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AVALIACAO DA EFICACIA DE Luffa operculata (CABACINHA) NO CONTROLE

DE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF Luffa operculata (CABACINHA) IN

THE CONTROL OF SHEEP GASTRINTESTINAL NEMATODES

RESUMO

As helmintoses gastrintestinais causam prejuizos inestimaveis a ovinocultura, atividade de
grande importancia na geracdo de renda no Semiarido brasileiro. Métodos de controle dessas
enfermidades devem ser amplamente estimulados. Assim, objetivou-se avaliar a eficacia de
Luffa operculata (Cabacinha) sobre nematddeos gastrintestinais de ovinos no Semiarido da
Paraiba. O experimento in vitro foi conduzido com as concentragdes de 100; 50; 25; 12; 6 e
3% de extrato da Infus@o e Decocto de frutos de L. operculata, posteriormente foi realizada a
avaliacdo da motilidade larval em microscopia Optica, objetiva de 10x, as 24, 48 e 72 horas
apos o inicio do teste. Para o experimento in vivo foram utilizados dezoito animais, divididos
em trés grupos de seis animais. Os grupos decocto e infusdo receberam 1 mL de extrato/ kg de
peso Vivo; 0 grupo controle recebeu apenas agua destilada, servindo de testemunha. Durante
42 dias, semanalmente foi realizada contagem do nimero de ovos por grama de fezes (OPG),
teste de reducdo da contagem de ovos fecais (TRCOF), coproculturas e determinacdes de
volumes globulares (VG%). O experimento in vitro observou reducdo em ambas 0s extratos,
obtendo reducbes de até 90% de larvas nas placas de Petri. No experimento in vivo, ndo se
observou eficacia dos extratos na reducdo da carga parasitarias dos animais. Nas
coproculturas houve maior prevaléncia de H. contortus e os VG% apresentaram-se dentro dos
valores fisiologicos. Verificou-se que L. operculata, apesar de demostrar eficacia in vitro, ndo

demonstrou eficacia in vivo no controle de nematoides gastrintestinais de ovinos.
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PALAVRAS-CHAVE: fitoterapia, helmintoses, ovinocultura.

ABSTRACT

Gastrointestinal helminthiasis cause invaluable damage to sheep farming, an activity of great
importance in generating income in the Brazilian Semiarid region. Methods of controlling
these diseases should be widely encouraged. Thus, this study aimed to evaluate the efficacy of
Luffa operculata (Cabacinha) on sheep gastrointestinal nematodes in the Semiarid of Paraiba
State, Brazil. The in vitro experiment was used at concentrations of 100; 50; 25; 12; 6 and 3%
of Infusion and Decoction extracts, later performed the larval motility evaluation in optical
microscope, 10x objective, at 24, 48 and 72 hours after the beginning of the test. For the in
vivo experiment, eighteen animals were used, divided into three groups of six animals. Both
decoction and infusion groups received 1 mL of the extract/ kg of body weight; and the
control group received only distilled water, serving as a witness. During 42 days, weekly were
performed counting of the number of eggs per gram of feces (EPG), fecal egg count reduction
test (FECRT), coprocultures and packed cell volume determinations (PCV%). The in vitro
experiment observed a reduction in both extracts, obtaining reductions of up to 90% of larvae
in Petri dishes. The in vivo experiment, it was not observed efficacy of the extracts in
reducing sheep nematode infection. Haemonchus contortus was the most prevalent in the
coprocultures and PCV% presented within the physiological values. It was found that L.
operculata, despite showing in vitro efficacy, in the in vivo experiment proved to be
ineffective in the controlling sheep gastrointestinal nematodes.

KEY-WORDS: phytotherapy, helminths, sheep farming.
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INTRODUCAO

O rebanho de ovinos no Brasil representa cerca de 18 milhdes de animais e na regido do
Nordeste encontra-se 0 maior efetivo nacional, com 11 milhdes de animais (IBGE, 2017).
Desta forma, a ovinocultura no Nordeste possui fundamental importancia socioeconémica,
sendo destinado a sua producdo para obtengdo de carne e peles. No entanto, nesta regido
varios fatores limitam a sua producdo, como precario manejo de sanidade, reprodutivos e
qualidade das pastagens (JESUS JUNIOR et al., 2010).

