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ABSTRACT.- Ribeiro A.R.C., Andrade ED., Medeiros M.C., Camboim A.S., Pereira Jr EA,,
Athayde A.C.R,, Rodrigues 0.G. & Silva W.W. 2014. [Study of the anthelminthic activity
of the ethanol extract of Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) on Hae-
monchus contortus in sheep of the Paraiba semiarid, Brazil.] Estudo da atividade anti-
-helmintica do extrato etanoélico de Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) sob
Haemonchus contortus em ovinos no semiarido paraibano. Pesquisa Veterindria Brasileira
34(11):1051-1055. Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de
Campina Grande, Rodovia Patos-Teixeira, Km Zero, Jatoba, Patos PB 58700-970, Brazil.
E-mail: a.raquel.ribeiro@hotmail.com

This study aimed to evaluate the anthelmintic effect of Jatropha mollissima through in
vitro and in vivo experiments. Initially we investigated the concentration of extract with
bioactive effect, through the toxicity evolution test of the ethanol extract of J. mollissima on
the microcrustacean Artemia salina, obtaining CL50 concentration of 660.80pug/ml, whi-
ch was tested in fecal cultures containing infective larvae of Haemonchus contortus and
in animals for the verification of OPG reduction. For in vivo test, the extract was dissolved
in water to obtain concentrations of 660.80ug/ml and 1321.6pg/ml. Feces were collected
weekly and blood was collected every fifteen days. As a result of in vitro test, the ethanol
extract of the stem of J. mollissima proved toxic on A. salina, with CL50 less than 1000ug/
ml and inhibited the eggs hatching and the development of larvae of H. contortus, presen-
ting an efficiency of 70.77%. In vivo test revealed that the extract is also effective in sheep,
with a significant reduction in the count of OPG after 28 days of experiment, 47 and 44%
of reduction in the groups treated with the extract, 7.5% in the untreated group of animals
and 40.6% with ivermectin. Even parasitized, the animals remained clinically healthy and
without anemia. The ethanol extract of the stem of Jatropha mollissima may represent an
alternative to the control of sheep worms, because it slows the parasitic resistance.

INDEX TERMS: Medicinal plants, Jatropha mollissima, Euphorbiaceae, Haemonchus contor-
tus, sheep, secondary metabolites, gastrointestinal nematodes.

RESUMO.- Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar
o efeito anti-helmintico de jJatropha mollissima por meio
de experimentos in vitro e in vivo. Inicialmente foi inves-
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tigada a concentracgdo de extrato com efeito bioativo, pelo
teste de evolucdo da toxicidade do extrato etandlico de J.
mollissima sobre o microcrustaceo Artemia salina, obten-
do uma CL50 de 660,80pg/ml, que foi testada em copro-
culturas contendo larvas infectantes de Haemonchus con-
tortus e em animais para a verificacdo da reducao do OPG.
Para o teste in vivo o extrato foi dissolvido em agua para
se obter as concentra¢des 660,80pg/ml e 1321,6pug/ml,
foram coletadas fezes semanalmente e sangue quinzenal-
mente. Como resultados dos testes in vitro, o extrato eta-
nélico do caule de Jatropha mollissima mostrou-se téxico
sobre A. salina, com CL50 abaixo de 1000 pg/ml e inibiu a
eclosdo de ovos e o desenvolvimento de larvas de H. con-
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tortus, apresentando uma eficiéncia de 70,77%. O teste in
vivo revelou que o extrato é também eficaz em ovinos, com
reducdo significativa na contagem de OPG apo6s 28 dias de
experimento, 47 e 44% de reducdo nos grupos tratados
com o extrato, 7,5% no grupo de animais ndo tratados e
40,6% com a ivermectina. Mesmo parasitados, os animais
permaneceram clinicamente saudaveis e sem anemia. O
extrato etanoélico do caule de Jatropha mollissima pode re-
presentar uma alternativa ao controle da verminose ovi-
na, pois retarda a resisténcia parasitaria.

