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AVALIAC}AO DA TOXICIDADE E ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DE
Momordica charantia

FONSECA, Zuliete Aliona Aradjo de Souza. AVALIACAO DA TOXICIDADE E
ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DE Momordica charantia. 2016. 76f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 - RN, Brasil, 2016.

RESUMO: Nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes causam patologias graves e
s80 uma das principais causas de perdas econdmicas para criacdo de ovinos e caprinos,
principalmente em areas tropicais e subtropicais em todo o mundo. No entanto, o
desenvolvimento de métodos sustentaveis, ambientalmente aceitaveis de controle de
nematodides tornou-se um estudo necessario. Objetivando avaliar a acdo anti-helmintica do
extrato hidroalcodlico de Momordica charantia (EHMC) no controle de nematdides
gastrintestinais de ovinos foi realizado teste de eclosdo de ovos (TEO), teste de
desenvolvimento larvar (TDL), assim como testes de toxicidade e teste de reducdo de
contagem de ovos nas fezes (FECRT). Para avaliacdo da eficacia anti-helmintica in vitro os
testes TEO e TDL foram realizados utilizando EHMC nas concentracdes de 0,05; 0,1; 0,3; 0,7
e 1,5 mg ml! sobre ovos e larvas de Haemonchus contortus, ja para o teste de toxicidade
foram utilizados camundongos Balb/c agrupados aleatoriamente (n=12), com base nos
tratamentos: 4000 (G1), 6000 (G2), 8000 (G3), 10.000 mg kg (G4) e grupo controle (G5),
administrados por gavagem e mantidos em observacdo durante 14 dias. Para avaliar a acdo
anti-helmintica in vivo, 50 ovinos infectados naturalmente foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos (n=10 por grupo): G1 (grupo controle), G2 tratado com 350 mg kg* EHMC, G3
com 5 mg kg* de Levamisol, G4 com 0,2 mg kg de Ivermectina, G5 com 10 mg kg* de
Albendazol. A eficacia no controle de nematdides gastrintestinais foi avaliada 7, 14 e 21 dias
pos-tratamento para o calculo do teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes (FECRT).
Nos testes in vitro o EHMC mostrou eficécia elevada reduzindo 98,81% a eclosdo de ovos e
99,61% o desenvolvimento de larvas de H. contortus na dose de 1,5 mg ml. Para o teste de
toxicidade aguda, o EHMC néo produziu sinais de toxicidade ou morte na concentracdo de
4000 mg kg, mostrando que doses abaixo do valor referido sdo consideradas seguras para
utilizacdo em ovinos infectados naturalmente. A reducdo no OPG observada no FECRT em
ovinos foi de 57% e 56% para EHMC, 93% e 74% para Levamisol nos dias 7 e 14 pos-
tratamento, respectivamente. No dia 14 poés-tratamento, ndo houve diferenca significativa
entre EHMC e Levamisol (p<0,05), ocorrendo reducdo de 54% e 69% da excrecéo de ovos do
género Haemonchus e Trichostrongylus respectivamente no grupo tratado com EHMC no
mesmo periodo. Concluimos que o EHMC mostrou efeito anti-helmintico significativo in
vitro e in vivo, constituindo uma alternativa para o controle de nematdides gastrintestinais em
ovinos.

Palavras-chave: Fitoterapico, Helmintose, Ovinos, Haemonchus contortus
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FONSECA, Zuliete Aliona Aratjo de Souza. Evaluation of toxicity and anthelmintic
activity of Momordica charantia. 2016. 76f. Thesis (Master‘s degree In Animal Science) -
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoro - RN, Brazil, in 2016.

ABSTRACT - Gastrointestinal nematodes of small ruminants cause severe pathology and are a
major cause of economic losses in sheep and goat farming, particularly in tropical and
subtropical areas worldwide. Therefore, the development of sustainable, environmentally
acceptable methods of nematode control has become a necessity. To evaluate the anthelmintic
action of hydroalcoholic extract of Momordica charantia (EHMC) in the control of
gastrointestinal nematodes of sheep, the egg hatch test (EHT), larval development test (LDT),
and toxicity test using mices Balb/c and reduced eggs count in the feces (FECRT), were
conducted. To evaluate the anthelmintic efficacy in vitro, TEO and TDL tests were
conducted using EHMC at concentrations of 0.05; 0.1; 0.3; 0.7; 1.5 mg ml* on eggs and
larvae of Haemonchus contortus. For the toxicity tests, Balb/c mice were randomly divided in
groups (n = 12), based on the following treatments: 4.000 (G1), 6.000 (G2), 8.000 (G3),
10.000 mg.kg?* (G4) and control group (G5), administered by gavage and observed for 14
days. To evaluate the anthelmintic action in vivo, 50 sheep naturally infected were randomly
divided into five groups (n=10 per group) where: G1 was the control group, G2 was treated
with 350 mg kg' EHMC, G3 with 7.5 mg kg! of Levamisole, G4 with 0.2 mg.kg? of
Ivermectina and G5 with 10 mg.kg? of Albendazol. The efficacy on the control of
gastrointestinal nematodes was valued 7, 14 and 21 days after treatment for the calculation of
the fecal egg count reduction test (FECRT). In the in vitro tests, the EHMC turned out to be
very effective by reducing 98.81% of the hatching eggs and the development 99.61% of
H. contortus larvae in the dose of 1.5 mg.ml. In the acute toxicity test, the EHMC produced
no signs of toxicity or death at a concentration of 4.000 mg kg, showing that doses below
that value are considered safe for use in sheep naturally infected. In the FECRT, the reduction
in OPG in sheep was 57% and 56% for EHMC, 93% and 74% for levamisole on days 7 and
14 after treatment, respectively. On day 14 after treatment, there was no significant difference
between EHMC and levamisole (p<0.05), there was a reduction of 54% and 69% of excretion
of eggs of Haemonchus and Trichostrongylus respectively in the group treated with EHMC in
the same period. We conclude that the hydroalcoholic extract of M. charantia showed
significant anthelmintic effect in vitro and in vivo, providing an alternative for the control of
gastrointestinal nematodes in sheep.

Keywords: Herbal medicine, Helminths, Sheep, Haemonchus contortus
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1 INTRODUCAO

A ovinocaprinocultura é uma atividade socioeconémica bastante explorada no
Brasil, principalmente no Nordeste, constituindo importante fonte de renda para regido, no
entanto, sua rentabilidade é limitada por fatores nutricionais, sanitarios e de manejo, sendo as
helmintoses gastrintestinais principais responsaveis por perdas econdmicas para 0 setor
(VERISSIMO et al., 2012; VIEIRA et al., 2014).

Haemonchus contortus é o principal endoparasita de pequenos ruminantes em
regides tropicais e subtropicais, promovendo perda de peso, anemia e até mesmo a morte de
animais susceptiveis (FORTES et al., 2013). Seu controle € realizado principalmente com uso
de anti-helminticos (AH) administrados muitas vezes de forma inadequada, desenvolvendo
populagdes resistentes (SANTOS et al., 2012), além de contaminar produtos de origem
animal e o meio ambiente, elevando os custos de producdo (VIEIRA, 2008; KUNSA; ABEBE
2009).

A resisténcia anti-helmintica constitui um problema mundial na criacdo de ovinos,
dessa forma a busca por novos AH é extremamente necessario, no intuito de controlar a
infeccdo por nematdides multi-resistentes em areas onde AH classicos ndo sdo mais eficazes,
assim como prevenir o alastramento da resisténcia em areas em que o problema ndo € tdo
grave (KAMINSKY et al., 2011). Uma das drogas anti-helminticas mais recente derivada da
amino-acetonitrila lancadas em 2009 foi o Monepantel, desenvolvida como anti-helmintico
para ovinos comercializado como Zolvix® (KAMINSKY et al., 20083, b), no entanto estudos
ja demonstram resisténcia de Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus colubriformis e
H. contortus a essa droga (SCOTT et al., 2013; BROM et al., 2015)

Dessa forma, o uso convencional de anti-helminticos sintéticos estd sendo
gradativamente substituida ou associada a busca por abordagens alternativas que oferecam a
perspectiva de ndo apenas reduzir a dependéncia da quimioprofilaxia, mas ao fazé-lo, ajudar a
manter a eficacia dos atuais anti-helminticos (CEZAR et al., 2008; VIEIRA, 2008; FRED-
JAIYESIMI et al., 2011), tornando-se necessario 0 desenvolvimento de estudos que visem
buscar alternativas complementares aos métodos tradicionais (ADEMOLA,; ELOFF, 2010).

A fitoterapia constitui uma abordagem alternativa no controle endoparasitario de
pequenos ruminantes, desempenhando um papel importante, ao serem associadas a outros
métodos, promovendo o controle sustentavel das infeccbes por nematodides gastrintestinais,
tendo como vantagens que justificam seu uso a acdo sinérgica de varios compostos anti-

helminticos com efeitos similares e que juntos, mesmo em baixas concentracBes atuam
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aumentando a eficacia, além de constituir matéria biodegradavel e apresentarem suprimento
autossustentavel devido a diversidade da flora medicinal (CAMURCA-VASCONCELOS et
al., 2008; MAX et al., 2010).

Momordica charantia (Cucurbitaceae) é uma planta frequentemente encontrada
em paises de clima tropical e subtropical incluindo o Brasil. Folhas, frutos e sementes sdo
usados como anti-helmintico em diferentes sistemas medicinais tradicionais (PAUL,;
RAYCHAUDHURI, 2010; KUMAR et al., 2010), no entanto estudos demonstram acgao
contra diferentes patologias, incluindo atividade antitumoral hipoglicémica (SHETTY et al.,
2005), antibacteriana (MWAMBETE et al., 2009), cicatrizante (PRASHANTHI et al., 2012),
anti-oxidante (HAMISSOU et al., 2013), antidepressivo e ansiolitico (ISHOLA et al., 2014),
usado principalmente em areas rurais para controle endoparasitario de pequenos ruminantes.

Estudos de eficacia anti-helmintica de M. charantia contra nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes sdo escassos, dessa forma, objetivou-se investigar o
potencial anti-helmintico in vitro e in vivo possibilitando ao produtor uma alternativa nao
quimica para o controle de nematoides, diminuindo os residuos ambientais e em produtos de

origem animal, assim como reduzir os custos com a aquisicdo de anti-helminticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar a acdo anti-helmintica e analise fitoquimica do extrato hidroalcodlico

de folhas de Momordica charantia e sua a¢éo anti-helmintica em ovinos.

2.2 ESPECIFICOS

a) Determinar os constituintes por meio de analise fitoquimica do extrato

hidroalcodlico de M. charantia;

b) Avaliar in vitro a atividade ovicida e larvicida de M. charantia sobre ovos e

larvas de Haemonchus contortus;

c) Analisar a toxicidade do extrato hidroalcodlico de M. charantia em

camundongos Balb/c estimando a dose a ser utilizada em ovinos;

d) Avaliar in vivo a atividade anti-helmintica do extrato hidroalcodlico de

M. charantia em ovinos naturalmente infectados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HELMINTOSES EM OVINOS

A ovinocaprinocultura é considerada uma atividade bastante explorada no
nordeste brasileiro, fornecendo carne e leite a populacéo e, portanto, estimulada para melhorar
as condigcbes nutricionais das comunidades de baixa renda, no entanto infecgOes por
nematoides gastrintestinais apresentam fator limitante a producdo constituindo principal
problema sanitario (CAMURGCA-VASCONCELOS et al., 2008; LOBO et al., 2009).

As endoparasitoses gastrintestinais afetam todas as faixas etarias, com maior
severidade em animais jovens, sendo responsaveis por inumeros prejuizos como doencas
subclinicas, retardo no crescimento, diminuicdo na producdo de leite e carne, e em alguns
casos provocam altas taxas de mortalidade em decorréncia de infeccdes elevadas por
diferentes géneros de nematoides, constituindo infeccdes maltiplas (BRITO JUNIOR et al.,
2011; VERRISIMO et al., 2012).

Os pequenos ruminantes sdo acometidos por nematdides dos géneros
Haemonchus, Trichostrongylus, Strongyloides, Cooperia, Bunostomum, Trichuris,
Skrjabinema e Oesophagostomum. (VIEIRA et al., 1998), com 80% da carga parasitaria
constituida de H. contortus, nematoide mais frequente e patogénico de pequenos ruminantes
na regido nordeste do Brasil (AROSEMENA et al., 1999; MATTOS et al., 2005).

No Rio Grande do Norte, Ahid et al. (2008), atribuiram a maior prevaléncia para
Strongyloides sp. (62,3%), Haemonchus sp. (16,9%) Trichostrongylus sp. (12%) e
Oesophagostomum sp. (9%). J& para Souza et al. (2012) descreveram além dos géneros
citados acima Cooperia pectinata, Cooperia punctata e Skrjabinema ovis parasitando ovinos

no municipio de Lajes-RN, com frequéncia de 82,57% para H. contortus.

