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1 INTRODUCAO

Nematodioses gastrintestinais representam um dos principais limitantes
na criagao de caprinos e ovinos. Animais intensamente parasitados podem apre-
sentar sinais clinicos de fraqueza, emagrecimento, anemia, diarreia e edema
submandibular, tornando-se mais susceptiveis a outras doencas (SANDOVAL
JR et al., 2011). Os prejuizos ocorridos na ovinocultura estao relacionados, entre
outras questdes, a queda na produgdo, aumento no custo com tratamentos pro-
filaticos e a morte dos animais (MOTA; CAMPOS; ARAUJO, 2003).

O controle das nematodioses gastrintestinais tem ocorrido por meio do
uso de anti-helminticos comerciais pertencentes a diferentes grupos quimicos
(COSTA COELHO et al., 2010). O uso desses compostos de forma indiscrimi-
nada ou por repetidas vezes, num curto espacgo de tempo, facilita o surgimento
da resisténcia anti-helmintica (RA) e ao mesmo tempo torna as nematodioses,
um dos maiores agravantes para a limitacdo do crescimento da cadeia produtiva
animal (MOLENTO, 2004). A introducao de animais de racas altamente suscep-
tiveis a parasitoses pode elevar o aumento da utilizacdo de anti-helminticos e
consequentemente o aumento da RA. Com a diminuicdo da busca por novos
farmacos pela industria farmacéutica, possivelmente devido a dificuldade de im-
plantacéo e alto custo, faz se necessario a busca por novas formas de controle
dessas parasitoses (AMARANTE; SALES, 2007).

As caracteristicas terapéuticas de produtos naturais provenientes de plan-
tas, minerais e animais foram demonstradas desde as mais antigas civilizacdes
humanas. Com a comprovacao da eficacia da atividade de plantas medicinais,
os estudos que visam aprofundar a busca por novos medicamentos tém crescido
cada vez mais (SOUSA et al., 2013). Dessa forma, o interesse no uso de plantas
medicinais para o controle de nematoides gastrintestinais demonstrou um au-
mento significativo. A utilizagdo de plantas com propriedades anti-helminticas
tem sido considerada uma abordagem adequada para controle de parasitas, es-
pecialmente para criadores com poucos recursos, uma vez que esta abordagem
pode ser potencialmente utilizada de forma sustentavel (MACEDO et al., 2015).

Dentre as espécies de plantas que tem sido investigada para o controle
das nematodioses gastrintestinais em ovinos temos Cymbopogon citratus, popu-

larmente conhecido como Capim Lim&o. Os poucos estudos realizados
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demonstram a eficacia anti-helmintica desta planta em testes in vitro (ALMEIDA
et al., 2003; ROCHA, 2016; MACEDO et al., 2015) e in vivo (MACEDO et al.,
2015; SILVA et al., 2005).

A atividade anti-helmintica de diferentes formulacdes de C. citratus foi
comprovada in vitro, tais como, 6leo essencial, decoto, extrato aquoso como
também para seu componente principal, o citral (ROCHA, 2016; MACEDO et
al., 2015). Contudo, ainda sdo poucos resultados demonstrando a eficacia in
vivo. Um estudo utilizando Meriones ungiculatus (gerbil), demonstrou a eficacia
de dleo essencial de C. citratus na reducao da carga parasitaria de animais in-
fectados com H. contortus, representando um indicativo da potencialidade da
eficacia no organismo alvo. Neste contexto, o presente estudo busca avaliar o
efeito anti-helmintico in vivo do extrato agquoso de C. citratus, uma vez que sua
acao in vitro causou alteracdes sobre ovos e larvas de nematoides gastrintesti-

nais de ovinos segundo dados nédo publicados de ROCHA, 2016.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA OVINOCULTURA

Os ovinos foram um dos primeiros animais domesticados, sendo portu-
gueses e espanhois os disseminadores da ovinocultura no mundo (ZEN;
SANTOS; MONTEIRO, 2014). A criacdo de ovinos possibilita a obtencao de im-
portantes e lucrativos produtos tais como, carne e leite para a alimentacdo e a la
para a protecdo (VARGAS JUNIOR et al., 2013). Embora a ovinocultura seja
uma pratica altamente rentavel e de grande importancia econémica, sua disse-
minacao em todos 0s continentes ainda nao é evidenciada. A exploracdo da pe-
cuaria ovina no Brasil estd em maior parte concentrada nas regides Sul e Nor-
deste (ZEN; SANTOS; MONTEIRO, 2014).

De acordo com os dados da Organizacdo das NacOGes Unidas para Ali-
mentacao e Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
em 2010 a populacdo mundial de ovinos era aproximadamente de 1,1 bilhdo de
cabegas, destas 134 milhdes se concentram na China. O Brasil, ocupa a 182
posicdo do ranking de rebanhos com 17,6 milhdes de cabecas, das quais 10,1
milhdes estdo no Nordeste e 5,1 milhées na regido Sul (MARTINS et al., 2016;
VARGAS JUNIOR et al., 2013). No entanto, tem sido observado um aumento no
consumo da carne de origem ovina pelos brasileiros, o que pode ser associado
com uma elevacao do poder aquisitivo dos mesmos. Porém, por falta de abaste-
cimento nacional, a carne é importada em grande parte do Uruguai (ZEN;
SANTOS; MONTEIRO, 2014). A caracterizacdo da qualidade da carne ovina &
dada por um conjunto de atributos como suculéncia, sabor, textura, maciez e
aparéncia combinados a uma carcaca com pouca gordura e bastante musculo
(DA SILVA SOBRINHO et al., 2005).

Uma das principais barreiras para o crescimento da ovinocultura sédo as
infecgbes por parasitoses gastrintestinais, pois influenciam no desenvolvimento
do animal e consequentemente na qualidade da carne (VIEIRA, 2008).

2.2 NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS
2.2.1 Estrutura e ciclo de vida

Nematoides, vulgarmente chamados de vermes, sdo parasitos de corpo

filiforme, alongado, ndo-segmentado com simetria bilateral. Podem possuir ciclo

de vida livre ou parasitario. Muitos nematoides séo de interesse médico e
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veterinario por configurarem quadros de parasitoses em humanos e animais
(REY, 2001). Possuem sistema nervoso, sistema digestivo completo com boca
e anus, sistema reprodutor, fémea com vulva e anus e macho com cloaca e ,
sendo dioicos (Figura 1). Estao presentes em nematoides parasitos algumas es-
truturas como dentes, denticulos e ventosas que auxiliam em sua fixagdo nos
orgaos e tecidos a serem parasitados em seus hospedeiros, logo, na sua alimen-
tacdo. Como consequéncia, geram feridas nas mucosas dos hospedeiros para-
sitados, 0 que pode ocasionar em grave perda de sangue levando o hospedeiro
a um quadro de anemia. Nematoides com este tipo de alimentagcéo sao denomi-

nados hematofagos (REY, 2001).