TERMOS DE INDEXAGAO: Plantas medicinais, Jatropha mollissi-
ma, Euphorbiaceae, Haemonchus contortus, ovinos, metabolitos
secundarios, nematddeos gastrintestinais.

INTRODUCAO

A criacdo de pequenos ruminantes constitui importante
fonte de renda para a regido nordeste (Nascimento et al.
2013). No entanto, problemas nutricionais, de manejo e
sanitarios limitam a produgdo, gerando perdas econdomi-
cas e diminuicdo da rentabilidade dos rebanhos (Lima et
al. 2010).

A maior parcela de prejuizos para o setor produtivo
deve-se as helmintoses gastrintestinais (Vieira et al. 2014).
Em ovinos, o parasita mais frequente € Haemonchus contor-
tus, causando perda de peso, anemia e até mesmo a morte
de animais mais susceptiveis (Fortes et al. 2013). O con-
trole geralmente é feito empregando-se anti-helminticos
sintéticos, os quais administrados de maneira inadequada
podem selecionar linhagens de parasitas resistentes (San-
tos et al. 2012), além poluir o meio ambiente e aumentar
significativamente os custos de producao (Kunsa & Abebe
2009).

Diante os aspectos negativos causados por moléculas
de acdo anti-helmintica, estudos estdo sendo desenvol-
vidos como alternativa de controle parasitario (Oliveira
et al. 2011), nesta direcdo pesquisas em etnoveterina-
ria tem mostrado o uso de inumeras plantas medicinais
na prevencdo e controle de doencgas dos animais e com
comprovada atividade anti-helmintica (Barrabi-Puerta &
Arece-Garcia 2013). Outro aspecto importante no uso de
plantas é que além de possuirem compostos bioativos com
propriedades medicinais, apresentam baixo custo (Sousa
etal. 2013).

Plantas tidas como medicinais tem sido investigadas
quanto as suas propriedades (Hassum et al. 2013), dentre
elas a espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill,, popular-
mente conhecida como Pinhao-bravo, pertence a familia
Euphorbiaceae e é endémica da Caatinga (Queiroz et al.
2013), diversos trabalhos tem demonstrado que esta espé-
cie apresenta efeito antibacteriano (Rocha & Dantas 2009),
hipotensor e estimulante dos musculos lisos do intestino
e do utero (Leal & Agra 2005) e antioxidante (Melo et al.
2010).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o
efeito anti-helmintico de Jatropha mollissima através de ex-
perimento in vitro e in vivo sobre o nematédeo Haemonchus
contortus e seu efeito sobre o hematdcrito de ovinos expe-
rimentalmente infectados em regido de caatinga.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material botanico

Os procedimentos de coleta e herboriza¢do do material vege-
tal foram realizados baseando-se nas metodologias de Cartaxo et
al. (2010). A planta foi coletada na microrregido dos Inhamuns
(Taua-Ceard), (040°18°05,4” W; 06°01°03,6” S), identificada e
depositada no Herbario Carirense Dardano de Andrade-Lima da
Universidade Regional do Cariri-URCA, com exsicata n26675.

Obtencao do extrato organico

Para confec¢do do extrato etandlico, utilizou-se o caule de J.
mollissima, sendo empregada a metodologia descrita por Matos
(2000). Utilizou-se etanol 96% como solvente organico e apds
96h de extracdo a frio, foram realizadas filtragdes simples e os
extratos mantidos a temperatura ambiente (30+2°C) para evapo-
racdo total do solvente e obtencdo do extrato liquido, em seguida
procedeu-se a concentragdo do extrato em evaporador rotativo a
temperatura de 45°C.

