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INTRODUCAO

Apesar de ser uma atividade bastante explorada, a ovinocaprinocultura no Nordeste
Brasileiro, antes era considerada uma atividade marginal ou de subsisténcia, normalmente
com baixa produtividade, adotando pouca tecnologia e apresentando baixos niveis de
rentabilidade. Atualmente, a producdo destes pequenos ruminantes vem se caracterizando
como uma atividade de grande importancia cultural, social e econdmica para a regido,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento do Nordeste.

A ovinocultura representa uma boa alternativa de trabalho e renda, visto a producgdo de
alimentos de alto valor bioldgico (leite, carne e visceras), bem como de pele de excelente
qualidade, além da adaptabilidade dos animais aos ecossistemas locais.

Entretanto o maior entrave na producdo sdo as helmintoses gastrintestinais que
representam a maior parcela de prejuizos para o setor produtivo. Dentre elas se destaca o
Haemconchus contortus que apresentam maior prevaléncia e maior intensidade de
infeccdo, sendo considerado o nematddeo de maior importdncia econdmica para
exploracdo desses animais. O controle dessas parasitoses € feito principalmente
empregando-se anti-helminticos sintéticos, sem estudo prévio das reais causas de
infeccdes, essas drogas sdo administradas de maneira indiscriminada, podendo selecionar
linhagens resistentes, poluir o meio ambiente, aumentar os riscos de intoxicacdo e 0s
custos de producao.

Diante do exposto, a fitoterapia surge como uma alternativa, devido ao largo uso de
plantas na medicina popular e a diversidade de espécies vegetais encontradas no Brasil.
Dentre estas, destaca-se o mussambé Tarenaya spinosa (JACQ.) RAF, planta encontrada
em todas as regides do Brasil usada empiricamente no combate a diversos tipos de
infeccdes. A maior parte das plantas medicinais nativas permanece sendo usada de forma
tradicional, sem conhecimento dos seus principios ativos e efeitos colaterais, em muitas
espécies esse estudo ainda ndo foi realizado. Portanto, sdo necessarios estudos de
prospecc¢do desta espécie, como fonte de principios ativos para novas drogas, assim como
testes in vitro e in vivo para se avaliar cientificamente a eficicia e a viabilidade dessa

planta perante o controle de Haemconchus contortus de ovinos.



CAPITULO 1

Fitoquimica preliminar e determinacao da toxicidade do extrato botanico de

Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. em Artemia salina Leach

(Manuscrito enviado ao periédico Revista Brasileira de Plantas Medicinais)

10
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Preliminary phytochemistry and toxicity determination of botanical
hydroalcoholic extract of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. on Artemia salina

Leach

ANDRADE, F.D.", RIBEIRO, A.R.C."", MEDEIROS, M.C."; BENVENUTTI,
M.E.M?; RODRIGUES, O.G."; MAGALHAES, F.E.A.%; SILVA, W.W.2;

ATHAYDE, A.C.R."

'Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG ?Unidade Académica de Medicina Veterindria,
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, Cx.P.: 64 - CEP: 58708-
110; 3Laboratdrio de Bioprospeccdo de produtos Naturais e Biotecnologia,
Universidade Estadual do Ceara — UECE. Rua Solon Medeiros, S/N - BR 020

Taua - CE - Cep: 63.660-000.*a.raquel.ribeiro@hotmail.com

ABSTRACT: In this study, we evaluated the phytochemical profile and toxicity
of hydroalcoholic extracts of Tarenaya spinosa on nauplii of Artemia salina. The
hydroalcoholic extracts of leaves, stem and roots were submitted to
phytochemical prospecting to identify their main classes of secondary
metabolites. Besides, they were tested on A. salina to obtain the average lethal
concentration (LC50). Phytochemicals tests showed the presence of

triterpenoids, coumarins, saponins, flavonoids, phenols and xanthones. The
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used concentrations showed to be toxic on A. salina with LC50 values less than
1000 pg/ml. The root extract showed a higher degree of toxicity, followed by the
leaf and the stem, with LC50 values of 150, 178.82 and 438.04 respectively.
The results corroborate the importance of plants as sources of secondary
metabolites with possible pharmacological action. Moreover, they are relevant
to the assessment of toxicity in monitoring the correct dosage of herbal

products.

Keywords: Lethal concentration; secondary metabolites; herbal.

RESUMO: Fitoquimica preliminar e determinacao da toxicidade o extrato
hidroalcodlico da planta of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf em Artemia
salina Leach. No presente trabalho avaliou-se o perfil fitoquimico e a
toxicidade dos extratos etandlicos da Tarenaya spinosa frente aos nauplios de
Artemia salina. Os extratos etandlicos das folhas, caule e raiz foram
submetidos a prospeccao fitoquimica para identificacdo de suas principais
classes de metabolitos secundarios e testados em A. salina para obtencao das
concentragdes letais médias (CL50). Os testes fitoquimicos demonstraram a
presenca de triterpendides, cumarinas, saponinas, flavondides, xantonas e
fendis. As concentragdes utilizadas mostraram-se téxicos frente a A. salina com
valores de CL50 menores que 1000 pug/mL, o extrato da raiz revelou maior grau
de toxicidade, seguida da folha e caule, com valores de CL50 respectivamente
150; 178,82 e 438,04. Os resultados apresentados nesse trabalho corroboram

com a importancia das plantas como fontes de metabdlitos secundarios com
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possivel acao farmacoldgica mostrando-se relevante a avaliacao da toxicidade
no monitoramento da dosagem correta de produtos fitoterapicos.

Palavras chave: Toxicidade; metabolitos secundarios; fitoterapicos.

INTRODUCTION

The use of medicinal plants for therapeutic purposes is known since
antiquity (Nguta et al., 2012). However, due to the advancement of synthetic
drugs, the use of plants as medicine got a little forgotten (Oga et al., 2008).
Anyhow, induced mutations in the microorganism with a consequent increase in
the number of strains resistant to allopathic drugs caused the need of searching
for new unconventional alternative therapies (Ribeiro et al., 2013).

Tarenaya spinosa, popularly known as “mussambé” is a shrubby species
of family Capparaceae, which may reach the height of 1 to 1.8 meters tall and
grows in shallows, banks of rivers and dams found in the Midwest, Northeast,
North and South Brazil (Lima et al., 2013).

Species of the genus Tarenaya are rich in flavonoids (Bose et al., 2007).
Reports have shown that T. spinosa produces cytotoxic, antioxidants,
antimicrobials and insecticides effects (Mcneil et al., 2010). Despite presenting
numerous therapeutic activities, the indiscriminate use of medicinal plants
becomes a risk because they may show signs of toxicity (Garcez et al., 2013).

Artemia salina is a microcrustacean of phylum Arthropoda found in all
parts of the world (Arcanjo et al., 2012). It is widely known as an indicator of
toxicity in bioassays that use LC50 as parameter for assessing toxic biological
activity (Nardo et al., 1997; Aradjo et al., 2010). It fits in various environments

due to the relative resistance to environmental stress factors and it is
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considered as a source of cheap bioassays and easy implementation for testing
botanical extracts (Mayorga et al., 2010).

In this context, we aimed at assessing in a preliminary way the chemical
constitution and the determination of the toxicity of ethanol extracts of Tarenaya

spinosa in biological model on Artemia salina.

