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“Né&o basta dar os passos que nos devem levar um dia ao
objetivo, cada passo deve ser ele proprio um objetivo em
si mesmo, a0 mesmo tempo em que nos leva para diante”

(Johann Goethe)
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DOMINGUES, L.F. Avaliacdo da atividade anti-helmintica do residuo liquido de
Agave sisalana Per. (sisal) em caprinos. Salvador, Bahia, 2008, 69p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal da Bahia, 2008.

RESUMO

O estudo objetivou avaliar os efeitos in vitro e in vivo do suco de Agave sisalana
(sisal) sobre nematddeos gastrintestinais e possiveis efeitos toxicos em caprinos. Na
avaliacédo in vitro foram utilizadas seis concentra¢gdes do suco de A. sisalana (146,3;
112,5; 86,5; 66,5; 51,1 e 39,3mg/mL) para o tratamento dos cultivos de larvas,
realizados em triplicata. Como controle positivo e negativo foram utilizados
doramectina e agua destilada, respectivamente. Na avaliacdo in vivo, 24 caprinos
foram distribuidos em quatro grupos: Gl, tratado com uma Unica dose do suco de
sisal (0,92 g/kg PV), durante quatro dias; GllI tratado com a mesma dose do suco,

por oito dias; GlIl (controle positivo), tratado com dose Unica (0,2mg/kg PV) de
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doramectina e o GIV (controle negativo), ndo submetido a qualquer tratamento. Nos
testes in vitro, encontrou-se redugéo superior a 95% na contagem de larvas de
terceiro estagio (L3) do género Haemonchus spp. nas concentra¢fes entre 86,5 e
146,3 mg/mL, e de 95% para Oesophagostomum spp. na concentracido de 146,3
mg/mL. Nos animais do Gl e GIl ndo houve redugdo do numero de ovos e 0s
percentuais de reducéo do numero total de larvas L; foram de 36, 31 e 98% para 0s
grupos |, Il e lll, respectivamente. O percentual de reducéo de larvas de quarto (L4)
e quinto (L5) estagios de Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus foi
inferior a 95% para o Gl e Gll, e entre 80 e 90% para o GlIl. Os parametros clinicos,
temperatura corporal, freqiéncias cardiaca e respiratéria, € movimentos ruminais
permaneceram dentro dos valores de normalidade. Reducgéo significativa (p<0,05)
do peso corporal foi observada no Gl em relacdo ao Gll e Glll no dltimo dia
experimental (15° dia). As alteragcbes macroscopicas observadas nos animais
necropsiados foram compativeis com os achados frequentemente verificados em
animais parasitados. O suco de A. sisalana nas concentragfes testadas in vitro foi
efetivo para nematddeos gastrintestinais de caprinos, apresentando, no entanto,

reduzida eficacia anti-helmintica quando administrado nos animais.

Palavras-chave: Agave sisalana; anti-helmintico; caprinos; nematodeos; sisal

DOMINGUES, L.F. Evaluation of the anthelmintic activity of the liquid waste of
Agave sisalana Per. (sisal) in goats. Salvador, Bahia, 2008, 69p. Dissertation
(Master of Animal Science in Tropics) - School of Veterinary Medicine, Federal
University of Bahia, 2008.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro and in vivo effects of the Agave
sisalana (sisal) juice on gastrointestinal nematodes and its possible toxic effects in
goats. In in vitro evaluation were used six concentrations of the A. sisalana juice
(146,3; 112,5; 86,5; 66,5; 51,1 and 39,3 mg/mL) for the treatment of the larvae
cultures, made in triplicate. As positive and negative controls were used doramectin
and distilled water, respectively. In vivo evaluation, 24 goats were distributed into four

groups: GlI, treated with a single dose of the sisal juice (0.92 g/kg BW), during four
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days; GIlI treated with the same juice dose, for eight days; GlIl (positive control),
treated with a single doramectin dose (0.2 mg/kg BW), and GIV (negative control) not
subject to any treatment. In the in vitro tests, found more than 95% of reduction in the
third stage (L3) larvae counting for Haemonchus spp. in concentrations between 86.5
and 146.3 mg/mL, and 95% for Oesophagostomum spp. in concentration of 146.3
mg/mL. In animals from GI and GlI there was no reduction in the eggs number and
the reduction percentage of the total number of L3 larvae were 36, 31 and 98% for
groups |, Il and lll, respectively. The reduction percentage of the fourth (L4) and fifth
(L5) stage larvae of Haemonchus, Oesophagostomum and Trichostrongylus was less
than 95% for the Gl and GIl, and between 80 and 90% for GlIl. The clinical
parameters, body temperature, heart and respiratory rates, and ruminal movements
remained within the range of normality. Significant reduction (p <0.05) of body weight
was observed in Gl in relation to Gll and Glll on the last trial day (15 day). The
macroscopic changes observed in animals necropsied were consistent with the
findings often seen in animals parasitized. The A. sisalana juice in the concentrations
tested in vitro was effective for gastrointestinal nematodes of goats, however, it has

reduced anthelmintic effectiveness when administered in animals.

Key-words: Agave sisalana; anthelmintic; goats; nematodes; sisal
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1 INTRODUCAO GERAL

A caprinocultura é uma atividade econémica explorada mundialmente e em expansdo
continua, com taxa de crescimento de aproximadamente 21,4% nos Gltimos dez anos (FAO,
2008).

No Brasil, o rebanho caprino correspondeu a 7,1 milhGes de cabecas, em 2006, sendo a
Regido Nordeste responsavel por 90,8% do efetivo nacional, com o Estado da Bahia detendo
cerca de 2,14 milhdes de cabegas, equivalendo a 33,1% e a 30,1% do rebanho nordestino e

brasileiro, respectivamente (IBGE, 2007).

O incremento do agronegécio caprino com a implantagcdo de uma estrutura
agroindustrial para processamento de leite e abate na regido Nordeste tem
estimulado a cadeia produtiva, conferindo ao Estado da Bahia a categoria atual de
representante de destaque na caprinocultura nacional (SOUSA, 2007), ocupando o
segundo lugar em producéo de leite (IBGE, 2007) e liderando a producéo de carne
(MAPA, 2008).

Esta atividade pecuaria apresenta relevante importancia social para populacdes de
baixa renda, por fornecimento de carne e leite, e nas criagbes mais tecnificadas
destaca-se como geradora de empregos, permitindo a uma parcela da populacéo ter
seu sustento, garantido por vias direta na atividade de criagdo, ou indireta, na
elaboracao de subprodutos, o que demonstra a importancia dos produtos de origem
caprina na subsisténcia da familia e a possibilidade de sua inser¢cdo ao agronegécio
(SIMPLICIO et al., 2003). No entanto, a caprinocultura € comprometida por diversos
fatores, como baixo uso de tecnologias e préaticas inadequadas de manejo sanitario,
reprodutivo e nutricional, ocasionando uma maior incidéncia de enfermidades,
destacando-se as nematodioses gastrintestinais, responsaveis por elevados

prejuizos econémicos (MORAIS et al., 2002).

O controle da nematodiose é realizado, principalmente, pela utilizacdo de produtos
quimicos associada a préaticas de manejo, objetivando a reducdo da infeccdo do

hospedeiro e a contaminacdo das pastagens. A resisténcia desenvolvida pelos
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nematdédeos aos produtos anti-helminticos, tem incentivado a procura de métodos
alternativos para o controle de parasitos, incluindo a selecdo de animais resistentes
(PRALOMKALTL et al.,, 1997), o controle biolégico pela utilizacdo de fungos
nematofagos (MOTA et al., 2003; WALLER, 2003), a suplementa¢cdo de nutrientes
(HOUDWJK et al., 2005), o consumo de leguminosas forrageiras com principios
bioativos (ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004), o desenvolvimento de vacinas
(HEIN & HARRISON, 2005), o método FAMACHA (Van WYK & BATH, 2002), o
pastejo alternado ou misto (BARGER, 1996), descanso da pastagem, rotacédo de
area de pastejo e o emprego da homeopatia (CABARET et al., 2002) e de plantas
medicinais (COSTA et al., 2002; PESSOA et al., 2002; FURTADO, 2006; MACIEL et
al., 2006).

Associado ao crescimento da resisténcia anti-helmintica multipla, com implicagcéo
direta sobre a reducédo da produtividade dos rebanhos, os riscos advindos da
presenca de residuos de medicamentos anti-helminticos no meio ambiente e em
produtos de origem animal, também se constituem em um problema de saude
publica e preservagdo ambiental (MOTA et al., 2003). A identificacdo de fitoterapicos
com acao anti-helmintica vem se destacando como uma alternativa promissora,
contribuindo para a reducdo da utlizacdo de farmacos convencionais e a
consequente concentracdo dos mesmos no meio ambiente, no leite e na carne
(MOLENTO et al., 2004).

Diante da grande diversidade brasileira de recursos vegetais, uma das possiveis
alternativas € o uso do residuo liquido de Agave sisalana, conhecida popularmente
como sisal, pertencente a familia Agavaceae e amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais de clima seco (ABDEL-GAWAD et al., 1999). As folhas de A.
sisalana, sédo constituidas de 60% de "suco" que, no processo de desfibramento, é
rejeitado juntamente com o "bagaco” (36%), aproveitando-se apenas as fibras (4%),
gue sao usadas na fabricagdo de cordas, tapetes, entre outros (RECENA & RUIZ,
2005).

O sisal é a principal fibra dura produzida no mundo, correspondendo a aproximadamente 70%
da producdo comercial deste tipo de fibra. No Brasil, sua exploragdo é concentrada no semi-

arido nordestino, geralmente em &reas de pequenos produtores com predominio de agricultura
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familiar, atuando como fonte de renda e emprego para trabalhadores rurais, contribuindo para
sua permanéncia nestas regides, onde as condi¢des climaticas mostram-se pouco favoraveis a
exploracdo de outras culturas que oferecam resultados econdmicos satisfatorios. Os principais
Estados produtores de sisal sdo Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, responsaveis,
respectivamente, por 93,5, 3,5 e 3% da producdo doméstica, com mais de um milhdo de
pessoas dependendo desta cultura para a sua sobrevivéncia (PIZARRO et al., 1999;
SUINAGA et al., 2006).

No suco do sisal encontram-se saponinas, as quais tém sido atribuidas atividades
biolégicas e farmacolégicas como, antibacteriana (KASSU et al., 1999), antifingica
(UJIKAWA & PURCHIO, 1989; PIRES & PURCHIO,1991) e inseticida (PIZARRO et
al., 1999).

