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RESUMO

DINIZ, GTULIANNA GARCIA. Utilizacdo de Extrato de Flor de Seda (calotropis
procera) ¢ de Roma (punica granatum) no Tratamento “in vitro” de Helmintoses
Gastrintestinais de Codornas Japonesas (cofurnix coturnix japonica) 2010,
(trabalho de conclusdo de curso em medicina veterinaria) — UFCG, patos, 2010.

As parasitoses gastrointestinais € um fator limitante na produgfio de codornas, visto que
causa inimeros prejuizos ao produtor por diminuir o ganho de peso, tamanho do ovo,
entre outros. O controle feito com os produtos quimicos traz muitos problemas para os
animais, sendo o principal deles a resisténcia microbiana. Em virtude disso, as pesquisas
vemn aumentando cada dia mais nesta area, visando descobrir novas maneiras viaveis de
controlar esse problema, sendo o uso de plantas medicinais um destes. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia anti-helmintica “in vitro” de extratos de
Roma3 (Punica granatum L.) e de flor de seda (Calotropis procera S W.) sobre ovos de
nematodides gatrointestinais de codornas. Os ovos foram obtidos através da técnica de
Girdo & Ueno (1985), onde foram colocados 2,5 ml da suspenséo contendo os ovos e
2,5 ml do extrato, nas concentragdes 50%; 25%; 12,5%; 6,25% ¢ 3,12%. As leituras
foram realizadas em 24; 48 e 72 horas. O extrato aquoso de Punica granatum a 50% ¢
25% apresentou uma melhor agfo sobre a eclosio de ovos de nematodides
gastrointestinais de codornas japonesas naturalmente infectadas. J o extrato aquoso de
Calotropis procera a 50%,a 24 ¢ 72 horas apresentou agéo relevante sobre a eclosdo dos
ovos da mesma espécie, sendo o extrato aquoso de Punica granatum mais eficiente.

Palavras - chave: Controle, Eficdcia, Parasitoses gastointestinais, Plantas medicinais.




ABSTRACT

DINIZ, GIULIANNA GARCIA. Use of Extract of Silk Flowers (Calotropis procera)
and Pomegranate (Punica granatum) in Treatment "in vitro" of Gastrointestinal
Helminthiasis of Japanese Quail (Coturnix coturnix japonica) in 2010.
(Completion of course work in veterinary medicine) - UFCG, Patos, 2010,

Gastrointestinal parasitism is a limiting factor in the production of quails, since causes
severe damages to crops by reducing weight gain, egg size, among others. The control is
performed with chemicals poses many problems for the animals, the main one being the
resistance. Because of this, research is increasing every day more in this area in order to
find viable new ways to control this problem, with the use of medicinal plants, one of
these. This study aimed to evaluate the efficiency anthelmintic in vitro of extracts of
Pomegranate (Punica granaturmn) and Silk Flower (Calotropis procera) on nematode eggs
gatrointestinais quail. Eggs were obtained using the technique of Girdo & Ueno (1985),
where they were placed 2.5 ml of suspension containing eggs and 2.5 mi of extract, at
concentrations 50%, 25%, 12.5%; 6 25% and 3.12%.Readings were taken at 24, 48 and
72 hours. The aqueous extract of Punica granatum 50% and 25% had a better action on
the hatching of eggs of gastrointestinal nematodes of naturally infected Japanese
quail. The aqueous extract of Calotropis procera 50% showed significant action on the
hatching of eggs of the same species.

Key-words: Control, Efficiency, Parasites gastointestinais, Medicinal Plants.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um grande crescimento na coturnicultura no Brasil,
tendo em vista que atividades que necessitam de pouco espago, investimento e tenha um
retorno a curto ou médio prazos estiio cada dia mais se destacando na produgio
mundial. Fatores também como o aumento no consumo da carne e ovos de codorna, tem
proporcionado o aumento na produgio.

Sabendo que no Brasil existe em média 6 milhdes de cabecas de codomas,
torna- se necessario pesquisas visando a melhoria da genética, seja para producio de
carne ou de ovos.

Fatores como verminoses sdo muito importantes, ja que esta diretamente ligada
a diminuigio da produgdo, refletindo em prejuizos para o produtor. A Infecgio
parasitaria intestinal ¢ um sério problema que acomete todos os animais, porém os
maiores prejuizos sdo para os animais de produg@o por causar retardo no crescimento,
piora no indice de conversdo alimentar, diminui¢do da fertilidade, entre outros fatores
que fazem com que aumente cada vez mais as pesquisas realizadas nessa area.

E necessario buscar formas alternativas, que sejam vidveis para controlar as
verminoses, pois o uso de antibioticos na alimentagdo animal vem sendo muito criticado
no mundo, principalmente pela resisténcia microbiana causada tanto nos animais quanto
nos seres humanos.

O uso de plantas medicinais na terapéutica ¢ uma pratica muito antiga, e
segundo a crenca popular muitas delas so tidas como anti-helminticos naturais. Dessa
forma, estudos véem sendo realizados, para se confirmar o potencial anti-helmintico de
diversas plantas, como a romi (Punica granatum) e a flor de seda (Calotropis procera).

Os principais nematoides gastrointestinais encontrados nas aves sdo, o Ascaria
galli e o Heterakis gallinarum, estes que acometem principalmente aves jovens criadas
no piso, 1sso devido ao contato direto com as fezes, causando obstrugfio, granulomas no
intestino ¢ morte (RUFF, 1999).