MATERIAL AND METHODS

Botanic Material Collecting

The procedures for collecting and herborization of the plant species were
performed based on the methodologies described by Cartaxo et al. (2010).
Samples of Tarenaya spinosa were collected in the morning in the microregion
of Inhamuns (Taua-Ceard), (S 06°00.215 W 040°16.953’). A plant voucher
specimen is stored at Herbéario do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR)

of UFCG Campus — Patos - PB, under register number 4021.

Botanic Extracts Obtainment

The leaves, stem and root of T. spinosa were crushed and packed in glass
containers. Ethanol at 96% was used as organic solvent for the extracts during
a period of 96h. After this period, simple filtrations were performed and the
organic extracts were kept at room temperature (30+2°C) for complete
evaporation of the solvent according to the methodology proposed by Pereira et

al. (2009) with some adaptations.

Chemical Prospecting
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The preliminary exploration of chemical extracts was based on the
methodology proposed by Matos (2009). Qualitative tests were performed to
verify the presence of triterpenoids, coumarins, saponins, flavonoids, xanthones
and phenols. The assays were performed in triplicate for each sample and, as
negative control, test tubes containing distilled water under the same conditions

for each test were used.

LC50 Determination

Assays were performed in triplicate based on the methodology described
by Aradjo et al. (2010). Ten nauplii of A. salina per well in plate of Eliza
containing saline and alcoholic extracts of parts of T. spinosa were dissolved in
a solution of dimethylsulfoxide (DMSO) at 1% in the concentrations of 100, 500
e 1000ug/ml, resulting in a final volume of 5 ml per well. As negative controls,
saline solution and DMSO at 1% were used. After 24h in contact with the
solutions, the number of surviving nauplii was counted and the larvae that
remained immobile for more than 10 seconds were considered dead.
Concerning to the degree of toxicity, we adopted the LC50 classification <
80ug/ml as very toxic, LC50 between 80ug/ml and 250ug/ml as moderate and
LC50 > 250ug/ml as little toxic or non-toxic (Mayer et al., 1982; Vinatea et al.,

1994).

Data Analysis
To evaluate the results of chemical prospecting, the descriptive analysis of

the changes of color and formation of the precipitate was performed and the
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chemical constituents of the extracts were classified as strong (+++), medium
(++), weak (+), suspicious (S), absent (0) and not determined (-).

When checking the toxicity evolution of the extract of T. spinosa on A.
salina, the values obtained with the average of dead nauplii were subjected to
statistical analysis, estimating the lethal concentration to kill 50% (LC50) of the
larvae through the analysis of Probits, according to TRIMMED SPEARMAN-
KARBER mathematical method (Hamilton et al., 1977) with 95% of confidence

interval.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical Constituents

Through preliminary phytochemical analysis, it was possible to identify
classes of secondary metabolites of pharmacological interest found in ethanol
extracts of different parts of T. spinosa (Table 1). The root showed higher

amount of metabolites, followed by the stem and the leaves.

TABLE 01. Preliminary phytochemical analysis of secondary metabolites of

ethanol extracts of Tarenaya spinosa.

Tarenaya spinosa
Classes of Metabolites

Leaf Stem Root
Triterpenoids - ++ F++
Coumarins +4++ ++
Saponins ++
Flavonoids - +4++ +4++
Xanthones - - F++
Phenols - +++ +++

(+++) strong; (++) medium; (+) weak; (S) suspicious; (-) absent.
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The class of flavonoids secondary metabolite found in the root of T.
spinosa is one of the most important one among the natural products (Nijveldt
et al., 2001). More than 5000 different flavonoids found in the root of T. spinosa
have been described and they may present antimicrobial, antioxidant and anti-
inflammatory  activities (Lépez-Posadas, 2008), giving them great
pharmacological importance (Formica & Regelson, 1995). Phenols have shown
to be effective as antioxidants in food and biological systems (Pereira, 2010).

The saponins found with medium intensity only in the leaves of T. spinosa
is a natural surfactant that has important actions in the control of parasites in
animals (Francis et al., 2002) with antiprotozoal activity and anti-inflammatory
action (Cheek & Otero, 2005).

The triterpenoids found in the stem and more intensively in the roots are
described in the literature with pharmacological activities, highlighting the anti-
inflammatory, antitumor, antimalarial and cytotoxic actions (Patocka, 2003).
Many of the isolated of triterpenoids from family Brassicaceae are of lupanos
and damaranos types (Abel-Mogib, 1999).

The leaves of T. spinosa present higher concentrations of coumarins class
metabolites, which have odoriferous characteristics that allows it to be used as
natural repellants and that presents antimicrobial, bronchodilator and fungicide
activities (Rodrigues et al., 2008).

Despite the large number of genera of family Capparaceae, it is evidenced
a low percentage of phytochemicals work reported in the literature, mainly

related to the species T. spinosa.
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LC50 Acute Toxicity

Checking the toxicity of ethanol extracts of parts of T. spinosa on A.
Salina, it was found that the root showed lower LC50 (150ug/mL), followed by
the leaf and the stem (Table 2). According to the classification of Mayer et al.
(1982) and Vinatea et al. (1994) leaves, stem and roots showed toxicity
because they presented LC50 values lower than 1000ug/ml. The root and
leaves were classified as moderate toxicity because presented LC50 between
80ug/ml and 250ug/ml. The root, however, was classified as low or without

toxicity with LC50 >250ug/ml.

TABLE 02. LC50 values calculated for different extracts of Tarenaya spinosa

and respective 95% confidence interval.

Tarenaya spinosa LC50 (ug/mL)
Leave 178,82
Stem 438,04
Root 150

LC50 (lethal concentration for 50% of naupli of A.salina)

The presence of several metabolites, mainly in the roots, can justify their
higher toxicity. Different results were observed by Silva et al. (2012), who found
greater toxicity in the aqueous extract (tea) of the leaf and less cytotoxicity in
the root on A. salina. This can be explained by the way in which the active
principles were extracted once the roots passed only by the boiling process.
Despite presenting the greatest amount of metabolites, it was the part that
produced the lowest amount of extract.

Studies by Santos and Menezes (2005) demonstrates that the cytotoxic

activity of the ethanol extract of the roots of T. spinosa on larvae of Aedes
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aegypti and its antimicrobial action on Staphylococus aureus and Echerichia
coli. These results corroborate the results obtained in this study and confirm the
toxicity of the root on different organisms, suggesting a possible natural

larvicidal activity.

CONCLUSION

The preliminary phytochemical study of hydroalcoholic extracts of different
parts of Tarenaya spinosa, associated with toxicity bioassay on A. salina
becomes important in guiding the isolation and identification of compounds
present in these fractions and characterization of the biological activity of this

medicinal plant.
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Acao anti-helmintica do extrato hidroalcé6olico da raiz da
Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. no controle de Haemonchus
contortus em ovinos!

Fabio D. Andrade?, Ana Raquel C. Ribeiro?*, Maria C. Medeiros?, Saul S. Fonseca3, Ana Célia R.
Athayde?, Adriano F. Ferreira3, Onaldo G. Rodrigues? e Wilson W. Silva?