Cavidade bucal

Anfidios

Esofago — Istmo

Glandulas

Bulbo excretoras

Celomdcitos

Intestino

Intestino

Ovario

Glandula anal o ¢ Espiculo
Musculos

Fémea Macho

Figura 1. Morfologia geral do corpo do nematoide: fémea a esquerda, e ma-
cho a direita (Adaptado SCHMIDT, 1990).
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O ciclo de vida dos nematoides parasitos de ovinos inclui 2 fases: vida
livre e parasitaria. Os nematoides séo encontrados na pastagem nas formas evo-
lutivas de ovos e larvas. As larvas de primeiro (L1) e segundo estadio (L2) se
alimentam de microrganismos do ambiente fecal e passam por duas mudas até
atingir o estadio seguinte que € o infectante para o hospedeiro. O estadio infec-
tante (Ls) ndo se alimenta, retém a cuticula remanescente da segunda muda e
abandona o bolo fecal migrando para a vegetacao ao redor. Ao se alimentar, os
animais ingerem a Ls, que se aloja na mucosa do abomaso ou intestinos. Neste
periodo as larvas se diferenciam no quarto estadio (L4) e posteriormente emer-
gem como um adulto imaturo. Ocorre entdo o aumento de tamanho, a diferenci-
acdo dos 6rgaos e se tornam adultos maduros (machos e fémeas). Apés a co-
pula as fémeas iniciam a postura dos ovos que seréo eliminados junto com as
fezes do animal (Figura 2). O periodo pré-patente dura em torno de 21 a 28 dias
para a maior parte das espécies de nematoides gastrintestinais (HANSEN;
PERRY, 1994).
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Fase Parasitaria

L4 Adultos

y
L1 L2 L3 o =
/ / Fase de vida Livre

Figura 2. Ciclo de vida dos nematoides trichostrongyloidea, parasitas do
trato gastrintestinal de ruminantes. A fase de vida livre é caracterizada pela
evolucdo dos ovos até L3 ao passo que na fase parasitaria ocorre o desenvolvi-
mento das larvas infectantes a nematoides adultos e postura dos ovos (CRUZ,
2011).

2.2.2 Nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes

Um numero variado de nematoides pode parasitar o trato gastrintestinal
dos ovinos (Tabela 1). Os principais géneros de nematoides parasitos encontra-
dos em ovinos sao: Trichostrongylus spp., Haemonchus spp., Ostertagia spp.,
Cooperia spp., Strongyloides spp., Trichuris spp. e Oesophagostomum spp.
(AMARANTE, 2015). O grau de patogenia destes nematoides pode variar com a
espécie e a lesdo causada, podendo entdo este ser classificado como mais ou
menos patogénico. Inimeros fatores ambientais podem influenciar o desenvol-

vimento e a sobrevivéncia das fases de vida livre dos nematoides tais como os
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fatores climéaticos, tipo de vegetacao, tipo e relevo do solo e taxa de lotagédo de
animais. A temperatura e umidade sao principais fatores climaticos a interferir na
evolucdo de ovos e larvas bem como migracéo, distribuicdo e persisténcia das
L3 nas pastagens (CHARLES; FURLONG, 1992).

Em paises com clima tropical, H. contortus € o nematoide com maior pre-
valéncia nos rebanhos ovinos. Este parasito se prende a parede do abomaso do
hospedeiro e por hematofagia se alimenta dos nutrientes ao ingerir o sangue. A
Hemoncose é capaz de causar anemia, edema submandibular e em um estado
mais grave pode levar o animal a 6bito (AMARANTE; SALES, 2007). A infec¢céo
€ caracterizada por duas fases: aguda e crbénica. Na fase aguda, por conter um
namero maior de parasitos, o animal apresenta anemia e queda acentuada no
hematécrito. J& na fase crbnica, ocorre uma diminuicdo da carga parasitaria e
nao é constatada a presenca de anemia (ROEBER; JEX; GASSER, 2013).

Trichostrongylus colubriformis é o segundo nematoide com maior preva-
léncia nos rebanhos em paises tropicais (COSTA; SIMOES; RIET-CORREA,
2011). Depois da infecgao, estes nematoides se fixam no intestino delgado de
seus hospedeiros e com a emergéncia das L4 ocorrem ulcera¢des na superficie
da mucosa com consequente perda sanguinea em especial das proteinas plas-
maticas. As vilosidades tornam-se alteradas e seu desenvolvimento € interrom-
pido causando uma atrofia destas, reduzindo assim, a superficie intestinal de
absorcao resultando em digestéo prejudicada e ma absorcao. Em infeccdes se-
veras, como consequéncia pode-se ter diarreia e perda de peso (ROMERO;
BOERO, 2001).
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Tabela 1 - Espécies de nematoides gastrintestinais de ovinos, habitat, pe-

riodo pré-patente.

Familia* Espécie Habitat Periodo Pré Patente (dias)

Haemonchus contortus
Haemonchidae Abomaso 18-21
Haemonchus similis

Trichostrongylus axei Abomaso
T. colubriformis Intestino delgado
Trichostrongylidae Ostertagia ostertagi 15- 23
O. circumcincta Abomaso

O. trifurcata
Cooperia punctata
Cooperia oncophora
Cooperiidae Cooperia pectinata Intestino delgado 17 - 22
Cooperia curticei
Cooperia macmasteri
Nematodirus spatigher

Molineidae Intestino delgado 15-25
Nematodirus fillicolis

Ancylostomatidae | Bunostomum trigonocephalum Intestino delgado 53-60
Strongyloididae Strongyloides papillosus Intestino delgado 07 -09
Oesophagostomum columbia- Intestino grosso 40
Cloacinidae num
O. venulosum Intestino grosso 28-31
Chabertidae Chabertia ovina Intestino grosso 63 -70
Trichuris ovis
Tricuridae Trichuris discolor Intestino grosso 42-84

Trichuris globulosa

* Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6231

2.2.3 Nematoides de roedores como modelo para o estudo das nematodi-
oses
Heligmosomoides polygyrus, também conhecido como H. bakeri ou Ne-
matospiroides dubius, € um nematoide gastrintestinal de roedores. Pertencente
a familia trichostrongylidae, possui ciclo de vida direto, sendo Lz a forma infec-

tiva. ApoOs a infeccao feco-oral, as Lz penetram pelas microvilosidades e migram
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para a camada subserosa do duodeno apds 24h de infeccdo. Neste local, cerca
de quatro dias apos ingestdo a Ls muda para L4. ApOs oito dias 0s nematoides
adultos retornam ao limen intestinal. O acasalamento e a postura de ovos ocor-
rem até o décimo dia, 0s ovos sdo eliminados junto as fezes dos animais de
onde as larvas eclodem e se desenvolvem(Li, L2 e L3), (Figura 3) (JOHNSTON
et al., 2015; MONROY; ENRIQUEZ, 1992).

Heligmosomoides polygyrus é considerado um organismo apropriado
para modelo de helmintoses cronicas, devido a persisténcia de suas infec¢des
primérias por meses em cepas de camundongos susceptiveis (REYNOLDS;
FILBEY; MAIZELS, 2012). A similaridade com nematoides parasitos de ruminan-
tes torna este helminto um alvo de testes in vitro para validacao de plantas me-
dicinais, assim como teste pré-clinicos (GITHIORI; ATHANASIADOU;
THAMSBORG, 2006).

Roedores
9-11Dias

3

L3
2-6 Dias

Figura 3. Ciclo de vida do Heligmosomoides polygyrus (Adaptado de
MONROY, 1992).
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2.3 CONTROLE DE NEMATODIOSES EM PEQUENOS RUMINANTES

O controle de infec¢des por nematoides gastrointestinais tradicionalmente
e feito por uso de anti-helminticos comerciais (CHARLES, 1992). Estes medica-
mentos podem ter acdo de amplo ou reduzido espectro, agindo em varios ou
especificamente em alguns tipos de helmintos.