Entretanto, ndo h& relatos cientificos sobre a propriedade anti-helmintica desta
planta, o que justificou o desenvolvimento deste trabalho, que teve como objetivo,
avaliar o efeito do residuo liquido de A. sisalana sobre nematédeos gastrintestinais e

possiveis efeitos toxicos em caprinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Parasitoses gastrintestinais de caprinos

Apesar dos avangos no desenvolvimento de medicamentos anti-helminticos, com elevados
niveis de poténcia e espectro de acdo, a nematodiose gastrintestinal permanece como um dos
principais fatores limitantes para a sustentabilidade da producdo animal (WALLER, 2003).
Estima-se que os prejuizos causados por helmintos, alcancem, apenas na industria ovina,
aproximadamente 222, 45 e 42 milhdes de dolares/ano na Australia, Africa do Sul e Uruguai,
respectivamente (McLEOD, 1995; WALLER, 2006).

O Haemonchus contortus € o nematédeo de pequenos ruminantes que se destaca pela alta
prevaléncia e patogenicidade, podendo representar até cerca de 80% da carga parasitaria em
caprinos (AROSEMENA et al., 1999; HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005). Na regido
Nordeste do Brasil, além do H. contortus, outros géneros como Trichostrongylus,

Strongyloides, Oesophagostomum e Trichuris parasitam caprinos (MELO et al., 2003).

Os nematddeos gastrintestinais de ruminantes apresentam ciclo evolutivo direto, com um
periodo de desenvolvimento no hospedeiro e outro no meio ambiente, no qual o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das larvas estdo na dependéncia de fatores fisicos, como
temperatura, indice pluviométrico, evapotranspiracdo, radiacdo solar, umidade e temperatura
do solo, sendo o indice pluviométrico, o fator de maior importancia no aparecimento das
infeccOes, e de fatores bioldgicos, onde a interacdo das larvas de nematédeos com fungos,
bactérias e artropodes também podem interferir no estabelecimento das populacbes de
helmintos (VIEIRA et al., 1997).
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Dentre os fatores relacionados ao hospedeiro, destaca-se a idade, imunidade, estado
nutricional, estado fisioldgico e raca, que podem influenciar sobre o grau de infeccéo.
Animais jovens sao mais susceptiveis que os adultos, entretanto, sob condi¢des que interfiram
no equilibrio hospedeiro/parasito, como alta taxa de translacdo, gestacdo, lactacdo e
subnutricdo, podem ocorrer infeccdes graves em todos os animais do rebanho, independente
da faixa etaria (VIEIRA, 2003).

As infeccBes por nematddeos gastrintestinais sdo geralmente mistas e caracterizam-se por
uma fase aguda, na qual os animais apresentam perda de peso, inapeténcia, diarréia,
desidratacdo, anemia, pélos arrepiados e sem brilho, e uma fase cronica, evidenciando-se
edema submandibular, debilidade organica geral e reducdo no desempenho (VIEIRA &
CAVALCANTE, 1998). Animais com altas contagens de H. contortus, nematédeo de habito
hemat6fago, podem perder até 145 mL de sangue por dia, podendo desenvolver um quadro
grave de anemia em curto periodo de tempo, apresentando hipoalbuminemia, perda de peso e
fezes escurecidas (VIEIRA et al., 1997).

A nematodiose ainda pode levar a retardo do crescimento, reducdo na eficiéncia de conversao
de alimentos, diminuicdo da qualidade e rendimento da carcaga, baixa producdo de leite e
alteracOes reprodutivas do rebanho (CHAGAS et al., 2005). Os efeitos patogénicos dos
parasitos sobre o animal, como mencionados anteriormente, estdo diretamente relacionados
com a espécie do helminto envolvido, o grau de infec¢do, condi¢des climaticas e idade, estado
nutricional e imunolégico do hospedeiro (VIEIRA, 2003). As respostas imunoldgicas contra a
reinfeccdo se desenvolvem de maneira lenta e incompleta, deixando os rebanhos sujeitos a
reincidéncia das formas clinica e subclinica dessas parasitoses (VANDAMME & ELLIS,
2004).

Os achados de necropsia mais freqlientemente observados séo severa anemia, degeneracéo
gordurosa, hidrotorax, hidropericardio, ascite, caquexia e gastrenterite catarral. Em casos de
hemoncose, 0 abomaso apresenta edema da mucosa, submucosa e serosa com escamagao das
células epiteliais e ulceracdo, sendo que a histopatologia, pode ser encontrado infiltragdo de
células plasmaticas e leucocitos, com predominancia de eosinofilos e linfocitos. Nas infeccbes
por Oesophagostomum spp., observam-se nddulos na serosa do intestino delgado e grosso,
devido a penetracdo de larvas na mucosa durante seu ciclo evolutivo, produzindo reacéo local

caracterizada histologicamente por pequenos granulos parasitarios, constituidos por tecido
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necrosado infiltrado por leucécitos e macrofagos (VIEIRA et al., 1997). Em animais
parasitados com T. colubriformis geralmente se verifica lesbes da mucosa intestinal, com

exsudacgdo de proteinas séricas para o limen intestinal (AMARANTE, 2004).

Existem evidéncias de que o0s nematddeos resistentes sdo mais patogénicos,
possuem ovopostura mais elevada, se estabelecem melhor nos hospedeiros e em
suas fases de vida livre sobrevivem por maior periodo de tempo no meio ambiente
(PRICHARD et al., 1980). O H. contortus desenvolve resisténcia mais rapidamente,
justificando o fato da resisténcia anti-helmintica multipla (RAM) ser mais frequente
em regibes onde a hemoncose é endémica e esta caracteristica pode ser associada
ao elevado potencial biético dessa espécie, cujas fémeas apresentam postura diaria
de 5.000 ovos (CABARET & OUHELLLI, 1984; UENO & GONCALVES, 1998).

As principais causas do surgimento de resisténcia estdo relacionadas ao uso
intensivo e inadequado de medicamentos antiparasitarios, como o curto intervalo
entre tratamentos, a utilizacdo de uma mesma classe de anti-helmintico por longos
periodos, a sub-dosagem, a rapida alternancia de diferentes grupos de vermifugos,
tratamentos nao-seletivos, movimento frequente do rebanho para pastos limpos
combinado com vermifugagéo, o uso de medicamentos de longa persisténcia e a
aquisicdo de animais contaminados com cepas resistentes (KOHLER, 2001;
SILVESTRE et al., 2002; MOLENTO, 2004; BESIER, 2006).

No Brasil h4& um grande nimero de relatos sobre resisténcia anti-helmintica. Na
regido Sul, foi detectada no Paranad (CUNHA-FILHO et al., 1999; THOMAZ-SOCCOL
et al., 2004), Santa Catarina (RAMOS et al., 2002; RAMOS, 2004) e no Rio Grande
do Sul (MATTOS et al.,, 2003; MATTOS et al., 2004; MOLENTO, 2004). No
Nordeste, foi descrita no Estado do Ceard (MELO et al, 1998; VIEIRA &
CAVALCANTE, 1999; MELO et al., 2003; CHAGAS et al.,, 2007), Pernambuco
(CHARLES et al., 1989), Paraiba (RODRIGUES et al., 2007) e Bahia (BARRETO &
SILVA, 1999; BARRETO et al., 2006).

Elevada ocorréncia de resisténcia multipla foi identificada em rebanhos de ovinos no
Estado do Parana, para os anti-helminticos oxfendazole (88,1%), ivermectina
(78,6%), closantel (56,4%) e levamisole (38%) (THOMAZ-SOCCOL et al., 2004). No
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municipio de Restinga Seca, Rio Grande do Sul, Molento (2004) identificou uma
cepa resistente de H. contortus, com percentuais de eficacia de 0, 82, 90, 48, 0, 17,
45, 77 e 80% para ivermectina, associacdo ivermectina/abamectina, moxidectina,
doramectina, levamisole, closantel, albendazole, nitroxynil e disofenol,

respectivamente.

Na regido Nordeste, foi demonstrada no Estado do Ceard, uma prevaléncia de
resisténcia de helmintos em rebanhos de caprinos e ovinos, equivalente a 87,5, 75 e
37,5% para oxifendazol, levamisole e ivermectina, respectivamente, ressaltando-se
gue, o género Haemonchus predominou na populagédo resistente a todos o0s
produtos testados (MELO et al., 2003). Em Pernambuco, também foi relatada
resisténcia ao levamisole, albendazole e parbendazole, com percentuais de redugao
de 57,4, 71,1 e 85,1% na carga parasitaria total, e de 80,2, 87,9 e 88,9% para H.
contortus, respectivamente (CHARLES et al., 1989). Estudos conduzidos em
caprinos da mesorregido do Sertdo Paraibano indicaram que o0s nematddeos
gastrintestinais ndo foram sensiveis a acdo de moxidectina, albendazole e
ivermectina, embora tenham demonstrado moderada sensibilidade ao levamisole
(RODRIGUES et al., 2007).

No Estado da Bahia, Barreto & Silva (1999) verificaram populacdes de parasitos de
caprinos resistentes a anti-helminticos, sendo que os niveis de redu¢édo do nimero
de ovos por grama de fezes (OPG) variaram de 34,9 a 96% e 39 a 96,6% para o
albendazole e ivermectina, respectivamente. Em ovinos, a eficacia manteve-se entre
37 e 100% para o levamisole, 0 e 100% para o albendazole e de 46 a 100% para
ivermectina, sendo que apds os tratamentos, foram encontradas nas coproculturas
larvas dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum (BARRETO
et al., 2006).

2.2 Plantas com atividade antiparasitaria em Medicina Veterinaria

Desde a antiguidade, produtos de origem vegetal sdo utilizados como medicamentos nas

diversas enfermidades (RATES, 2001). Atualmente, os fitoterapicos sdo amplamente

utilizados em varios paises e segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saide (OMS),
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80% da populagdo mundial faz uso da fitoterapia para suprir as necessidades de assisténcia
médica, correspondendo estes produtos a um mercado equivalente a US$ 43 bilh6es/ano.
Apenas nos Estados Unidos, o mercado fitoterapico representa US$ 5 bilhdes/ano,
correspondendo ao setor de mais rapido crescimento farmacéutico norte-americano
(FARNSWORTH et al., 1985; ASCHWANDEN, 2001).

A busca de novos produtos e matérias-primas com possiveis aplica¢cées na indUstria
farmacéutica constitui um dos grandes desafios do mercado de plantas medicinais,
representando cerca de 5% do mercado mundial de produtos farmacéuticos
(FLORES, 2006). Estima-se que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos
sejam derivados de plantas e em casos de drogas antitumorais e antimicrobianas,
estes valores alcangam 60% das drogas disponiveis no mercado (SHU, 1998;
RATES, 2001).