Dentre dos fatores limitantes de producéo desse setor destaca-se a verminose (MINHO,
2014; VIEIRA et al., 2014). O seu impacto esta associado ao atraso do crescimento e da
mortalidade, que ocorre nos animais mais susceptiveis (VIEIRA et al., 2008). Os nematddeos
mais frequentes e encontrados em maiores quantidades na criacdo de ovinos no Semiarido
brasileiro s&o; H. contortus, T. colubriformis e Oe. columbianum (ENDO et al., 2014,
VIEIRA et al 2014). H. contortus possui elevada patogenicidade, principalmente devido o
mesmo ser hematdfago, levando a anemia severa, que se manifesta por palidez das mucosas e
edema da regido submandibular (FONSECA et al., 2013).

A resisténcia anti-helmintica, por sua vez, surgiu principalmente devido a falta de
conhecimento adequado do uso dos antiparasitarios, em que 0 uso inadequado e
frequentemente promoveu uma diminuicao da eficacia de variados grupos quimicos, surgindo
assim resisténcia anti-helmintica maltipla (MINHO & MOLENTO, 2014; SILVA et al., 2018;
VIEIRA et al., 2018).

Métodos alternativos de controle das helmintoses gastrintestinais de pequenos
ruminantes tém sido amplamente estudados, dentre eles a fitoterapia (VIEIRA, 2008;
VILELA et al., 2009). A base para a escolha de plantas medicinais para uso em animais € a

etnoveterinaria (ATHAYDE et al., 2012). Assim, no Semiarido paraibano, ha relatos de uso
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da Cabacinha (Luffa operculata), destacando seu uso no tratamento de gripe, tosse e
verminose (SILVA JUNIOR & SOUZA, 2013).

Segundo, Brock et al. (2003) em uma abordagem fitoquimica realizada com os extratos
hidroalcodlico e aquoso do fruto de L. operculata, foi demonstrada a presenca de flavonoides,
taninos hidrolisaveis, saponinas, esterdides e/ou triterpendides. As substancias como taninos e
compostos fendlicos sdo atribuidos potencial acdo anti-helmintica (FERRAO et al., 2012).
Desta forma, buscou-se avaliar a eficacia de L. operculata sobre nematodeos gastrintestinais
de ovinos no Semiarido da Paraiba.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no rebanho ovino da raga Santa Inés, pertencente ao Setor de
Ovinocultura, e no Laboratério de Parasitologia Veterinaria (LPV) do Instituto Federal da
Paraiba — IFPB, campus Sousa-PB.

A regido apresenta um clima Semiarido, com uma esta¢do chuvosa de janeiro a maio,
onde ocorre mais de 90% das chuvas e uma estacdo seca. A temperatura media anual é de
30,6°C (minima de 28,7°C e maxima de 32,5°C), havendo pouca variagdo durante o ano
(INMET, 2010). A vegetacao é predominantemente pertencente ao bioma Caatinga (MOURA
etal., 2013).

Os frutos de L. operculata foram obtidos em fazenda do municipio do Barro, Ceara, em
setembro de 2019. Os mesmos foram coletados secos e armazenados no LPV até a utilizacao.
A exsicata da espécie foi depositada no Herbario Caririense Dardaro de Andrande Lima do
Departamento de Biologia da Universidade Regional do Cariri — URCA, tendo como registro
no 5278.

Para a utilizacdo, os frutos secos foram cortados em pequenas partes e pesados,
utilizando todos os seus constituintes (casca, polpa e sementes) para a obtencao dos extratos.

Foram obtidas a infuséo e o decocto de L. operculata.
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Infusdo: foi realizada uma proporcao de 4g de frutos da cabacinha para cada 100mL de
agua. Os frutos ficaram molho em &gua durante 24 horas, em seguida foram coados em
peneira com gaze e o liquido armazenado em geladeira, 2 — 8 C° até a sua utilizacdo, néo
excedendo o tempo mé&ximo de 5 dias de armazenamento.