Experimento in vitro

Toxicidade do extrato botanico de Jatropha mollissima so-
bre Artemia salina. Para analise da evolugdo da toxicidade do ex-
trato do caule daJ. mollissima, foi utilizada a metodologia descrita
por Araujo et al. (2010). O extrato bruto foi diluido em solugio
de dimetil sulféxido (DMSO) a 1%, nas concentragdes 100, 500
e 1000pg/mL. Utilizaram-se trés grupos controle: GC1 (Grupo
Controle 1: DMSO a 1%); GC2 (Grupo Controle 2: Soluc¢do salina
isotonica); GC3 (Grupo controle 3: NaClO a 1%).

Os valores obtidos com a média do niimero de nauplios mortos
foram submetidos a andlise estatistica, em que a concentracio letal
foi estimada em 50% (CL50) das larvas pelo método de Analise de
Probit, de acordo com o teste de Spearman-Karber com intervalos
de confianca de 95%, usando o software TRIMMED (versdo 1,5).

Acdo bioldgica do extrato etandlico de Jatropha mollissi-
ma sobre ovos e larvas de Haemonchus contortus. Para testar a
acdo ovicida e larvivida in vivo, foram realizadas coproculturas uti-
lizando a metodologia adaptada de Robert O’Sullivan (1950). Foi
adicionado 2,5ml de extrato etandlico de J. mollissima na concen-
tracdo de 660,80 pg/ml a culturas fecais mono especificas de Hae-
monchus contortus, contendo aproximadamente 6.500 ovos. Como
grupo controle (GC), substituiu-se o extrato por agua destilada; to-
dos os tratamentos foram realizados em triplicatas. Apos sete dias,
em temperatura ambiente, procedeu-se a recuperagdo e contagem
das larvas de terceiro estagio (L3) em microscépio 6ptico.

Para avaliagdo da eficiéncia do extrato sobre ovos e larvas nos
diversos tratamentos, foi utilizada a férmula adaptada descrita
por Camurg¢a-Vasconcelos et al. (2007):

ET: L3 inicial - L3 do grupo tratado
L3 inicial

Onde:

L3 inicial corresponde a estimativa do niimero de larvas em
cada coprocultura

L3 do grupo tratado corresponde a quantidade de larvas recu-
peradas apds 8 dias de incubagdo com os diferentes tratamentos.

Experimento in vivo

Local da pesquisa. O experimento foi conduzido no Nucleo
de Pesquisa para o Tropico Semiarido - NUPEARIDO, do Centro de
Saude e Tecnologia Rural da UFCG - Patos, localizado no semiarido
paraibano, com clima predominante seco e temperatura média anu-
al de 30,6°C (28,7°C e maxima de 32,5°C). Os ensaios laboratoriais
foram realizados no Laboratério Multiusuario de Pesquisas Am-
bientais (LAMPA), Universidade Federal de Campina Grande, PB.
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Periodo de adaptacio. Trinta dias antes do inicio do experi-
mento, os animais foram estabulados em baias individuais, com
piso ripado suspenso, dgua e alimento ad libitum, vermifugados com
ivermectina 1% injetavel e closantel 10% via oral até a negativagdo
do OPG. Foram administradas, em trés dias consecutivos, por via
oral, trés mil larvas infectantes de Haemonchus contortus. Vinte um
dias ap6s a administracdo da tltima dosagem de larvas infectantes,
foram realizadas contagens de ovos e os animais com OPG acima de
1000 foram selecionados para o experimento.

Delineamento experimental. Foram utilizados 20 ovinos
sem padrdo de raga definido (SPRD), com idade média de 12 me-
ses, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos e cinco repeti-
¢oes por tratamento (Quadro 1).

Analise parasitolégica. Amostras de fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 e encami-
nhadas ao LAMPA, para serem processadas no setor do Labora-
tério de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos (LDPAD),
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro de
Satde e Tecnologia Rural (CSTR), para contagem de ovos (Ueno &
Gongalves 1998) e coprocultura (Roberts & O’Sulivan 1950).