No Brasil, a utilizagdo racional dos recursos naturais para obtencao de fitoterapicos
pode assegurar a competitividade do pais no mercado globalizado, além de
contribuir com elevados beneficios para a saude brasileira (BOAS & GADELHA,
2007). Os farmacos de origem vegetal devem ser intensivamente investigados com
énfase as propriedades dos constituintes quimicos, margem de seguranca e
susceptibilidade animal (GADIR et al., 2003), atendendo aos regulamentos do pais

no sentido de garantir a eficacia e seguranca sobre a saude publica.

Os estudos sobre as atividades antiparasitarias de plantas tém sido incrementadas
principalmente em decorréncia do aumento da prevaléncia de parasitos resistentes
aos anti-helminticos comercializados, da presenca de residuos em carne e leite e da
contaminagao ambiental (MOTA et al., 2003).

As plantas com atividade antiparasitaria podem atuar diretamente sobre os parasitos
ou indiretamente, influenciando o mecanismo regulatério mediado pelo hospedeiro
ou outros sistemas (JACKSON & MILLER, 2006). Dentre as plantas com ac¢éao direta
destaca-se o Chenopodium ambrosioides, cujo constituinte ativo, o ascaridole, causa
paralisia e morte do parasito, e indireta incluem a Artemisia absinthium, com acéo de

severa irritacdo gastrintestinal e a Nicotiana tabacum, cujo efeito é refletido na

promocéao de evacuagdo do conteudo intestinal (LORIMER et al., 1996).
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Atividade anti-helmintica foi encontrada na Ginkgo biloba, Hypericum perforatum,
Allium sativum, Vaccinium macrocarpum, Echinacea purpurea, Echinacea
angustifolia, Echinacea pallida, Mentha piperita e Serenoa repens (LINDE et al.,
2001), sendo algumas ja testadas contra helmintos de animais (DUVAL, 1997), mas
nem todas submetidas a validacao cientifica (CABARET et al., 2002). A validac&o de
fitoterapicos € uma etapa inicial obrigatoria para a utilizacdo correta de plantas
medicinais ou de seus compostos ativos. Os testes in vitro permitem uma avaliagao
preliminar sobre as atividades farmacoldgicas de extratos vegetais, constituindo-se
Nno primeiro passo para a caracterizagcdo de compostos ativos presentes nas plantas,

possibilitando novas alternativas de controle das parasitoses (COSTA et al., 2002).

Resultados de estudos com plantas como Hagenia abyssinica, Olea europaea var.
africana, Annona squamosa, Ananas comosus, Dodonea angustifélia, Hildebrandtia
sepalosa e Azadirachta indica, popularmente utilizadas como anti-helminticos para
caprinos, ndo revelaram reducao significativa do OPG de nematddeos
gastrintestinais de animais tratados e ndo produziram efeito sobre o niumero de
larvas e adultos recuperados do abomaso (GITHIORI et al., 2004). No entanto, o
decocto (extrato aquoso a quente) do caule de Annona senegalensis, demonstrou
reducdo de 88,5% na eclosdo de ovos de H. contortus, na concentragdo de 7,1
mg/mL (ALAWA et al., 2003). Ademola et al. (2004), também observaram reducao
de 88,8% no OPG de nematddeos gastrintestinais de ovinos tratados por via oral
com o extrato etandlico da casca de Khaya senegalensis na dose de 500 mg/kg PV,
e diminuicdo na viabilidade de larvas L; expressa pela CLsp de 0,69 mg/mL do

extrato aquoso.

Ao avaliar os efeitos de plantas sobre os estagios do H. contortus, Hounzangbe-
Adote et al. (2005) verificaram que o0s extratos etandlicos de Zanthoxylum
zanthoxyloides, Newbouldia laevis, Morinda lucida e Carica papaya, inibiram a
eclosédo de ovos, a migracdo larval e a motilidade de estagios adultos. O mesmo
sendo verificado com o extrato cetbnico da Peltophorum africanum sobre T.
colubriformis com inibicdo da eclosdo de ovos e desenvolvimento larval, nas
concentragdes de 0,2-1,0 mg/mL (BIZIMENYERA et al., 2006).
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O tratamento de ovinos infectados experimentalmente com larvas de H. contortus e
T. colubriformis utilizando-se dose Unica do extrato hidroalcodlico da planta inteira
Fumaria parviflora, na dose de 183 mg/kg PV, resultou em 100% de reducéo no
OPG e 78,2 e 88,8% de adultos de H. contortus e T. colubriformis, respectivamente,
treze dias apés o tratamento (HORDEGEN et al., 2003).

Caprinos infectados experimentalmente com larvas de H. contortus e tratados com
dose unica do suco de folhas de C. ambrosioides (0,75 g/kg PV) e de M. piperita (0,5
g/kg PV) apresentaram uma redugdo no OPG e no percentual de larvas adultas,
correspondentes a 33,6 e 9,6% para o C. ambrosioides e 72 e 0% para a M. piperita,
respectivamente (VIEIRA et al., 1999). No entanto, o Oleo essencial do C.
ambrosioides, nas concentragbes de 3,3 pl/mL e 1,33 pl/mL reduziu
significativamente a viabilidade dos ovos de H. contortus de caprinos, em estudos in
vitro (KETZIS et al., 2002). Resultados de estudos in vitro com extrato aquoso das
folhas destas mesmas espécies de plantas sobre larvaculturas de nematédeos
gastrintestinais de caprinos, demonstraram uma reducao superior a 95% do numero
de larvas infectantes para diferentes géneros nas concentragdes de 110,6 mg/mL e
de 115,9 a 196 mg/mL para o extrato aquoso de C. ambrosioides e M. piperita,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2007).

A avaliacao in vitro da eficacia anti-helmintica dos extratos aquosos de Cymbopogon
citratus e Digitaria insularis, revelou uma reducdo do numero total de larvas de
98,2% na concentracdo de 224 mg/mL para o extrato de C. citratus e de 99,5% nas
concentragdes entre 138,75 e 355,2mg/mL para o extrato de D. insularis (ALMEIDA
et al., 2003). Resultados semelhantes foram registrados por Batatinha et al. (2004)
ao testarem os extratos aquosos das folhas de Musa cavendishii na concentragdo de
130,6 mg/mL e das sementes de C. papaya nas concentracdes entre 290 e 464
mg/mL, obtendo uma reducao significativa no nimero total de larvas de 96,4% e de

95,1 e 97,1%, respectivamente.

Plantas utilizadas popularmente como anti-helminticas para caprinos, no Piaui, como
a Operculina sp. (batata-de-purga), a Luffa operculata (bucha paulista) e a Senna
aculeata (maria mole) foram avaliadas in vitro nas quantidades de 0,4 a 5 g da

planta triturada para cada 10 g de fezes, observando-se que o tratamento com a
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batata-de-purga apresentou os melhores resultados na inibicdo da eclosdo de ovos.
Na avaliacdo in vivo, foi selecionada a Melia azedarach (lirio), verificando-se uma
reducdo no OPG de 43, 59 e 54% em caprinos tratados com os frutos secos

triturados nas dosagens de 1, 2 e 3 g/kg PV, respectivamente (GIRAO et al., 1996).

A inibicdo (100%) da eclosé&o de ovos de H. contortus foi encontrada no tratamento
de coproculturas com o extrato etandlico das sementes de M. azedarach (lirio) na
concentracao de 1,56 mg/mL, sendo este efeito atribuido a taninos condensados,

triterpenos e alcaldides presentes na planta (MACIEL et al., 2006).

Batista et al. (1999), observaram que o decocto das folhas de Mormodica charantia e
Spigelia anthelmia inibiram em 50% a eclosédo de ovos de H. contortus, as 48 horas
de incubacéo, nas concentragdes de 0,17 e 0,10 mg/mL, respectivamente. Os
extratos de acetato de etila e metandlico das folhas de S. anthelmia na concentracéo
de 50 mg/mL inibiram respectivamente em 100 e 97,4% a eclosdo de ovos e em
81,2 e 84,4% o desenvolvimento larval do nematédeo H. contortus, sendo sugerido
que os alcalbides spigantina e rianodinas sejam os constituintes ativos relacionados
a inibicdo do desenvolvimento dos nematédeos, causando paralisia espastica da
musculatura esquelética, induzida pela abertura dos canais de calcio (ASSIS et al.,
2003).

O efeito ovicida in vitro do 6leo essencial do Ocimum gratissimum e do seu principio
ativo, o eugenol, sobre H. contortus de caprinos foi verificado na concentragéo de
50% a qual produziu 100% de inibicdo da eclodibilidade dos ovos (PESSOA et al.,
2002).

A atividade anti-helmintica dos 6leos essenciais de Lippia sidoides e Croton
zehntneri e de seus principais respectivos constituintes, timol e anetol, foi avaliada
sobre a eclos@o de ovos e desenvolvimento larval de H. contortus. Os dois 6leos
essenciais e seus principios ativos, inibiram a eclosdo de ovos em mais de 98% na
concentragcdo de 1,25 mg/mL e em mais de 90% o desenvolvimento larval na
concentragao de 10 mg/mL (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007).
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O extrato hexanico e a fracdo etandlica do extrato hexanico (FEEH) obtidos das
sementes da Mangifera indica L. foram testados sobre ovos de H. contortus por meio
do teste de eclos&o de ovos, observando-se que apenas o FEEH mostrou-se eficaz,
inibindo 95,6% a eclosdo de ovos na concentracdo de 50 mg/mL. Os principais
constituintes identificados nesta fracdo foram taninos condensados e em menor
qguantidade taninos hidrolisaveis e triterpenos, incluindo saponinas (COSTA et al.,
2002).

Resultados de avaliacdo in vitro do extrato aquoso das folhas de Acacia mearnsii
contendo 15% de taninos condensados demonstraram efeito inibitério sobre o
desenvolvimento de larvas L; de H. contortus, Trichostrongylus vitrinus e
Teladorsagia circumcincta com valores de DLsp de 0,043, 0,038 e 0,050 mg/mL,
respectivamente. O tratamento via oral de ovinos naturalmente infectados por H.
contortus e T. colubriformis, com 1,6 g/kg PV da fracdo de taninos extraidos das
folhas de A. mearnsii resultou em reducédo no OPG e da carga parasitaria (MINHO,
2006).