Decocto: foi realizada uma proporgédo de pesado 4g de frutos da cabacinha para cada
100mL de agua. A mistura era levada a fogo baixo, ap6s a fervura esperava-se cinco minutos
para retirar do fogo. Apos esfriar, a mistura era coada em peneira com gaze e o liquido
armazenado em geladeira, 2 — 8 C° até a sua utilizacao, ndo excedendo o tempo méaximo de 5
dias de armazenamento.

Foi realizado um pré-experimento in vitro para avaliacdo da eficicia dos extratos sobre
larvas de nematddeos gastrintestinais de ovinos.

Para a infusdo e decocto foram utilizadas as concentracdes de 100; 50; 25; 12; 6 e 3%,
sendo que, para a obtencao das concentracdes, os extratos foram diluidos em agua destilada.
O grupo controle consistiu em agua destilada 100%. Foi realizado o teste eficacia em larvas
de terceiro estagio (L3), obtidas de coproculturas realizadas de acordo com Roberts &
O’Sullivan (1950).

As unidades experimentais constaram de placas de Petri, nas quais eram acrescidas
1500 L3 aos extratos em suas respectivas concentracdes, e ao grupo controle. O volume final
em cada placa consistiu em 15 mL. Para cada concentracdo e horario de avaliacdo foram
realizadas triplicatas. Foi realizada a recuperacdo das larvas das placas de Petri, por
sedimentacdo do volume em tubos tipo Falcon 15 mL, e quantificacdo das larvas viaveis,
através da avaliacdo da motilidade larval em microscopia dptica, objetiva de 10x, as 24, 48 e
72 horas apos o inicio do teste.

Apos a avaliacdo da eficécia larvicida in vitro, procedeu-se a avaliagdo da eficécia anti-

helmintica in vivo. Foram utilizados 18 ovinos, machos, com idades variando entre oito e 12
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meses, com contagem ovos por grama de fezes (OPG>500) (GORDON & WHITLOCK,
1939). Os animais foram separados em trés grupos experimentais, sendo: Tratamento I,
animais que receberam a infusdo de L. operculata na dose de 1 mL/ kg; Tratamento I,
animais que receberam o decocto de L. operculata na dose de 1 mL/ kg; Controle, animais
que receberam Aagua destilada como placebo na dose de 1ml/kg. O fornecimento dos
tratamentos ocorreu durante trés dias consecutivos, com intervalos de quatro dias sem
aplicacdes, ao longo de 42 dias.

Os animais permaneceram no mesmo sistema de criagdo, semi-intensivo, em que
pastejavam em uma area de 4 hectares de pastagem nativa e durante a tarde eram recolhidos
para fornecimento de concentrado proteico-energético na quantidade equivalente a 1% de
peso Vivo.

Para avaliar a eficacia do L. operculata, no dia zero e a cada sete dias foram coletadas
fezes dos animais, diretamente da ampola retal, utilizando luvas lubrificadas, depois eram
armazenadas em isopor contendo gelo e encaminhadas para o LPV para realizacdo de OPG e
coproculturas (Roberts e O’Sullivan, 1950).

A Reducéo da Contagem de Ovos Fecais (RCOF), foi realizada de acordo com Coles
etal. (1992), em que:
RCOF = [1-(OPGt/OPGc)]x100
OPGt: OPG do grupo tratado; OPGc: OPG do grupo controle.

No dia zero e no dia 42 foram coletadas amostras de sangue dos animais e
encaminhadas para o Laboratério de Patologia Clinica do IFPB, para a realizacdo de
hemogramas (JAIN, 1993). Semanalmente, foram coletadas amostras de sangue para
avaliacdo do percentual de volume globular dos animais.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA) e teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Foram realizados testes para verificar as pressuposicdes de
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ANOVA. Os valores de OPG foram analisados utilizando a transformac&o logaritmica log (x
+ 1). Entretanto, estdo apresentados na tabela como médias aritméticas dos valores nédo
transformados. As analises foram realizadas utilizando o Software BioEstat 5.0 (Ayres et al.,
2007).