ABSTRACT.- Andrade F.D., Ribeiro A.R.C., Medeiros M.C., Fonseca S.S., Ferreira A.F., Rodrigues 0.G.,
Silva W.W. & Athayde A.C.R. 2014. [Anthelmintic action of the hydroalcoholic extract of the
root of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. for Haemonchus contortus control in sheep.] A¢do anti-
helmintica do extrato hidroalcéolico da raiz deTarenaya spinosa (Jacq.) Raf. no controle de
Haemonchus contortus em ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratoério de
Patologia Clinica, Hospital Veterinario, Universidade Federal de Campina Grande, Rodovia Patos-
Teixeira Km Zero, Jatob3, Patos, PB 58700-970, Brazil. E-mail: a.raquel.ribeiro@hotmail.com

To investigate the anthelmintic potential of hydroalcoholic extract of the root of Tarenaya spinosa,
as an alternative in the control of gastrointestinal nematode Haemonchus contortus in sheep, in
vitro tests were performed with Artemia salina then on stool cultures containing helminth eggs,
assessing ovicidal and larvicidal action of the extract. After preliminary tests, the in vivo test was
performed in 20 male sheep were divided into four treatments: Group 1 Ivermectin 1 %, Group 2:
untreated; Group 3: hydroalcoholic extract of T. spinosa 150ug/mL; Group 4: hydroalcoholic extract
T. spinosa 300ug/mlL, stool samples and blood were collected for parasitological and
haematological tests. In in vitro tests, toxicity against A. salina was 150ug/mlL, there was obtained
81.53% efficiency against eggs and larvae of H. contortus. In vivo test, evaluating the effectiveness of
treatments was performed by reduction test in faecal egg count (RCOF), the groups treated with
Ivermectin and T. spinosa the 150pg/mL and 300pug/mL obtained the best results, reducing OPG
after 28 days in 40.6, 41 and 42.6% respectivel , thus revealing its herbal potential for control of
gastrointestinal nematodes in sheep.

INDEX TERMS: Tarenaya spinosa, Haemonchus contortus, ovicidal and/or larvicidal action.

RESUMO.- Para investigar o potencial anti-helmintico do extrato hidroalcéolico da raiz de Tarenaya
spinosa, como alternativa no controle do nematéide gastrintestinal Haemonchus contortus de
ovinos, foram realizados testes in vitro com Artemia salina, em seguida, sobre coproculturas
contendo ovos do helminto, avaliando a ag¢do ovicida e larvicida do extrato. Ap6s os testes
preliminares, foi realizado o teste in vivo em 20 ovinos machos os quais foram divididos em quatro
tratamentos Grupo 1: ivermectina 1%; Grupo 2: sem tratamento; Grupo 3: extrato hidroalcéolico de
T. spinosa 150ug/mL; Grupo 4: extrato hidroalcéolico de T. spinosa 300pg/mL, amostras de fezes e
de sangue foram coletadas para exames parasitoldgicos e hematoldgicos. No teste in vitro, a
toxicidade frente a A. salina foi de 150pg/mL, obteve-se eficiéncia de 81,53% sobre ovos e larvas do
H. contortus. No teste in vivo, a avaliacdo da eficacia dos tratamentos foi realizada pelo teste de
reducdo na contagem de ovos fecais (RCOF), os grupos tratados com Ivermectina e T. spinosa a
150pg/mL e 300pg/mL obtiveram os melhores resultados, reduzindo o OPG apds 28 dias em 40,6,
41 e 40,2% respectivamente, revelando assim seu potencial fitoterapico para fins de controle de
nematddeos gastrintestinais em ovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Tarenaya spinosa, Haemonchus contortus, agdo ovicida e larvicida.
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INTRODUCAO

A ovinocultura é uma importante fonte de renda no Brasil, pela sua alta producio de leite e
de carne, com um rebanho aproximado de 17,3 milhdes de animais (IBGE 2012). No entanto, a
producdo é limitada principalmente por praticas de manejo inadequadas no tocante a higiene
sanitdria, em especial, mas condi¢des de higiene que favorecem o aumento na populacdo de
parasitos gastrintestinais, dentre eles, Haemonchus contortus que é considerado o parasito de maior
importancia epidemioldgica pela sua alta prolificidade e resisténcia a anti-helminticos (Idris et al.
2012).

Tradicionalmente, o controle dos parasitos gastrintestinais em ovinos no Brasil é realizado
por anti-helminticos sintéticos e, seu uso indiscriminado, tem induzido a selecdo de linhagens de
parasitos resistentes, além de gerar residuos contaminantes ao meio ambiente e aumentar custos
na producdo (Sutherland et al. 2008, Zaros et al. 2014)

Varios estudos tém apontado para novas alternativas de controle parasitario. Uma delas, de
baixo custo e ndo poluente, é o uso de fitoterapicos (Eguale et al. 2007), que surge como uma op¢ao
devido ao largo uso de plantas na medicina popular, ja que o Brasil apresenta a maior diversidade
genética vegetal do mundo (Santos et al. 2013)

Dentre varias espécies com potencial anti-helmintico, destaca-se o mussambé (Tarenaya
spinosa), planta objeto desse estudo, muito utilizada empiricamente no combate a diversos tipos de
enfermidades (Mcneil et al. 2010). E uma espécie herbacea da familia Capparaceae que possui porte
arbustivo, chegando a altura de 1 a 1,8 metros e esti associada a areas umidas de ampla
distribuicao no Brasil (Lima et al. 2013), citada em outras trabalhos com o nome de Cleome spinosa
(Moreira 2011).

Como triagem inicial de extratos vegetais, o teste de toxicidade sobre o microcrustaceo
marinho Artemia salina tem sido bastante utilizado (Albuquerque et al. 2014), por ser de baixo
custo, facil execucdo, ndo requerer maiores cuidados com assepsia (Reis et al. 2013). Os resultados
desse teste relacionam-se a testes de bioldgicos especificos, como o anti-helmintico (Silva et al.
2014).

Objetivou-se com o presente trabalho investigar o potencial anti-helmintico do extrato
hidroalcéolico da raiz da T. spinosa, como alternativa no controle do nematédeo gastrintestinal
Haemonchus contortus de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material botanico

Amostras das raizes de Tarenaya spinosa foram coletadas em margo de 2013, no municipio
de Patos, localizado no Centro-Oeste do Estado da Paraiba/Brasil, na intersec¢do das coordenadas
geograficas de 6° 56’ 13” Latitude S e 37° 23’ 14” de Longitude W. A exsicata foi depositada no
Herbario do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG) sob o protocolo de nimero 4021. Os procedimentos de coleta e herboriza¢do
basearam-se nas metodologias de Cartaxo et al. (2010).

Obtencio do extrato hidroalcodlico

Raizes de T. spinosa foram trituradas e acondicionadas em recipientes de vidro, submetidas
a extracdo por solvente organico utilizando etanol absoluto (100%) dissolvido em agua destilada,
para se obter 70% de concentracdo. Apds 96h de percolagdo, foram realizadas filtragdes simples
onde os extratos organicos ficaram mantidos a temperatura ambiente (30+2°C) para evaporagao
total do solvente, segundo metodologia proposta por Pereira et al. (2009).

Teste in vitro

A acdo toéxica do extrato hidroalcéolico de T. spinosa sobre A. salina e o efeito ovicida e
larvicida de H. contortus foram testados in vitro.