O Ascaridia galli tem maior prevaléncia que o Heterakis gallinarum, visto que
este € 0 nematoide mais comum que afeta as aves. Seu ciclo é direto, nfo precisando de
hospedeiros intermediarios para causar o parasitismo (ESHETU et al., 2001)

Por tratar-se de uma atividade que envolve aproximadamente 6 milhdes de
cabegas em todo pais, o trabalho assume grande relevancia ao relacionarmos a presenga

de parasitos com diminui¢&o da produgdo. O fator econdmico engloba geragdo de uma
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atividade empresarial, empregos, renda, fixagdo do homem no campo, além da produgio de
carne e ovos para o consumo humano.

Com base no exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade anti-
helmintica da casca da roma (Punica granatum) e da flor e fruto da flor de seda
(Calotropis procera), sobre nematoides gastrointestinais de codornas japonesas (Coturnix

coturnix japonica) criadas no piso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criacdo de Codornas

Segundo Reis (1980), a coturnix coturnix coturnix ou codorna européia, foi
introduzida no Japdo no século XI, a partir da China , via Coréia. Os japoneses em 1910,
iniciaram estudos e cruzamentos entre as codornas provindas da Europa com as espécies
selvagens, obtendo-se assim, um tipo domesticado, que passou a se chamar coturnix
coturnix japonica, ou codorna doméstica. A partir de entio, iniciou-se sua exploragio
visando & produgdo de carne e ovos.

A produgdo nacional de codornas segundo dados do IBGE (2003), ¢ de 5.980,474
aves, distribuidas por regides da seguinte maneira: Sudeste: 3.555,166; Sul: 1.125,149;
Nordeste: 879.373; Centro-oeste: 324.365 e Norte: 96.421 aves. Quanto ao nordeste, os
trés primeiros estados para producdo de codornas s@o representados por Pernambuco
(344.304), Bahia (275.643) e Paraiba (79.192).

Para viabilizar uma exploracio racional de codornas, seja para produco de ovos ou
para producdo de carne, torna-se necessaria a realizagio de pesquisas, visando a obtencio
de material genético de alta qualidade, produzindo linhagens comerciais, com
caracteristicas de desempenho e exigéncias nutricionais definidas, para a ado¢do de
programas adequados de alimentagio, manejo e sanidade (MURAKAMI & ARIKI, 1998).

Esta preferéncia é decorrente do crescente aumento no consumo de ovos de
codorna e do excepcional sabor de sua carne, responsavel por iguarias finas e sofisticadas.
Do lado técnico e econdmico, torna-se ainda mais atrativa ao verificar-se seu rapido
crescimento ¢ rapidez ao atingir a idade de postura, a sua alta capacidade de prolifera-se e

seu pequeno consumo de ragio (EMATER, 2007).

2.2 Principais Parasitas que Acometem as Aves

Parasitose intestinal ¢ uma doenga que, ainda hoje, apresenta altos indices de
morbidade e mortalidade.

A infec¢do parasitdria intestinal € considerada como um sério problema causando
grandes perdas econémicas no setor da avicultura, principalmente no que diz respeito a

mortalidade, retardo do crescimento, redugéo do indice de conversio alimentar, diminui¢io
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da produgiio de ovos ¢ da fertilidade, e favorecimento a passagem de toxinas através da
parede intestinal com aumento da suscetibilidade as doengas infecciosas (FERNANDES,
1998). Um grande numero de pesquisas sobre prevaléncias das helmintoses aviarias tem

sido realizado, tanto no Brasil como no exterior. Conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Prevaléncia dos principais parasitos encontrados na Avicultura e seus

hospedeiros intermediarios

Parasita Tamanho  Hospedeiro Periodo Localiza¢d  Classificag
intermedida  Pré-patente o do
rio
A.gall 05-25¢m Direto 30-45 dias  Jejuno/ileo Nematdides
H.gallinarum 05-1.5cm  Direto 30 dias cecos Nematoide
Capillana 05-1.5cm  Minhocas 30 dias Int.delgado  Nematdide
Raillietina 04-25cm Insetos 12-15 dias  Jejuno/ileo  Cestoide
Davainea 0.4 cm Insetos 12-15 dias  Jejuno/ileo  Cestoide
Cryptosporideo Microscopi  Direto 3 dias Int/bursa Protozoario
co

Sistemas produtivos com confinamento propiciam a presenga de parasitas de ciclo
curto e transmissdo direta como Ascaridia galli, Heterakis gallinarum e Capilaria sp. Aves
criadas em sistemas que propiciem maior contato com solo apresentam com maior
freqliéncia problemas de parasitos, principalmente no sistema tipo “caipira” o qual utiliza
piquete de pastoreio. Isto se deve a sobrevivéncia dos ovos dos parasitos no meio
ambiente, associado a fatores epidemiologicos da infecgdo por helmintos (RUFF, 1999), ¢
a necessidade de hospedeiro intermediario (FREITAS, 1977).

Dentre os nematdédeos gastrintestinais mais importantes para a avicultura moderna,
destacam-se dois parasitos: Ascaridia galli e Heterakis gallinarum.

