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RESUMO

FAUSTO, Mariana Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2015. Ascaris suum: diagnéstico, controle alternativo e levantamento na
microrregiao de Ponte Nova — Minas Gerais. Orientador: Jackson Victor de
Araujo. Coorientadores: Fabio Ribeiro Braga e Artur Kanadani Campos.

O setor suinicola brasileiro tem enfrentado nos ultimos anos, barreiras para
exportagdo da carne, principalmente relacionadas a questdes sanitarias e ao
bem-estar animal. Em relagdo as questdes sanitarias, grande destaque tem
sido dado as parasitoses intestinais causadas por helmintos e as falhas no
processo de vermifugacdo decorrentes da resisténcia a antiparasitarios.
Portanto, é crescente a necessidade de se estudar o perfil epidemiolégico dos
parasitas que acometem os animais e a partir dai avaliar estratégias de
controle alternativos e sustentaveis.O objetivo desse trabalho foi avaliar
meétodos alternativos de controle para Ascaris suum na producéo de suinos. O
trabalho foi dividido em quatro estudos, realizados em etapas distintas. No
primeiro objetivou-se avaliar a epidemiologia do A. suum em rebanhos
suinicolas localizado na micro-regiao de Ponte Nova, na Zona da Mata de
Minas Gerais - Brasil. No segundo ensaio, foi avaliada a constituicdo
fitoquimica do extrato aquoso produzido a partir das folhas da planta Piptadenia
gonoacantha, sua agaosobre helmintos Panagrellussp. e sobre os parametros
bioquimicos, hematolégicos e histologicos de camundongos tratados por 10
dias consecutivos com diferentes doses do extrato.No terceiro, foram avaliadas
solugdes saturadas preparadas com quatro sais diferentes (NaCl, MgSOQOy,
NaNO3s; ZnSO4) e uma solugcdo de agucar, na realizagdo da técnica de OPG
(técnica de McMaster) em fezes de suinos, contaminadas com ovos de A.
suum. E por ultimo avaliou-se a atividade ovicida in vitro de diferentes
concentragdes de clamiddsporos e de diferentes isolados fungicos de Pochonia
chlamydosporia(NC1 e VC4) sobre ovos de A. suum.Para o estudo
epidemioldgico,foram avaliados 108.073 figados de suinos, abatidos durante o
periodo de janeiro de 2011 a junho de 2013, quanto a presenca de lesbes

hepaticas decorrentes da migragédo larval deA. suum, sendo9,75% (10.535
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animais) positivos.O levantamento epidemiolégico demonstrou ineficiéncia dos

protocolos de vermifugacéo utilizados e necessidade do desenvolvimento de



estratégiasalternativas de controle para este parasita na produgédo. No estudo
com a planta, a anadlise fitoquimica revelou a presenca de flavondides,
compostos fendlicos, taninos, antraquinona, saponinas, cumarinas,
heterosideos e cardiotonicos. A atividade anti-helmintica in vitro de diferentes
preparacgdes do extrato aquoso foi demonstrada e sua alta eficacia justifica a
sua utilizagdo no controle de helmintos gastrointestinais de animais. De acordo
com os parametros avaliados, a mesma se mostrou segura e com baixa
toxicidade, possibilitando o avango para a realizagdo de estudos clinicos, a fim
de comprovar possiveis beneficios em um programa de controle alternativo e
sustentavel para as parasitoses que acomentem os suinos.No terceiro trabalho,
as cinco solucdes estudadas foram capazes de flutuar ovos, sendo que a
solugdo de nitrato de sodio (densidade 1.20) foi mais eficiente do que as
demais (1533,33), e as solugbes de acgucar e sulfato de zinco foram as que
recuperaram menor quantidade de ovos. Na utilizagado de clamidésporos do P.
chlamydosporia (VC1 e VC4) para a destruicdo de ovos de A. suum, in vitro, o
maior efeito sobre os ovos, ou seja, efeito tipo 2, ocorreu na concentragao de
1.000 clamiddsporos por placa, apresentando 20.0% (VC4) e 7,33% (VC1) de
ovos danificados.Estratégias alternativas e promissoras existem para detecc¢éo
e controle de A. suum na produgao de suinos. Contudo, mais testes devem ser
realizados com a finalidade de aprimorar tais alternativas para que as mesmas
possam ser utilizadas a campo, de maneira segura, dentro de um sistema

intensivo de producao de suinos.



ABSTRACT

FAUSTO, Mariana Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of
2015. Ascaris suum: diagnosis, alternative control and survey in the
micro-region of Ponte Nova — Minas Gerais. Adviser: Jackson Victor de
Araujo. Co-advisers: Fabio Ribeiro Braga and Artur Kanadani Campos.

The Brazilian pig industry has faced in recent years, barriers to export of meat,
mainly related to health issues and animal welfare. With regard to health issues,
great emphasis is being given to intestinal helminth parasites and failures
deworming process arising from resistance to these antiparasitic drugs.
Therefore, there is a growing need to study the epidemiology of parasites that
affect animals and from there to evaluate alternative and sustainable control
strategies.The aim of this study was to evaluate alternative control methods to
Ascaris suum in swine production. The work was divided into four studies
carried out in different stages. The first objective was to evaluate the
epidemiology of A. suum in pig herds located in Ponte Nova micro-region, the
Zona da Mata of Minas Gerais - Brazil. In the second assay, was evaluated the
phytochemistryconstitution of the aqueous extract made from the leaves of the
plant Piptadenia gonoacantha, its action on helminthes Panagrellus sp. and on
biochemical, hematological and histological parameters of mice treated for 10
consecutive days with different dosages of extract. In the third, saturated
solutions prepared with four different salts were evaluated (NaCl, MgSOyu,
NaNOs, ZnSO4) and a sugar solution, in performing the FEC technique
(McMaster technique) in pig faeces, infected with Ascaris suumeggs. Finally,
was evaluated the in vitro ovicidal activity of different concentrations of
chlamydospores and different fungal isolates of P. chlamydosporia (VC1 and
VC4) on A. suum eggs. For epidemiological evaluation, were evaluated 108 073
pigs slaughtered during the period January 2011 to June 2013, when possible
liver damage due to the presence of A. suum and 9.75% (10,535 animals) were
positive for the injury.The epidemiological survey showed inefficiency of used
worming protocols and the need to develop and / or review of control strategies
for this parasite in production. In the study with the plant,phytochemical analysis
revealed the presence of flavonoids, phenolics, tannins, anthraquinone,

saponins, coumarins, and cardiotonic  glycosides.According  to
Xi



these parameters the same proved to be safe and low toxicity, enabling
breakthrough for conducting clinical studies in order to demonstrate possible
benefits and hence its use as a tool within an alternative control program and
sustainable control for parasites that acomentem pigs. The anthelmintic activity
in vitro of the aqueous extract was demonstrated its high efficacy and justifies
its use in the control of gastrointestinal helminths of animals.In third study all
five solutions were capable of floating eggs, and sodium nitrate solution (density
1.20) was more effective than the others (1533.33), and sugar and zinc sulfate
solutions were to recover the smaller amount of eggs. When using
chlamydospores of the fungus P. chlamydosporia (VC1 and VC4) for the
destruction of Ascaris suum eggs in vitro the greatest effect on the eggs, or type
2 effect occurred at a concentration of 1.000 chlamydospores per plate, with
20.0% (VC4) and 7.33% (VC1) of damaged eggs. Alternative and promising
strategies exist for detection and control of Ascaris suum in swine production.
However further tests should be performed, in order to enhance such
alternatives so that they can be used in the field safely within an intensive

system of pig production.
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1. INTRODUGAOGERAL

O setor suinicola apresenta grande relevancia no desenvolvimento
econbmico nacional, uma vez que o pais se destaca como o quarto maior
produtor e exportador de carne suina do mundo (ABIPECS, 2013). Por outro
lado, o Brasil tem enfrentado nos ultimos anos barreiras para exportagao da
carne, principalmente relacionadas a questbes sanitarias e ao bem-estar
animal (Silva et al., 2010).

Visando atender e alcancar essa parcela do mercado, preocupada com o
bem estar do animal e do ambiente, a criacdo de suinos ao ar livre (SISCAL) e
a utilizacdo de camas sobrepostas em baias coletivas de animais submetidos
ao sistema de confinamento, tem se tornado mais frequente nos ultimos 20
anos (Salajpal et al., 2013; Silva et al.,2010).

Em relacdo as questbes sanitarias, a atengcdo tem sido voltada para o
controle da utilizacdo de medicamentos antimicrobianos e antiparasitarias, uma
vez que o uso indiscrimidado de tais drogas tem favorecido a selegao de
microrganismos e parasitos resistentes, além doalto custo e da toxicidade das
mesmas para o animal e o homem (Gerwert et al., 2002).

Dentre as doencas que acometem os suinos, maior importancia vem
sendo dada as parasitoses intestinais por helmintos, em especial a espécie
Ascaris suum, devido a altafrequéncia registrada e a perdas econémicas
diretas e indiretasrelacionadas a sua infecgdo(Alencar et al., 2011). Assim, é
crescente a necessidade de serem implantados, juntamente com o controle
quimico, programas estratégicos alternativos e sustentaveis, como a utilizagao
de fungos nematéfagos, capazes de inativar ovos de parasitas no ambiente e
de plantas contendo compostos bioativos para o controle de helmintos no trato
gastrointestinal dos animais (Salajpal et al., 2013; Roepstorff et al., 2011;
Araujo et al., 2008).

Estudos realizados em laboratério e a campo vém demonstrando a
habilidade do fungo Pochonia clamydosporia em destruirovos de A.
suum.Entretanto, para que ofungo seja utilizado como um eficiente controlador

biolégico énecessario maiorconhecimento sobre a epidemiologia da



ascaridiase, em um determinado ambiente e/ou sistema produtivo (Araujo et
al., 2004; Mota et al., 2003).

Também a utilizagdo de plantas com compostos bioativos tem
apresentado resultados promissores para o controle de helmintos, parasitas do
trato gastrointestinal de animais, inclusive em suinos infectados pelo A.suum
(Sandoval-Castro et al., 2012; Van Krimpen et al., 2010). Dentre as plantas que
vém sendo pesquisadas, destaca-se a espéciePiptadenia gonoacantha,
endémica na regiao sul e sudeste do pais. Apesar de nao ter sido estudada em
suinos, mesma mostrou-se capaz de controlar a infecgdo parasitaria em
bovinos apds administracdo do extrato aquoso produzido a partir de suas
folnas (Bastos et al., 2014). Contudo, apesar do comprovado efeito
antiparasitario nao existe trabalhos que demonstrem sua agcédo e garantam sua
utilizagcdo de forma segura em organismos Vivos.

Dessa forma, o objetivo desse estudofoi avaliar a ocorréncia do A. suum
em rebanhos suinicolas localizado na micro-regiao de Ponte Nova, na Zona da
Mata de Minas Gerais — Brasil e o desempenho de métodos alternativos
decontrole e técnicas eficazes para o diagnéstico do parasito na producao de

suinos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Suinocultura

O setor suinicola vem contribuindo fortemente para o desenvolvimento
econdmico nacional, uma vez que o pais se destaca como o quarto maior
produtor e exportador de carne suina do mundo (ABIPECS, 2013).

Visando atender as exigéncias dos paises consumidores, programas
federais de inspecao e fiscalizagdo de alimentos vém sendo implantados pelo
governo brasileiro, representado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), como o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes — PNCRC, instituido pela Instrucdo Normativa n.° 42, de 20 de
dezembro de 1999, cujo objetivo é verificar a presenga de substancias
quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor, como residuos de
medicamentos veterinarios. Questdes relacionadas a biosseguridade dentro
das granjas suinicolas também vém sendo avaliadas, pelo mesmo o6rgéo,
conforme designacao da Instrucdo Normativa n°19, de 15 de fevereiro de 2002,
cujo objetivo é classifica-las quanto ao grau de vulnerabilidade a entrada de
patdogenos externos, visando prevenir a instalagdo de doengas que possam
comprometer a produgao (Aguiar et al., 2012).

De maneira geral, a suinocultura vem passando, no Brasil e no mundo,
por grandes mudancgas e tem sido alvo de preocupacéo, principalmente no que
se refere as questdes ambientais, devido a geragao de grandes quantidades de
residuos que sao, muitas vezes, langados em corpos hidricos, poluindo aguas
superficiais e subterraneas, e também relacionadas ao bem-estar dos animais
(Oliveira, 2008).Assim, o desafio consiste na adogao de técnicas alternativas

que viabilizem a sustentabilidade da produgao(Silva et al., 2012).

2.2. Sistemas de producao

No Brasil, a producéo de suinos ocorre de forma intensiva e extensiva. A
primeira visa a maximizacdo da produtividade e dos lucros, podendo ser do
tipo: confinado; semiconfinado, confinado sobre cama (deep bedding) e
intensivo ao ar livre (SISCAL). O sistema extensivo é encontrado na forma de
subsisténcia e/ou extrativismo (Carvalho et al.,2012).


http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/consultarLegislacao.do?operacao=visualizar&id=16717
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/consultarLegislacao.do?operacao=visualizar&id=16717

Emcontram&oao futuro promissor da suinocultura brasileira, o pais tem
enfrentado, nos ultimos anos, barreiras para exportagado da carne. As principais
exigéncias provém da Unido Europeia e correspondem as questdes sanitarias
e ao bem-estar animal (Silva et al., 2010). A legislacdo animal vigente na
Europa exige que as condigbes de criagdo estejam associadas as cinco
liberdades fundamentais para o animal, estabelecidas pela ciéncia do Bem-
Estar Animal (BEA) que s&o: animais livres de medo e estresse, fome e sede,
desconforto, dor e doencas e garantia de liberdade de expressdo de seu
comportamento natural (Roepstorff et al., 2011).

Visando atender e alcancar essa parcela do mercado, recentes mudangas
nos sistemas de produgdo vém sendo gradativamente adotadas no pais e no
mundo (Silva et al., 2012; Roepstorff et al., 2011). Dessa forma, a criagao de
suinos SISCAL, tem se tornado mais frequente nos ultimos 20 anos, devido a
crescente preocupag¢ao do consumidor com o bem estar do animal e do
ambiente(Salajpal et al., 2013; Miao et al., 2004; Honeyman et al., 2001). A
utilizacdo de camas sobrepostas em baias coletivas, também tem sido uma
estratégia de custo relativamente inferior a outras medidas que auxiliam no

bem-estar animal (Silva et al.,2010).

2.2.1.Sistema de produgdo em cama-sobreposta ou deep bedding

O sistema de producdo em cama-sobreposta ou deep bedding,
caracteriza-se por;apresentar um menor custo de implantagao; proporcionar
conforto e bem-estar ao animal por ser capaz de aumentar a socializacdo do
grupoe minimizar o estresse individual e coletivo dos suinos; agregar valor a
producao devido a sua posterior utilizagao como fertilizante agricola e facilitar o
tratamento dos dejetos diminuindo os niveis de poluicdo (Silva et al.,2010;
Callegari et al., 2009). Pesquisas tém demonstrado que a criagdo de suinos em
diferentes tipos de camas como maravalha, casca de arroz ou café, palha entre
outros materiais disponiveis, € capaz de manter o desempenho zootécnico dos
animais, em todas as fases de producdo, assim como o desempenho obtido
nos sistemas tradicionais de confinamento(Tinoco et al.,2007). Além disso,
suinos produzidos em cama defecam e urinam continuamente sobre a matéria

organica, e dependendo da disponibilidade de oxigénio, esta € biodegradada



por meio da compostagem, produzindo calor, aménia e acidos graxos volateis,
que sao por sua vez toxicos para a maioria dos patdogenos que acometem os
animais (Nordin et al., 2009; Kunte et al., 2004).

