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RIBEIRO, Ana Raquel Carneiro. Prospecção química, toxicidade do extrato etanólico de 

Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) e seu efeito sobre ovos, larvas e adultos de 

Haemonchus contortus no semiárido paraibano. Patos, PB: UFCG, 2013. 32 p. (Dissertação – 

Mestrado em Zootecnia). 

 

RESUMO 

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar o potencial farmacológico da Jatropha mollissima 

(pinhão-bravo), como uma possível fonte de metabólitos com ação anti-helmíntica. Para tanto, 

realizou-se prospecção fitoquímica dos extratos etanólicos das folhas, caule e raiz de Jatropha 

mollissima, bem como ensaios de toxicidade aguda (CL50) sobre Artemia salina, com os extratos 

nas concentrações 100, 500 e 1000 μg/mL. O extrato foi testado em coproculturas contendo larvas 

infectantes de Haemonchus contortus, na concentração 660,80 µg/ml e em animais a 660,80µg/ml e 

1321,6µg/ml de concentração. Amostras de fezes foram coletadas semanalmente e, de sangue, 

quinzenalmente. Como resultado, foi confirmada a presença de: fenóis, taninos, flavonoides, 

xantonas, esteroides, triterpenóides, alcaloides, cumarinas e saponinas. Sobre A. salina, a evolução 

da toxidade dos extratos foi diretamente proporcional à concentração, sendo que a raiz revelou 

maior grau de toxicidade, seguida da folha e caule, com valores de CL50 223,61, 406,02 e 660,80, 

respectivamente. O extrato etanólico de J. mollissima inibiu a eclosão de ovos e o desenvolvimento 

de larvas de H. contortus, apresentando uma eficiência de 70,77%. O teste in vivo revelou 47 e 44% 

de redução do OPG nos grupos tratados com o extrato e apenas 13% com a ivermectina. Mesmo 

parasitados, os animais permaneceram clinicamente saudáveis e sem anemia. Jatropha mollissima 

demonstra ter potencial farmacológico e representa uma alternativa ao controle da verminose ovina. 

 

Palavras-chave: Plantas medicinais, nematódeos gastrintestinais, ovinos. 



 

RIBEIRO, Ana Raquel Carneiro. Chemical prospecting, toxicity of the ethanol extract of 

Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) and its effects on eggs, larvae and adults of 

Haemonchus contortus in semiarid of Paraíba. Patos, PB: UFCG, 2013. 32 p. (Dissertation - 

Master’s Degree in Zootechnics). 

 

ABSTRACT 

This work aimed to evaluate the pharmacological potential of Jatropha mollissima (pinhão-bravo) 

as a possible source of metabolites with anthelmintic action. For this, we conducted the 

phytochemical screening of ethanol extracts of leaves, stem and root of Jatropha mollissima, as 

well as acute toxicity tests (LC50) on Artemia salina, with extracts at concentrations of 100, 500 

and 1000 μg/mL. The extract was tested in fecal cultures containing infective larvae of 

Haemonchus contortus, at concentration of 660,80 µg/ and in animals at concentrations of 

660,80µg/ml and 1321,6µg/ml. Fecal samples were collected weekly while blood ones were 

collected each fifteen days. As a result, it was confirmed the presence of phenols, tannins, 

flavonoids, xanthones, steroids, triterpenoids, alkaloids, coumarins and saponins. On A. salina, the 

evolution of the toxicity of the extracts was directly proportional to the concentration. The root 

showed higher degree of toxicity, followed by leaf and stem, presenting LC50 values of 223,61, 

406,02 and 660,80 respectively. The ethanol extract of J. mollissima inhibited the hatching of eggs 

and the development of larvae of H. contortus, presenting an efficiency of 70.77%. In vivo test 

revealed an OPG reduction of 47 and 44% in the groups treated with the extract and only 13% with 

ivermectin. Even parasitized, animals remained clinically healthy and without anemia. Jatropha 

mollissima demonstrates to have pharmacological potential and represents an alternative to the 

control of sheep worms. 

 

Keywords: Medicinal Plants, Gastrointestinal Nematodes, Sheep. 



 

INTRODUÇÃO 

 

A criação de ovinos e caprinos é uma importante fonte de renda para a região nordeste, no 

entanto, ainda é praticada de forma empírica e extensiva, posto que adota pouca tecnologia, além de 

apresentar baixos níveis de produtividade e de rentabilidade econômica. No Brasil, a caprinocultura 

constitui uma das atividades mais importantes, pois gera renda por via direta (criação) e indireta 

(queijarias e fábricas de couro). Entretanto, problemas nutricionais, de manejo e sanitários limitam a 

produção, que gera perdas econômicas e diminuição da rentabilidade dos rebanhos.  

As helmintoses gastrintestinais representam a maior parcela de prejuízos para o setor 

produtivo. Os principais gêneros parasitas de caprinos e ovinos são: Haemonchus, 

Trichostrongylus, Strongylus, Moniezia, Cooperia, Oesophagostomum, Skrjabinema, Trichuris e 

Cysticercus. O controle dessas parasitoses é feito principalmente empregando-se anti-helmínticos 

sintéticos, sem estudo prévio das reais causas de infecções. Essas drogas são administradas de 

maneira indiscriminada, podendo selecionar linhagens resistentes, poluir o meio ambiente, 

aumentar os riscos de intoxicação e os custos de produção. 

Diante do exposto, a fitoterapia surge como uma alternativa, devido ao largo uso de plantas 

em medicina popular e à diversidade de espécies vegetais encontradas no Brasil, dentre as quais se 

destaca Jatropha mollissima, popularmente conhecido como pinhão-bravo, endêmico da Caatinga, 

que é usado empiricamente no combate a infecções diversas e estudado quanto a ações 

antimicrobianas. 

Esses efeitos biológicos dos vegetais devem-se à presença de metabólitos secundários, 

substâncias químicas que a planta produz em resposta aos estímulos ambientais, como atração de 

polinizadores e defesa contra pragas. Dentre eles, são bastante estudados: fenóis, taninos, 

antocianinas, antocianidinas, flavonóides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavanóis, 

flavanonóis, xantonas, saponinas, cumarinas e quinonas. 

No entanto, a maior parte das plantas medicinais nativas continua sendo usada de forma 

tradicional, sem conhecimento dos seus princípios ativos e efeitos colaterais, de modo que em 

muitas espécies esse estudo ainda não foi realizado. Portanto, depreende-se que são imprescindíveis 

novos estudos de prospecção de plantas medicinais, como fonte de princípios ativos para novas 

drogas, assim como testes pré-clínicos que evitem o uso desnecessário de animais, barateando os 

custos com pesquisas e obtendo resultados mais rápidos e precisos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 

Prospecção fitoquímica e determinação da toxicidade de Jatropha mollissima (Pohl) Baill em 

larvas de Artemia salina Leach 

 

(Manuscrito enviado ao periódico Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Prospecção fitoquímica e determinação da toxicidade de Jatropha mollissima (Pohl) Baill em 

larvas de Artemia salina Leach 

 

Ana Raquel Carneiro Ribeiro1*; Fábio Duarte de Andrade1; Maria do Carmo de Medeiros1; 

Dayana Firmino de Morais1; Antonielson dos Santos2; Daniele Rodrigues de Lima3; Francisco 

Ernani Alves Magalhães3; Wilson Wouflan Silva2; Ana Célia Rodrigues Athayde1 

 
1Programa de Pós-Graduação em Zootecnia, Universidade Federal de Campina Grande - UFCG 2Unidade 

Acadêmica de Medicina Veterinária, Universidade Federal de Campina Grande - UFCG 3Laboratório de 

Bioprospecção de produtos Naturais e Biotecnologia, Universidade Estadual do Ceará – UECE 

 

Realizou-se a prospecção fitoquímica dos extratos etanólicos das folhas, caule e raiz de Jatropha molissima, 

para identificação de seus constituintes químicos. A prospecção foi realizada por diferentes métodos 
envolvendo reações colorimétricas e de precipitação. Também foram montados ensaios de toxicidade aguda 
(CL50) sobre o microcrustáceo Artemia salina, com os extratos etanólicos nas concentrações de 100, 500 e 
1000 μg/mL. Como resultado desse trabalho, foi confirmada a presença de vários metabólitos secundários: 
fenóis, taninos, flavonoides, xantonas, esteroides, triterpenóides, alcaloides, cumarinas e saponinas. Os 
extratos se mostraram tóxicos sobre A. salina, com valores de CL50 menores que 1000 μg/mL e a evolução 
da toxidade dos extratos foi diretamente proporcional à concentração. O extrato da raiz revelou maior grau 
de toxicidade, seguida da folha e caule, com valores de CL50 respectivamente 223,61; 406,02 e 660,80. Os 
resultados apresentados nesse trabalho corroboram a importância de plantas da Caatinga como novas fontes 
de metabólitos secundários com possível ação farmacológica. 
Palavras-chave: Plantas medicinais, concentração letal, semiárido. 

