

Nesse contexto, destaca-se a espécie Cnidoscolus quercifolius (Pohl), conhecida
popularmente como “faveleira” ou “favela”, no semidrido brasileiro em regides de Caatinga

como Rio Grande do Norte, Ceard, Paraiba, Alagoas, Pernambuco, Sergipe e Piaui
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(OLIVEIRA et al., 2008). E considerada uma planta forrageira, na qual os animais se
alimentam de suas folhas, principalmente em épocas de seca (MEDEIROS, 2012). De acordo
com a medicina popular, possui propriedades cicatrizantes, analgésicas, anti-inflamatoria e
diuretica (AGRA, 2007), além de atividade farmacoldgica comprovada com acgédo
antimicrobiana (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012) e antifungica (PAREDES et al., 2016),
despertando interesse para pesquisas com aplicacBes biotecnoldgicas. Entretanto, sem efeito
ovicida comprovado em parasitos gastrointestinais de ovinos.

Portanto, o estudo avaliou a atividade ovicida e a ecotoxicidade do extrato aquoso das
folhas de C. quercifolius, bem como analisou a composi¢éo fitoquimica das folhas, visando a
geracdo de um produto Util para o controle alternativo de endoparasitos gastrintestinais de

ovinos e que a sua utilizacdo seja segura para o animal e também para o ambiente.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A OVINOCULTURA NO BRASIL

No Brasil, a ovinocultura tem uma grande importancia econémica, visto que o0 nimero
do rebanho chega a 9,5 milhdes de cabecas, situadas principalmente na regido Nordeste do
pais, com destaque para os estados do Piaui, Pernambuco, Bahia, Paraiba e Ceara (IBGE,
2017). Essa regido, segundo os Ultimos levantamentos, apresentou um crescimento
exponencial do ano de 2006 até o ano de 2017, de cerca de 16%, passando de 7,7 milhdes
para 9 milhdes de cabecas no rebanho (IBGE, 2017). Dessa forma, a regido semiarida acaba
sendo responsavel pela maior parte do fornecimento dos produtos derivados desses animais,
atendendo a demanda do mercado (PESSOA et al., 2013).

Dentre as principais dificuldades na criacdo e manutencdo da satde dos animais estao
as parasitoses gastrintestinais, estando relacionadas a préaticas sanitarias inadequadas durante o
manejo, associadas as condicBes climaticas, que favorecem o desenvolvimento dos
endoparasitos (SANTOS et al., 2006), podendo ser responsaveis pela perda de peso e
diminuicdo do potencial produtivo dos animais, o que influencia diretamente no rendimento
da producéo animal (IDRIS et al., 2019).

2.2 PRINCIPAIS PARASITOS DE OVINOS

Os parasitos ou helmintos, conhecidos popularmente como “vermes”, sdo os que estao
presentes em maior numero nos animais e sdo classificados de forma mais geral como
endoparasitos (NEVES et al, 2016). Os principais géneros responsaveis pelas infecces
gastrintestinais em pequenos ruminantes sdo: Haemonchus sp., Trichostrongylus sp.,
Oesophagostomum sp. e Strongyloides sp. (SOUZA NETO et al., 2017; ARSENOPOULQOS
et al.,, 2021), e as principais espécies sdo: Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Oesophagostomum columbianum e Strongyloides papillosus (AMARANTE et
al., 2014).

2.2.1 Haemonchus sp.

Haemonchus sp. é de grande importancia, devido ao seu alto grau de patogenicidade e
alta prevaléncia em pequenos ruminantes (AMARANTE, 2005; DAVULURE et al., 2020;

NAEEM et al., 2021). Esse género se caracteriza por possuir parasitos que se encontram no
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abomaso de ruminantes, com fémeas maiores que os machos, chegando a medir 3 cm e 2 cm,
respectivamente (SEQUEIRA; AMARANTE, 2001). Em sua forma adulta, € um hemato6fago
de alto poder infectante (CARVALHO et al., 2001; ARSENOPOULOS et al., 2021), que
causa uma patologia chamada de hemoncose, acometendo 0s ruminantes
(MOHAMMEDSALIH et al., 2021) . Este parasito possui ciclo bioldgico direto com uma
fase de vida livre e outra parasitaria (ENDO et al., 2014), onde os sintomas caracteristicos da
infeccdo sdo diarreia, anemia, hemorragia e tremores no inicio do processo inflamatorio. Na
fase crénica, podem desenvolver edemas submandibulares e debilidade (CAVALCANTI et
al., 2007).

Os ovinos, tem como principal parasito a espécie Haemonchus contortus (Figura 1),
com alto grau de patogenicidade, trazendo sérios prejuizos econdémicos aos criadores
(AFONSO et al., 2013; MOHAMMEDSALIH et al., 2021). Além disso, essa espécie pode
parasitar os animais em todas as faixas etérias, atingindo-os no desenvolvimento corporal, 0

que acaba interferindo na qualidade dos produtos derivados (DIAS et al., 2018).

Figura 1: Larva e ovos de Haemonchus contortus visualizados através de
microscopio de fluorecéncia.

Fonte: Oregon State University.

2.2.2 Trichostrongylus sp.

Trichostrongylus sp. sdo parasitos menores que encontram-se no intestino delgado

(Trichostrongylus colubriformis) e no abomaso de ruminantes (Trichostrongylus axei). Os
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machos chegam no maximo até 0,7 cm de comprimento e as fémeas 0,9 cm
(SEQUEIRA;AMARANTE, 2001) (Figura 2). O ciclo biologico caracteriza-se por larvas de
primeiro estagio (L1) que eclodem dos ovos maduros liberados nas fezes e, no ambiente elas
evoluem para larva de segundo estagio (L2) e de terceiro estagio (L3). A L3 tem a capacidade
de sobreviver no ambiente no inverno e também em periodos de seca, produzindo surtos em
ruminantes no inicio da primavera ou apos periodos chuvosos (YOSHIHARA et al., 2013;
MICKIEWICZ et al., 2021).

A identificacdo da espécie de infeccdo € dificil, visto que na maioria das vezes ocorrem
infecgBes por varios géneros ao mesmo tempo. Contudo, animais acometidos por esses género
apresentam diarreia prolongada, fraqueza e perda de peso, podendo o animal chegar a morte,
dependendo do nivel da infeccio (OLOUNLADE et al., 2017; MANCILLA-
MONTELONGO et al., 2020), entretanto, pequenas quantidades ndo sdo capazes de causar
danos aparentes (BOWMAN, 2010).

Figura 2: Larva de Trichostrongylus colubriformis em sua fase infectante, obtida através
de amostras fecais de caprinos.

Fonte: BARBOSA, 2019.

2.2.3 Oesophagostomum sp.

Oesophagostomum sp. tem como habitat o intestino de ruminantes; sdo parasitos que
medem cerca de 2,2 cm de comprimento, sendo considerados vermes adultos pouco
patogénicos (SEQUEIRA;AMARANTE, 2001). Seu ciclo de vida é caracterizado pela
presenca de uma fase pré-parasitaria, seguida de uma fase parasitaria, quando ocorre a
ingestdo da forma infectante (L3) pelo hospedeiro, onde a larva penetra na mucosa do
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intestino do animal, formando nddulos e evoluindo para a larva L4, que emerge para a
superficie da mucosa, migrando para o colon e se desenvolvendo para a forma adulta
(TAYLOR et al., 2010). As principais caracteristicas da infeccdo por esse género sdo nédulos
amarelos no intestino grosso e delgado dos ruminantes e o sintoma mais aparente € uma grave
diarreia no hospedeiro (NWOSU et al., 2011). Por ser uma lesdo com aspecto nodular
caracteristico desse parasito, isso pode auxiliar na identificagdo dos vermes presentes no trato
gastrintestinal do animal (SEQUEIRA;AMARANTE, 2001).