A determinacgio da toxicidade da raiz do extrato de T. spinosa, foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Aradjo et al. (2010). O extrato bruto foi diluido em solugdo de dimetil
sulféxido (DMSO) a 1%, nas concentragdes 100, 500 e 1000pg/mL. Utilizaram-se trés grupos
controle: GC1 (Grupo Controle 1: DMSO a 1%); GC2 (Grupo Controle 2: Solugdo salina isot6nica);
GC3 (Grupo controle 3: NaClO a 1%).

A seguir, os valores obtidos com as médias dos nduplios mortos foram submetidos a andlise
estatistica, estimando-se a concentragio letal para matar 50% (CL50) das larvas através da analise
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de Probits, pelo método matematico TRIMMED SPEARMAN-KARBER (Hamilton et al. 1977) com
95% de intervalo de confianca.

Para testar a acdo ovicida e larvicida do extrato, foram feitas coproculturas utilizando a
metodologia adaptada de Roberts & O’Sullivan (1950) com fezes contendo apenas ovos do
nematéide H. contortus. A contagem média de ovos por grama de fezes (OPG) das amostras
utilizadas no experimento foi de 6500.

As coproculturas foram confeccionadas em triplicata, em seguida, adicionados 2,5mL do
extrato hidroalcodlico bruto diluido em dgua destilada na concentragao da CL50 obtida a partir do
teste sobre A. salina. Para o grupo controle, foi utilizada adgua destilada segundo metodologia
proposta por Chagas & Vieira (2007). As amostras ficaram em repouso por sete dias, em
temperatura ambiente e, em seguida, as larvas de terceiro estagio (L3) foram identificadas e
contadas em microscopio éptico para determinagio da eficacia do tratamento (ET), de acordo com
a formula descrita por Camurca-Vasconcelos et al. (2007):

ET: L3 inicial - L3 do grupo tratado
L3 inicial

Onde:

L3 inicial corresponde a estimativa do ntimero de larvas em cada coprocultura;

L3 do grupo tratado corresponde a quantidade de larvas recuperadas apds oito dias de incubagcdo com os
diferentes tratamentos.

Teste in vivo

0 efeito do extrato hidroalcéolico de T. spinosa sobre H. contortus foi testado in vivo, em
ovinos no semiarido paraibano. Para tanto, foram selecionados 20 animais sem padrdo de raca
definida (SRD), machos, com idade entre 6 e 12 meses e peso médio de 15 kg/PV.

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo, onde foram mantidos em baias
individuais (1,5m?), com piso ripado suspenso, distribuidas em um galpdo medindo 15,0 x 8,0m
com cobertura em telha de amianto, onde permaneceram durante toda a fase experimental. A
alimentagdo consistia de capim Brachiaria sp. e milho misturado com sabugo e folhas (rolao) e
recebiam agua ad libitum. Todos os animais foram tratados durante trés dias consecutivos com
levamisol (10mg/kg PV) sendo que, no ultimo dia também receberam albendazol (10mg/kg PV).

Sete dias ap6s a vermifugacdo, foi realizada a contagem do OPG para certificar que os
animais estavam desparasitados, o que foi verificado com uma contagem de OPG negativa,

Certificados de que os animais estavam isentos de parasitos gastrointestinais, procedeu-se
uma monoinfec¢do através da ingestdo oral de aproximadamente 3.000 larvas (L3) do nematddeo
Haemonchus contortus, durante trés dias consecutivos. Sendo confirmada a presenca dos ovos dos
parasitos numa nova coleta de fezes realizada 21 dias apds a monoinfec¢do, esta coleta foi
considerada a do dia 0 (zero). A seguir, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos de cinco animais, sendo cada grupo submetido a tratamentos distintos com cinco repeti¢des,
conforme descrito abaixo:

e Grupo 1 (G1); Controle positivo, cujos animais receberam Ivermectina 1%, na dose Unica de
200pg/kgPV por via subcutanea;

e Grupo 2 (G2): Controle negativo, cujos animais ndo receberam nenhum vermifugo sintético ou
natural;

e  Grupo 3 (G3): Animais receberam semanalmente, durante cinco semanas, 10mL do extrato bruto da
raiz de T. spinosa, dissolvido em agua, na concentragio de 150ug/mL, por via oral;

e Grupo 4 (G4): Animais receberam semanalmente, durante cinco semanas, 10mL do extrato bruto da
raiz de T. spinosa, dissolvido em agua, na concentragio de 300pg/mL, por via oral.

Iniciados os tratamentos, foram realizadas coletas de fezes nos dias 7, 14, 21 e 28, com o
objetivo de avaliar a agdo dos tratamentos durante todo o ciclo interno de Haemonchus contortus.

Para determinacdo da eficiéncia dos tratamentos, foi utilizado o teste de Reducdo da
Contagem de Ovos Fecais (RCOF) segundo Coles et al. (1992), pela seguinte férmula:

RCOF=[1-(OPG/OPGi)]x100
Onde:
OPGs= média do nimero de ovos por grama de fezes no final do tratamento;
OPGi = média do nimero de ovos por grama de fezes no inicio do tratamento.
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Também foram realizadas coletas de sangue nos dias 0, 14 e 28 com o intuito de verificar a
acdo dos tratamentos sobre o comportamento do volume globular (VG). A coleta de sangue foi
realizada diretamente através de puncdo da veia jugular, sendo a amostra depositada em tubos
contendo o anticoagulante acido Etileno Diamino Tetra-Acético a 10% (EDTA), nas primeiras horas
da manha.

Apés a coleta, os tubos foram enviados ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande para a determinag¢do do Volume
Globular (VG) através da técnica do micro hematécrito (Coles, 1984).

Analise estatistica

Os valores da contagem de OPG ap6s a transformacdo logaritmica em log (x+1), os
percentuais de RCOF e os valores do VG foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) de uma
via e teste de Tukey a 5% de probabilidade. As anélises foram realizadas utilizando o software
BIOESTAT 5.0 (Ayres et al. 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Na avaliagdo in vitro da evolugdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico da T. spinosa em A.
salina, constatou-se que a concentragdo de 150pg/mL foi capaz de causar mortalidade de 50% dos
nauplios, conforme demonstrado no Quadro 1, evidenciando que o extrato da raiz é
moderadamente téxico, pois sua CL50 estd compreendida entre 80pg/ml e 250pg/ml, conforme
classificacdo de Meyer et al. (1982) e Vinatea (1994).

Albarello et al (2013) estudando extratos metanoélicos das folhas de Tarenaya spinosa em
bioensaio com A. salina, ndo observaram toxicidade nos extratos, nas concentragdes testadas: 0,1,
0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, e 3,0mg/ml. Rocha (2012) realizou estudos de toxicidade com Cleome rosea
Vahl ex DC., também da familia Capparaceae, nos quais nio foi verificada toxicidade do extrato a
XXX de concentracdo. Estes resultados poderiam ser atribuidos as partes da planta testada, as
diferencas entre as espécies e ao fato de terem sido coletadas em locais diferentes (fatores
ambientais).