 

Phytochemical prospecting of ethanol extracts of the leaves, stem and root of Jatropha molissima was 
conducted in order to have their chemical constituents identified. The prospecting was carried out by 
different methods involving colorimetric reactions and precipitation. Acute toxicity tests (LC50) against 
micro crustacean Artemia salina were also performed with ethanol extracts in concentrations of 100, 500 and 
1000 μg/mL. As a result, we confirmed the presence of various secondary metabolites: phenols, tannins, 
flavonoids, xanthones, steroids, triterpenoids, alkaloids, coumarins and saponins. The extracts proved toxic 
against A. salina with CL50 values less then 1000 μg/mL and the evolution of the toxicity of the extracts was 
directly proportional to the concentration. The root extract showed a higher level of toxicity, followed by the 
leaf and stem extracts, with CL50 values of 223.61, 406.02 and 660.80 respectively. The results presented in 
this study confirm the importance of plants from Caatinga as new sources of secondary metabolites with 
possible pharmacological action. 

Keywords: Medicinal plants, lethal concentration, semiarid.  
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INTRODUÇÃO 

Desde os primórdios, a humanidade faz uso de plantas na medicina popular (Arcanjo et 

al.; 2012), esse conhecimento empírico se manteve até a atualidade e é importante como 

ponto de partida para o estudo científico de plantas medicinais, que ainda são escassos (Silva 

et al, 2010). Após o estudo etnofarmacológico segue-se o estudo fitoquímico, por meio do 

qual é detectada a presença de metabólitos especiais, dentre eles fenóis, taninos, antocianinas, 

antocianidinas, flavonóides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavanóis, flavanonóis, 

xantonas, saponinas, cumarinas e quinonas (Rêgo Júnior et al., 2011). 

Para se avaliar o efeito toxico desses metabolitos em laboratório, tem se usado como 

modelo o microcrustáceo marinho Artêmia salina (Nguta et al.; 2012). Esse ensaio é bastante 

utilizado como triagem inicial para bioatividade de produtos vegetais, pelo seu baixo custo, 

praticidade, rapidez na obtenção de resultados e por evitar o uso desnecessário de animais na 

experimentação farmacológica (Mukherjee, Patil, 2012). 

A planta Jatropha mollissima (Pohl) Baill., pertence à família Euforbiaceae e é 

popularmente conhecida como “pinhão-bravo”. É uma planta endêmica do bioma Caatinga, 

possui porte arbustivo e suas folhas caducam na época seca (Pompelli et al., 2011). O látex e 

as folhas são tradicionalmente usadas como antiofídico (Roque et al., 2010). Estudos 

anteriores têm demonstrado a presença de metabólitos especiais com ação antioxidante, 

citotóxica, moluscicida e larvicida (Melo et al, 2010; Santos et al., 2012). 

Baseado no exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a prospecção 

química preliminar para identificar seus constituintes químicos e estudar a CL50 dos extratos 

etanólicos de Jatropha mollissima sobre Artemia salina. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta do Material Botânico 

Os procedimentos de coleta e herborização do material vegetal foram realizados 

baseando-se nas metodologias de Cartaxo et al. (2010). As plantas foram coletadas na 

microrregião dos Inhamuns (Tauá-Ceará), (040º18’05,4” W; 06º01’03,6” S). A exsicata da 

planta encontra-se armazenada no Herbário Carirense Dárdano de Andrade-Lima da 

Universidade Regional do Cariri-URCA, sob o número 6675. 
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Obtenção dos Extratos Botânicos 

Foram confeccionados extratos etanólicos das folhas, caule e raiz de J. mollissima, cuja 

preparação baseou-se em metodologias de Pereira et al. (2009), com adaptações. Utilizou-se 

etanol 96% como solvente orgânico e após 96h de extração a frio, foram realizadas filtrações 

simples e os extratos orgânicos mantidos à temperatura ambiente (30±2ºC) para evaporação 

total do solvente.  

 

Prospecção química 

Realizou-se prospecção química preliminar dos extratos orgânicos bioativos baseando-

se em metodologias propostas por Silva et al. (2009) e Matos (2000). Foram executados testes 

qualitativos para identificar a presença de fenóis, taninos, flavanonas, flavonóis, flavanonas, 

flavanonóis e xantonas, esteroides, triterpenóides, alcaloides, cumarinas e saponinas. Os 

ensaios foram feitos em triplicata para cada extrato e como controles negativos, mantiveram-

se tubos de ensaio contendo água destilada nas mesmas condições de cada teste.  

 

Determinação da CL50 

Os ensaios basearam-se na metodologia descrita por Araújo et al. (2010). Os testes 

foram realizados em triplicata com dez náuplios de A. salina em placas de Eliza contendo 

solução salina e extrato dissolvido em solução de dimetilsulfóxido (DMSO) a 1% para as 

concentrações de 100, 500 e 1000 µg/mL com um volume final de 5 mL por poço. Como 

controle positivo utilizou-se hipoclorito de sódio (NaClO) a 1%, como controles negativos 

solução salina e DMSO 1%. Após 24h em contato com essas soluções, realizou-se a contagem 

do número de náuplios sobreviventes, sendo consideradas mortas as larvas que permaneceram 

imóveis por mais de 10 segundos.  

 

Análise dos dados 

Para avaliar os resultados da prospecção química, foi realizada analise descritiva das 

mudanças de coloração e formação do precipitado. Os constituintes químicos dos extratos 

foram classificados em forte (+++), médio (++), fraco (+) e ausente (-). 

Na verificação da evolução da toxidade do extrato de J. mollissima frente a A. salina, os 

valores obtidos com a médias dos náuplios mortos foram submetidos à análise estatística, 

estimando-se a concentração letal para 50% (CL50) das larvas através do método de Análise 
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de Probitos, pelo teste Spearman-Karber com 95% de intervalo de confiança, utilizando-se o 

programa TRIMMED versão 1.5. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As análises fitoquímicas da J. mollissima revelaram a presença de metabólitos especiais 

nas diversas partes da planta (Tabela 01). Os testes demonstraram que na folha, caule e raiz 

houve variação na intensidade e nas classes de metabólitos. Nas folhas e no caule foi 

verificada a presença de taninos, metabólitos que possuem ação cicatrizante e antimicrobiana 

(Campos et al., 2011).  

Em todas as partes da planta observou-se presença de flavonóides, conhecidos por sua 

ação antioxidante (Duavy et al., 2012). Apenas na raiz foi verificada a presença de fenóis, 

também com ação anti-oxidante (Pereira, Cardoso, 2012). As cumarinas, encontradas nos 

extratos das folhas, caule e raiz de J. mollissima possuem ação larvicida (Lima et al., 2009). 

Nas folhas houve também a presença de saponinas, moléculas biologicamente ativas 

responsáveis por ação antioxidante, citotóxica e larvicida (Garcez et al., 2013). 

Estudos anteriores de caracterização química de extratos de plantas do gênero Jatropha, 

demonstraram a presença de alcaloides, cumarinas, taninos, flavonoides e saponinas (Ebuehi, 

Okorie, 2009; Hirota, 2011). 

 

TABELA 01. Classificação de metabolitos e intensidade nas diversas partes da Jatropha 

mollissima 

Classes de Metabólitos 
Jatropha mollissima 

Folha Caule Raiz 

Esteroides ++ ++ - 

Triterpenóides - - +++ 

Alcalóides + ++ - 

Cumarinas ++ + +++ 

Saponinas ++ - - 

Flavanonóis +++ ++ ++ 

Xantonas +++ ++ ++ 

Fenóis - - +++ 

Taninos +++ + - 

Forte (+++), médio (++), fraco (+) e ausente (-). 
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A evolução da toxidade dos extratos das diversas partes de Jatropha mollissima frente 

à A. salina foi diretamente proporcional à concentração dos extratos (Tabela 02). Houve 

mortalidade em todos os extratos testados e o número de óbitos de náuplios de A. salina 

variou de acordo com a parte da planta testada, sendo que o extrato da raiz foi o mais letal 

para os náuplios. Resultados similares foram encontrados por Medeiros et al. (2012), que 

também observaram maior toxicidade nos extratos da raiz de Senna alata. Provavelmente a 

raiz, por estar em constante atividade metabólica, concentra maior quantidade de metabólitos 

especiais que são os responsáveis pela toxicidade da planta (Viana et al., 2008). 