3.1.1 Parasitismo por Haemonchus contortus

H. contortus é um parasita hematdfago frequentemente encontrado em pequenos
ruminantes, seu ciclo é direto e envolve uma fase de vida livre no meio ambiente e outra
parasitaria no hospedeiro (YOSHIHARA et al., 2013). Quando adulto consome cerca de 0,05
a 0,08ml de sangue/dia, promovendo lesdes no abomaso e hemorragias em decorréncia da
secrecdo de substancias anticoagulantes, capaz de impedir a formacdo da rede de fibrina

estabelecendo um quadro clinico de parasitismo (TAYLOR et al., 2002).
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O parasitismo por H. contortus ocorre principalmente em pequenos ruminantes
com idade inferior a um ano, ou fémeas em estagio gestacional que permite condigdes
favoraveis de sobrevivéncia do parasita, eliminando grande quantidade de ovos nas fezes
desde as duas semanas anterior até dois meses ap0s o parto, promovendo grande quantidade
de larvas infectantes no pasto e consequente contaminacgdo da nova populagédo de hospedeiros
suscetiveis (CLIMENI et al., 2008; COSTA et al., 2011).

3.1.1.1 Patogenicidade do Haemonchus contortus

H. contortus constitui o parasito mais patogénico para ovinos e caprinos em
regides tropicais e subtropicais em todo o mundo, inclusive no Brasil e representa a espécie
mais dominante em termos de intensidade de infeccdo, sendo o maior responsavel pelo rapido
desenvolvimento da resisténcia em nematoides de pequenos ruminantes, por esse motivo,
estudos de eficacia das drogas anti-helmintica sdo realizados frequentemente com essa espécie
(SAULAI et al., 2001; ACHI et al., 2003).

As perdas econdmicas causadas pelo parasitismo por H. contortus deve-se
principalmente a dificuldade de controle do parasito, assim como sua grande prolificidade;
devido a informacdes insuficientes ou mesmo inadequadas sobre a frequéncia de tratamentos
e a utilizacdo correta de drogas antiparasitarias em ruminantes, que em decorréncia de graves
problemas ocasionados no rebanho necessita de um controle eficiente com associagOes de
tratamento e condi¢Oes ambientais, reduzindo a infeccdo e elevando a imunidade animal
(COSTA etal., 2011).

Na regido semiarida além do H. contortus ser o parasita mais frequente é o Unico
descrito como responsavel pela ocorréncia de surtos de helmintoses gastrintestinais, portanto
o controle de nematoides gastrintestinais no semiarido deve ser baseado principalmente no
controle de H. contortus (COSTA et al., 2009).

3.2 CONTROLE DAS HELMINTOSES

O controle da infeccdo por nematoides gastrintestinais depende principalmente do
tratamento com agentes anti-helminticos, no entanto aliados a falha de manejo constituem os
principais responsaveis pelo crescente aparecimento e propagacdo de populacBes de
nematoides resistentes aos medicamentos. Até ha pouco tempo, apenas trés grandes classes de

anti-helminticos tém estado disponiveis: os benzimidazois (tiabendazol), imidazotiazoles
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(levamisole), e lactonas macrociclicas (ivermectina) (ALMEIDA et al., 2010; VIEIRA et al.,
2010).

3.2.1 Benzimidazois

Os benzimidazdis, entre eles o Albendazol, apresentam baixa toxicidade com acéo
sobre uma grande quantidade de nematdides, promovendo perda de equilibrio celular e
inibicdo da enzima fumarato redutase que agem no transporte de glicose, alterando o
mecanismo energético do parasito levando a morte do nematddeo. Atua também como agente
ovicida, com acdo no Utero dos nematoOides impedindo o desenvolvimento dos ovos
eliminados, no entanto, o uso desse principio em fémeas de ruminantes gestantes é
contraindicado, pois é considerado teratogénico (LACEY, 1988; LANUSSE, 1996;
LANUSSE et al., 2009; KRIZOVA-FORSTOVA et al., 2011).

3.2.2 Imidazotiazobis

A principal caracteristica dos imidazotiazdis € a abertura dos canais de sddio
sensiveis a nicotina das células nervosas e musculares dos parasitos, permitindo entrada de
sodio na celula aferente ao estimulo e resultando em intensa contracdo muscular, facilitando a
eliminagéo pelo organismo hospedeiro (MARTIN, 1997).

A atividade dos imidazotiazois leva a inanicdo do verme e consequentemente a
sua morte, pois a acdo destes compostos sobre os receptores musculares nicotinicos da

acetilcolina causa paralisia espasmodica nos nematoides (SANGSTER et al., 2005).

3.2.3 Lactonas Macrociclicas

As lactonas Macrociclicas bloqueiam a transmissdo dos estimulos neurais aos
musculos resultando em paralisia flacida seguida de morte ou expulsdo do parasito (ADAMS,
2003). S&o endectocidas bastante utilizados em caprinos, com destaque para as avermectinas
classicas como: abamectina, doramectina, eprinomectina e ivermectina, derivadas da
fermentacdo do actinomiceto Streptomyces avermitilis, atuando sob os estagios adultos e em
desenvolvimento de nematoides gastrintestinais (LANUSSE et al., 2009). Além disso, estes
compostos causam efeitos inibidores no trato reprodutivo das fémeas reduzindo a postura de
ovos (FELLOWES et al., 2000).
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3.2.4 Monepantel

O Monepantel foi uma droga recém descoberta capaz de controlar as infeccdes de
nematoides resistentes a todos os anti-helminticos classicos (KAMINSKY et al., 2008).
Porém para manter sua eficacia por um longo periodo, é necessario a continuidade de
pesquisas e a adocdo de alternativas de forma integrada, que reduzam ou eliminem a
dependéncia por compostos quimicos, sejam de baixo custo e menos prejudiciais a saude
humana e ao meio ambiente (VIEIRA et al., 2010), inibindo o aparecimento da resisténcia

anti-helmintica a esse principio ativo.

3.3 CONTROLE FITOTERAPICO DAS HELMINTOSES

3.3.1 Fitoterapia como alternativa de controle

Atualmente, o controle alternativo de nematdides gastrintestinais é realizado
através do método FAMACHA associado a estratégias de manejo e do uso de anti-
helminticos. Na regido do semiarido o controle é basicamente baseado no uso de anti-
helminticos, no entanto a utilizacdo indiscriminada dessas drogas teve como consequéncia a
selecdo de populacBes de helmintos com resisténcia aos diferentes grupos quimicos utilizados
no tratamento dos animais. Esta situacdo tornou-se grave especialmente nas criagdes de
pequenos ruminantes, onde ocorre resisténcia a todos 0s grupos de anti-helminticos de amplo
espectro de acdo (TAYLOR et al., 2002).

Diversas estratégias tém sido estudadas no sentido de promover metodos que
auxiliem no controle dos nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes. Desta forma, o
controle integrado de parasitos constitui a ado¢do combinada de métodos que utilizam anti-
helminticos com métodos que ndo utilizam estes produtos, com a finalidade de manter niveis
aceitaveis de infeccdo de forma a ndo promover perdas para a producdo animal (VIEIRA,
2003). Além disso, o uso inadequado e exagerado de vermifugos fez emergir o problema da
ecotoxicidade e a liberacdo de residuos em produto e subproduto animal, determinando
efetivamente o rumo atual das pesquisas cientificas na area da parasitologia (CHAGAS,
2004).

Dentre as muitas alternativas que vém sendo pesquisadas para o controle de

nematoides gastrintestinais, podemos citar o estudo com plantas medicinais, indicando
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caminho promissor para o desenvolvimento de extratos que podem ser usados comercialmente
(ELOFF et al., 2010). A Organizacdo Mundial de Saude estima que 25% dos medicamentos
modernos sdo oriundos de plantas, além disso, a aceitagdo do mercado consumidor por
alimentos organicos ou naturais e 0 aumento do consumo destes produtos tém reforcado o
interesse pela busca de alternativas ndo quimicas para o controle das diversas doencas em
animais de producéo, tendo como foco principal as helmintoses (LEIMANN, 2009).

Segundo a Regulamentacdo da Produgdo Animal Organica, devem ser
empregadas as terapéuticas homeopatica, fitoterdpica e a acupuntura, sendo restrito o uso de
produtos quimico de sintese na producgdo animais organicos (BRASIL, 2003; REPAB, 2007).
Entre as vantagens do emprego da fitoterapia, destacam-se 0s aspectos econdmicos e a
possibilidade da administracdo do principio ativo sob a forma de pastagem (VILLALBA et
al., 2010).

3.3.2 Plantas medicinais

A wulnerabilidade dos produtos quimicos diante da capacidade de sobrevivéncia
dos parasitas faz com que eles tenham tempo de uso pré-determinado, ja a aplicacdo de
extratos vegetais promove desenvolvimento mais lento da resisténcia, além de normalmente
atingir somente espeécie alvo, serem biodegradaveis, ndo causarem a poluicdo ambiental e
diminuirem drasticamente o problema dos residuos (CHAGAS, 2004). O uso de fitoterapicos
destaca-se também devido a grande variabilidade de espécies de plantas existentes, o baixo
custo e a facil disponibilidade em determinadas regides (HEIMERDINGER et al., 2006).

Diversas doencas tém sido alvos de pesquisas que envolvem plantas, muitas
destas afetam os animais de producdo, com destaque para 0s nematdides gastrintestinais,
considerados como uma das principais causas de reducdo na produtividade de ruminantes em
todo o mundo (VIEIRA, 2008). Estudo com fitoterdpicos tém atestado a acdo de plantas, mas
ao mesmo tempo demonstram reagdes tdxicas no organismo hospedeiro. A relacéo entre acdo
da planta, doses com acdo significativa e efeito toxico, deve ser muito bem investigada, para
que os conhecimentos possam ser passados de maneira clara no momento da utilizagao préatica
do fitoterdpico, tornando-se essencial a realizacdo de teste laboratorial, no sentido de
determinar seus principios ativos e estimar a possibilidade de uso de determinado fitoterapico
(CHAGAS, 2004).

Os fitoterapicos apresentam inimeros constituintes que estdo sendo pesquisados

com potencial anti-helmintico, entre os principios ativos pesquisados estdo os &cidos
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organicos, alcaldides, cumarinas, flavondides, Oleos essenciais, compostos fenolicos
antraquinonas, saponinas e os taninos apresentando resultados promissores no controle de
nematdides em pequenos ruminantes. Outro grupamento bioguimico com potencial sdo as
proteinas, como as lecitinas; metabolitos que podem conferir propriedades contra parasitos
gastrintestinais, através da interrupcdo do desenvolvimento larvar em todo o seu ciclo de vida,
proporcionar uma alternativa Gtil para as estrategias de controle (FERRO, 2008; NERY et al.,
2009).

3.3.2.1 Atividade anti-helmintica de fitoterapico

Com o objetivo de contribuir para um controle alternativo efetivo de nematoides
gastrintestinais em pequenos ruminantes, varias pesquisas tém dado especial atencdo a
medicina etnoveterinaria, ao fazer uso de plantas usadas na medicina popular, avaliando seus
principios, eficacia e nivel seguranca (MONTEIRO et al., 2011).

Componentes bioativos de plantas podem ter acdo nas diferentes fases de vida de
nematdides gastrintestinais, podendo atuar desde a reducdo na eclosdo de ovos até a
fecundidade do parasito (HOSTE et al.,, 2006), na motilidade, no desenvolvimento e
desembainhamento larvar, culminando na diminuicdo da infeccdo em pequenos ruminantes e
da contaminacéo no pasto (HERNANDEZ-VILLEGAS et al., 2012).

Duas abordagens tém sido empregadas para avaliar o efeito anti-helmintico dos
fitoterdpicos: a preparagdo de produtos (extratos, 6leos essenciais ou substéncias isoladas) e o
fornecimento de plantas in natura aos animais com infecgdo experimental ou natural
(ATHANASIADOU et al., 2007). Segundo recomendacdes da World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) os fitoterapicos podem ser classificados
de acordo com a seu efeito de acdo, como altamente eficaz com 98% de eficiéncia, eficaz (90-
98%), moderadamente eficaz (80-89%) ou insuficientemente ativo com menos de 80%
(WOOD et al., 1995). As diferengas nas eficicias dos produtos ocorrem devido as variaces
de composicOes quimicas dos fitoterapicos (AL-ROFAAI et al., 2012).