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais do IFPB,
campus Sousa — PB, sob nimero de protocolo 23000.001245.2019-78.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio in vitro foi observada eficéacia superior (p<0,05) da infusdo de L. operculata
em comparacdo ao decocto na maioria das concentracdes nos intervalos de 24 e 48 horas, com
méaxima eficacia de 86,6 da concentracdo 25% em 48 horas. Com 72 horas de avaliacdo foi
observado que ambos os extratos obtiveram eficicias similares (p>0,05) a partir da
concentracdo de 6%, com 90,7% de eficacia da infusdo na concentracdo de 100% e de 87,5%
de eficacia do decocto na concentragdo de 50% (Tabela 1).

Por ter sido observada eficacia no ensaio larvicida, os extratos de L. operculata (decocto
e infusdo), foram testados in vivo para avaliar sua real acdo sobre 0s nematddeos
gastrintestinais de ovinos. Entretanto, ndo foi observada reducdo na carga parasitaria dos
animais que receberam esses extratos ao longo de 42 dias de avaliacdo. Apenas no dia 28
houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) no OPG entre os grupos tratados, com
RCOF de 42% no grupo que recebeu o decocto, entretanto ndo diferiram do grupo controle
(p>0,05) (Tabela 2).

De acordo com classificacdo do indice de eficacia de compostos anti-helminticos
proposto pela WAAVP (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology),
um produto € altamente efetivo quando apresenta mais de 98% de acdo contra o parasita,
efetivo quando apresenta entre 90 a 98%, moderadamente efetivo 80 a 89% ou pouco efetivo

quando a acdo € abaixo de 80% (WOOD et al., 1995). Desta forma, de acordo com essa
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classificacdo, em nenhum momento da avaliacdo dos extratos de L. operculata no
experimento in vivo houve efetividade no controle da verminose.

Diferencas entre eficcias de experimentos in vitro e in vivo sdo comumente observadas.
Macedo et al. (2015), utilizando extrato aquoso da folha de Mangifera indica. L na inibi¢ao
do desenvolvimento larval de H. contortus de ovinos observaram eficéacia in vitro de até 88%,
no entanto, no experimento in vivo a reducdo foi apenas de 42%. Os ensaios in vitro sao
considerados apenas de triagem para avaliar o potencial anti-helmintico de plantas. Por isso,
segundo Nery et al. (2009), € necessaria a complementacdo dos dados com ensaios in vivo,
incluindo analises clinicas e toxicoldgicas para a validacdo de sua eficacia. De acordo
Houghton et al. (2007), fatores como absor¢do no organismo e metabolismo das substancias
presentes, pode levar ao aumento ou diminuigcdo dos efeitos dos compostos ativos presentes
nas plantas.

Em experimento realizado em caprinos, Girdo et al. (1998), observaram reducédo de 39%
no OPG, ap0ds primeira administragdo da infusdo de L. operculata composta por um fruto
(bucha), aproximadamente 2g/100 mL de &gua por animal. Na segunda administracdo
observaram reducéo de 69% apds a administragcdo de infusdo composta por 2 frutos (buchas),
aproximadamente 4g/100 mL, por animal. Por outro lado, semelhante ao descrito na presente
pesquisa, Nogueira et al. (2009), em pesquisa usando trés plantas, entre elas L. operculata
para o controle da verminose de ovinos, ndo observaram eficacia da infusdo dessa planta,
mesmo usando uma dose de 4g/animal, com intervalos de 10 dias, durante 60 dias de
experimento.

Nas coproculturas, foi observado durante todo o experimento maior prevaléncia de
Haemonchus sp., seguido por Trichostrongylus spp. e Oesophagostomum sp. (Tabela 3).
Outras pesquisas na regido estudada também observaram maior predominancia deste género

de helminto em rebanhos ovinos no semiarido (SILVA et al., 2018; LINS et al., 2019).
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N&o foram observadas alteracGes significativas (p>0,05) no percentual de volume
globular entre os grupos ao longo do experimento (Figura 1).

