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RESUMO

SOUZA, Luciene Soares de. Nematdides Ciatostomineos: Avaliacdo do desenvolvimento
de ovos em baixas temperaturas e efeito de extratos de plantas sobre as fases pré-
parasiticas. 2011. 96p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Os ciatostomineos (Cyathostominae) sdo os nematodides mais abundantes no intestino grosso
dos equinos. Devido aos problemas com o aumento da resisténcia parasitaria aos anti-
helminticos, tem crescido o interesse sobre o efeito medicinal das plantas no sentido de
encontrar novas alternativas e métodos para controle da prevaléncia e severidade das
infecgBes por ciatostomineos. O efeito da temperatura sobre o desenvolvimento de ovos dos
ciatostomineos e o tempo de armazenamento das fezes sdo pouco estudados, sendo este 0
primeiro trabalho realizado in vitro sob condicGes de estoque em baixas temperaturas. Este
trabalho objetivou avaliar o desenvolvimento de ovos de ciatostomineos recuperados de fezes
mantidas sob diferentes temperaturas e testar o efeito de extratos de plantas sobre as fases pré-
parasiticas desse parasito, sendo dividido em dois capitulos. O capitulo | trata da avaliacdo da
influéncia de baixas temperaturas sobre o desenvolvimento dos ovos até o primeiro estagio
larval (L,) e terceiro estagio larval (L3), sendo dividido em quatro etapas com modificacdes na
metodologia. Para a execugdo dos experimentos, fezes foram coletadas diretamente de
equinos ndo vermifugados. Posteriormente, foram realizados a contagem de ovos por grama
de fezes (OPG) para estimativa da carga parasitaria de cada animal doador e coproculturas
para identificacdo das Ls;. A massa total foi homogeneizada e as amostras reservadas foram
mantidas armazenadas sob diferentes temperaturas: refrigeracdo (+10°C) e congelamento
(-4°C), durante o periodo de execucdo de cada experimento. Semanalmente ou
quinzenalmente, conforme a metodologia adotada no experimento, ovos (x300) foram
recuperados e mantidos em placas de petri a temperatura ambiente (x25°C), sendo observados
ao microscépio éptico (40x) apds 24h para contagem das diferentes fases de desenvolvimento
do ovo até L;. As Lz foram recuperadas por meio de coproculturas. O capitulo Il tratou da
avaliacdo do efeito do extrato aquoso de duas plantas, Solanum lycocarpum e Curatella
americana, sobre ovos, L; e L de ciatostomineos. Ovos foram recuperados (£400) de massa
fecal fresca, as L; (+400) ap6s 24h, e as Lj através da técnica de coprocultura. Os
experimentos foram conduzidos separadamente, a fim de avaliar o percentural de inibicdo do
desenvolvimento dos ovos (%IDO) e o percentual de eficacia na mortalidade larval (%LM)
pela acdo dos extratos em trés diferentes concentracées (5, 2,5 e 1%) durante 24h. Esse foi o
primeiro trabalho realizado com avaliacdo e observacdo do desenvolvimento de ovos de
ciatostomineos em baixas temperaturas, durante as estacdes. Através dos estudos apresentados
no capitulo | observou-se variacdo no desenvolvimento dos ovos até o estagio de Ls nas
diferentes estacdes, em amostras mantidas sob £10°C e -4°C. No capitulo II, observou-se que
0s extratos aquosos das plantas avaliadas apresentaram melhor efeito larvicida sobre as L; e
ndo apresentaram efeito ovicida sobre os ovos de ciatostomineos. Conclui-se que a
temperatura de congelamento ndo matou os ovos; as massas fecais podem ser estocadas por
um periodo de 30 dias para diagnésticos e mais estudos precisam ser realizados in vitro com
extratos aquosos da Solanum lycocarpum e Curatella americana, a fim de verificar o
potencial anti-helmintico em outras concentraces.