 

TABELA 02. Média do número de óbitos de Artemia salina frente às frações testadas e suas 

respectivas concentrações. 

Concentrações 

dos Extratos 

(µg/mL) 

Extratos Etanólicos de 

J.mollissima 
Controles 

Folha Caule Raiz NaClO 1% 
Solução 

Salina 

EtOH 

70 

 Número de óbitos de A. salina 

100 4 0 14 19 3 1 

500 15 2 19 19 3 4 

1000 26 30 27 19 3 7 

NaClO 1%(solução aquosa de hipoclorito de sódio a 1%); EtOH 70 (etanol a 70% nas concentrações de 100, 500 

e 1000 µg/mL) e 95% intervalo de confiança. 

 

As concentrações letais para 50% (CL50) dos náuplios de A. salina dos extratos das 

diversas partes de J. mollissima diferiram, sendo que o extrato da raiz apresentou maior grau 

de toxidade, seguida dos da folha e caule (Tabela 03). Estes resultados comprovam a ação 

bioativa desses extratos de acordo com classificação descrita por Mayer (1982), que considera 

tóxicos extratos que apresentam CL50 abaixo de 1000 μg/mL. A toxicidade é um parâmetro 

utilizado em testes para a detecção de substâncias bioativas e os resultados de seu estudo 

relacionam-se a diversas ações biológicas, como antimicrobiana e anti-helmíntica (Amarante 

et al., 2011).  
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TABELA 03. Valores de CL50 calculados para os diferentes extratos de Jatropha mollissima 

e respectivos intervalos de confiança de 95%. 

Jatropha mollissima CL50 (μg/mL) 

Folha 406,02 

Caule 660,80 

Raiz 223,61 

CL50 (concentração letal para 50% dos náuplios de A.salina) 

CONCLUSÃO 

O presente estudo com os extratos etanólicos das folhas, caule e raiz da espécie 

Jatropha mollissima confirma presença de esteroides, triterpenóides, alcaloides, cumarinas, 

saponinas, flavonóides, xantonas, fenóis e taninos. Os extratos testados para todas as partes da 

planta apresentaram toxicidade frente aos náuplios de Artemia salina, sugerindo a perspectiva 

na montagem de screenings de atividades biológicas. 
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Estudo da atividade anti-helmíntica do extrato etanólico de Jatropha 
mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) sob Haemonchus contortus 

em ovinos no semiárido paraibano 
 Ana R.C. Ribeiro2*, Fábio D. de Andrade2, Maria do C. de Medeiros2, Alricélia da S. Camboim3,  Francisco A. Pereira Júnior2, Onaldo G. Rodrigues2, Wilson W. Silva2 e Ana C.R. Athayde2  

ABSTRACT.- Ribeiro A.R.C., Andrade F.D., Medeiros M.C., Camboim A.S., Pereira Jr F.A., Rodrigues O.G., Silva W.W. & Athayde A.C.R. 2014. [Study of the anthelminthic activity of the ethanol extract of 
Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) on Haemonchus contortus in sheep of the 
Paraiba semiarid, Brazil.] Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pós-Graduação em Zootecnia, Universidade Federal de Campina Grande, Rodovia Patos-Teixeira Km Zero, Jatobá, Patos, PB 58700-970, Brazil. E-mail: a.raquel.ribeiro@hotmail.com  This study aimed to evaluate the anthelmintic effect of Jatropha mollissima through in vitro and in 
vivo experiments. Initially we investigated the concentration of extract with bioactive effect, through the toxicity evolution test of the ethanol extract of J. mollissima on the microcrustacean Artemia salina, obtaining CL50 concentration of 660.80 µg/ml, which was tested in fecal cultures containing infective larvae of Haemonchus contortus and in animals for the verification of OPG reduction. For in vivo test, the extract was dissolved in water to obtain concentrations of 660.80µg/ml and 1321.6µg/ml. Feces were collected weekly and blood was collected every fifteen days. As a result of in vitro test, the ethanol extract of the stem of Jatropha mollissima proved toxic on A. salina, with CL50 less than 1000 µg/ml and inhibited the eggs hatching and the development of larvae of H. contortus, presenting an efficiency of 70.77%. In vivo test revealed that the extract is also effective in sheep, with a significant reduction in the count of OPG after 28 days of experiment, 47 and 44% of reduction in the groups treated with the extract and only 13% with ivermectin. Even parasitized, the animals remained clinically healthy and without anemia. The ethanol extract of the stem of Jatropha mollissima may represent an alternative to the control of sheep worms, because it slows the parasitic resistance. INDEX TERMS: Medicinal plants, secondary metabolites, gastrointestinal nematodes. 
 
RESUMO - Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar o efeito anti-helmíntico de Jatropha mollissima por meio de experimentos in vitro e in vivo. Inicialmente foi investigada a concentração de extrato com efeito bioativo, pelo teste de evolução da toxicidade do extrato etanólico de J. mollissima sobre o microcrustáceo Artemia salina, obtendo uma CL50 de 660,80 µg/ml, que foi testada em coproculturas contendo larvas infectantes de Haemonchus contortus e em animais para a verificação da redução do OPG. Para o teste in vivo o extrato foi dissolvido em água para se obter as concentrações 660,80µg/ml e 1321,6µg/ml, foram coletadas fezes semanalmente e sangue quinzenalmente. Como resultados dos testes 
in vitro, o extrato etanólico do caule de Jatropha mollissima mostrou-se tóxico sobre A. salina, com CL50 abaixo de 1000 µg/ml e inibiu a eclosão de ovos e o desenvolvimento de larvas de H. contortus, apresentando uma eficiência de 70,77%. O teste in vivo revelou que o extrato é também eficaz em ovinos, com redução significativa na contagem de OPG após 28 dias de experimento, 47 e 44% de redução nos grupos tratados com o extrato e apenas 13% com a ivermectina. Mesmo parasitados, os animais permaneceram clinicamente saudáveis e sem anemia. O extrato etanólico do caule de Jatropha mollissima pode representar uma alternativa ao controle da verminose ovina, pois retarda a resistência parasitária. TERMOS DE INDEXAÇLÃO: Plantas medicinais, metabólitos secundários, nematódeos gastrintestinais. _______________________________________________________ 

2 Programa de Pós-Graduação em Zootecnia, Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Rodovia Patos-Teixeira Km Zero, Jatobá, Patos, PB 58700-970, Brasil. E-mails: medvetfabio@hotmail.com, ducamedeiros@hotmail.com, avelar.junior@hotmail.com, onaldo@cstr.ufcg.edu.br, wouflan@hotmail.com, athayde@cstr@hotmail.com;   *Autor para correspondência: a.raquel.ribeiro@hotmail.com 3 Laboratório de Patologia Clínica, Hospital Veterinário, UFCG, Rodovia Patos-Teixeira Km Zero, Jatobá, Patos, PB 58700-970. E-mail: alriceliamv@hotmail.com 
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INTRODUÇÃO  A criação de pequenos ruminantes constitui importante fonte de renda para a região nordeste (Nascimento et al. 2013). No entanto, problemas nutricionais, de manejo e sanitários limitam a produção, gerando perdas econômicas e diminuição da rentabilidade dos rebanhos (Lima et al. 2010).  A maior parcela de prejuízos para o setor produtivo deve-se às helmintoses gastrintestinais (Vieira et al. 2014). Em ovinos, o parasita mais frequente é o Haemonchus contortus, causando perda de peso, anemia e até mesmo a morte de animais mais susceptíveis (Fortes et al. 2013). O controle geralmente é feito empregando-se anti-helmínticos sintéticos, os quais administrados de maneira inadequada podem selecionar linhagens de parasitas resistentes (Santos et al. 2012), além poluir o meio ambiente e aumentar significativamente os custos de produção (Kunsa & Abebe 2009).  Diante os aspectos negativos causados por moléculas de ação anti-helmíntica, estudos estão sendo desenvolvidos como alternativa de controle parasitário (Oliveira et al. 2011), nesta direção pesquisas em etnoveterinária tem mostrado o uso de inúmeras plantas medicinais na prevenção e controle de doenças dos animais e com comprovada atividade anti-helmíntica (Barrabí-Puerta & Arece-García 2013). Outro aspecto importante no uso de plantas é que além de possuírem compostos bioativos com propriedades medicinais, apresentam baixo custo (Sousa et al. 2013). Plantas tidas como medicinais tem sido investigadas quanto às suas propriedades (Hassum et al. 2013), dentre elas a espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill., popularmente conhecida como Pinhão-bravo, pertence à família Euphorbiaceae e é endêmica da Caatinga (Queiroz et al. 2013), diversos trabalhos tem demonstrado que esta espécie apresenta efeito antibacteriano (Rocha & Dantas 2009), hipotensor e estimulante dos músculos lisos do intestino e do útero (Leal & Agra 2005) e antioxidante (Melo et al. 2010). Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito anti-helmíntico de Jatropha 
mollissima através de experimento in vitro e in vivo sobre o nematódeo Haemonchus contortus e seu efeito sobre o hematócrito de ovinos experimentalmente infectados em região de caatinga.  