No mercado existem o0s seguintes anti-helminticos com amplo espectro:
(1) benzimidazois (thiabendazol, mebendazol, parbendazol, albendazol, fenben-
dazol, oxbendazol, oxfendazol e triclabendazol), que atuam ligando-se a beta-
tubulina e evitam a polimerizacdo dos dimeros de tubulina em microtabulos, e
também inibem a fumarato-redutase e o transporte de glicose; (2) imidazotiazois
(levamisol e tetramisol) e pirimidinas (pirantel e morantel), que sédo agonistas de
receptores de acetilcolina e provocam contragdo muscular e paralisia; (3) lacto-
nas macrociclicas (avermectinas: ivermectina, abamectina, doramectina, eprino-
mectina e selamectina; e milbemicinas: moxidectina, nemadectina e milbemicina
oxima), que abrem canais de cloro direcionados por glutamato e ocasionam pa-
ralisia neuromusculaturar; (4) derivado de amino acetonitrila (monopantel) que
age como agonista direto de canais idnicos contendo a proteina ACR-23, um
receptor nicotinico da acetilcolina, causando hipercontracdo muscular que con-
duz a paralisia e morte do nematoide e (5) Espiroindoles (derquantel) que séo
antagonistas colinérgicos nicotinicos, que bloqueiam os canais de cétions nas
membranas celulares do musculo do nematoide levando a paralisia. O derquan-
tel tem sido comercializado associado a abamectina (LITTLE et al., 2010, 2011).

Os anti-helminticos de reduzido espectro séo: (1) salicilanilidas (closantel,
rafoxanida niclosamida e oxiclozamida) e nitrofendis ou substitutos fendlicos
(disofenol, nitroxinil, niclofan, nitroscanato e bitionol), desacopladores de fosfori-
lacéo oxidativa e (2) organofosforados (diclorvés, triclorfon, coumafés e fention),
inibidores da acetilcolinesterase (NICIURA; VERISSIMO; MOLENTO, 2009).
Embora existam, uma gama razoavel de substancias disponiveis para o controle
dos endoparasitos, o uso indiscriminado e equivocado destes produtos acarretou
0 surgimento da resisténcia dos nematoides (MOLENTO et al., 2013).

Em paralelo, outras formas de controle podem ser utilizadas para se rea-
lizar um controle integrado, visando a diminui¢céo da utilizacdo de medicamentos
anti-helminticos. Entre estas, tem-se prontamente disponiveis o pastejo rotacio-

nado, descontaminacdo prévia das pastagens, pastejo com alternancia de
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categorias e ou espécies de hospedeiros, maior controle nutricional e melhora-
mento genético do rebanho para resisténcia parasitaria (CEZAR; CATTO;
BIANCHIN, 2008). O método FAMACHA auxilia no diagnostico de animais para-
sitados por H. contortus, direcionando o tratamento seletivo a animais que apre-
sentem diferentes graus de anemia, logo diminuindo a utilizacédo de anti-helmin-
ticos no rebanho (VAN WYK, 2001). Outras alternativas de controle, ainda estao
em fase de estudos tais como o controle biolégico, marcadores genéticos, vaci-
nas e fitoterapia (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

Devido & alta taxa de RA criada apés o uso descontrolado de anti-helmin-
ticos, tornou-se necessaria a busca por novas estratégias de controle parasitario.
Atualmente ocorre um aumento do interesse nas praticas ethomédica e etnove-
terinaria em todo o mundo, especialmente em relagdo ao uso de plantas medici-
nais no tratamento de diversas doencgas (BIZIMENYERA et al., 2006).

2.4 CONTROLE QUIMICO E A RESISTENCIA ANTIHELMINTICA

O curto intervalo de tempo entre os tratamentos, a rapida alternancia entre
dois diferentes grupos de vermifugos, medicamentos de longa duragéo, a aqui-
sicdo de animais contaminados e o tempo de aprovacdo dos anti-helminticos,
sdo apontados como as causas para o surgimento da resisténcia parasitaria em
ovinos (MOLENTO, 2004). A RA pode ser definida como o aumento na aptidao
das cepas de parasitos em resistir ou sobreviver a acdo dos compostos quimicos
gue seriam eficazes na morte de individuos em uma mesma espécie de nema-
toides. A resisténcia a drogas nematicidas se tornou um dos fatores mais limi-
tantes para o desenvolvimento da ovinocultura (HOLSBACK; DE SOUZA
MARQUEZ; MENEGHEL, 2013).

A fenotiazina foi a primeira substancia a ser relatada com RA no mundo,
primeiramente em nematoides de ovinos (DRUDGE; LELAND; WYANT, 1957) e
mais tarde em nematoides de equinos (DRUDGE; ELAM, 1961). Os benzimida-
zois foram as primeiras classes de anti-helminticos atualmente utilizados com
relato de RA, com nematoides resistentes a tiabendazol (DRUDGE et al., 1964).
Dos Santos e Gongalves (1967) relataram o primeiro caso de RA ocorrido no
Brasil em ovinos e para o albendazol no estado do Rio Grande do Sul. Desde
entdo inumeros casos de RA vem sendo descritos a nivel mundial (FALZON et
al., 2014; MACIEL et al., 1996; PLAYFORD et al., 2014; SUTER et al., 2004,
WAGHORN et al., 2006) e no Brasil (SALGADO; SANTOS, 2016) envolvendo
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anti-helminticos com diferentes modos de acgéo (resisténcia cruzada) ou envol-
vendo individuos resistentes a dois ou mais grupos de anti-helminticos quimica-
mente diferentes e com diferentes mecanismos de acéao (resisténcia maltipla).

Populacdes de parasitos que nao entraram em contato com o tratamento
quimico, presentes na pastagem ou em animais nao tratados, sdo chamados de
populacao de refugia. Esta populacéo é de extrema importancia, uma vez que a
RA esta diretamente relacionada com a progénie que sobreviveu ao tratamento,
logo é importante manter a populagcdo em refugia, pois pode auxiliar a retardar o
surgimento da RA (VAN WYK, 2001). A caracteristica susceptivel das larvas em
refugia permanece, pois ficam livres da selecao para RA (MOLENTO, 2005). O
método FAMACHA, permite que haja persisténcia de uma populacéo de parasi-
tos sensiveis no meio ambiente na medida em que este direciona o tratamento
somente a animais que necessitam, retardando o aparecimento da RA e man-
tendo a eficacia do composto quimico por um periodo maior, além de promover
a reducéo de residuos quimicos nos alimentos de origem animal e no meio am-
biente, sendo indicado apenas para infeccbes por H. contortus (COSTA;
SIMOES: RIET-CORREA, 2011).

Ha RA quando a eficacia do farmaco é inferior a 95%, desta forma é recomen-
dado que seja feito um teste de RA para escolher o farmaco a ser utilizado. O
principal método para a detec¢éo de resisténcia continua sendo o teste de redu-
céo da contagem de ovos nas fezes que pode ser usado com todos 0S grupos
anti-helminticos. Os ovos sédo contados nas fezes antes e ap0s o tratamento,

dependendo do grupo anti-helmintico utilizado (COLES et al., 2006).

2.5 A IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS COM PROPRIEDADES
TERAPEUTICAS

As civilizagdes antigas utilizaram por longo tempo produtos naturais com
propriedades terapéuticas, de origem mineral, animal e vegetal (PASQUALE,
1984). Apos a revolucao industrial, houve o desenvolvimento da quimica orga-
nica resultando na preferéncia da utilizacdo de produtos sintéticos em tratamen-
tos farmacolégicos. Devido a facilidade na obtenc&o de compostos puros, a pro-
ducéo de drogas potencialmente ativas e mais seguras e 0 aumento do poder
econdmico das companhias farmacéuticas, houve um aumento na preferéncia

do uso de produtos sintéticos para tratamento farmacolégico.
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Ao longo do desenvolvimento da cultura humana, o uso de produtos na-
turais passou a se relacionar a magia, marginalizando seu uso. Dessa forma,
esta abordagem foi posta de lado, sendo considerada sem valor para industria
farmacéutica e utilizada apenas por pessoas de baixa renda ou com religido su-
persticiosa. Apos anos de uso abusivo e/ou incorreto de drogas sintéticas resul-
tou no surgimento de efeitos colaterais. Elevando a busca por abordagens alter-
nativas, as plantas voltaram a se tornar um alvo nos ultimos anos (RATES,
2001).