Ascaridia galli ¢ um nematdide, que infecta a maioria das espécies de aves
domésticas (galinhas, perus, codornas, pombos e galinhas-d"angola) e raramente acomete
aves criadas em sistemas comerciais, pois as condigdes de manejo e alimentagéo dificultam
a infestagdo (BACK, 2002). O ciclo de vida desse helminto € simples ¢ direto, sendo os
ovos eliminados pelas fezes,os quais sdo consideados resistentes ao frio e 4 maioria dos

desinfetantes. O ascaris ndo necessita de hospedeiro intermediario para se tornar

[ S " P ) PUREEE . el S AR nn SRR ).
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infectante, mas insetos, calgados, minhocas e equipamentos podem ser hospedeiros
transportadores dos ovos embrionados (ITO et al., 2007). A larva torna-se infectante no
ovo apos duas a trés semanas. Quando os ovos sdo ingeridos pelo hospedeiro, as larvas
eclodem no proventriculo e migram pela mucosa, retornando ao lumen nas formas
maduras.

A ascaridiase € uma parasitose causada por Ascaridia galli, sendo comum na
avicultura doméstica. As aves novas sdo mais susceptiveis do que as adultas, e os vermes
adultos podem causar obstrugédo intestinal e morte das aves (FREITAS, 1977). Em estudo
realizado na Dinamarca, a prevaléncia de 4. galli foi de 100% em frangos criados no
sistema Colonial/Caipira e orginico, enquanto para o sistema industrial foi de 25%. A alta
prevaléncia de A. galli ¢ outros helmintos nesse tipo de produgdo, provavelmente
contribuem para a mortalidade das aves (PERMIN et al., 2002).

Eshetu et al. (2001), estudando a prevaléncia de helmintos de aves na Etidpia,
constataram 91% de positividade em 267 aves, sendo que estas apresentavam de um a nove
espécies de parasitos, dentre estes 17,28% eram de Heterakis gallinarum e 35,58% de A.
galli. No Brasil, Fernandes (1998) estudando a atividade anti-helmintica de plantas “in
vivo”, observou que em 70 frangos de corte criados semi-extensivamente, 94,3% eram
positivos para 4. galli.

Entre as aves domésticas e de cativeiro, o nematdide mais comum que infesta o
ceco € o Heterakis gallinarum. Este ¢ um verme redondo que mede até 1,5cm de
comprimento, sendo considerado um helminto de baixa patogenicidade. Ocasionalmente
pode provocar granulomas no intestino, figado e causar espessamento da parede do ceco. A
heteraquiose, ndo interfere no ganho de peso, mas durante a sua fase larvar associada a

mucosa, observa-se inflamacfio e espessamento da parede com alteragdo do conteado cecal
(ITO et al, 2007).

23 Utilizagdo de Anti-helminticos para o Controle de Infeccgdes

Gastrointestinais

A utiliza¢do de antibiéticos na alimentagéo dos animais acontecem com o intuito de
promoverem maior crescimento, melhorar a conversdo alimentar ¢ diminuir a mortalidade

devido a infecgdes clinicas e sub-clinicas. De acordo com Carrilo et al. (1995), estas
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melhorias sdo observadas possivelmente, devido ao controle de microorganismos ndo
identificados ¢ moderadamente patogénicos que residem no trato gastrointestinal.

Varias pesquisas evidenciam o efeito benéfico da utilizagdo de antibidticos na
alimentagdo animal (BERTECHINI & HOSSAN, 1993; ZUANON et al., 1998).
Entretanto, Nonboe (1999) e Laval (1999) esclareceram que, na Europa, o uso de
antibioticos como aditivos na alimentagdo animal foi proibido, a partir de 1999, com a
justificativa de que ha riscos de desenvolvimento de resisténcia entre os patogenos
humanos.

O tratamento das doengas parasitarias ainda é o classico, utilizando drogas anti-
helminticas que além de elevarem o custo de produgdo, comprometem o ecossistema
através da persisténcia de seus residuos, provocam graus de intoxica¢do variados,
dificultam o escoamento da produgdo devido, também a persisténcia de seus residuos nos
subprodutos de origem animal e, de forma extremamente efetiva induzem ao aparecimento
de cepas de parasitos resistentes (MATTOS er al., 1997)

Porém, Segundo Vegnia (2004), no Brasil, a terapéutica antimicrobiana
convenctonal é uma pratica antiga que segue de acordo com o perfil internacional. A cada
dia, novas drogas sdo langadas no mercado e o seu uso adotado imediatamente. Inimeros
prejuizos tém sido enumerados em fungdo do uso iatrogénico e abusivo de antimicrobianos
de origem sintética ou natural. A resisténcia microbiana e a auto-medicagdo s3o exemplos
de alguns desses prejuizos.

As plantas medicinais sdo importantes por fornecerem matéria-ptima pata a sintese
de drogas, além de serem utilizadas como agentes terapéuticos. O emprego das plantas é
supervalorizado no uso tradicional com base nos seus beneficios medicinais. Dessa forma,
torna-se imprescindivel o conhecimento sobre a dose e a parte empregada da planta, além
de suas propriedades terapéuticas, pois existem aquelas que sdo altamente toxicas, mesmo
em pequenas doses (ZHAN & ZHOU, 2003).