Quanto ao efeito do extrato sobre Haemonchus contortus, o percentual de eclodibilidade foi
de 18,46%; isto demonstra a capacidade da planta em inibir o desenvolvimento dos ovos. Quando
se analisa a sua eficiéncia, observa-se que o percentual foi de 81,53 % (Quadro 02). Segundo
Powers et al. (1982), um anti-helmintico é considerado satisfatério quando sua eficiéncia esta entre
80 a 90%. Na literatura consultada nao ha relatos do efeito anti-helmintico de T. spinosa, porém
varios trabalhos sdo observados sobre as a¢des farmacolégicas dessa espécie, comprovando efeitos
antinociceptivo, antiinflamatério, antimicrobiano (Santos 2005, Mcneil et al. 2010, Liporacci &
Simdo 2013). Avaliando o potencial anti-helmintico Chandak et al. (2010) realizaram teste in vitro
comprovando o potencial anti-helmintico do extrato alcodlico das folhas da Cleome viscosa Linn.
(Capparidaceae) contra o nematddeo Ascardia galli na concentragdo mais elevada de 150mg/mL,
planta esta pertencente a mesma familia da T. spinosa.

Varios estudos apontam fitoterdpicos com atividades antihelminticas sobre H. contortus.
Ferreira (2013), avaliando os efeitos in vitro do extrato aquoso da Annona muricata sobre ovos,
larvas infectantes e formas adultas de H. contortus mostrou 84,91% e 89,08% de eficacia em testes
de eclodibilidade de ovos e teste de motilidade larval, respectivamente, resultados semelhantes aos
do presente estudo; ja Kamaraj et al. (2010) encontraram resultados superiores, avaliando a
atividade dos extratos hidroalcoélicos das folhas e sementes de Melia azedarach L. (Meliaceae),
onde as folhas inibiram 100% da eclosdo dos ovos e 100% de desenvolvimento de larvas na
concentragdo de 12,5mg/ml, concentragdo muito elevada comparada com o teste realizado neste
experimento, onde a concentragio foi de 150pg/mL, com eficiéncia sobre ovos e larvas de 81,53%.

Na avaliagdo do teste in vivo, o percentual de reducido da contagem de OPG foi constatado
em todos os grupos tratados. Os grupos de animais que receberam o extrato da T. spinosa nas
dosagens de 10mL nas concentracdes de 150pg/ml e 300pg/ml, tiveram redugdo estatisticamente
significativa (p<0,05%), quando comparadas ao controle negativo, obtendo percentuais de redugao
de 41 e 40,2% respectivamente (Tabela 03). Os grupos tratados com o fitoterdpico foram
estatisticamente iguais ao tratamento com Ivermectina 1%, que apresentou percentual de reducio
de 40,6%. Quando se comparam os dois grupos que receberam o extrato, ndo se observou diferenca
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significativa, onde o G4 recebeu uma dosagem duas vezes maior, e o seu resultado ndo atingiu o
esperado na reducdo do OPG, confirmando que a super dosagem ndo é caminho correto para
controle de nematoides gastrintestinais (Molento 2004). O aumento da biodisponibilidade de
farmacos esta correlacionado com a solubilizacdo de substancias pouco soliveis bem como com a
diminuicdo da dose administrada, garantindo além de vantagens econdmicas, a diminuicdo de
efeitos adversos (Kawakami et al. 2002). Apesar dos resultados estarem abaixo dos padroes
recomendados pela WAAVP (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology),
ressalta-se que muitos anti-helminticos quimicos ndo reduzem os niveis de infeccdo parasitdria,
devido a resisténcia desenvolvida por populagdes de parasitas (Coles et al. 1992).

Na avaliagdo do VG nos grupos tratados, o modelo estatistico ndo detectou diferengas
significativas (P>0,05) na variavel, o qual permaneceu dentro dos parametros de normalidade para
a espécie ovina (Quadro 04), segundo os valores descritos por Kramer (2006). Eguale et al (2007)
avaliando o extrato hidroalcéolico de Hedera helix contra o H. contortus, demonstraram que o
extrato contribuiu para a manutencao do hematécrito dos animais avaliados, ao contrario do grupo
controle sem tratamento, comprovando atividade in vivo contra o parasito, havendo redugao
significativa da contagem de ovos nas fezes no 72 dia ap6s tratamento.

Os tratamentos realizados com a Ivermectina 1% e T. spinosa mantiveram os percentuais
do VG dentro da normalidade. Mesmo parasitados, os cordeiros ndo apresentaram anemia e ao
exame clinico os animais apresentavam mucosas normocoradas, sugerindo que a dose de larvas
infectantes provocou uma infec¢do subclinica e os tratamentos também nao influenciaram na queda
ou elevacdo do VG. Beriajaya (2006) afirma que o efeito patogénico de H. contortus resulta da
incapacidade do hospedeiro de compensar a perda de sangue, se a perda exceder a capacidade
hematopoiética, a anemia progressiva leva o animal rapidamente a morte.

CONCLUSAO

Os testes in vitro sobre Artemia salina e Haemonchus contortus foram fundamentais na
determinac¢do da dosagem para administracao nos ovinos, a fim de detectar a aplicabilidade desses
extratos no controle de parasitos internos de ovinos.

Mais estudos in vivo, em diferentes desafios epidemiolégicos devem ser realizados para
detectar a aplicabilidade do extrato, demonstrando seu potencial fitoterapico para fins de controle
da populacdo de nematddeos gastrintestinais a nivel economicamente sustentavel, visto que
produtos quimicos com eficacia aproximada de 100% promovem rapida sele¢do de parasitos
resistentes.
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Quadro 1. Namero de mortes de Artemia salina frente as fracoes testadas e suas respectivas
concentracoes com o resultado da CL50% no intervalo de confianca de 95%

Concentrac¢do do Extrato Ntimero de Obitos de A. salina CL50
(pg/mL) EERTS GC1 GC2 GC3 (ng/mL)
100 15 1 3 19
500 14 4 3 19 150
1000 15 7 3 19

EHRTS - (Extrato hidroalcéolico da raiz da T. spinosa); GC1 (Grupo Controle 1: DMSO a 1%); GC2
(Solucido salina isotonica); GC3 (Grupo controle 3: NaClO a 1%); CL50 = Concentracdo letal 50% dos
nauplios de Artemia salina.

Quadro 2. Percentuais de eclodibilidade e eficiéncia do extrato etanélico da raiz de Tarenaya
spinosa sobre Haemonchus contortus de ovinos

Tratamento Concentragao Média de L3 Eclodibilidade (%) Eficiéncia (%)
(pg/ml) recuperadas

Extrato 150 1200+320 18,46 81,532

Controle Agua destilada 5824+450 89,6 10,4b

Valores seguidos por letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Quadro 3. Média aritmética, re-transformada [(log. (x+1)], desvio padrao e percentual de
reducdo do OPG de ovinos artificialmente infectados com Haermonchus contortus,
submetidos a diversos tratamentos

Trat. OPG OPG OPG OPG OPG R((E,/(O))F
Dia zero Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28

G1 150024320 143324350 11802+420 12802 +250 890t +410 40,61

G2 14602+250 15502+300 19002 +300 16202 +300 13502+200 7,52

G3 15602+180 13402+400 11402+200 10302+300 920t +250 411

G4 16402+300 115024250 11002 +350 10002 +300 980b +300 40,21

Valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste de Tukey para
amostras independentes e valores seguidos de numero diferentes nas colunas diferem estatisticamente
(p>0,05). G1: Controle positivo, Ivermectina 1%; G2: Controle negativo, 4gua. G3: Mussambé 150 pg/ml; G4:
Mussambé 300ug/ml.