A utilizacdo de recursos naturais por populagdes urbanas descende de
um conjunto de conhecimento da localidade onde seus ancestrais nasceram e
baseados exclusivamente na observacao e transmitido de uma geracéo a outra
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2010). A ciéncia que estuda o conhecimento
popular sobre os farmacos é denominada, etnofarmacologia. A partir do levanta-
mento deste conhecimento, é feito o estudo dos principios ativos naturais, antes
da manipulacdo. Esta é uma das vertentes mais antigas da farmacologia, conhe-
cida como farmacognosia. A farmacognosia € uma precursora milenar da ciéncia
médica (PASQUALE, 1984).

Em meados de 1960, reascendeu o interesse da industria farmacéutica e
da pesquisa pela busca por novas substancias de origem vegetal. Com o avanco
da tecnologia e do desenvolvimento de novas metodologias, a partir de 1980,
ocorreu o ressurgimento do interesse pela pesquisa de extratos vegetais como
protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos (SILVA et al., 2006). A ex-
ploracdo de produtos naturais e seus derivados forneceu numerosos medica-
mentos utilizados clinicamente e ainda lidera varios alvos farmacolégicos, tais
como cancer, HIV/AIDS, Alzheimer e malaria (BALUNAS; KINGHORN, 2005).
Atualmente segundo a Organizacdo das Nacfes Unidas (ONU), 252 medica-
mentos sao considerados como basicos e essenciais, 11% possuem origem ve-
getal e grande parte dos medicamentos sintéticos sao obtidos de precursores
naturais (RATES, 2001). Para que essas descobertas sejam feitas sdo necessa-
rios varios anos de trabalho e pesquisa, para que entéo seja validado o efeito da
planta (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).
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2.6 CONTROLE DAS PARASITOSES GASTRINTESTINAIS UTILIZANDO
PLANTAS MEDICINAIS

Apoés 0 aumento da demanda do setor farmacéutico e o reconhecimento
da importancia de pesquisas com plantas medicinais que se adequam a aborda-
gem e ao desenvolvimento de novas drogas, as plantas medicinais tém sido
mundialmente recomendadas para o controle de infeccbes parasitarias como
uma alternativa para a falta de medicamentos novos e eficazes (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005). Diversas plantas, de diferentes partes do mundo,
séo conhecidas por sua atividade anti-helmintica devido a presenca de diferen-
tes substancias com propriedades que atuam sobre nematoides parasitos que
afetam culturas agricolas ou nematoides parasitos de animais. A China, india,
Africa do Sul e o Brasil, sdo paises que possuem vasta biodiversidade vegetal e
atualmente possuem uma importante industria de extratos vegetais com base
cientifica (DE GIVES et al., 2012). Algumas etapas devem ser seguidas para a
validacdo das plantas medicinais com atividade anti-helmintica. Estas etapas in-
cluem: levantamento boténico da espécie a ser avaliada, contando com os dados
do uso ou conhecimento popular; ensaios in vitro para avaliacdo da atividade
anti-helmintica da planta; e ensaios farmacolégicos pré-clinicos e clinicos, deter-
minando a eficacia e avaliando a ocorréncia de toxicidade. Os testes clinicos no
organismo alvo sdo 0s mais custosos e mais importantes. Ao concluir estas eta-
pas, pode se entéo, registrar a planta ou produto a ser empregado (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005).

Na busca por novas abordagens de controle parasitario utilizando plantas
medicinais, tém sido descritas na literatura plantas com atividade sobre eclosé&o
larval, larvas infectantes, nematoides adultos, comprovadas apoés testes in vitro,
tais como, Mentha cordifolia sobre Ascaris suum (VILLASENOR et al., 2002) e
Albizia anthelmintica sobre H. contortus e H. polygyrus (GITHIORI et al., 2003).
Contudo, os testes in vivo sdo considerados mais relevantes para a industria.
Algumas espécies vegetais foram testadas in vivo e apresentaram excelentes
resultados semelhantes aos testes in vitro, tais como Carica papaya, Fumaria
parviflor, ambas sobre H. contortus (GITHIORI, 2006).
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2.7 Cymbopogon citratus (DC) STAPF, 1906 (CAPIM-LIMAO OU CAPIM-
SANTO)

O género Cymbopogon pertencente a familia Poaceae, possui aproxima-
damente 140 espécies, as quais sdo originarias de regides tropicais e semitropi-
cais nativas da Asia e sdo cultivadas nas Américas Central e do Sul, Africa e
outros paises tropicais. As diferentes espécies do género Cymbopogon possuem
como constituintes de seus 0leos essenciais monoterpenos como citral, citrone-
lol, citronelal, linalol, elemol, 1,8-cineol, limoneno, geraniol, b-carofileno, metil
heptenona, acetato de geranila e formiato de geranila. Porém, o citral € o com-
ponente encontrado em maior porcentagem e 0 mais utilizado pela industria
(KHANUJA et al., 2005).

O estudo etnofarmacoldgico do género descreve as diferentes espécies
que sao utilizadas amplamente no mundo para diversas finalidades. Tanto as
folhas quanto a planta inteira podem ser utilizadas para fazer cha e sopas, além
de seu uso medicinal. Cymbopogon citratus (Figura 4) é classificado como uma
das espécies mais distribuidas do género, sendo usado em todas as partes do
mundo (AVOSEH et al., 2015). No Brasil esta espécie é vulgarmente conhecida
como, Capim limdo ou Capim santo e € utilizado popularmente como anti-infla-
matorio, antipirético, diurético, sedativo e antiespasmédico (SHAH et al., 2011).
O capim liméo é famoso por seu odor citrico bem caracteristico, proveniente do
citral. O 6leo essencial é amplamente utilizado na industria de perfumes e cos-
méticos e para sintese quimica, teor de citral presente no 6leo essencial varia
dependendo da origem do C. citratus (VIANA et al., 2000).
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Figura 4. Imagem ilustrativa do Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Fonte: Ar-
quivo pessoal).

Atualmente ha relatos na literatura de sua atividade anti-inflamatoria, an-
tioxidante, anti-obesidade, anti-hipertensivo, ansiolitica, antinoceptiva, antifin-
gica e antimutagénica (OLORUNNISOLA et al., 2014). Macedo et al., 2015, des-
creveram acgdo anti-helmintica do 6leo essencial de C. citratus sobre Meriones
unguiculatus (gerbil) infectados com H. contortus in vitro e in vivo , indicando a
possibilidade do uso desta planta como controle alternativo de nematodioses em

pequenos ruminantes.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia nematicida in vivo de C. citratus sobre nematoides gas-
trintestinais de ovinos e H. polygyrus, nematoide do trato intestinal de camun-

dongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar o nimero de H. polygyrus em camundongos tratados e nao
tratados com C. citratus;

e Determinar os parametros hematoldgicos e histopatolégicos em camun-
dongos submetidos a tratamento ou ndo com C. citratus;

e Avaliar a reducdo de ovos de nematoide presente nas fezes de ovinos
coletadas apos o tratamento com a racdo a base de C. citratus;

¢ Quantificar o numero de nematoides adultos do trato gastrintestinal em

ovinos tratados e nao tratados com C. citratus.
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4 ARTIGO