As vantagens da utilizagdo de anti-helminticos naturais s3o inimeras, entre elas
esta a viabilizagdo da criagdo orgénica de aves. Os produtos cultivados ou criados dentro
de um sistema denominado orgénico, exigem entre outras técnicas, a ndo utilizagcdo de
produtos quimicos, antibioticos, promotores de crescimento e anti-helminticos
(ARENALES, 2003). Neste tipo de criagdio, as aves tém acesso ao solo em piquetes, o que
cria condigdes favoraveis para o contato das aves com os helmintos parasitas, pela ingestéo

de ovos larvados, larvas e hospedeiros intermediarios, determinando aumento das cargas
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parasitarias, assim como do nimero de aves parasitadas, quando comparado com os
sistemas convencionais de criagio (THAMSBORG et al., 1999).

No Brasil, ha interesse em se identificar novos ingredientes que possam substituir
os antibidticos, sem perda no desempenho dos animais. Além disso, hd uma tendéncia atual
de maior demanda pelos chamados "produtos orginicos”, ou seja, carne de animais sem
aditivos que possuam acfo antimicrobiana. Pelo menos trezentas plantas reconhecidamente
com propriedades medicinais, fazem parte do arsenal terapéutico nacional (GIULIETTI &
FORERO, 1990), embora muitas vezes desconhecidas, desacreditadas ou simplesmente
ndo aceitas como alternativa pelos médicos, sdo consumidas pela populagdo (LORENZI &
MATOS, 2002).

Segundo Matos (1979), muitas espécies vegetais sdo consideradas possuidoras de
propriedades medicinais pela crenga popular, entre estas algumas sio utilizadas como anti-
helminticas, a exemplo do género Andira. Em face das propriedades vermifugas, esse
género foi usuaimente utilizado na Europa desde 1755, onde pesquisadores de diversos
paises preconizavam a industrializagio da casca, transformando-a em pd, com o qual
procuravam obter uma droga de aplicagio anti-helmintica

Diversas plantas sfo citadas popularmente como tendo atividade anti-helmintica.
Dentre elas, tem-se Morinda citrifolia, conhecida por noni, € uma pequena arvore da
familia das Rubiaceae, originaria do Sudoeste da Asia, tendo sido difundida pelo homem
através da India e do Oceano Pacifico até as ilhas da Polinésia Francesa. O emprego
tradicional do noni pelos polinésios € atribuido aos efeitos relacionados com atividade
antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica, anti-
inflamatoria, hipotensora ¢ imunoestimulante, usado ha mais de 2000 anos (WANG et al.,
2002).

Annona squamosa pertence 3 Familia Annonaceae e ¢ conhecida popularmente
como fruta-do-conde, sendo uma espécie bastante cultivada por possuir frutos apreciados
pelo homem (PONTES et al., 2004). Diversas plantas do género Annona apresentam
atividade inseticida, antiparasitaria e anti-helmintica, no entanto ndo bha registro na
literatura de pesquisas que tenham determinado estas atividades (FERNANDES et al,
2009).

O alho (Allium sativum) contém aliinase e aliina, que quando complexados,
formam a alicina, substdncia que da o aroma tipico do alho e que funciona como meio de

defesa para a planta, quando esta € atacada por patdgenos. Os efeitos toxicos da alicina
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estendem-se a diversos microorganismos, inativando-os (TALAMINI; STADNIK, 2004).
Estudos comprovam que o 6leo essencial de alho inibe o crescimento micelial de fungos do
tipo Aspergillus flavus (VIEGAS et al., 2005), sendo necessarios estudos com o extrato
aquoso da planta.

O nim (4zadirachta indica) pertence a familia Meliaceae, ¢ originario da India,
usado ha séculos na produgfio de madeira, como planta medicinal e ultimamente como
inseticida. Muitos compostos ativos foram isolados da planta, dos quais se tém a salanina,
azadiractina e nimbolina, entre outros (CARNEIRO, 2003). Esta planta vem sendo usada
em varios experimentos para controle biologico de insetos € nematoides.

Trabalhos também demonstram que o uso de extrato aquoso de nim tem influéncia
sobre outros patogenos foliares como: Sarcocladium, Fusarium, Phaeoisariopsis, Puccinia
e Aspergillus ( SOUZA, 2009).

Chenopodium ambrosioides, conhecida na medicina folclérica como Erva-de-
Santa-Maria e mastruco, ¢ indicada como anti-inflamatdria, peitoral, estomaquica,
antituberculosa, béquica e vulneraria. Suas propriedades antihelminticas sdo apregoadas na
tradi¢do oral com referéncia ao combate de vermes intestinais tais como ascarideos,
ancilostomideos e oxiurideos. Para este fim, todas as partes anatdmicas do vegetal sio
consideradas ativas, administradas via oral na forma de infusdo (cha) ou de suco
geralmente veiculado ao leite (LAINETTI & BRITO, 1979; LORENZI, 1982; PIO
CORREA, 1984; CAMARGO, 1985).

A abdbora ou jerimum (Cucurbita pepo) € um vegetal originario das Américas do
Norte ¢ Central, pertencente a familia Cucurbitaceae (ZITTER et al., 1998). De acordo
com Murkovic (1996), o éleo da semente do jerimum possui propriedades antioxidantes
sendo rico em vitamina E, principalmente v - tocoferol e « — tocoferol, apresentando ainda

um componente chamado cucurbitacina que possui a¢do anti-helmintica.