Palavras-chave: ciatostomineos, armazenamento, extratos vegetais.
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ABSTRACT

SOUZA, Luciene Soares de. Cyathostomin nematode: evaluation of the development of eggs
at low temperatures and the effect of plant extracts on the pre-parasitic. 2011. 96p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The cyathostomin (Cyathostominae) are the most abundant nematodes in the large intestine of
horses. Due to problems with increasing parasite resistance to anthelmintics has been growing
concern about the effect of medicinal plants in order to find new and alternative methods to
control the prevalence and severity of infections cyathostomin. The effect of temperature on
egg development of cyathostomin and storage time of the stool are poorly studied, and this is
the first study performed in vitro under storage conditions at low temperatures. The aim of
this study was evaluated the development of eggs recovered from faeces, kept under different
temperatures and test the effect of plant extracts on the eggs, first stage larvae (L;) and
infective larvae (L3) cyathostomin, divided into two chapters. The first chapter deals with the
evaluation of the influence of low temperatures on egg development until the first larval stage
(L1) and third larval stage (L3), divided into four experiments with changes in the
methodology. For the execution of experiments, feces were collected directly from horses not
dewormed. Later they were made to count eggs per gram (EPG) to estimate the parasite load
of each donor animal and stool cultures for identification of L3. The total mass was
homogenized and samples were kept undisclosed stored under different temperatures:
refrigeration (£10°C) and congelation (-4°C) during the duration of each experiment. Weekly
or fortnightly, depending on the methodology used in the experiment, eggs (£300) were
recovered and kept in petri dishes at room temperature (£25°C) and observed under an optical
microscope (40x) after 24 hours to count the different stages of development of the egg to L.
The L3 were retrieved via coproculture. But the chapter 2 evaluates the effect of aqueous
extract of two plants, Solanum lycocarpum and Curatella americana both from Three Marias-
MG, on cyathostomin eggs, L; and Ls. Eggs (x400) were recovered from fresh fecal mass, the
L1 (x400) after 24 hours of developing eggs, and L3 using the coproculture. The experiments
were conducted separately to assess the percentual of inhibition development eggs (% IDO)
and the percentual of reduction larval motility (%RML) by the action of extracts in the
concentrations of 5, 2,5 and 1% during 24h. This was the first study performed with
assessment and observation of developing eggs cyathostomin at low temperatures during the
seasons. The studies presented in chapter | observed variation in egg development until the L3
stage in different seasons, in samples kept under +10°C and -4°C. In Chapter II, it was
observed that the aqueous extracts of the plants showed better evaluated larvicidal effect on
L, and had no effect on the eggs ovicidal cyathostomin. It follows that the congelation
temperature of the eggs not killed; faecal masses can be stored for a period of 30 days for
diagnosis and further studies must be performed in vitro with aqueous extracts of Solanum
lycocarpum and Curatella american to verify the potential anthelmintic in other
concentrations.

Key words: cyathostomin, storage, plant extracts.
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1- INTRODUCAO

O rebanho equino brasileiro é apontado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) como sendo o terceiro maior do mundo, formado por mais de 35 milhdes
de animais. Os ciatostomineos podem ser encontrados parasitando quase 100% dos equinos
com um grande namero de parasitas por hospedeiro (CHAPMAN et al., 1999; LYONS et al.,
1999; ANJOS; RODRIGUES, 2003; 2006). O ciclo bioldgico é dividido em duas fases: uma
no ambiente, com o desenvolvimento de ovo a larva infectante (L3), sofrendo influéncia de
temperatura, umidade e tipo de pastagem (DUNCAN, 1974) e outra no hospedeiro, apés a
ingestdo da pastagem contaminada.

E conhecido o problema do aumento da resisténcia parasitaria aos anti-helminticos,
decorrente da sua utilizagdo indiscriminada e/ou decorrente do reflgium parasitario, onde 0s
nematoides ndo entram em contato com a droga. Ensaios de desenvolvimento larval e de
motilidade tém sido utilizados para fins de avaliagdo da resisténcia anti-helmintica
(JOHANSEN; WALLER, 1989; LACEY et al., 1990; GILL et al., 1995). Neste contexto,
ampliou-se o0 nimero de pesquisas cientificas in vitro e in vivo avaliando o efeito ovicida e/ou
larvicida de extratos de plantas sobre parasitos gastrintestinais.

Dentre os métodos de controle, tem-se a coleta manual de fezes presentes na pastagem
e a utilizacdo de fungos nematofagos. O controle bioldgico deve ser utilizado como uma
medida profilatica, ndo devendo ser visto como substituto ao tratamento quimico tradicional.
Ele é uma ferramenta que pode trazer uma alternativa segura e sustentavel ao manejo
integrado contra o parasitismo (LARSEN, 1999).