2.3. Helmintos parasitos de suinos

Dentre as doengas que comumente acometem os suinos, as parasitoses
intestinais por helmintos receberam por muito tempo, poucodestaque, pois
raramente causam doencga clinica dentro do rebanho (Roepstorff et al., 2011).
Contudo, apesar desse carater subclinico, ocorrem perdas econémicas na
producdo devido a redugdo na conversao alimentar, queda no ganho de peso
dos animais contaminados e condenagao de 6rgaos afetados (Weng et al.,
2005). Além das perdas relacionadas a produgdo animal, alguns desses
parasitas sao considerados zoonose por acometer também o homem, devendo
assim, ser monitorados e controlados (Silva et al., 2003).

Entre os helmintos gastrointestinais mais prevalentes em suinos,
destacam-se os géneros Ascaris, Oesophagostomum, Strongyloides, Trichuris

e Metastrongylus (Lai et al., 2011; Roepstorff et al., 2011;Haugegaard, 2010).

2.3.1. Ascaris suum

Dos helmintos que acometem os suinos, a espécie Ascaris suum
apresenta uma posicao de destaque, tanto pela frequéncia registrada quanto
pelas perdas econOmicas que acarreta (Alencar et al., 2011). Altas
temperaturas e umidade, bem como alta densidade populacional e ineficacia
das praticas de limpeza das instalagcbes, favorecem a sobrevivéncia do ovo
desse parasita nas instalacdes, em microambientes conhecidos como hot spots
(Gupta et al., 2009; Roepstorff., 2003).

A. suum possui o ciclo de vida direto e os suinos se infectam via fecal-
oral. Os vermes adultos vivem no interior do intestino delgado, onde cada
fémea é capaz de produzir dois milhées de ovos por dia, que sao liberados no
ambiente, juntamente com as fezes. Em condi¢des adequadas de temperatura
e umidade, os ovos liberados se desenvolvem até o terceiro estagio larval (L3),
tornando-os infectantes. Ao serem ingeridos, eclodem no intestino delgado dos

animais, liberando L3, que penetra na mucosa do ceco e colon e migra em



4dias para o figado, causando lesées no parénquima do 6rgdo, comumente
conhecidas como manchas brancas, manchas de leite ou milk spots. Entre o 6°
e 8° dia pos-infecgéo, as L3 migram para os pulmdes, via corrente sanguinea,
penetramnos capilares e alvéolos, atingindo o trato respiratério, chegando a
faringe e sdo entdo deglutidas,alcangando o intestino delgado. Nesse 6rgéo, a
maioria das larvas podem ser explusas e as remanescentes mudam duas
vezes a L4 (17-19 mm) e Ls (22-36 mm), por volta do 10° e 24° dia pods-
infeccao, respectivamente. Osadultos surgem por volta do 42°dia pés-infeccao,
podendo os machos alcangar até 25 cm de comprimento, enquanto que as
fémeas atingem até 35 cm e comegam a produzir ovos. Dessa maneira, o
periodo pré-patente decorrente desde a ingestdo de ovos infectantes pelos
suinos até a producéo de ovos pelas fémeas, € de 6 a 8 semanas (Barcelos et
al., 2012; Dias et al., 2011; Nejsum et al., 2009a; Roepstorff et al., 1997).

A deteccao da presenca de helmintos através do monitoramento ao abate
dos animais apresenta uma alta sensibilidade e especificidade, permitindo uma
avaliagdo precisa do grau de contaminacdo. Contudo,o0 exame
coproparasitolégico permite identificar os helmintos nos animais em periodos
anteriores a idade de abate, contribuindo o tratamento curativo (Dias et al.,
2011).

Os prejuizos a produgao ocorrem devido a diminuigdo no ganho de peso
dos animais parasitados, aumento na taxa de conversdo alimentar,
condenacado hepatica e diminuicdo da rentabilidade da carcaga ao abate
(Knecht et al.,, 2011). Além disso, o parasita pode causar quadros de
pneumonias verminoticas, decorrentes da migragao larval para o pulmao, que
se complicam quando associadas a agentes bacterianos
oportunistasencontrados atualmente na produgéao intensiva de suinos (Vazquez
et al., 2010).

Por ser bastante imunogénico, o parasita também é capaz de interferir na
modulagéo do sistema imune do animal (Steenhard et al., 2009). Sua infecgao
reduz a eficacia da vacinagao contra patdbgenos que acometem suinos, como o
Mycoplasma hyopneumoniae, prejudicando a imunidade pds-vacinal e
aumentando o grau de lesbées nos pulmdes (Thamsborg et al., 2013; Vazquez
et al., 2010; Steenhard et al., 2009). De acordo com o paradigma da resposta



imunoldgica, helmintos em geral estimulam Th2 e inibem Th1. Como
consequéncia, as infecgbes helminticas podem regular negativamente as
respostas Th1 contra bactérias e virus reduzindo, desse modo, a eficacia de
vacinas, o que justificam as falhas que ocorrem na vacinagao para Mycoplasma
hyopneumoniae de suinos infectados com A. suum (Vazquez et al.,
2012;Steenhard et al., 2009;Urban et al., 2007).

A situacao de estresseimunoldgico também diminui a taxa de crescimento
dos suinos, devido ao fato da infecgdo induzir uma série de respostas
imunologicas, como a liberacdo de citocinas inflamatorias, que alteram o
sistema neuroenddcrino e reduzem a secre¢cao do hormdnio do crescimento.
Assim, animais imunologicamente desafiados pelo parasita, apresentam uma
menor taxa de crescimento, mesmo nao manifestando qualquer indicagao
clinica (Johnson, 1997; Spurlock, 1997).

A resisténcia fisico-quimica e a longevidade de ovos de A. suum,
favorecem sua persisténciano ambiente e criam desafios para o seu controle
(Roepstorff et al., 2011;Thamsborg et al., 2010). Em um estudo realizado por
Katakam et al. (2014) na Dinamarca, avaliou-se o desenvolvimento e a
viabilidade desses ovos, de acordo com as condigdes fisico-quimicas da cama
utilizada na produgédo de suinos. Segundo os autores, ovos recuperados de
areas profundas da cama e com excesso de contaminacao fecal ndo foram
capazes de completar o embrionamento, sendo considerados, inviaveis.
Contudo, uma quantidade consideravel dos ovos, principalmente os que foram
extraidos de areas limpas e superficiais, manteve sua viabilidade, sendo,
portanto responsaveis pela contaminagao dos animais e do ambiente (lli¢ et al.,
2013).

2.4. Manejo sanitario econtrole parasitario

A grande maioria dos sistemas intensivos de criagdo de suinos utiliza o
confinamento dos animais para o controle da producéo, o que contribuipara o
aumento na diversidade e disseminacdo de doencgas dentro do rebanho
(Sobestianskyet al., 2007).Dentre tais doencgas, asinfecgdes por helmintosestéao
diretamente relacionadas com a higiene e o tipo de manejo sanitario adotado,

uma vez que o mesmo influencia diretamente nos estagios de vida livre dos



parasitos, nos mecanismos de transmissdo e na imunologia dos hospedeiros
(Lai et al., 201; Kagira et al., 2008).

O processo de intensificacdo dasuinocultura moderna,baseado noavango
de recursos tecnoldgicos, promoveram melhores condi¢gbes sanitarias dentro
das instalacdes e foram responsaveis pela redugao na diversidade de parasitas
encontrados nos animais (Alencar et al.,, 2011; Roppa, 1998). Apesar disso,
estudosdemonstram que, mesmo em granjas altamente tecnificadas, a infecgao
parasitaria se faz presente, ainda que em baixos niveis ao longo do ano
(Alencar et al., 2011, Kipper et al., 201; Kagira et al., 2008).

Até o momento, estratégias de controle de parasitos, dentro da producao
de suinos, tém sido baseadas unicamente na utilizagao rotineira de drogas anti-
helminticas, principalmente a base de fenbendazole, ivermectina e abamectina
via oral (Dias et al., 2011).Dessa maneira, a persisténcia destes helmintos nos
rebanhos pode ser atribuida a contaminacéo e a resisténcia dos ovos ao meio
ambiente(Roepstorff et al., 2011).

2.5. Métodos alternativos para controle de parasitos

A utilizacdo de drogas anti-helminticas na produ¢cdo vem deixando a
desejar,devido a problemas relacionados a resisténcia dos parasitos,ao alto
custo e a toxicidade dessas drogas para o animal e o homem (Gerwert et al.,
2002). Diante disso, existe a necessidade de serem implantados, juntamente
com o controle quimico, programas estratégicos alternativos e sustentaveis,
visando assegurar a saude dos organismos vivos e do ambiente (Barcelos
etal., 2012;Roepstorff et al., 2011;Mota et al., 2003; Gerwert et al.,
2002;Graminha et al., 2001).

A implantagdo de programas de monitoramento durante o abate dos
animais, com objetivo de avaliar a prevaléncia de parasitos nos rebanhos para
tracar medidas de combate a verminose, vem sendo utilizada com sucesso em
alguns paises (Vazquez et al., 2012). Outras estratégias incluem a utilizagao de
vacinas que possam contribuir para o aumento da imunidade dos animais, a
utilizacdo de cruzamentos de ragas comerciais geneticamente resistentes a
infecgdo parasitaria, a utilizagdo de dietas com efeitos antagOnicos a
determinados parasitas, a utilizacdo de plantas contendo compostos bioativos



para o controle de helmintos no trato gastrointestinal e a utilizagdo de fungos
nematofagos, capazes de inativar ovos de parasitas no ambiente (Salajpal et
al., 2013; Sandoval-Castro et al., 2012; Carvalho et al., 2010; Krimpen et al.,
2010; Araujo et al., 2008; Gortari and Hours, 2008; Mota et al., 2003;
Thamsborg et al., 1999).Contudo, segundo Roepstorffet al. (2011), apesar de
tais medidas serem promissoras, as mesmas devem ser combinadas com a

utilizagdo de drogas anti-helminticas convencionais, dentro de um rebanho.

2.6.Controle biolégicopor fungos nematéfagos

O termo controle biolégico se aplica a utilizagdo de antagonistas naturais
disponiveis no ambiente, que buscamdiminuir, a um limiar economicamente
aceitavel, a populagdo de um agente causador de perdas produtivas a
atividade pecuaria ou agricola (Grgnvold et al., 1989).Diferente do controle
quimico que visaa eliminacao total do parasita dentro do hospedeiro, o controle
biologico é direcionado para a redugado dos estagios de vida livre no meio
ambiente.Entretanto, para que ele seja utilizado de forma eficiente, torna-se
necessario o conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas
interagbes com os hospedeiros em um determinado ambiente e/ou sistema
produtivo(Araujo et al., 2004; Mota et al., 2003).

Fungosnematéfagossdo microfungos que capturam, matam e digerem
diferentes estadios de desenvolvimento de helmintos parasitos e que séao
comumente encontrados em solos naturais, agricolas e em matéria organica
em decomposicao (Nordbring-Hertz et al., 2006). Estes sdo classificados como
predadores, endoparasitas e oportunistas que sao parasitas de ovos, cistos e
fémeas (Araujo et al., 2004).

Os fungos predadores tém sido bastante estudados, pois tém
demonstrado a capacidade dereduzir efetivamente populagdes de nematoides,
tanto em condigdes laboratoriais comoa campo (Larsen, 1999). Entre os fungos
predadores, os géneros Duddingtonia e Monacrosporium se destacam por
serem produtores de hifas que formam redes tridimensionais efetivas,
controladoras de nematoides no ambiente (Dimander et al., 2003; Araujo et al.,
1999).Tais estruturas de capturas sdo produzidas pelos fungos devido a
diferentes estimulos como presenca dos nematoides, motilidade, producao de



substéncias deles derivadas, luminosidade, presengca de agua, estado
nutricional do isolado entre outras (Araujo et al., 2004).

Condicdes de estresse extremo induzem a formacao de estruturas
denominadas clamidosporos, que sdo esporos de parede espessa que podem
dar origem a hifas, conidioforos e conidios (Barron, 1977).Fungos classificados
como endoparasitas sdo capazes de infectar o parasita através de esporos,
que uma vez ingeridos desenvolvem hifas responsaveis pela absor¢cao do
conteudo interno dos mesmos. Ja os fungos conhecidos como oportunistas
parasitas de ovos (ovicidas), penetram suas hifas através de pequenos poros
existentes na camada vitelinica, aumentando a permeabilidade da casca e
expandindo seu volume. Tais fungos colonizam o conteido do ovo e/ou a larva
do nematdide, em desenvolvimento no seu interior (Mota et al., 2003; Morgan-
Jones & Rodriguez-Kabana 1988).

Segundo Larsen (1999), fungos utilizados para o controle bioldégico devem
ser capazes de atravessar o trato gastrointestinal dos animais, crescer em
fezes e realizar subsequente predagao. A producgao de clamiddésporos por tais
fungos pode favorecer essa passagem e contribuir para o controle do parasito
no ambiente, uma vez que se trata de estruturas de resisténcias (Ferreira et al.,
2011a;Terrill et al., 2004;Larsen, 1999). Segundo Braga et al. (2010) para que o
fungo seja um importante controlador, € necessario que o0 mesmo tenha uma
rapida acao ovicida e seja capaz de permanecer durante muito tempo no
ambiente, podendo dessa forma eliminar ovos de helmintos que possuem
variados periodos de incubacéo.

Apesar de promissor, a finalidade do controle biolégico ndo é o de ser um
substituto para o uso de medicamentos convencionais, poisndo eliminam os
parasitos, apenas reduzem o numero destes organismos a niveis aceitaveis e
mantém um balango entre o patégeno e o antagonista. Além disso, em
contraste ao controle quimico dos nematoides parasitos de animais, que €
direcionado para a eliminagdo dentro do hospedeiro, o controle biolégico é
direcionado apenas para os estagios de vida livre presentes no meio ambiente
(Araujo et al., 2004).

10



2.6.1. Pochonia clamydosporia

Trabalhos realizados em laboratério e a campo vém demonstrando a
habilidade de alguns fungos helmintéfagos em controlar parasitos que
acometem suinos. Entre eles destaca-se, o fungo Pochonia clamydosporia,
onde a acgaoovicida dos isolados VC4 e VC1, crescido em meio AA2%, foi
demonstrada apés 21 dias de interagao in vitro com ovos de A. suum (Ferreira
et al., 2011a; Araujo et al., 2008). Esteé classificado como um fungo parasita,
capaz de colonizar e destruir ovos de helmintos, por meio de hifas apresorias
indiferenciadas, que penetram a parede desses ovos (Nordbring-Hertz et al.,
2006).

Em outrotrabalho, também realizado por Ferreira et al. (2011b), o mesmo
fungo foi oferecido a suinos por viaoral e, mesmo apds passagem pelo trato
gastrointestinal desses animais, germinaram em amostras fecais eforam
capazes de destruir ovos do parasita, apos 30 dias de interacdo. Diante disso,
a utilizagado de clamidosporosapresenta-se com alternativa promissora para o
controle biolégico de nematdides, pois como essa estrutura € responsavel
pelasobrevivéncia do fungo no ambiente, estas podem aumentar a viabilidade
dos mesmos nos testes de passagem pelo trato gastrointestinal dos animais
(Blaszkowska et al., 2014; Dias et al., 2012) .

Recentemente, ovos deToxocara canis foram eficientemente destruidos,
em condi¢des laboratoriais, quando cultivados com diferentes concentragdes
de clamidoésporos, isolados de P. chlamydosporia, isolados (VC1 e VCA4)
(Araujo et al., 2013).

Assim, trabalhos avaliando a acao dessas estruturas,derivadas de P.

chlamydosporia, sobre ovos de A. suum, tornam-se necessarios.