24 Romai (Punica granatum)

A romizeira, Punica granatum L. (P. granatum), ¢ um arbusto lenhoso e
ramificado, pertencente a familia Punicaceae, nativa da regido que abrange desde o Ird até
o Himalaia, a noroeste da India. Tem sido cultivada hd muito tempo por toda a regifo
Mediterrdnea da Asia, América, Africa ¢ Europa. Apresenta fothas pequenas, rijas,

brilhantes e membranaceas, flores vermelho-alaranjadas dispostas nas extremidades dos
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ramos, originando frutos esféricos, com muitas sementes em camadas as quais se acham
envolvidas em arilo polposo (LORENZI & SOUZA, 2001; FERREIRA, 2004).

Estudos quimicos com extratos obtidos de Punica granatum L. tem revelado a
presen¢a de compostos polifenolicos, por exemplo, Glicosideos, flavonoides e taninos
(HUSSEIN, 1997).

Os preparos obtidos da romazeira (flor, fruto e casca da arvore) sdo popularmente
usados para tratar véarios problemas de saiide, predominantemente gastrintestinais. O suco ¢
usado contra Glceras na boca e genitalias, alivia dores de ouvido, € utilizado no tratamento
de dispepsia, disenteria, sendo considerado benéfico contra a lepra. As flores sdo usadas
para tratamento da gengiva, prevenindo a perda dentdria; possuem atividade adstringente e
hemostatica e servem para o tratamento de diabetes mellitus. Os brotos das flores, secos e
pulverizados, sdo usados para a bronquite (LANGLEY, 2000).

No México, é usada para o tratameno de diarréia, aftas, parasitismo, abscessos,
tosse, angina, inflamacdo urinaria e injurias da pele (NAVARRO et al., 1996). Somente
recentemente observou-se que a punicalagina, um tanino elagico derivado do fruto da
romanzeira, ¢ provavelmente um dos principais constituintes antimicrobianos desta fruta
{MACHADO et al., 2003).

As informagdes nfo tém sido bem absorvidas pela medicina ortodoxa e ainda sio
vistas com certa discriminagio pelo meio cientifico (JASSIM & NAIJI, 2003). Hukkeri et
al. (1993), avaliaram a atividade anti-helmintica do extrato aquoso da casca da fruta de P.
granatum, para T. solium, A. galli e Pheritima posthuma. Os resultados mostraram que a
atividade anti-helmintica foi 5-7 vezes mais potente que a substincia padrdo para estes
casos (citrato de piperazina), provavelmente por esta relacionada aos taninos e carboidratos

presentes.

2.5 Flor de seda (Calotropis procera)

A flor de seda é uma plana perene arburstiva, podendo chegar a 3 metros de altura
(FERREIRA, 1974). E outra espécie utilizada no controle de helmintoses gastrointestinais
¢ a flor de seda (Calotropis procera), que pertence a familia Asclepiadaceae e possui uma
ampla distribui¢do geografica, se espalhando pelas regides tropicais e subtropicais de todo

o mundo. E nativa da Africa, Peninsula Arabica ¢ Sudoeste da Asia. Encontra-se
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atualmente naturalizada na Austria, em muitas ilhas do Pacifico, nas Ilhas do Caribe ¢ na
América Central e do Sul, inclusive na caatinga nordestina.

A Calotropis procera S. W. (flor de seda) é uma planta nativa tropical com varias
atividades medicinais. Na india, o uso dessa planta na medicina tradicional tem abrangido
uma variedade de doengas como leprose, ulceras, tumores e sindrome diarréia. Diferentes
partes da planta t€ém sido usadas como purgativo e anti-helmintico, entre outras atividades
(AKTAR, 1992). O liatex tem mostrado ser um potente analgésico, antipirético e
antiinflamatério quando testado contra a carragenina e formalina através da indugao do
edema de pata (MAHMOUDQO, 1979).

Varos componentes da Calotropis procera tém sido usadas com fins fitoterdpicos
em diferentes enfermidades na tradicional medicina da indiana, como agentes purgativos,
anti-helminticos, anti-microbianos, larvicidas, nematicidas, anticancerigenos, no
tratamento das ulceras gastricas, nas doengas hepaticas e como antidoto de envenenamento
por serpentes (MALIK, 1989; AKTAR ef al. 1992; BASU et al. 1992; HUSSEIN et al.
1994; TANIRA ef al. 1994). O latex da planta é muito irritante e corrosivo, usado com fins
criminais (abortivo) relataram, Hussein et al (1994).

A flor de seda quando incorporada ao solo na forma de folhas picadas, reduziu
significativamente a populagdo de muitas espécies de nematoides. Extratos foliares,
geralmente mostram uma forte influéncia na ecloséo de ovos, na mortalidade de larvas e
também diminuem a penetragdo de nematoides endoparasitas nas raizes de tomates ¢
pimentdo (IQBAL et al., 2005).

Em estudos que se avaliou atividade anti-helmintica de (C). Procera, em
comparagdo com levamisol “in vitro” e “in vivo”, Igbal et al., (2005), revelaram que o
petroleo bruto aquoso (CAE) e o extrato de metanolicos bruto (CME) do algodéo de seda,

sobre Haemonchus Contortus, obtiveram mortalidade ou paralisia temporaria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta das plantas
As plantas (Punica granatun e Calotropis procera) foram coletadas na cidade de
Patos-PB, onde foram selecionadas as partes interessadas para a realizagio do

expertimento, e submetidas aos procedimentos laboratoriais de rotina.