Para o diagnostico das helmintoses gastrintestinais de equinos, fezes sdo mantidas em
geladeira com a finalidade de avaliar o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) e das L3
para um diagndstico preciso da espécie. Com este estudo pretendeu-se avaliar por quanto
tempo as fezes poderiam ser armazenadas em baixas temperaturas. Portanto, os seguintes
experimentos foram avaliados: 1 — observacdo do desenvolvimento de ovos mantidos sob
diferentes temperaturas e 2- analise do efeito de extratos de plantas sobre o0s ovos, larvas de
primeiro estagio (L;) e L3 de ciatostomineos. Este trabalho compreende dois capitulos, sendo
0 primeiro com quatro fases, comparando diferentes metodologias sobre o desenvolvimento
dos ovos, e 0 segundo capitulo trata da avaliacdo de dois extratos aquosos de plantas sobre
ovos, L; e L3 dos ciatostomineos.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Nematoides ciatostomineos

Os ciatostomineos (Nematoda-Cyathostominae) sdo parasitas gastrintestinais mais
abundantes no intestino grosso dos equinos (CHAPMAN et al., 1999; LYONS et al., 1999;
ANJOS; RODRIGUES, 2003; 2006). Com cerca de 1,5 cm de comprimento, séo parasitos
filiformes, brancos ou vermelho-escuros, visiveis no exame minucioso da mucosa ou no
conteddo do intestino grosso desses hospedeiros (URQUHART et al. 1996). No ciclo
bioldgico, o desenvolvimento de ovo até L ocorre no ambiente e devido a uma bainha de
protecdo a L3 tem aumentada a sua sobrevivéncia até o encontro com o hospedeiro atraves da
ingestdo da pastagem (OGBOURNE, 1978). No hospedeiro, dar-se-a inicio a fase histotréfica
do parasitismo onde a larva continuard o seu desenvolvimento até a fase adulta (LYONS et
al., 1999).
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Fonte: Nielsen, et al. (2007).
Figura 1. Ciclo de vida dos ciatostomineos.

A partir desse momento, 0s animais poderdo apresentar perda de peso, diarréia, colica,
anorexia e retardamento no desenvolvimento, principalmente dos mais jovens
(REINEMEYER, 1986; CHURCH et al., 1986; HERD, 1990; OGBOURNE; DUNCAN,
1985), alem do aumento nas concentracfes de betaglobulina, hipoalbuminemia, anemia e
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leucocitose (REINEMEYER, 1986; CHURCH et al., 1986). O ciclo evolutivo ¢ completado
no periodo de dois a cinco meses, dependendo da espécie, e ndo realizam migraces. A
coexisténcia de numerosas espécies e a preferéncia destas por determinado compartimento do
intestino grosso, tornam estes nematoides alvo de estudos. Em estudos a campo observou-se
que os equinos adquirem resisténcia aos ciatostomineos conforme a idade, porém, esta é uma
resposta lenta e ndo generalizada na maioria nos animais, ndo tendo relagéo com a intensidade
da carga parasitaria apresentada anteriormente (ANJOS; RODRIGUES, 2006).

Anjos e Rodrigues (2003) analisaram 33 amostras do célon dorsal de eqiinos, no
estado do Rio de Janeiro, sendo listadas 23 espécies em 11 géneros da familia Strongylidae, e
de 33 amostras examinadas do colon ventral foram observadas 21 espécies de
Cyathostominae e sete de Strongylinae (ANJOS; RODRIGUES, 2006).

As condicbes climaticas de cada area influenciam no desenvolvimento e na
sobrevivéncia de estagios de vida dos ciatostomineos, atuando diretamente na carga
parasitaria dos animais (SALIH, 1981; BEZERRA et al., 2007; COUTO et al., 2008;
QUINELATO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008; CORNING, 2009; COUTO et al.,
2009; SANTOS, et al., 2011). Essas condi¢Oes apresentam elevadas variagOes, podendo
ocorrer sazonalmente ou anualmente (STROMBERG, 1997). Ha evidéncia cada vez maior de
que muitas L de ciatostomineos ingeridas durante o outono apresentam um grau de hipobiose
e permanecem na mucosa do intestino grosso até a primavera seguinte. “Em algumas
ocasides, macicas infeccdes por ciatostomineos ocorrem na primavera causando diarréia
grave, e milhares de L, de ciatostomineos podem ser encontradas nas fezes, aparentemente
capazes de se instalar.” (URQUHART et al, 1996) e segundo o mesmo grupo de autores, a
emergéncia macica das larvas resulta em sintomatologia clinica de perda de condicdes fisicas
e anemia.