Eficacia nematicida in vivo de Cymbopogon citratus (DC) Stapf
(Capim liméao) sobre nematoides gastrintestinais de ovinos e
camundongos

In vivo nematicidal efficacy of Cymbopogon citratus (DC) Stapf
(lemon Grass) on gastrointestinal nematodes of sheep and mice
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RESUMO

Infec¢des causadas por nematoides gastrintestinais sao responsaveis por limitar
0 crescimento da ovinocultura causando perdas econémicas para os criadores.
O uso indiscriminado de farmacos anti-helminticos para o controle destes para-
sitos gerou uma alta taxa de resisténcia parasitaria, tornando necessaria a busca
por novos métodos de controle. As plantas medicinais tém sido apontadas como
alternativa para o tratamento destas nematodioses. Neste estudo avaliamos o
efeito in vivo do Cymbopogon citratus (capim lim&o) contra nematoides gastrin-
testinais de ovinos e camundongos. Os testes foram feitos utilizando camundon-
gos C57BL-6 infectados com Heligmosomoides polygyrus. Os camundongos fo-
ram separados em 3 grupos G1: nao infectado; G2: controle negativo
(DMSO03%); G3: extrato aguoso de C. citratus (50mg/kg). Os tratamentos foram
administrados via oral e a contagem de ovos por grama de fezes (OPG), quanti-
dade de parasitos, sangue e tecido intestinal foram avaliados. Além disto, foram
utilizados 10 ovinos naturalmente infectados de ambos os sexos. Os animais
foram separados em dois grupos: controle e tratado, que recebeu uma racao
complexada com C. citratus, recebendo 50mg/kg/dia durante cinco dias. Apos
cinco dias pés tratamento os animais foram abatidos e a contagem de parasitos
efetuada. Houve reducéo na contagem do OPG (65%) e nematoides adultos
(87%) de camundongos tratados com C. citratus enquanto para 0s ovinos a re-
ducéo foi verificada apenas nos nematoides adultos (62%). Foi notada uma re-
ducdo na eosinofilia dos camundongos apds tratamento com C. citratus. Houve
reducdo das lesdes intestinais dos camundongos apés o tratamento com C. ci-
tratus, sugerindo que o0 mesmo pode estar agindo sobre o tecido. Estes resulta-
dos sugerem que o extrato aquoso das folhas de C. citratus possui eficacia con-
tra nematoides gastrointestinais in vivo e ha possibilidade de a¢éo sobre tecidos

lesionados, sendo necessarios mais estudos in vivo utilizando outras dosagens.

Palavras chave: Cymbopogon citratus, Capim limdo, Nematoides gastrintesti-

nais, Heligmosomoides polygyrus, Camundongos, Ovinos.
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ABSTRACT

Infections induced by gastrointestinal nematodes are responsible for limit growth
of sheep farming causing economic losses to the farmers. The indiscriminate use
of anthelmintic to control these parasites generated a high rate of parasite re-
sistance making necessary the search for new controls methods. Medicinal
plants have been reported like an alternative to the treatment of these nematodes
diseases. This study evaluated the effect in vivo of Cymbopogon citratus (lemon
grass) against gastrointestinal nematodes of sheep and mice. The tests were
made using C57BL-6 mice infected with Heligmosomoides polygyrus. The mice
were separated in 3 groups, G1: not-infected; G2: negative control (DMSO3%);
G3: aqueous extract of C. citratus (50mg/kg). The treatments were administered
orally and the eggs per gram (EPG), number of parasites, blood and intestinal
tissue were evaluated. Moreover, 10 sheep of both sexes naturally infected were
used. The animals were separated in two groups: control and treated, which re-
ceived a complexed ration with C. citratus, receiving 50mg/kg/day, during five
days. After five days of treatment, the animals were slaughtered and the parasite
count was performed. There was a decrease in the EPG count (65%) and in the
adult nematodes (87%) of mice treated with C. citratus, while to sheep the de-
crease was observed only in the adult nematodes (62%). A decrease in the eo-
sinophilia of mice was noticed after treatment with C. citratus. There was a re-
duction in the intestinal injuries of mice after treatment with C. citratus, suggesting
that it could be acting in the tissue. Those results suggesting that the aqueous
extract of C. citratus has efficacy against gastrointestinal nematodes in vivo and
have possibility of action in the injuries tissues, being necessary more studies in
Vivo using others dosages.

Keywords: Cymbopogon citratus, lemon grass; gastrointestinal nematodes,

Heligmosomoides polygyrus, mice, sheep.
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1 INTRODUCAO

As infecgOes causadas por nematoides tem se tornado cada vez mais um
fator limitante para o crescimento da ovinocultura no Brasil e no mundo. Essas
nematodioses sdo responsaveis pela queda da produtividade do rebanho e au-
mento da suscetibilidade as infeccbes oportunistas podendo levar os animais a
morte (ROEBER; JEX; GASSER, 2013). O controle quimico € o método mais
utilizado nestes casos, porém o uso inapropriado e frequente, além de causar
danos ao meio ambiente tem propiciado o desenvolvimento de resisténcia anti-
helmintica dos nematoides (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008). Apesar de al-
guns anti-helminticos ainda apresentarem eficacia frente a nematodioses, é ne-
cessaria que sejam realizadas buscas por novos métodos capazes de auxiliar no
controle, aumentando o tempo do anti-helmintico no mercado (MOLENTO,
2009).

Neste contexto, nas ultimas décadas a busca por controles alternativos foi
intensificada. A utilizacdo de plantas medicinais no controle bioldgico alternativo
destas nematodioses tem sido apontada como uma abordagem promissora
(BIZIMENYERA et al., 2006). O Brasil, com sua alta biodiversidade vegetal pos-
sui uma gama de estudos sobre plantas com possivel atividade anti-helmintica
(DE AQUINO MESQUITA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013).

Cymbopogon é um género pertencente a familia Poaceae, amplamente
disseminados, podendo ser encontrados na Asia, Africa e Américas (AVOSEH
et al., 2015). A eficacia da atividade anti-helmintica do 6leo essencial das espé-
cies Cymbopogon martinii e Cymbopogon schoenanthus, foi testada in vitro e
ambas foram consideradas promissoras para a etapa de validacao com testes in
vivo (KATIKI et al., 2011). Cymbopogon citratus é conhecido popularmente no
Brasil como Capim Limao ou Capim Santo e o seu uso é feito na forma de chas
e sopas, sendo utilizado como anti-inflamatdério, antipirético, diurético, sedativo e
antiespasmaodico (SHAH et al., 2011) e anti-helmintico (RITTER et al., 2012).

Embora C. citratus seja utilizado em alguns locais para tratamento de hel-
mintos em caes (RITTER et al., 2012), a sua atividade anti-helmintica pouco tem
sido investigada contra nematoides gastrintestinais. Testes in vitro (ALMEIDA et
al., 2003; MACEDO et al., 2015; ROCHA, 2016) e in vivo (MACEDO et al., 2015;

SILVA et al., 2005) sdo escassos, contudo, apontam resultados promissores
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contra nematoides que afetam o trato gastrintestinal de animais. Como testes in
vivo compdem uma das etapas para a comprovacao da atividade biolégica da
planta para possivel uso como medicamento (ROCHA, 2016; MACEDO et al.,
2015) varios estudos ainda sdo necessarios. Assim, este trabalho teve como ob-
jetivo avaliar in vivo a eficicia anti-helmintica de C. citratus em camundongos
infectados com Heligmosomoides polygyrus, e em ovinos infectados natural-

mente com nematoides gastrintestinais.
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2 METODOLOGIA

2.1 COLETA, IDENTIFICACAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BO-
TANICO

As plantas foram coletadas e levadas ao herbario para identificacdo do
material botanico. As exsicatas foram processadas e depositadas sobre o nu-
mero de registro no Herbario/CBB/UENF. Cymbopogon citratus (H.8225) foi co-
letado na Casa de Vegetacédo, do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Uni-
versidade Estadual do Norte Fluminense (CBB/UENF).