A alternativa da utilizacdo de plantas pode ser uma ferramenta Util associada a
outros métodos para controlar nematodides gastrintestinais de pequenos ruminantes, tendo seu
uso justificado mesmo com eficacia inferior a 95% em situacdes onde anti-helminticos
sintéticos ndo sdo recomendados, como ha pecuaria organica, producado leiteira, ou quando o
custo ndo é compensatorio (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008). Desta forma, plantas

com moderada atividade anti-helmintica devem ser consideradas, pois podem permitir uma
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abordagem integrada, especificamente desenhada para alcancar um controle sustentavel de
parasitos em sistemas de producgéo de ruminantes (GITHIORI et al., 2006).

Tradicionalmente muitas plantas sdo conhecidas como possuidoras de atividade
anti-helmintica, necessitando que sua eficacia seja cientificamente comprovada (VIEIRA,
2007). Desse modo, na tentativa de contribuir para um controle alternativo efetivo de
nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes, varios pesquisadores tém se empenhado
em testar plantas usadas na medicina popular avaliando sua eficécia e seguranca, entre estas

podemos destacar a Momordica charantia.

3.3.2.2 Momordica charantia

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) vulgarmente conhecida como meléo de
sdo caetano, meldo amargo, balsamo péra, karela, cabaco amargo ou abobora amarga ¢ um
vegetal indigena de éreas tropicais, incluindo a india, China, Jap&o, Asia, Africa e América do
Sul, encontrado com facilidade em muitas regides brasileiras (NEE, 2007; BRACA et al.,
2008).

E uma trepadeira de folhas verdes de bordas irregulares, aparentemente mordidas,
por isso 0 nome Momordica que significa “morder”, apresenta flores amarelas, o fruto é
oblongo e verde esmeralda quando jovem e amarelo alaranjado quando maduro, é cultivada
em todo o mundo e normalmente utilizada como alimento e planta medicinal nos paises em
desenvolvimento como Brasil, China, Colémbia, Cuba, Haiti, india, México, Malasia, Nova
Zelandia, Nicaragua, Panama e Perd, estimando o uso da medicina tradicional por 80% da
populacdo em problemas médicos priméarios (GROVER; YADAYV, 2004).

Utilizado contra aproximadamente 30 doencas, M. charantia possui mais de 60
propriedades medicinais, seu fruto é altamente valorizado por ser antidiabético,
hepatoprotetor, antirreumatismo e antimicrobiano. Folhas da planta sdo usadas para
tratamento da hanseniase, ictericia, tosse e dor tordcica em criangas. As sementes tém sido
consideradas como redutora de gordura e diabetes, ja os brotos sdo usados para tratamento da
pneumonia e leucorréia, enquanto as raizes possuem atividades abortivas (BATRAN et al.,
2006; SURESH et al., 2008; PAUL, 2010).

Estudos bioldgicos demonstram que todas as partes da planta possuem atividades
incluindo propriedades antitumoral (JILKA et al., 1983), imunomodulador (CUNNICK et al.,
1990), anti-HIV (LEE HUANG et al., 1995), antidiabético (VIRDI et al., 2003; SHETTY et
al., 2005), anti-obesidade (CHAN et al., 2005), antifungica (SCHMOURLO et al., 2005),
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anti-hiperlipidémico (CHEN; LI, 2005), antiulcerativo (ALAMA et al., 2009), anti-bacteriano
(MWAMBETE, 2009; COSTA et al., 2011), analgésico e antipirético (PATEL et al., 2010),
hepatoprotetor (PEREIRA et al., 2010), anti-oxidante (THENMOZHI et al., 2011,
HAMISSOU et al.,, 2013), inseticida (SUBRAMANIAM et al., 2012), anticancerigeno
(PITCHAKARN et al., 2011; HUSSAIN et al., 2013), antiviral (PONGTHANAPISITH et al.,
2013), antidepressivo e ansiolitico (ISHOLA et al., 2014), anti-fertilidade (ADEWALE et al.,
2014), cicatrizante (ADEWALE et al., 2014), e anti-helmintico (CORDEIRO et al., 2010;
GOMES et al., 2010; SEN et al., 2014).

3.3.2.3 Potencial anti-helmintico de Momordica charantia

Potencial anti-helmintico de diferentes partes de M. charantia incluindo frutos,
folhas e sementes foram descritos com atividade contra Ascaridia galli (SHAHADAT et al.,
2008), Ascaris suum (TJOKROPRANOTO; NATHANIA, 2011), nematdides de vida livre
(DAS et al., 2006) e H. contortus (AMIN et al., 2009).

Estudo da atividade anti-helmintica das folhas de M. charantia sugere que 0s
glicosideos triterpenos, bem como mormodicinas | e Il sejam o0s principais agentes
nematicidas (BELOIN et al., 2005). Avaliacdo da atividade larvicida do extrato etanélico de
M. charantia, demonstraram que a aderéncia do extrato as larvas dos parasitos, impede a
motilidade e a alimentacdo, resultando em estresse energético e consequente morte do parasito
(GOMES et al., 2010).

3.3.2.4 Estudo investigativo de fitoterapico

Diversos fitoterapicos com suposta acdo anti-helmintica tém sido testados
cientificamente com resultados promissores, merecendo desta forma, indicacdo para avaliagao
mais detalhada quanto ao seu potencial anti-helmintico, tanto in vitro quanto in vivo,
entretanto, para aceitacdo de uma planta pela medicina cientifica, € necessario que a eficacia
seja avaliada e confirmada, assim como deve ser garantida que sua administracdo a
organismos Vvivos ocorra sem riscos para saude através do processo de validacdo cientifica
(McGAW; ELOFF, 2008).

A primeira etapa no processo de validacdo cientifica é a selecdo da planta a ser
testada, incluindo identificacdo botanica e uso popular (parte da planta usada, forma de

administracdo, doses e tempo de tratamento). Posteriormente, sdo necessarios testes in vitro
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para avaliar a provavel propriedade anti-helmintica através da observacéo do seu efeito sobre
a ecloséo de ovos e desenvolvimento ou motilidade de larvas. Estes sdo testes de triagem com
plantas, seus extratos ou 6leos essenciais para escolha dos mais promissores, apresentando
como vantagem a possibilidade de medir a eficacia, simultaneamente, de varios compostos,
além da rapidez, simplicidade e baixo custo, para em seguida serem realizados 0s testes in
vivo (ATHANASIADOU; KYRIAZAKIS, 2004).

Os testes in vivo, inicialmente através de estudos toxicoldgicos em animais de
laboratorio contribuem para determinacdo da margem de seguranca da planta em organismos
vivos (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005). Estes testes permitem conhecer 0s
possiveis efeitos decorrentes da exposicdo a determinadas substancias (BARROS; DAVINO,
2003) que podem ser avaliados quando administradas em dose Unica ou em doses repetidas.
Apos a determinacdo da margem de seguranga, a planta é submetida a testes pré-clinicos de
eficacia para avaliacdo da atividade anti-helmintica em animais de laboratorio utilizando
gerbil (Meriones unguiculatus). Estes testes possibilitam uma estimativa de doses para 0 uso
terapéutico da planta na espécie alvo (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008).

A Ultima etapa de uma pesquisa sobre a atividade de plantas medicinais s&o testes
de eficacia anti-helmintica realizados na espécie alvo, devido a laboriosidade, alto custo e
necessidade de utilizacdo de um grande ndmero de animais (CAMURCA-VASCONCELOS
et al., 2005), sdo considerados mais confiaveis e devem ser realizados com animais natural ou
experimentalmente infectados (GITHIORI et al., 2006). Os ensaios mais utilizados séo o teste
de reducgéo da contagem de ovos nas fezes (COLES et al., 1992), e o teste controlado (WOOD
et al., 1995), que permitem avaliar a diminuicdo da infeccdo endoparasitéaria, assim como a
reducdo da carga parasitaria no orgdo alvo respectivamente. No entanto, o teste controlado
torna-se inviavel para as condicdes de avaliacdo a campo, devido a necessidade de sacrificio
dos animais e ao alto custo. Consequentemente, o teste fenotipico indireto in vivo de redugéo
de contagem de ovos (FECRT) continua sendo o principal método de escolha para a deteccéo
da resisténcia e eficacia da droga (KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012).

3.3.2.5 Teste de toxicidade com fitoterapicos

A toxicologia é a ciéncia que estuda as intera¢fes de substancias quimicas com o
organismo provocando efeito nocivo, ja o termo toxicidade se refere a propriedade de agentes
toxicos de promoverem injurias as estruturas bioldgicas através de interacdo fisico-quimica,

sendo a intoxicacdo o0 processo patologico provocado por substancias enddgenas ou exdgenas
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promovendo desequilibrio fisiologico, identificados por sinais e sintomas ou exames
laboratoriais (BARROS; DAVINO, 2003).

A toxicidade de uma substancia pode ser considerada como a capacidade de
causar danos graves ou morte. Toda substancia, segundo a toxicologia, pode ser considerada
um agente tdxico dependendo das condicBGes de exposi¢do, como a dose administrada ou
absorvida, tempo e frequéncia de exposicdo e vias pela qual € administrada. Desse modo, 0s
estudos toxicoldgicos, aplicados em animais de laboratério sob condigdes previamente
estabelecidas, permitem determinar 0s possiveis efeitos decorrentes da exposicdo a
determinadas substancias (BARROS; DAVINO, 2003).

Em estudos de toxicidade € realizado inicialmente testes de toxicidade aguda,
avaliando os efeitos adversos ocorridos em 24 horas, onde a droga ou planta € administrada
em Unica dose ou administracdo maltipla, objetivando avaliar a sintomatologia consequente a
administracdo do composto testado e sua letalidade (LOOMIS; HAYES, 1996; BARROS;
DAVINO, 2003),

Segundo Velasco e Capanema (2006), a maneira mais simples de se expressar a
toxicidade é por meio de dose letal (DL50), ou seja, a dose necessaria para matar 50% de uma
populacdo sob determinada condicdo. Para avaliacdo da toxicidade aguda, os farmacos a
serem testados podem ser administrados em duas vias, orais ou intraperitoneais, utilizando
ratos ou camundongos, podendo ser observados até 14 dias, porém sinais de intoxicagao,
letargia e mudancas de comportamento deveram ser avaliados diariamente (AMDUR et al.,
1991).

Do ponto de vista toxicologico, deve-se considerar que uma planta medicinal ou
um fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados com a sua
ingestdo, mas principalmente efeitos que se instalam de forma assintomatica, como 0s
carcinogénicos, hepatotdxicos e nefrotoxicos. Portanto, é necesséria a avaliagdo da seguranga,
ou seja, a avaliacdo da relagcdo risco/beneficio, ter sua agdo comprovada e sua toxicidade

potencial avaliada cientificamente.

3.4 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

O uso frequente desses farmacos no controle de nematoOides gastrintestinais
demonstrou grande impacto positivo durante uma década de uso, mas atualmente constitui na
forma mais desastrosa de controle, resultando na selecdo e propagacao de parasitos resistentes

com elevado indice de homozigose e perda total da heterozigose para individuos suscetiveis,
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agravado pelo uso de combinagdes de medicamentos em altas concentraces, muitas vezes
sem critérios de producdo ou indicacdo para uso, provoca além da resisténcia, a presenca dos
residuos nos produtos de origem animal e no meio ambiente (FORTES; MOLENTO, 2013).

Na ovinocultura nacional a utilizacdo de anti-helminticos contra nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes é indispensavel, levando a maioria dos criadores a
aplicarem diversos grupos quimicos com varias dosificagbes por ano, promovendo a
diminuicdo da eficécia dos produtos (UENO et al., 1997; BORGES, 2003).

A multirresisténcia € outro agravante para a ovinocaprinocultura, dificultando
ainda mais o controle parasitario, culminando com o encerramento da criacdo em algumas
localidades (SARGISON et al, 2005, BLAKE; COLES, 2007). O aparecimento da
multirresisténcia a drogas por nematdides estd ameacando a quimioterapia de ovinos e
caprinos infectados em muitos paises (YUE et al.,, 2003; WRIGLEY et al., 2006;
SUTHERLAND et al., 2008), levando a busca por novas drogas que demonstrem eficiéncia
no suporte da terapia anti-helmintica.

Dentre os testes de maior utilizacdo para deteccdo da resisténcia anti-helmintica
destacam-se 0s testes in vitro e in vivo. Os testes in vitro sdo utilizados para avaliar a eficacia
das drogas utilizadas como anti-helminticos nas fazes de vida livre, ou seja, sua capacidade de
inibir a eclosdo de ovos e desenvolvimento das larvas. Ja os testes in vivo permitem avaliacdo

da eficcia da droga na espécie para qual foi fabricada, nesse caso 0s pequenos ruminantes.