2.7. Controle fitoquimico

Autilizacdo de compostos bioativos de plantas para o controle de
helmintos parasitas do trato gastrintestinaltem sido uma area de pesquisa
crescente (Sandoval-Castro et al., 2012; Viegas et al., 2006). Para que uma
espécie vegetal seja utilizada como um fitoterapico € importante se conhecer
quais principios farmacolégicos estaativoe se nao existem componentes

téxicos que tragam riscos para a saude humana e animal (Carvalho et al.,

11



2014a;Simbes et al., 2004).Assim, a selecdo correta de testes biologicos
especificos permitira uma avaliagcdo do uso terapéutico da espécie vegetal,
fornecendo também, informagdes sobre a toxicidade da planta (Maciel et al.,
2002).

A atividade anti-helmintica de um determinado material vegetal tem sido
confirmadain vitro por ensaios de: eclosdo dos ovos, inibicdo do
desenvolvimento, alimentagdo e migracao larval e inibicdo da motilidade de
parasitosadultos (Jackson & Hoste, 2010; Hoste et al., 2008).Entretanto,
resultados in vitro, podem demonstrar efeitos anti-helminticos diferentes,
quando avaliados por técnicas diferentes (Alonso-Diaz et al., 2011).

Nos testes in vivo é importante considerar aspectos como: resultadosin
vitro, dose necessaria a ser utilizadaevariagbes de compostos bioativos uma
vez que a atividade biolégica do material vegetal pode variar segundo
localizagbes geograficas, tempo de coleta, modos de preservagdo e preparo
(Manolaraki, 2011).Dificuldades na realizacdo dos testes in vivo, estédo
relacionadas a: -caracteristicas individuais dos animais, como animais
prematuros, diferengcas na imunidade inata e resisténcia; fenbmenos da auto-
cura; quantidade e qualidade do material ingerido e efeitos de toxicidade
(Sandoval-Castro et al., 2012).

Em suinos, o efeito anti-helmintico de alguns fitoterapicos vem sendo
avaliadona infecgado peloA. suum. Trabalhos demonstraram que o tratamento
com latex de mamao papaia (Carica papaya)em niveis de 2, 4 ou 8 g/kg de
peso vivo, reduziu 40, 80 e 100%, respectivamente, a carga parasitaria de
suinos naturalmente infectados pelo parasita (Satrija et al., 1994). Em outro
trabalho, dietas suplementadas com 1% e 5% de uma mistura de plantas
(Thymus vulgaris, Melissa officinalis e Echinacea purpurea) reduziram nao
apenas o numero de animais positivos para o parasita, mas também a
quantidade de vermes adultos presentes no intestino delgado desses animais
(Van Krimpen et al., 2010; Gaasenbeek et al., 2004). Segundo os autores, as
plantas prejudicaram o desenvolvimento e crescimento das larvas liberadas de
ovos embrionados e também das larvas que retornam ao intestino apods a
migragcédo pelos pulmdes. Além disso, a duragdo do tratamento com a planta
pode interferir tanto na eficacia do processo de vermifugagdocomo também na
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intensidade de estimulacdo do sistema imune do animal para a eliminagao do

parasita (Van Krimpen et al., 2010).

2.7.1. Piptadenia gonoacantha

O género Piptadenia (Fabaceae) contém cerca de 80 espécies tropicais
frequentes no territorio brasileiro e na América do Sul (Carvalho, 2010).A
espécie Piptadenia gonoacantha, constitui-se em uma arvore semicaducifélia
que pode atingir até 30 metros de altura. Possui o tronco reto, normalmente
tortuoso, com cristas aculeadas longitudinais por toda sua extenséo, integradas
por outras menores, transversais, lembrando as vezes o couro do jacare,
motivo pelo qual leva o nome popular, pau jacaré (Carvalho et al., 2004).Suas
folhnas sdo recompostas, paripinadas, de 5 a 9 pares de pinas, com 26 a 46
pares de foliolos por pina. Possui o peciolo caniculado com gléandula
verruciforme e deprimida no centro (Klein, 1982);

No Brasil, P. gonoacantha, ocorre predominantemente nos estados da
regidao sul e sudeste. Contudo, essa planta também tem sido descrita em
alguns estados do norte e nordeste (Carvalho et al., 2004).P. gonocanthatem
sido usada em reflorestamentos destinados a recuperagdo de areas
degradadas e recomposigcao de areas de preservagao. Atualmente,vem sendo
empregada em acabamentos internos, armacado de moveis, producido de
carvao vegetal, de papel e celulose, curtumes, alimentacdo animal na forma de
forragem, etc. (Carvalho et al., 2004). Alémdisso, pode ser utilizada na
medicina popular devido a suas propriedades hemostaticas, antidisentéricas,
antipiréticas e antioxidantes (Lorenzi, 1992).

Varios estudos foram realizados na tentativa de identificar os constituintes
dessa espécie. Carvalho et al. (2010), identificaram os seguintes compostos,
em galhos da panta: sitosterol, estigmasterol, o éster N-benzoilfenilalaninato de
2-N-benzoil-3-fenilpropila, conhecido como asperfenamato, 3-O-B-D-
glicopiranosil-sitosterol, além de trés flavondides, apigenina (5,7,40-
triildroxiflavona), apigenina-5-O-metil éter e 7,40-dihidroxi-30, 5-dimetoxiflavona.
Os mesmos autores isolaram das folhas: galato de metila e dois flavondides,
conhecidos como vitexina e isovitexina. Das cascas, isolaram uma mistura de

sitosterol, campesterol e estigmasterol; mistura de cicloartenona, cicloartan-
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25,26-en-3-ona e 24-metileno-cicloartanona, além dos triterpenos, 24-
metilenocicloartenol, fridelina, lupeol e lupenona.

Procedimentos capazes de identificar as moléculas constituintes de
determinada espécie vegetal, e também o estudo de tais principios ativos, sao
extremamente necessarios (Carvalho et al., 2008). Contudo, a escolha da
técnica e dos solventes utilizados pode influenciar diretamente na qualidade da
extragdo das amostras, pois quanto maior for asolubilidade do soluto, maior
sera a quantidade de compostos extraidos (Simdes etal., 2004).

Entre os métodos de extracdo, pode ser citada a técnica por
ultrassonicagao, onde extratos hidroalcoolicos, produzidos a partir da folha de
P. gonoacantharevelaram a presencga de antraquinonas, compostos fendlicos,
taninos, saponinas, cumarinas e flavonoides (Carvalho et al., 2014a). Esta
técnica é baseada na nucleacao, crescimento e colapso de bolhas transientes
em liquidos expostos a ondas ultrassbnicas de baixa frequéncia (<1MHz)
(Francony et al., 1996).

Dentre os metabdlitos secundarios extraidos, os compostos polifendlicos
caracterizam-se por apresentar atividade antioxidante, antimutagénica,
anticarcinogénica, anti-inflamatoria e antimicrobiana (Hoste et al., 2006; Singh
et al.,2003). Carvalho et al. (2014b), demonstraram que extratos hidroalcodlicos
da folha de P. gonoacantha, apresentaram atividade inibitoria frente a
Staphylococus aureus. Tal atividade pode estar relacionada com a capacidade
dos flavondides em complexar proteinas extracelulares e soluveis, além de
estruturas da parede ceular da bactéria (Cowan, 1999). No mesmo estudo a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria também foram confirmadas em
COX-2 e liberacédo de prostaglandinas, pelos flavondides presentes na planta
(Carvalho et al., 2014b;Havsteen et al., 2002).

Efeito antiparasitario também foi apresentado em bovinos, apods
administragcao do extrato aquoso 10%, produzido a partir das folhas da planta
(Bastos et al., 2014). Nesse estudo, o extrato mostrou ser eficiente na
diminuicdo da contagem de ovos por grama de fezes dos animais (OPG),
igualando a agao da ivermectina 1%, utilizada como controle positivo. Segundo
Hoste et al. (2006), a acdo antiparasitaria pode estar relacionada a atividade
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dos taninos existentes em sua composicdo. Estes podem atuar diretamente,
aderindo as cuticulas dos nematodides, alterando processos biologicos
fundamentais, ou indiretamente melhorando a resposta imunolégica do
hospedeiro ao parasita (Athanasiadou et al.,2007).No entanto, a atividade
exata ainda permanece obscura e parece variar de acordo com o parasita
envolvido, sua fase de desenvolvimento, bem como a espécie vegetal
utilizada(Hoste et al.,2006).
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar epidemiologia, formas de diagndstico das helmintoses de suinos

e métodosalternativos no controle de Ascaris suumna produgao de suinos.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia de lesdes hepaticas de suinos abatidos na micro-
regidao de Ponte Nova, localizada na Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais, Brasil;

Associar as lesdes com a época do ano de ocorréncia, tamanho e
localizag&o do rebanho de origem;

Determinar o perfil fitoquimico de diferentes preparagdes utilizando o p6
obtido a partir das folhas de Piptadenia gonoacantha;

Avaliarin vitro a atividade anti-helmintica de extratos aquosos obtidos da
folha de P. gonoacanthasobre Panagrellus sp.;

Avaliar in vivo a agdo toxicolégica de extratos obtidos da folha deP.
gonoacanthasobre os parametros bioquimicos, hematologicos e
histologicos de camundongos Balb/C.

Avaliar solugdes hipersaturadas (NaCl, MgSO,4, NaNOj; 2ZnSOQ,) e
solugdo de agucar na realizagdo da técnica de OPG (técnica de
McMaster) em fezes de suinos, contaminadas com ovos de Ascaris
suum.

Avaliar a atividade ovicida in vitro de diferentes concentragdes de
clamidésporos e de diferentes isolados fungicos de P. chlamydosporia

sobre ovos de A. suum.
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CAPITULO 1

Ascaris suum in the micro-region of Ponte Nova,Minas Gerais, Brazil
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ABSTRACT
Among theparasitesthat affectpigs,Ascarissuumtands out for causing the
greatest losses to livestock productionsystems. This parasite can be monitored
during theslaughterof animalsthrough the identificationof‘milk spots” or white
patches on the liver caused by itslarvalmigration.However,infectionin theherd is
usuallysubclinical, which is why the presenceof this parasiteinindustrialpig
productionhas been overlooked. The aimof this studywas to evaluatethe
occurrence ofmilkspotson the liver ofanimalsslaughteredin themicro-region of
Ponte Nova, locatedintheZona daMata,Minas Gerais, Brazil, andassociate
these lesions with the time of year, herd sizeand origin of the animals. Were
evaluated 1069lots, totaling108,073animals,based on dataextracted from
theFederal Inspection Service.The animals wereslaughtered during January
2011to June2013. Out of the total numberof slaughtered animals,
10,535(9.75%) showed positivity forthese lesions. Therefore, veterinarians
andproducersshould be warnedabout theinefficiency of the dewormingprotocols
that have been used, andthe need to developand/or reviewcontrol strategiesfor

thisparasitein production systems.

Keywords: slaughter, liver,nematodes, deworming, pigs.

RESUMO

Dentre os parasitas que acometem os suinos, Ascaris suum destaca-se como o
mais impactante nos sistemas de criacdo. Seu monitoramento pode ser
realizado durante o abate dos animais, por meio da identificacéo de “milk spots”
ou manchas de leite presentes no figado, decorrentes da sua migracéao larval.
Entretanto devido ao fato da infeccdo ocorrer no rebanho normalmente de
forma subclinica, a presenca desse parasita na producgao industrial de suinos
vem sendo negligenciada. O objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia de
“manchas de leite” no figado de animais abatidos na micro-regido de Ponte
Nova, localizada na Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, e associar tais
lesbes com a época do ano, tamanho do rebanho e local de origem dos
animais. Foram avaliados 1069 lotes, totalizando 108.073 animais.Os dados
foram extraidos do Servico de Inspecao Federal, e eram referentes aos animais
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abatidos, durante o periodo de janeiro de 2011 a junho de 2013. Do total de
animais abatidos, 10.535 (9,75%) foram positivos para a les&do. Portanto,
veterinarios e produtores devem ser alertados quanto a ineficiéncia dos
protocolos de vermifugacdo que tem sido utilizados e a necessidade do
desenvolvimento e/ou revisao de estratégias de controle para este parasita na

producao.

Palavras-chave: abate, figado, nematoides, vermifugacgéo, suinos.

INTRODUCTION

Parasites that affectpigsare presentin allproduction systems. Among
them,Ascarissuumdeserves special attention, both for itsability tosurvive in the
environment in the form of embryonatedeggs and for itszoonotic
potentia(SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2012). Although A. suum is usually
notassociatedwith clinical signsin animals, its presencehas been associated,
among other things,with lowfeed conversion, interference in the quality of post-
vaccinationimmunity = againstvarious  pathogenssuch as  Mycoplasma
hyopneumoniae, andeconomic lossesdue to the rejection of infected
organs(ROEPSTORFF et al., 2011).

During theslaughterof these animals, liverswith white patchescalled
“milkspots”, which result from the larvalmigrationofA.suum, arerejected asunfit
for humanconsumption.This practicecauseseconomiclossesto the industrydue
to thedisposalof theorgan, a byproduct that adds valueto thesupply
chain(MCGAVIN & ZACHARY, 2009; FRUET et al., 2013). However, although
inspectionduring slaughter is consideredimportantto verify theeffectiveness of
healthprograms implementedin swine production, little usehas been madeof this
tool(PIFFER et al., 1991).

Duetolosses inpig production, several countrieshavestrictA.suum
controland preventionprograms. These programs are aimed at determining
theprevalence andepidemiology of the parasite in the herd, based on
thedetection ofmilkspotson the liverof slaughteredanimals (SANCHEZ-
VAZQUEZ et al., 2010; BOES et al, 2010). The findingsare
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systematicallypassed onto producersas a strategy toencourage controlof the
parasitein the herd(SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2012). InBrazil, although there
ismonitoringinslaughterhouseswithFederal oversight, there is no
officialprogramthat requiresthis information be transferred to producers
andveterinarians responsible for the animals. Thus, little is known aboutthe
prevalenceandepidemiology ofA.suumin the Brazilianherd.

The purpose of thisstudy is toevaluate the occurrence ofliver
lesionsdescribed as “milk spots”, resulting from larval migration of Ascaris
suum, in pigsslaughteredin themicro-region of Ponte Nova, locatedinZona
daMata,Minas Gerais, Brazil, associatingtheselesions withthe time of year when
they occur, and the size and location of the farms from which the animals

originated.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted based on data collected from the Brazilian
Federal Inspection Service (SIF), pertaining to 1,069 lots, totaling 108,073 pigs
slaughtered during the period of January 2011 to June 2013 in a commercial
slaughter houselocated in the municipality of Ponte Nova (19°09'09” S latitude
and 47°40'29” W longitude), west of the Zona da Mata region of Minas Gerais.
The animals came from 37 farms with intensive and technology-dependent
production, distributed in 17 municipalities in the region. All the animals were of
commercial lines, males (neutered) and females, with approximately 110 kg live
weight. The farms were identified and classified as small (herd with up to 300
sows), medium (301 to 1000 sows) and large (herd with more than 1001 sows).
During slaughter, the livers of all the animals were inspected according to the
guidelines of RIISPOA, the Brazilian Sanitary and
IndustriallnspectionRegulationofProducts of Animal Origin(2001)and the fibrotic
livers due parasite migration should be condemned. An analysis of variance
(ANOVA) and the Kruskal-Wallis test were performed toidentify correlations
betweenthe occurrenceof the lesion andthe time of year; the municipality
oforigin of the animalsandthe degreeof infection; andthesize of the herdandthe

degreeof infection. TheDunn testwas used for comparisonbetween groups. The
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correlationswere considered at a levelof significance of 1 to 5%. Data were

analyzed using SigmaPlotsoftware(version 11.0).

RESULTS AND DISCUSSION

Among the 108,073 animals analyzed, 10,535(9.75%) tested positive for
liver lesions(Table1).