Oesophagostomum columbianum tem por habitat o intestino delgado de pequenos
ruminantes (NATH et al., 2021) (Figura 3). E responsavel pela doenga conhecida como
esofagostomose, caracterizada por resposta inflamatéria com formacdo de nddulos visiveis,
Ulceras na mucosa e colite ulcerativa, levando o animal a um quadro crénico, causando efeitos
negativos sobre a producéo da carne e da 18 (NWOSU et al., 2011; ENDO et al., 2014).

Figura 3: Oesophagostomum columbianum. A- Visualizacdo da extremidade
anterior; B- Visualizagéo da extremidade posterior.

o
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Fonte: AMARANTE, 2014.
2.2.4 Strongyloides sp.

Strongyloides sp. € o mais comum presente no intestino delgado de pequenos
ruminantes jovens, onde as fémeas sdo capazes de infectar o hospedeiro. Esse género possui
corpo delgado, com menos de um centimetro de comprimento (SEQUEIRA;AMARANTE,
2001). O seu habitat principal esta na regido do duodeno de mamiferos, tanto seres humanos
como animais domésticos (cées, gatos, ovelhas, cabras e cavalos) (CARDIA et al., 2016).

Apresenta ciclo biologico constituido por dois estagios, um de vida livre com a presenca
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de machos e fémeas e outro apenas com fémeas provenientes de partenogénese. Essas se
inserem na mucosa intestinal do duodeno causando distlrbios gastrintestinais aos hospedeiros
como colicas e diarreias.

A infeccdo se caracteriza, principalmente, pela penetracdo ativa de larvas na pele, em
seu estagio infeccioso, ocorrendo pela presenca delas no meio ambiente ou pela ingestdo de
agua e alimentos contaminados por ovos e larvas desse parasito (TAYLOR et al.,
2010)(Figura 4).

A infeccdo broncopulmonar pode ocasionar febre e pneumonia. Contudo, sdo mais
comuns e graves as infecgdes gastrintestinais, devido ao grande nimero de larvas, tendo como
principais sintomas a febre, colica intestinal, diarreia, timpanismo e uma disenteria
mucossanguinolenta (BOWMAN, 2010).

Figura 4: Larva de Strongyloides sp.: A — Extremidade anterior de fémea; B — Extremidade
posterior de fémea.
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Fonte: AMARANTE, 2014.
2.3 CONTROLE QUIMICO E RESISTENCIA PARASITARIA

Um dos principais problemas que comprometem o bem-estar e a sanidade de pequenos
ruminantes sdo as parasitoses gastrintestinais, responsaveis pelo maior nimero de perdas
econbmicas para a pecuaria no mundo (GAZDA et al.,, 2012). O controle para essa
problematica acaba sendo realizado, pelos criadores, através de anti-helminticos sintéticos
(MACIEL et al., 2014).

Dentre 0s principais compostos quimicos utilizados estdo o0s benzimidazois,
avermectinas e imidatiazéis. (GAUDIN et al., 2016). Os benzimidazois, disponiveis no

mercado desde 1961, caracterizam-se por serem anti-helminticos de amplo espectro, bastante
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eficazes e seguros, utilizados no tratamento de diferentes mamiferos domésticos, onde
atingem principalmente as larvas e os adultos dos parasitos (CHASSAING et al., 2008).
Causam danos as células parasitarias quando impedem a dimerizagdo com a a-tubulina,
devido a ligacdo com as tubulinas, afetando a formacdo dos microtibulos e interrompendo a
redistribuicdo de vesiculas na célula (LIMA et al., 2010). Atuam também inibindo a enzima
fumarato redutase, influenciando no mecanismo de busca por energia, responsavel pelo
funcionamento do metabolismo do parasito (MELO et al., 2015). Um exemplo de
medicamentos a base de benzimidazdis utilizados no tratamento de parasitoses em pequenos
ruminantes sdo o Albendazol (ovinos) e o Fenbendazol (caprinos)(ZAJAC;GARZA, 2020).

As avermectinas, um tipo de lactona macrociclica, estdo no mercado ha cerca de 50
anos e sao produzidas através de um processo fermentativo, realizado pela bactéria
Streptomyces avermitilis, que também é responsavel pela producao da ivermectina e de outras
drogas semelhantes (CEZAR et al., 2010). Sdo compostos lipofilicos, que atuam sobre as
fungBes bioldgicas dos parasitos. Sua agdo estd relacionada com adultos e imaturos
gastrintestinais e pulmonares de ruminantes, equinos, suinos e caninos. Elas agem sobre os
receptotes acido gama-aminobutirico (PRICHARD;ROULET, 2007).

Os imidatiazois, derivados dos benzimidazois, com maior potencial e menor toxicidade,
sdo caracterizados por interferir na contracdo dos musculos do parasito, provocando espamos
até a paralisia, impedindo o desenvolvimento da larva, pois ela torna-se incapaz de se
alimentar e acaba morrendo por subnutricdo (SPRENGER et al., 2013).

Contudo, a forma indiscriminada e regular do uso desses anti-helminticos sintéticos,
aumentou os custos dos produtores na criagdo dos animais e desencadeou o desenvolvimento
da resisténcia parasitaria, favorecendo a selecdo de organismos resistentes (KOTZE;
PRICHARD, 2016; MICKIEWICZ et al., 2021). A resisténcia, de acordo com Coles et al.
(2006), pode estar presente quando ha uma diminuicdo na eficiéncia de um principio ativo,
abaixo de 95% de reducdo da carga parasitaria em relagdo a um mesmo organismo, verificado
apos varios periodos de utilizacdo. Isto € uma consequéncia do uso continuo de determinada
substancia, o que acaba selecionando individuos que naturalmente tornam-se resistentes, e que
ao multiplicar-se, passam 0s genes de resisténcia para as populac6es descendentes (FORTES;
MOLENTO, 2013; IDRIS et al., 2019).

Devido a dispersdo da resisténcia parasitaria, o desenvolvimento de uma nova
substdncia com acgdo anti-helmintica tornou-se bastante explorada na busca por uma
alternativa de controle que seja eficiente e sustentavel. Dentre essas alternativas pode-se

destacar o controle bioldgico, 0 manejo correto das pastagens e a nutricdo dos animais com a
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utilizacdo de suplementos a base de proteina, vitaminas e minerais e, 0 emprego da fitoterapia
(BESIER et al., 2016; GAINZA et al., 2016; DAVULURE et al., 2020), que podem ajudar a
reduzir a carga parasitaria nos pequenos ruminantes e retardar o desenvolvimento da

resisténcia aos métodos quimicos (SILVA, 2007).

2.4 METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROLE

2.4.1 Controle bioldgico

Esse tipo de controle consiste na utilizacdo de predadores naturais que irdo agir sobre 0s
helmintos com o objetivo de diminuir os niveis de infeccdo dos animais para que eles possam
continuar produzindo. Para isso, 0os antagonistas ajudam, principalmente, na diminuicdo de
larvas infectantes nas pastagens, mas alguns controles fazem com que nd&o haja o
estabelecimento da infeccdo diretamente no animal (SERRA, et al 2017).

Os fungos podem ser do tipo ovicidas quando agem sobre os ovos;; predadores quando
formam hifas e capturam as larvas, e endoparasitos quando atuam como parasitos das larvas
de nematoides (LOPES et al., 2007; BRAGA;ARAUJO, 2014).