3.4.1 Testes in vitro

3.4.1.1 Teste de eclosdo de ovos

Desenvolvidos com o objetivo de detectar a resisténcia anti-helmintica, o teste in
vitro de maior uso € o teste de eclosdo de ovos (TEO), elaborado por Le Jambre em 1976,
inicialmente para detecgdo da resisténcia aos benzimidazois que inibem o embrionamento e a
eclosdo dos ovos (COLES et al.,, 1992; TAYLOR et al., 2002), atualmente, é amplamente
realizado para avaliacdo do potencial anti-helmintico de plantas, onde o tiabendazol €
frequentemente utilizado como controle.

O teste inicia-se com a coleta de fezes diretamente da ampola retal para néo
ocorrer contaminacdo por nematoides de vida livre. Os animais selecionados devem estar

infectados em testes prévios com ovos por grama de fezes (OPG) superior a 2000. Por ser de
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rapido embrionamento o seu desenvolvimento e eclosdo podem ser observados em
microscopio 48 horas ap0s a coleta.

As fezes coletadas sdo homogeneizadas em agua e passam por um processo de
sucessivas lavagens em tamises, onde na peneira de 25um o0s ovos séo retidos, lavados com
agua e centrifugados, o sobrenadante é descartado e solucdo salina é adicionada para
ressuspender o sedimento, procedendo a uma nova centrifugacdo e posteriormente lavados
novamente em peneiras de 25um onde os ovos sdo em seguida colocados em célice de
sedimentacdo por duas horas.

Os ovos sdo aspirados em pipetas graduadas de 50ul e contados em cinco
repeticdes, obtendo-se a quantificacdo de ovos/pul, para serem utilizados em até uma hora. Sao
distribuidos aproximadamente 100 ovos incubados em tubos ou placas a 37°C por um periodo
de 48 horas em contato com o extrato diluido em diferentes concentragfes. Apds o periodo de
incubacdo € observado em microscopio Optico se existe a presenca de larvas de primeiro
estagio ou ovos ndo eclodido e efetua-se a contagem (HUBERT; KOERBOEUF, 1984).

O teste também permite que uma fracdo dos ovos seja mantida em contato com
droga de eficacia conhecida constituindo um grupo controle positivo, e assim possa promover
uma comparacao entre o percentual de eclosdo do produto natural testado em relacdo ao
sintético (COLES et al., 1992).

Algumas limita¢bes podem influenciar os resultados obtidos no TEO e merecem
atencdo e padronizacdo na hora da execucdo, tais como uso de diferentes fontes de agua
(destilada, desionizada ou agua de torneira), grau de limpeza dos ovos, método de dissolugéo
da amostra e temperatura, sendo essencial a deteccdo de tais fatores para obtencdo de
resultados igualmente eficazes (COLES et al., 2006; FORTES; MOLENTO, 2013).

3.4.1.2 Teste de desenvolvimento larvar

O teste de desenvolvimento larvar (TDL) é amplamente utilizado para avaliacéo
do ciclo evolutivo das larvas dos nematoides gastrintestinais. A origem deste teste, esta no
conhecimento de que pequenas concentracdes de anti-helminticos possam agir afetando a
ecloséo, o desenvolvimento ou motilidade dessas larvas (TAYLOR et al., 2002; COLES et al.,
2006). Descrita por Hubert e Kerboeuf (1992), foi desenvolvida para detec¢do de nematdides
resistentes utilizando um meio de cultura para obtencéo de larvas infectantes a partir de ovos

recuperados nas fezes.
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Modificacdo da técnica antes descrita por Roberts e O’Sullivan (1950) permitiu
que ovos recuperados de animais infectados fossem incubados em fezes livres de nematdides,
no entanto técnicas mais atuais descrita por Bizimenyera et al. (2006) objetivando descartar a
contaminacdo de fezes utilizadas como meio de cultura e ainda promover a alimentacdo das
larvas para o seu desenvolvimento, descreveram a utilizagcdo de suspensao de Escherichia coli
liofilizada (ATCC 9637 Sigma), associada a anfotericina B como meio de cultivo. Incubados
por 48 horas permitem a adicdo de extratos a serem testados e ap0s sete dias é adicionado
Lugol e feita a contagem das larvas L1 e L3, onde os resultados sdo comparados a grupo ndo
tratados e grupo tratado com principio ativo conhecido, podendo fazer uso do tiabendazol ou
Ivermectina.

Tais testes in vitro ainda apresentam limitagdes sendo necessaria a coleta de
grande quantidade de amostra para definir um processo padrdo que possibilite uma
interpretacdo confiavel, associado ao alto nivel de treinamento técnico para a interpretacdo
dos achados, com poucos laboratorios que oferecem esse tipo de servico (COLES et al., 2006;
FORTES; MOLENTO, 2013).

3.4.2 Teste in vivo

3.4.2.1 Teste de reducdo de contagem de ovos nas fezes (FECRT)

O FECRT é realizado com uma sequéncia de exames de contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), objetivando avaliar a flutuacdo do nimero de ovos nas fezes. E um
método de facil execucdo e interpretacdo, aléem de ser considerado o método de escolha para o
monitoramento da eficacia anti-helmintica (COLES et al., 1992).

A avaliacdo da eficicia estd diretamente relacionada a quantificagdo de ovos
liberados por fémeas de nematoides adultos, onde nem sempre ha uma correlagdo entre o
numero de ovos liberados com a carga parasitaria, constituindo uma grande limitacdo do teste,
fato observado para Trichostrongylus axei cuja postura de ovos € muito baixa (PALACY et
al., 2010). Contudo, foi observada uma boa correlacdo entre a contagem de ovos nas fezes e
namero de parasitos foi encontrado para H. contortus (TAYLOR et al., 2002; CHAGAS et al.,
2013).

Para execucao do teste, € primordial que os animais sejam distribuidos de forma
homogénea, observando sexo, raga, idade, tratamento anti-helmintico utilizado anteriormente,

peso corporal, grau Famacha e contagem de OPG pré-experimento. Deverdo ser distribuidos
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entre sete a 10 animais por grupo experimental tratado e grupo controle ndo tratado,
recomendando jejum alimentar prévio de 12 horas, sendo o dia da administra¢do do farmaco a
ser avaliado o dia zero, com coletas de fezes realizadas de 10 a 14 dias ap0s o tratamento
(COLES et al., 1992; NICIURA et al., 2009). Os animais permanecerao no mesmo manejo e
pasto anteriormente ao tratamento.

Para avaliar os efeitos do farmaco sobre a redugdo do nimero de ovos nas fezes,
além do OPG, deve-se realizar a cultura de larvas objetivando identificar as espécies

envolvidas na infeccdo e suas respectivas flutuagdes populacionais (PRESIDENTE, 1985).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O mel&o de séo caetano (Momordica charantia) foi coletado em ambiente natural
na cidade de Mossor6-RN, sendo utilizando estruturas morfoldgicas (inflorescéncia, folhas e
frutos) intactas para producéo da exsicata e identificacdo botanica no Herbario Dardano de
Andrade Lima (MOSS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), depositada
sobre NUmero 14089 (Anexo A). Para a producdo do extrato procedeu-se a coleta do material
foliar uma Unica vez logo ap6s o periodo chuvoso (Figura 1), objetivando uniformizar o
extrato hidroalcodlico de M. charantia.

Figura 1 - Momordica charantia: A. Material vegetal observado a campo com flor e fruto; B.
Exsicata produzida para identificacdo botéanica.

Fonte: Acervo da autora

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS VEGETAIS

O processamento do material vegetal para obtencdo do extrato hidroalcodlico de
M. charantia (EHMC) seguiu recomendacdes propostas por Matos (1997), onde o material
foliar coletado foi submetido a dessecacdo em estufa de circulagdo forgada, sob temperatura
de 60°C + 5, até atingirem peso constante e posteriormente triturado e pesado. Utilizou-se

alcool etilico PA e agua na proporcdo 70 e 30%, respectivamente como solvente organico,
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adicionado 2 litros para cada 5009 do material folear triturado. Apds 72 horas em descanso o
contetdo foi submetido a trés filtragem sucessivas objetivando retirada de residuo e em
seguida evaporado em banho maria a 40°C para obtenc¢do do extrato bruto concentrado, com

rendimento final de 3% (Figura 2).

Figura 2 - Processamento da amostra vegetal e obtencdo do extrato de Momordica charantia:
A. Secagem em estufa de circulacdo forcada; B. Trituragcdo manual do material foliar seco;
C. Retirada dos residuos sélidos; D. Filtragdo em algod&o; E. Evaporagdo em banho maria a
40°C; F. Extrato bruto concentrado.

Fonte: Acervo da autora

4.3 ANALISE FITOQUIMICA

Os testes fitoquimicos qualitativos para deteccdo da presenca de flavondides,
esterdides, alcaldides, antocianinas, catequinas, saponinas, taninos, terpenos e xantonas foi
realizado no Laboratério de Quimica da Universidade Estadual do Ceara (UECE), seguindo

metodologia descrita por Matos et al. (1997), com quantificacdo dos teores de fendis totais e
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flavonoides segundo Sousa et al. (2007) e Funari e Ferro (2006), também foi realizado analise
qualitativa para etanol, utilizando reacdo de oxidagdo com dicromato de potassio e &cido
sulfarico, descrita por Baathen (1997) e modificada para fitoterapico. Os testes foram
realizados com base na observacédo visual da cor ou mudanca na formacao de precipitado apos

a adicdo de reagentes.

4.4 TESTES IN VITRO

4.4.1 Coleta do material fecal

As amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal de ovinos
monoinfectados experimentalmente com H. contortus mantidos em gaiolas metabdlicas, e
submetidas a teste de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) seguindo metodologia
descrita por Gordon e Whitlock, (1939) e Chagas et al. (2011), confirmada infeccdo acima de

2000 OPG procedeu-se a recuperagédo de ovos.

4.4.2 Recuperacao dos ovos

Seguiu metodologia descrita por Hubert e Kerboeuf (1992), onde as fezes foram
submetidas a sucessivas lavagens com agua em tamises com abertura de Imm, 105um, 55pum
e 25um para reten¢do dos ovos. A amostra de ovos retida foi centrifugada por Smin a 3000
rotagdes por minuto (rpm), desprezado o sobrenadante e adicionado solu¢do hipersaturada
(sal) para suspensdo dos ovos recuperados e novamente centrifugada. O contetdo
sedimentado foi colocado em um calice de sedimentacdo por 30 minutos, obtendo uma

concentragdo de 100 ovos/250 pl.

4.4.3 Teste de eclosdo de ovos (TEO)

Aliquotas de 250 ul contendo 100 ovos frescos de H. contortus foram incubadas em
placas de 24 pocos em contato com EHMC diluido em 3% de Tween 80 em concentracfes
(1,5 mg ml%; 0,7 mg mlt; 0,3 mg mlt; 0,1 mg mlt; 0,05 mg ml?) distintas, em quinze
replicatas por concentracdo de acordo com a metodologia de Coles et al. (1992). Para controle
negativo, foi utilizada a adicdo de agua destilada e Tween 80 diluido a 3% e para controle

positivo o tiabendazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentracdo de 0,025 mg
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ml~ utilizando populacdes de H. contortus resistentes aos benzimidazois. As amostras foram
incubadas por 48 horas a 37°C, e em seguida adicionadas uma gota de lugol por poco
objetivando interromper o ciclo evolutivo do parasita. Foram realizadas trés repeticbes com 5
replicas para cada concentracdo constituindo 15 repeti¢ces incubadas por 48h a 37°C. O
contedo obtido foi examinado ao microscépio Optico, para contagem dos ovos e larvas de
primeiro estagio (L1) (COLES et al. 2006).

Figura 3 - Estagios evolutivos de Haemonchus contortus usados como referéncia para
diferenciacdo no teste de eclosdo de ovos, mostrando ovo (A) e larva L1 (B)
observado em va de 10X.

4.4.4 Teste de desenvolvimento larvar (TDL)

Para obtencdo das larvas L1 uma aliquota de 200 ul de solu¢do contendo 100
ovos/poco recém recuperados provenientes de ovino monoinfectados com H. contortus e
obtido segundo Hubert e Kerbeouf (1992) foram incubados em placas de 24 pogos por 48

horas em estufa a 37°C.

4.4.4.1 Teste laboratorial

Uma aliquota de 100 larvas L1/poc¢o foi incubada em placa de 24 pogos, com
adicdo de 80 ul de meio nutriente (Escherichia coli e anfotericina B) por 7 dias (HUBERT;
KERBOEUF 1992; CHAGAS et al., 2011) em adicdo ao extrato hidroalcoolico de

M. charantia nas diluicdes e repeticGes anteriores descritas para 0 TEO. Ao fim de 7 dias foi
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adicionada uma gota de lugol por pogco e as larvas foram recuperadas e contadas ao
microscopio de acordo com o desenvolvimento larvar (L1, L2 e L3).