Table 1: Percentageof liver lesions(milk spots) caused byAscarissuum, according tofarm size,

inthe micro-region of Ponte Nova,Minas Gerais, Brazil, from January2011 to June2013.

Farm size Number of lots Number of pigs Positive pigs
(%) evaluated
(%)
Small (up to 300 sows) 11 (1%) 765 81(10.58%) *

Medium (from 301 to 1000
sows) 235 (22%) 17573 3.534(20.11%) *

Large(herds with more than
1001 sows) 823 (77%) 89735 6.920 (7.71%) ®

Total 1,069 108,073 10,535 (9.75%)
Numbers followed by different letters (A and B) in the column differ statistically (p<0.01)

Monitoring during slaughter allows for fast and inexpensive evaluation
ofherd health(CERNEK et al., 2012), which in turn allows for the estimation of
economic lossesbased on the number of discarded organsandon the number
ofinfected animals. Sanchez-Vazquez et al. (2010) recently demonstrated
thatinfection by this parasite candecrease the animal's daily weight gainby up
to10%,and thefeed conversionof pigs by up t013% inthe growing phaseand at
slaughter. A highoccurrence of theparasite hasalsobeenreported in the
herdsofseveralcountries, such asSlovakia, England andPoland(CERNEK et al.,
2012; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2012; KNECHT et al., 2012).
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In the present study,235 (22%) of the 1,069lots of animals evaluated each
had more than 20% of animals affectedwiththis type of lesion. According to
Sobestiansky et al. (2001) and Lippke et al. (2009), this finding is important,
because the discovery of more than 20% of liversshowing white spots during
monitoring of the digestive tract has epidemiological significance.

There was alsoa differencein the number ofanimals withliver
lesions(p<0.01) depending on the size of the farms from which they originated.
Animals fromlargerfarms (more than 1000 sows) had fewer livers rejected due
to the presence ofmilkspotsthananimals frommedium(301-1000 sows)and
small(up to 300sows)farms(Table1).

Thelower rate ofhepatic lesionsinanimalsfromlargerfarmsmay be relatedto
their level ofbiosafety, since theyare betterprotected from the sanitary
standpoint. Larger operations are usually more technology oriented, have
higherinvestments, and therefore better sanitation.Sanchez-Vazquez et al.
(2010) reported similar findings. These authors found thatdifferencesin the
occurrence rate of the parasiteare relatedto investments inveterinarycareand in
the implementation ofsanitation, disinfectionand dewormingprograms.Garciaet
al.(2012) also foundthat the largerthe farm the higher its investment
inproduction technologies. Thus, farmswith largernumbers of sowstend to face
fewerchallenges since they are aided by these technologies.

Another relevant factisthatBrazilianfarmsclassified aslargehavea higher in-
house turnover rate becausethey producetheir ownbreeding sows(IRGANG et
al., 2002). Due to theintroduction of fewer younganimals, the introduction
ofinfectious agents from outsidethe herd is also lower(GARDNER et al., 2002).
As a consequence, the animals develophigher levels ofimmunity, reducing
theprevalence ofparasites such asA.suumin the herd, andeggs of thisparasitein
the environment(JOACHIM et al., 2001;VAZQUEZ et al., 2010).

An analysis of the prevalence of A. suumbymunicipality also revealed
differences(p<0.01). However, this difference can not be found.Evaluating
absolute values, the municipality ofOratérios, followedby the municipality
ofCoimbra and Piranga, stood outfor presentingthe highest proportion

ofpigswith discarded livers (Table 2).
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Table 2: Number of animals evaluated per municipality and percentage of animals positive for
“milk spots” caused bymigratinglarvaeof Ascarissuuminthemicro-region of Ponte Nova,Minas

Gerais, Brazilfrom January2011 to June2013.

Municipality Number of pigs Number of (%)
evaluated positive pigs

Abre Campo 1.369 176 12.80
Acaiaca 60 1 1.70
Amparo do Serra 50 3 6.00
Catas Altas da Noruega 200 14 7.00
Coimbra 14.216 3.252 22.90
Guaraciaba 325 53 16.30
Jequeri 10087 303 3.00
Oratorios 14.756 3.986 27.00
Piedade de Ponte Nova 3.965 126 3,17
Piranga 770 260 33.46
Ponte Nova 34.392 1.088 3.16
Raul Soares 917 38 4.14

Rio Casca 3112 257 8.25

Rio Piracicaba 60 3 5.00

Santa Cruz do Escalvado 52 4 7.70

Teixeiras 4.337 480 11.0

Urucénia 19.405 491 2.53

Total 108.073 10.535

In the municipality ofOratérios, this factcanbe explained by thehigh animal
housing density; indeed, this municipalityisconsidereda large swine producer in
the region, and has a nearby slaughterhousewhich is underFederal Inspection.
In themunicipality ofCoimbra and Piranga, the lack of inspection, non-
compliance with environmental regulations, and poor planning in the
construction offarms, most of which are smallandlocatedcloseto urban areas,
contributed to this result.According to Alayande etal. (2012), farmslocated in the
proximities of urban centersare more proneto contamination byA.suum, since its
eggscan  surviveand remainviable for up tofive yearsin the
environment.Moreover, according tothese authors, A.suumisvery similar to
thespeciesAscarislumbricoides, which infects humans. Leles etal. (2012)

concluded that populations ofAscarissp. that occurin humans andpigshave
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onlyminoradaptive changesintheir phenotypeandgenotype,and a
singlenaturalhistory.Thus, A. suumis able toinfect humans,which contributes to
theirpersistence in the environment.

The transmission ofA.suumin the pig populationhas been ascribed
toseveral factors, including seasonality (SANCHEZ- VAZQUEZ et al., 2012). In
this study,no difference was found between the twohalf-year periods under
study (p=0.09). On other words, in the first period(January to June of
eachyearanalyzed), 5,887(9,88%) of the 59,526animals evaluated tested
positive for*milkspots”. In the second period (July to December), the numberof
positive animalswas4,642, which represented9,56% of the totalnumber
ofevaluatedanimals (48,547animals).This findingis in agreementwith that
reported byDias et al.(2011). According these authors, the
climaticconditionsinside andoutside swine production facilitiesensure the
reinfectionof animals, which is why dewormingprogramsshould be
implementedintensivelyalongthe year.On the other hand, incountries with
temperate climates, such as England, the occurrence ofsuch lesions is
concentrated in thesecond half of the year, coincidingwith the summer and
autumnseasons (JOACHIM et al., 2001). Therefore, since changes inclimate
may influence thedevelopment of the parasite’s eggsin the environment, it isof
paramountimportance to understand the parasite’sprevalenceandepidemiology
to ensure the successof measuresadopted for its control (LAl et al., 2012).

The parasite A.suumisa persistent probleminswineherdslocatedin the
micro-region of Ponte Nova in the Zona daMata region of the state of Minas
Gerais, where itoccurscontinuously insubclinical formin pig production
systems.However, this challengeiseven greater at mediumandsmallfarms and in
regions close to urbancenters, and with higher animal housing densities. Thus,
there is necessaryto better understanding aboutthe prevalenceof this parasitein
the herdand to reassess the dewormingprotocolsthat have been used.The
implementationof monitoringprogramsduring the slaughterof pigs, basedon data
frompost-mortem inspections, has proved to be an effective and inexpensivetool
thatallows for improvementsandmodificationsin control and prevention

measures. Suchprograms should therefore beadoptednot onlyin the region of
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this study but also inother regionsof livestock production in the country, since

they can contribute to the healthof Brazilianswine herds.
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CAPITULO 2

Atividade anti-helminticain vitro e efeitos do extrato aquoso da folha de
Piptadenia gonoachanta in vivosobre parametros bioquimicos,

hematologicos e histolégicos de camundongos Balb/C
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RESUMO

Piptadenia gonoacantha (Leguminosae-Mimosoideae) € uma espécie
arborea que habita predominantemente a regido sul e sudeste do pais. Sua
acao antiparasitaria foi demonstrada em bovinos, apdés administracdo do
extrato aquoso 10%, produzido a partir das folhas da planta. Contudo, para que
uma espécie vegetal seja utilizada com esta finalidade, é importante conhecer
quais principios farmacologicos estdo presentes e avaliar sua toxicidade in vitro
e in vivo.Diante disso, este trabalho teve como objetivosdeterminar o perfil
fitoquimico de diferentes preparag¢des produzidasa partir do p6 das folhas deP.
gonoacantha, avaliar a atividade anti-helmintica in vitro, em Panagrellus sp.e
sua agao in vivo, sobre os parametros bioquimicos, hematologicos e
histologicos de camundongos Balb/C, tratados por via oraldurante 10 dias
consecutivosnas dosagens de 100, 200 e 400 mg.Kg'.Observou-se, aposa
analise fitoquimica baseada em testes cromaticos e de preciptacdo, que as
folnas de P. gonoacantha possuemmetabdlitos secundarios, como taninos,
flavondides, cumarinas, saponinas, heterosideos, compostos fendlicos e
antraquinona, que possam atribuir as caracteristicas anti-helminticas a esta
planta. Apds 24 horas de incubacao, todas as preparacgdes e doses do extrato
avaliadas apresentaram agéao significativa (p<0,05) sobre Panagrellus sp.. Além
disso, 0 mesmo se mostrou seguro e com baixa toxicidade,de acordo com os
parametrosbioquimicos, histolégicos e hematoldgicos avaliados, possibilitando

0 avango para a realizacao de estudos clinicos em espécies-alvo.

Palavras-chave:analise fitoquimica,antiparasitario, extrato aquoso.
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ABSTRACT

Piptadenia gonoacantha (Leguminosae-Mimosoideae) is a tree species that
predominantly inhabits the south and southeast of the country. Its antiparasitic
action was presented in cattle after administration of the aqueous extract 10%,
produced from the leaves of the plant. However, for a species to be used for
this purpose, it is important to know which pharmacological principles are
present and evaluate their toxicity in vitro and in vivo.Thus, this study aimed to
determine the phytochemical profile of different preparations produced using the
powder obtained from the leaves of P. gonoacantha, evaluate the anthelmintic
activity in vitro, on Panagrellus sp. and its action in vivo, on the biochemical,
hematological and histological parameters of BALB / C mice treated with
aqueous extract produced from the leaves of the plant, orally, for 10
consecutive days, at dosages 100, 200 and 400 mg. kg'.According to the
phytochemical analysis based on chromatics tests and subsequent
precipitation, P. gonoacantha have in their leaves secondary metabolites such
as tannins,flavonoids, coumarins, saponins, heterosides, phenolics and
anthraquinonethat can be allocated to anthelmintic characteristics of this plant.
After 24 hours incubation, all preparations and evaluated extract dosages
showed significant efficacy (p <0.05) on Panagrellus sp. Moreover, it proved to
be safe with low toxicity according to the biochemical, histological and
hematological parameters evaluated, allowing advance for clinical studies in

other target species.

Keywords: phytochemical analysis, antiparasitic, aqueous extract

1. INTRODUGAO

O interesse na utilizacdo de compostos bioativos de plantas, responsaveis
por acoes terapéuticas, tem sido uma area de pesquisa crescente (Sandoval-
Castro et al., 2012; Viegas et al. 2006). De acordo com a Organizagao Mundial
de Saude (OMS) 85% da populagédo de paises emergentes fazem uso de

plantas medicinais, no estado in natura ou em formulagdes fitoterapicas.
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Contudo, para que uma espécie vegetal seja utilizada com esta finalidade, é
importante conhecer quais principios farmacolégicos estdo presentes e se as
mesmas possuem componentes toxicos que tragam riscos para a saude animal
e humana (Carvalho et al., 2014a; Simdes et al., 2004). Para isso, sua agao
precisa ser comprovada por meio de testes in vitro e in vivo (Mellor, 2000).

Embora as industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma
imensa variedade de medicamentos nos ultimos anos, tem-se observado um
aumento de microrganismos resistentes as estas drogas, o que incentiva a
busca por fontes alternativas, como substancias fitoterapicas com agao
antimicrobiana (Padilha et al.,2010; Ribeiro, 2008).

Piptadenia gonoacantha (Leguminosae-Mimosoideae) € uma espécie
arborea que habita predominantemente a regido sul e sudeste do pais. A
mesma também tem sido descrita em alguns estados da regido norte e
nordeste. Esta espécie é facilmente identificada por suas asas lenhosas
longitudinais repletas de aculeos presente no tronco e nos galhos. Isto lhe
confere nomes vulgares como: pau jacaré, jacaré, casco de jacaré, dentre
outros (Carvalho et al., 2010). Trabalhos fitoquimicos tém identificados diversos
compostos presentes nas folhas dessa planta como antraquinonas, compostos
fendlicos, taninos, saponinas, cumarinas e flavonoides (Carvalho et al., 2010;
Carvalho et al., 2014). A presencga desses compostos tem sido relacionada com
propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas, anti-inflamatorias,
antimicrobianase antiparasitarias.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo determinar o perfil
fitoquimico de diferentes formulagdesutilizando o pd obtido a partir das
folhasdeP. gonoacantha, bem como avaliar sua atividade anti-helmintica in vitro
em Panagrellus sp.e sua agao in vivo sobre os parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histolégicos de camundongos Balb/C, ap6s administragao oral

do extrato aquoso, pordez dias consecutivos.

42



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e preparagao dos extratos

Foram coletadas 1000g de folhas frescas de P. gonoacantha em Vigosa,
localizada no estado de Minas Gerais - Brasil, latitude 20°45'14"Se
longitude42°52' 55"W, no més de novembro de 2014, na estagdo primavera. O
material foi identificado e depositado no Horto Botanico da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), exsicata n® 35.530.Estas foram selecionadas, limpas
e secas em estufa a 40°C com circulacdo de ar forgada, por trés dias para
desidratacdo. Apds secagem, o material vegetal foi triturado em moinho de
facas (Marconi modelo 340), como descritos por Carvalho (2012). O extrato
aquoso foi preparado de trés formas diferentes. Preparacdo |: maceracao
(EAM): 20g do p6 seco da planta diluido em agua destilada (200mL) durante 1
h a temperatura ambiente. Preparagdo Il: ultrassonicagcdo (EAU): realizada
segundo Carvalho et al. (2011), com modificagdes: 20 g do pd seco da planta,
foi submetido a extracdo assistida por ultra-som (Unique® - MaxiClean 1400),
em agua (200mL) durante 1 h a 40 °C. As preparacdes | e Il foram filtradasa
vacuo em filtro qualitativo, para obtencdo maxima da solugdo e remocao da
matéria seca.Preparagao lll: liofilizacdo (EAL): 200mL do extrato obtido na
preparacao ll, apés filtragao, foi liofilizado, até total desidratagcdo e em seguida
ressuspendido em agua destilada autoclavada, completando um volume final
de 200mL.

2.2. Testes fitoquimicos

Os aspectos fitoquimicos foram realizados nos extratos aquosos
produzidos a partir das folhas da planta. O mesmo foi submetido a uma série
de reacbes de caracterizacdo de calssesde compostos secundarios presentes
como: naftoquinona (reagao acido/base), caracterizacao de flavonoides (reagao
de cianidina e acido sulfurico), taninos (reagao com sais de ferro, precipitagao
de proteinas), cumarinas (observagcdo sob a luz ultravioleta), compostos
fendlicos (reacdo de Fdlin-ciocalteau), triterpenos e esteroides (reagdo de
Liebermann-Burchard), identificagdo de heterosideos cardiotonicos (teste de
Baljet e teste de Kedde) e caracterizacao de saponinas (reagao de Lieberman-

43



Buchard e indice de espuma), identificacdo de presenca de alcaloides pelos
reagentes Mayer, Hager e Gragendorff segundo metodologia descrita em
Simdes et al. (2000). A prospeccao fitoquimica foi realizada em triplicata. Todos
os testes utilizados sdo baseados em reagdes cromaticas e de precipitagao
(Simdes et al., 1999).