Uma forma de utilizacdo dos fungos € a introducdo dos micélios na dieta alimentar dos
pequenos ruminantes, visto que passam pelo trato gastrintestinal dos animais sem sofrer
nenhum dano (SILVA et al., 2014). Apds a liberacdo nas fezes, as hifas proliferam,
aprisionam e se alimentam das larvas de vida livre dos parasitos gastrintestinais (BRAGA,;
ARAUJO, 2014; TARIQ, 2015; PALOMERO et al., 2021).

Estudos desenvolvidos por Silveira et al. (2017), em testes in vitro, utilizaram
combinacg6es dos fungos Duddingtonia flagrans com Arthrobotrys robusta e Monacrosporium
thaumasium com Arthrobotrys conoides, obtendo como resultados a captura e reducéo de
larvas infectantes (L3) no periodo de 7 dias, com uma taxa de predacdo de 93% para a
primeira combinacdo de fungos e de 98% para a segunda, sugerindo que a estratégia seria
uma possivel forma alternativa de controle das parasitoses.

No Brasil, D. flagrans e M. thaumasium sdo espécies que se destacam no
desenvolvimento de controles bioldgicos, visando diminuir as populagdes de L3 no ambiente
fecal (Figura 5). Em relacdo ao controle bioldgico nos ovinos, a espécies que se destaca € a D.
flagrans (SILVA et al, 2014), que foi utilizada por Silva et al. (2009) em forma de pellet
juntamente com alginato de sodio para administracdo em ovinos, com doses de 2 g por 10 kg

de peso do animal, duas vezes por semana, com a duracdo de 5 meses. Com isso, ele obteve
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uma reducédo superior a 70% na contagem de Ovos por Grama de Fezes (OPG) dos animais

tratados.

Figura 5: Controle bioldgico alternativo: (a-d) Larvas infectadas capturadas
por fungos nematéfagos das espécies Duddingtonia flagrans e
Monacrosporium thaumasium (seta branca) em placas de Petri contendo 2%
de &gar-agua e formacéao de armadilhas pelos isolados fungicos (seta preta).

Fonte: SILVA et al., 2013.

Porém, ainda sdo necessarios estudos para garantir que ndo haja efeito adverso ao solo e
aos seus habitantes ndo patogénicos, para que esses fungos possam ser comercializados. Por
outro lado, a forma de administracdo indicada, por via oral, pode dificultar o0 manejo dos
animais em sistemas de criagdo e producdo que ndo utilizem forragem com suplementacao
como forma de alimentacgéo diaria dos rebanhos (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

2.4.2 Manejo correto de pastagens e nutricdo animal

Segundo Davi et al. (2007) no trato gastrintestinal de animais de rebanhos ovinos ha
cerca de 5% da populacdo parasitaria, enquanto que os 95% restantes encontram-se no
ambiente de pastagem, onde o principal método utilizado para tratamento é a vermifugacao
dos animais através de anti-helminticos quimicos, acarretando em maiores custos para manter

a saude e a producdo animal. Por outro lado, também gera uma maior quantidade de residuos
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quimicos liberados no meio ambiente.

Boas praticas de manejo podem ajudar a diminuir esse impacto, como por exemplo a
adocdo de um sistema de pastagem rotacionada, que pode ser posta em pratica com a divisdo
da area de pasto, onde essas areas recebem grande quantidade de animais por um curto espaco
de tempo. Para isso, deve-se realizar a descontaminacdo do ambiente previamente e inserir 0s
animais alternando entre faixas etarias e espéecies de hospedeiro, fazendo com que haja a
competicdo natural entre jovens e adultos no momento da alimentacao e, consequentemente, a
divisdo da ingestdo de larvas infectantes (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

Dessa forma, h& a diminuicdo no nivel de infeccdo entre eles, visto que os adultos ja
possuem uma imunidade adquirida pelo maior tempo de exposi¢do, 0 que leva a uma
eliminacdo de maiores volumes fecais com menores quantidades de Ovos por Grama de fezes
(OPG), reduzindo, também, o nimero de larvas no pasto. No entanto, a resposta imunoldgica
dos animais mais novos pode ser afetada, principalmente por serem mais sucetiveis, visto que
nesse modelo de criacdo ndo ha& contato por tempo suficiente dos animais com os agentes
responsaveis pela infeccdo (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

Uma alimentacdo tendo como base a nutricdo dos animais é de grande importancia, pois
tem relacdo direta com a imunidade e com a suceptibilidade dos pequenos ruminantes a
doencas parasitarias. Uma dieta aplicada com uma maior quantidade de proteina, vitaminas e
minerais deixa o animal mais nutrido e com a imunidade elevada. Assim, mesmo infectados,
eles podem ndo apresentar perdas significativas de peso, ou outros sinais clinicos como
fraqueza e debilidade, que afetem o seu bem estar e a sua producdo (DORIGON; GAl, 2016).

De acordo com Veloso et al. (2004) um grupo composto por ovinos ndo tratados, com
uma alimentacdo rica em proteina (farelo de soja, farelo de trigo, milho), vitaminas e
minerais, obteve um resultado significativo em relacdo a sua contagem de OPG, que diminuiu
guando comparado com outro grupo que fez uso de baixo teor de proteina em sua dieta.
Contudo, mesmo com essa alternativa eficiente de alimentacdo rica em nutrientes, fica dificil
de manter a dieta dos animais em épocas de estiagem, pois a qualidade e a quantidade de

forragem encontram-se em menor volume (VELOSO et al., 2004).

2.4.3 Plantas medicinais com acéo antiparasitaria (Fitoterapia)

As plantas, séo utilizadas pela populagéo no tratamento de diversos tipos de doencas ha
muitos séculos. No Brasil, a cultura afrodescendente associava as plantas medicinais a

cerimonias religiosas. Ja a cultura indigena utilizava os vegetais em seus rituais em busca da

22



cura das enfermidades. Assim, por meio dos colonizadores europeus e imigrantes, essa cultura
foi compartilhada (PIRES et al., 2014; ANDRADE et al., 2018).

Em consequéncia das propriedades dos vegetais, em sua maioria, de apresentarem baixa
toxicidade, disponibilidade na natureza e por ser economicamente vidvel a sua utilizacdo, as
plantas vem despertando o interesse cientifico e tecnolégico dos pesquisadores (OLIVO et al.,
2009), com reconhecimento na comunidade cientifica pelo fato de que elas representam uma
rica fonte de bioativos naturais com capacidades terapéuticas comprovadas (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Com isso, estudos etnobotanicos e fitoquimicos tém sido realizados em todo
o0 Brasil, uma vez que seu territdrio abriga uma das floras mais ricas do planeta. Em particular,
0 bioma Caatinga destaca-se por possuir um rico ecossistema com a presenga de grande
diversidade de espécies (GOMES;BANDEIRA, 2012; CORDEIRO;FELIX, 2013; MOURAO
etal., 2021).

A busca por fontes naturais ricas em metabdlitos com acéo anti-helmintica tém se
tornando uma alternativa promissora em relagdo a problemaética da resisténcia parasitaria aos
quimicos sintéticos. As pesquisas sdo feitas com embasamento na cultura tradicional popular,
que utiliza plantas para tratar diversas enfermidades (CHIOCCHIO et al., 2021).

Dentre essas enfermidades, aquelas causadas por parasitos apresentam-se com
frequéncia na populacdo carente, entdo a busca por antiparasitarios naturais acaba sendo
rotineira. 1sso ocorre por que as plantas proporcionam um tratamento com menor custo para a
comunidade de baixa renda, visto que é mais acessivel em relacdo aos antiparasitarios
comerciais, apresenta melhor eficacia contra os parasitos resistentes, facilidade na producéo e
no cultivo, além de proporcionar menor efeito colateral (SANTOS-LIMA et al, 2016).