3.2 Local de coleta das fezes

As coletas foram realizadas na cidade de Lavras da Mangabeira — Ceard, num
plantel destinado a postura comercial, composto por cinco mil aves, criadas no piso,
estando em idade produtiva, conforme verificado na figura 1. O material fecal foi coletado
com a utilizagdo de folhas de papeldo ( Figura 2), em seguida acondicionadas em sacos
plasticos, refrigeradas e encaminhadas para o Laboratério de Doengas Parasitarias dos
Animais Domésticos (LDPAD) da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de
Patos-PB.

Figura 1: Aspecto geral do criatdrio, com colocacdo das folhas de papeldo para obtengédo

das amostras fecais
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Figura 2: Amostras de fezes nas folhas de papeldes.

3.3 Obtencio dos Extratos

As amostras de roma (Punica granatum L) e de flor de seda (Calotropis procera),
apoOs coleta, foram submetidas aos procedimentos laboratoriais de rotina (higienizagéo,
tritura, pesagem e armazenamento). Em seguida, foram colocadas em recipientes de vidro
esterilizado para a preparacdo dos extratos, sendo utilizado o farelo de P. Granatum e de C.
procera separadamente, na propor¢do de 250g de material vegetal para 11 de agua
destilada, permanecendo submersas por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo,
realizou-se a filtragem das mesmas, utilizando papel filtro. O liquido filtrado (volume
inicial = v1) foi transferido em pequenas porgdes (100 ml) para recipientes de vidro de cor
ambar, adicionando-se adgua destilada para obtengdo das concentragdes desejadas (Volume

final = v2), mantidas sobre refrigeracdo até o momento da realiza¢do dos testes.

3.4 Testes de eficacia in vitro

Estes testes servem como uma indica¢do inicial da atividade que estd sendo
pesquisada, e quando utilizados no inicio de uma triagem, permitem selecionar as plantas
que apresentam melhores resultados, diminuindo gastos, evitando perda de tempo e uso

indiscriminado de animais de experimenta¢do. Para determinagdo do potencial anti-
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helmintico de plantas podem ser realizados os testes de inibi¢do de eclosdo de ovos, de
motilidade ou de desenvolvimento larvar de nematéides (CAMURCA-VASCONCELOS
et al, 2005 ).

3.5 Cultivo “in vitro” dos Helmintos

Os ovos foram obtidos através da técnica de Girdo & Ueno (1985). O material foi
triturado em graal contendo solugdo salina hipersaturada, filtrada em tamises de malhas de
250mn/nm (n° 60) e 180 mn/nm (n°80). O material obtido foi acondicionado em provetas
de 500 ml e em seguida procedeu-se trés lavagens consecutivas com agua destilada. Na
ultima lavagem, o sedimento foi mantido com um pequeno volume de dgua destilada de
modo a compor uma suspensdo com aproximadamente 100 ovos/ml, seguindo-se o
aplicado por Hubert & Kerboeurf (1984). Utilizou-se placas de Petri de 10cm de didmetro
com 2,5 ml do extrato aquosos de roma (Punica granatum) e de flor de seda (Calotropis
procera), nas concentragdes 50; 25; 12.,5; 6,25 e 3.12% mg/rnl'l para cada 250 ovos, ou
seja, 2,5ml do filtrado (Figura 3). O ensaio realizou-se em triplicatas. Para o controle
negativo, foi utilizada apenas a amostra fecal e dgua destilada. O controle positivo foi
realizado com Albendazole 10%.

y -rl,
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Figura 3: Distribui¢do das Placas de Petri utilizadas para ensaio.

Conforme procederam Coles et al. (1992), a adi¢do dos extratos nas placas com
ovos recentemente coletados permitiu avaliar o efeito destes sobre as mitoses, portanto, o
teste “in vitro” de inibi¢do de eclosdo de ovos foi realizado para verificar o efeito inibitorio
de um composto (natural ou ndo) na eclosdo destes ovos. A agdo dos extratos vegetais

sobre o desenvolvimento dos ovos foi avaliada durante o periodo de incubagdo de 24, 48 ¢
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72 horas. O procedimento foi igualmente repetido com o controle positivo € o negativo. As
leituras foram realizadas em microscopio Optico em aumento de 100 vezes conforme
demonstrado na figura 4. Foram avaliados todos os ovos presentes nas amostras
classificando-os em viaveis e inviaveis (Figuras 5 e 6). As larvas identificadas nas placas

foram contabilizadas como provenientes de ovos viaveis, como visto na figura 7.

Figura 4: Fotografia mostrando a leitura das placas em microscopio optico.

Na figura 5, mostra-se um ovo viavel de Ascaridia sp., encontrado na leitura feita no

microscopio optico.

igura 5: Ovo viavel de Ascaridia sp.
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Na figura 6, observa-se um ovo inviavel de Ascaridia sp., mostrando o efeito ovicida
dos extratos aquosos utilizados.

Figura 6: Ovo inviavel de Ascaridia sp.

Observamos na figura 7, uma larva viavel de Ascaridia sp., mostrando que ndo ocorreu
acdo ovicida nesta situag@o.