Estudos in vitro sobre a atividade anti-helmintica do suco e do extrato metandlico de
A. sativum (alho) sobre cultivos de larvas de nematdédeos gastrintestinais de
caprinos, revelaram eficacia superior a 95% para o total de larvas nas concentracdes
entre 86,35 e 353,7 mg/mL e 565,47 e 1448,75 mg/mL, respectivamente,
observando-se a maior eficacia no suco quando comparado ao extrato (ALMEIDA et
al., 2004). No entanto, em caprinos naturalmente infectados com nematddeos
gastrintestinais e tratados com o suco do alho na dose de 1g/kg PV, ndo se
observou a eficacia apresentada nos testes in vitro (BATATINHA et al., 2004). A
baixa eficiéncia anti-helmintica da planta encontrada neste estudo pode ter sido
decorrente da acdo dos microorganismos ruminais sobre os constituintes quimicos
ativos, reduzindo a sua biodisponibilidade (VANDAMME & ELLIS, 2004), e/ou pelas
diferencas na composicao quimica entre as diversas preparacdes farmacéuticas do
A. sativum, que também podem interferir nas suas propriedades terapéuticas
(KASUGA et al., 2001).

O extrato de acetato de etila de A. indica (neem) na concentragdo de 50 mg/mL

inibiu a eclosdo de ovos e o desenvolvimento larval de H. contortus em 51 e 68%,
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respectivamente, entretanto, o extrato etandlico mostrou-se mais efetivo, inibindo a
ecloséo de ovos em 100% na concentragdo de 12,5 mg/mL e o desenvolvimento
larval em 87% na concentracdo de 50 mg/mL (COSTA et al., 2008). No intuito de
comprovar o efeito anti-helmintico in vivo desta planta, Costa et al. (2006), utilizaram
40 ovelhas naturalmente infectadas e as trataram diariamente durante trés meses
com folhas secas da planta misturadas ao concentrado nas concentracdes de 0,1 e
0,2 g/kg PV e também observaram que o efeito anti-helmintico da planta, ndo foi
reproduzido.

2.3 Agave sisalana Perrine

A familia Agavaceae compreende cerca de 480 espécies e € amplamente distribuida em
regides tropicais e subtropicais de clima seco (ABDEL-GAWAD et al., 1999). A A. sisalana
(figura 1), popularmente conhecida como sisal, pertence a classe das monocotileddneas,
subfamilia Agavoidea e género Agave. E originaria do México e vastamente distribuida nas
regides Nordeste do Brasil e Leste da Africa (SUINAGA et al., 2006). E uma espécie xerofila
resistente a secas prolongadas e altas temperaturas. Apresenta bom desenvolvimento em
locais com altitude de até 600 metros e regime de precipitacao pluvial de 450 a 1200 mm/ano,
e em solos alcalinos com média de pH 7 (BELTRAO, 2006).

A A. sisalana é uma planta perene que floresce apenas uma vez durante o ciclo de
crescimento, o qual pode levar anos para ser completado. Apresenta sistema radicular tipico
das monocotileddneas, fasciculado, fibroso e em forma de tufo, sem a presenca de uma raiz
principal (BELTRAO, 2006). E uma herbacea com apenas um eixo principal, no qual as
folhas se inserem e armazenam &gua e nutrientes. As folhas sdo longas, de coloracdo verde-
lustrosa, convexas, canaliculadas na parte superior, duras, suculentas e partem de um caule
curto, situado no nivel do solo, sendo dispostas em espiral. S&o lanceoladas e lineares, sem
peciolo, com comprimento médio entre 90 e 120 centimetros, embora possam alcancar dois
metros. Os estdmatos apresentam-se em cavidades denominadas criptas, as quais estdo
alinhadas em forma de alteres, que incrementam a resisténcia a perda de agua, fazendo parte
do sistema de controle de umidade interno da planta (MORS & SHARAPIN, 1973;
BELTRAOQ, 2006).
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A inflorescéncia é uma panicula de forma geralmente oblongo-piramidal, com 25 a 40 ramos
principais com cerca de 40 flores, as quais sdo hermafroditas e agrupadas em cachos situados
no final de cada ramo das paniculas. Nao frutificam e antes de fenecerem produzem uma
grande quantidade de “pequenas plantas”, conhecidas como bulbilhos, com cerca de trés
centimetros de comprimento e dois de didmetro, que produzem novas plantas quando langadas
ao solo. Apresentam-se de forma redondo-triangular, cor preta e bastante leves (MORS &
SHARAPIN, 1973; BELTRAO, 2006).
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B C D

Figura 1 — Agave sisalana Perrine: planta adulta (A), inflorescéncia (B), corte transversal da
flor (C), bulbilhos (D)

2.3.1 Composicao quimica
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A composicdo quimica nutricional da A. sisalana é constituida de cerca de 29,2; 5,3; 3,1;
13,1; 21,2% de fibra bruta, proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos, respectivamente (SILVA
et al., 1999), enquanto que, 0os metabdlitos secundarios identificados consistem em saponinas
esteroidais, presentes na raiz, tubérculo, casca, folhas e sementes (HART et al., 2007), sendo a
sua concentracdo diretamente proporcional ao estagio evolutivo da planta. As principais
saponinas isoladas sdo a hecogenina, tigogenina, neo-tigogenina, gitogenina, diosgenina,
sisalagenina e barbougenina (BLUNDEN et al., 1974; BLUNDEN et al., 1986).

A hecogenina € um precursor de varios esterdides farmacologicamente ativos e pode ser
facilmente obtida através da hidrolise acida ou enzimética do suco das folhas de A. sisalana
(PEANA et al., 1997). Corresponde ao principal composto presente nas folhas da planta
jovem e adulta, embora a neo-tigogenina e tigogenina também possam ser encontradas, sendo
esta Ultima identificada apenas em folhas jovens. Na inflorescéncia foram isoladas a
gitogenina e em menor quantidade a tigogenina, a qual é predominante nos bulbos
(DAWIDAR & FAYEZ, 1961; BLUNDEN et al., 1974).

2.3.1.1 Saponinas

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos e
estruturalmente apresentam caracteristica lipofilica (esteréide ou triterpeno)
correspondente a aglicona ou sapogenina e hidrofilica, constituida de aglcares, que
determinam as propriedades surfactantes, como reducdo da tensdo superficial da
agua, acao detergente e emulsificante. Sua diversidade estrutural influencia sobre as
propriedades biolégicas e fisico-quimicas (SPARG et al., 2004; VINCKEN et al.,
2007). Sao compostos quimicos de elevado peso molecular, podendo as cadeias de
acucar apresentarem-se de forma linear ou ramificada, o que dificulta a sua
identificacdo estrutural. Os principais acucares encontrados sdo as pentoses, as
hexoses (arabinose, glicose, galactose, frutose, xilose e ramanose) e alguns
derivados de acidos urénicos (glicurénico e galacturénico) (SCHENKEL et al., 1999;
WALLACE, 2004).

De acordo com a estrutura quimica da aglicona, as saponinas podem ser

classificadas em esteroidais, frequentemente encontradas em plantas
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monocotiledéneas das familias Liliaceae, Dioscoreaceae e Agavaceae, e
triterpenoidais predominantes em dicotileddneas das familias Sapindaceae,
Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, Caryophylaceae, Primulaceae e
Araliaceae. Nas saponinas esteroidais, a aglicona é formada por um esqueleto de 27
carbonos dispostos em sistema tetraciclico, enquanto as saponinas triterpenoidais,
se apresentam com 30 atomos de carbonos e um nucleo triterpénico (SCHENKEL et
al., 1999; SPARG et al., 2004). As saponinas também podem ser agrupadas de
acordo com o numero e tipo de ligacdo das cadeias de aclcar da sua estrutura
(SPARG et al., 2004). A grande complexidade da estrutura quimica destes
compostos esta mais diretamente relacionada a variabilidade das estruturas das
agliconas (FRANCIS et al., 2002).

Dentre as variadas atividades biolégicas das saponinas, incluem-se acdes
hemolitica (SANTOS et al., 1997), antimicrobiana, inseticida e moluscicida (SPARG
et al.,, 2004), e ictiotdxica, antifungica e hipocolesterolemiante (SCHENKEL et al.,
1999), tendo ampla utilizacdo nas industrias farmacéutica e de cosméticos (SPARG
et al., 2004).

O consumo excessivo de vegetais contendo estes constituintes pode resultar em
efeitos toxicos, refletidos dentre outros, em hemdlise e reducdo da ingestao de
alimentos, possivelmente em decorréncia da acdo irritante e redutora do
peristaltismo intestinal, resultando em deficiéncia nutricional (JACKSON & MILLER,
2006).

2.3.2 Propriedades terapéuticas do género Agave

Diversas propriedades terapéuticas tém sido referidas para plantas pertencentes ao
género Agave, destacando-se as atividades antibacteriana (KASSU et al., 1999),
antifingica (UJIKAWA & PURCHIO, 1989; PIRES & PURCHIO, 1991), inseticida
(PIZARRO et al., 1999), anti-inflamatéria (CONSOLI et al., 1988; GARCIA et al.,
2000), anti-tumoral (BIANCHI & COLE, 1969) e moluscicida (BRACKENBURY &
APPLETON, 1997; ABDEL-GAWAD et al., 1999), sendo apenas as trés primeiras

referidas para a espécie A. sisalana.
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Estas atividades tém sido atribuidas a&s saponinas esteroidais presentes nestas plantas
(SANTOS et al., 1997), com predominio da hecogenina, amplamente utilizada pela industria
farmacéutica na semi-sintese de esterdides como corticosteréides, hormonios sexuais e
diuréticos (GARCIA et al., 2000).

A ampla diversidade quimica das saponinas tem favorecido o crescimento do
interesse na investigagcdo destes compostos, especialmente quanto as suas
atividades farmacoldgicas (SPARG et al., 2004). O potencial terapéutico do género
Agave tem sido evidenciado em varios estudos. Pizarro et al. (1999) descreveram a
atividade inseticida do extrato bruto desidratado do residuo liquido de A. sisalana
sobre larvas de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, na CLso de 183 e 322 ppm,
respectivamente, durante 24 horas, inferindo destes resultados a presenca de

saponinas no extrato.

O extrato bruto das folhas de A. americana também apresentou atividade inseticida
sobre larvas de A. fluviatilis na concentracdo de 100 ppm, causando 93% de
mortalidade em 48 horas (CONSOLI et al., 1988), corroborando com os resultados
obtidos por Shaktu & Menon (1983), ao verificarem 100% de mortalidade de larvas
de primeiro e quarto estagios dos mosquitos Anopheles stephensi, A. aegypti e C.
quinquefasciatus, no periodo de 24 horas de observacdo, com extrato aquoso das

folhas na diluicédo de 1:50 (planta:agua).