Nesse contexto, EI-Sherbini e Osman (2013) desenvolveram um extrato aquoso de frutos
imaturos de Mangifera indica e obtiveram 100% de eficacia para a inibicdo do
desenvolvimento larval de Strongyloides stercolaris. Estudo desenvolvido por Macedo et al.
(2011) em testes com a espécie Haemonchus contortus, resultou em 98,8% de eficacia na
eclosdo de ovos e 99,7% no controle do desenvolvimento das larvas, utilizando o 6leo
essencial proveniente das folhas de Eucalyptus citriodora. Pesquisa realizada por Pina-
Vazquez et al. (2017), mostrou que houve inibicdo da migracdo de Caenorhabditis elegans, ao
utilizar o extrato aquoso de folhas da espécie Psidium guajava e o extrato aquoso de flores da
espécie Thunbergia erecta.

Estudos comprovam que esse efeito positivo alcangado nos experimentos com plantas e
0S Seus extratos deve-se a substancias bioativas que estdo presentes nos mesmos e fazem parte

do seu metabolismo secundario (CHIOCCHIO et al., 2021). Em sua maioria, os metabdlitos
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sdo caracterizados pela agdo que desempenham nas plantas, fazendo parte da sua adaptacéo aos
mais diferenciados ambientes, tornando-se uma fonte em potencial de substancias
farmacologicamente ativas (MOURAO et al., 2021). Dentre as principais classes de
metabolitos secundarios pode-se citar os flavondides, alcaldides, cumarinas, antraguinonas,
triterpenos ou esterdides, saponinas, polifendis e taninos. Alguns sdo mais importantes em
relagdo a acdo antiparasitaria, como por exemplo os taninos (FUMAGALI et al., 2008;
CUNHA et al., 2016; SANTOS-LIMA et al., 2016; CHIOCCHIO et al., 2021).

Assim, pode-se inferir que os fitoterapicos apresentam propriedades biologicas validas,
que podem ser utilizadas em tratamentos de doencgas causadas por parasitos (SANTOS-LIMA
et al., 2016). Nesse sentido, a espécie Cnidoscolus quercifolius destaca-se, pois os seus efeitos
bioldgicos (RIBEIRO et al., 2021) foram descritos para bactérias e fungos, podendo
apresentar também caracteristicas fitoterapicas importantes no controle ao parasitismo

gastrintestinal de pequenos ruminantes.

2.5 Cnidoscolus quercifolius (Pohl)

C. quercifolius, conhecida popularmente como “faveleira” ou “favela”, pertence a
familia Euphorbiaceae e é uma planta forrageira, oriunda da Caatinga, regido Nordeste do
Brasil. Nos periodos de estiagem, ela € amplamente utilizada como forragem na alimentacéo
do gado e de pequenos ruminantes por ser rica em proteina e lipidios. Essa espécie vegetal
possui desenvolvimento rapido e continuo (DUQUE, 2004), devido a sua caracteristica
xerdfila, permitindo que a planta cresca e se reproduza em periodos de secas prolongadas, o
que a faz ser essencial na recuperacao de areas com degradacdo ambiental, pois contribui para
a recuperacao do local e mantém o equilibrio do ecossistema, além de ser utilizada na
alimentacdo humana, como medicamento natural, para a fabricacdo de pecas em madeira e
como fonte de energia (RIBEIRO; BRITO, 2010).

Segundo Albuguerque et al. (2007), as folhas e flores da faveleira sdo indicadas em
tratamentos contra o cancer, tumores, inflamacdo do utero e problemas no figado. Ja o seu
caule, a casca, a raiz e o latex sd0 uma boa alternativa no tratamento de hemorroidas,
problemas nos rins, lesdes de pele, fraturas, problemas oftalmoldgicos, infeccdo urinaria,
inflamacdes no ovario e na prostata.

Estudo realizado por Paredes et al. (2016), demonstrou que extratos metanolicos de
folhas (Figura 6), raizes e cascas de raizes tiveram efeitos positivos contra bactérias e fungos,

apresentaram acao antioxidante e acédo inibitdria da acetilcolinesterase, em comparagdo com o
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controle. E na andlise fitoquimica, foi constatada a presenca de fendis, taninos, flavonas,

flavondis, xantonas e flavanonas.

Figura 6: Imagem ilustrativa do género Cnidoscolus (faveleira) com detalhe da folha

Fonte: Google imagens.

Outro estudo, que também realizou analise fitoquimica, identificou a presenca de outros
metabdlitos secundarios nas folhas de C. quercifolius, dentre eles estdo as cumarinas, 0S
flavonoides e os triterpenos (GOMES et al., 2014a). Por outro lado, Cnidoscolus € um género
conhecido por seus efeitos toxicos devido a presenca de tricomas picantes, provocando
reacOes alérgicas ao entrar em contato com a pele (MATHIAS; FORRESTER, 2017) e
também pela presenca do &cido cianidrico (HCN), uma substancia de defesa de algumas
plantas, que caracteriza-se como liquida, incolor, de toxicidade elevada e bastante volatil
(SOUZA et al., 2012). De acordo com Oliveira et al. (2008) a toxicidade da planta pode
diminuir quando ela passa por um processo de secagem, visto que o HCN é liberado por meio
de reacGes de hidrdlise.

Portanto, por apresentar efeitos benéficos, formas ja descritas de driblar a toxicidade e
estudos também apresentando eficacia antimicrobiana e antifungica, C. quercifolius despertou
0 interesse em ser estudada quanto ao seu potencial anti-helmintico para o controle do
parasitismo gastrintestinal em ovinos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-hemintica in vitro do extrato aquoso obtido das folhas da espécie
Cnidoscolus quercifolius como controle alternativo para os parasitos gastrintestinais de

ovinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro a atividade ovicida do extrato aquoso das folhas de C. quercifolius sobre
nematoides gastrintestinais de ovinos;

e Analisar o perfil fitoquimico das principais classes de metabdlitos secundarios das
folhas de C. quercifolius;

e Analisar in vitro a ecotoxicidade aguda do extrato aquoso das folhas de C. quercifolius

sobre a espécie zooplanctbnica de A&gua doce Daphnia  magna.
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CAPITULO 1

O EMPREGO DA FITOTERAPIA COMO ALTERNATIVA A RESISTENCIA
PARASITARIA EM PEQUENOS RUMINANTES E PRESERVACAO DO MEIO
AMBIENTE: UMA REVISAO.

(Capitulo de Livro — Tépicos Integrados de Zoologia 3)
(ISBN: 978-65-5983-066-4 / DOI: 10.22533/at.ed.664210605)



Renata Cristinne da Silva Felix

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0002-7354-9032

Ismael Vinicius de Oliveira

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0001-9489-4081

Sara Caroline Dantas Nunes

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0001-5387-8739

Ana Karolinne de Alencar Franca

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0001-6976-754X

Yandra Thais Rocha da Mota

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0002-2878-7883

Jodao Inécio Lopes Batista

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0002-4984-2298

Karoline Mikaelle de Paiva Soares

Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0001-6976-754X

Aline Fernanda Campagna Fernandes
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)
Mossoro-RN

Orcid: 0000-0002-4557-4919

Ana Carla Diégenes Suassuna Bezerra
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)

Mossoro-RN

28



Orcid: 0000-0002-1039-5187

Data de aceite: 03/05/2021

RESUMO: A pecuéria é considerada uma atividade de grande importancia. Contudo,
existe dificuldade na criagdo dos rebanhos em razdo das parasitoses gastrintestinais. O
uso de compostos quimicos alopaticos € a forma mais comum de controlar essas
parasitoses; entretanto, erros de manejo na utilizacdo desses anti-helminticos ocasionam
aumento no custo da criacdo, desenvolvimento da resisténcia parasitaria e contaminacao
ambiental. Com isso, a fitoterapia se tornou uma alternativa viavel no tratamento das
parasitoses gastrintestinais, onde destacam-se plantas que possuem propriedades
vegetais promissoras com diferentes tipos de agdo medicinal. Assim, o estudo tem por
objetivo realizar uma revisdo sobre a problemética da resisténcia parasitaria e da
contaminacdo ambiental que ocorre devido ao controle quimico excessivo e as plantas
medicinais que podem ser utilizadas como alternativa de tratamento benéfico aos animais
e ao meio ambiente. Para tal, uma pesquisa bibliografica foi realizada nas principais
bases de dados online, para o levantamento dessas informacdes.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, resisténcia parasitaria, fitoterapia, pequenos
ruminantes.