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Coleta do material botânico Os procedimentos de coleta e herborização do material vegetal foram realizados baseando-se nas metodologias de Cartaxo et al. (2010). A planta foi coletada na microrregião dos Inhamuns (Tauá-Ceará), ȋͲͶͲºͳͺ’Ͳͷ,Ͷ” W; Ͳ͸ºͲͳ’Ͳ͵,͸” SȌ, identificada e depositada no (erbário Carirense Dárdano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri-URCA, com exsicata nº6675.   
Obtenção do extrato orgânico Para confecção do extrato etanólico, utilizou-se o caule de J. mollissima, sendo empregada a metodologia descrita por Matos (2000). Utilizou-se etanol 96% como solvente orgânico e após 96h de extração a frio, foram realizadas filtrações simples e os extratos mantidos à temperatura ambiente (30±2ºC) para evaporação total do solvente e obtenção do extrato bruto.  
Experimento in vitro 

Toxicidade do extrato botânico de Jatropha mollissima sobre Artemia salina. Para analise da evolução da toxicidade do extrato, foi utilizada a metodologia descrita por Araújo et al. (2010), com o extrato do caule da J. mollissima dissolvido em solução de dimetil sulfóxido (DMSO) a 1% nas concentrações 100, 500 e 1000µg/mL. Os valores obtidos com a média do número de náuplios mortos foram submetidos a análise estatística, em que a concentração letal foi estimada em 50% (CL50) do larvas através do método de Análise de Probit, de acordo com o teste de Spearman-Karber com intervalos de confiança de 95%, usando o software TRIMMED (versão 1.5). 
Ação biológica do extrato etanólico de Jatropha mollissima sobre ovos e larvas de 

Haemonchus contortus. Para testar a ação ovicida e larvivida, foi realizado coprocultura utilizando a metodologia adaptada de Robert O’Sullivan ȋͳͻͷͲȌ. Foi adicionado 2,5ml de extrato etanólico de J. 
mollissima na concentração de 660,80 µg/ml à culturas fecais monoespecíficas de Haemonchus contortus, contendo 6.500 ovos. Para o grupo controle o extrato foi substituído por água destilada, todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Após sete dias, em temperatura ambiente, procedeu-se a recuperação e contagem das larvas de terceiro estágio (L3) em microscópio óptico. 
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Para avaliação da eficiência do extrato sobre ovos e larvas nos diversos tratamentos, foi utilizada a fórmula adaptada descrita por Camurça-Vasconcelos et al. (2007):  ET: L3 inicial - L3 do grupo tratado L3 inicial Onde: L3 inicial corresponde à estimativa do número de larvas em cada coprocultura L3 do grupo tratado corresponde à quantidade de larvas recuperadas após 8 dias de incubação com os diferentes tratamentos.  
Experimento in vivo 

Local da Pesquisa. O experimento foi conduzido no Núcleo de Pesquisa para o Tropico Semiárido – NUPEÁRIDO, do Centro de Saúde e Tecnologia Rural da UFCG - Patos. Que está localizado no semiárido paraibano, com clima predominante seco e temperatura média anual de 30,6º (28,7º e máxima de 32,5º). 
Período de adaptação. Trinta dias antes do inicio do experimento, os animais foram estabulados em baias individuais, com piso ripado suspensos, água e alimento foram oferecidos ad libitum, vermifugados com ivermectina 1% injetável e closantel 10% via oral até a negativação do OPG. Foi administrado, em três dias consecutivos, por via oral, três mil de larvas infectantes de Haemonchus 

contortus. Vinte um dias após a administração da ultima dosagem de larvas infectantes, foram realizadas contagens de ovos e os animais com OPG acima de 1000 foram selecionados para o experimento. 
Delineamento experimental. Foram utilizados 20 ovinos sem padrão de raça definido (SPRD), com idade média de 12 meses, distribuídos aleatoriamente em quatro grupos e cinco repetições por tratamento (Quadro 1). 
Analise parasitológica. Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 e encaminhadas ao Laboratório de Doenças Parasitárias dos Animais Domésticos (LDPAD), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro de Saúde e Tecnologia Rural (CSTR), para contagem de ovos (Ueno & Gonçalves 1998) e coprocultura (Roberts & O´Sulivan 1950). 
Hematócrito. Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular de cada animal nos dias 0, 14 e 28 do período experimental e acondicionadas em tubos a vácuo contendo EDTA (etilenodiamino-tetracético-di-sódico) como anticoagulante. Após coletadas, as amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Patologia Clinica Veterinária da Universidade Federal de Campina Grande, para verificação do Hematócrito (Ht) (Jain, 1993). 
Analise estatística. Os valores de OPG foram analisados após a transformação logarítmica em log (x + 1) e submetidos à análise de variância (ANOVA) de uma via e teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises foram realizadas utilizando o software BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007). Para determinação da eficiência do extrato etanólico da J. mollissima, foi utilizado o teste de redução de ovos por grama de fezes (RCOF), descrita por Coles et al. (1992):  RCOF = [1-(OPGi/OPGf)] x 100 Em que:  OPGf = média do número de ovos por grama de fezes no final do tratamento; OPGi = média do número de ovos por grama de fezes no início do tratamento. As análises hematológicas foram avaliadas pelo ANOVA seguido do teste Tukey. Os resultados foram processados no programa estatístico SAS (versão 9.1) e o nível de significância foi 5%.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Experimento in vitro O teste de toxicidade revelou que o extrato de Jatropha mollissima é tóxico mesmo em baixas concentrações, apresentando CL50 igual a 660, 80µg/ml (Quadro 2). Resultado que comprova a ação bioativa desse extrato, de acordo com a classificação descrita por Mayer (1982), que considera tóxicos extratos que apresentam CL50 inferior a 1000µg/ml. Rajeh et al. (2012) verificaram o efeito tóxico do extrato do caule de Euphorbia hirta, também do gênero Euphorbiaceae, nas concentrações de 0,07 a 100mg/ml, obtendo como resultado, a CL50 1,589 mg/ml. Quando comparados com resultados obtidos no presente trabalho, verifica-se a J. mollissima foi mais eficiente, provavelmente porque os valores dos princípios bioativos são maiores. 
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A concentração letal para 50% (CL50) é um parâmetro utilizado em testes para a detecção de substâncias bioativas e os resultados de seu estudo relacionam-se a efeito anti-helmíntico (Amarante et al. 2011). Dessa forma, no presente estudo utilizou-se como parâmetro inicial a CL50 dos náuplios de 
Artemia salina, sobre o nematódeo Haemonchus contortus de ovinos. Na análise das culturas fecais, observa-se que nas coproculturas em que foi adicionado o extrato etanólico de J. mollissima, houve redução estatisticamente significativa (p>0,05) na eclodibilidade, quando comparada com a coprocultura controle (Quadro 3). Quanto à recuperação das larvas de terceiro estágio, as coproculturas que receberam o extrato, tiveram uma eficiência de 70,77% (1900) e no grupo controle a eficiência foi de apenas 10,4% (5.824), sugerindo que o caule do pinhão-bravo pode ter um efeito anti-helmíntico em animais. Monteiro et al. (2011), obtiveram resultados semelhantes, ao testar o efeito in vitro do extrato etanólico de Jatropha curcas, e observaram redução de 99,8% na eclodibilidade com o extrato na concentração 50 mg/mL, enquanto que no presente estudo foi de 89,6% a uma concentração inferior (660,80 µg/ml). O maior percentual observado no trabalho citado, pode ter ocorrido devido ter sido utilizada uma maior contração do extrato ou ainda devido à variação na intensidade de metabólitos secundários (Sabandar et al. 2013). 
 