2.3. Ensaio de mobilidade em helmintos

O ensaio de motilidade foi realizado segundo Cunha et al. (2003).0
conteudo das placas de Petri contendo meio de cultura aveia-agua, infestadas
com Panagrellus sp., foram removidos, embrulhados em gaze cirurgica e
colocado sobre o topo de um copo griffin, cheio com agua da torneira a
temperatura ambiente. Apds 12 h, o sedimento contendo os Panagrellussp.foi
recuperado no fundo do copo e lavado trés vezes com agua destilada, por
centrifugacado a 250 g, durante 5 min a 20°C. Panagrellussp.ativos e inativos
foram identificados e contados sob microscopia 6ptica (modificado de Bargante
et al., 2003). Em placas de cultura, com 24 pocgos, foram colocas 0,5mL da
suspensao de nematoides (2000 Panagrellussp.) e 1,5mL do extrato de P.
gonoacantha, em diferentes concentragdes (25, 50 e 100mg/mL) e preparagdes
(I, II'e 1lI). Como controle positivo, utilizou-se fembendazol 2%, e como controle
negativo, agua destilada. Foram realizadas seis repeticbes para cada
preparacao. As contagens do numero de larvas vivas e mortas foram
realizadas apos 24, 48 e 72 h de incubagédo, em aliquotas de 100pL.
Consideraram-se individuos mortos aqueles sem motilidade. No teste com os

Panagrellussp., os resultados obtidosforamconvertidosem percentagem.

2.4. Animais

Camundongos, fémeas adultas, com cerca de 60 dias de idade (25-35 g)
foram obtidas do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa - UFV. Os
animais foram mantidos, em condigbes ambientais controladas (temperatura:
22-24 °C; ciclo luz/escuro de 12 horas), com ragado comercial propria para a
espécie (PRESENCE®) e agua ad libitum, no Departamento de Veterinaria da
mesma instituicdo. Durante os sete primeiros dias, 0s mesmos permaneceram

em processo de adaptacdo na area experimental. O protocolo de
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experimentacdo utilizado nesse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica com
o0 Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Biologicas e da Saude -
CEPEUA/FACISA, sob numero de protocolo 106/2014-11 (Anexo 1).0s animais
foram divididos aleatoriamente em grupos testes e controle, totalizando 5
grupos, com cinco animais cadae confinados em caixas coletivas. Os grupos 1,
2, 3, 4 e 5 receberam por via oral, uma vez ao dia, respectivamente,
lvermectina 1% (0,5 mg.kg',dose Unica; controle positivo), agua destilada
(controle negativo), extratos aquosos da folha de P. gonoacantha(preparagéo
1), nas doses de 100, 200 e 400mg.kg™", durante 10 dias consecutivos. Apds
esse periodo, os animais foram induzidos com indometacina (30 mg.kg™),
intraperitoneal e eutanasiados por sobredose anestésica de tiopental sodico

para coleta de sangue, intestino, figado e rim.

2.5. Analise hematolégica e bioquimica

A coleta do sangue foi realizada por pung¢do cardiaca, utilizando-se
agulhas e seringas e tubos de micro-hematdcrito. O sangue foi acondicionado
em dois tipos de tubo: um com anticoagulante HB (Laborlab®) para
determinacdo dos parametros hematoldgicos, e o outro, sem anticoagulante,
para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos. Os valores
para eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram determinados imediatamente apds a coleta por meio de um analisador
automatico de células hematoldgicas Human Count (Human do Brasil LTDA®).
A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregagos corados com
corante de Romanowsky. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e
contadas. Os esfregagos sanguineos foram analisados em microscépio
Olympus (objetiva 40X).Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a
1.183,3425 gdurante 10 minutos e, em seguida, determinados os parametros
uréia, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina (FA), proteinas totais e
triglicerideos. Os ensaios foram realizados em aparelho automatico HumaStar
300 (Human do Brasil LTDA®) com sistemas comerciais da Labtest®.
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2.5. Analise histopatologica

Apos a necrépsia, os orgaos (intestino, figado e rim) foram removidos,
lavados com solugdo salina (0,9%) e fixados em solugédo a 10% de formol
neutro tamponado, por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi submetido
as técnicas histologicas, desde a desidratagdo na série crescente de alcoois
70, 80, 90 e 100%, até a inclusdo em parafina histolégica purificada (ponto de
fusdo entre 56 e 60° C). Os blocos foram seccionados em microtomo de
rotacdo manual (Americal Optical Company®), com espessura de 5um e os
cortes teciduais corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) (Grimaldi
Filho, 1981). No figado foram analisados os parametros: infiltrado inflamatorio,
vacuolizagao, hiperemia, fibrose, degeneragdo e necrose. No rim avaliou-se:
fibrose e hiperemia renal; esclerose, infiltrado e retragdo glomerular; infiltrado,
necrose e degeneragado tubular. E no intestino, foi avaliada a presenca de
edema, hiperemia e infiltrado inflamatério. Em todos os orgdos foram
considerados os escores de 0 a 3, de acordo com o tamanho da area do
fragmento comprometida sendo: grau 0 (sem lesado); grau 1 (lesdo discreta —
até 25%), grau 2 (lesdo moderada - 25 a 50%) e grau 3 (lesdo acentuado -
50%) (modificado de Biondo-Simbes et al., 2006). As interpreta¢des
histolégicas foram realizadas por dois examinadores, sem conhecimento prévio
dos grupos em estudo. A analise histologica foi realizada no Laboratério de
Patologia do Departamento de Veterinaria/lUFV e as fotos foram tiradas e
documentadas no Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de
Medicina e Enfermagem/UFV, em microscépio de luz BX 41 (Olympus, Téquio,
Japéo®) com objetivas 4X, 10X, 40X e 100X.

2.7. Anadlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram submetidos aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancias.Sendo cumpridas as premissas,
realizou-se a ANOVA,; caso contrario, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Como teste post-hoc, foi empregado o Student-Newman-Keuls.
Todos os testes foram realizados no programa Sigma Plot, verséo 11.0,

considerando o nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise fitoquimica das trés preparacdes utilizando as
folhnas da espécieP. gonoacanthae os respectivos testes utilizados, estdo na
Tabela 1.

Tabela 1: Resultados da prospeccao fitoquimica dos Extratos Aquosos produzidos a partir das

folhas de Piptadenia gonoacantha.

Fitoquimico Teste EAM EAU EAL
Dragendorff - - -
Alcaldides
Hager - - -
Mayer - - -
Antraquinona Borntrager + + +
Acetato de magnésio + + +
Cumarinas Hidréxido de potassio + + +
Compostos Folin-ciocalteau + + +
fendlicos
Flavonéides Cloreto de aluminio + + +
Cloreto férrico + + +
Heterosideos Baljet + + +

Cardiotonicos

Taninos Acetato de chumbo + + +

Saponinas Libermann-burchard + + +

EAM: pé de P. gonoacanthamacerado em agua (Preparagédo | a 10%); EAU: extrato aquoso de P.
gonoacantha (Preparagdo Il a 10%); EAL: extrato aquoso de P. gonoacantha, liofilizado e
ressuspendido em agua destilada.Preparacéo Il a 10%); (+) Resultado positivo; (-) Resultado negativo.

Foi possivel detectar os mesmos compostos quimicos nas trés
preparacdes da folha da planta.Dessa forma, a analise fitoquimica revelou a
presenca de flavondides, compostos fendlicos, taninos, antraquinona,
saponinas, cumarinas, heterosideos e cardiotonicos. Contudo, € importante
ressaltar que todos os testes utilizados foram qualitativos, ou seja, quantidade
presente de cada composto nao foi detectada.

Carvalho et al., (2014), ao avaliarem compostos hidroalcoolicos extraidos
da folha da planta, encontraram os mesmos compostos quimicos, corroborando

com os resultados aqui apresentados. Segundo Leao (2007), tais compostos
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s&o denominados metabolitos secundarios e estao relacionados com a defesa
quimica da planta, garantido sua sobrevivéncia no habitat natural. Além disso,
0s mesmos apresentam uma ampla diversidade e sua presenca em
determinada solucéo ira depender do processo de extragao e solugao extratora
utilizada (Alawa et al., 2003). Normalmente solu¢des hidroalcodlicas sdo mais
eficientes no processo de extracdo do que as solugdes aquosas, por serem
capazes de solubilizar compostos com alta e baixa polaridade (Chaicouski et
al.,, 2014). Ja as preparagdes aquosas permitem somente a obtengdo de
compostos de alta solubilidade como heterosideos, taninos e alcaldides
(Fonseca et al., 2005). Contudo, este ultimo composto n&o foi encontrado no
presente trabalho.

Buscando avaliar propriedades nematicidas, a atividade citotoxica de
diferentes preparacgdes da folha deP. gonoacantha foi avaliada in vitro sobre
Panagrellus sp., por meio do ensaio de mobilidade. Apesar de nao se tratar de
um parasita animal, estes foram utilizados como modelo experimental pelo fato
de poderem ser mantidos e multiplicados em laboratério (Katiki et al., 2011). Se
as preparacgdes avaliadas forem eficazes em baixas concentracdes, € possivel
acreditar que as mesmas possuam atividade anti-helmintica contra demais
espécies de nematodides (Thompson et al., 1996).

Apos 24 horas de incubagdo, o extrato apresentou agdo sobre os
Panagrellus sp., em todas as preparagoes (I, Il e lll) e concentragbes avaliadas
e foram igualmente capazes de inibi-las, quando comparadas com os grupos
controles (p<0,05). Em valores absolutos, o EAPG na concentracdo de
50mg/mL apresentou maior percentual de inibicdo, chegando a 99,88%.
Demais concentracdes: 25, 50 e 100mg/mL da preparagao | (EAM), 25 e
100mg/mL da preparagao Il (EAU) e 25, 50 e 100mg/mL da preparagao Il
(EAL), apresentaram percentual de inibicdo de 93,93%, 99,39%, 96,15%,
96,57%, 96,45%, 95,01%,99,74% e 99,44% respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: Ensaio de mobilidade: agcdo do extrato aquoso produzido a partir de folhas
dePiptadenea gonoacantha sobre Panagrellussp., apés 24 horas de incubagdo. EAM: p6 de P.
gonoacanthamacerado em agua; EAU: extrato aquoso ultrassonicado de P. gonoacantha;
EAL: extrato aquoso de P. gonoacantha, liofilizado e ressuspendido em &agua destilada.
Colunas representam os valores médios e desvio padrao (n=6). *p<0,05: diferencga siginificativa
quando comparada com os grupos controle.Teste Kruskal-Wallis e comoteste post hoc

Student-Newman-Keuls.

Avaliando os tipos de preparacdes, a preparagcédo | apresenta-se como
uma alternativa eficiente, acessivel e barata para ser utilizada no controle de
helmintos. A suspensdo do p6 de plantas medicinais em agua € uma pratica
comumente empregada na medicina popular e a utilizagdo dessas plantas
como vermifugos naturais vem ganhando espago, como método alternativo,
sustentavel e de facil adaptagdo para comunidades rurais (Bizimenyera et al.,
2006; Fonseca et al., 2005; Alawa et al.,, 2003). Contudo, visando uma
formulagao para produgao industrial e em larga escala, o extrato liofilizado € a
técnica aceitavel por proporcionar maior estabilidade fisica, quimica e
microbiolégica e facilitar a homogeneizagdo e padronizagdo dos principios
ativos (Runha et al., 2001; Chaicouski et al., 2014).
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A maior parte dosPanagrellus sp.,presentes no controle negativo
apresentou-se viavel durante toda a avaliag&o, ou seja, apos 72 horas (Figura
2a). Em contrapartida, todas os Pangrellussp.que entraram em contato com
oextrato, apresentaram uma pequena perfuragdo na membrana, que resultou
em um extravasamento pontual do conteudo interno e que, possivelmente,
provocou a morte dos mesmos (Figura 2b). Leituras realizadas apos 48h de
interacdo permitiram observar uma fragilidade da membrana, em toda a
extensdo dos Panagrellus sp., que estavam em contato com o extrato (Figura
2c) e também que ndo houve diferenga entre preparagbes e concentragdes
utilizadas, uma vez que 100% foram eliminadas. Apds esse
periodo,Panagrellus sp.,utilizados no controle positivo tornaram-se inviaveis,
ap6s 48 horas, pois o fenbendazol dissolveu a cuticula, impossibilitando a

avaliacéo e contagem das mesmas (Figura 2d).
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Figura 2:Ac¢ao do extrato aquoso ultrassonicado (EAU - 50 mg/mL) sobrePanagrellus sp.. (a)
Panagrellus sp.ap6s 48 horas de incubagdo (controle negativo — agua destilada). (b)
Panagrellus sp.apoés incubagao por 24 horas. (c) Panagrellus sp., apos incubagéo por 48 horas.
(d) Acdo do fenbendazol 2%, sobrePanagrellus sp., apos incubacdo por 48 horas.(a,c e d:

lentes objetivas de 40x ; b: objetiva de 10x).

No presente estudo, o extrato utilizado foi capaz de inibir com eficiéncia
Panagrellus sp. Cunha et al., (2003), ao verificar a agéo do extrato em metanol,
obtido a partir das folhas de Leucaena leucocephala, pertencente a mesma
familia da P. gonoacantha(Leguminosae - Mimosoideae) verificaram indugaoda
mortalidade em 98,69% dosPanagrellus redivivusutilizados. No mesmo
trabalho, o extratofoisubmetido ao fracionamento, que indicou que a substancia
nematicida produzida por L. leucocephala era um alcaloide. Silva et al. (2013)

também associaram a presencga de alcaldides com a destrui¢cao einviabilizacao
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de larvas de parasitos intestinais no ambiente. Dessa forma, apesar desse
composto ndo ter sido encontrado na analise fitoquimica realizada nesse
trabalho, sua presenca nas folhas da P. gonoacanthanao pode ser descartada,
uma vez sua auséncia pode ser decorrente do processo e de extragao
utilizado.

A acao nematicida apresentada nesse trabalho € a produgado de taninos
pela folha.Na sua forma condensada, taninos possuem a capacidade de se
ligar e alterar propriedades fisico-quimicas de proteinas (Hoste et al.,
2006).Visto que a cuticula dos parasitos € rica em prolina e hidroxiprolina, n&o
apenas em toda a extensdao do corpo, mas também na cavidade bucal,
esbfago, cloaca e vulva, tal habilidade pode justificar mudancas cuticulares
observadas em trabalhos utilizando microscopia eletronica, apdés o contatodo
nematdide com essa substéncia (Thompson et al., 1995; Santos et al., 2013).A
agao nematicida dos taninos é a capacidade de se ligarem e inibirem proteinas
enzimaticas envolvidas em atividades secretorias, excretorias e metabdlicas,
essenciais para a vida do nematoéide (Athanasiadou et al., 2001).Contudo, de
acordo com Githiori et al. (2005), essa agdo pode variar de acordo com a
espéecie da planta, do parasita e do hospedeiro envolvido.

Assim como os taninos, flavondides também podem estar relacionados
com a atividade anti-helmintica (Bastos et al., 2013; Silva et al., 2013; Silva et
al. 2009; Fonseca et al., 2005). Estes sdo compostos heterosideos e
constituem um grande grupo de pigmentos vegetais de ampla distribuigdo na
natureza (Arantes et al. 2005). Possuem a capacidade de formar complexos
com proteinas extracelulares soluveis e também, devido ao seu carater
lipofilico, promover a ruptura na membrana de diversos microrganismos, entre
eles os parasitas (Sartori, 2005).