Para o controle positivo, foi adicionado a ivermectina (0,008 mg ml?) como
larvicida ao meio nutritivo de E. coli em contato com 0s ovos, totalizando um volume de 500
ul/pogo, ja para o controle negativo foi adicionado a suspensdo de ovos, agua destilada e
Tween 80 diluido a 3%, possibilitando o ciclo evolutivo do nematddeo e consequente
comparagéo entre os controles positivos e negativos com 0s grupos testados em contato com o
EHMC. Para avaliacdo da eficacia foram contadas as larvas que permaneceram em L1 e as

larvas que continuaram o desenvolvimento chegando até L3 (Figura 4).

Figura 4 - Teste de desenvolvimento larvar: A. Incubacdo das amostras em placas de 24
pocos; B. Larvas de terceiro estagio observadas apds sete dias de incubacéo.

Fonte: Acervo da autora

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EHMC

O experimento foi realizado no Laboratério de Parasitologia Animal seguindo
recomendac@es do comité de Etica no uso de Animais sob parecer N° 23091.005376/2013-67
(Anexo B). Foram utilizados camundongos (Balb/c), com peso entre 20 e 40g, divididos em 5
grupos (Tabela 1) segundo doses testadas entre 4000 a 10.000 mg kg*, contendo doze animais
por grupo submetidos a jejum prévio de 12 horas. Para administracdo do extrato o0s
camundongos foram pesados, marcados por método australiano e tratados em dose Unica com
EHMC diluido em 1% com Tween 80 por via oral. Para o grupo controle foi fornecido &gua e

Tween 80 (polissorbato 80, Vetec) a 1% administrado 0,2 ml/camundongo.
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Apobs a administracdo, os animais foram observados as cegas por 3 avaliadores,
para avaliacdo dos parametros toxicoldgicos nos tempos de 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, 4, 8 e
24 horas e posteriormente a cada 24 horas totalizando 14 dias de observagdes.

Os parametros de toxicidade observados foram o indice de mortalidade, tremores,
convulsdes, lacrimejamento, salivagdo, miccdo e defecacdo, piloerecdo, ptose, efeitos na
respiracdo, movimentacédo e tdnus muscular, segundo preconiza Carlini (1972), Heuvel et al.
(1990) e Brito (1994).

Tabela 1 - Grupos experimentais com doses avaliadas e médias de peso dos camundongos
Balb/c selecionados para o teste de toxicidade aguda utilizando extrato de Momordica
charantia.

Grupo Experimental Doses testadas Media de peso (Q)
(mg kg Fémeas Machos
G1 (Controle) Tween 3% + &gua 23,1 28,4
G2 4000 28,1 32,4
G3 6000 26,9 34,3
G4 8000 25,1 31,6
G5 10.000 24,1 30,3

Para avaliacdo da progresséo da toxicidade, 4 animais/grupo foram eutanasiados
nos dias 3, 7 e 14 p6s administracdo do EHMC. Foram submetidos a anestesia com cetamina
e xilazina intraperitoneal segundo recomendacdes de Neto e Santos (2008). Confirmado efeito
anestésico coletou-se sangue por puncdo cardiaca para avaliagdo do perfil hematoldgico
(hemat6crito, hemoglobina, volume corpuscular médio - VCM, concentra¢do de hemoglobina
corpuscular média - CHCM e valores de contagem total e diferencial de células sanguineas
brancas) e bioquimico (alanina aminotransferase - ALT, aspartato aminotransferase - AST,
uréia, creatinina e fosfatase alcalina), seguida de eutanasia por deslocamento cervical. Os
orgdos foram analisados macroscopicamente quanto a presenca de possiveis alteracdes, e

coletados individualmente fragmentos de figado e rim para exame histopatologico.

4.6 TESTE IN VIVO

4.6.1 Teste de reducdo de contagem de ovos nas fezes

Para o experimento, foram selecionados ovinos sem raga definida com auséncia

de tratamento anti-helmintico por um periodo minimo de 90 dias e mantidos sob pastagem
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irrigada. Fezes foram coletadas diretamente da ampola retal para realizacdo de teste de ovos
por grama de vezes (OPG) e verificagdo do grau de infeccdo (Figura 5).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos com 10 animais
por grupo, pesados e tratados com o extrato de M. charantia e compostos anti-helminticos
comerciais de acordo com doses recomendadas pelos fabricantes, objetivando promover
comparacdo de eficacia das drogas com o extrato testado (Tabela 2). A dose utilizada para
EHMC foi calculada de acordo com os resultados das doses letais (DL) obtidas nos testes in

vitro e teste de toxicidade.

Figura 5 - Etapas do teste de reducédo de contagem de ovos nas fezes: A. Rebanho ovino sem
raca definida; B. Pastagem de capim tanzéania irrigada disponivel para o rebanho durante o
experimento; C. Coleta de fezes diretamente da ampola retal; D. Administracdo das drogas a
serem avaliadas.

¥4

Fonte: Acervo da autora

Os ovinos experimentais foram pesados e receberam o tratamento por via oral em
dose Unica, sendo o dia da administracdo considerado o dia zero do experimento. No sétimo
dia p6s tratamento, foi realizado uma segunda coleta de fezes, e com 14 dias procedeu-se 0
terceiro e com 21 o quarto teste de OPG, possibilitando um acompanhamento da flutuacdo do

numero de ovos nas fezes.
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Tabela 2 - Grupos experimentais adotados para o Teste de Reduc¢do na Contagem de Ovos nas
Fezes realizado em ovinos naturalmente infectados.

Grupo Experimental Anti-helmintico Dosagens

G1 (Controle) -

G2 Extrato de M. charantia *

G3 Levamisole 7,5 mg kgt
G4 Ivermectina 0,08% 0,2 mg kg
G5 Albendazol 10 mg kg!

*Dose estabelecida a partir dos resultados obtidos nos testes in vitro e de toxicidade

O ndmero de ovos nas fezes (OPG) foi calculado por multiplicacdo do numero
total de ovos encontrado na camara de McMaster por 50, seguindo metodologia descrita por
Gordon e Whitlock (1939) e Chagas et al. (2011). Coproculturas foram realizadas nos dias 0,
7 e 14 ap0s tratamento, para identificacdo dos géneros e quantificacdo da reducdo da carga

parasitaria segundo caracteristicas morfolégicas descritas por Ueno e Gongalves (1998).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em médiaterro padrdo através dos programas estatisticos
IBM SPSS Statistics for Windows (Armonk, NY:IBM Corp.) versdo 22.0 e GraphPad Prism
(San Diego, California USA) versdo 5.0. Para evidenciar diferencas estatisticas entre grupos
experimentais para variaveis TEO e TDL utilizou-se, apds analise dos pressupostos
paramétricos, ANOVA seguida por Tukey. A determinacdo das concentracdes efetivas para
inibir 50% (DES50) da ecloséo de ovos e desenvolvimento larvar foi obtida através do método
Probit.

O monitoramento da infec¢do helmintica foi feito por meio da determinacdo do nimero
de OPG dos animais. Os resultados obtidos com a contagem de OPGs foram tratados pela
formula log (x+1) e analisados com o auxilio do Software Sigma Plot for Windows
(SigmaPlot; Systat Software Inc) versdo 12.0. Diferencas estatisticas entre e dentro de cada
grupo ao passar dos dias foram conduzidas por analise de variancia e analise de variancia para
medidas repetidas, respectivamente, seguida do teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO

A avaliagdo qualitativa do extrato hidroalcodlico de folhas de Momordica
charantia esta descrito na tabela 3, com maior prevaléncia dos compostos fendlicos do grupo
dos flavonoides entre eles as flavonas e flavonois, que podem ser responsaveis pela acéo
bioldgica anti-helmintica, embora os taninos sejam referidos como componente anti-
helmintico ndo foi encontrado na amostra estudada. Analise fitoquimica negativa também foi
observada quando analisado a presenca de alcool etandlico no extrato produzido.

Na anélise quantitativa o extrato hidroalco6lico de Momordica charantia (EHMC)
apresentou teor de fendis e flavonas de 3,84+0,12 e 4,79+0,55 mg ml?, respectivamente.
Segundo Huber e Rodriguez-Amaya (2008), a producdo de metabolitos secundarios pelas
plantas ocorre em resposta a agressores ambientais, no entanto estudos fitoterapicos
demonstraram acdo antioxidante, cardiovasculares (YAO et al., 2004), anticancerigeno
(YANG et al., 2000), antivirais e antialérgicos, bem como acdo antitromboética e anti-

inflamatdria (NIJVELDT et al., 2001) inerente aos metabolitos provenientes de M. charantia.

Tabela 3 - Composicdo quimica do extrato hidroalcodlico de
folhas de Momordica charantia.
Constituintes Momordica charantia

Alcaloides -
Antocianidinas -
Antocianinas -
Catequinas -
Chalconas -
Cumarinas -
Esteroides +++
Fenois simples +
Flavonas +++
Flavondis +++
Flavanonas -
Flavanonois -
Saponinas -
Taninos catéquicos -
Taninos pirogalicos -
Triterpenoides -
Xantonas +++
Forte: +++ Médio: ++ Fraco: + Negativo: -
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Em estudo realizado por Rodrigues et al. (2010), a analise fitoquimica do extrato
hidroalcodlico das folhas de M. charantia coletado no estado do Maranhdo apresentou
esterdides e fendis semelhantes a descrita no presente estudo, no entanto foram encontrados
outros compostos como alcaldides e saponinas. Costa et al. (2010) ao analisar a mesma
espécie corroborou com o0s resultados encontrados ao descrever os esterdides, xantonas e
flavondides como constituintes das folhas de M. charantia provenientes de Fortaleza-CE,
além de alcaldides e taninos ndo observado na amostra estudada.

Variacdo fitoquimica também foi descrita por Gomes et al. (2011) em amostra
proveniente do fruto de M. charantia oriundo da cidade de Patos-PB, relatando a presenca de
flavonas, flavonois, chalconas e xantonas, descritas no presente estudo para folhas, além da
presenca de taninos e chalconas.

Para Raman e Lau (1996) alteracfes de constituintes fitoquimicos sdo observadas
quando diferentes partes de M. charantia sdo analisadas. Segundo Matos (1997), a variacdo
fitoquimica encontrada na espécie estudada é justificada pela existéncia de onze variedades
classificadas em grupos que apresentam frutos curtos, longos e finos, predominando a
variante de frutos curtos na regido Nordeste, contribuindo com a diversidade fitoquimica na
espécie. Para Rodrigues et al. (2010) as diferencas ambientais também podem influenciar nos
constituintes fitoquimicos produzidos pela espécie determinando uma variacdo quantitativa de

metabolitos secundarios.

5.2 TESTES IN VITRO

No teste de eclosdo de ovos (TEO) os percentuais de eficacias do EHMC estdo
dispostos na tabela 4, evidenciando diferencas significativas entre as concentragdes testadas e
o controle negativo. Nas concentracdes de 0,7 e 1,5 mg ml* o EHMC apresentou efeito dose
dependente, reduzindo 94,07% e 98,81% a eclodibilidade de ovos de H. contortus
respectivamente, ndo apresentando diferencas estatisticas quando comparado ao Tiabendazol
avaliado a 0,025 mg ml * (p<0,05).

Em estudos realizados por Cordeiro et al. (2010) e Gomes (2010) no estado da
Paraiba com extrato de folhas de M. charantia, foram descritas eficicias inferiores ao
encontrado no presente estudo, tornando inviavel apenas 36,53% e 37,14% dos ovos de
nematoides gastrintestinais da familia Trichostrongylidea, respectivamente, quando avaliados
na concentracdo de 50 mg ml?, evidenciando que o uso de elevadas doses podem retardar a

acdo do fitoterapico em decorréncia do acimulo de residuo ndo diluidos na amostra.
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Considerando as doses testadas variando de 0,05 a 1,5 mg kg, observou-se DE50
de 0,132 mg mlt (IC95%: 0,064-0,238), e DE90 de 0,414 mg ml* (1C95%: 0,232-2,026).
Resultados encontrados por Batista et al. (1999) descreveram DE50 de 0,101 mg ml?!
aproximada a observada na amostra analisada, quando a acdo ovicida do extrato aquoso de

M. charantia foi testado nas concentracdes de 50, 10, 2, 0,4 e 0,08 mg ml?,

Tabela 4 - Percentual de eficacia média + erro padrdo (E.P.) do extrato hidroalcodlico de
Momordica charantia em diferentes concentragdes na inibicdo da eclosdo de ovos de
Haemonchus contortus.