Hematocrito. Amostras de sangue foram coletadas direta-
mente da veia jugular de cada animal, nos dias 0, 14 e 28 do pe-
riodo experimental e acondicionadas em tubos estéreis a vacuo
contendo EDTA (etilenodiamino-tetracético-di-sddico) como an-
ticoagulante. Ap6s coletadas, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterina-
rio da Universidade Federal de Campina Grande, para verificacdo
do Hematdcrito (Ht) (Jain 1993).

Analise estatistica. Os valores de OPG foram analisados apos
a transformacao logaritmica em log (x + 1) e submetidos a analise
de variancia (ANOVA) de uma via e teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade. As analises foram realizadas utilizando o software BIOES-
TAT 5.0 (Ayres et al. 2007). Para determinacgdo da eficiéncia do ex-
trato etanolico da J. mollissima, foi utilizado o teste de redugdo de
ovos por grama de fezes (RCOF), descrita por Coles et al. (1992):

RCOF = [1-(OPGi/OPGf)] x 100
Onde:
OPGf = média do niumero de ovos por grama de fezes no final
do tratamento;
OPGi = média do niimero de ovos por grama de fezes no inicio
do tratamento.

As andlises hematoldgicas foram avaliadas por ANOVA segui-
do do teste Tukey. Os resultados foram processados no programa
estatistico SAS (versdo 9.1) e o nivel de significancia foi 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento in vitro

O teste de toxicidade revelou que o extrato de Jatropha
mollissima é téxico mesmo em baixas concentragdes, apre-
sentando CL50 igual a 660,80ug/ml (Quadro 2), resultado
que comprova a agao bioativa desse extrato, de acordo com
a classificacdo descrita por Mayer (1982), que considera
toxicos extratos que apresentam CL50 inferior a 1000pug/
ml. Rajeh etal. (2012) verificaram o efeito téxico do extrato
do caule de Euphorbia hirta, também do género Euphorbia-
ceae, nas concentracdes de 0,07-100mg/ml, obtendo como
resultado, a CL50 1,589mg/ml. Quando comparados com
resultados obtidos no presente trabalho, verifica-se a J.
mollissima foi mais eficiente, provavelmente porque os va-
lores dos principios bioativos sdo maiores.

A concentragao letal para 50% (CL50) é um parametro
utilizado em testes para a detecgdo de substancias bioati-
vas e os resultados de seu estudo relacionam-se a efeito
anti-helmintico (Amarante et al. 2011). Dessa forma, no
presente estudo utilizou como parametro inicial a CL50
dos nauplios de Artemia salina, e somente ap6s os resulta-
dos investigou-se a sua acdo bioldgica sobre o nematodeo
Haemonchus contortus de ovinos.

Na andlise das culturas fecais, observa-se que nas co-
proculturas em que foi adicionado o extrato etanoélico de
J. mollissima, houve reducio estatisticamente significativa
(p>0,05) na eclodibilidade, quando comparada com a co-
procultura do grupo controle (Quadro 3). Quanto a recu-
peracdo das larvas de terceiro estdgio, as coproculturas
que receberam o extrato tiveram uma eficiéncia de 70,77%
(1900) e no grupo controle a eficiéncia foi de apenas 10,4%
(5.824), sugerindo que o caule do pinhao-bravo pode ter
efeito anti-helmintico em animais.