FEy

Figura 7. Larva viévél de Ascaridia sp.

3.6 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com os tratamentos de
acordo com um arranjo fatorial (2 x 5 +2) sendo dois extratos vegetais, ambos

com cinco concentragdes (em niveis crescentes de extrato de roma e de flor de seda), mais
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o grupo controle positivo e o negativo, com trés repeti¢des, baseado nos procedimentos de
Benicio et al. (2003). Dentro de cada grupo (extrato vegetal), as diluigdes foram
comparadas pela analise de varidncia (ANOVA) em um critério de
classificagdo, com comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. A comparagio das diversas
diluicdes duas a duas, entre os diferentes extratos, foi realizada com o teste t de Student
(ZAR 1999). O nivel de significincia adotado foi de 5% e as andlises foram feitas
utilizando o programa estatistico MINITAB versdo 14.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2, verifica-se o tratamento usando extrato de romi e a taxa de de

eliminaglo de ovos de Ascaridia sp. nos periodos pré estabelecidos.

Tabela 2: Média dos resultados da eficacia sobre o tratamento com o extrato de romé,
calculada através da taxa de inibigfo da eclosdo de ovos de Ascaridia sp. em suas
respectivas concentragdes.

EFICACIA
%
TRATAMENTO | CONCENTRACOES | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
%
03,12 16,0 A 16,0 A 19,0 A
06,25 22,0 A 15,0 A 20,0 A
Romi 12,50 30,0 A 24,0 A 335A
25,00 63,0 B 77.5 B 78,0 B
50,00 70,0 B 73.8 B 770 B

*Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)

Analisando os resultados através da utilizagfo de cinco concentragdes (50%, 25%,
12,5%, 6,25% e 3,12%) do extrato aquoso de romd, observou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) na leitura feita as 24, 48 e 72 horas, para as dilui¢des: 50% e 12,5%;
50% e 6,25%; 50% e 3,12%; 25% e 12,5%; 25% e 6,25%; 25% e 3,12% , demonstrando
que as concentragdes a 50% e 25% foram mais eficazes, como pode se observar na figura
8. Resultados verificados por Hukkeri et al. (1993) demostraram haver atividade anti-
helmintica do extrato aquoso da casca a fruta de P. granatum, para T. solium, A. galli ¢
Pheritima posthuma, afirmando que a atividade anti-helmintica foi 5-7 vezes mais potente
gue a substincia padrio para estes casos (citrato de piperazina), provavelmente por esta
relacionada aos taninos e carboidratos presentes. Michelin et al (2005), também observou
eficacia de extrato etandlico de Romaé, até 71,36% para eliminag@o de parasitos (Syphacia
obvelata e Vampirolepis nana) em camundongos experimentalmente parasitados.

Diferentemente do que foi observado no trabalho realizado por Fernandes et al,
(2005) com frangos de corte de aproximadamente 3 meses, infectados naturalmente com

Ascaridia galli, verificou-se que o percentual de eliminagio no grupo tratado com roma foi
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menor do que no grupo-controle, por esta provavelmente relacionada com a forma de
administragdo, ja que neste trabalho empregou-se o epicarpo adicionado a ragdo, e no

presente trabalho usou-se o extrato aquoso da casca do fruto.

90% - e —
80% -
70% -+
60% -
50% -
40% -
30% -~
20% +

10% -

w— 24 horas

e | S 0T aS

72 horas

3% 6% 12% 25% 50%

Quantidade de ovos inviiveis

Concentracoes do extrato

Figura 8: Eficicia do extrato aquoso de Romid (Punica granatum),‘ para as
diferentes concentragdes e leituras realizadas.

Na tabela 3, verifica-se o tratamento usando extrato de flor de seda e a taxa de de

eliminagdo de ovos de Ascaridia sp. nos periodos pré estabelecidos.

Tabela 3: Média dos resultados da eficacia do tratamento com o extrato de flor de seda,
calculada através da taxa de inibi¢do da eclosdo de ovos de Ascaridia sp. em suas
respectivas concentragdes.

EFICACIA %
TRATAMENTO | CONCENTRACOES | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
%
03,12 10,5 A 16,0 A 14,0 A
06,25 08,0 A 16,0 A 13,0 A
Flor de seda 12,50 10,5 A 15,5 A 18,0 A
25,00 240B 380A 19,0 A
50,00 30.5B 31.0A 215A

*Médias seguidas de letras diferentes sao diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Para o extrato aquoso de flor da seda, a andlise entre as cinco concentragdes,
mostrou significancia apenas apds 24 horas, entre as dilui¢des: 50% e 12%; 50% e 6%;

50% e 3%, onde se observou melhor efic4cia na concentragdo a 50%, mostrado na figura 9.

Flor de seda

40.00%
35.00% -
30.00%
25000 {—
20.00% -
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5.00%
0.00% -

w24 horas

e 48 horas

72 horas

3% 6% 12% 25% 50%

Quantidade de ovos inviaveis

Concentracoes do extrato

Figura 9: Eficacia do extrato aquoso da Flor de seda (Calotropis procera) para as
diferentes concentragdes e leituras realizadas.