Eficácia do experimento in vivo Na avaliação do efeito do extrato etanólico de Jatropha mollissima sobre os percentuais de redução da carga parasitária in vivo, observou-se redução de 47,1 e 43,7% na contagem de ovos por grama de fezes (OPG) dos grupos tratados com o extrato nas concentrações 660,80 µg/ml e 1321,6 µg/ml, respectivamente, enquanto que no controle com ivermectina 1%, a redução foi de 40,6% (Quadro 4). O grupo de animais tratados com a concentração de 660,80µg/ml apresentou melhores resultados.  Nos grupos dos animais tratados com o extrato e ivermectina, observou-se que os valores de OPG decresceram significativamente (p>0,05) ao longo do experimento, o que não foi observado no controle negativo. O baixo percentual observo no grupo de animais tratos com ivermectina pode ter ocorrido devido à resistência parasitária (Almeida et al. 2010), onde o fármaco que é constantemente empregado, seleciona linhagens de helmintos resistentes. Segundo Barrère et al. (2013), a resistência representa um grande problema na criação de pequenos ruminantes em todo o mundo. No Nordeste brasileiro, Santos et al. (2014) também observaram este fenômeno em H. contortus. Nesse sentido, pesquisas têm buscado alternativas para o controle parasitário (Ribeiro et al. 2013). Na literatura consultada, não há relatos de pesquisas semelhantes às do presente trabalho, com a espécie J. mollissima. Porém, estudos apontam a eficácia anti-helmíntica de plantas da mesma família. No Brasil, Carvalho et al. (2012), constataram a eficácia in vitro de Hura crepitans na inibição do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus em ovinos e Lone et al. (2012), in vivo com a Euphorbia 
helioscopia. Quanto à avaliação do hematócrito (Ht) (Quadro 5), observou-se que os valores encontrados estão dentro dos parâmetros considerados normais para a espécie, 27-45% (Byers & Kramer 2010), nos grupos submetidos aos tratamentos com J. mollissima, ivermectina e o controle. Costa et al. (2011), avaliando ovinos tratados com closantel e ivermectina, também não observaram variação significativa no hematócrito após a aplicação dos tratamentos. Kaplan (2004), afirma que a infecção por H. contortus causa anemia aos animais devido à ação espoliativa do parasita adulto, ingerindo até 250 mL de sangue por dia (Urquhart, 1996). Os animais do presente estudo, mesmo parasitados, não apresentaram anemia, segundo Molento et al. (2004), animais com OPG acima de 1000 não apresentam sinais clínicos de anemia. Isto pode ter ocorrido provavelmente devido capacidade de recuperação do VG dos animais (Madureira et al., 2013). De acordo com Delfino et al. (2012) no início do parasitismo, órgãos eritropoiéticos como a medula óssea, dos ossos longos, são ativados e os valores sanguíneos retornam à sua normalidade.  Verificou-se queda no Ht em todos os grupos ao longo do experimento, embora estatisticamente não significativa. Estes achados são semelhantes ao encontrados por Kawano et al. (2001), que constatou diminuição gradual nos valores hematológicos de ovinos naturalmente infectados submetidos a tratamento com doramectina. Podendo ser explicado pela habituação dos animais ao manejo na coleta de material e diminuição da excitabilidade (Stear et al. 1995) ou pela espoliação sanguínea e hemorragia nos pontos de fixação dos vermes, à resposta hematopoiética lenta ao esgotamento das reservas de ferro e ao fator crescimento (Kawano et al. 2001).  
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CONCLUSÕES O extrato etanólico do caule de Jatropha mollissima na concentração de 660µg/mL é tóxico para náuplios de Artemia salina; A concentração de 660µg/mL do extrato etanólico do caule de J. mollissima é eficaz sobre ovos e larvas e adulto do nematódeo Haemonchus contortus; Os animais monoinfectados por H. contortus não apresentaram anemia; A planta estudada demonstra ter potencial fitoterápico para fins de controle de nematódeos gastrintestinais em ovinos.    
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Quadro 1. Delineamento do experimento in vivo com ovinos SRD submetidos a tratamentos com 
Jatropha mollissima no semiárido paraibano 

Grupo Animais Tratamento Concentração Dosagem Aplicação Via Dia 
G1 5 Ivermectina 1% 1ml/Kg/PV Parenteral Zero 
G2 5 Água 0 10 ml Oral 0, 7, 14, 21 e 28 
G3 5 Extrato 660,80 µg/ml 10 ml Oral 0, 7, 14, 21 e 28 
G4 5 Extrato 1321,6 µg/ml 10 ml Oral 0, 7, 14, 21 e 28 

 

Quadro 2. Valores da CL50 calculados para o extrato do caule de Jatropha mollissima e intervalo de 
confiança de 95% 

Jatropha mollissima CLͷͲ ȋμg/mLȌ Intervalo de Confiança Caule 660,80 598,57-729,51 CL50 = Concentração letal 50% dos náuplios de Artemia salina. 
 

Quadro 3. Eficiência do extrato etanólico do caule de Jatropha mollissima sobre Haemonchus 
contortus de ovinos 

Tratamento Concentração (µg/ml) Média de L3 Eclodibilidade (%) Eficiência (%) Extrato 660,80 1900+430 29,23 70,77 Controle Água destilada 5824+410 89,6 10,4 
 

Quadro 4. Média aritmética re-transformada [(log (x+1)], desvio padrão e percentual de redução 
do OPG de ovinos artificialmente infectados com Haemonchus contortus, submetidos a diversos 

tratamentos com extrato etanólico de Jatropha mollissima 

Tratamentos OPG Dia zero OPG  Dia 07 OPG Dia 14 OPG Dia 21 OPG Dia 28  RCOF (%) G1 1500a+320 1433 a +350 1180 a +420 1280 a +250 890 b +410 40,61 G2 1460 a +250 1550 a +300 1900 a +300 1620a +300 1350a +200 7,52 G3 1400 a +300 920 b +240 860 b +200 640b +360 740b +300 47,11 G4  1600 a +280 1200 a +300 1160 b +300 1080b +260 900b +200 43,71 Valores seguidos por letras diferentes em linhas diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste Tukey para amostras independentes, valores seguidos de número diferentes nas colunas diferem estatisticamente (p>0,05). G1 = Controle positivo, Ivermectina 1%; G2 = Controle negativo, água.  G3 = Pinhão 660,80 µg/ml; G4 = Pinhão 1321,6µg/ml. 
Quadro 5. Valores percentuais médios do Hematócrito (Ht) de ovinos artificialmente infectados 

com Haemonchus contortus nos diversos tratamentos Dia G1 G2 G3 G4 0 33,20±2,39a 34,60±1,95a 35,80±2,39a 34,40±3.58a 14 34,80 ±2,59a 35,40±2,30a 32,00±2,00a 30,60±4.16a 28 34,20±1,92a 34,20±1,30a 32,60±3,049a 29,80±5.26a 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, água.  G3 = Pinhão 660,80 µg/ml; G4 = Pinhão 1321,6µg/ml. 
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CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que o extrato etanólico de Jatropha mollissima apresenta diversos metabólitos 
secundários com potencial farmacológico. Sobre o microcustáceo Artemia salina o extrato 
mostrou-se tóxico, mesmo em baixas concentrações. Nos testes sobre ovos, larvas e adulto do 
nematódeo Haemonchus conortus, a concentração letal obtida no teste sobre A. salina foi 
eficaz, nenhum animal utilizado no experimento apresentou anemia. Portanto, a espécie J. 

mollissima representa promissora fonte de princípios ativos com ação medicinal. 
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t e n h a m sido extensamente modificados, devem ser apenas referidos por citagao. Estudos em humanos e em 
animais devem, obrigatoriamente, fazer referenda a aprovacao do Comite de Etica correspondente. 

Resultados e Discussao: deverao ser apresentados de forma concisa e em ordem logica. Tabelas ou figuras, 
quando possivel, devem substituir o texto, na apresentacao dos dados. Sempre que pertinente, fornecer as 
faixas, desvios padrao e indicar as significancias das diferengas entre os valores numericos obtidos. A 
discussao deve se restringir ao significado dos dados obtidos e resultados alcangados, procurando, sempre 
que possivel, relacionar sua significancia em relagao a trabalhos anteriores da area. Especulagdes que nao 
encontram justif icative para os dados obtidos devem ser evitadas. E facultativa a apresentacao desses itens 
em separado. 

Conclusoes: quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto. 
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ati'veis com as exigencias de cortesia e divulgagao. 

-encias bibliograficas: devem ser organizadas de acordo com as normas da Assotiagao Brasileira de 
as Tecnicas - ABNT NBR-6023, ordenadas alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de todos 
Jtores. A exatidao das referencias bibliograficas e de responsabilidade dos autores. Para 
iplos, consultar o site w w w . b c o . u s p . b r . 

1 Apresentacao dos originais: 

abalhos devem ser apresentados em lauda padrao (de 30 a 36 linhas com espago 1,5), util izando o 
ama Word for Windows. Os trabalhos, acompanhados de carta de encaminhamento assinada por todos 
tores, devem ser enviados, apenas por via eletronica. 