ApoOs a coleta as plantas foram levadas para a estufa de secagem, onde
ficaram na temperatura de 30°C por 72h. ApGs a secagem, as plantas foram
moidas em moinho de facas pertencente ao Laboratério de Ciéncias Ambientais
do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (LCA/CBB/UENF).

2.2 FORMULAGAO DA RACAO VEICULO COMPLEXADA AO C. citratus
A racéo foi preparada sob a supervisdo do Dr. Adolpho Marlon Antoniol,
zootecnista da FIOCRUZ e consultor da empresa Quimtia para formulagcédo de
racOes para animais de laboratério. As racdes foram formuladas de acordo com
a palatabilidade e nutricdo necessaria para o animal durante o tratamento. A ra-
cao foi constituida de 2,5 kg de farelo de milho, 1,5 kg de farelo de soja e 1,5 kg
de farelo de trigo. Apds misturar esses ingredientes, foi feita a pesagem da racao
e adicionado 300g de C. citratus em po para cada 2,75 Kg do concentrado e
apos foi feita a mistura manualmente para formar a racdo. As doses foram de-
terminadas de acordo com a média de peso dos animais tendo como parametros
as doses 50mg/kg/animal usadas nos testes in vitro efetuados por ROCHA,
2016.
2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS AQUOSOS
Para obtenc&o dos extratos aquosos foram usadas as folhas secas de C.
citratus, sendo processada de acordo com a metodologia descrita por ROCHA,
2016 com pequenas alteractes. Resumidamente foram: (1) pesar 490g das fo-
Ihas secas, (2) adicionar 7L de agua destilada, (3) macerar por 24h em tempe-
ratura ambiente em erlenmeyer, (4) Filtrar e reservar as folhas e filtrado, (5) adi-

cionar 3,5L de agua destilada, (6) macerar por 24h, (7) filtrar novamente, (8)
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resfriar. O extrato bruto filtrado foi resfriado a -20°C e liofilizado. O extrato liofili-

zado foi armazenado a -20°C até seu uso no teste com os camundongos.
2.4 ENSAIO DE EFICACIA EM CAMUNDONGOS

2.4.1 Ensaio anti-helmintico em camundongos

Os ensaios pré-clinicos foram executados no biotério de experimentacdo
animal Teresa Kipnis da Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy
Ribeiro com autorizacdo do Comité de Etica em Experimentacéo Animal (CEUA)
da Universidade sob namero de registro 211. Foram usados camundongos fé-
meas da linhagem C57BL-6, com quatro semanas de idade e peso entre 20 e
25g. Os camundongos foram infectados oralmente com H. polygyrus por gava-
gem, sendo inoculados com 200 L3 por camundongo, em volume de 0,2 mL de
agua destilada. As fezes foram coletadas a partir do nono dia pos-infeccao, para
avaliar se a infecgéo havia se estabelecido. Para o tratamento com o extrato, 0s
camundongos foram distribuidos em trés grupos contendo sete camundongos
cada, sendo: grupo um (G1) com camundongos néo infectados, grupo dois (G2)
controle negativo com DMSO 3% e o grupo trés (G3) camundongos tratados. As
doses do extrato foram administradas oralmente e os extratos diluidos em 0,5
mL de DMSO 3%, cujas doses foram determinadas de acordo com 0 peso cor-
poral de cada animal. Foram administradas duas doses de 50mg/kg do extrato,
sendo a primeira no dia 0 apds a confirmacéo da infeccao por H. polygyrus e a
segunda dose no dia cinco. As fezes foram coletadas nos dias 0, 5, 7, 10 e 15
para analisar a reducdo do OPG. No 15° dia de tratamento os animais foram
eutanasiados com COz2 e necropsiados. O intestino foi inspecionado e 0s nema-
toides adultos foram coletados e quantificados. Amostras teciduais também fo-
ram coletadas para analise histopatoldgica. Nesse mesmo dia, foram feitas co-
letas de sangue para contagem de glébulos brancos e para realizacdo de hema-
tocrito, a fim de analisar a influéncia do tratamento nos parametros sanguineos.
2.4.2 Anatomohistopatologia

Amostras teciduais do intestino delgado, figado e rins foram coletadas e
fixadas em 10% de formalina tamponada apds a necropsia. Posteriormente,
amostras foram clivadas e desidratadas em uma solu¢éo de éalcoois, diafaniza-

das em xilol, infiltracAo em parafina, seccionado (5 um), corado com
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hematoxilina-eosina, montado em laminas e observadas sob um microscépio

(Nikon Eclipse 80i) usando software especifico (NIS Elements).
2.5 ENSAIO DE EFICACIA EM OVINOS

2.5.1 Teste de reducéo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF)

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de carneiros natu-
ralmente infectados, pertencentes a Fazenda Campo Novo, localizada na cidade
Campos dos Goytacazes — RJ. Foi feita coprocultura no dia 0, a fim de identificar
as espécies de parasitos gastrintestinais. O rebanho foi dividido em dois grupos
de cinco animais cada. Grupo 1 n&o recebeu tratamento, enquanto para o grupo
2 foi administrada a ragdo complexada com C. citratus durante cinco dias. Amos-
tras de fezes dos animais foram coletadas, diretamente da ampola retal, do dia
0 a 4 de pos-tratamento. As amostras de fezes foram processadas para deter-
minacao da contagem de ovos por grama (OPG) de acordo com Gordon e Whit-
lock (1939).

Para a obtencédo das larvas infectantes e identificacdo das espécies pre-
sentes, foi utilizado o método de coprocultura modificado (Robert O”Sullivan,
1950). Foram pesadas 4g de fezes ovinas em copos descartaveis de 50mL e
estas foram colocadas em caixas fechadas contendo 100mL de agua destilada
ao fundo. Apés sete dias, as Ls foram coletadas e armazenadas em garrafas de
cultura a 4°C e identificadas segundo os critérios morfologicos de Van Wyk et al.
(2004).

2.5.2 Coleta e Contagem de parasitos adultos

ApGs cinco dias do término do tratamento os animais foram eutanasiados
e o conteudo do abomaso, intestinos delgado e grosso foram coletados. A téc-
nica de coleta e a contagem de nematoides gastrintestinais foram realizadas de
acordo com Ueno (1998).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A eficacia do tratamento foi determinada utilizando a seguinte férmula:
100 (1 - Xt/Xc), onde Xt representa a média do grupo tratado e Xc a média do
grupo controle.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia simples ANOVA.

Foram obtidos médias e desvio padréo, nas quais as médias foram comparadas
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através do teste Tukey, o nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.
As analises foram obtidas com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.
Para a contagem diferencial de leucdcitos, a andlise foi realizada utili-
zando a teoria de modelos lineares generalizados mistos, utilizando a distribui-
céo de Poisson utilizando o procedimento GLIMMIX do Statistical Analysis Sys-
tem (SAS System, Inc., Cary, NC, USA) e, em caso de diferenca significativa, foi

aplicado o teste de Tukey
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3 RESULTADOS

3.1 ENSAIO ANTI-HELMINTICO EM CAMUNDONGOS

Foram observados ovos de nematoides nas fezes dos camundongos, no
decorrer dos 15 dias de experimento, exceto para os camundongos do controle
ndo infectado (G1) (Figura 1 A). Os niveis de OPG se mantiveram superiores no
grupo G2 (controle negativo DMSO 3%), exceto no dia 5 em que foi administrada
a segunda dose de tratamento, onde foi observado similaridade entre a conta-
gem de OPG dos grupos. Ao final do experimento a média de OPG nas fezes foi
maior em G2 quando comparado ao grupo tratado com extrato aquoso de C.
citratus (G3).