Concentragdo (mg ml?) Eficacia £ E.P.

1,5 98,81 £ 0,29A

0,7 94,07 £ 1,88A

0,3 85,82 £ 1,55B

0,1 49,45 + 4,25C

0,05 4,84 £ 0,58D

Controle positivo (0,025 mg ml! Tiabendazol) 96,27 + 0,53A
Controle negativo (3 % Tween 80) 5,53 £0,69D

Letras diferentes na coluna significa diferenga estatistica (p<0,05).

No teste de desenvolvimento larvar (TDL) o EHMC apresentou eficacia anti-
helmintica inibindo 99,61% das larvas de H. contortus quando submetidas a doses de
1,5 mg ml-! (Tabela 5), com DE50 de 0,423 (IC95%: 0,217 — 0,884) e DE90 1,289 (1C95%:
0,679 —9,894).

Tabela 5 - Percentual de eficacia média + erro padrdo (E.P.) do extrato hidroalcodlico de
Momordica charantia em diferentes concentragdes na inibicdo do desenvolvimento larvar de
Haemonchus contortus.

Concentragdo (mg ml?) Eficacia £ E.P.

1,5 99,61 £ 0,28A

0,7 64,58 + 2,59B

0,3 27,14 £1,94C

0,1 6,38 + 0,99D

0,05 3,27 + 0,60D

Controle positivo (0,008 mg ml? Ivermectina) 98,79 £ 0,41A
Controle negativo (3 % Tween 80) 2,70 £ 0,53D

Letras diferentes na coluna significa diferenga estatistica (p<0,05).

EficAcia de folhas de M. charantia sobre o desenvolvimento de larvas de
nematdides gastrintestinais foi descrita por Gomes et al. (2010) inibindo 78% e 66,6% quando
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testadas nas doses de 25 e 50 mg ml?, ja em testes realizados por Cordeiro et al. (2010) o
namero de larvas viaveis diminuiram de acordo com a concentracédo testada, afetando 48,4% e
86,7% das larvas quando avaliadas nas concentracdes de 25 e 50% (mg ml?d),
respectivamente.

Os resultados encontrados para 0 TEO e TDL apontam que a eficécia se elevou de
acordo com as doses avaliadas, sendo considerada como efeito dose dependente para o extrato
testado. Apesar de ndo constituir substancia isolada, 0 EHMC demonstrou nos testes in vitro a
mesma eficacia quando comparados com os resultados encontrados para substancias puras,
tais como Tiabendazol e Ivermectina (p<0,05) sobre ovos e larvas, respectivamente,
apresentando alta eficacia de acordo com normas da WAAVP, representando grande potencial
anti-helmintico possibilitando seu uso no controle de nematdides gastrintestinais de pequenos
ruminantes.

Estudo que relatam plantas com alta eficacia in vitro semelhantes ao encontrado
para EHMC foram descritas por Macedo et al. (2012) ao avaliarem o efeito de extratos
provenientes de Tagetes minuta e Mentha villosa na inibicdo da eclosdo de ovos de
H. contortus, na concentracdo de 2,5 mg ml! demonstraram eficacia de 96,8 e 97,6%,
respectivamente. Ferreira et al. (2013) avaliaram o extrato aquoso da folha de Annona
muricata, sobre ovos de H. contortus, inibindo 84,91% a eclodibilidade quando diluido na
concentracdo de 50 mg ml?. Oliveira et al. (2009) avaliaram o extrato acetato de etila obtido
do liquido da casca de Cocos nucifera sobre a eclodibilidade de ovos e o desenvolvimento
larvar de H. contortus, promovendo a inviabilidade de 100% dos ovos testados com inibigcéo
de 99,77% sobre o desenvolvimento larvar nas concentracdes de 5 mg mlt e 80 mg ml.

Substancias purificadas de fitoterapicos também apontam eficacias elevadas, fato
relatado por Macedo et al. (2011) ao avaliarem o efeito in vitro do Oleo essencial de
Eucalyptus citriodora, reduzindo 98,8% da eclosdo de ovos e 99,71% no desenvolvimento
larvar sobre H. contortus, nas doses de 5,3 mg mi e 10,6 mg ml* respectivamente. J& o dleo
essencial de E. globulus apresentou eficacia de 99,3% no teste de eclosdo de ovos e 98,7% no
desenvolvimento larvar de H. contortus, nas concentracdes 21,75 mg ml?t e 43,5 mg ml?,
respectivamente (MACEDO et al., 2009). Tais resultados apontam para o potencial de
diferentes plantas no controle de nematdides gastrintestinais em ovinos e caprinos, no entanto
necessitam de doses superiores para promoverem resultados semelhantes ao encontrado no

presente estudo para M. charantia.

5.3 TESTE DE TOXICIDADE



44

No teste toxicoldgico, ndo ocorreu mortalidade quando os camundongos foram
submetidos a doses de 4000 a 10.000 mg kg?, apenas alteracGes histopatolégicas foram
observadas e utilizadas para calcular a DL50 e DL90. Os camundongos do grupo controle e
aquele que receberam 4.000 mg kg* de EHMC permaneceram ativos durante todo o tempo
monitorado, e ndo apresentaram alteracdes fisicas e comportamental.

Os animais experimentais apresentaram até a primeira hora, incoordenacéao
motora com excitacdo ap6s 10 minutos da administracdo do extrato quando fornecido 6000
mg kg?, ja aqueles que receberam 8.000 mg kg !, ocorreu diarreia, perda de reflexo,
incoordenacdo, andar rastejante com auséncia de apreensdo da cauda, retornando a
normalidade até o fim do experimento.

Aumento da frequéncia respiratoria, diarreia, dificuldade de ambulacéo, excitacao,
incoordenacdo motora e perda de apreensdo de patas posteriores foi observado quando
administrado dose de 10.000 mg kg nas primeiras 4 horas, permanecendo apds esse periodo
com padrbes normal de comportamento e de sinais clinicos. Estudos realizados por Almeida
et al. (1999), indicaram que esses sinais representam acdo depressora do sistema nervoso
central (SNC), j& Radhakrishnan et al. (2001) relataram que a reducdo da atividade motora
pode ser causada tanto pela a¢do inibitoria a um dano ao SNC como pela atividade relaxante
muscular provocada pelo extrato.

Nas necropsias realizadas 3, 7 e 14 dias pds administracdo do EHMC néo foi
observado alteragdo renal macroscopica, somente lesdes hepaticas foram encontradas quando
testadas nas doses de 4000 a 10.000 mg kg*. Os animais acompanhados e necropsiados 3 dias
p6s administragdo ndo apresentaram alteracGes macroscopica independente da dose
administrada, apenas um animal que recebeu dose de 10.000 mg kg* do EHMC apresentou
congestdo intestinal (Figura 6).

Sete dias ap0s receber o EHMC um camundongo dos grupos tratados com 6000 e
outro com 10.000 mg kg apresentaram hemorragia petequial na capsula hepética, indicando
sinais de intoxicagdo (Figura 7), representando 12,5% dos sinais observados sete e 14 dias pos
administracao.

Alteracdes macroscopicas hepaticas também foram observadas quando fornecido
6000, 8000 e 10.000 mg kg*' 14 dias pés administracdo do EHMC, onde foi visualizado
quatro camundongos com congestdo hepética (Figura 8), sendo um no grupo que recebeu

6000 e outro 8000 mg kg, assim como dois animais que receberam a maior dose do EHMC
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Figura 6 - Necropsia realizada 3 dias apds ingestdo de EHMC: A. Camundongo do grupo
controle com aparéncia intestinal normal; B. Camundongo Balb/c que recebeu dose de

B

Fonte: Acervo da autora |

Figura 7 - Cavidade abdominal de camundongo Balb/c,

enfatizando hemorragia petequial na cépsula hepéatica, em
camundongo Balb/c que recebeu dose de 10.000 mg kg 7 dias

pos administracdo de EHMC.
7 |

Fonte: Acervo da autora

Lesdo hepatica caracterizada por fibrose (Figura 9) foi observada uma Unica vez
quando fornecida dose de 10.000 mg kg* indicando lesdo irreversivel no 6rgdo afetado.

Segundo Friedman e Arthur (2002) a fibrose hepatica ocorre por exposicdo cronica a



46

substancias toxicas geralmente resultantes de alteragdo da funcéo orgénica, diminuicdo do
tamanho do 6rgdo e aumento do tecido conjuntivo, causando fibrose intra-hepaética.

Figura 8 - Necropsia de camundongos Balb/c eutanasiados 14 dias pos ingestdo de 10.000
mg kg! EHMC: A. Camundongo com figado de aparéncia normal; B. Camundongo com
figado apresentando congestdo hepatica.

— -

Fonte: Acervo da autora

Figura 9 - Alteracdo macroscopica no figado, apresentando lesdo
hepéatica com proliferacdo de origem fibrosa em camundongo que
recebeu dose de 10.000 mg kg?! 14 dias pds tratamento com
EHMC.

Fonte: Acervo da autora

Alteracbes de coagulagdo observadas no presente estudo tais como petéquias e
equimoses nas serosas e enterorragia, sao descritos com frequéncia no curso das hepatopatias
toxicas agudas (COLODEL et al., 2000). Resultado semelhante foi descrito por Batran et al.

(2006) ao avaliar a toxicidade do extrato alcodlico do fruto de M. charrantia (362mg kg?)
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administrado por via subcutanea diariamente durante 30 dias, mostrando congestdo em todos
0s oOrgaos internos. Nos casos de necrose hepatica ha transtornos de todas as funcfes
hepéticas, e ocorre hipoprotrombinemia com diatese hemorragica ap6s o esgotamento das
proteinas séricas. As células hepaticas destruidas liberam abundantes enzimas intracelulares,
porém ndo é sempre que ha correlacdo do aumento enzimatico com a extensdo da lesdo
hepatica (ROBBINS; ANGEL, 1973).

Segundo Fontana (2008) alteracfes hepaticas induzidas por medicamento, entre
eles os fitoterapicos, constitui a maior causa de lesbes aguda no figado sendo uma das
principais preocupacdes para aprovacdo de drogas por orgdos reguladores governamentais na
atualidade.

A toxicidade de fitoterapicos ocorre com maior efeito patoldgico sobre o figado e
rim, por varias espécies de plantas, entre elas o Cylicosdiscus gabunenses (MABEKU et al.,
2007), ja o acometimento renal ocorre por Solanum grandiflorum causando nefrotoxicidade e

Herniaria cinera promovendo necrose tubular e hemorragias (SOKAR et al., 2003).

5.3.1 Alterac6es Histopatologicas

No estudo histopatologico ndo foram observadas alteracdes renais no grupo G2
que recebeu dose de 4000 mg kgl apenas congestdo hepaticas foi observada em
camundongos necropsiados apés 7 e 14 dias. Porém, revelou alteracdes renais e hepética
imperceptiveis na macroscopia em animais que receberam dose de 6000, 8000 e 10.000
mg kg ! independente do sexo dos camundongos avaliado, ocorrendo degeneracédo hidropica
com éareas de descamacdo das células do epitélio tubular renal em todas as necropsias
realizadas para o grupo G5 que receberam 10.000 mg kg * de EHMC (Tabela 6).

Considerando todos os animais experimentais, 55,1% apresentaram degeneracéo
hidrdpica, 33,3% descamacéo e 8,3% necrose das células do epitélio tubular renal (Figura 10),
independente da dose fornecida aos grupos. Para os camundongos que receberam 10,000
mg kg ! foi observado em 33,3% areas de inflamacéo e congestdo renal 14 dias apés ingestdo
do EHMC.

Alteracdes hepéticas (64,5%) foram observadas independentes da dose
administrada com 74,5% dos camundongos necropsiados apresentando congestdo vascular, e
34% aumento do volume do ndcleo dos hepatdcitos (Figura 11). No entanto, somente 0 grupo
G5 apresentou infiltrado inflamatério mononuclear, degeneracdo e necrose de hepatocitos

(Figura 12), indicando que doses elevadas promoveram lesdes hepaticas irreversiveis.



Tabela 6 - AlteracBes histoldgicas renais e hepaticas encontradas em camundongos Balb/c tratados com extrato hidroalcodlico de
Momordica charantia com 3, 7 e 14 dias pds administracao.