Quadro 4. Valores percentuais médios do hematdcrito de ovinos artificialmente infectados
com Haemonchus contortus nos diversos tratamentos

Tratamentos
Dia G1 G2 G3 G4
0 33,242,392 34,611,942 34,842,172 35+2,742
14 34,842,592 35,4+2,302 34,443,512 33,4+3,852
28 34,241,922 34,2+1,302 34,842,202 34,642,112
Médias 34,07 34,73 34,66 34,33

Valores seguidos por letras diferentes em linhas diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste de
Tukey para amostras independentes G1: Controle positivo, Ivermectina 1%; G2: Controle negativo,
agua. G3: Mussambé 150pug/ml; G4: Mussambé 300pug/ml.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho pode servir como referéncia para outros trabalhos que visem obter
alternativas anti-helminticas sustentdveis, bem como para validacdo do efeito da T.
spinosa planta aqui estudada, através de novas metodologias, além do estudo mais
aprofundado dos compostos fitoquimicos presentes neste extrato e testes a campo
simulando o manejo extensivo, visto que a 7. spinosa mostra ser mais um fitoterdpico

que servira de alternativa para controle do nematddeos gastrintestinais.
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immunohistochemistry technique for detection of rabies virus in formalin-fixed and
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sistema nervoso central de bovinos fixadas em formol e emblocadas em parafina. Pesquisa
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For standardization of the rabies immunohistochemistry technique, five samples of
central nervous system (CNS) of cattle naturally infected with rabies virus were examined.
One polyclonal antibody and two monoclonal antibodies were used. The following
reagents were evaluated for antigen retrieval: X1V protease, proteinase K and citrate buffer
(pH 6.0) boiling at 100°C during 15 minutes in bain-marie. Detection of rabic antigen was
possible with the three antibodies tested. The polyclonal antibody was superior to the
monoclonal antibodies, demonstrating good results with the three antigen retrieval
protocols. The highest intensity staining was obtained with the citrate buffer and heat. The
immunohistochemistry technique demonstrated the presence of viral antigens in the
cytoplasm of neurons, in form of aggregates or with round or oval shape. The antigens
were found as single or multiples inclusion bodies in the neurons. Immunohistochemistry
is a fast method that can be used in routine procedures in cases where rabies is suspected,
especially when the brain is submitted to the laboratory as formalin-fixed fragments or
when samples could not be immediately shipped. The technique is also useful for
retrospective studies.
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RESUMO.- Para a padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica para raiva foram
utilizadas cinco amostras de SNC de bovinos infectados naturalmente com o virus da raiva
usando-se um anticorpo policlonal ¢ dois monoclonais. Para a recuperagdo antigénica
foram avaliados os seguintes reagentes: protease XIV, proteinase K e tampio citrato pH
6,0 mantido a 100°C por 15 minutos. A detecgio de antigeno rabico nas amostras foi
possivel com os trés anticorpos utilizados. O anticorpo policlonal foi superior aos
anticorpos monoclonais, demonstrando bons resultados com os trés protocolos de
recuperagiio antigénica, obtendo uma maior intensidade de marcagdo quando utilizado o
tampdo citrato e calor. A técnica de imuno-histoquimica demonstrou a preseng¢a do
antigeno viral no citoplasma de neurdnios na forma de agregados de granulos ou de forma
redonda ou oval, mostrando corpisculo de inclusdo viral tnico a miltiplos nos neurdnios.
A imuno-histoquimica ¢ um método rapido, podendo ser usada na rotina em casos onde
inicialmente ha suspeita de raiva, especialmente em casos onde fragmentos de cérebro
submetidos ao laboratério foram fixados em formol, onde as amostras nio podem ser
enviadas ao laboratério imediatamente e para a realizagdo de estudos retrospectivos.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Doengas de bovinos, doengas infecciosas, doengas do sistema
nervoso, raiva, padronizagdo de imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A raiva é causada por um virus RNA, envelopado (Swanepoel 2004), da ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus (Consales & Bolzan 2007) e
¢ altamente neurotropico (George 1993, Woldehiwet 2002). Embora todos os mamiferos
sejam susceptiveis, canideos e morcegos sdo considerados como os vetores mais eficientes
da enfermidade (Woldehiwet 2002).

No Brasil, Desmodus rotundus é a principal espécie de morcego hematofago que
transmite a raiva para bovinos, porém outras espécies (Diaemus youngi e Diphylla
ecaudata) podem ocasionalmente transmitir, a doenga (Fernandes & Riet-Correa 2007). A
raiva bovina ocorre em todo o Brasil e tem importancia na maioria dos Estados, tanto pelo
carater de zoonose como por causar perdas econdmicas na pecuaria. Anualmente as perdas
de bovinos por raiva sdo estimadas em aproximadamente 850.000 cabegas, que equivalem
aproximadamente a 17 milhdes de dolares (Lima et al. 2005). Em bovinos no Brasil,
predomina a forma paralitica, caracterizada por paresia e paralisia ascendentes (Langohr et
al. 2003). As lesdes histologicas de raiva sdo geralmente limitadas ao sistema nervoso
central (Jubb & Huxtable 1993, Jones et al. 2000), glanglios e nervos cranianos e espinhais
(Swanepoel 2004) e caracterizam-se por meningoencefalomielite ndo-purulentas
(Fernandes & Riet-Correa 2007) com ganglioneurite mononuclear (Swanepoel 2004).

O suporte laboratorial ¢ imprescindivel para o diagnostico da doenca e a técnica de
Imunofluorescéncia Direta (IFD) em tecidos refrigerados ou congelados o teste padrdo
utilizado devido a sua rapidez e acuracia (Zimmer et al. 1990). Outro teste utilizado ¢ a
inoculagdo intracerebral em camundongos que apesar de ser mais especifica, tem a
desvantagem de ser demorada quando comparada a IFD (Germano et al. 1977).

A comparagdo entre métodos histoquimicos, de imunofluorescéncia direta e de
inoculagdo intracerebral em camundongos tem revelado maior concordancia entre
imunofluorescéncia e inoculagdo intracerebral em camundongos, embora ocorram
esporadicamente resultados falsos negativos ora em uma, ora em outra técnica (Cortes et
al. 1979).

O objetivo da padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica para raiva foi
estabelecer um protocolo padrio de diagndstico para fragmentos de sistema nervoso
central que chegam previamente fixados em formol 10% ao-Setor de Patologia Veterinaria
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da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Contribuindo assim para o diagnéstico de
doengas do SNC de bovinos, como parte do programa DXSNC de vigilancia da
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) coordenada pelo Programa Nacional de

Controle da Raiva dos Herbivoros e outras encefalopatias (PNCRH) do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de sistema nervoso central (SNC) de 2 bovinos registrados no arquivo
do programa DXSNC do MAPA do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS) e trés amostras enviadas pelo Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras (SPV-UFLA) de necropsias de casos de bovinos infectados
naturalmente com raiva, os quais obtiveram resultados positivos nos testes de imunofluorescéncia
direta (IFD) e na prova de inoculagdo intracerebral em camundongos (11C).

Uma amostra do tronco cerebral de cada bovino necropsiado foi fixada em formol 10%,
processada rotineiramente para exame histopatolégico, incluida em parafina, cortada a Sum de
espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE) (Prophet et al. 1992). Dados sobre os histéricos,
quadro clinico dos animais afetados foram obtidos com o veterinario requisitante ou pela propria
equipe do SPV.