A contagem de nematoides adultos no intestino delgado dos animais in-
fectados revelou uma média de 43,4 (G2) parasitos enquanto o grupo infectado
e tratado com C. citratus (G3) a média foi de 4,87 parasitos. Esta diferenca foi
significativa (p<0,05).

N&o foi observada variagdo no hematdcrito dos individuos entre os grupos
G2 (37%) e G3 (43%), porém quando comparados ao grupo G1 foi observado
um aumento entre 1 a 6% (Figura 1C).

Na contagem diferencial de leucdcitos (Tabela 1), podemos observar di-
ferenca entre os grupos. O grupo G2 teve maior contagem de neutréfilo e eosi-
nofilo que os demais grupos. Todos o0s grupos apresentaram mondcito, basofilo
e bastdes sem diferencas significativas. Nao houve diferenca significativa entre
eosindfilo, linfcito e neutrdfilo entre G1 e G3. Linfécito sem diferenca significa-
tiva entre G2 e G3.

Para o G1 a analise histopatolégica ndo demonstrou lesées no intestino
delgado dos animais néo infectados (Figura 2A e B). Foram observadas lesdes
tipicas de enterite granulomatosa cronica ativa, na camada muscular dos indivi-
duos do grupo G2 (Figura 2C). Foi notada a presenca demasiada de eosinofilos
na lesao, indicada pela seta vermelha (Figura 2D). O grupo G3 tratado com C.
citratus, (Figura 2E) estava semelhante ao G1 e apresentava lesfes leve, indi-
cada pela seta vermelha (Figura 2F). Nao foram observadas diferencas na his-
topatologia dos tecidos do figado entre os grupos G1 (Figura 3A e B), G2 (Figura

3C e D) e G3 (Figura 3E e F). Também ndo foram encontradas alteragfes na
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histologia dos tecidos dos rins entre os grupos G1 (Figura 4A e B), G2 (Figura
4C e D) e G3 (Figura 4E e F).
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Figura 1. Teste de eficacia in vivo H. polygyrus. Os graficos representam: (A)
o numero de OPG obtidos durante os 15 dias de experimento; (B) nimero de
nematoides adultos encontrados nos camundongos e (C) valor percentual do
namero de hemacias obtidos dos camundongos ap0s necropsia dos animais.
Grupos: G1. Controle Nao Infectado; G2. Controle Infectado Tratado com DMSO

e G3 Infectado tratado com extrato aquoso de C. citratus.
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Tabela 1. NOmero médio de leucocitos de camundongos nao infectados (G1) e infectados (G2, G3) com Heligmosomoides
polygyrus e tratados com extrato aquoso de Cymbopogon citratus (G3).

Leucocitos
Grupos
Neutrdfilo Monécito Linfécito Eosinofilo Basofilo Bastao
G1 4(3.1,5.2)2 5.8(4.7,7.2)2 90 (85.2, 95.0)2 0(0,0)? 0(0,0)2 0.2(0.1,0.6)2
G2 9.6 (8.3,11.0)° 5.4(4.4,6.5)2 80.8 (76.9, 84.8) 1.9(1.4,2,6)° 0.2(0.1,0.5)2 0.1(0.0,0.4)2
G3 5.2(4.3,6.3)2 7.4(6.3,8.7)2 86.1(82.1,90.2)ab 0.5(0.3,1.0)2 0.4(0.2,0.8)2 0.2(0.1,0.5)2

Média e intervalo de confianca de 95% (inferior e superior) entre parénteses. Compatrtilhar diferentes sobrescritos nas colunas sig-
nifica que sao significativamente diferentes uns dos outros.
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Figura 2. Andlise histopatoldgica dos intestinos delgado dos camundon-
gos. Controle nao infectado apresentando normalidade em sua lamina basal (A
e B). O controle negativo (DMSO) apresentando enterite granulomatosa (crénica
ativa) na camada muscular (C e D). O grupo tratado com C. citratus, apresen-
tando enterite discreta (E e F). As setas vermelhas apontam a lamina basal. Au-
mento de 10x (A, C e E), aumento de 20x (B e D) e aumento de 40x em E.

Coloracéao HE.
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Figura 3. Analise histopatolégica do figado dos camundongos. Controle ndo
infectado (A e B). O controle negativo (DMSO 3%) (C e D). O grupo tratado com
C. citratus, (E e F). Ambos tecidos apresentam normalidade em sua morfologia.
Aumento de 10x (A, C e E), aumento de 40x (B, D e F). Coloragéo HE.
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Figura 4. Anélise histopatolégica dos rins dos camundongos. Controle ndo
infectado (A e B). O controle negativo (DMSO 3%) (C e D). O grupo tratado com
C. citratus, (E e F). Ambos tecidos apresentam normalidade em sua morfologia.
Aumento de 10x (A, C e E), aumento de 40x (B, D e F). Coloracao HE.
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3.2 ENSAIO ANTI-HELMINTICO EM OVINOS

Na contagem de OPG das fezes de ovinos, nao foi encontrada reducéo
do nimero de ovos durante os cinco dias de experimento (Figura 5A). Foi obser-
vado que o numero de nematoides adultos encontrados no contetdo do trato
gastrintestinal no grupo controle foi maior em comparacéo a do grupo tratado
(Figura 5B). A coprocultura realizada revelou que os animais apresentaram in-
feccdo mista com Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Oesophogosto-
mum spp. Durante a necropsia dos ovinos foram observados n6dulos macrosco-
picos ao longo do intestino delgado e grosso dos animais do grupo controle,
identificados pelas setas vermelhas (Figura 6A e B).

A intensidade dos nematoides encontrados na contagem foi de Haemon-
chus 2420, Trichostrongylus 8040 e Oesophagostomum 20 no grupo controle,
totalizando 10530 nematoides. Para o grupo tratado foram contabilizados, Hae-
monchus 470, Trichostrongylus 3430 e Oesophagostomum 40, com o total de
3940 nematoides. A prevaléncia de Haemonchus e Trichostrongylus foi de 100%
ao passo que a de Oesophagostomum foi de 80%, no grupo controle. Ja no
grupo tratado Haemonchus 100%, Trichostrongylus e Oesophagostomum 40%
(Tabela 2).

A eficacia de C. citratus na RCOF foi de 65% em camundongos e nao foi
demonstrada eficacia em ovinos. Quanto aos nematoides adultos em camundon-

gos e ovinos, foi observada respectivamente, 87% e 62% de eficacia.
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Figura 5. Ensaio anti-helmintico de eficacia em ovinos. (A) a média de OPG
obtidos durante os cinco dias de tratamento; (B) nimero de nematoides adultos
encontrados no contetdo do trato gastrointestinal dos ovinos. Ab referente ao
conteddo do abomaso; ID- intestino delgado e IG- intestino grosso. Grupos: Con-

trole (CTL); tratado com ragcéo complexada com Cymbopogon citratus (TCc).
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Figura 6. Nodulos macroscopicos no intestino delgado. Observa-se a pre-
senca de nddulos vistos externos no intestino delgado (A). Apds a retirada do
conteudo intestinal, pode-se observar a quantidade de nodulos (B). As setas ver-

melhas indicam os nédulos.