THE USE OF PHYTOTHERAPY AS AN ALTERNATIVE TO PARASITIC RESISTANCE
IN SMALL RUMINANTS AND PRESERVATION OF THE ENVIRONMENT: A REVIEW.

ABSTRACT: Livestock is considered an importance activity. However, there is a problem
in the rearing of cattle due to gastrointestinal parasites. The use of allopathic chemical
compounds is the most common way to control these parasites; however, misuse of
anthelmintics cause an increase in the cost of development of parasitic resistance and
environmental contamination. With that, phytotherapy has become a viable alternative in
the treatment of gastrointestinal parasites, where plants with promising plant properties
with different types of medicinal action stand out. Therefore, the study aims to conduct a
review on the problem of parasitic resistance and environmental contamination that occurs
due to excessive chemical control and as medicinal plants that can be used as an
alternative treatment beneficial to animals and the environment. To this end, a
bibliographic search was carried out in the main online databases, to collect this
information.

KEYWORDS: Medicinal plants, Antiparasitic resistance, Phytotherapy, Small Ruminants.

1. INTRODUCAO

No agronegocio brasileiro, a criacdo de pequenos ruminantes é considerado um
meio rentavel e configura uma importante atividade pecuarista (DAVIS et al., 2017).
Contudo, a utilizacdo indiscriminada de antiparasitarios quimicos, associado a praticas
inadequadas de manejo e condi¢des climaticas, acabam favorecendo o desenvolvimento
de endoparasitos (IDRIS et al., 2019). O que pode resultar em baixo rendimento da
produc&o animal, devido aos sintomas da infeccdo que podem levar a ébito (CALVETE et
al., 2014, IDRIS et al., 2019).
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Os anti-helminticos alopaticos sdo os mais utilizados no controle das doencas
parasitarias (MACIEL et al., 2014, JIAO et al., 2019). Porém, a utilizacdo excessiva
desses compostos contribuiu para o surgimento de parasitos com cepas resistentes (FIEL
et al., 2017, DEY et al., 2020, ZAJAC & GARZA, 2020), acarretando em perdas
econdmicas (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017). O que desencadeou um problema de
saude publica pelos residuos nos produtos e subprodutos consumidos pelo homem. Por
outro lado, esses contaminantes sao eliminados no ambiente junto com 0s excrementos
dos animais tratados, resultando em acumulo desses produtos em aguas e sedimentos
ambientais (COOKE et al., 2017, LI et al., 2020, WU et al., 2021).

Com isso, 0 emprego da fitoterapia no controle das parasitoses tornou-se uma
alternativa viavel (DAVULURE et al., 2020), devido as singularidades dos vegetais de
produzirem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios (IDRIS et al., 2019),
associado a disponibilidade na natureza com possibilidade de baixa toxicidade (LIMA et
al., 2019), além de contribuir para a reducéo dos residuos quimicos no ambiente (STUCKI
et al., 2019).

Portanto, essa revisdo bibliografica visa contribuir para o enriquecimento do
conhecimento sobre plantas medicinais, trazendo um agregado de informacfes Uteis ao

tratamento alternativo de parasitoses gastrintestinais de pequenos ruminantes.

2. METODOLOGIA

A metodologia de pesquisa se baseou na realizacdo de um levantamento e revisédo
sistematica da literatura, com os descritores “fitoterapia”’, “plantas medicinais” e/ou
“bioativos”. Para identificar as publicacbes que compuseram este estudo, realizou-se
busca online nos bancos de dados LILACS (Literatura Latino Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude), SciELO (Scientific Electronic Library on Line), Google, Google
Académico e Peridédico CAPES.

Para proceder com o levantamento dos artigos e posterior analise, fez-se uma
selecéo de tais dados (padronizacdo), considerados os seguintes critérios de incluséo:
trabalhos originais ou de revisdo, disponiveis na integra. Os artigos que ndo se

encaixaram na amostra foram retirados da pesquisa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, a atividade pecuarista € considerada de grande importancia econémica,

visto que possui um rebanho estimado em 9,5 milhGes de animais, responsaveis pela
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venda de mais de 14 mil litros de leite por ano, com a maior parte desse rebanho situada
no Nordeste (IBGE, 2017).

Dessa forma, a regido semiarida acaba sendo responsavel pela maior parte do
fornecimento dos produtos derivados desses animais, atendendo a demanda do mercado
(PESSOA et al., 2013).

Dentre as principais dificuldades na criagdo e manutencdo da saude dos animais
estdo as parasitoses gastrintestinais, estando elas relacionadas a praticas sanitarias
inadequadas durante o manejo, juntamente com as condi¢cdes climaticas da regido
semiarida, que favorecem o desenvolvimento dos endoparasitos (SANTOS et al., 2006),
responsaveis pela perda de peso e pela diminuicdo do potencial produtivo dos animais, o
gue influencia diretamente no rendimento da producdo animal (IDRIS et al., 2019).

Os parasitos ou helmintos, conhecidos popularmente como “vermes”, sdo os que
estdo presentes em maior nimero nos animais e séo classificados de forma mais geral
como endoparasitos (NEVES et al, 2016). Os principais géneros responsaveis pelas
infeccBes gastrintestinais em pequenos ruminantes na regido Nordeste sdo: Haemonchus
sp., Trichostrongylus sp., Oesophagostomum sp. e Strongyloides sp. (SOUZA NETO et
al., 2017), e as principais espécies sdo: Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Oesophagostomum columbianum e Strongyloides papillosus (AMARANTE
et al., 2014).

Um dos principais problemas que comprometem o bem-estar e a sanidade de
pequenos ruminantes sao as parasitoses gastrintestinais, responsaveis pelo maior
namero de perdas econdmicas para a pecuaria no mundo (GAZDA et al.,, 2012). O
controle para essa problematica acaba sendo realizado, pelos criadores, através de anti-
helminticos sintéticos (MACIEL et al., 2014).

Dentre o0s principais compostos quimicos utilizados estdo os benzimidazois,
avermectinas e imidatiazéis. (GAUDIN et al., 2016). Os benzimidazois, disponiveis no
mercado desde 1961, caracterizam-se por serem anti-helminticos de amplo espectro,
bastante eficazes e seguros, utilizados no tratamento de diferentes mamiferos
domésticos, onde atingem principalmente as larvas e o0s adultos dos parasitos
(CHASSAING et al., 2008). Causam danos as células parasitarias quando impedem a
dimerizagdo com a a-tubulina, devido a ligacdo com as tubulinas, afetando a formacéao
dos microtubulos e interrompendo a redistribuicdo de vesiculas na célula (LIMA et al.,
2010). Atuam também inibindo a enzima fumarato redutase, influenciando no mecanismo
de busca por energia, responsavel pelo funcionamento do metabolismo do parasito
(MELO et al., 2015).
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As avermectinas, um tipo de lactona macrociclica, estdo no mercado ha cerca de 50
anos e sao produzidas através de um processo fermentativo, realizado pela bactéria
Streptomyces avermitilis, que também é responsavel pela producéo da ivermectina e de
outras drogas semelhantes (CEZAR et al., 2010). Sdo compostos lipofilicos, que atuam
sobre as funcfes bioldgicas dos parasitos. Sua agcdo esta relacionada com adultos e
imaturos gastrintestinais e pulmonares de ruminantes, equinos, suinos e caninos. Elas
agem sobre os receptotes acido gama-aminobutirico (PRICHARD E ROULET, 2007).