' Informacoes Adicionais: 

So bibliografica: As citagoes bibliograficas devem ser apresentadas no texto pelo(s) nome(s) do(s) 
(es), com apenas a inicial em maiusculo, seguidas do ano de publicagao. No caso de haver mais de tres 
es, citar o primeiro e acrescentar a expressSo et al . Caso haja mais de uma citagao com mesmos autores 
;mo ano de publicacao, diferencia-las com letras minusculas j u n t o ao ano. 

racoes: As ilustragdes (graficos, tabelas, formulas qufmicas, equagdes, mapas, f iguras, fotografias) 
n ser incluidas no texto, o mais proximo possivel das respectivas citagoes. Mapas, figuras e fotografias 
n ser, t a m b e m , apresentados em arquivos separados e digitalizadas em formato TIF ou JPG com 
jgao de 300 dpi . Cada fasciculo da BJPS reproduzira, na capa, figura escolhida de urn dos 
ilhos. As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos romanos e as figuras em 
smos arabicos, seguidos do t i t u l o . As palavras TABELA e FIGURA devem aparecer em maiusculas apenas 
ulo ou na legenda, respectivamente. Legendas e t i tulos devem acompanha-las nos arquivos separados, 
i como no texto. 

enclatura: pesos, medidas, nomes de plantas, animais e substantias quimicas devem estar de acordo 
JS regras Intemacionais de nomenclatura. A gratia dos nomes de farmacos deve seguir, no caso de 
is nationals, as Denominagoes Comuns Brasileiras (DCB) em vigor, podendo ser mencionados uma vez 
^ parenteses, com ini t ia l maiuscula) os registrados. 
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INSTRU0ES AOS AUTORES 
Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletrdnica. atraves do 
e-mail < iurqen.dobereiner@Dvb.com.br>. com os arquivos de texto na versao 
mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacao 
disponivel no site da revista (vmw.pvb.com.br. Devem constituir-se de resultados 
de pesquisa ainda nao publicados e nao considerados para publicagao em outra 
revista. 

Para abreviar sua tramitacao e aceitagao. os trabalhos sempre devem ser 
submetidos conforme as normas de apresentagao da revista (www.pvb.com.br) 
e o modelo em Word (PDF no site). Os orioinais submetidos lora das normas de 
apresentacao. serao devolvidos aos autores nara a devida adequagao. 

Apesar de nao serem aceitas comunicagoes {Short communications) sob 
forma de "Notas Cientfficas", nao ha limite minimo do numero de paginas do trabalho 
enviado, que deve, portm, confer pormenores suficientes sobre os experimentos 
ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesioloaia e Ciruroia 
serao recebidos para submissao somente os da area de Animais Selvagens. 

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinioes e conceitos 
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assistencia da Assessoria 
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagOes aconselhaveis ou 
necessarias. Os trabalhos submetidos sao aceitos atraves da aprovacao pelos pares 
(peer review). 

NOTE: Em complementagao aos recursos para edigao da revista (impressa 
e online) e distribuicao via correio e cobrada taxa de publicagao {page charge) 
no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasiao do envio da 
prova linal, ao autor para correspondencia. 

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em 
Titulo, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUQAO, MATERIAL E METODOS, 
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagao destes dois ultimos), 
Agradecimentos e REFERENCIAS: 

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho; 
pormenores de identificagJo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E 
METODOS. 

b) 0(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto 
oara facilitar sua identificagao cientifica. como para as citagoes bibliograficas. 
Em muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e 
abreviar os demais sobrenomes: 

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; 
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa E; 
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Sifvana M.M.S. Silva, 
inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva 
S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva 
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexagao, recomenda-se que os 
trabalhos tenham o maximo de 8 autores: 
c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes 

do RESUMO em portugufes, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. 
Ambos devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE INDEXAQAO", 
respectivamente; 

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito 
e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados 
e conclusoes. Nos trabalhos em ingles, o tftulo em portugues deve constar em 
negrito e entre colchetes, logo ap6s a palavra RESUMO; 

e) a INTRODUQAO deve ser breve, com citagao bibliografica especifica sem 
que a mesma assuma importance principal, e finalizar com a indicagao do objetivo 
do trabalho; 

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a 
repetigao do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagao com animais, 
deve constar a aprovacao do projeto pela Comissao de Etica local; 

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados obti­
dos. Quadras devem ser preparados sem dados superfluos, apresentando, sem­
pre que indicado, madias de varias repetigoes. E conveniente, as vezes, expressar 
dados complexos por graficos (Figuras), ao inves de apresenti-los em Quadras 
extensos; 

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao 
convem mencionar trabalhos em desenvolvimento ou pianos futuros, de modo a 
evitar uma obrigagao do autor e da revista de public4-los; 

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados 
no trabalho; 

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em 
notas de rodapG; 

k) a Lista de REFERENCIAS, que so incluira a bibliografia citada no trabalho 
e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada 
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de 
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referencias em ordem 
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o tftulo de cada publicagao e, 
abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando 
as instrugdes do "Style Manual for Biological Journals" (American Institute for 
Biological Sciences), o "Bibliographic Guide for Editors and Authors" (American 
Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www. 
pvb.com.br). 

2. Na elaboragao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas: 
a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentagao 

de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob "Instrugoes 
aos Autores" (www.pvb.com.br). A digitalizagao deve ser na fonte Cambria, 
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de 
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nao deve 
ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadras no 
final (logo apds as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus 
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, 
devem ser introduzidos atraves da ferramenta "Inserir" do Word; pois imaaens 
copiadas e coladas perdem as informagoes do proqrama onde foram oeradas. 
resultando, sempre, em m& qualidade; 

b) a redagao dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto 
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas 
de rodape serao numeras arabicos colocados em sobrescrito apbs a palavra ou 
frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o trabalho: 
as notas serao langadas ao pe da pagina em que estiver o respective sinal de 
chamada. Todos os Quadras e todas as Figuras serao mencionados no texto. Estas 
remissSes serao feitas pelos respectivos numeras e, sempre que possivel, na 
ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente em 
urn so paragrafo e nao deverao confer citagoes bibliograficas. 

c) no rodape da primeira pagina devera constar enderego profissional 
complete de todos os autores e o e-mail do autor para correspondencia, bem 
como e-mails dos demais autores (oara eventualidades e confirmagao de 
enderego para envio do fasciculo impresso): 

d) siglas e abreviagoes dos nomes de instituigdes, ao aparecerem pela 
primeira vez no trabalho, serao colocadas entre parenteses e precedidas do nome 
por extenso; 

e) citagoes bibliograficas serao feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos 
de ate tres autores serao citados pelos nomes dos tres, e com mais de tres, 
pelo nome do primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos nao se 
distinguirem por esses elementos, a diferenciagao sera feita atraves do acr&cimo 
de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao consultados na Integra 
pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva 
referenda, "(Resumo)" ou "(Apud Fulano e o ano.)"; a referenda do trabalho 
que serviu de fonte, sera incluida na lista uma so vez. A mengao de comunicagao 
pessoal e de dados nao publicados e feita no texto somente com citagao de Nome 
e Ano, colocando-se na lista das Referencias dados adicionais, como a Instituicao 
de origem do(s) autor(es). Nas citagoes de trabalhos colocados entre parenteses, 
nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apos 
cada ano; a separagao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas, 
exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007); 

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa 
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com 
o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenagao 
de seus varios elementos. 

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem 
ser preferencialmente enviadas por via eletrdnica. Quando as fotos forem 
obtidas atraves de cameras digitals (com extensao "jpg"), os arquivos deverao 
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragoes). Quando obtidas 
em papel ou outro suporte, deverao ser anexadas ao trabalho, mesmo se 
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem 
ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor; 
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura 
pela palavra "pe". Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas 
em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengoes 
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso de 
titulo ao alto da figura. Fotografias deverao ser apresentadas preferentemente 
em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos ("slides"). Para 
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser colocados em 
envelope. 

Na versao online, fotos e graficos poderao ser publicados em cores; na versao 
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras 
podera ser em cores. 

4. As legendas explicath/as das Figuras conterao informagoes suficientes 
para que estas sejam compreensfveis, (ate certo ponto autoexplicativas , com 
independence do texto) e serao apresentadas no final do trabalho. 