Sabe-se que Haemonchus contortus é o helminto economicamente mais importante para
a producdo de pequenos ruminantes, principalmente por ser hemat6fago no qual promove a
diminuicdo dos valores globular médio levando a quadros de anemia (GUO et al., 2016).
Porém, nesse experimento, apesar da maior prevaléncia desse helminto, ndo foram observados
quadros de anemia. Isso pode ter ocorrido devido aos animais utilizados no experimento
serem adultos, no qual a resposta imunoldgica € mais efetiva, levando assim a um controle na
carga parasitéaria. Associado a isso, 0s ovinos utilizados no experimento da raca Santa Inés sdo
considerados mais resistentes a verminose (SILVEIRA et al., 2013; PASSOS et al., 2016).

No hemograma dos animais observou-se que as médias dos grupos tratados e controle
permaneceram dentro dos parametros de referéncia para espécie ovina (JAIN, 1993) no inicio
(dia zero) e no final (dia 42) do experimento, ndo havendo também alteragOes estatisticas
significativas (p>0,05) entre os grupos (Tabela 4).

Por nédo terem sido encontrados trabalhos na literatura pesquisada avaliando o uso de L.
operculata associado a avaliagdo hematologica, foi necessario realizar a compara¢do com
trabalhos utilizando outras plantas como fitoterapicos. Segundo Silva et al. (2011), em seu
experimento avaliando o uso de taboa (Typha domingensis Pers) e batata-de-purga
(Operculina hamiltonii) no controle das helmintoses gastrintestinais de caprinos no Semiarido
da Paraiba, as plantas ndo interferiram nos valores de leucocitos, hematdcritos e hemoglobina,
ndo alterando a resposta hematoldgica dos animais. Hupp et al. (2018), em seu experimento
com ovinos mesticos Santa Inés, realizado uma infeccdo experimental com 10.000 larvas de
H. contortus, observou-se que ndo afetou significativamente o peso, o hematdcrito e a
proteina plasmatica total.

CONCLUSAO
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Concluiu-se que a infuséo e o decocto de L. operculata (Cabacinha) ndo foram eficazes
no controle das helmintoses gastrintestinais de ovinos no Semiérido Paraibano. Por ter
apresentado acdo in vitro, sugere-se que novos estudos sejam realizados utilizando outras

formas de preparo de extratos, doses e intervalos de tratamento.
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Tabela 1 — Percentual de reducdo de larvas de nematddeos gastrintestinais de ovinos
submetidas a acao de diferentes concentracBes da infusdo e decocto de L. operculata por até

72 horas, comparadas ao grupo controle.

LVV 24h (%) 48h (%) 72h (%)
Concentragdes Inf Dec Inf Dec Inf Dec

Ext. 3% 70,17 10,28  5g 7B 1980 37,5 62,5%
Ext. 6% 25,28>  30,3%  33,3% 38Ab 59,88 79244
Ext. 12% 55,478 15780 6052 27,1 63,82 64,8
Ext. 25% 68,6 5,180 86,6  -228 70,80 598"
Ext. 50% 458%  126%  51,1% -11,1% 583%  g7,5M
Ext. 100% 3528 198°  40,9% 288"  90,7A* 815
Controle - - - - - -

Letras maiusculas iguais nas colunas e mindsculas e nas linhas ndo deferem estatisticamente

pelo teste de Tukey a 5%. Obs.: Inf = Infuséo; Dec = Decocto.
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392  Tabela 2 — Médias da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e percentuais de reducéo
393 na contagem de ovos fecais (RCOF) de ovinos submetidos a tratamentos com a infusédo e
394  decocto de Luffa operculata (Cabacinha) e do grupo controle no Semiarido da Paraiba, Brasil.
Dias de Tratamento
RCOF RCOF RCOF RCOF RCOF RCOF
Grupos O 7 (%) 14 (%) 21 (%) 28 (%) 35 (%) 42 (%)

Infusdo 1083 3033 -203 1150 -30,19 933 -47,37 1283* -71,1 1300 -18,18 1050 -34,04