Os imidatiazois, derivados dos benzimidazois, com maior potencial e menor
toxicidade, sdo caracterizados por interferir na contracdo dos musculos do parasito,
provocando espamos até a paralisia, impedindo o desenvolvimento da larva, pois ela
torna-se incapaz de se alimentar e acaba morrendo por subnutricdo (SPRENGER et al.,
2013).

Contudo, a forma indiscriminada e regular do uso desses anti-helminticos sintéticos,
aumentou os custos dos produtores na criagdo dos animais e desencadeou o0
desenvolvimento da resisténcia parasitaria, favorecendo a selecdo de organismos
resistentes (KOTZE E PRICHARD, 2016). A resisténcia, de acordo com Coles et al.
(2006), pode estar presente quando had uma diminuicdo na eficiéncia de um principio
ativo, abaixo de 95% de reducdo da carga parasitaria em relagdo a um mesmo
organismo, verificado ap0és varios periodos de utilizacdo. Isto € uma consequéncia do uso
continuo de determinada substancia, o que acaba selecionando individuos que
naturalmente tornam-se resistentes, e que ao multiplicar-se, passam o0s genes de
resisténcia para as populacées descendentes (FORTES E MOLENTO, 2013; IDRIS et al.,
2019).

Devido a dispersdo da resisténcia parasitaria, o desenvolvimento de uma nova
substancia com acdo anti-helmintica tornou-se bastante explorada na busca por uma
alternativa de controle que seja eficiente e sustentavel. Dentre essas alternativas pode-se
destacar o emprego da fitoterapia, que pode reduzir a carga parasitaria nos pequenos
ruminantes e retardar o desenvolvimento da resisténcia aos métodos quimicos (BESIER
et al., 2016; GAINZA et al., 2016; DAVULURE et al., 2020).

As plantas, séo utilizadas pela populacdo no tratamento de diversos tipos de
doencas ha muitos séculos. No Brasil, a cultura afrodescendente associava as plantas
medicinais a ceriménias religiosas. Ja a cultura indigena utilizava os vegetais em seus
rituais em busca da cura das enfermidades. Assim, por meio dos colonizadores europeus
e imigrantes, essa cultura foi compartilhada (PIRES et al., 2014; ANDRADE et al., 2018).

Em consequéncia das propriedades dos vegetais, em sua maioria, de apresentarem
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baixa toxicidade, disponibilidade na natureza e por ser economicamente viavel a sua
utilizacdo, as plantas vem despertando o interesse cientifico e tecnolégico dos
pesquisadores (OLIVO et al., 2009), com reconhecimento na comunidade cientifica pelo
fato de que elas representam uma rica fonte de bioativos naturais com capacidades
terapéuticas comprovadas (NEWMAN E CRAGG, 2016). Com isso, estudos
etnobotanicos e fitoquimicos tém sido realizados em todo o Brasil, uma vez que seu
territério abriga uma das floras mais ricas do planeta. Em particular, o bioma Caatinga
destaca-se por possuir um rico ecossistema com a presenca de grande diversidade de
espécies (GOMES E BANDEIRA, 2012; CORDEIRO E FELIX, 2013).

A busca por fontes naturais ricas em metabdlitos com agéo anti-helmintica tém se
tornando uma alternativa promissora em relacao a problematica da resisténcia parasitaria
aos quimicos sintéticos. As pesquisas sao feitas com embasamento na cultura tradicional
popular, que utiliza plantas para tratar diversas enfermidades. Dentre essas
enfermidades, aquelas causadas por parasitos apresentam-se com frequéncia na
populacdo carente, entdo a busca por antiparasitarios naturais acaba sendo rotineira. Isso
ocorre por que as plantas proporcionam um tratamento com menor custo para a
comunidade de baixa renda, visto que € mais acessivel em relacdo aos antiparasitarios
comerciais, apresenta melhor eficacia contra os parasitos resistentes, facilidade na
producédo e no cultivo, além de proporcionar menor efeito colateral (SANTOS-LIMA et al,
2016).

Nesse contexto, EI-Sherbini e Osman (2013) desenvolveram um extrato aquoso de
frutos imaturos de Mangifera indica e obtiveram 100% de eficacia para a inibicdo do
desenvolvimento larval de Strongyloides stercolaris. Estudo desenvolvido por Macedo et al.
(2011) em testes com a espécie Haemonchus contortus, resultou em 98,8% de eficacia na
eclosdo de ovos e 99,7% no controle do desenvolvimento das larvas, utilizando o Oleo
essencial proveniente das folhas de Eucalyptus citriodora. Pesquisa realizada por Pina-
Vazquez et al. (2017), mostrou que houve inibicdo da migragdo de Caenorhabditis elegans,
ao utilizar o extrato aquoso de folhas da espécie Psidium guajava e o extrato aquoso de
flores da espécie Thunbergia erecta.

4. CONCLUSAO

Assim, pode-se inferir que os fitoterapicos apresentam propriedades biolégicas
validas, podendo ser uma alternativa viavel em tratamentos de doencas causadas por

parasitos.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE OVICIDA in vitro DAS FOLHAS DE Cnidoscolus quercifolius Pohl
(Euphorbiaceae) SOBRE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

(Submetido a revista Journal of Parasitic Diseases — B1 em Ciéncias

Ambientais)
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In vitro ovicidal activity of leaves Cnidoscolus quercifolius Pohl (Euphorbiaceae) against gastrointestinal
nematodes of sheep
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ABSTRACT: Sheep farming is considered a promising activity. However, the rearing of small ruminants has faced a
problem for years related to gastrointestinal parasites. The use of chemical anthelmintics is the most used way to control
these parasitosis; however, weather conditions and management errors in the use of these antiparasitic agents caused the
development of parasite resistance and, consequently, increased costs for breeders. Thus, the phytotherapy has become
a viable alternative in the treatment of gastrointestinal parasitosis, with emphasis on the species Cnidoscolus
quercifolius (Pohl), for its healing, analgesic, anti-inflammatory and diuretic action, but still without a proven
antiparasitic effect. Thus, the study aimed to evaluate in vitro the ovicidal activity, analyze the phytochemistry and
ecotoxicity of the aqueous extract obtained from the leaves of C. quercifolius. For this purpose, a total of five
collections of fecal samples were carried out in a sample pool of 10% of a sheep herd. Subsequently, eggs were
recovered for the development of the egg hatch test, followed by the phytochemical analysis of the leaves and analysis
of acute ecotoxicity in the freshwater zooplankton species Daphnia magna. As a result, it was found that the extract has
ovicidal activity, showing 100% inhibition at concentrations 10%, 5%, 2.5% and 1.25%. In the phytochemical analysis,
the presence of phenols, flavonoids, condensed tannins, saponins, alkaloids and triterpenes were verified, and these
secondary metabolites may be related to the antiparasitic activity of the extract. In the acute ecotoxicity assay, the
extract of C. quercifolius was shown to be toxic to the test organism at all concentrations tested, and it was not
necessary to carry out the chronic test. Thus, it was concluded that the tested extract has ovicidal activity and several
secondary metabolites, however with a toxic effect for aquatic organisms at the concentrations tested. Therefore, the
aqueous extract obtained from “faveleira” leaves needs further studies to better understand and try to circumvent its
ecotoxicity, with the need to find a safe concentration for the environment and animals, which is also effective for in
vivo.