5. Os Quadras deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no 
final do texto. Cada um tera seu tftulo complete e sera caracterizado por dois 
tragos longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses 
dois tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao 
ha tragos verticals. Os sinais de chamada serao alfabeticos, recomegando, 
se possivel, com "a" em cada Quadra; as notas serao langadas logo abaixo do 
Quadra respectivo, do qual serao separadas por um trago curto a esquerda. 
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Modelo 
Deve ser seguido, em todos os pormenores, para a submissao de trabalhos a revista 

Pesquisa Veterinaria Brasileira 
Trabalho 

Padronizacao da tecnica de imuno-histoquimica para raiva em 
amostras de tecido do sistema nervoso central de bovinos 

fixadas em formol e emblocadas em parafina1 

Pedro M.O. Pedroso2, Caroline A. Pescador2, Paulo M. Bandarra2, Djeison L. Raymundo2, 
Mauro R. Borba2, Flademir Wouters3, Pedro S. Bezerra Junior3 e David Driemeier2* 

ABSTRACT.- Pedroso P.M.O., Pescador CA., Bandarra P.M., Raymundo D.L., Borba 
M.R., Wouters F., Bezerra Jr P.S. & Driemeier D. 2009. [Standardization of 
immunohistochemistry technique for detection of rabies virus in formalin-fixed and 
paraffin-embedded tissue samples from central nervous system of cattle.] 
Padronizacao da tecnica de imuno-histoquimica para raiva em amostras de tecido do 
sistema nervoso central de bovinos fixadas em formol e emblocadas em parafina. Pesquisa 
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de 
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Goncalves 9090, Porto 
Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@,ufrgs.br 

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: XIV 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. 
INDEX TERMS: Diseases of cattle, infectious diseases, diseases of the central nervous system, 
rabies, immunohistochemistry standardization. 

1 Recebido em 
Aceito para publicacao em 

2 Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Goncalves 9090, Porto Alegre, RS 95320-000, Brasil. * Autor para 
correspondencia: davetpat@ufrgs.br 

3 Departamento de Patologia Veterinaria, Universidade Federal de Lavras (TJFLA), Cx. Postal 3037, 
Lavras, MG 37200-000, Brasil. 
(Observe que os enderecos dos autores devem ser completos. para que eles possam receber o "Exemplar do 
Autor" de seu trabalho publicado) 
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RESUMO.- Para a padronizacao da tecnica 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 e dois monoclonais. Para a recuperacao antigenica 
foram avaliados os seguintes reagentes: protease XIV, proteinase K e tampao citrato pH 
6,0 mantido a 100°C por 15 minutos. A deteccao de antigeno rabico nas amostras foi 
possivel com os tres anticorpos utilizados. O anticorpo policlonal foi superior aos 
anticorpos monoclonais, demonstrando bons resultados com os tres protocolos de 
recuperacao antigenica, obtendo uma maior intensidade de marcacao quando utilizado o 
tampao citrato e calor. A tecnica de imuno-histoquimica demonstrou a presenca do 
antigeno viral no citoplasma de neuronios na forma de agregados de granulos ou de forma 
redonda ou oval, mostrando corpiisculo de inclusao viral unico a multiplos nos neuronios. 
A imuno-histoquimica e um metodo rapido, podendo ser usada na rotina em casos onde 
inicialmente ha suspeita de raiva, especialmente em casos onde fragmentos de cerebro 
submetidos ao laboratorio foram fixados em formol, onde as amostras nao podem ser 
enviadas ao laboratorio imediatamente e para a realizacao de estudos retrospectivos. 
TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de bovinos, doencas infecciosas, doen9as do sistema 
nervoso, raiva, padronizacao de imuno-histoquimica. 

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

No Brasil, Desmodus rotundus e a principal especie de morcego hematofago que 
transmite a raiva para bovinos, porem outras especies {Diaemus youngi e Diphylla 
ecaudatd) podem ocasionalmente transmitir, a doenca (Fernandes & Riet-Correa 2007). A 
raiva bovina ocorre em todo o Brasil e tern importancia na maioria dos Estados, tanto pelo 
carater de zoonose como por causar perdas economicas na pecuaria. Anualmente as perdas 
de bovinos por raiva sao estimadas em aproximadamente 850.000 cabecas, que equivalem 
aproximadamente a 17 milhoes 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 lesoes histologicas de raiva sao 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 nao-purulentas 
(Fernandes & Riet-Correa 2007) com ganglioneurite mononuclear (Swanepoel 2004). 

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

A comparacao entre metodos histoquimicos, de imunofluorescencia direta e de 
inoculacao intracerebral em camundongos tern revelado maior concordancia entre 
imunofluorescencia e inoculacao intracerebral em camundongos, embora ocorram 
esporadicamente resultados falsos negativos ora em uma, ora em outra tecnica (Cortes et 
al. 1979). 

O objetivo da padronizacao da tecnica de imuno-histoquimica para raiva foi 
estabelecer um protocolo padrao de diagnostico 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 diagnostico de 
doencas 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 Ministerio da 
Agricultura Pecuaria 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 tres 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 imunofluorescencia 
direta (IFD) e na prova de inoculacao intracerebral em camundongos (IIC). 

Uma amostra do tronco cerebral de cada bovino necropsiado foi fixada em formol 10%, 
processada rotineiramente para exame histopatologico, incluida em parafina, cortada a 5 urn de 
espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE) (Prophet et al. 1992). Dados sobre os historicos, 
quadro clinico dos animais afetados foram obtidos com o veterinario requisitante ou pela propria 
equipe do SPV. 

Para a padronizacao da tecnica de imuno-histoquimica para raiva foram feitos cortes 
histologicos de 5um de espessura e aplicados sobre laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath), 
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de aquece-las em estufa a 60°C por 3-4 
horas. Apos os cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em graduac5es decrescentes de 
alcool ate a agua destilada. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela incubacao das laminas 
em solucao de peroxido de hidrogenio a 3% em agua destilada por 15 minutos em temperatura 
ambiente, sendo posteriormente lavadas em agua destilada tres vezes por dois minutos. Para a 
recuperacao antigenica foram avaliados os seguintes reagentes: protease XIV (Sigma Chemical 
Company, Poole, UK), proteinase K (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e tampao Citrato 
(2,lg de acido citrico em 1 litro de agua 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 camara umida por 15 minutos em temperatura ambiente. Os cortes tratados com 
proteinase K foram preparados com 40pl (uma gota) da solucao diluida em 2ml 0,05M Tris-HCL 
pH 7,5 por 1 minuto em camara umida e temperatura ambiente. As laminas tratadas com tampao 
citrato lOmM (pH 6,0), foram colocadas em jarras de coloracSo de polipropileno durante 15 
minutos em banho-maria em panela de uso comercial de aco inox com dimensSes de 24x20x20cm 
(altura x largura x comprimento) com capacidade para dois litres previamente aquecido atingindo 
uma temperatura de 100°C. Logo apos as laminas foram esfriadas por 5 minutos em temperatura 
ambiente. 

Para a diminuicao das ligacSes inespecificas ("background"), os cortes foram tratados com 
leite desnatado (Molico®) 5% diluido em agua destilada durante 15 minutos. Os cortes foram 
cobertos com solucao contendo o anticorpo primario. Foram utilizadas as diluicSes 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 imunofluorescencia direta adaptado de 
Rech (2007]. Os cortes testados com os anticorpos monoclonais foram incubados em camara umida 
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 agua destilada e tratados 
com anticorpo secundario biotinalado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 20 
minutos em camara umida e temperatura ambiente. Logo apos foram lavados em agua destilada e 
tratados com o conjugado Streptavidina-peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por mais 20 
minutos cada em camara timida e temperatura ambiente, sendo lavados novamente em agua 
destilada e submetidos a revelacao com o crom6geno 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 agua corrente por 1-2 minutos e desidratados em 
graduac t̂es de alcool, clarificadas em xilol e montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany 
Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA). Em seguida as laminas foram avaliadas em microsc6pio 
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optico e classificadas de acordo com a intensidade de marcacao 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 imunofluorescencia direta e inoculacao intracerebral 
em camundongos. 

RESULTADOS 
Os bovinos deste estudo apresentaram um quadro clinico caracterizado por incoordenacao, 
paresia e paralisia dos membros posteriores, decubito e morte. Todas as cinco amostras 
analisadas caracterizaram-se na histologia por meningoencefalomielite nao-supurativa, 
com presenca de manguitos perivasculares, microgliose e presenca de corpusculos de 
inclusao viral intracitoplasmaticos em neuronios. O teste de imunofluorescencia direta para 
raiva e inoculacao intracerebral em camundongos foi positivo em todos os casos analisados 
e serviu de padrao para avaliacao do metodo imuno-histoquimico. 

A deteccao de antigeno rabico nas amostras analisadas foi possivel com os tres 
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 tres protocolos de recuperacao antigenica, porem teve 
maior intensidade de marcacao quando utilizado calor com solucao de tampao citrato, 
obtendo-se grau de marcacao acentuado nos casos testados (Fig.l). Podem-se identificar 
marcacao no pericario, axonios (Fig.2) e algumas vezes em dendritos dos neuronios. 
Recuperacao antigenica com protease XIV e proteinase K obtiveram intensidade de 
marcacao semelhantes, prevalecendo uma marcacao moderada em ambos tratamentos 
enzimaticos. No Quadro 1 estao representados os graus de intensidade de marcacao imuno-
histoquimica com o anticorpo policlonal nos cinco casos analisados no presente estudo. 