Diante disso, a avaliacdo do efeito nematicida das folhas deP.
gonoachanta deve ainda ser objeto de pesquisas futuras, visando fracionar e
quantificar os compostos quimicos obtidos em diferentes formasde extragao, a
partir de folhas da planta e verificar se essa atividade depende de um unico
principio atvo ou do conjunto de varias substancias e
suasconcentragdées(Junior etal., 2008). Além disso, trabalhos utilizando

microscopia eletronica poderdao auxiliar no entendimento sobre o mecanismo
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de acdo desses compostos, especialmente sobre a membrana destes
organismos (Hoste et al.,2006).

A toxicidade da planta também foi avaliada in vivopor meio da analise dos
parametros bioquimicos de camundongos tratados por via oral, durante 10 dias
consecutivos, com diferentes concentragdes do extrato aquoso produzido a
partir das folhas de P. gonoachanta e nao foram verificadas alteragdes
significativas (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2:Valores bioquimicos médios de camundongos BALB/C, tratados com diferentes
doses extrato aquoso obtido das folhas Piptadenia gonoacantha, administrado via oral durante

10 dias consecutivos.

EAU
Parametros
Ivermectina Agua 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
1% (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

ALB(mg/dL) 4,92+ 0,64a 5,1+ 0,76a 8,44+ 2,36a 5,54+ 0,75a 6,42+ 0,87a

349,5+ 185,18a 418,2+61,42a 443+ 90,67a 450,4+24,72a  471,6+76,66a
AST (U/L)
ALT (U/L) 130,8+ 43,77a 96+ 10,98a 77,8+ 8,95a 82,8+ 21,07a 103,2+ 23,41a
COL (mg/dL) 123,42430,65a 125,4+15,45a 100,2+43,77a  138,8+ 37,04a 93,6+ 22,02a

FAL (U/L) 85,62+ 27,10a 31,58+ 6,56a 70,02+ 23,28a  83,28+32,57a 53,86+14,80a
TRI(mg/dL) 193,8+25,18a 117,75+ 3,97a 191,2+ 287,58a 119+ 9,23a 117,8+17,96a
URE(mg/dL) 85,2 £ 12,88a 66,6+ 15,85a 50,8+ 5,22a 56,8+ 11,69a 50,2+ 4,74a

ALB: albumina. AST: aspartato aminotransferase. ALT: alanina aminotransferase. COL: colesterol total.
FAL: fosfatase alcalina. TRI: triglicerideos. URE: uréia. Os valores representam a média + E.P.M. do
nuamero de animais utilizados no experimento (n=5). n representa o niumero de animais em cada grupo.
Teste Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls Method comoteste post hoc, p<0,05.

Comparando os valores bioquimicos, com os disponiveis na literatura,
referentes a animais da mesma espécie, idade, sexo e linhagem, foi possivel
verificar que os valores encontrados no presente trabalho, encontram-se acima

dos demais (Spinelli et al., 2012; Almeida et al., 2008). Contudo as variagdes
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intraespécies podem ser justificadas por diferengas nas condi¢gées sanitarias,
de manejo, bem como no tipo de metodologia experimental adotada (Santos et
al., 2010). Assim, estess6 poderiam ser comparados caso o Biotério de origem
tivesse seus proéprios intervalos de referéncia estabelecidos(Hooper et al.,
2009).

Considerandovalores absolutos verificou-se um aumento nos niveis
deuréia, triglicerideos e ALT entre os animais do grupo tratado com Ivermectina
1%, em comparagdo com os animais dos demais grupos.

Dentre as transaminases, ALT &€ a mais especifica paraavaliar danos
hepaticos (Giannini et al., 2005). Uma vez que o figado é o principal 6érgao de
degradacdo da droga, a mesma pode provocar danos a membrana dos
hepatdcitos promovendo o aumento nos niveis da enzima(Rocha et al.,
2012).Contudo, de acordo comQureshi et al. (2013), as alteragcdes bioquimicas
induzidas pela ivermectina, sdo de dificil explicagcdo e estdo associadas aos
mecanismos responsaveis por sua atividade antiparasitaria.

Na avaliagdo quantitativa e qualitativa dos elementos figurados do
sangue, por meio do hemograma, verificou-se um aumento (p<0,05) na
contagem de eritrécitos no sangue dos animais pertencentes aos grupos 2 e 3,
tratados com 200 e 400mg/kg do extrato, respectivamente, quando
comparados com animais dos demais grupos. Ja comparando os valores de
HCM, a diferenga foi entre os animais pertencente ao grupo controle negativo e
0 grupo tratado com ivermectina 1%, em relagdo aos animais dos demais

tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3:Valores hematolégicos médios de camundongos BALB/C, tratados com diferentes

doses extrato aquoso obtido das folhas Piptadenia gonoacantha, administrado via oral durante

10 dias consecutivos.

EAU

Parametros

Ivermectina Agua 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg

1% (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Hemacias 8,27+1,66a 8,76+0,24a 8,62+0,38a 10,18+0,47b 9,83+0,30b
(mm’°)
Hematocrito 40,21+9,64a 47,43+1,79a 42,91+1,90a 50,52+2,86a 48,95+1,96a
(%)
Hemoglobina 11,75+2,68a 14,15+0,60a 13,10£0,53a 14,25+0,22a 13,8710,44a
(g/dL)
CHCM (%) 25,8345,73a 29,9040,76a 30,5310,58a 28,36+1,08a 28,42+0,68a
HCM (pg) 12,78+2,75a 16,18+0,73b 15,2+0,28b 14,02+0,45a 14,1110,25a
VCM (fL) 43,37+10,06a 54,16+2,51a 50+1,37a 49,5+1,15a 49,87+1,20a
Leucécitos 3,00+0,78a 3,57+0,76a 2,58+0,19a 2,8410,22a 3,8110,13a
totais (mm?®)
Linfocitos (%) 8412,03a 80,66+1,32ab  80,37+3,26ab  80,62+1,58ab 76+2,58b
Segmentados 12,5+1,46a 16,83+1,91a 19,12+6,58a 15,75+1,80a 20+3,07a
(%)
Monécito (%) 3,25+0,81a 2,88+0,24a 2,62+0,74a 3,37+1,14a 4,250,672

CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média.; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio. Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de animais utilizados no
experimento (n=5). n — representa o numero de animais em cada grupo. Valores seguidos por letras
distintas na linha diferem entre si. Teste Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls Method comoteste post
hoc, p<0,05.

Os valores encontrados estdo dentro dos padrbes de referéncia
estabelecidos por Spinelli et al. (2012). Apesar da diferenca, segundo Santana
et al. (2013), redugbes nos niveis de hemoglobina, hemacias e hematdcrito
podem indicar anemia, hemorragia recente ou retencédo de liquido e levam a
hemodiluicdo. Contudo, Smith e Scherman (1994) afirmam que para ser
considerada anemia, a diferenca observada no eritrograma deve ser
acompanhada também da diminuicdo nos valores referentes a proteinas

plasmaticas.
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Dessa maneira, a provavel hipotesepara justificar tais alteragdes no
presente trabalho, é o processo de hemdlise ocorrido em algumas amostras
durante a coleta. Como regra geral, a hemolise, libera o conteudo eritrocitario,
provocado alteragcéo nos resultados (Vieira et al., 2002).

Houve também diferenga (p<0,05) no percentual de linfécitos,quando
comparados aos animais pertencentes a grupo tratado com Ivermectina 1% e
com EAPG 400mg/kg. Animais tratados com a droga apresentaram uma maior
quantidade dessas células. Segundo Bonamin & Paulino (1996), medicamentos
como o levamizol e o ivermectina podem ser utilizados como
imunomoduladores, por serem capazes de promover um aumento na inducao
da proliferacdo de linfocitos T, aumento da quimiotaxia e da atividade
fagocitica.

Por outro lado, a diminuigdo destas células no grupo tratado com a maior
dose do extrato, pode ser explicada, segundo, Melo et al. (2008), pela maior
quantidade de taninos ingerida pelos animais, uma vez que este composto
responsavel pela diminuicdo no numero total de linfocitos.Além disso, a
atividade anti-inflamatéria de extratos hidroalcodlicos produzidos a partir das
folhas da planta ja foi previamente demonstrada em estudos realizados por
Carvalho et al., (2014), e poderia justificar a diminuicdo dessas células no
sangue dos animais que ingeriram a maior quantidade do extrato.Finalmente, é
importante considerar que, apesar de todos os animais terem sidos submetidos
as mesmas condi¢gdes experimentais, 0s que ingeriram maior dose do extrato
passaram por uma maior situagao de estresse pelo volume fornecido. Uma vez
que os linfécitos representam asprincipais células da linhagem branca do
camundongo, sua diminuicdo pode ocorrer devido a agao de hormoénios
adrenocorticais liberados pelos animais em situagdo de estresse (Thrall, 2007).

Lesbes histopatologicas significativas  (p<0,05) foram também
encontradas somente nos animais tratados com a ivermectina 1%. Os animais
pertencentes aos demais grupos, nao apresentaram achados histopatologicos

relevantes (Tabela 4).
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Tabela 4: Avaliacado histologica de camundongos BALB/C, tratados com extrato aquoso obtido

das folhas de Piptadenia gonoacantha, administrado por via oral durante 10 dias consecutivos.

Valores referentes a média dos escores encontrados.

Parametros EAU
(Lesoes)
Ivermectina Agua 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
1% (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
(n=5)
o Degeneragao/n 0,2+0,2a 0,4+0,24a 1,610,4a 1,0+£0,0a 1,01£0,0a
s ecrose
R
- Fibrose 0,6+0,24a 0,810,2a 1,410,242 0,8+0,2a 0,6+0,54a
Hiperemia 0,8+0,2a 0,4+0,24a 1,610,4a 1,0£0,31a 1,410,4a
Infiltrado 2,4+0,24b 1,410,242 1,610,4a 1,0+0a 1,41£0,54a
Vacuolizagao 1,8+0,37b 0,4+0,24a 0,840,2a 1,610,24a 1,210,20a
© Esclerose 0,210,2a 0,4+0,24a 0,4%0,24a 0,0£0,0a 0,0£0,0a
=
g Infiltrado 1,2+0,44b 0,0+0,0a  0,4+0,89a 0,0£0,0a 0,0£0,0a
3]
© Retragédo 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0£0,0a 0,0£0,0a
E 3 Infiltrado 0,6+0,4a 1,840,48a 1,2+0,48a 1,0£0,31a 2,0+0,44a
=]
o)
2 Necrose/ 1,4+0,24a 1,4+£0,24a 1,0+0,44a 0,6+0,24a 0,6+0,24a
degeneracio
Hiperemia 1,0+0,0b 0,0+0,0a 0,6+0,54a 0,4+0,54a 0,4+0,54a
Fibrose 0,0+0,0a 0,2+0,2a  0,8+0,48a 0,0+0,0a 0,0+0,0a
o Edema 0,6+0,24a 0,2+0,2a  0,4+0,24a 0,2+0,2a 0,6+0,24a
(=
§ Hiperemia 0,8+0,2a 0,2+0,2a 0,8+0,2a 0,6+0,24a 0,6+0,24a
<
- Infiltrado 1,0£0,31a 1,0+0,54a 0,410,24a 0,6+0,24a 1,0£0,31a

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais utilizados no experimento (n=5). n — representa o
nimero de animais em cada grupo. Valores seguidos por letras distintas na linha diferem entre si (p<0,05). Teste
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls Method comoteste post hoc, p<0,05.
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Animais tratados com a ivermectina 1%, apresentaram lesdes
significativas (p<0,05) no figado, caracterizada por vacuolizagdo dos
hepatdcitos e presenca de infiltrados inflamatdrios, com predominio de células
polimorfonucleares, e no rim com a presenga de infiltrado glomerular e
hiperemia tubular. Ja no intestino delgado, apesar de n&o significativa (p>0,05),
foi possivel verificar ruptura da camada submucosa e descolamento da tunica

muscular (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografias de
6rgdos de camundongos tratados
com ivermectina 1%. a) Figado com
areas de necrose evidenciada pela
presenca de feixes de hepatécitos
com nucleos ausentes (seta preta),
circundada por infiltrado inflamatério
(seta branca) (x40). b) Regido
medular do rim com leitos capilares
dilatados e repletos de hemacias
indicando hiperemia (setas) (x200).
¢) Segmento intestinal com vilosidades
dilatadas pelo infiltrado inflamatério (seta
preta) e com o epitélio descontinuo (seta

branca).

Lesbes no figado e intestino podem ser justificadas pelo fato da
Ivermectina ser principalmente metabolizada nesses orgaos (Arise et al., 2012).
Em um estudo realizado por Arise et al. (2012), ratos tratados com uma

combinacdo oral de lvermectina e Albendazole também apresentaram um
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aumento da populagao de células polimorfonucleares no figado. Como o 6rgéao
€ o principal local de detoxificagdo de drogas, a degradagdo da lvermectina
pode levar a produgao e concentragao de radicais livres, que ao se ligarem ao
oxigénio podem levar a formacao de espécies reativas de oxigénio capazes de
causar danos a membrana e proteinas, acarretando em um processo de
vacuolizagdo, morte e necrose celular (Dadarkar et al., 2007;Filho et al.,
2006).Nos rins, a ivermectina 1%, pode causar inibicdo da excregao renal de
diversas substancias (Fricker et al., 1999). De acordo com Whelton et al.,
(1994), o mal funcionamento da filtracdo glomerular, promovera a retengao de
substancias como a uréia, justificando o aumento dos seus niveis no soro
desses animais.

Por outro lado, animais tratados com diferentes doses do extrato ndo
apresentaram lesbes significativas. Dessa forma, sugere-se que,embora nas
doses estudadas, ndo houve acdo sobre figado, rim ou intestino apds a
administracdo aguda (10 dias consecutivos). E possivel acreditar que isso se
deve a presenca de determinados metabdlitos secundarios que lhe confere a
atividade antioxidante e anti-inflamatoria, demonstrada em trabalhos anteriores
(Carvalho et al.,, 2014; Pereira et al., 2010; Jain et al., 2008). Entretanto,
estudos envolvendo a administracdo cronicado extrato aquoso produzido a
partir das folhas de P. gonoachanta devem ser realizados, para que futuros

testes clinicos, com espécies-alvo, sejamconduzidos.

4. CONCLUSAO

De acordo com a analise fitoquimica, P. gonoacantha possui metabdlitos
secundarios que possam atribuir caracteristicas anti-helminticas ao extrato
aquoso produzido a partir das folhas de P. gonoachanta, dando suporte para
sua utilizagdo no controle de parasitoses gastrointestinais de animais. De
acordo com os parametros bioquimicos, hematoldgicos e histoldgicos,
avaliados emdiferentes formulagbes,a plantademonstrou ser segura e possuir
baixa toxicidade apds exposi¢do aguda, possibilitando o avango para a
realizacao de estudos clinicos, a fim de comprovar possiveis beneficios em
demais espécies-alvo.
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CAPIiTULO 3

Influéncia da solucgao de flutuagao na realizagao do método de McMaster
para a quantificagao de ovos de Ascaris suum em fezes de suinos
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RESUMO

Cinco solugbes com densidades variando entre 1,20 e 1,27 (sulfato de
magnésio, cloreto de sodio saturado, nitrato de soédio, sulfato de zinco e
solugdo saturada de agucar), foram avaliadas para realizagdo da contagem de
ovos de Ascaris suumem amostras de fezes de suinos, utilizando a camara de
McMaster.Para isso, amostras de fezes foram coletadas de suinos livres de
parasitismo e inoculadas com ovos de A. suum, numa propor¢ao de 2.000 ovos
por grama de fezes. Todas as amostras foram avaliadas em quinze repeti¢des,
contendo dois gramas de fezes cada, utilizando camaras de McMaster. O tipo
de solugao de flutuagao utilizada influenciou significativamente nas contagens
de ovos de A. suum obtidas. Todas as cinco solugdes foram capazes de flutuar
ovos,sendo que a solugcdo de nitrato de soédio (densidade 1.20) foi mais
eficiente do que asdemais. As solugdes de acucar e sulfato de zinco foram as

que recuperaram menor quantidade de ovos.