Decocto 1033 1550 -55 950 -7,55 650 -2,63 433° 4222 1316 -19,69 867 -10,63

Controle 1000 1000 -- 883 -- 633 - 750® - 1100

395
396
397
398
399
400
401

402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422

423

Letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si (p <0,05).
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Tabela 3 - Porcentagem de larvas de Haemonchus sp. (H), Trichostrongylus spp. (T) e

Oesophagostomum sp. (O) em coproculturas de ovinos submetidos a tratamentos com a

infusdo e o decocto de Luffa operculata (Cabacinha) e do grupo controle no Semiarido da

Paraiba, Brasil.

Dias de Tratamento

Grupos
0 7 14 21 28 35 42
H 8% 8% 90% 71%  69% 77%  78%
Infusao T 10% 10% 7%  27%  29%  20%  20%
O 4% 5% 3% 2% 2% 3% 2%
H 75% 67% 61%  65%  56%  64%  65%
Decocto T 22% 18%  31%  32%  36% = 25%  26%
O 3% 15% 8% 3% 8%  11% 9%
H 83% 82% 75% 68%  68%  70%  74%
Controle T 14% 14%  16%  29%  23%  18%  22%
O 3% 4% 3% 3% 9%  12% 4%
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453  Tabela 4 - Valores médios do hemograma de ovinos submetidos a tratamentos com a infusao

454 e o decocto de Luffa operculata (Cabacinha) e do grupo controle no Semiarido da Paraiba,

455  Brasil, no inicio e final do experimento.

Grupos Hemograma  Valores de Referéncia* Dia0 Dia 42
Total 4.0-12.0 (x103 L™ 8.950 8.267
Seg 10-50 (%) 49,5 47,5
Eos 0-10 (%) 3,7 7
Lin 40-75 (%) 46 45
Infusdo Mon 0-6 (%) 0,8 0
Pla 2,5-7,5 (x10°ul) 5,6 x 10° 6,6 x 10°
PPT 6,0-7,9 (g/dl) 6.7 6.8
Fib 100-500 (mg/dl) 267 300
Hem 8,0-16,0 (x10° ul) 10,8 x 10° 9,8 x 106
Total 4.0-12.0 (x103 L™ 10.217 7.617
Seg 10-50 (%) 49,3 51
Eos 0-10 (%) 3,5 4,3
Lin 40-75 (%) 46,7 43,5
Decocto Mon 0-6 (%) 0,2 1,2
Pla 2,5-7,5 (x10°ul) 5,5x 10° 6,1 x 10°
PPT 6,0-7,9 (g/dl) 6,9 6.7
Fib 100-500 (mg/dl) 467 500
Hem 8,0-16,0 (x10° ul) 11,5 x 10° 8,1 x 106
Total 4.0-12.0 (x103 L—-1) 9.025 8.042
Seg 10-50 (%) 45,5 50,5
Eos 0-10 (%) 3,33 2,7
Lin 40-75 (%) 50,8 46,2
Controle Mon 0-6 (%) 0 0
Pla 2,5-7,5 (x10%ul) 5,9 x 10° 7.4 x10°
PPT 6,0-7,9 (g/dl) 6,5 6.6
Fib 100-500 (mg/dl) 167 300
Hem 8,0-16,0 (x10° ul) 12,3x10° 10,5x10°

Seg: Neutrdfilo segmentado; Eos: Eosinodfilo; Lin: Linfdcito; Mon: Mondcito; Pla:

Plaqueta; PPT: Proteina Plasmatica Total; Fib: Fibrinogénio; Hem: Hemacias.
(*): Jain (1993).

456

457
458

16



459
460

461
462

25

N
o

Volume Globular (%)
=
wu

[any
o

H Controle W Decocto M Infusdo

0 7 14 21 28 35 42
Periodo experimental (dias)

Figura 1 - Avaliacdo do Volume Globular (VG) durante o experimento dos ovinos submetidos

a tratamentos com a infus@o e o decocto de Luffa operculata (Cabacinha) e do grupo controle

no Semiarido da Paraiba, Brasil.
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