Quadro 1. Delineamento do experimento in vivo com ovinos SRD
submetidos a tratamentos com Jatropha mollissima no semiarido

paraibano
Grupo Animais Tratamento Concentragdo Dosagem Aplicacao
Via Dia
G1 5 Ivermectina 1% 1ml/Kg/PV Parenteral Zero
G2 5 Agua 0 10 ml Oral 0,7,14,21e28
G3 5 Extrato 660,80 pg/ml 10 ml Oral 0,7,14,21e28
G4 5 Extrato  1321,6 pg/ml 10 ml Oral 0,7,14,21e28

Quadro 2. Resultados do teste de toxicidade para o extrato
do caule de Jatropha mollissima sobre Artemia salina

1y

Quadro 3. Eficiéncia do extrato etanélico do caule de Jatropha
mollissima sobre Haemonchus contortus de ovinos

Concentragao Ntmero de Obitos CL50 Intervalo de
do Extrato (ug/mL) de A. salina Confianga
GTECJM GC1 GC2 GC3
100 0 1 3 19 66080 59857-729,51
500 2 4 3 19
1000 30 7 3 19

GTECJM = Grupo Tratado com Extrato do Caule de Jatropha mollissima;
GC1 = Grupo Controle 1: DMSO a 1%; GC2 = Solugédo salina isotonica;
GC3 = Grupo controle 3: NaClO a 1%; CL50 = Concentracdo letal para
50% dos nauplios de Artemia salina.

Tratamento Concentracdo Médiade Eclodibilidade Eficiéncia
(ng/ml) L3 (%) (%)

Extrato 660,80 1900+430 29,23 70,77

Controle Agua destilada 5824+410 89,6 10,4

Monteiro et al. (2011), obtiveram resultados semelhan-
tes, ao testar o efeito in vitro do extrato etanodlico de Jatro-
pha curcas, e observaram reducido de 99,8% na eclodibili-
dade com o extrato na concentragdo 50mg/mL, enquanto
no presente estudo foi de 89,6% a uma concentragdo infe-
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Quadro 4. Média aritmética re-transformada [(log (x+1)], desvio padrio e
percentual de reducdo do OPG de ovinos artificialmente infectados com
Haemonchus contortus, submetidos a diversos tratamentos com extrato

etanolico de Jatropha mollissima

Tratamentos OPG Diazero OPGDia07 OPGDial4 OPGDia21 OPGDia28 RCOF (%)
G1 1500°+320  1433*+350 1180*+420 1280*+250 890" +410 40,61
G2 1460* +250 1550°+300 1900a+300 1620°+300 1350%+200 7,52
G3 14007 +300 920" +240 860" +200 640°+360  740°+300 47,11
G4 1600°+280 1200°+300 1160°+300 1080b+260 900°+200 43,71

Valores seguidos por letras diferentes em linhas diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste
Tukey para amostras independentes, valores seguidos de numero diferentes nas colunas dife-
rem estatisticamente (p>0,05). G1 = Controle positivo, Ivermectina 1%; G2 = Controle negativo,
agua; G3 = Pinhdo 660,80pg/ml; G4 = Pinhao 1321,6pg/ml.

rior (660,80pg/ml). O maior percentual observado no tra-
balho citado, pode ter ocorrido devido ao fato de ter sido
utilizada uma maior concentracdo do extrato ou ainda de-
vido a variacdo na intensidade de metabdlitos secundarios
presentes naquela planta (Sabandar et al. 2013).

Eficacia do experimento in vivo

Na avaliagdo do efeito do extrato etanoélico de Jatropha
mollissima sobre os percentuais de reducdo da carga parasita-
ria in vivo, observou-se reducdo de 47,1 e 43,7% na contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) dos grupos tratados com o
extrato nas concentragdes 660,80pg/ml e 1321,6pug/ml, res-
pectivamente, enquanto no controle com ivermectina 1%, a
reducdo foi de 40,6% (Quadro 4). O grupo de animais trata-
dos com a concentragdo de 660,80ug/ml apresentou redu-
¢do da carga parasitaria dos animais (OPG) desde a primeira
semana de tratamento, no entanto, ao final do experimento,
o percentual de redu¢do(RCOF) das duas concentragdes de
extrato utilizadas (660,80pug/ml e 1321,6pg/ml) foram esta-
tisticamente iguais e superiores ao controle negativo (agua).