Palavras chave:Ascaris suum; contagem de ovos nas fezes; suinos.

ABSTRACT

In this work, five solutions with densities varying between 1.20 and 1.27
(magnesium sulfate, saturated sodium chloride, sodium nitrate, zinc sulfate and
saturated sugar solution) were evaluated for the performance of Ascaris suum
egg counts in pig feces samples using the McMaster chamber. For this,
samples of feces were collected from pigs free of parasites and inoculated with
a rate of 2000 Ascaris suum eggs per gram of feces. All samples were analyzed
within fifteen repeats containing two grams each stool, using McMaster's
chambers. The type of used floating solution significantly influenced in the
obtained Ascaris suum eggs counts. All five solutions were capable of floating
eggs, and sodium nitrate solution (density 1.20) was more effective than the
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others (1533.33). The sugar and zinc sulfate solutions which were recovered

minor amount of eggs. The factors related to the results obtained are discussed.
Keywords: Ascaris suum; faecal egg counts; swine

1. INTRODUGCAO

Ascaris suum permanece como uma das principais espécies de parasitos
do rebanho suino brasileiro mesmo nos mais modernos sistemas de produgao
(Dias et al., 2011). Entretanto, frequentemente, em criagbes tecnificadas néo
s&o observados sinais clinicos evidentes do parasitismo, mas esses agentes
causam perdas principalmente em leitdbes em crescimento(Nishi et al., 2000,
Silva et al., 2011).

O monitoramento da carga parasitaria nos rebanhos é uma medida
indispensavel para a manutencao da saude dos animais de producido. Neste
sentido, a analise microscoépica de amostras de fezes para a detecgao de ovos,
larvas de parasitas, cistos e oocistos € o procedimento de diagndstico mais
utilizado, tanto na parasitologia veterinaria quanto na humana. O método
rotineiro para realizar a avaliagao das infecgdes por helmintos gastrintestinais €
baseado em técnicas de flutuagdo para contagem dos ovos presentes nas
fezes dos animais (Foreyt, 2005).

As técnicas de flutuacdo fecal envolvem a separacdo dos ovos de
helmintos, presentes no material fecal, por meio do uso de solucdes, as quais
possuem gravidades especificas que permitem a flutuagdo dos ovos para a
superficie da suspensao (Pereckiene et al., 2007).Dentre estas técnicas, a
técnica de McMaster € universalmente utilizada para observar estruturas
parasitarias em fezes e estimar a carga parasitaria de diferentes espécies
animais. Esta técnica apresenta vantagens como a praticidade de realizagao e
rapidez para a obtencdo dos resultados. No entanto, na literatura muitas
variagbes da mesma sao descritas, existindo, portanto,a necessidade de
padronizacao (Cringoli et al.,2004).

Fatores como a composigdo, gravidade especifica e a viscosidade da
solugao de flutuagao podem influenciar nos resultados da técnica de flutuagao
utilizada (Foreyt, 2005; Rehbein et al., 1999). Fernandes et al. (2005), citam a

71



utilizacdo das solugdes de agucar, cloreto de sédio, sulfato de zinco, sulfato de
magnésio e nitrato de sodio nas técnicas de McMaster, flutuagdo direta e
centrifugo-flutuacdo. Contudo, n&o existe uma avaliagdo que compare a
eficacia dessas solugbes na realizacdo das técnicas de flutuacdo para
deteccao de ovos de Ascaris.

O objetivo deste trabalho foi avaliar distintas solugbes saturadas
preparadas com quatro sais diferentes (NaCl, MgSO4, NaNO3; ZnSO,4) e uma
solugao de agucar, na realizagdo da técnica de OPG (técnica de McMaster) em

fezes de suinos, contaminadas com ovos de A. suum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Solugées hipersaturadas

Solugdes de agucar (C12H22011), cloreto de sédio (NaCl), nitrato de sodio
(NaNOQO3), sulfato de magnésio (MgSO,4) e sulfato de zinco (ZnSQO,), foram
preparadas seguindo o protocolo descrito em Foreyt, 2005 (Tabela 1). A
viscosidade das solugdes foi medida a 25 °C, com base em uma taxa de
deformacdo de 100 s™' utilizando um redmetro de cilindros concéntricos tipo

Searle, marca Brookfield, modelo R/S Plus.

Tabela 1- Composicdo, gravidade especifica e viscosidade de solugbes utilizadas para de

flutuagdo de ovos de Ascaris suum a partir de fezes suinas, pela técnica de McMaster.

Solugao de Composicao GE Viscosidade
Flutuagao

Solugao de Agucar C12H22014, 454 g; H20 355 mL 1.27 3,42 mPas
Cloreto de Sédio NaCl, 400g; H20, 1000 mL 1.2 2,14 mPas
Nitrato de Sédio NaNO3, 400g; H20,1000 mL 1.2 1,37 mPas
Sulfato de Zinco ZnS04,371g; H20 1000 mL 1.18 1,92 mPas
Sulfato de MgS04,400g; H20O 1000 mL 1.2 3,65 mPas
Magnésio

Legenda: mPas: Milipascal. GE: gravidade especifica
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2.2. Amostras fecais e ovos deAscaris suum

Fezes de suinos previamente vermifugados, livres de helmintos
gastrintestinais, foram coletadas da ampola retal. Os ovos de Ascaris suum
foram obtidos por meio da disseccdo de fémeas adultas, as quais foram

coletadas nas fezes de suinos naturalmente infectados.

2.3. Ensaio experimental

Fezes recém-coletadas foram inoculadas com solugdo aquosa contendo
ovos de A. suum, na propor¢cao de 2000 ovos férteis ndo embrionados por
grama de fezes. O material foi entdo homogeneizado em copo Griffin e,
subdividido em aliquotas de 2g, para a realizagdo dos exames com as
diferentes solugdes.A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foi
realizada em camara de McMaster, de acordo com a metodologia descrita por
Gordon e Whitlock (1939), utilizando as solugdes previamente mencionadas.

Para cada uma das solu¢des avaliadas, foram realizadas 15 repeti¢oes.

2.4. Analise estatistica

Os dados foram tabulados, testados quanto a normalidade e
homocedasticidade. Nao atendendo as premissas da ANOVA, procedeu-se o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Tukey utilizando
o programa Sigma-Plot (versdo11.0), considerando-se o nivel de significancia
de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As médias das contagens de OPG em camara de McMaster utilizando
diferentes solucdes estdo descritas na tabela 2. Todas as solugcbes avaliadas

foram capazes de flutuar ovos de A. suum, entretanto, o tipo de solugao

influenciou significativamente no numero de ovos observados nas contagens
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em camara de McMaster. Mesmo para solu¢des com mesma densidade, foram

observadas diferengas significativas.

Tabela 2. Valores médios de OPG (contagem de ovos por grama de fezes) obtidas em camara

de McMasterem fungéo da GE (gravidade especifica).

Solugao de Flutuagao OPG Ge Viscosidade
Nitrato de Sédio 1533,33 + 409,99a 1.2 1,37 mPas
Cloreto de Sédio 926,66 + 321,75 ab 1.2 2,14 mPas
Sulfato de Magnésio 720 £ 174,02 b 1.2 3,65 mPas
Sulfato de Zinco 526,66 + 284,01 b 1.18 1,92 mPas
Solucgao de Acucar 480 £ 227,40 b 1.27 3,42 mPas

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Maff (1986), os ovos de Ascarideos, assim como o de alguns
trematddeos, sdo mais pesados e maiores que ovos de estrongilideos,
necessitando de solugdes com densidades mais elevadas para flutuar.
Pereckiene et al. (2007) relatam melhor desempenho das solu¢gbées contendo
agucar com densidade de (1.27) em comparagao com as solugdes salinas com
densidade de 1.20 para a flutuagao de ovos de Ascaris.

Os resultados aqui obtidos com a solugcédo de agucar naoestao de acordo
com esta afirmativa, pois, apesar de apresentar a densidade mais elevada, os
menores valores de OPG foram obtidos com a solugdo de acgucar. Outras
propriedades fisico-quimicas da solu¢ao, que nao a densidade podem interferir
na flutuagdo dos ovos (Quinn et al., 1980). Desta forma, os resultados
obtidosno presente trabalho podem estar relacionados a viscosidade da
solucao, visto que esta propriedade pode influenciar na flutuacado de estruturas

parasitarias, como ja descrito por Kuczynska & Shelton (1999).
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Os maiores valores de OPG foram obtidos com a solugcdo de NaNO3, que
apresentou maior eficiéncia na flutuagdo de ovos (p<0,05), que as solugdes de
MgSQO4, ZnSO4 e de agucar, respectivamente.

Tradicionalmente, a solugdo de NaCl é a mais utilizada para a realizagao
da contagem em cémaras de McMaster (Elsheika e Khan, 2011). O bom
desempenho obtido em nosso estudo com a solugéo de cloreto de sédio, com
valores de OPG semelhantes aos obtidos com a solugdo de NaNOg3, indicam
que este sal, que apresenta baixo custo e facilidade de aquisi¢ao, seria uma
opgao para o diagnéstico laboratorial da ascaridiase em suinos.

A viscosidade pode ser também um dos fatores responsaveis pela baixa
recuperacdo de ovos observada com a solugdo de sulfato de magnésio.
Cringoli et al. (2004) obteve as menores contagens de ovos de Dicrocoelium
dendriticum utilizando uma solugao deste sal com densidade de 1.28.

Por outro lado, a viscosidade da solugéo de sulfato de zinco se aproxima
da solugao de nitrato, com a qual se obteve os valores mais préximos de 2000
OPG. Dentre as solugbes avaliadas, esta € a que apresenta menor densidade,
fato que poderia estar relacionado a uma baixa recuperacédo de ovos. Para a
flutuagdo de ovos de estrongilideos de ovinos, a utilizagcdo de solugcdo de
sulfato de zinco com densidade de 1.35 resultou em baixas contagens de ovos,
quando comparadas com outras solugdes (Cringoli et al., 2014). Ja para a
flutuagdo de ovos do trematoda Dicrocoelium dendritcum, o aumento da
densidade de 1.2 para 1.35 resultou em um melhor desempenho dos exames
de fezes (Rinaldi et al., 2010). A avaliagao de solug¢des de sulfato de zinco com
maiores densidades deve ser avaliada para verificar se esta propriedade pode
influenciar na taxa de flutuacado de ovos de Ascaris suum.

Os ovos das diferentes espécies de helmintos apresentam diferencas
em tamanho, formato e peso e ndo podem ser considerados simplesmente
como elementos inertes na solugao de flutuagao (Cringoli et al., 2004). Estas
diferengas dificultam comparacdes entre os resultados descritos na literatura
especializada e dificultam a utilizagdo de um unico exame parasitolégico de
fezes até mesmo para uma mesma espécie animal. Neste sentido, os
resultados obtidos com as solugbes aqui avaliadas n&o podem ser
extrapolados para ovos de outras espécies de helmintos parasitos de suinos e
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outros animais, tornando fundamental a realizacdo de experimentos avaliando
estas solugdes no diagnostico de outras parasitoses dos animais domésticos.

Como descrito na metodologia, foram utilizados dois gramas de fezes
para a realizagao da técnica, o que resulta num limiar minimo de detecgao para
a técnica de McMaster de 100 ovos por grama de fezes (Hoffman, 1987). Em
condigbes naturais, os animais podem apresentar baixas cargas parasitarias, o
quetorna importante avaliar as solugbes aqui utilizadas em fezes contendo
menores concentragdes de ovos para comparar a performance das diferentes
solucdes nessas infecgdesde baixa intensidade.

Segundo Pereckiene et al., (2007), solugbes hipersaturadas de sal
apresentam a desvantagem de cristalizarem mais rapidamente, entretanto,
durante a realizagdo das contagens em nosso laboratério, ndo foi observada a
cristalizagdo das solug¢des salinas durante as contagens.

O método de diagndstico ideal em helmintologia deve combinar a
facilidade de uso, acessibilidade, e boa sensibilidade, especialmente na
quantificacdo dos ovos (Barda et al., 2014). Portanto, considerando-se a
praticidade e acessibilidade da técnica de McMaster e de acordo com os
resultados aqui obtidos, seriam indicadas para o diagnostico da infecgéo por

Ascaris em suinos, a utilizagdo das solugdes de cloreto e nitrato de sodio.
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RESUMO

Clamiddsporos séo estruturas de resisténcia responsaveis pela sobrevivéncia
de fungosnematdéfagos no ambiente. Tais fungos atuam no controle bioldgico
de nematdides do trato gastrointestinal dos animais. Contudo, existem poucos
trabalhos sobre a utilizacdo de clamiddsporos para destruigdo de ovos de
helmintos. Diante disso,oobjetivo do trabalho foi utilizar clamidésporos do fungo
Pochonia chlamydosporia (isolados VC1 e VC4) na destruicdo de ovos de
Ascaris suum, num ensaio in vitro, realizado no intervalo de 21 dias. Em cada
placa de Petri com agar-agua 2% foram vertidos 1.000 ovos de A. suum em
1.000, 10.000 ou 100.000 clamidésporos de cada isolado do fungo (grupos
tratados). Foram realizadas as contagens para verificar a atividade ovicida,
classificada em quatro niveis de efeito: sem efeito, tipo 1 (efeito fisiolégico e
bioquimico sem prejuizo morfolégico a casa, onde sao visualizadas as hifas
aderidas a mesma), tipo 2 (efeito litico com alteragdo morfolégica da casca e
embrido do ovo, sem penetracdo das hifas através da mesma) e tipo 3 (efeito
litico com alteracdo morfolégica da casca e do embrido, com penetragcdo de
hifas e colonizagao interna do ovo). Houve diferencga significativa (p<0,05) nos
efeitos sobre os ovos,quando comparados o numero deovos dos grupos
tratados com os ovos do grupo controle. O efeito tipo 3 caracterizado pela
destruicao total dos ovos, ndo foi observado por nenhum dos isolados
avaliados. Estes apresentaram maior efeito, ou seja, efeito tipo 2, na
concentragéo de 1.000 clamiddsporos por placa, apresentando 20% (VC4) e
7,33% (VC1) de ovos danificados. Concentragcbes maiores de clamidosporos
por placa apresentaram menor efeito sobre os ovos, sugerindo que ocorra uma
reducdo da atividade predatdéria do agente devido ao excesso de indculo.
Dessa forma para que clamidésporos de diferentes isolados do fungo P.
chlamydosporia sejam efetivos contra ovos de Ascaris suum, estudos devem

ser realizados para determinar a concentracao ideal a ser utilizada.

Palavras-chave:fungos nematofagos, ovicida, Ascaris suum, clamidosporos.
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ABSTRACT

Chlamydospores are resistance structures responsible for the survival of
nematophagous fungi in the environment. This fungus act in the biological
control of nematodes of the gastrointestinal tract of animals. However, there are
few studies on the use of chlamydospores for destruction of helminth eggs in
vitro. Thus, the aim of this work was to use chlamydospores of the fungus
Pochonia chlamydosporia (isolates VC1 and VC4) in the destruction of Ascaris
suum eggs, an in vitro assay, performed during 21 days. In each Petri dish with
2% water-agar were poured 1000 A. suum eggs in 1000, 10.000 or 100.000
chlamydospores of each fungal isolate (treated groups). Counts were performed
to verify the ovicidal activity classified in four effect levels: none, type 1
(physiological and biochemical effect, without morphologicalinjury to shell,
where displaying hyphae adhered to same), type 2 (effect lithic, with
morphological alterationin the shell and egg embryo without hyphae penetration
through the same) and type 3 (lithic effect with morphologicalalteration in the
shell and embryo, hyphae penetration and internal egg colonization).The results
showed a significant difference (p <0.05) in the effects on the eggs when eggs
treated groups were compared with the eggs of the control group. The effect
type 3 characterized by the complete destruction of the eggs, was not observed
by any of the isolates. The greater effect on the eggs, or type 2 effect, was at a
concentration of 1.000 chlamydospores per plate, with 20.0% (VC4) and 7.33%
(VC1) of damaged eggs. Concentrations of chlamydospores per plate had little
effect on the eggs, suggesting the occurrence of a reduction agent predation
due to excess inoculum. Thus for chlamydospores of different isolates of the
fungus P. chlamydosporia are effective against Ascaris suum, studies should be

conducted to determine the optimal concentration to be used.