Para a padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica para raiva foram feitos cortes
histologicos de Spum de espessura e aplicados sobre laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath),
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de aquecé-las em estufa a 60°C por 3-4
horas. Apés os cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em graduagdes decrescentes de
alcool até a dgua destilada. O bloqueio da peroxidase enddégena foi feito pela incubagio das laminas
em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua destilada por 15 minutos em temperatura
ambiente, sendo posteriormente lavadas em agua destilada trés vezes por dois minutos. Para a
recuperagdo antigénica foram avaliados os seguintes reagentes: protease XIV (Sigma Chemical
Company, Poole, UK), proteinase K (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e tampdo Citrato
(2,1g de &cido citrico em 1 litro de d4gua destilada, ajustando o pH em 6,0 com NaOH a 0,5%). As
laminas tratadas com protease XIV a 0,005% em PBS (phosphate buffered saline) (pH 7.4) foram
incubadas em cdmara umida por 15 minutos em temperatura ambiente. Os cortes tratados com
proteinase K foram preparados com 40pl (uma gota) da solugdo diluida em 2ml 0,05M Tris-HCL
pH 7,5 por 1 minuto em cdmara Gmida e temperatura ambiente. As ldminas tratadas com tampdo
citrato 10mM (pH 6,0), foram colocadas em jarras de coloragdo de polipropileno durante 15
minutos em banho-maria em panela de uso comercial de ago inox com dimensdes de 24x20x20cm
(altura x largura x comprimento) com capacidade para dois litros previamente aquecido atingindo
uma temperatura de 100°C. Logo apds as laminas foram esfriadas por 5 minutos em temperatura
ambiente.

Para a diminuig#o das ligagdes inespecificas (“background”), os cortes foram tratados com
leite desnatado (Molico®) 5% diluido em agua destilada durante 15 minutos. Os cortes foram
cobertos com solugdo contendo o anticorpo primario. Foram utilizadas as dilui¢des de 1:500 e
1:1000 em PBS para cada um dos anticorpos testados. Foram avaliados dois anticorpos
monoclonais anti-raiva (GeneTex GTX21002 e Biodesign C86307M) e um anticorpo policlonal
(anti-rabies polyclonal Chemicon #5199) recomendado para imunofluorescéncia direta adaptado de
Rech (2007]. Os cortes testados com os anticorpos monoclonais foram incubados em cdmara imida
por 12-14 horas (“overnight™) a 4°C e os testados com o anticorpo policlonal foram incubados em
camara umida a 37°C por 60 minutos. Posteriormente, foram lavados em dgua destilada e tratados
com anticorpo secundério biotinalado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 20
minutos em cdmara umida e temperatura ambiente. Logo ap6és foram lavados em agua destilada e
tratados com o conjugado Streptavidina-peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por mais 20
minutos cada em cdmara Gmida e temperatura ambiente, sendo lavados novamente em dgua
destilada e submetidos a revelagio com o cromégeno vermelho (VECTOR®NovaRED) por 5
minutos. Os cortes foram lavados em agua destilada e contra-corados com hematoxilina de Harris
por 1 minuto, posteriormente lavadas em &gua corrente por 1-2 minutos e desidratados em
graduagdes de alcool, clarificadas em xilol e montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany
Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA). Em seguida as 1dminas foram avaliadas em microscopio
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6ptico e classificadas de acordo com a intensidade de marcagdo em 0 (ausente), 1 (leve), 2
(moderado) e 3 (acentuado). Foi inserido em cada imuno-histoquimica um controle de SNC de

bovino previamente negativo nas provas de imunofluorescéncia direta e inoculagdo intracerebral
em camundongos.

RESULTADOS

Os bovinos deste estudo apresentaram um quadro clinico caracterizado por incoordenagio,
paresia e paralisia dos membros posteriores, decubito e morte. Todas as cinco amostras
analisadas caracterizaram-se na histologia por meningoencefalomielite ndo-supurativa,
com presen¢a de manguitos perivasculares, microgliose e presenga de corpusculos de
inclusdo viral intracitoplasmaticos em neurdnios. O teste de imunofluorescéncia direta para
raiva e inoculagdo intracerebral em camundongos foi positivo em todos os casos analisados
e serviu de padrdo para avaliagdo do método imuno-histoquimico.

A detecg¢dio de antigeno rabico nas amostras analisadas foi possivel com os trés
anticorpos utilizados. Em geral, os resultados usando o anticorpo policlonal foram
superiores aos anticorpos monoclonais. O anticorpo policlonal (Chemicon #5199)
demonstrou bons resultados com os trés protocolos de recuperagdo antigénica, porém teve
maior intensidade de marcagdo quando utilizado calor com solu¢do de tampio citrato,
obtendo-se grau de marcagéo acentuado nos casos testados (Fig.1). Podem-se identificar
marcagdo no pericario, axonios (Fig.2) e algumas vezes em dendritos dos neurdnios.
Recuperagido antigénica com protease X1V e proteinase K obtiveram intensidade de
marcacdo semelhantes, prevalecendo uma marca¢do moderada em ambos tratamentos
enzimaticos. No Quadro 1 estdo representados os graus de intensidade de marca¢do imuno-
histoquimica com o anticorpo policlonal nos cinco casos analisados no presente estudo.

A digestdo com protease XIV e proteinase K apresentou baixa intensidade de
marcagdo com os anticorpos monoclonais. O anticorpo GeneTex apresentou marcagio leve
nas recuperagdes antigénicas com protease XIV e proteinase K e o anticorpo Biodesign
obteve melhor marcagdo quando utilizado proteinase K, ambos na dilui¢do de 1:500. A
intensidade de marcagdo com o anticorpo GeneTex (GTX 21002) e Biodesign (C86307M)
estdo representados nos Quadros 2 e 3, respectivamente.

Na recuperagdo antigénica com calor e tampdo citrato os dois anticorpos
monoclonais apresentaram auséncia de marcagdo. Todos os casos que foram positivos na
técnica de imuno-histoquimica demonstraram a presenga do antigeno viral no citoplasma
de neurdnios na forma de agregados de granulos (Fig.3) também na forma redonda ou oval,
mostrando corpusculo de inclusio viral tnico a multiplos nos neurdnios (Fig.4).

Na determinag@o da diluigdo do anticorpo policlonal anti-raiva, foram obtidos
resultados positivos nas diluigdes de 1:500 e 1:1000. Perda na qualidade da identificacéo
do antigeno de raiva foi visualizado quando os anticorpos foram diluidos a 1:1500. O
bloqueio das reagdes inespecificas mostrou-se bastante eficaz quando os cortes foram
incubados com leite em p6 desnatado (Molico®) 5% diluidos em agua destilada durante 15
minutos.