Na tabela 4, verifica-se o tratamento usando extrato de romé, e os controle
positivo e negativo, e a taxa de de eliminagdo de ovos de Ascaridia sp. nos periodos pré

estabelecidos.
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Tabela 4: Média da eficicia do tratamento com o extrato de romé e dos controles positivo
e negativo, calculada através da taxa de inibi¢@o da eclosio de ovos de Ascaridia sp. com
suas respectivas concentragoes.

EFICACIA %
TRATAMENTO | CONCENTRACOES | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
%
03,12 16,0 A 16,0 A 19.0 A
06,25 220A 15,0 A 20,0 A
Roma 12,50 30,0 A 240 A 335A
25,00 63,0 B 775 B 780 B
50,00 70,0 B 73.8B 77,0 B
Sem tratamento* - 05,0 A 12,0 A 07.0 A
Albendazole ** 10 200 A 15,0 A 210A

*Controle negativo (-)
**Controle positivo (+)

*Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)

Na tabela 5, verifica-se o tratamento usando extrato de flor de seda, e os controle

positivo e negativo, e a taxa de eliminagdo de ovos de Ascaridia sp. para os periodos pré

estabelecidos.
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Tabela 5; Média da eficacia do tratamento com o extrato de flor de seda e os controles
positivo e negativo, calculada através da taxa de inibi¢do da ecloséo de ovos de Ascaridia
Sp. em suas respectivas concentragdes.

EFICACIA %
TRATAMENTO | CONCENTRACOES | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
%
03,12 10,5 A 16,0 A 14,0 A
06,25 08.0B 16.0 A 13,0 A
Flor de seda 12,50 10,5 A 155 A 18,0 A
25,00 240 A 380A 19,0 A
50,00 30,5 A 310A 215A
Sem tratamento™® - 05.0B 12,0 A 07.0 A
Albendazole ** 10 20,0 A 15,0 A 21,0A

*Controle negativo (-)
**Controle positivo (+)
*Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)

Na analise dos resultados obtidos na Tabela 4, verificou-se que durante a leitura
realizada apds 24 horas de incubagdo, houve significancia (p<0,05), nas concentragdes a
50% e 25%, na comparagéo do efeito ovicida entre o grupo tratado com roméi e o grupo
tratado com o farmaco (Albendazole 10%), e entre todas as concentragdes € o grupo
controle negativo (agua desttlada) ¢ conforme a tabela 5, na concentragéo a 6% para a flor
de seda, comparando-se o grupo tratado com o grupo de controle positivo (Albendazole
10%).

Ap6s as 48 horas, foram significativas (p<0,05) as comparagdes entre o grupo
controle positivo (Albendazole 10%) e o grupo tratado com romd, sendo o Ultimo mais
eficaz, resultado observado nas concentragbes de 50% e 25%. E também houve diferenca
significativa entre todas as concentragdes de flor de seda ¢ o grupo controle negativo.

A leitura realizada apos 72 horas de incubagfo apresentou na concentragio de 50%
e 25% variagdio entre, os grupos controle positivo e o tratado com romé e entre todos os
niveis de extrato de roma e o grupo controle negativo. Pode-se também ser observado para

os tratamentos positivo e negativo que o extrato da roma foi mais eficaz.
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O efeito ovicida dos extratos de roma e flor de seda e dos controles positivos e
negativos, pode ser observado mediante analise das médias de eficacia ap6s a realizagido de

todas as leituras, conforme verificado na figura 10.

Efeito Ovicida dos Extratos e Grupo
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Figura 10: Eficacia dos extratos de Roma (Punica granatum) e Flor de seda (CalotropiS
procera) e dos grupos controle negativo (sem tratamento) e positivo (Albendazole 10%),
no tratamento “in vitro” de ovos de Ascaridia sp.

Observa-se na figura 10, que o extrato da romd para as concentragdes de 25% e
50%, foram mais eficientes para todos os periodos, quando comparado com os demais
tratamentos.

No entanto mesmo plantas apresentando uma atividade anti-helmintica pouco
expressiva ¢ conveniente ressaltar que as mesmas sdio consideradas anti-helmintica na
medicina popular. A discreta atividade anti-helmintica da planta pode ser atribuida a forma
de obtengdo do extrato ou Oleo e as partes vegetais empregadas. Resultados diferentes
podem ser encontrados, com o uso de outras partes anatomicas da planta, diferentes
dosagens ou mesmo diferentes formas de administragdo (ROZEVERTER, 1998)

O trabalho confirma o controle de varios géneros de parasitas de diferentes espécies
de animais domésticos. Além de demonstrar que tanto o P. granatum quanto o C. procera
possuem propriedades anti-helminticas. O extrato da romd apresentou eficacia até 78%

para a concentragdo de 25%, enquanto o extrato da flor de seda na concentragdo de 50%
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para o periodo de 72 horas apresentou atividade semelhante a do farmaco, utilizado como

controle positivo (Albendazole 10%).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que, o extrato aquoso de Romid
(Punica granatum) é eficaz no tratamento in vitro de nematdides gastrintestinais de
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), impedindo o desenvolvimento celular
dos ovos. Sendo observado maior eficacia nas concentragdes a 50% e 25%.

J4 o extrato aquoso da flor de seda (Calotropis procera), quando comparado com
o da romd, foi menos eficiente para a inibicdo da eclosdo dos ovos de nematodides
gastrointestinais de codornas.

No entanto, estudos in vivo s@o necessarios para validar o seu uso no controle

alternativo das parasitoses nos animais.
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