Keywords: nematophagous fungi, ovicidal, Ascaris suum, chlamydospores.
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1. INTRODUGAO

Ascaris suum é um parasito que acomete suinos em todo o mundo,
ocorrendo especialmente em sistemas de criagdo organico e extensivo
(Roepstorff et al., 2011). A infecgdo provoca prejuizos diretos a producao,
como diminuicdo no ganho de peso e eficiéncia na conversao alimentar, e
indiretos relacionados a depreciagdo da carcaga e condenagdo de Orgaos,
durante o processo de abate e inspegédo dos animais (Thamsborg et al., 2013).

Este parasitopossui o ciclo de vida direto e os suinos se infectam via
fecal-oral. Os vermes adultos vivem no lumen do intestino delgado, onde as
fémeas produzem ovos que séo eliminados junto as fezes. No ambiente, em
condi¢cbes adequadas de temperatura e umidade, os ovos se desenvolvem até
o terceiro estagio larval (L3) e apds ingestao, os mesmos eclodem no intestino
delgado dos animais, liberando a larva L3, que migra para o figado, causando
lesbes comumente conhecidas como manchas brancas, manchas de leite ou
milk spots. Em seguida, a L3z migra para os pulmdes, atingindo o trato
respiratorio, chegando a faringe onde € entdo deglutida. Novamente no
intestino delgado, essa larva muda a L4 (17-19 mm), Ls (22-36 mm), tornando-
se adultos por volta do 42° dia pds-infecgao. Dessa maneira, o periodo pré-
patente decorrente desde a ingestdo dos ovos infectivos pelos suinos, até a
producdo de ovos pelas fémeas, sdo de 6 a 8 semanas (Dias et al., 2011,
Nejsum et al., 2009; Roepstorff et al., 1997).

Apesar da ocorréncia do A. suum estar relacionada com as praticas de
manejo adotadas dentro do rebanho e também com a localizagdo geografica,
raramente um rebanho conseguira ser livre da infeccédo (Peng et al., 2012;
Nganga et al., 2008). Dessa forma, estudos epidemiolégicos permitem
compreender 0 mecanismo de transmiss&o do parasita e auxiliar no controle do
mesmo (Peng et al., 2012).

Até o momento, estratégias de controle do parasito, dentro da produgao
de suinos, tém sido baseadas unicamente na utilizagao rotineira de drogas anti-

helminticas (Dias et al., 2011). Contudo, a persisténcia destes helmintos nos
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rebanhos pode ser atribuida a contaminagdo e a resisténcia dos ovos no
ambiente (Roepstorff et al., 2011). Diante disso, existe a necessidade de serem
implantados, juntamente com o controle quimico, programas estratégicos
alternativos e sustentaveis, visando assegurar a saude dos organismos vivos e
do ambiente (Roepstorff et al., 2011; Mota et al., 2003; Graminha et al., 2001).

Trabalhos realizados em laboratério e a campo vém demonstrando a
habilidade de alguns fungos nematéfagos em controlar parasitos que
acometem suinos. Entre eles destaca-se, o fungo Pochonia clamydosporia,
classificado como um fungo parasita, capaz de colonizar e destruir ovos de
helmintos, por meio de hifas apresérias indiferenciadas, que penetram a parede
desses ovos (Nordbring-Hertz et al., 2006). Estudos utilizando os isolados VC1
e VC4 de P. chlamydosporia demonstraram que os mesmos foram eficazes
contra ovos de A. suum, por causarem a destruicdo de 56.67% e 55.33% dos
ovos, respectivamente, apdés 21 dias de incubagao, (Ferreira et al., 2011).
Araujo et al. (2008) avaliou os efeitos de tais isolados e relatou a atividade
ovicida sobre ovos de A. suum, com porcentagem de destruicdo de 13.0% e
17.3%, 13.9% e 17.7% e 19.0% e 20.0%, de VC1 e VC4, apés 7, 14 e 21 dias
de interacdo, respectivamente. Também Braga et al. (2007) demonstrou a
eficacia desses isolados, porém contra ovos da espécie Ascaris lumbricoides,
espécie similar ao A. suum e que acomete o homem.

Em outro trabalho, também realizado por Ferreira et al. (2011), 0 mesmo
fungo foi oferecido a suinos via oral e, mesmo apds passagem pelo trato
gastrointestinal desses animais, germinaram em amostras fecais e foram
capazes de destruir ovos do parasita, apos 30 dias de interac&o. Diante disso,
a utilizagao de clamiddsporos para o controle biolégico de nematdides passa a
ser consideradauma alternativa promissora, pois como tais estruturassao
responsaveis pela sobrevivéncia do fungo no ambiente, as mesmas podem
aumentar a viabilidade destes nos testes de passagem pelo trato
gastrointestinal dos animais (Blaszkowska et al., 2014; Dias et al., 2012).

Existem até o momento, poucos trabalhos sobre a utilizacdo de
clamidosporos para a destruicdo de ovos de helmintos (Braga et al., 2011).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade ovicida in vitro de
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diferentes concentracdes de clamiddsporos e de diferentes isolados fungicos

de P. chlamydosporia sobre ovos de A. suum.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de ovos de Ascaris suum

Ovos de A. suum foram recuperados a partir da dessecacao de fémeas
nematoides adultas obtidas do intestino delgado de suinos que tiveram morte
por causas naturais. Os ovos foram morfologicamente analisados quantos a
sua integridade, sobre microscopio 6ptico (objetiva de 10x), de acordo com
Urquhart et al. (1998), lavados dez vezes com agua destilada e centrifugados a
1.183,3425 g por 5 minutos em cada lavada. O sobrenadante foi descartado ao
final de cada ciclo de centrifugacdo. Os ovos foram entdo incubados a 25°C por
21 dias em solugdo contendo formalina 0,05%, sulfato de estreptomicina

0,005% e cloranfenicol 0,01%, conforme descrito por Araujo et al. (1995).

2.2. Producgao e contagem dos clamidésporos

A produgcdo da massa de clamidésporos de P. chlamydosporia foi
realizada em graos de arroz, em frascos erlenmeyer. Em cada frasco foram
depositados 300 g de graos de arroz branco e 40 mL de agua destilada
autoclavados por 30 minutos a 121°C. Dentro de uma capela vertical de fluxo
laminar, seis discos médios de aproximadamente 5 mm didmetro, contendo
micélio do fungo, foram removidos do agar-agua 2% e transferidos para os
frascos contendo o arroz, a temperatura ambiente. Os mesmos foram selados
para evitar a contaminacdo, e colocados em Incubadora Refrigerada com
Agitagcdo (TECNAL TE-421) a 25°C, no escuro e sob agitagdo de 25 rpm
durante 21 dias. Em intervalos de cinco dias até o fim do periodo de incubacéo,
os blocos dos graos colonizados dentro de frascos foram desfeitos de forma
asséptica, para garantir o crescimento fungico uniforme. Apds esse periodo o
substrato foi homogeneizado e 6 amostras de 1g foram removidas de cada
frascos. Cada amostra foi colocada em um erlenmeyer contendo 10 mL de
agua destilada autoclavada e polissorbato 80 (Tween® 80) a 0,2% (v/v) e foram

agitadas durante 2 minutos em um agitador magnético para maximizar a
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separagao dos clamidosporos. Em seguida, a suspensao fungica foi filtrada
através de gaze (4 malhas) de forma a reduzir os fragmentos, e coletou-se
20mL em copo Griffin. Logo apés, o numero de clamidésporos por mililitro de
suspensao foi estimado em aliquotas de 10 uL colocados na camara de

Neubauer de acordo com Alfenas e Mafia (2007).

2.3. Ensaio experimental

O experimento foi constituido por seis tratamentos e um grupo controle.
Para isso 1.000 ovos de A. suum foram inoculados em placas de Petri com 9
cm de didmetro, contendo meio agar-agua 2% (2% AA) com diferentes
concentracbes de clamiddsporos (1.000, 10.000 e 100.000) de cada isolado
fungico (VC1 ou VC4). O grupo controle foi constituido de placas contendo
apenas 1000 ovos de A. suum. Para cada tratamento foram realizadas 6
repeticbes. No final do periodo experimental (21dias), 100 ovos foram
removidos de cada placa (grupos tratados e controle) e examinadas para
verificacdo da atividade ovicida, modificado de Lysek et al.(1982): a) auséncia
de efeito; b) efeito tipo 1: sem efeito litico e morfoldégico que levam danos a
casca de ovo, com hifas aderindo a parede; c) efeito tipo 2: efeito com
alteracado morfolégica do embrido e da casca, porém sem a penetragao de hifas
através da casca de ovo; d)efeito tipo 3: efeito litico com alteracdo morfolégica
do embrido e da casca do ovo e com penetracdo de hifas e colonizagao
interna. Os ovos foram coletados de cada placa contendo os isolados e de
placas do grupo controle e colocados em laminas de vidro, com uma gota do
corante Azul de Aman 1%, para avaliagcdo sob uma lente de 40x, conforme

descrito por Araujo et al. (1995).

2.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis e como post-hoc o método de Student-Newman-Keuls. Todos os
testes foram realizados no programa Sigma Plot, versdo 11.0, considerando o

nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os clamidosporos de P. chlamydosporia foram eficazes em atuar contra
ovos de A. suum, pois houve diferenga significativa (p<0,05), entre os ovos
pertencentes ao grupo tratado quando comparado aos do grupo controle.

Contudo, o efeito tipo 3 caracterizado pela destruicdo total dos ovos, nao
foi observado por nenhum dos isolados avaliados.Oefeito tipo 2 foi o maior
efeito encontrado sobre os ovos, na concentragao de 1.000 clamidésporos por
placa, apresentando 20,0% (VC4) e 7,33% (VC1) de ovos danificados. Para a
concentragdo de 10.000 clamiddsporos, a porcentagem, para o mesmo efeito,
foi de 3,66% (VC4) e 0,5% (VC1) e para 100.000 clamidésporos de 0,0% (VC4)
e 1,66% (VC1). Dessa forma, os melhores resultados sobre os ovos foram,
VC4 100.000, VC1 100.000, VC1 10.000, VC4 10.000, VC1 1.000, VC4 1.000,

em ordem crescente (Figura 1).
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Figura 1:Efeito ovicida causado por diferentes concentragées de clamiddsporos (1.000, 10.000
e 100.000) de P. chlamydosporia (isolados VC1 e VC4) em ensaio in vitro, apos 21 dias de

interacdo com ovos deAscaris suum.SE: sem efeito; T1: tipo 1; T2: tipo 2: T3: tipo 3.

No presente trabalho, menores concentragbes de clamiddsporos
demonstraram maior eficiéncia de efeito sobre os ovos. Além disso, o isolado
VC4 mostrou ser melhor do que VC1, na concentragdo de 1.000
clamidosporos.

Diferentemente do resultado aqui encontrado, trabalho realizado por
Braga et al. (2011), demonstraram que aumento nas concentragbes de
clamidésporos provocou um aumento na eficiéncia de destruicdo dos ovos in
vitro de Taenia taeniaeformis e que os mesmos foram mais eficientemente
destruidos na concentragdo de 20.000 clamidésporos. Araujo et al. (2013)
também demonstrou um aumento na destruicdo de ovos de Toxocara canis
quando em contato com altas concentracdes de clamiddsporos.

Segundo Araujo et al. (2009) e Braga et al. (2010), o efeito direto do
parasitismo do fungo sobre o desenvolvimento do embrido é através da agao
de enzimas sobre a casca do ovo, aumentando sua permeabilidade e
facilitando a passagem de toxinas. Os fungos possuem exigéncias especificas
para a producdo maxima de suas enzimas e portanto, condigdes distintas de
cultivo podem levar a resultados diferentes sobre os ovos (Araujo et al., 2013;
Esteves et al.,, 2009). Assim, uma possivel justificativa para explicar tais
diferencas entre estudos é o tipo de meio utilizado para cultivo do fungo e
producao dos clamidésporos (Giaretta et al.,, 2011). Além disso, também a
contaminagdo durante o processo de producdo de clamidosporos pode
interferir nos resultados (Araujo et al., 2004).

Trabalho realizado por Monteiro et al., (2013), avaliando o efeito de
clamidésporos produzidos por Duddingtonia flagrans para o controle de
Meloidogyne javani demonstrou que, a partir da dose em que houve maior
reducdo, o aumento da concentragao de clamiddésporos diminuiu a efetividade.
Ou seja, segundo os autores, houve reducéo da atividade predatéria do agente
em decorréncia do excesso de inéculo. McKee & Robinson (1988) explicam

que culturas e suspensodes densas produzem metabdlitos volateis que inibem o
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processo de germinagdo do fungo. Conforme relatado por Robinson et al.
(1989), esse processo é denominado autoinibigao.

Portanto, para que isolados de P. chlamydosporia possam ser utilizados
como controladores biologicos de ovos de A. suum,é necessaria a avaliagao da
acao dos clamidésporos em diferentes concentragdes e em diferentes tempos
de exposicdo. Além disso, estudos de microscopia eletrbnica poderao
auxiliarno entendimento sobre o processo de germinagcdo e agao dos

clamidosporos sobre a casaca dos ovos.
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CONCLUSOES GERAIS

Ascaris suum representa um desafio atual dentro da producgao intensiva
de suino. Isso se deve a falta de um programa estratégico para o seu controle,
uma vez que o mesmo é feito unica e rotineiramente com a utilizagdo de
drogas anti-parasitarias.

Além disso, & crescente a necessidade de maiores estudos envolvendo a
utilizacao de formas alternativas de controle, como a utilizagdo de plantas com
compostos bioativos para a reducdo da carga parasitaria no animal e a
utilizagao de fungos nematéfagos para o controle no ambiente.

Contudo, tais estratégias devem ainda ser associadas ao controle
quimico, objetivando a diminuigdoda quantidade de drogas utilizadas para um
limiar aceitavel, ajudando assim a combater parasitos resistentes, reduzindo
custos e bem como problemas relacionados a toxicidade dessas drogas para o
animal e o homem.

E por ultimo, para que um programa de controle seja realizado com
sucesso, técnicas de diagndsticos utilizadas na rotina precisam ser revistas e
padronizadas, pois a sensibilidade dessas técnicas varia de acordo com o
parasita a ser pesquisado. Assim, evitam-se erros de técnicas como resultados
falsos negativos, que prejudicam na escolha das medidas a serem tomadas

dentro de um programa de controle.
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ANEXO |

UNIAO DE ENSINO SUPERIOR DE VICOSA
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM USO DE ANIMAIS - FACISA

Vigosa, 31/10/2014

Informo que o Projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo Histoldgica,
Morfometrica Bioquimica e Hematoldgica de Camundongos BALB/C Tratados
com Extrato Aquoso de Piptadenia gonoacantha”, sob responsabilidade da
professora Mariana Costa Fausto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com uso de animais da Faculdade de Ciéncias Biolégicas e da Saude
(CIAEP/CONCEA N° 01.0322.2014).

Por ter se adequado as resolugcées e diretrizes Regulamentares do
CEPEUA/FACISA, este foi aceito, sendo liberado para execugao, sob numero
de protocolo 106/2014 —I.

Por ser verdade assino a presente:

Vice Coordenador do CEPEUA/FACISA
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