Doses Testadas (mg kg?) / Dias de Observagéo
ALTERACOES Controle  T4000 T6000 T8000 T10.000
3714 3 7 14 3 7 14 3 7 14 3 7 14

RIM

Illnr:‘flcl)tgit%c; perivascular mononuclear com predominéncia de N r 4+ 4t 4t 4
Areas de descamacao do epitélio tubular ++  ++ +++ +++
Presenca de cilindros intratubular + o+ o+
Degeneracdo hidrdpica das células do epitélio tubular ++  ++ +t+ A+ A
Necrose do epitélio tubular ++  ++  ++ 4+
Congestéo de vasos ++  ++

FIGADO
Aumento do volume do ndcleo do Hepatdcito ++  ++ 4+
Congestéo vascular ++ + +++ +++ ++ A+ 4+ T
Infiltrado inflamatdrio mononuclear ++  +++
Degeneracdo vascular de hepatocitos + ++
Necrose de hepatocitos ++

+: discreta; ++: moderada; +++: difusa
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Figura 10 - Aspecto histologico por microscopia optica do Rim em camundongos do grupo
G4: A. Areas de congestdo renal; B. Degeneracdo hidropica (seta preta) com areas de
descamagao do epltello tubular (seta vermelha) Objetlva 100X (A) e 40X (B)

Fonte Acervo da autora

Figura 11 - Estudo histopatolgico por microscopia Optica do figado em animais do grupo G4:
A Congestao das veias centrolobular B. Hepatocnos com nucleo aumentado (seta preta).

Fonte: Acervo da autora

Figura 12 - Estudo histopatolgico por microscopia éptica do figado em camundongos do
grupo G5: A. Infiltrado inflamatorio mononuclear; B. Degeneracdo de hepatdcitos; C. Areas
de necrose areas cIaras Ob etiva 4OX A B e 100X C :

Fonte: Acervo da autora
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A presenca de alteracBes histopatoldgicas hepaticas e renais possibilitou calcular
as doses letais para degeneracédo hidrépica DL50 5216,7 mg kg (IC95%: 4542,3 - 5881,5) e
DL90: 6597,9 mg kg (1IC95%: 5856,8 - 8548,4) e para necrose celular hepética e renal com
DL50: 7952,2 mg kg (1C95%: 7066,9 - 8756,9) e DL90: 9921,4 mg kg (IC95%: 8962,4 -
12766,8). A auséncia de mortalidade ocorrida e as doses letais calculadas demonstraram uma
margem segura elevada para administracdo de folhas de M. charantia por via oral. Na
classificagdo de toxicidade do comité conjunto FAO/OMS de peritos em aditivos alimentares,
a auséncia de mortalidade quando administrado 2mg kg é suficiente para considerar uma
substancia segura (MBAKA et al., 2010).

Resultado semelhante foi descrito por Mada et al. (2014) ao descreverem DL50
superior a 5000 mg kg* quando administrado extrato de folhas de M. charantia por via oral
em ratos wistar. Para Husna et al (2013) e Husain et al. (2014) a administracdo de extrato
proveniente da fruta de M. charantia por via oral foi considerada segura, ja que doses maiores
que 2000 mg kg* foram relatadas como DL50. Similaridade foi descrita por Batran et al.
(2006) ao descreverem DL10 (2686 mg kg*), DL50 (3623,4 mg kg') e DL100 (5028 mg kg")
superiores a 2000 mg kg* quando o extrato alcodlico da fruta de M. charantia foi aplicado por

via subcutanea em ratos wistar.

5.3.2 Alteraces Hematoldgicas e Bioguimicas

Na avaliacdo dos parametros hematoldgicos (Tabela 7) foi detectado diminuicdo do
hematdcrito (Ht) e hemoglobina (Hb) com aumento do volume corpuscular médio (VCM) trés
dias pds ingestdo do EHMC, indicando anemia macrocitica nos animais tratados com doses
acima de 4000 mg kg !, apresentando diferencas estatisticas quando comparado ao grupo
controle (p<0,05). Esses parametros retornaram & normalidade sete dias ap6s a administracéo
do fitoterapico e se elevou apos 14 dias, sendo estatisticamente diferentes ao grupo controle
no mesmo periodo estudado (p<0,05). Elevacdo dos parametros plaquetarios também foram
observados nos camundongos tratados com 6000 e 10.000 mg kg* aos 14 dias quando
comparados com animais do mesmo grupo 3 e 7 dias pos tratamento (p<0,05).

Ao leucograma (Tabela 8) foi possivel observar uma leucopenia em camundongos
tratados com 6000, 8000 e 10.000 mg kg trés dias apds receber o EHMC, evidenciada por
uma eosinopenia e monocitopenia nos mesmos grupos estudados. Os parametros do
leucograma observado com 7 e 14 dias mostraram-se dentro da normalidade quando

comparados ao grupo controle.



Tabela 7 - Valores de média + desvio padrdo dos pardmetros hematoldgicos de camundongos Balb/c tratados com o extrato

hidroalcodlico de Momordica charantia em dose Unica por via oral 3, 7 e 14 dias pds tratamento.

- . GRUPOS
Variaveis Dias Controle G2 a3 G4 G5
(4000 mg kgt) (6000 mg kgt) (8000 mg kgt) (10.000 mg kg1)
03  39,00+057aA 39,00 +1,15aB 32,66 +0,33bB 35,33 + 0,88bB 32,00 % 0,57bB
Ht (%) 07 39,50+ 144aA 43,67 +145aA 47,67 +145aA 4533 + 1,33aA 44,44 +5,17aA
14 38,0+ 30bA  40,25+0,94abAB 44,75 +085aA 4550+ 0,86aA 42,75 + 0,25abA
03  1258+0,18aA  12,58+0,37aB  10,53+0,10bB 11,39 + 0,280bB 10,32 + 0,18bB
Hb (g/dL) 07  12,74+0,46aA  14,08+0,46aA 1537 +046aA 14,62 % 0,433A 14,40 + 1,67aA
14 12,25+096bA 13,14 +0,30abAB 14,43 +027aA  1467+027aA 13,79 % 0,08abA
03 47,18 +1,44cC 6568 +11,2bcB 99,10 + 7,12abA 99,99 + 9,94abAB 105,32 + 6,20aA
VCM 07  77,68+542aA 101,50 + 14,2aA 9533 +1,49aA 111,19 +855aA 110,90 + 6,07aA
14  6552+268aB 81,89 +454aAB 57,99 +4,90aB 69,8 + 11,2aB 65,3 + 10,1aB
03 32,25 32,25 32,25 32,25 32,25
CZ',/C)M 07 32,25 32,25 32,25 32,25 32,25
’ 14 32,25 32,06 + 0,06 32,25 32,25 32,25
03 566,50 +70,1aA 650,67 £72,1aA  5650+21,9aB  439,0+438aA 517,33 +57,0aB
(Enl?%%a;) 07  4225+303aA 6157 +598aA  537,33+6,69aB  489,3 + 38,5aA 488,0 + 60,7aB
14  5857+793aA  621,5+336aA 9580 + 164aA 770 + 160aA 1153 + 182aA

Os valores representam a média + desvio padrdo. Ht: hematécrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio, CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. ¢ Letras mintsculas diferentes na linha significa diferenca estatistica (p<0,05); #BC Letras mailsculas diferentes na
coluna significa diferenga estatistica (p<0,05).
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Tabela 8 - Valores de média + desvio padrdo do leucograma de camundongos Balb/c tratados com o extrato hidroalcodlico de
Momordica charantia em dose Unica por via oral 3, 7 e 14 dias pds tratamento.

Variaveis Dias GRUPOS
G1 G2 G3 G4 G5
Controle (4000 mg kg!) (6000 mg kgt) (8000 mg kg!) (10.000 mg kg1)
- 03 9350+17,03aA 68,67 +762abA 4633+622bB 50,00 +8,08abA 27,00 +1,15bB
"euc‘z;';‘zf)mta's 07 4550+6,64bB 57,33 +7,36abA 1050+153aA 69,30 +144abA 73,3 + 15,2abA
14 697+217aB  6325+340aA 80,3+21,9aAB  933%174aA  62,5+371aA
03  65%028aA  30+057bA  2,0£057bA 1,66 +0,33bA 1,66 % 0,66bA
Eosindfilo (%) 07 2,0aB 2,33+£088aA 2,33 +0,88aA 30+057aA 1,33 +0,66aA
14 4,0aB 3,75+£094aA 3,0 +0,70aA 2,7540,62aA 1,0 £ 0,57aA
03 230+866aA  340+643aA  11,0+252B  1533+145aA 15,67 +2,96aB
Neutrfilo (%) 07  36,0+173aA  240+153aA  20,67+698aA 21,33 +328aAB 27,67 + 3,84aA
14 250%252aA  2450+620aA 24,75+342aAB  2525+621aB 27,50 £ 3,57aA
03  57,0£346bB  59,67+606bA  820%10aA  78,66+088aA 78,0 %2,52aA
Linfécito (%) 07  5550+3,18aA  630+321aA  7033+617aA  690+265aA 66,0 +569aB
14 64,67 +260aAB  59,0+7,56aA  6425+536aA  630£662aA 630 +274aB
03  100+404aA  30£057aA  50%173aA 40+057aB 4,66 +0,88aB
Mondcito (%) 07  60%115aA 10,67 +2,67aAB 6,67 +2,858A 6,67+ 1,33aAB 4,67 +1,20aAB
14 633+088aA 1250+1,94aB 8,0+ 255aA 9,0+ 147aA 8,50 + 1,19aA
03  35%086aA 0,33 +0,33bA . 0,33 + 0,330 .
Basfilo (%) 07  05+028aB 0,33 +0,33aA . . 0,33 £0,33a
14 . . . . .

Os valores representam a média + desvio padrdo. °¢ Letras minGsculas diferentes na linha significa diferenca estatistica (p<0,05); B¢ Letras maitsculas

diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p<0,05).
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Alteracbes hematoldgicas e bioquimicas significantes sdo parametros que
identificam sinais de intoxicacdo (CUNHA, 2009), no entanto ndo foram verificadas
alteracdes bioquimicas (Tabela 9) consideraveis quando comparados ao grupo controle, com
dados semelhantes aos descritos como valores de referéncias para espécie (ALMEIDA et al.,
2008), apenas reducéo de alguns parametros foram observados entre os grupos estudados.

Reducdo de ALT ocorreu nos animais do grupo G4 e G5 trés dias ap0s receber
8000 e 10.000 mg kg* de EHMC (p>0,05), ja a diminui¢do dos niveis da fosfatase alcalina foi
observada em camundongos do grupo G3 apos 3 dias do EHMC. Reducdo da creatinina foi
observada entre os animais do grupo G3, G4 e G5 ap0s trés dias da ingestdo do EHMC, ja os
niveis de uréia reduziram em camundongos do grupo G4 que recebeu 8000 mg kg apés 14
dias, porem apesar da reducdo, nao apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas
ao grupo controle (p>0,05).

Dessa forma as alteragcdes bioquimicas descritas ndo foram suficientes para causar
lesbes graves, considerando que os niveis normais de AST e ALT indicaram que ndo houve
injuria hepatica, uma vez que efeitos toxicos no figado podem ser identificados pelos elevados
niveis de transaminases (SHANKER et al., 2002) e os niveis normais dessas enzimas
descartam a presenca de uma lesdo hepatica aguda (RODRIGUES, 1998).

AST e ALT sdo enzimas sensiveis a lesdo hepatocelular, a libertacdo de grandes
quantidades dessas enzimas no sangue esta associado com necrose centrolobular, degeneracéo
e estado de desempenho reduzido do figado (RAJESH; LATHA, 2004), ja a reducdo desses
parametros indicam potencial efeito hepatoproteror da M. charantia. Resultados semelhantes
ao encontrado no presente estudo foi relatodo por Zahra et al. (2012) ao administrar por via
oral o extrato aquoso preparado apartir da fruta de M. charantia, em coelhos com intoxicacdo
hepatica, obsevando reducdo dos parametros de AST e ALT apos 10 dias de administracdo
oral. Reducdo significativa da uréia, creatinina, ALT, AST, fosfatase alcalina, além dos niveis
de glicose, colesterol e triglicerides no sangue também foi obsevado por Batran et al. (2006)

ao administrar por via subcutanea extrato do fruto de M. charantia durante 30 dias.



Tabela 9 - Valores de média *+ desvio padrdo dos parametros bioquimicos de camundongos Balb/c tratados com o extrato
hidroalcodlico de Momordica charantia em dose Unica por via oral 3, 7 e 14 dias pos tratamento.