INDEX TERMS: Small ruminants, parasite resistance, sheep parasites, phytotherapy, faveleira.
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1. INTRODUCTION
In Brazil, livestock activity is considered to be of great economic importance, since the raising of sheep and
goats became a means of income for breeders (Davis et al. 2017) more than 400 years ago, when the commercialization
began of milk, meat and wool through the introduction of sheep in the country (Decker et al. 2016, Naeem et al. 2021).
However, the increased use of chemical anthelmintics by farmers, incorrect management practices and climatic
conditions ended up triggering the resistance process (ldris et al. 2019, Dey et al. 2020, Naeem et al. 2021), rendering
the herd unproductive due to severe symptoms of gastrointestinal infections (Calvete et al. 2014, Idris et al. 2019).
Allopathic chemicals are still the most used as a form of treatment for gastrointestinal parasites (Maciel et al.
2014, Jiao et al. 2019). As a result, the excessive use of these drugs resulted in parasitic resistance and higher herd
mortality rates, increasing the costs of maintaining the health and welfare of animals (Costa et al. 2018, Zajac & Garza,
2020), generating economic losses to breeders (Rodriguez-Vivas et al. 2017). On the other hand, the excessive use of
chemical antiparasitic resulted in a public health conflict, since there is inadequate disposal of large volumes of
packaging of products commonly used in treatments (Tartarine et al. 2018) and, proportionally to them, the volume of
contaminants in the environment also increases, coming from the excrement of animals frequently wormed (Cooke et al.
2017, Li et al. 2020, Wu et al. 2021).
Thus, an alternative to the use of chemical anthelmintics is the use of phytotherapy, in their most diverse types of

formulations, whether they are extracts or essential oils, which are composed of bioactive of proven action (Ferreira et
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al. 2019). Thus, the inclusion of phytotherapy as a method of treatment as can reduce the frequent use of drugs, helping
them to prolong their effectiveness. This is possible due to the unique characteristics of plants, which are producers of a
wide variety of secondary metabolites (Idris et al. 2019), in addition to being available in nature and most of them
presenting low toxicity (Lima et al. 2019). Consequently, this practice of using natural products can help to reduce
chemical contaminants in the environment (Stucki et al. 2019).

In this context, the species Cnidoscolus quercifolius (Pohl) can be noted, better known as “faveleira” or “favela”
by the traditional population of Northeastern Brazil, in the predominant regions of Caatinga (Oliveira et al. 2008). This
plant is used to feed small ruminants, especially its leaves and fruits, in times of drought in the northeastern hinterland,
as it is characterized by being a xerophilic plant (Medeiros, 2012). According to popular medicine, it can be used as a
healing, analgesic, anti-inflammatory and diuretic (Agra, 2007). Its proven efficacy is related to tests with antimicrobial
(Peixoto Sobrinho et al. 2012) and antifungal (Paredes et al. 2016) action, which aroused interest in conducting research
with biotechnological applications.

Therefore, the study evaluated the ovicidal activity and ecotoxicity of the aqueous extract of C. quercifolius
leaves, as well as analyzed the phytochemical composition of the leaves, aiming to generate a useful product for the
alternative control of gastrointestinal endoparasites in sheep.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Areadescription

The study was conducted in the municipality of Mossoro, state of Rio Grande do Norte, Northeast region of
Brazil, located in the west of Potiguar, covering an area of 2,100 km?. The study area has an altitude of 16 meters, with
a predominantly semi-arid climate, average temperature of 27.4 °C, with irregular rainfall (Aradjo et al. 2012).
2.2 Collection of plant samples

The leaves of the species C. quercifolius were collected from its natural habitat, from a plant located at the
“Universidade Federal Rural do Semi-Arido” (UFERSA), municipality of Mossoro, state of “Rio Grande do Norte”.
Then, transport was made to the Laboratory of Biotechnology Applied to Infectious and Parasitic Diseases (LaBIP), at
UFERSA, where the leaves were submitted to the extract preparation methodology. The taxonomic identification of the
species was carried out by the technical head of the Herbarium Dardano de Andrade-Lima, of the Center for Biological
and Health Sciences at UFERSA, where identification was obtained and an exsiccate number 15002, registered in the
National System of Management of the Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SISGEN) under
certificate A137FA3.
2.3 Obtaining of the crude aqueous extract

To obtain the extract, leaves of the species C. quercifolius were used. Leaves were collected, dried at room

temperature and crushed. The flour obtained was subjected to extraction at 10% (w/v) in a solution of distilled water,
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under stirring for 24 hours at room temperature (Kumari et al. 2019). Then the material was filtered using a fine mesh
fabric. From the crude extract at 10%, serial dilutions were performed to obtain concentrations of 5%, 2.5% and 1.25%.
2.4 Collection of fecal samples

Collections were performed directly from the rectal ampoule of sheeps with the egg count per gram of feces
(EPG), performed by collecting 4 g of feces according to the technique described by Gordon and Whitlock (1939) and
Chagas et al. (2011). The test was carried out in quintuplicate; the five collections took place in properties that
presented a fecal pool with EPG equal to or greater than 100 eggs per gram of feces (Chagas et al. 2011), from animals
that had ended the residual period of 90 days without treatment with synthetic chemical (Niciura et al. 2009). Animals
were randomly selected, regardless of race or sex.
2.5 Recovery and Egg Hatch Test (EHT)

The retrieval of nematode eggs was carried out according to the methodology of Hubert and Kerboeuf (1992), in
which stool samples were diluted in water and passed through a sequence of sieves with grammages of 0.15; 0.10;
0.036 and 0.02 mm for egg retention. Then, the recovered liquid containing the eggs was centrifuged (4,000 rpm; 5
minutes). The sediment from this first centrifugation was resuspended in a concentrated saline solution and passed
through centrifugation again (4,000 rpm; 5 minutes) to obtain the supernatant containing the eggs.

The egg hatch test (EHT) was performed according to the methodology of Coles et al. (2006); adding an average
of 100 eggs per wells in 24-wells plates, using five wells for each treatment. The negative control containing eggs (100
ML) incubated in aqueous solution (400 uL); the positive control containing the eggs (100 uL) subjected to chemical
treatment with Thiabendazole (32 pug/mL — 400 pL); the experimental group containing the eggs (100 pL) incubated in
400 pL the crude aqueous extract at 10%, 5%, 2.5% and 1.25%. The plates were incubated in BOD (Biochemical
Oxygen Demand) for 48 hours at a temperature of 27°C and controlled humidity, with subsequent addition of lugol’s
solution and counting of eggs and larvae in each well, using an inverted microscope.
2.6 Phytochemical analysis of leaves

To carry out the phytochemical test, the leaves of C. quercifolius were crushed to obtain the powder that

underwent the analysis of secondary chemical metabolites, based on the methodology provided by Matos (2008). Tests
are carried out to identify the classes of secondary metabolites present by observing the separation, colorimetric and
fluorescence reactions that were used for identification. Therefore, reactions were performed to identify coumarins
(Fluorescence Test), phenols (Ferric Chloride Reaction), flavonoids (Cyanidin or Shinoda Reaction), steroid nuclei
(Liebermann-Burchard Test), triterpene nuclei (Salkowski Test), saponins (Foam test - vigorous setting), condensed
tannins and hydrolysable tannins (Stiasny's test), free tannins (gelatin priv test).
2.7 Invitro acute ecotoxicity analysis

To carry out the acute ecotoxicity test of the aqueous extract of C. quercifolius leaves, the solubilized extract
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(ABNT, 2006; NBR 10006) in culture water of the microcrustacean zooplanktonic organisms Daphnia magna was
used. The tests were developed in accordance with ABNT standards (NBR: 12713, 2016), specific for the species. For
the analysis of the acute effect, the biological parameter mortality was used.