A ovipostura sofre variacdo de acordo com o0s periodos estacionais chuvosos e secos
nas regides de clima subtropical e tropical, e ovos inférteis sdo eliminados, sendo a
temperatura do ambiente causa um importante efeito sobre o desenvolvimento de varios
estadios de vida livre (CIORDIA; BIZZELL, 1963; CHHABRA; SINGH, 1965). A técnica do
OPG (ovos por grama de fezes) possibilita estimar a carga parasitaria do animal, sendo
utilizada como padrdo para observacdo em diferentes momentos de vida do animal e
tratamento, juntamente com o percentual de eclosdo das larvas.

Segundo Nielsen et al. (2007), os ovos embrionados sdo definidos como ovos
contendo larvas viaveis; o primeiro estagio larval (L;) e o segundo (L) sdo designados como
larvas pré infectantes e sdo capazes de se alimentar. J& as larvas de terceiro estagio ou
infectantes (L3) sdo envoltas por uma dupla camada de cuticula que as protege de condicdes
ambientais desfavoraveis, porém impedindo a alimentacéo.

2.2 - Acdo da temperatura sobre os ciatostomineos e influéncia do
armazenamento sob diferentes temperaturas.

Dos fatores abioticos, a temperatura do meio € a mais importante, influenciando
diretamente o desenvolvimento de varios estadios de vida livre (CIORDIA; BIZZELL, 1963;
CHHABRA,; SINGH, 1965), atuando na reducdo do metabolismo larval quando as condicGes
ndo sdo favoraveis (SALIH, 1981).

A temperatura étima para o desenvolvimento de ovos e larvas de nematoides
estrongilideos estd na faixa de 25-33°C (OGBOURNE, 1972; MFITILODZE;
HUTCHINSON, 1987), com o maior estagio larval admitindo até 28°C. O limite maximo para
desenvolvimento vai até os 38°C. A L3 € a mais resistente as variacdes climaticas e de
temperatura, em seguida as fases embrionarias (PARNELL, 1936; LUCKER, 1941;



CROFTON, 1948a; SILVERMAN; CAMPELL, 1959). Segundo estudos realizados por
Couto et al. (2008), os niveis larvais do pasto aumentam de modo marcante durante 0s meses
de verdo, quando as condicbes sdo GOtimas para o rapido desenvolvimento de ovos até Ls.
Temperatura e umidade sdo fatores importantes no desenvolvimento de ovos e larvas em fezes
(MFITILODZE; HUTCHINSON, 1987; STROMBERG, 1997; BAUDENA et al., 2000b;
LANGROVA et al., 2003; RAMSEY et al., 2004, BEZERRA et al., 2007; COUTO et al.,
2008; QUINELATO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008; COUTO et al., 2009; SANTOS,
et al. 2011). Segundo Mfitilodze; Hutchinson (1987), em estudos laboratoriais foi observado
que ovos de estrongilideos mantidos a temperaturas entre 25-33°C desenvolveram até a
eclosdo da larva em 24 horas, e que abaixo de 5°C 0s ovos permaneceram viaveis, porém nao
houve a eclodibilidade larval. A sobrevivéncia e o desenvolvimento das larvas de
ciatostomineos foram estudados no estado de Louisiana, EUA, por Baudena et al. (2000a)
com observacdo do aumento no nimero de ovos por grama de fezes (OPG) durante o final do
verdo e inicio do outono.

O efeito da variacdo da temperatura sobre o desenvolvimento do nematdide € um dado
importante para o melhor conhecimento do seu ciclo (DOBSON; CARPER, 1992), sendo a
temperatura de 28°C a mais préxima do ideal, ocorrendo morte rapida dos ovos quando esta
atinge 40°C. O conhecimento das influéncias climaticas no desenvolvimento e sobrevivéncia
dos estagios pré-parasiticos € de fundamental importdncia para a adocdo de programas
adequados de controle parasitério, reduzindo o desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica
(NIELSEN et al., 2007), e os procedimentos de coleta e estoque de amostras fecais € muito
importante para o veterinario a campo e pesquisadores que investigam sobre a resisténcia anti-
helmintica.

Considerando que ha influéncia dos fatores abidticos sobre o desenvolvimento dos
estagios de vida livre dos estrongilideos, em especial a temperatura e umidade, estudos com
armazenamento de ovos sdo importantes para avaliar o seu efeito sobre o desenvolvimento
dos diversos estagios (SAUNDERS, 2002) e sobre a eclodiblidade das larvas, para a obtencéo
de maiores dados sobre a biologia do parasito. Neste contexto, diversos trabalhos tém sido
conduzidos para avaliar o efeito de diferentes temperaturas sobre o desenvolvimento de ovos
e de larvas de parasitos gastrintestinais.