GRUPOS
Variaveis  Dias G1 G2 G3 G4 G5
Controle (4000 mg kgt) (6000mg kg?) (8000mg kg?) (10.000mg kgt)
03 1880 £4,62aA  140,0 +24,0aA 164,33 +1,20aA  188,0+428aA 93,33 +7,31aB
(UA%L) 07  169.0+150aA  137,0+10,8aA  152,3+400aA 1460+ 180aAB  177,7 + 23.8aA
14 1653+292aA  191,0+350aA  18582309aA  101,75+8,36aB  132,3 + 23,9aAB
03  101,0£577abA  279,7 +836aA  1250+339abA 70,3 + 13,7bA 68,0 + 14,6bA
(UAr';]L) 07  1260+312aA 2267 +57,0aA  80,33+968aA 1307 +30,7aA 99,0 + 29,53A
14 1450 +435aA  161,5+44,0aA  141,3+56,0aA  1485+316aA  131,0+32,7aA
03 0,70 +0,053AB 0,73 £ 0,06aA 0,53 £ 0,082A 0,50 % 0,0aB 0,56 + 0,08aA
Czeat/'gl')”a 07 0,85 + 0,02aA 0,70 % 0,05aA 0,53+0,08A 0,60 % 0,052AB 0,63 % 0,12aA
HO 14 0,60 £ 0,11aB 0,65 + 0,08aA 0,60 + 0,058A 0,70 £ 0,04aA 0,62 £0,07aA
) 03 60,0 £ 7,51aA 65,33 +£3,33aA  63,330,88A  56,33+524aA 68,67 £ 6,67aA
(ligrglli) 07  5150+086aA 61,67 +203aAB 58,67 +644aA 6233 +145aA 67,33 +7,423A
14  5867+584aA  53,50+375aB 58,0 £ 558aA 51,0 £ 8,12aA 60,0 £ 2,83aA
Fosfatase 03 1410 +248abAB  1727+102abA  747+11,7bB  1860+354aA 2113 +124aA
Alcalina 07 90,5 + 15,9aB 196,7 +21,2aA 1253+ 254aAB  1133+344aA  134,7 +22,3aB
(U 14 187,7+501aA  169,3+31,3aA  1830+230aA  1365+217aA  167,0 % 9,353AB

AST: Aspartato aminotransferase, ALT: Alanina aminotransferase. Os valores representam a média * desvio padrdo. *P¢ Letras minGsculas diferentes na

linha significa diferenca estatistica (p<0,05); ~BC Letras mailsculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p<0,05).
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Segundo Loomis (1996) extratos fitoterapicos administrados por via oral
apresentam maior margem de seguranca quando comparados com administracdo
intraperitoneal, uma vez que por via oral pode ocorrer uma pobre absor¢éo da substancia ou
ainda esta ser detoxicada através da passagem pelo figado, enquanto que por via
intraperitoneal ocorre a absorcéo sistémica e desta forma os efeitos toxicos mostram-se mais
intensos e mais precoces.

Além da via de administragdo, outro fator importante a ser considerado na
fitoterapia é a parte da planta utilizada no teste de toxicidade, pois podem apresentar efeitos
diferentes quando testadas.

Considerando a auséncia de alteracfes bioquimicas e lesGes hepaticas e renais em
camundongos Balb/c do grupo G2 que recebeu 4000 mg kg do extrato hidroalcodlico de
folhas de M. charantia pode-se sugerir com seguranca que doses abaixo do valor referido sdo

consideradas seguras para uso em ovinos naturalmente infectados.

5.4 TESTE DE REDUCAO DE CONTAGEM DE OVOS NAS FEZES

A dose estabelecida para avaliagdo do extrato hidroalcodlico de M. charantia
(EHMC) em ovinos foi de 350 mg Kg definida com base no teste toxicoldgico. Na avaliagdo
do EHMC sobre os percentuais de reducdo da carga parasitaria in vivo em ovinos
naturalmente infectados, observou-se reducéo de 51% (Tabela 10) na contagem de ovos por
grama de fezes (OPG) do grupo tratado com o EHMC quando comparado ao OPG do dia zero
14 dias pos tratamento.

Todos os anti-helminticos comerciais testados apresentaram baixa eficécia,
demonstrando multirresisténcia parasitaria, segundo Oliveira et al. (2014), a resisténcia &
considerada multipla quando presente a mais de um principio ativo, fato observado no
presente estudo, porém o farmaco de melhor resultado foi o Levamisol que reduziu 78% do
OPG 14 dias pos administracéo.

Quando se compara 0 grupo que recebeu EHMC com os grupos tratados com
principios comerciais observou-se semelhancas estatisticas quando comparado aos efeitos
anti-helmintico da Ivermectina, Levamisol e Albendazol (p<0,05) 14 dias pds tratamento. Ao
analisar a atividade anti-helmintica de M. charantia Sen et al. (2014), corroboram com o
presente estudo ao descrever similaridade entre a acdo do extrato de M. charantia e o

Albendozole, promovendo paralisia do nematdides.



56

Tabela 10 - OPG médio e percentual de reducdo (%) da contagem de ovos nas fezes de ovinos naturalmente infectados tratados com EHMC
comparado com o Levamisol, Ivermectina e Albendazol.

Tratamentos OPG OPG OPG OPG Reducdo de OPG (%) em relacéo Reducdo (%) em relacdo ao
Dia zero Dia 7 Dia 14 Dia 21 ao dia zero Grupo 0
7 dias 14 dias  21dias 7 dias 14 dias  21dias

G1 — controle 1575Aa 1706Aa 2635Aa  2640Aa 0 0 0 - - -

G5 - Extrato 1758Aa 912ABCbh  868Bb  1308Bab 48 51 26 47 67 50
G3 —levam 1639Aa 183Cc 364Bbc  988Bab 89 78 40 89 86 63
G4 — lvermec 1063Aa 475BCa 456Ba 750Ba 55 57 29 72 83 72
G4 - Albenda 1360Aa 1422ABa  725Ba 866Ba 0 47 36 17 72 67

ABLetras mailsculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (p<0,05); ® Letras minGsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (p<0,05). GO: grupo
controle (Agua + Tween 80 diluido a 3%); G1: ivermectina 0,08% (0,2 mg kg'); G2: Levamisol (7,5 mg kg*); G3: Albendazol (10 mg kg'); G4: EHMc (350 mg kg™?).
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Na coprocultura, os géneros observados parasitando ovinos foram Haemonchus
(90%), Trichostrongylus (10%) apresentando uma reducdo de 54% e 69 da excrecdo de ovos
de Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp., respectivamente no grupo tratado com EHMC 14
dias p6s administracdo. Segundo Lahlou (2002), o metabdlito secundario presente em
Origanum compactum conhecido como flavondides, encontrado em M. charantia, é o
principal responsavel pelo efeito anti-helmintico. Estudos realizados por Simon et al. (2012)
também descrevem os flavondides como principal responsavel pela acdo antiparasitaria
encontrada em Combretum molle administrado em ovinos monoinfectados reduzindo 96,2%
da excrecdo de ovos de H. contortus quando fornecido 2000 mg kg™.

A eficacia anti-helmintica de M. charantia in vivo é descrita por alguns autores,
no entanto sdo utilizadas doses distintas para avaliacdo dificultando sua comparacdo. Porém,
resultado acima do encontrado no presente estudo foi relatado por Almeida et al. (2007) ao
testarem dose e frequéncia superior, demonstrando reducéo de 94,17% aos 30 dias no OPG de
caprinos naturalmente infectados quando fornecido 45g/10Kg de M. charantia por trés dias
consecutivos. Eficacia inferior foi observado por Brito-Janior et al. (2011) e Girdo et al.
(1998) ao descreverem reducdo de 40% (5,85 mg kg') e 43% (50g/animal) do ndmero de
ovos expelidos nas fezes de caprinos apos 30 dias da administracdo de M. charantia.

Estudos com fitoterdpicos demonstram eficacia anti-helmintica bastante
diversificada, Andrade et al. (2014) descreveram reducdo de 41% da carga parasitaria em
ovinos avaliados com extrato de raiz de Tarenaya spinosa (3000 mg/animal) fornecido
semanalmente por cinco semanas. Uma maior eficacia foi encontrada por Grade et al. (2008)
ao administrar 358 mg.kg?! de Albizia anthelmintica em ovinos naturalmente infectados
reduzindo 66,5% quando o extrato encapsulado foi fornecido. Outros estudos também
apontam reducdo de 50% da excrecdo de ovos nas fezes quando administrados 1700 mg kgt
de extrato aquoso de Agave sisalana (sisal) 9 dias pds tratamento em caprinos (BOTURA et
al., 2011).

Na busca por isolar e testar substancias provenientes de fitoterapicos esta sendo
avaliados Oleos essenciais e extratos encapsulados, no entanto resultados com esses isolados
também apresentam eficicia baixa ou moderada em testes in vivo. Resultados observado por
Macedo et al. (2009; 2010) ao avaliar o ¢leo essencial de Eucalyptus stageriana e
E. citriodora encontraram redugédo de 76,5% e 60,7% respectivamente na excregéo de ovos de
nematdides gastrintestinais em ovinos. Resultado satisfatorio com fitoterapicos também foram

descritos com eficacia de 97,4% na reducdo do nimero de ovos nas fezes de ovinos quando
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administrado emulsdo de 6leo de laranja 600 mg kg® em dose Unica 14 dias pds
administragéo.

Apesar de alguns resultados com fitoterapicos estarem abaixo dos padrdes
recomendado pela WAAVP, ressalta-se que muitos anti-helminticos comerciais ndo reduzem
os niveis de infeccdo desejado, representando um problema na criacdo de pequenos
ruminantes em todo o mundo (BARRERE et al., 2013), inclusive na regido Nordeste
brasileira onde esse fendmeno é observado (SANTOS et al., 2013) estimulando pesquisas na
busca alternativa de controle parasitario (RIBEIRO et al., 2013).

E importante ressaltar que atualmente a busca por novas drogas fitoterapicas tem
por objetivo reduzir a carga parasitaria em longo prazo e de forma sustentdvel e ndo a
eliminacdo de 100% da populacdo de nematdides gastrintestinais em curto prazo como
prometem os anti-helminticos comerciais (HOSTE; TORRES COSTA, 2011). Por outro lado,
0s produtos naturais apresentam varias vantagens, como biodegradavel, autossustentavel,
além de ser constituido de diversos compostos bioativos que podem agir de forma sinérgica
atuando diferentemente em uma grande variedade de nematdides, diminuindo o nimero de
parasitas resistentes diluindo seus alelos, para acasalar com adultos resistentes que
sobrevivem ao tratamento (BARTRAM et al., 2012).

Dessa forma, a reducdo do OPG observada para 0 EHMC pode ser de grande valia
para a producdo de pequenos ruminantes e controle de nematdides gastrintestinais diminuindo
a resisténcia, assim favorecendo a producéo de animais organicos, ajudando ao produtor

agregar valor ao seu produto.
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6 CONCLUSOES

A andlise fitoquimica o extrato hidroalcodlico de Momordica charantia apresentou
maior prevaléncia de compostos fendlicos do grupo dos flavonéides;

M. charantia mostrou-se um anti-helmintico eficaz dose dependente para Haemonchus
contortus;

No teste toxicoldgico M. charantia apresentou baixa toxicidade em dose de 4000 mg
kg! ndo apresentaram efeito toxico, sendo determinada uma dose de 350 mg kg* para
utilizacdo em ovinos;

No teste in vivo M. charantia promoveu reducdo do nimero de ovos nas fezes de
ovinos naturalmente infectados, constituindo alternativa para o controle de nematdides

gastrintestinais em ovinos.
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ANEXO A — Ficha produzida pelo Herbario Dardano de Andrade Lima (MOSS) ap06s
identificacdo botanica da Momordica charantia.

\% UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
M" HERBARIO "DARDANO DE ANDRADE-LIMA" - MOSS
OSS

14089 Momordica charantia L.

Familia: Cucurbitaceae
Determinador(es): Sousa, L.deO.F. de Data: 2013

Local da Coleta: Brasil, Rio Grande do Norte, Mossord, loteamento Parque
Universitario.

5°11'15" S, 37°20'39" W
Obs.: trepadeira herbacea, heliéfila; folha membranacea discores, verde;
célice verde: corola amarela; n.v. meldo-de-sao-caetano.

Coletor(es): Coelho, A.C.; Souza, Z.A.A. de 3

Data: 9VII 2013
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ANEXO B — Aprovacdo do comité de ética no uso de animais em pesquisa da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA (CEUA-UFERSA).

A

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER DE PROJETO ENCAMINHADO A CEUA-UFERSA

Parecer N" 0472014 PROCESSO N° 23091.005376/2013-67
Data de Entrada: 06122013 Aprovado: 23042014

1. Pgssoal Responsidvel:
Silvia Maria Mendes Ahid

2. Titulo do Projeto:

Avaliagao de nanoencapsulados de Operculina hamiltonii ¢ Momordica charantia no controle de

nrematodeos gastrintestinais de caprinos,

3. Consideragaes:

Apés apreciacdo pelos membros. a comissao julgou que os esclarecimentos solicitados via memorando
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