Resultados de estudos utilizando amostras de milho contaminadas com espécies de
fungos do género Aspergillus spp. e umedecidas com o suco de A. sisalana durante
sete dias de incubacdo a 25°C evidenciaram a inibicdo de crescimento fangico
(PIRES & PURCHIO, 1991). Atividade inibitéria da fracdo de saponinas (sisalaninas
A, B, C, D, E, F e G) isoladas do suco das folhas desta planta, também foi
observada contra os fungos Aspergillus flavus, A. niger, A. oryzae, A. parasiticus, C.
albicans, Rhodotorula glutinis e Saccharomyces cerevisiae, nas concentracdes
inibitérias minimas de 100, 1.600, 100, 100, 50, 100 e 12 ppm, respectivamente
(UJIKAWA & PURCHIO, 1989).
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Sanchéz et al. (2005) ao investigarem os efeitos in vitro dos extratos metandlico,
etandlico e aquoso das flores de A. asperrima e A. striata sobre os fungos A. flavus e
A. parasiticus, observaram que o extrato metandlico de ambas as espécies de
agaves exibiram melhor efeito antifangico, com diametro de inibicdo de 0,9 a 1,5
centimetros. O efeito antifingico do extrato metandlico das flores de A. asperrima
demonstrou menores valores de concentragdo inibitéria minima (0,5-1,0 mg/mL)
contra cepas de A. flavus e 1,0 mg/mL para A. parasiticus, quando comparado com
0 extrato metanodlico das flores de A. striata, com concentragé@o inibitéria minima

variavel de 1,0 a 2,0 mg/mL para ambas as espécies de Aspergillus.

O extrato etandlico de A. lecheguilla demonstrou elevada atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de Clostridium perfringens, Shigella dysenteriae e 11
espécies de fungos (VERASTEGUI et al., 1996). Potente atividade antibacteriana
também foi observada para o extrato metandlico da A. sisalana, obtendo-se valores
de CLso de 200 ng/mL e de 200 a 500 ng/mL para Bacillus cereus e Staphylococcus

aureus, respectivamente (KASSU et al., 1999).

Atividade antiinflamatéria tem sido referida para A. americana (FENG, 1964). O
tratamento de ratos via oral com o extrato aquoso liofilizado das folhas desta planta
nas doses de 200 e 300 mg/kg PV, resultou em atividade antiinflamatoria,
produzindo um efeito anti-edematoso mais eficaz do que o obtido com 5 mg/kg de
dexametasona, além de ndo causar efeitos adversos a membrana da mucosa
gastrica como observado nos animais controle positivo (PEANA et al., 1997). O
mesmo efeito foi verificado apdés administracdo oral em ratos do decocto (extrato
agquoso a quente) das folhas de A. intermixta nas doses de 300 e 500 mg/kg PV
(GARCIA et al., 2000).

Atividade antitumoral ainda tem sido relatada para o extrato aquoso da A. schottii, a
qual mostrou efeito inibitério sobre o carcinoma intramuscular Walker 256, sendo
esta atividade atribuida a saponina gitogenina (BIANCHI & COLE, 1969).

O extrato bruto das folhas de A. attenuata foi ativo contra os caramujos Bulinus
africanus e B. tropicus, hospedeiros intermediarios do Schistosoma haematobium,

com letalidade de 90% nas respectivas concentragdes de 0,027 g/L e 0,015 g/L
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(BRACKENBURY & APPLETON, 1997). Da mesma forma, saponinas isoladas do
extrato metandlico das folhas de A. decipiens nas concentragfes de seis a 13 ppm
apresentaram atividade moluscicida (CL90%) contra o caramujo Biomphalaria
alexandrina, hospedeiro intermediario de S. mansoni, no periodo de 24 horas ap6s o
tratamento (ABDEL-GAWAD et al.,, 1999). Em geral, as saponinas apresentam
elevada toxicidade para moluscos e tém sido investigadas para o controle da
schistosomiase (SPARG et al., 2004).

3 ARTIGO CIENTIFICO

Avaliacéo da atividade anti-helmintica do residuo liquido de Agave sisalana
Per. (sisal) em caprinos

Evaluation of the anthelmintic activity of the liquid waste of Agave sisalana Per.
(sisal) in goats
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RESUMO

O estudo objetivou avaliar os efeitos in vitro e in vivo do suco de Agave sisalana

(sisal) sobre nematddeos gastrintestinais e possiveis efeitos toxicos em caprinos. Na
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avaliacéo in vitro foram utilizadas seis concentra¢gdes do suco de A. sisalana (146,3;
112,5; 86,5; 66,5; 51,1 e 39,3mg/mL) para o tratamento dos cultivos de larvas,
realizados em triplicata. Como controle positivo e negativo foram utilizados
doramectina e agua destilada, respectivamente. Na avaliacéo in vivo, 24 caprinos
foram distribuidos em quatro grupos: Gl, tratado com uma Unica dose do suco de
sisal (0,92 g/kg PV), durante quatro dias; Gll tratado com a mesma dose do suco,
por oito dias; GlIl (controle positivo), tratado com dose Unica (0,2mg/kg PV) de
doramectina e o GIV (controle negativo), ndo submetido a qualquer tratamento. Nos
testes in vitro, encontrou-se redugcdo superior a 95% na contagem de larvas de
terceiro estagio (L3) do género Haemonchus spp. nas concentracdes entre 86,5 e
146,3 mg/mL, e de 95% para Oesophagostomum spp. na concentracdo de 146,3
mg/mL. Nos animais do Gl e GIl ndo houve redugdo do ndmero de ovos e 0s
percentuais de reducéo do numero total de larvas L3 foram de 36, 31 e 98% para 0s
grupos |, Il e lll, respectivamente. O percentual de reducéo de larvas de quarto (L4)
e quinto (L5) estagios de Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus foi
inferior a 95% para o Gl e GlI, e entre 80 e 90% para o GlIl. Os parametros clinicos,
temperatura corporal, freqUiéncias cardiaca e respiratéria, € movimentos ruminais
permaneceram dentro dos valores de normalidade. Redugéo significativa (p<0,05)
do peso corporal foi observada no Gl em relacdo ao Gll e Glll no dltimo dia
experimental (15° dia). As alteragcbes macroscépicas observadas nos animais
necropsiados foram compativeis com os achados freqiientemente verificados em
animais parasitados. O suco de A. sisalana nas concentragdes testadas in vitro foi
efetivo para nematddeos gastrintestinais de caprinos, apresentando, no entanto,

reduzida eficacia anti-helmintica quando administrado nos animais.

Palavras-chave: Agave sisalana; anti-helmintico; caprinos; nematodeos; sisal

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro and in vivo effects of the Agave
sisalana (sisal) juice on gastrointestinal nematodes and its possible toxic effects in
goats. In in vitro evaluation were used six concentrations of the A. sisalana juice
(146,3; 112,5; 86,5; 66,5; 51,1 and 39,3 mg/mL) for the treatment of the larvae
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cultures, made in triplicate. As positive and negative controls were used doramectin
and distilled water, respectively. In vivo evaluation, 24 goats were distributed into four
groups: GlI, treated with a single dose of the sisal juice (0.92 g/kg BW), during four
days; Gll treated with the same juice dose, for eight days; Gl (positive control),
treated with a single doramectin dose (0.2 mg/kg BW), and GIV (negative control) not
subject to any treatment. In the in vitro tests, found more than 95% of reduction in the
third stage (L3) larvae counting for Haemonchus spp. in concentrations between 86.5
and 146.3 mg/mL, and 95% for Oesophagostomum spp. in concentration of 146.3
mg/mL. In animals from GI and GlI there was no reduction in the eggs number and
the reduction percentage of the total number of L3 larvae were 36, 31 and 98% for
groups |, Il and lll, respectively. The reduction percentage of the fourth (L4) and fifth
(L5) stage larvae of Haemonchus, Oesophagostomum and Trichostrongylus was less
than 95% for the Gl and GIl, and between 80 and 90% for GlIl. The clinical
parameters, body temperature, heart and respiratory rates, and ruminal movements
remained within the range of normality. Significant reduction (p <0.05) of body weight
was observed in Gl in relation to Gll and Glll on the last trial day (15 day). The
macroscopic changes observed in animals necropsied were consistent with the
findings often seen in animals parasitized. The A. sisalana juice in the concentrations
tested in vitro was effective for gastrointestinal nematodes of goats, however, it has

reduced anthelmintic effectiveness when administered in animals.

Key-words: Agave sisalana; anthelmintic; goats; nematodes; sisal
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INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade pecuéaria de grande relevancia socio-econdmica na regido
Nordeste do Brasil, mas sua exploracdo tem sido limitada pela freqliente ocorréncia de
infeccBes por nematddeos gastrintestinais (NGI) e a utilizacdo inadequada dos medicamentos,

0 que gerou a resisténcia destes parasitos aos anti-helminticos (VIEIRA, 2004).

A fitoterapia representa uma alternativa para o controle de NGI e diversas plantas e seus
constituintes isolados apresentam acdo sobre nematddeos de ruminantes (HORDEGEN et al.,

2003; BIZIMENYERA et al., 2006; COSTA et al., 2008).

A familia Agavaceae € amplamente distribuida em regifes tropicais e subtropicais de clima
seco (ABDEL-GAWAD et al., 1999), e no Brasil, a Agave sisalana (sisal) é encontrada

principalmente na regido do semi-arido nordestino. Das folhas sdo aproveitadas apenas as
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fibras (4%), e desprezados o residuo liquido (suco) e o bagaco, correspondentes a 60 e 36%,

respectivamente (PIZARRO et al., 1999).

As atividades antibacteriana (KASSU et al., 1999), antifingica (UJIKAWA & PURCHIO,
1989; PIRES & PURCHIO, 1991) e inseticida (PIZARRO et al., 1999), tém sido observadas
no suco de A. sisalana. Outras espécies do género, como A. americana (CONSOLI et al.,
1988) e A. intermixta (GARCIA et al., 2000) apresentam efeitos anti-inflamatério; A. schottii,
anti-tumoral (BIANCHI & COLE, 1969); A. asperrima e A. striata, antifingico (SANCHEZ
et al., 2005); A. lecheguilla, antimicrobiano (VERASTEGUI et al., 1996) e A. attenuata e A.
decipiens, moluscicida (BRACKENBURY & APPLETON, 1997; ABDEL-GAWAD et al.,
1999). Estas propriedades terapéuticas tém sido atribuidas as saponinas esteroidais (SANTOS
et al, 1997), especialmente a hecogenina, freqlentemente utilizada pela industria
farmacéutica na semi-sintese de esterdides como corticosterdides, horménios sexuais e

diuréticos (GARCIA et al., 2000).