Fezes estocadas sob varias condicbes e de diferentes regides foram avaliadas por
Nielsen et al. (2010), levando a conclusdo que as fezes podem ser estocadas por até 120h e
que a refrigeracdo € o melhor método para armazenamento.

. Segundo Salih (1981), os ovos mantidos por longos periodos sob congelamento tém
o desenvolvimento até o estagio larval significativamente prejudicado. Ovos de Ostertagia
circumcincta foram avaliados em agua destilada a 4, 16, 25 e 35°C e a taxa de eclodibilidade
das L; aumentou com a elevagédo da temperatura, e 0s ovos mantidos a 4°C apresentaram alta
sobrevivéncia durante a primeira semana, diminuindo para 10% ap06s 22 dias de estoque.
(PANDEY et al.,, 1989; 1993). No entanto, ovos de Trichostrongylus retortaeformis
permaneceram Vviaveis por até oito meses quando estocados de 10 a 28°C e por quatro meses a
temperatura de 8°C (NNOCHIRI, 1950).

Ovos de ciatostomineos sdo muito resistentes aos extremos de temperatura antes de
estarem embrionados, e quando embrionados tem a sua resisténcia reduzida e podem morrer
rapidamente (PARNELL, 1936; LUCKER, 1941). Este trabalho foi o primeiro realizado
avaliando a influéncia do tempo de armazenamento das fezes de eqliinos sob condicbes de
baixas temperaturas, para fins de futuros diagnosticos.



2.3 - Métodos de controle alternativo
2.3.1 - Controle biologico

Em estudos com controle bioldgico, Rodrigues et al. (1996) avaliou in vitro a
atividade predatéria do fungo Metarhizium anisopliae sobre L; de ciatostomineos, sendo
observado uma reducdo de 55% a 85% do numero de larvas a uma temperatura de + 30°C.
Segundo Santos, et al. (2001) a agdo in vitro dos fungos Arthrobotrys oligospora e
Duddingtoria flagians foi eficaz na reducdo do nimero de L3 de ciatostomineos em fezes
mantidas sob temperaturas ideais ao seu desenvolvimento (25°C), 0 mesmo ndo sendo
observado a temperatura de 10°C (zero), 15-20°C (3% de reducdo). Ja Braga et. al. (2009), em
um estudo in vivo, avaliaram a carga parasitaria de equinos que receberam o fungo D.
flagrans juntamente com a racdo, notando a reducdo nos valores de OPG e das larvas
infectantes por meio de coprocultura ap6s quatro, dos seis meses de tratamento. Em outro
estudo, 0s mesmos autores também notaram uma reducédo significativa do nimero de L3 de
ciatostomineos pela acdo dos fungos D. flagrans (97,5%), Monacrosporium thaumasium
(72,5%) e Arthrobotrys robusta (85%) sob acdo da temperatura de 28°C. Através da
exposicdo destes trabalhos com a acdo de fungos como controle bioldgico de nematoides
ciatostomineos pode ser observado a influéncia que a temperatura também exerce sobre a
atividade predatdria dos fungos sob condi¢des térmicas favoraveis ao desenvolvimento do
parasito.

2.3.2 - Utilizag4o de extrato de plantas

O controle das helmintoses em animais domesticos é comumente baseado no uso de
anti-helminticos sintéticos (CHARLES et al., 1989), entretanto a eficacia atual dessas drogas
tem sido reduzida, decorrente do aumento da populacdo de nematdides resistentes a todas as
classes de anti-helminticos (ECHEVARRIA, 1996; MELO et al., 2003), principalmente pelo
uso indiscriminado da droga e/ou decorrente do refdgium parasitario, onde os nematdides ndo
entram em contato com a droga. Desde a década de 60, através de varios estudos foi
concluido que a resisténcia dos ciatostomineos a uma grande variedade de drogas anti-
helminticas aumentou, sendo a resisténcia aos compostos benzimidazo6is muito prevalente no
mundo, além da resisténcia ao pirantel ser cada vez mais comum (KAPLAN, 2002; 2004).