A digestao com protease XIV e proteinase K apresentou baixa intensidade de 
marcacao com os anticorpos monoclonais. O anticorpo GeneTex apresentou marcacao leve 
nas recuperacoes antigenicas com protease XIV e proteinase K e o anticorpo Biodesign 
obteve melhor marcacao quando utilizado proteinase K, ambos na diluicao de 1:500. A 
intensidade de marcacao com o anticorpo GeneTex (GTX 21002) e Biodesign (C86307M) 
estao representados nos Quadros 2 e 3, respectivamente. 

Na recuperacao antigenica com calor e tampao citrato os dois anticorpos 
monoclonais apresentaram ausencia de marcacao. Todos os casos que foram positivos na 
tecnica de imuno-histoquimica demonstraram a presenca do antigeno viral no citoplasma 
de neuronios na forma de agregados de granulos (Fig.3) tambem na forma redonda ou oval, 
mostrando corpusculo de inclusao viral unico a multiplos nos neuronios (Fig.4). 

Na determinacao da diluicao do anticorpo policlonal anti-raiva, foram obtidos 
resultados positivos nas diluic5es de 1:500 e 1:1000. Perda na qualidade da identificacao 
do antigeno de raiva foi visualizado quando os anticorpos foram diluidos a 1:1500. O 
bloqueio das reacoes inespecificas mostrou-se bastante eficaz quando os cortes foram 
incubados com leite em po 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 
lesoes histopatologicas, sendo confirmados pelo teste de imunofluorescencia direta para 
raiva e inoculacao 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 padronizacao da tecnica de imuno-
histoquimica foram fixadas em formol 10% por um periodo que variou de 24 horas a uma 
semana. Trabalhos previos sugerem que a fixacao prolongada prejudica a deteccao de 
antigenos virais (Ramos-Vara 2005). 
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Foi possivel observar que o anticorpo policlonal empregado apresentou marcacao 

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 utilizacao de 
anticorpos policlonais possibility que uma maior quantidade de epitopos seja marcada, uma 
vez que ha uma grande variacao na fonte de animais utilizados na producao de antigenos 
(Van Maanen et al. 2004). Estes sao geralmente empregados nos testes de rotina de 
imunofluorescencia direta pra raiva (Terra 2007). 

A recuperacao antigenica utilizando-se solucao tampao citrato previamente 
aquecida em banho-maria a 100°C possibilitou intensa marcacao com o anticorpo 
policlonal. Diversos metodos de recuperacao antigenica usando calor tern sido utilizados 
em IHQ como autoclave (Bankfalvi et al. 1994), panela de pressao (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 
ligacoes cruzadas e expor os epitopos para o reconhecimento do anticorpo primario 
(Puchtler & Meloan 1985, Anthony et al. 1989, Shi et al. 1997). No presente estudo so foi 
usado banho-maria com a utilizacao de panela domestica com agua aquecida a 100°C, 
apresentando excelente resultado. Machado et al. (2004) obteve bons resultados com a 
tecnica de imuno-histoquimica para raiva utilizando tampao citrato com calor, porem 
usando forno de microondas seguido de digestao enzimatica com tripsina 0,1%. 

As laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath) atraem eletrostaticamente as 
seccoes de tecido incluidas em parafina, aderindo-os melhor a lamina e assim 
demonstraram ser melhores que laminas preparadas com gelatina. Os cortes nestas ultimas 
com frequencia se descolavam quando aquecidos para recuperacao antigenica em 
microondas e banho-maria. 

A imuno-histoquimica e um metodo rapido, podendo ser usado na rotina em casos 
onde inicialmente ha suspeita de raiva (Machado et al. 2004), especialmente em casos onde 
fragmentos de cerebro submetidos ao laboratorio foram fixados em formol, 
impossibilitando a realizacao da imunofluorescencia direta ou a inoculacao intracerebral 
em camundongos. Por vezes a deteccao de antigenos do virus da raiva por imuno-
histoquimica tern sido relatada mesmo em tecido nervoso em processo de autolise (Arslan 
et al. 2004). Estudos feitos com materials deteriorados comprovaram que o primeiro exame 
que resulta em falso negativo e a deteccao dos corpusculos de Negri, seguido pela 
inoculacao em camundongos e, por ultimo, a imunofluorescencia direta (Fernandes & Riet-
Correa 2007). A imuno-histoquimica permite o uso de tecidos fixados em formol, o que 
possibility o envio das amostras ao laboratorio quando condicoes de refrigeracao e 
transporte sao inadequadas (Hamir & Moser 1994). A imuno-histoquimica pode ser 
tambem usada, particularmente em estudos retrospectivos, quando tecidos frescos ou 
congelados nao podem ser avaliados ou quando as amostras nao podem ser enviadas ao 
laboratorio imediatamente. (Arslan et al. 2004). 

Os resultados do presente trabalho demonstram que a tecnica de imuno-
histoquimica para raiva utilizando-se anticorpo primario policlonal Chemicon #5199 
apresentou excelentes resultados quando tratados com calor e solucao de tampao citrato na 
recuperacao antigenica. A utilizacao deste anticorpo policlonal associado a recuperacao 
antigenica com tampao citrato em banho-maria demonstrou tambem vantagem economica 
visto que os materials empregados foram de menor custo quando comparados com outros 
protocolos. Proporcionou tambem economia de tempo, pois com os dois anticorpos 
monoclonais e recuperacao antigenica com protease XIV e proteinase K necessitou-se 
deixar "overnight", aumentando o tempo para finalizar o diagnostico. A imuno-
histoquimica e uma ferramenta importante de diagnostico de rotina laboratorial, 
especialmente quando o SNC e submetido fixado em formol 10%, impossibilitando a 
realizacao de provas de imunofluorescencia direta e inoculacao intracerebral em 
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camundongos, alem de, solucionar casos de meningoencefalite nao-especi'fica sem a 
presenca de corpiisculos de inclusao. 
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Legend as das Figuras 

Fig.l. Marcacao positiva acentuada vermelha em neuronios da medula espinhal. Recuperacao 
antigenica com calor e tampao citrato. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-
histoquimica pelo metodo biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina, 
obj.20x. 

Fig.2. Marcacao positiva vermelha em corpiisculos de inclusao viral no pericario (seta maior) e 
axonio (seta menor) de celula de Purkinje do cerebelo. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. 
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Imuno-histoquimica pelo metodo biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com 
hematoxilina, obj.40x. 

Fig. 3. Marcacao acentuada de antigeno viral na forma de agregado de granulos vermelhos em 
neuronios na medula espinhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquimica 
pelo metodo biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina, obj.40x. 

Fig.4. Identifica9ao positiva de corpiisculo de incl usao viral unica em neuronio fortemente marcado 
na medula espinhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquimica pelo metodo 
biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina, obj.40x. 

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

Quadro 1. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizacao do anticorpo 
policlonal (Chemicon #5199) usando tres recuperacoes antigenicas 

Recupera9ao antigenica 
Protease X I V Proteinase K Calor (Tampao Citrato) 

Caso no. 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000 
1 2 a 2 2 2 3 3 
2 2 2 2 2 3 l b 

3 2 2 2 2 3C 3 
4 1 1 1 1 3 3 
5 3 1 2 1 3 3 
6 d 0C 0 0 0 0 0 

Marcacao moderada, marcacao leve,c marcacao acentuada, controle negativo,c ausencia de marcacao. 

(Note que os titulos dos Quadros nao tern ponto no final, como alias nenhum titulo) 

Quadro 2. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizacao do anticorpo 
monoclonal GeneTex ( G T X 21002) usando tres recuperacoes antigenicas 

Recuperacao antigenica 
Protease X I V Proteinase K Calor (Tampao Citrato) 

Caso 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000 
1 l a 1 1 1 ob 0 
2 1 1 1 1 0 0 
3 1 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0 0 
5 1 1 1 1 0 0 
6C 0 0 0 0 0 0 

a Marca$ao leve, b ausencia de marcacao,c controle negativo. 
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Quadro 3. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com a utilizacao do anticorpo 
monoclonal Biodesign (C86307M) usando tres recuperacoes antigenicas 

Recuperacao antigenica 

Caso no. 
Protease XIV Proteinase K Calor (TamDao Citrato) 

Caso no. 1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000 
l b 1 1 1 1 0a 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 
6C 0 0 0 0 0 0 

a Ausencia de marcacao,b marcacao leve,c controle negativo. 

Figura 1 



Figura 2 

Figura 4 
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