Com o interesse do aproveitamento do residuo liquido de A. sisalana e a inexisténcia de
relatos cientificos referentes a sua atividade anti-helmintica, avaliou-se o efeito deste residuo

sobre nematddeos gastrintestinais e possiveis efeitos toxicos em caprinos.

MATERIAIS E METODOS

Amostra vegetal
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Folhas de A. sisalana foram coletadas no municipio de Valente, Estado da Babhia,
identificadas e armazenadas no Herbario da Universidade Estadual de Feira de

Santana (UEFS), Feira de Santana, Bahia, sob exsicata n° 838.

Obtencéao do residuo liquido (suco) de Agave sisalana Perrine

O suco (extrato bruto) das folhas de A. sisalana foi obtido durante o processo de
desfibramento das folhas, filtrado em tamis e transportado sob refrigeracao até a
Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (EMEV/UFBA),
onde novamente foi filtrado, trés vezes, em papel filtro e mantido a 4°C até a
utilizacdo nos estudos in vivo, iniciados 24 horas apés a coleta. Para as avaliagcbes
in vitro, este suco foi concentrado em estufa a 40°C, re-suspendido em agua

destilada, filtrado trés vezes e em seguida liofilizado e mantido congelado.

Testes in vitro

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de caprinos naturalmente
infectados e mantidos sem tratamento anti-helmintico por um periodo prévio de 60 dias. Foi
realizada a contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG) (GORDON &
WHITLOCK, 1939) e nas amostras no qual o OPG foi maior que 2000 fez-se um Unico

homogeneizado para a realizacdo dos cultivos de larvas (UENO et al., 1998).

A determinacgo das concentracdes do suco das folhas foi baseada em resultados de ensaios
piloto, os quais revelaram eficacia na concentragdo de 146,3 mg/mL. A partir desta, cinco

outras menores foram obtidas, em intervalo numérico fixo de 1,3, sendo utilizadas no estudo
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as concentracOes de 146,3; 112,5; 86,5; 66,5; 51,1 e 39,3 mg/mL, as quais foram testadas em
triplicatas, nos cultivos de larvas constituidos de 2g de fezes, 2g de serragem e 2 mL do
extrato teste. Os controles positivo e negativo foram tratados, respectivamente, com
doramectina (0,0625 mg/mL) e agua destilada. As coproculturas foram incubadas em estufas
a 34°C durante sete dias e as larvas infectantes coletadas e identificadas genericamente
(UENO & GONCALVES, 1998). Para assegurar a validacdo dos resultados, o delineamento

experimental foi repetido trés vezes.

Testes in vivo

Animais

Foram utilizados 24 caprinos, sem raca definida, com seis a 24 meses de idade,
infectados naturalmente com nematdédeos gastrintestinais, mantidos semi-
intensivamente, e sem tratamento anti-helmintico por um periodo prévio de 60 dias.
Os animais foram alimentados diariamente com capim elefante picado (Pennisetum

purpureum) e a agua fornecida ad libitum.

Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em quatros grupos de seis cada, de acordo com o
grau de infeccdo, determinado por meio da contagem do OPG para testes de
eficacia de anti-helminticos em ruminantes, em conformidade com a Portaria N°
48/1997, da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O Grupo | (GI) foi tratado com dose Unica do

suco (0,92 g/kg) por quatro dias; Grupo Il (Gll) tratado com a mesma dose durante
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oito dias; Grupo Il (Glll) tratado com dose Unica de doramectina (200 pg/kg) e o

Grupo IV (GIV) (controle negativo), sem tratamento.

A dose para tratamento dos animais foi determinada a partir da concentragdo do
suco, obtida do peso seco em mg/mL e da estimativa de 500 mL como capacidade

média do volume ruminal para animais com 45 kg de peso vivo.

A colheita de material para as avaliacbes parasitolégica e toxicolégica foram
realizadas nos dias zero, 8° e 15° e as necropsias entre o 8° e 15° dia, procedendo-
se uma selecdo aleatdria dos animais, entre 0s grupos, a serem sacrificados para
identificacdo e contagem de parasitos imaturos e adultos do trato gastrintestinal e

avaliacdo anatomo-histopatolégica.

Avaliacdo Parasitologica

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal e examinadas individualmente
para contagem de OPG, cultura e identificacdo de larvas de nematdédeos

gastrintestinais como descrito nos testes in vitro.

A coleta e identificacdo de estagios imaturos e adultos de NGI foram realizadas de
acordo com Ueno & Gongalves (1998) e Levine (1968), respectivamente. Os animais
mantiveram-se em jejum por um periodo de 24 horas. Uma aliquota de 10% (100
mL) dos conteddos do abomaso e intestino delgado, obtidas apds lavagem da
superficie da mucosa foi analisada e o numero de nematdédeos, por género, foi

multiplicado por 10. O conteldo do intestino grosso foi examinado integralmente.
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Avaliacdo Toxicolégica

Foram realizadas avaliagcbes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e anatomo-
histopatolégicas. O exame clinico dos animais (ROSEMBERG et al.,, 1993) foi
realizado diariamente, sendo avaliados temperatura corporal, freqiéncias
respiratéria e cardiaca, e movimentos ruminais. O peso corporal individual foi

registrado nos dias zero, 8° e 15°.

Para a analise de parametros hematolégicos, foram colhidas amostras de sangue de
cada animal, por puncéo da veia jugular, e acondicionados em tubos de vidro com
EDTA. Do sangue total, foram obtidos os valores de eritrcitos, volume globular,

volume globular médio, proteina total, leucdcitos total e diferencial.

As funcbes hepatica e renal foram avaliadas pelas concentragbes séricas de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina, creatinina e uréia, com kits comerciais
(DOLES®) e leitura por espectrofotometria, com comprimentos de onda especificos

para cada prova.

A necropsia foi efetuada de acordo com o0s procedimentos descritos por Van
Kruingen (1954) e por Winter (1969), atendendo as recomendac¢fes de eutanasiaem
animais (Resolucdo N° 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, de 20 de
junho de 2002). Foram registrados os achados macroscOpicos e coletados

fragmentos de figado e rins para analises histol6gicas, os quais foram mantidos em
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formol neutro tamponado a 10% e processados pela técnica de inclusdo em
parafina. Secc¢des histolégicas de 5 um foram coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina (LUNA, 1968). A analise microscopica foi realizada sem o conhecimento

prévio dos grupos experimentais.

Andlise estatistica

A eficacia das concentracbes dos extratos sobre ovos e larvas de nematddeos
gastrintestinais de caprinos, foi avaliada pelo teste de percentual de reducédo de
ovos/larvas por grama de fezes (OPG/LPG), com a seguinte férmula: PR = 100 (1-
T/C), onde PR é a reducdo calculada no OPG/LPG, T é a média geométrica dos
OPG/LPGs (OPG/LPG +10) dos testes e C a média geométrica dos OPG/LPGs
(OPG/LPG+10) do controle negativo (VIZARD & WALLACE, 1987). O numero de
larvas foi transformado em logaritmo decimal para uniformizagéo dos dados, usando
a equacao: y=log (x+25), onde x corresponde ao valor absoluto do nimero de larvas
e y ao logaritmo do numero de larvas acrescido de um valor constante (25) (BOX &
COX, 1964).

Na avaliacdo dos testes in vitro, o efeito anti-helmintico foi assegurado quando o
percentual de reducdo do numero de larvas foi superior a 95% (HORNER &
BIANCHIN, 1989). No teste in vivo, utilizou-se os critérios estabelecidos pela Portaria
N°. 48/1997 do MAPA: altamente efetivo >98%; efetivo 90-98%; moderadamente
efetivo 80-89% e insuficientemente ativo <80%. As diferencas entre os resultados
das contagens de ovos e larvas (Ls, L4 € Ls), das concentragdes de AST, ALT, GGT,

fosfatase alcalina, creatinina e uréia, parAmetros hematolégicos e peso foram
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avaliadas pelo Teste de Variancia Univariada, utilizando-se o programa estatistico

SPSS (verséo 15.0).

RESULTADOS

Testes in vitro

O tratamento das larvaculturas com o suco de A. sisalana resultou na redugao
significativa (p<0,05) do numero de larvas de NGI, especialmente dos géneros
Haemonchus e Trichostrongylus em todas as concentragdes quando comparadas ao
grupo controle negativo. O percentual de reducéo de larvas de NGI foi superior a
95% nas concentragdes entre 86,5 e 146,3 mg/mL para a contagem total de larvas e
do género Haemonchus e de 95% para Oesophagostomum na concentracdo de

146,3 mg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Média, desvio padrdo (DP) e percentual de reducdo (%) do nimero de
larvas de terceiro estagio de nematdédeos gastrintestinais de caprinos,
obtidas de coproculturas tratadas com o suco de Agave sisalana
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Letras ndo coincidentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p<0,05)

Concentracd Haemonchus Oesophagostomum Trichostrongylus

es spp. spp. Spp.

Total

(mg/mL) ~MédiatDP %  MédiatDP %  MédiatDP % MédiatDP %

146,3 7482 99 4472 95 0,5+1,6° 89 11+14% 99
1125 15+16%° 98 692 94 0+0? 89 224234 9g
86,5 38+28%* 96 14+14° 91 4452 85 57+44% 96
66,5 68+69° 94 25+35% 88 7+6° 82 100+99¢ 94
51,1 175+143° 85 75+70% 71 25+21°¢ 65 275+215° 82
39,3 320+220° 76  148+105% 43 62+61° 42 520+342° 70
Doramectina
104252 99 0+0? 96 0+0? 89 10252 99
(0,0625)
1395+104 . . 1807+1361
Controle g - 325+314 - 87+43 - . -

Os percentuais de reducao de larvas do género Trichostrongylus foi abaixo de 95%,
0 que pode ser atribuido a uma limitagdo do teste que impde um limite minimo de
200 ovos presentes no grupo controle negativo (HORNER & BIANCHIN, 1989). Os
caprinos apresentavam baixos niveis de infec¢ao por Trichostrongylus, sendo esta
uma situagcdo comum na criacdo de caprinos no Estado da Bahia (BARRETO et al.,

2006).

Testes in vivo

Nos caprinos do GlI foi encontrado um aumento do OPG, embora este achado néo
tenha sido estatisticamente significativo (p<0,05) quando comparado ao controle
negativo (GIV). No GIll, tratado com doramectina, foi observada diminuigdo

significativa e gradual do OPG a partir do 8° dia. Nos animais do Gl e GlI, tratados
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com o suco de A. sisalana durante quatro e oito dias, respectivamente, ndo ocorreu

reducao percentual do nimero de ovos (Tabela 2).