A cada dia cresce mais o interesse sobre o efeito medicinal das plantas como uma
fonte alternativa de drogas anti-helminticas (VIEIRA et al., 1999), visto que possuem
mecanismos de defesa contra a acdo de patégenos, que se baseiam na producdo de compostos
especificos, conferindo resisténcia. (BAR-NUN; MAYER, 1990). A ampliacdo do
conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interagdes com 0s hospedeiros em
um determinado ambiente e sistema produtivo sdo necessarias a fim de se estabelecer um
sistema de controle efetivo (CORDEIRO, 2008), incluindo o conhecimento sobre as
exigéncias climaticas para o desenvolvimento dos ovos até a eclosdo das larvas e a sua
viabilidade (MOTA et al., 2003).

A fitoterapia tem se mostrado eficaz no tratamento das vérias enfermidades
veterinarias, como por exemplo, as causadas por nematoides gastrintestinais (FOX, 1997;
GITHIA et al.,, 2001), sendo de fundamental importancia a experimentagdo cientifica na
comprovacdo dos efeitos que os extratos vegetais, usados popularmente, exercem como
vermifugos (KRYCHAK-FURTADO, 2006).

Problemas como elevados custos, preocupacdo com a questdo de residuos nos
alimentos e o risco de contaminacdo ao ambiente tém despertado interesse na utilizagdo das



plantas medicinais. Nesse contexto, ensaios de desenvolvimento larval e de motilidade tem
sido realizados (JOHANSEN; WALLER, 1989; LACEY et al., 1990; GILL et al., 1995) in
vitro e in vivo, conduzidos com a utilizacdo de extratos aquosos e/ou alcodlicos obtidos a
partir das partes de plantas como folhas, frutos, raizes, a fim de avaliar o potencial anti-
helmintico sobre ovos e larvas de parasitos gastrintestinais.

E de fundamental importancia o encontro de alternativas e métodos de controle da
prevaléncia e severidade das infec¢bes por ciatostomineos, e as pesquisas cientificas tém
buscado desenvolver produtos baseados em substéancias naturais, que tenham a capacidade de
interferir nos processos bioldgicos dos parasitas, como reguladores de crescimento, no
comportamento alimentar e na reducéo da pressdo de resisténcia parasitaria. Acredita-se que 0
tratamento feito com extrato de plantas possa causar um desenvolvimento mais lento da
resisténcia, além de normalmente atingir somente espécies alvo, serem biodegradaveis, ndo
poluirem o meio ambiente e diminuirem o problema de residuos ambientais (CHAGAS,
2004).

A utilizacdo correta de plantas medicinais ou de seus compostos ativos requer a
validacdo cientifica dos fitoterapicos, sendo esta, inicialmente, caracterizada pela realizacdo
de testes in vitro, permitindo reconhecer a existéncia de propriedades anti-helminticas nos
extratos vegetais e a caracterizagcdo dos compostos ativos presentes nos mesmos. Entretanto,
faz-se necessario a adequacdo da dosagem e forma de administragdo do composto, o que
possibilita 0 seu uso no controle das parasitoses como um medicamento fitoterapico.
(KRYCHAK-FURTADO, 2006). Na literatura existem relatos sobre muitas plantas
possuidoras de principios que atuam como anti-helminticos, por isso seus extratos vém sendo
testados in vitro e in vivo, com o objetivo de avaliar a eficicia sobre as larvas e adultos
(AMORIM et al., 1987; 1999; CUNHA et al., 2003; BORBA et al., 2004; CUNHA et al.,
2005, CRUZ et al., 2008) e desta forma controlar as diferentes fases dos helmintos,
diminuindo o impacto de produtos quimicos no ambiente (PACIORNIK, 1990). Os testes in
vitro por sua vez apresentam vantagens de serem simples, rapidos, pouco onerosos, utilizados
para testar um grande nimero de plantas sem a utilizacdo de animais nos experimentos
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005), além de determinar a acdo ovicida e larvicida
de extratos vegetais ou 6leos essenciais, sendo inicialmente desenvolvidos para identificacdo
da resisténcia aos compostos anti-helminticos sintéticos (MONTEIRO, 2010). Esse método
foi escolhido por se tratar de uma preparacédo laboratorial mais simples, a fim de testar o efeito
dos extratos vegetais avaliados. Segundo Coles et al. (1992), o teste de eclosao larval (TEL)
que foi criado com o objetivo de identificar a resisténcia aos benzimidazoéis, determina a
capacidade de substancias de impedirem as reacdes mitdticas que ocorrem nos ovos até o
estagio larval, por atuarem diretamente na dindmica microtubular desses ovos.