DISCUSSAO

O diagnostico de raiva nas cinco amostras analisadas foi baseado no quadro clinico e nas
lesdes histopatologicas, sendo confirmados pelo teste de imunofluorescéncia direta para
raiva e inoculagdo intracerebral em camundongo. A imuno-histoquimica se mostrou
satisfatoria para o diagnostico de raiva a partir de fragmentos de sistema nervoso central
destes casos. As cinco amostras de SNC utilizadas na padronizagio da técnica de imuno-
histoquimica foram fixadas em formol 10% por um periodo que variou de 24 horas a uma
semana. Trabalhos prévios sugerem que a fixacdo prolongada prejudica a detecgdio de
antigenos virais (Ramos-Vara 2005).
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Foi possivel observar que o anticorpo policlonal empregado apresentou marcagiio
mais intensa que os anticorpos monoclonais. Este resultado difere do que ja foi relatado
por outros autores (Hamir & Moser 1994, Hamir et al. 1995). Os anticorpos policlonais em
geral apresentam alta afinidade e ampla reatividade (Ramos-Vara 2005). A utilizagdo de
anticorpos policlonais possibilita que uma maior quantidade de epitopos seja marcada, uma
vez que ha uma grande variag¢do na fonte de animais utilizados na produgdo de antigenos
(Van Maanen et al. 2004). Estes sdo geralmente empregados nos testes de rotina de
imunofluorescéncia direta pra raiva (Terra 2007).

A recuperagido antigénica utilizando-se solugdo tampdo citrato previamente
aquecida em banho-maria a 100°C possibilitou intensa marcagio com o anticorpo
policlonal. Diversos métodos de recuperagdo antigénica usando calor tém sido utilizados
em IHQ como autoclave (Bankfalvi et al. 1994), panela de pressdo (Norton et al. 1994,
Miller & Estran 1995), forno de microondas (Gown et al. 1993, Cattoretti & Suurmeijer
1995, Imam et al. 1995) e banho-maria (Kawai et al. 1994), com o objetivo de quebrar as
ligagdes cruzadas e expor os epitopos para o reconhecimento do anticorpo primério
(Puchtler & Meloan 1985, Anthony et al. 1989, Shi et al. 1997). No presente estudo so6 foi
usado banho-maria com a utilizagio de panela doméstica com agua aquecida a 100°C,
apresentando excelente resultado. Machado et al. (2004) obteve bons resultados com a
técnica de imuno-histoquimica para raiva utilizando tampdo citrato com calor, porém
usando forno de microondas seguido de digestdo enzimatica com tripsina 0,1%.

As ldminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath) atraem eletrostaticamente as
secgdes de tecido incluidas em parafina, aderindo-os melhor a ldmina e assim
demonstraram ser melhores que ldminas preparadas com gelatina. Os cortes nestas Gltimas
com freqiiéncia se descolavam quando aquecidos para recuperagdo antigénica em
microondas e banho-maria.

A imuno-histoquimica ¢ um método rapido, podendo ser usado na rotina em casos
onde inicialmente ha suspeita de raiva (Machado et al. 2004), especialmente em casos onde
fragmentos de cérebro submetidos ao laboratério foram fixados em formol,
impossibilitando a realizagdio da imunofluorescéncia direta ou a inoculagdo intracerebral
em camundongos. Por vezes a detec¢do de antigenos do virus da raiva por imuno-
histoquimica tem sido relatada mesmo em tecido nervoso em processo de autdlise (Arslan
et al. 2004). Estudos feitos com materiais deteriorados comprovaram que o primeiro exame
que resulta em falso negativo ¢ a detec¢dio dos corplsculos de Negri, seguido pela
inoculagido em camundongos e, por Gltimo, a imunofluorescéncia direta (Fernandes & Riet-
Correa 2007). A imuno-histoquimica permite o uso de tecidos fixados em formol, o que
possibilita 0 envio das amostras ao laboratério quando condigdes de refrigeragdo e
transporte sdo inadequadas (Hamir & Moser 1994). A imuno-histoquimica pode ser
também usada, particularmente em estudos retrospectivos, quando tecidos frescos ou
congelados ndo podem ser avaliados ou quando as amostras ndo podem ser enviadas ao
laboratorio imediatamente. (Arslan et al. 2004).

Os resultados do presente trabalho demonstram que a técnica de imuno-
histoquimica para raiva utilizando-se anticorpo primario policlonal Chemicon #5199
apresentou excelentes resultados quando tratados com calor e solugdo de tampdo citrato na
recuperagdo antigénica. A utilizagdo deste anticorpo policlonal associado a recuperagéo
antigénica com tampdo citrato em banho-maria demonstrou também vantagem econdmica
visto que os materiais empregados foram de menor custo quando comparados com outros
protocolos. Proporcionou também economia de tempo, pois com os dois anticorpos
monoclonais e recuperagio antigénica com protease XIV e proteinase K necessitou-se
deixar “overnight”, aumentando o tempo para finalizar o diagnéstico. A imuno-
histoquimica é uma ferramenta importante de diagnostico de rotina laboratorial,
especialmente quando o SNC ¢ submetido fixado em formol 10%, impossibilitando a
realizacio de provas de imunofluorescéncia direta e inoculagdo intracerebral em
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camundongos, além de, solucionar casos de meningoencefalite ndo-especifica sem a
presencga de corpusculos de inclusdo.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Marcagdo positiva acentuada vermelha em neurdnios da medula espinhal. Recuperagdo
antigénica com calor e tampdo citrato. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-
histoquimica pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina,
obj.20x.

Fig.2. Marcagdo positiva vermelha em corpisculos de inclusdo viral no pericéario (seta maior) e
axo6nio (seta menor) de célula de Purkinje do cerebelo. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000.
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Imuno-histoquimica pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com
hematoxilina, obj.40x.

Fig. 3. Marcag@o acentuada de antigeno viral na forma de agregado de grianulos vermelhos em
neurdnios na medula espinhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquimica
pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina, obj.40x.

Fig.4. Identificagdo positiva de corpisculo de inclusdo viral Ginica em neurénio fortemente marcado
na medula espinhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquimica pelo método
biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina, obj.40x.

Os Quadros
(O termo Quadro é usado, pois é mais abrangente do que o termo Tabela)

Quadro 1. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizac¢io do anticorpo
policlonal (Chemicon #5199) usando trés recuperag¢des antigénicas
Recuperagdo antigénica

Protease XIV Proteinase K Calor (Tampdo Citrato)
Caso no. 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000
1 2 2 2 2 3 3
2 2 2 2 2 3 1°
3 2 2 2 2 3¢ 3
4 1 1 1 | 3 3
5 3 | 2 1 3 3
6 0° 0 0 0 0 0

* Marcagio moderada, ° marcagdo leve, © marcagdio acentuada,  controle negativo, ®auséncia de marcagdo.

(Note que os titulos dos Quadros niio tém ponto no final, como alids nenhum titulo)

Quadro 2. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizacdo do anticorpo
monoclonal GeneTex (GTX 21002) usando trés recuperagdes antigénicas

Recuperagdo antigénica

Protease X1V Proteinase K Calor (Tampdo Citrato)
Caso 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000
1 I 1 1 1 0° 0
2 1 1 0 0
3 1 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 | 1 1 1 0 0
6° 0 0 0 0 0 0

* Marcagdo leve, °auséncia de marcagdo, © controle negativo.
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Quadro 3. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizagiio do anticorpo
monoclonal Biodesign (C86307M) usando trés recuperacdes antigénicas

Recuperagdo antigénica
Protease XIV Proteinase K Calor (Tampéo Citrato)
Caso no. 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000
i 1 1 1 1 0* 0
2 0 0 1 0 0 0
3 1 1 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 1 0 0 0
6° 0 0 0 0 0 0

* Auséncia de marcagio, " marcagio leve, ° controle negativo.

Figura 1
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