Tabela 2. Média, desvio padrao (DP) e percentual de reducdo (%) do numero de
ovos de nematddeos gastrintestinais de caprinos tratados com o suco de
Agave sisalana

Dias de tratamento

Grupos 0 8 15
Média + DP Média + DP % Média + DP %
Gl 1675+877° 1958+15272 0 1250+346° 0
Gll 1566+1106° 1975+1787° 0 2162+1400? 0
Glll 1658+14542 117+250° 97 50+45° 95
GIV 2150+13842 1675+1281° - 1063+553% -

Letras ndo coincidentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p<0,05)
Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GlII - Dorarmectina (200ug/kg
PV); GIV - Sem Tratamento

No GlI, os maiores percentuais de reducédo de larvas L3 dos géneros Haemonchus,
Oesophagostomum, Trichostrongylus e total de larvas, corresponderam
respectivamente a 22,5 (8° dia), 71,5 (15° dia), 14 (8° dia) e 36 (8° dia), enquanto
que no GII foram de zero (em todo periodo experimental), 56,4 (15° dia), 37,5 (8°

dia) e 31,5 (8° dia) (Tabela 3).

A reducao do numero de larvas de quarto (Ls) e quinto (Ls) estagios foi inferior a
95% para o Gl e Gll, e entre 80 e 90% para o Glll. Além disso, observou-se reducgéo
significativa (p<0,05) destas larvas no GlIl, quando comparado aos demais grupos

(Tabela 4).
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Tabela 3. Percentual de reducdo (%) do numero de larvas de terceiro estagio de
nematdédeos gastrintestinais, obtidas de culturas de fezes de caprinos
tratados com o suco de Agave sisalana

Grupos e Dias de Tratamento
Géneros Gl Gll GllI
8 15 8 15 8 15

Haemonchus spp. 22,5 0 0 0 96,6 94,2
Oesophagostomum spp. 58,0 71,5 50,0 56,4 97,7 98,9
Trichostrongylus spp. 14,0 0 37,5 0 91,3 88,5

Total 36,0 0 315 0 98,0 97,2

Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GlII - Dorarmectina (200ug/kg
PV)

Tabela 4. Média, desvio padrao (DP) e percentual de reduc¢do (%) do nimero de nematodeos
gastrintestinais (L4 e Ls) recuperados de caprinos, ap6s o tratamento com o suco de
Agave sisalana

Gl Gli Glil GIV
Espécies
Média+DP % MédiatDP % MédiatDP % Média+DP
Haemonchus - 5134004° 40  305:348° 14  48:71° 87  322+180°
contortus
Oesophagostomum 54,532 29 28414 32 0,2:04° 80  46:22°

columbianum

Trichostrongylus 14,742 78+55% 16 6+12° 83  130+135°
colubriformis
Total 366+216° 18 412+389° 19  54+68° 90  498+291°

Letras diferentes na mesma linha caracterizam diferenca significativa (p<0,05)
Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GllI - Dorarmectina (200ug/kg
PV); GIV - Sem Tratamento

A temperatura corporal, frequéncias cardiaca e respiratéria, € movimentos ruminais

permaneceram dentro dos valores de normalidade, porém, reducéo do peso corporal
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(p<0,05) foi observada no Gl em relagédo ao Gll e Glll no dltimo dia experimental (15°
dia) (Tabela 5).

As alteragdes macroscopicas observadas nos animais necropsiados foram
compativeis com os achados freqlentemente verificados em animais parasitados e
caracterizaram-se por mucosas hipocoradas, linfonodos superficiais edematicos e
palidos, abomasite caracterizada por edema, hiperemia, hipertrofia da mucosa e
areas de erosdo, enterite hemorragica ao longo do intestino delgado e presenca de
nédulos calcificados de Oesophagostomum, nos intestinos delgado e grosso. As
alteracdes histolégicas dos fragmentos de figado foram de natureza degenerativa e
inflamatdria de carater discreto, evidenciadas por tumefacao celular e esteatose, e
hepatite focal, observadas em todos os grupos. Edema celular agudo e necrose
tubular focal e discreta, em poucos tubulos, foram observados em fragmentos de

rins de dois animais do Gl e um do GlI.

Tabela 5. Média e desvio padréo do peso (kg) de caprinos tratados com o suco de
Agave sisalana

Dias de tratamento

Grupos 0 8 15
Gl 18,2 + 2,8° 17,5+ 2,8° 16,3 + 0,4°
Gll 18,9 + 3,3° 18,9 + 3,4° 19,9 + 1,2
Glll 20,4 + 3,87 20,7 £ 4,2° 20,6 + 2,5
GIV 21,1+4,5° 222+7,1° 19,3 +1,3%*

Letras mindsculas nédo coincidentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p<0,05)
Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GllI - Dorarmectina (200ug/kg
PV); GIV - Sem Tratamento

Os valores dos niveis séricos de GGT, ALT, fosfatase alcalina, uréia e creatinina
conservaram-se na faixa de normalidade, porém a concentracdo de AST manteve-se

abaixo da normalidade em todos os grupos. Diferenca estatistica significativa
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(p<0,05) foi observada para os valores de ALT no dia zero, entre os animais do GlllI
e os Gl e GIV. Da mesma forma, no 15° dia os animais do Glll apresentaram valores
de uréia estatisticamente diferentes (p<0,05) dos demais grupos (Tabela 6).

A média do numero de eritrécitos dos animais do GlII foi significativamente maior
(p<0,05) quando comparados ao GIV, no dia zero, ao Gl e GIV, no dia 8, e ao GI no
dia 15. Os valores de volume globular médio do Gl foram maiores (p<0,05) do que
os do GlI, no dia 15. No 15° dia, a média dos valores de proteina total do GlIl foram
diferentes estatisticamente (p<0,05) do GIV. A média do niumero de leucdcitos totais
e linfécitos do Glll foram maiores (p<0,05), no dia 8, em relacao ao GIV, enquanto
que, para segmentados e eosinodfilos as médias do Gl foram menores (p<0,05), no
dia 15, em relacdo aos demais grupos. Apesar destas diferencas estatisticas estes
valores conservaram-se na faixa de normalidade, com excec¢ao do volume globular,

gue foi menor, no dia 8, para o Gl e Gll e no dia 15 para o Gl e GIV (Tabela 7).
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Tabela 6. Média e desvio padrdo de marcadores bioguimicos séricos de caprinos tratados com o suco de Agave sisalana
Grupos e Dias de tratamento
Gl Gll Gl GIvV
Parametros 0 8 15 0 8 15 0 8 15 0 8 15
GGT (UIL) 33:11°  45+17° 50+20° 30:7,7° 32405° 3046,3° 36+11° 58+32°  47+16° 46+25°  54+21°  56+24°
(VR- 22,93 a 82,15)* = = = =0 = = - - . - . =
AST (UIL) 34:16°  61+42° 77+60°  25:5°  35+8°  30+7°  35+17°  67+50° 51+16° 20+17°  57+46°  33+7°
(VR-38,94 a 112,41)* = = * t + + + + + + + +
ALT(UIL) 12415 1241,8%  10+2°  13+11%  1442°  12+14% 14+1.8° 12403 12+04% 12+1°  14+34° 11:04°
(VR-0a 18,4)*
Fosfatase alcalina
(UI/L) 89+27%  118+81% 121+97% 80+32%  77437°  91+30° 83+34% 7337  93#37%  84#63%  86+41% 121#47°
(VR- 50,25 a 769,84)*
(Vlér_ég%(;"g/&%)* 43:61°  48+10° 55:2,6° 44126  44+14® 5047,5° 30+3,7° 45:68° 36:6,9° 38+6,6° 47+83° 4743
Creatinina (ma/dL) 44,012 12017 1,2601° 09:01% 0,9:0,1° 1,1:0,1° 09:0,1° 101° 11:01° 08:01° 09:02° 1,2:0,2°

(VR- 0,65 a 1,66)*

Letras mindsculas nédo coincidentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos

Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GllI - Dorarmectina (200ug/kg PV); GIV - Sem Tratamento
*Valores de referéncia (VR) (SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2004)

** Valor de referéncia (PUGH, 2004)
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abela 7. Média e desvio padrdo de parametros hematoldgicos de caprinos tratados com o suco de Agave sisalana
Tabela 7. Média e d dréo d tros hematol d tratad de A I
Grupos e Dias de tratamento
Gl Gll Glli GIV
Parametros 0 8 15 0 8 15 0 8 15 0 8 15
Eritrécitos
(x10%/m) 13+3,4%* 103 9+1,5°  13+2,9% 11+2,2* 12+2,1® 15#3,6°  14#3,3° 13+1,6° 12+12® 10#1,1* 10+1,7%®
(VR-8a 18)*
Volume Globular
(%) 22+#5,1% 21457 21+6,3° 22+3,3°  20#5° 23+2,7% 2616,  264,9° 26+4,6° 22+27° 22+3,3® 21+39°
(VR — 22 a 38)*
Volume globular
médio (fL) 17+1,9°  20+2,8%  24+3*  17+14*  19+4*  19+2,7° 17+1% 19434  20+1,7% 19414 21+24* 21+0,7%
(VR — 16 a 25)*
Proteina Total
(g/dL) 7,2¢1,2%  6,9+1,4* 75+1,7" 6,9+0,7%° 6,6+0,9° 7,1+0,3® 7,7+0,6° 7,8+0,6*° 8,1+0,6*° 7,1+0,9° 7+1,1* 6,1+0,8"
(VR -5,3a8,3)*
Leucodcitos
3
(V(él_ol':)l?) 10,383,3° 9,1#2,3° 6,6:0,7° 99:2,9° 86+1,9° 7,6:1,0° 11,1417 11,943,7° 6,441,1° 9,7434% 8424° 7,6:14°
x10%)*
Segmentados
3
(Véfl(l)é'g)n 6,242,6° 42:15° 13:02° 42:1,5° 35:16% 24:04° 49:09° 3,7:1,6° 21:01° 49:21° 29:12° 32:0,6°
xldg)* ,
Linfocitos
(x10%/m) 4+1,2°  4,6+1,1%* 53+0,9° 53422 4,7+1,9" 4,9+1,3% 58+16" 7,6£2,9° 3,9+1,1* 4,6x1,9*° 4,7422° 3,9+1%
(VR —2 a 9 x10%)*
Monécitos
3
(Vng—l%ng% 0,%0,1° 0,1:01° 01:01* 02:0,2° 01:01* 01:01° 02:01° 01:01° 01:01° 01:01* 0,1#0,1* 0,120,1°

x10%)*
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Eosinéfilos
(X103/IT|) a a a a a b a a
(VR - 0,05 a 0,65 0,1+0,1 0,2+0,1 0+0 0,2+0,1* 0,4+0,3" 0,240,1 0,2+0,2 0,5+0,4
x10%)*
Letras mindsculas nédo coincidentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos
Gl - 0,96 g de suco/kg PV/ 4 dias; Gll - 0,96 g de suco/kg PV/ 8 dias; GlllI - Dorarmectina (200ug/kg PV); GIV - Sem Tratamento