Nos grupos dos animais tratados com o extrato e iver-
mectina (Quadro 1), observou-se que os valores de OPG
decresceram significativamente (p>0,05) ao longo do ex-
perimento, o que nao foi observado no controle negativo.
O baixo percentual observado no grupo de animais tratos
com ivermectina pode ter ocorrido devido a resisténcia pa-
rasitaria (Almeida et al. 2010), onde o farmaco que é cons-
tantemente empregado, seleciona linhagens de helmintos
resistentes. Segundo Barrere et al. (2013), a resisténcia
representa um grande problema na criacdo de pequenos
ruminantes em todo o mundo. No Nordeste brasileiro, San-
tos et al. (2014) também observaram este fendmeno em H.
contortus. Nesse sentido, pesquisas tém buscado alternati-
vas para o controle parasitario (Ribeiro et al. 2013).

Na literatura consultada, ndo ha relatos de pesquisas se-
melhantes as do presente trabalho, com a espécie J. mollis-
sima. Porém, estudos apontam a eficacia anti-helmintica de
plantas da mesma familia. No Brasil, Carvalho et al. (2012),
constataram a eficacia in vitro de Hura crepitans na inibicao
do desenvolvimento larval de Haemonchus contortus em ovi-
nos e Lone et al. (2012), in vivo com Euphorbia helioscopia.

Quanto a avaliacdo do hematdcrito (Ht) (Quadro 5), ob-
servou-se que os valores encontrados estdo dentro dos para-
metros considerados normais para a espécie, 27-45% (Byers
& Kramer 2010), nos grupos submetidos aos tratamentos
com J. mollissima, ivermectina e controle negativo. Costa et al.
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Quadro 5. Valores percentuais médios do Hematocrito (Ht)
de ovinos artificialmente infectados com Haemonchus
contortus nos diversos tratamentos

Dia G1 G2 G3 G4

0 33,20£2,39* 34,60+1,952 35,80+2,39*  34,40+3.58*
14 34,80 £2,59° 35,40+2,30* 32,00£2,000  30,60+4.16*
28 34,20£1,922 34,20+£1,30*°  32,60+3,049* 29,80+5.26°

Valores seguidos por letras diferentes em linhas diferem estatisticamente
(p>0,05) pelo Teste de Tukey para amostras independentes. G1 = Con-
trole positivo, Ivermectina 1%; G2 = Controle negativo, dgua; G3 = Pi-
nhao 660,80 pg/ml; G4 = Pinhdo 1321,6pg/ml.

(2011), avaliando ovinos tratados com closantel e ivermecti-
na, também nio observaram variagao significativa no hema-
técrito apds a aplicagdo dos tratamentos. Kaplan (2004), afir-
ma que a infecgao por H. contortus causa anemia aos animais
devido a a¢do espoliativa do parasita adulto, ingerindo até
250 mL de sangue por dia (Urquhart, 1996). Os animais do
presente estudo, mesmo parasitados, ndo apresentaram ane-
mia, segundo Molento et al. (2004), animais com OPG acima
de 1000 ndo apresentam sinais clinicos de anemia. Isto pode
ter ocorrido provavelmente devido capacidade de recupe-
racdo do VG dos animais (Madureira et al. 2013). De acordo
com Delfino etal. (2012) no inicio do parasitismo, 6rgaos eri-
tropoiéticos como a medula éssea, dos ossos longos, sdo ati-
vados e os valores sanguineos retornam a sua normalidade.

CONCLUSOES

0 extrato etanodlico do caule de Jatropha mollissima na
concentracdo de 660ug/mL é toxico para nauplios de Ar-
temia salina.

As concentragdes 660ug/mL e 1321,6pg/ml do extrato
etanodlico do caule de J. mollissima sdo eficazes sobre o ne-
matdédeo Haemonchus contortus de ovinos.

A planta estudada demonstra ter potencial fitoterapico
para fins de controle de nematddeos gastrintestinais em
ovinos.
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