Diversos estudos tém sido realizados com extratos de plantas, principalmente aqueles
mencionados pela populacdo e oriundas da vegetacdo do cerrado. Dentre as vegetacdes
estudas da regido de cerrado, destacam-se duas espécies de plantas, a S. lycocarpum e a C.
americana. As plantas foram selecionadas em virtude de varios parametros, incluindo a facil
obtencdo de suas folhas e a quantidade disponivel, além do pioneirismo da descoberta de
plantas que poderiam apresentar acdo anti-helmintica, apesar de ndo estarem incluidas em
muitas pesquisas cientificas. Estudos in vitro foram conduzidos utilizando-se o extrato
aquoso, obtido a partir de suas folhas, sobre ovos e larvas de ciatostomineos.

a) Solanum lycocarpum
Solanum lycocarpum St. Hil é uma planta que pertence a familia Solanaceae), tipica

do cerrado brasileiro (RIZZINI, 1971), sendo também encontrada em estados de outras
regides, como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Para, Amazonas e Parand, e pertencente ao maior



e mais complexo género das Solanaceas (SILVA et al., 2003). De porte arbustivo, alcanca até
5m de altura, com presenca de uma copa arredondada e aberta, sendo é um arbusto constituido
por folhas simples, alternas, de consisténcia firme, recobertas por espinhos, margens
irregulares, variando de 16-28 cm de comprimento. Seu florescimento ocorre durante todo o
ano e suas flores sdo hermafroditas, com 05 sépalas, sendo a por¢éo soldada unida ao fruto;
05 pétalas de coloracdo lilas com a base soldada umas as outras; 05 estames com grandes e
evidentes anteras amarelas; e seu ovario € supero, dividido em dois léculos (compartimentos),
caracteristico da familia a que pertence.

A S. lycocarpum, popularmente conhecida como lobeira ou fruta-de-lobo (CRUZ
1979, SILVA 1996, ALMEIDA et al. 1998), além de jurubebdo, beringela-do-campo ou
maca-do-cerrado, € uma espécie que multiplica-se facilmente atraveés de sementes, sendo
comum encontrar plantulas em fezes de gado e lobos-guara (Chrysocyon brachyurus Illiger,
1811). E encontrada, preferencialmente, em areas cuja cobertura vegetal foi removida, tal
como margens de estradas e terrenos baldios (LORENZI, 1998).

O fruto da S. lycocarpum é uma fonte alimentar durante todo o periodo anual para
mamiferos deste ambiente (DIETZ, 1984; LORENZI, 1998), inclusive para o lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus Illiger, 1811) em especial, na estacdo seca devido a escassez de
outros frutos (DALPONTE; LIMA, 1999) e a sua eficiéncia de absorcdo de &gua na fase
adulta (GROTA, 1964; MATOS et al.,, 1968). Em plantas jovens, 0s mecanismos de
tolerancia a seca foram constatados por Vidal et al. (1999) e Chaves Filho; Stacciarini-
Seraphin (2001) decorrente do aumento da densidade e profundidade do seu sistema radicular.

Existem relatos de acdo terapéutica dessa espécie contra 0 verme-gigante-dos-rins
(Dioctophyme renale) que sdo fatais para as populacbes de lobos-guard (Chrysocyon
brachyurus) quando privados de consumir os seus frutos, que representam até 50% da dieta
alimentar desses lobos. Além disso, € uma espécie que possui propriedades medicinais
(CRUZ 1979, ALMEIDA et al.1998), conhecida por possuir uma variedade de atividades
bioldgicas, incluindo atividade antifungica, moluscicida, teratogénica e embriotoxica
(ESTEVES-SOUZA et al. 2002). A partir de seus frutos produz-se um polvilho, ao qual é
atribuida propriedade terapéutica como hipoglicemiante (DALL’-AGNOL; VON-POSER,
2000), além de serem utilizados na alimentacdo de populacfes tradicionais para o preparo de
geléias e doces (SILVA 1996, ALMEIDA et al. 1998). Medicinalmente, a planta apresenta
acdo emoliente, antirreumatica; podendo ser utilizada no banho e compressa; além de sua
acdo tbnica, contra asma, gripes e resfriados. Segundo Schwarz et al. (2005b), citado por
Costa et al. (2008) é conhecido que a S. lycocarpum contém glicoalcalGides esteroidais que
podem ser transformados em um intermediario para a producdo de medicamentos hormonais,
como anticoncepcionais orais, deste modo, é possivel que a presenca destes glicoalcaloides e
sua aglicona no hospedeiro ap6s a ingestdo de frutos da planta, atuem rompendo com o
sistema enddcrino, afetando,provavelmente, o sistema reprodutivo de helmintos.