2.8 Statistical data analysis

At the end of the egg and larvae counts (from the EHT) the data obtained were tabulated in an Excel spreadsheet.
The egg hatch percentage for each experimental group was obtained by the equation:

Hatching inhibition percentage = number of eggs / (number of eggs + number of first stage larvae) x 100.

The results obtained with the concentrations tested were expressed in percentage of inhibition of egg hatching
and the significance was compared by the Tukey’s test at p<0.05.

The acute effect was expressed by the median effective concentration of effect in 50% of the organisms in a 48-
hour period (EC50; 48 h) calculated from the immobility data of the organisms in the control and at the concentrations
tested. The method used for the calculation was the Trimmed Spearman-Karber.

3. RESULTS

The aqueous extract showed a 100% inhibition of egg hatching (Figure 7) at all concentrations tested (80
mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL and 10 mg/mL).

Figure 7: A-B Image of wells containing 100% unhatched eggs after 48 hours of incubation with aqueous

extract of C. quercifolius.

Source: own authorship.

The positive control with Thiabendazole showed an inhibition of 86.5% and the negative control with distilled
water showed an inhibition of 9.18% (Figure 8). On the other hand, the hatching of 90.82% of the eggs in the negative
control confirms the feasibility of the experiment and that the incubation time and conditions were favorable for the
hatching of eggs.

Figure 8: A - Positive control containing eggs and larvae (treatment with synthetic chemical thiabendazole); B —

Negative control containing eggs and larvae (distilled water); after 48 hours of incubation, stained with lugol’s solution.
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Source: own authorship.
As for the phytochemical test using the leaves, the presence of phenols, flavonoids, condensed tannins, saponins,
alkaloids and triterpenes was identified (Figure 9).
Figure 9: Phytochemical analysis of C. quercifolius leaves with positive test for: A - phenols, B - flavonoids, C -

saponins, D - triterpenes, E - alkaloids, F - condensed tannins.

Source: own authorship.

In the acute ecotoxicity test, 100% immobility of the test organisms was observed at all tested concentrations,
and a chronic test was not necessary, since the extract was shown to be toxic to D. magna in a short period of time.
4. DISCUSSION

The aqueous extract of C. quercifolius at all concentrations tested was effective in inhibiting the egg hatching of
gastrointestinal parasites in sheep, with no significant difference between the percentages of inhibition of the extract and
the positive control (Thiabendazole). The percentage of inhibition of the positive control of 86.5% indicates that the
eggs used belonged to parasites with anthelmintic resistance, as according to Coles et al. (2006) an EPG count below

90% may be related to parasitic resistance. Which brings relevance to the effectiveness of the plant drug tested.
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Secondary metabolites found in plant leaves may be related to its ovicidal action. Phenols, for example, have a
well-known antioxidant action, which is characterized by their ability to eliminate free radicals (Pilerood & Prakash,
2014), increasing the animal's immunity (Sprenger et al. 2015). Phenols have the ability to bind to digestive proteins,
inactivating enzymes that are important in this process (Solla et al. 2016). They also interfere with the uncoupling of
oxidative phosphorylation, which is responsible for the production of ATP by cells, which directly affects energy
production that the parasite needs for its development and survival (Salhan et al. 2011).

Other phenolic compounds identified in C. quercifolius were condensed tannins (flavonoid-based polyphenols)
and flavonoids. The mechanism that confers antiparasitic action on tannins may be related to their synergistic ability to
interact with other metabolites (proteins), increasing cell permeability, where this interaction with glycoproteins from
the parasite's cuticle impair nutrient absorption, thus directly affecting mobility and the reproduction of the parasite,
leading to death (Cala et al. 2012). Flavonoids, in turn, have the ability to interact with enzymes, so they cause changes
in the energy pathways of the parasite's metabolism, causing changes in the metabolic processes essential for energy
absorption (Botura et al. 2013).

Alkaloids are the main nitrogen compounds present in vascular plants and are already widely used in mammals.
Examples of alkaloids are nicotine, codeine, caffeine and morphine. This infers that the antiparasitic action of this
metabolite may be related to its ability to act on the nervous system, competing with the neurotransmitter acetylcholine,
acting as a muscle relaxant, inhibiting the movement of the parasite, causing loss of motility and elongation of the worm
due to the relaxation of the longitudinal musculature (Wink, 2012).

Triterpenes were also identified in the aqueous extract, where an important class of secondary metabolites can be
highlighted, namely saponins, which play a fundamental role in the defense of plants against insects and
microorganisms (Vizzotto et al. 2010). The ovicide effect may be related to its ability to attach to the parasite's
membrane, modifying its permeability and facilitating the entry and exit of molecules. As a result, vacuoles form in the
cytoplasm of cells, which implies disintegration of the worm's integument, impairing its development (Gomes et al.
2016).

As for ecotoxicity, the aqueous extract proved to be toxic to D. magna organisms, immobilizing 100% of the
test organisms in an acute way. The plant material went through a standardized process for its preparation and,
therefore, an attempt was made to eliminate physical and methodological factors that could interfere with ecotoxicity.
Thus, high mobility of organisms is certainly related to the presence of highly toxic nitrogenous chemical compounds,
such as cyanogenic glycosides and glucosinolates, which decompose and give rise to hydrocyanic acid (HCN), already
described in the literature for being present in large quantities in C. quercifolius (Souza et al. 2012). The release of HCN
occurs when the plant suffers some type of injury, as a defense mechanism, causing the inhibition of metalloenzymes,

interfering in the electron transport chain of mitochondria, more precisely in Cytochrome C Oxidase, leading the
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organism to intoxication to death (Nielsen et al. 2016). Thus, as the extract proved to be toxic, this may be the
hypothesis that best justifies its effectiveness.

Therefore, the study revealed that C. quercifolius is a species that needs further studies, as it proved to be
effective for what it proposed, that is, it has in vitro ovicidal action, but with acute ecotoxicity at all concentrations
tested in vitro. Therefore, it becomes necessary that more studies be done about its ecotoxicity so that it can be tested
again against gastrointestinal parasites of sheep, since it has several promising secondary metabolites, with mechanisms
of action and efficacy already proven.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

C. quercifolius apresentou acéo inibitdria na eclosdo de ovos de parasitos gastrintestinais de
ovinos em todas as concentracdes testadas in vitro, podendo ser considerada uma alternativa
viavel de tratamento contra as parasitoses que acometem 0s pequenos ruminantes, ap0s maiores
testes de ecotoxicidade in vitro e de toxicidade in vivo, com modelos experimentais como ratos,

camundongos e coelhos, pois no teste de ecotoxicidade aguda, o extrato mostrou-se 100% toxico

aos organismos-teste.

A faveleira apresentou caracteristicas singulares, pois provou ser uma Otima fonte de
compostos bioativos naturais, dentre eles estdo os fendis, flavondides, taninos condensados,

saponinas, alcalbides e triterpenos, que possuem acgdes terapéuticas contra varios organismos,

incuindo no presente estudo os parasitos.

Portanto, a utilizagdo de extrato aquoso provenientes de folhas de C. quercifolius torna-se
uma alternativa bastante promissora no tratamento de parasitoses, principalmente aquelas que
acometem 0s pequenos ruminantes, pois essa seria uma forma de auxiliar a problematica da

resisténcia, que existe em relacdo aos anti-helminticos quimicos ja empregados, e auxiliar

também na diminuicdo dos compostos sintéticos liberados no ambiente.
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