Tabela 2. Intensidade e prevaléncia de parasitos encontrados no conteddo
do trato gastrintestinal de ovinos.

Intensidade (Prevaléncia%)

Nematoides Tratado
Controle C.citratus
Haemonchus spp. 2420 (100%) 470 (100%)
Trichostrongylus spp. 8040 (100%) 3430 (40%)
Oesophogostomum spp. 20 (80%) 40 (40%)
Total 10530 3940

Tabela 3. Eficacia de Cymbopogon citratus na RCOF e na contagem de
nematoides adultos em camundongos e ovinos.

Eficacia (%)

Modelo
RCOF Adultos
Camundongos 65% 87%
Ovinos -- 62%
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4 DISCUSSAO

O uso indiscriminado de farmacos anti-helminticos para o controle de para-
sitos gerou uma alta taxa de resisténcia parasitaria (MOLENTO, 2004), tornando
necessario a busca por novos métodos de controle. As plantas medicinais tém
ganhado destaque por serem uma possivel solu¢ao de baixo custo e facil acesso
pelos produtores. Neste estudo, investigamos e demonstramos o efeito in vivo
do Cymbopogon citratus (capim liméo) contra nematoides gastrintestinais de ovi-
nos e H. polygyrus, um nematoide de camundongos.

Os testes em camundongos demonstraram que ocorreu reducédo do OPG
nos dias iniciais do grupo tratado com C. citratus (Figura 1 A), onde foi observado
a eficacia de 65% sobre a TRCOF de H. polygyrus e 87% sobre nematoides
adultos (Tabela 3), enquanto no grupo controle os niveis de OPG aumentaram
com o decorrer dos dias de experimento (Figura 1A). MACEDO et al. (2015),
trabalhando com Meriones unguiculatus (Gerbil) infectados com H. contortus ob-
servaram reducao de 38,5% da carga parasitaria de animais tratados com 6leo
essencial de C. citratus na dose de 800mg/kg. Nossos resultados utilizando do-
sagem menor (50mg/kg) mostram uma eficacia maior na reducéo da carga pa-
rasitaria. Isto pode ser decorréncia dos constituintes quimicos presentes no cul-
tivar de capim utilizado bem como a forma de administracdo que pode ser o 6leo
essencial, decoccao, extrato aquoso ou alcodlico.

A contagem de leucécitos realizada neste estudo, mostra algumas altera-
¢Oes sanguineas tais como, neutrofilia e eosinofilia em camundongos infectados
com H. polygyrus. De acordo com MONROY (1992), murinos infectados com H.
polygyrus podem sofrer alteracdes imunoldgicas que incluem: esplenomegalia,
linfadenopatia mesentérica, leucocitose, eosinofilia, neutrofilia, ativacdo de ma-
crofagos e ativacdo do complemento. Houve diferenca estatistica significativa,
sobre a diminuicdo da neutrofilia, eosinofilia e linfocitopenia em camundongos
do grupo G3 pode indicar que o tratamento com C.citratus atuou na diminuicéo
da carga parasitaria, induzindo o organismo a retornar a homeostase sanguinea
(Tabela 1).

As lesdes eosinofilicas encontradas na parede muscular do intestino del-
gado do grupo (G2) séo devido a alta carga de infec¢do parasitaria (Figura 2C e

D). Isto ocorre devido a infeccdo por H. polygyrus causar a deficiéncia de
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interleucina-21 resultando na formagéo reduzida de granulomas intestinais, ex-
pansdo e sobrevivéncia de células T prejudicadas e menor numero de basofilos
circulantes e eosinoéfilos (REYNOLDS; FILBEY; MAIZELS, 2012). O fato das le-
sOes serem moderadas ou a auséncia das mesmas (Figura 2E e F), sugere que
o tratamento com C. citratus esta sendo eficaz. A auséncia de lesdes no figado
e nos rins (Figuras 3 e 4) corrobora com a falta de toxicidade de C.citratus para
as células do organismo hospedeiro, demonstrada por ROCHA, 2016.

Os resultados dos testes em camundongos indicam que além de diminuir
0 OPG e a carga de parasitos adultos, o tratamento com extrato aquoso de C.
citratus pode induzir a uma maior agilidade no processo de estabilizacdo e dimi-
nuicao das lesdes. COSTA et al. (2016) descreveram que a presenca de polife-
néis, taninos e flavonoides em C. citratus podem contribuir para o efeito anti-
inflamatério topico, podendo ser utilizado no tratamento de patologias inflamato-
rias relacionadas a pele. Em nosso estudo, poderia estar ocorrendo uma atuacao
dos mesmos constituintes sobre as lesfes intestinais causadas pela infeccao
com H. polygyrus, e ap0s o tratamento apenas restarem as lesdes moderadas
ou o retorno a normalidade da morfologia dos tecidos. Portanto, é possivel que
C. citratus além de agir diretamente no parasito provocando sua morte também
contribua para a recuperacao tecidual das lesdes provocadas por estes.

N&o foi observada a reducdo do OPG em ovinos durante os dias de ad-
ministracdo de C. citratus. E possivel que isso tenha ocorrido devido as coletas
terem sido feitas apenas nos dias da administracdo e ndo no dia da necropsia.
SILVA et al. (2005) descreveram reducdao significativa do OPG em ovinos apos
tratamento com extrato alcodlico de C. citratus na dosagem Unica ou a intervalos
de trés ou quatro dias contendo 20mg/Kg, porém a analise foi efetuada apés 10
dias da administracdo. Embora ndo tenha sido observada diferenca no TRCOF
em ovinos, apoés os dias de tratamento com C. citratus houve reducédo na conta-
gem de nematoides adultos (Tabela 2) mostrando que o tratamento foi eficaz em
62% (Tabela 3).

A diferenca na eficacia dos testes em camundongos e ovinos pode estar
relacionada ao trato digestivo de cada animal. Camundongos sdo monogastri-
cos, permitindo que o tratamento chegue mais rapido ao 6rgdo alvo. Os ovinos
por sua vez sao ruminantes, poligastricos, assim o tratamento demora mais

tempo para chegar aos 6rgaos alvo. A reatividade dos compostos presentes no
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extrato aquoso pode ser mais eficaz quando comparados a eficacia da planta
seca e triturada complexada a racéao.

A coprocultura feita com o intuito de identificar os parasitos predominantes
nos ovinos revelou a presenca de uma infecgdo mista composta por: Haemon-
chus spp., Trichostrongylus spp. e Oesophagostomum spp.. Haemonchus con-
tortus é apontada como a principal espécie de nematoide que parasita ovinos no
Brasil (AMARANTE, 2015). Neste estudo, houve predominancia de Trichos-
trongylus spp na infecgcdo dos animais tanto controle quanto tratado com C. ci-

tratus, com a intensidade de 8040 e 3430 (Tabela 2), respectivamente.
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5 CONCLUSAO

O extrato aquoso de C. citratus foi eficaz no tratamento in vivo de H.
polygyrus em camundongos. Mais estudos in vivo em ovinos s80 necessarios
uma vez que a formulacdo usada foi a racdo complexada ao C. citratus, onde
nao foi observada eficacia na reducédo do OPG, porém foi notada eficacia frente
a nematoides adultos gastrintestinais de ovinos.

A interessante reducdo das les@es intestinais causadas, apos o trata-
mento com C. citratus, induz a novas perspectivas de pesquisa do seu uso para
controle alternativo das nematodioses gastrointestinais e possivel acdo conco-

mitante sobre tecidos lesionados.
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