*Valores de referéncia (VR) (PUGH, 2004)
**\/alores de referéncia (D’ANGELINO et al., 1990)

0,2+0,1° 0,4+0,7% 0,2#0,1* 0,4+0,2°
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos testes in vitro demonstraram elevada eficacia do suco de
A. sisalana contra larvas infectantes (L3) de NGI de caprinos. Embora, ndo existam
relatos sobre o efeito anti-helmintico, outras atividades farmacolégicas sao
atribuidas a A. sisalana (PIRES & PURCHIO, 1991; PIZARRO et al., 1999; KASSU
et al., 1999), pela presenca de saponinas esteroidais encontradas na raiz, tubérculo,
casca, folhas e sementes (HART et al., 2007). A hecogenina, tigogenina, neo-
tigogenina, gitogenina, diosgenina, sisalagenina e barbougenina foram as saponinas
isoladas da A. sisalana (BLUNDEN et al., 1974; BLUNDEN et al., 1986). Atividade
anti-helmintica, in vitro, de saponinas esteroidais foi descrita em outros géneros de
plantas como Bacopa monniera e Tribulus terrestris (RENUKAPPA et al., 1999;

DEEPAK et al., 2002).

A eficacia do suco de A. sisalana nos testes in vitro indicou o seu potencial
nematocida. No entanto, o tratamento de caprinos com o suco resultou em reduzida
eficacia. Estudos com outras plantas também ja evidenciaram esta auséncia de
similaridade. A atividade anti-helmintica do suco de Allium sativum, in vitro, sobre
larvas de NGI de caprinos, foi superior a 95% (ALMEIDA et al., 2004), entretanto,
guando caprinos tratados com o suco (1 g/kg PV), percentuais de redugcdo do

ndamero de nematddeos foram baixos (BATATINHA et al., 2004).

A discrepancia entre resultados de avaliacdo anti-helmintica in vitro e in vivo tem
sido atribuida a varios fatores, incluindo a disponibilidade e/ou concentracdo dos

compostos ativos na preparacdo do material vegetal (HOUNZANGBE-ADOTE et al.,
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2005) e a biodisponibilidade e biotransformacdo dos compostos no organismo
animal (ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004; VANDAMME & ELLIS, 2004), os
guais podem interferir nas diferencas observadas nos resultados. Em animais
poligstricos, os microorganismos ruminais podem atuar sobre o0s constituintes
quimicos ativos da planta, reduzindo sua biodisponibilidade (ATHANASIADOU &
KYRIAZAKIS, 2004), o que pode ter contribuido para a baixa eficicia anti-helmintica
do suco da A. sisalana, uma vez que, avalia¢des in vitro do metabolismo ruminal de
saponinas extraidas de Yucca schidigera e Quillaja saponaria indicam a sua
degradacdo na proporcdo de 70 e 100% apOs quatro e 24 horas de incubacéo,
respectivamente (MAKKAR & BECKER, 1997; WANG et al., 1998). Além disso, a
concentracdo de saponinas totais da A. sisalana € relativamente baixa, variando de
0,186 a 0,630%, dependendo da parte e estagio vegetativo da planta (DAWIDAR &
FAYEZ, 1961), o que também pode ter contribuido para o decréscimo da
biodisponibilidade destes constituintes ativos em quantidades suficientes para

produzir o efeito anti-helmintico.

Fatores relacionados ao animal (espécie, raca, idade, sexo e condicdes de saude) e
ao vegetal (estagio vegetativo, local e época de colheita e condicbes de
armazenamento) sdo interferentes nos resultados de estudos com plantas
(GITHIORI et al., 2002). Contudo, neste estudo, estas variaveis foram ajustadas no

sentido de obter-se um melhor perfil de uniformidade.

Nenhuma reducéo significativa no nimero de ovos, larvas e adultos foi observada
entre os animais tratados com o suco de sisal (Gl e Gll) e os néo tratados (GIV),

enquanto foram significativamente inferiores com o uso da doramectina,
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evidenciando a ineficacia anti-helmintica do suco. Contudo, quando os animais
foram tratados por oito dias (GllI), observou-se maiores percentuais de reducao de
larvas L4 e Ls, exceto para o H. contortus, quando comparados aos animais tratados

por quatro dias (Gl).

Os percentuais de reducéo abaixo de 90% para o numero de larvas observado nos
animais tratados com doramectina (Glll) podem ser um indicativo de resisténcia dos
nematddeos, ja verificada com outros principios ativos do grupo das avermectinas,
por Batatinha et al. (2004) ao tratarem caprinos com ivermectina (0,2 mg/kg) no qual
o percentual de reducédo foi de 89,8 e por Barreto et al. (2006) ao avaliarem 27
rebanhos de ovinos criados na regido do semi-arido baiano, encontrando reducéo

entre 46 e 100% para animais também tratados com este principio ativo.

O tratamento de caprinos por via oral com o suco de A. sisalana ndo causou
alteragcdes clinicas sugestivas de toxicidade nos animais. As saponinas em geral
apresentam reduzida toxicidade quando administradas oralmente, devido a sua
baixa absor¢cdo no trato gastrintestinal (PRICE et al., 1987), embora, o potencial
toxico das saponinas de plantas do género Agave seja descrito (SANTOS et al.,

1997).

As saponinas isoladas do extrato etandlico de Medicago sativa (alfafa),
administradas a ovinos intra-ruminalmente, suprimiram a fermentagdo microbiana e
a digestdo de nutrientes no rumen, além de reduzir significativamente a populacéo
de protozoarios (LU et al., 1987). Estudos subsequentes, em ovinos, confirmaram a

diminuicdo da atividade fermentativa, apds inoculacéo intra-ruminal de saponinas
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extraidas desta planta, observando-se reducéo da concentracdo de acidos graxos
volateis, da digestédo da celulose e no nimero de protozoarios (LU & JORGENSEN,

1987).

A reducdo de peso observada nos animais do Gl pode ter sido decorrente do alto
nivel de infeccdo parasitaria em relacdo aos demais grupos, considerando-se que
ndo foi observada alteracdo na ingestdo de alimentos pelos animais de todos os
grupos. Da mesma forma, durante a avaliacdo hematoldgica observou-se que 0s
valores de volume globular dos animais deste grupo apresentaram-se abaixo do
valor de normalidade durante todo o periodo. Resultados semelhantes em relacéo
ao volume globular também foram observados para o Gll (dia 8) e GIV (dia 15).
Estes resultados corroboram com Farias et al. (2002) que verificaram diminuicdo dos
valores de heméacias, volume globular, hemoglobina e proteinas séricas em animais

com OPG acima de 2000.

Embora a AST estivesse levemente reduzida em todos os grupos, em relacdo aos
valores de referéncia (SILVA et al., 2004), vale ressaltar que fatores como clima,
manejo, raca, sexo e idade, podem ter contribuido para a variacdo observada nos

valores séricos desta enzima neste estudo.

As alteracdes anatomo-histopatolégicas foram compativeis com infeccbes por
nematddeos gastrintestinais (VIEIRA et al., 1997; AMARANTE, 2004), e ndo uma
consequéncia do tratamento com o suco de A. sisalana (0,92 g/kg PV), pois foram
evidenciadas nos animais tratados e controles. No entanto, lesdes renais de

caracteristica degenerativa e inflamatéria observadas nos animais do Gl e GlI,
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parecem néo refletir uma reacdo a possivel acao nefrotdéxica da planta, devido ao

carater discreto, focal e por apresentaram-se em um numero reduzido de animais.

Neste estudo, pode-se concluir que o suco de A. sisalana nas concentracdes utilizadas foi
efetivo quando testado in vitro sobre NGI de caprinos, apresentando, no entanto, reduzida
eficacia anti-helmintica na avaliacéo in vivo. Estudos utilizando concentragdes mais elevadas
do suco, fracdo de saponinas ou outras fragdes ativas extraidas da planta fazem-se necessarias,
no sentido de melhor avaliar o potencial anti-helmintico.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

A regido semi-arida do Estado da Bahia é caracterizada por possuir o maior rebanho
caprino nacional, onde a espécie € explorada para a producdo de carne e leite,
colocando este Estado em uma posi¢céo de destaque nacional no setor de produtos

caprinos, como primeiro produtor de carne e segundo maior produtor de leite.

O crescente desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica mudltipla e a
problematica dos residuos de antiparasitarios no meio ambiente e em produtos de
origem animal, provenientes do uso de medicamentos anti-helminticos, tém

influenciado negativamente o desenvolvimento da caprinocultura.

A fitoterapia representa uma alternativa no controle das parasitoses dos animais,
promovendo a reducdo do uso de anti-helminticos convencionais ou estendendo a
vida atil dos principios ativos, minimizando o problema da resisténcia aos
antiparasitarios e consequentemente, contribuindo para o aumento da lucratividade

pecuaria.

A A. sisalana é um recurso natural estratégico para a regido Nordeste, por ser uma
cultura renovavel e adaptada as condi¢cdes do semi-arido, e cujo plantio concentra-
se principalmente nos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte. A sua
folha € constituida de 60% de suco, que no processo de desfibramento é rejeitado
junto com o bagaco (36%), aproveitando-se apenas as fibras (4%). Atividades
biolégicas como antibacteriana, antifingica e inseticida tém sido descritas para a A.
sisalana e atribuidas a presenca de saponinas esteroidais, principais constituintes

quimicos ativos da planta.

O potencial anti-helmintico in vitro do suco de A. sisalana sobre NGI de caprinos foi
demonstrado neste estudo, entretanto, com baixa eficacia na avaliagéo in vivo, o que
sugere a necessidade de outras abordagens, como, por exemplo, uso de
concentragdes mais elevadas do suco ou de suas fragbes ativas, como as

saponinas.
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O aproveitamento dos residuos de A. sisalana pode resultar em uma alternativa de
diversificacdo do setor agropecuario brasileiro, por agregar valor aos produtos
manufaturados, preservar o meio ambiente pelo melhoramento no uso racional
desses residuos e minimizar o custo de producdo caprina, no controle das
parasitoses, aumentando a oferta quantitativa e qualitativa de produtos originados

desta espécie.
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