Fonte: www.arvores.brasil:nom.br/cerrd/lixei.ntm

Figura 2. Frutos, folhas e flores da Solanum lycocarpum.

b) Curatella americana

Curatella americana L. é uma planta da Familia Dilleniaceae, que possui cerca de dez
géneros de ampla distribuicdo nos tropicos e subtropicos (JOLY, 1993). Normalmente de
baixo porte, mede de 1 a 12 metros de altura, sendo popularmente conhecida como lixeira, por
geralmente apresentar as células epidérmicas impregnadas de silica, o que lhe confere certa
aspereza ao tato (ALMEIDA et. al., 1998; BARROSO et al., 1978) é caracterizada por folhas
muito duras e asperas, o que justifica o seu nome (RESENDE; PINHO, 2010). Séo
encontradas freqlientemente em cerrados, cerraddes e capdes, sendo também conhecida como
caimbé, caju-bravo, cajueiro-bravo-do-campo. De ampla ocorréncia na regido de cerrados
localizados em menores altitudes (FELFILI et al., 1993) e no Pais, suas folhas podem ser
usadas como lixa e apresentam propriedades medicinais contra artrite, diabete, pressdo alta; ja
suas flores contra tosse, bronquite e resfriado. Estudos fitoquimicos com extrato etanolico de
suas folhas revelaram um flavondide glicosideo avicularim e cido galico (EL-AZIZI, 1980).
InvestigacOes fitoquimicas resultaram no isolamento de trés compostos atraves da
espectrometria de massas, caracterizadas como acido ursolico, acetato de acido ursoélico e
acido betulinico (ALEXANDRE-MOREIRA, et al., 1999).

Segundo dados etnobotanicos, determinadas espécies da familia Dilleniaceae sao
empregadas na medicina tradicional com diferentes indicagdes, sendo a espécie C. americana
L. empregada como antiinflamatério e antitlcera (PI0O CORREA, 1984). Em um estudo
realizado por Toleto et al. (2011), dentre as espécies vegetais estudadas, a C. americana
mostrou-se eficaz contra microorganismos, especialmente como um antifingico.



Fonte: http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.arvores.brasil.nom.br/cerrd/lixei2.jpg

Figura 3. Arvore da Curatella americana

2.4- Estudos com avaliacédo de drogas sintéticas e do efeito do extrato aquoso de
plantas sobre ciatostomineos.

Varios trabalhos j& foram conduzidos no laboratério de helmintologia da UFRRJ no
sentido de avaliar o real efeito dos extratos vegetais sobre os parasitos gastrintestinais,
utilizando as plantas Curatella americana e Solanum lycocarpum. Ribeiro et al. (2006)
avaliaram o extrato aquoso da planta S. lycocarpum (Lobeira UFRRJ) e observaram
mortalidade das L; de nematoides ciatostomineos de 36,5% e de 48,68% nas concentracdes de
5% e de 2,5%, respectivamente.

Souza, et al. (2008) avaliaram in vitro o percentual de mortalidade (%LM) das L; e
das L3 de ciatostomineos expostos as concentracfes de 5 e 2,5% do extrato aquoso de S.
lycocarpum, e observaram que essa reducdo foi de 56,18 e 83,23% nas primeiras 24h,
respectivamente. Em 48h o percentual de reducdo foi de 100% para ambas as concentracoes.
Em relacdo as L3, foi observado que a reducao foi de 29,37 e 37,25% em 48h, nas respectivas
concentragdes.

Em estudos in vitro realizados por Ribeiro et al. (2006) com o extrato da C. americana
(Lixeira Trés Marias/MG) foi observado que nas concentracdes de 5% e 2,5% houve 100% de
mortalidade das L; Segundo Souza, et al. (2007) ndo foi observado inibicdo do
desenvolvimento dos ovos recém-recuperados e ovos larvados com o uso do extrato da C.
americana a 0,5% e 1%.

Souza, et al. (2008) avaliaram o percentual de inibi¢do do desenvolvimento dos ovos
(%IDO) e %LM apds a adicdo do extrato aquoso da C. americana sobre as L; e Ls, sendo
observado 48% de mortalidade das L; apds o periodo de 24h pela acdo do extrato a 5%, e de
60% decorridos 48h, na concentragdo de 2,5%. Quanto as Ls, observou-se 50% de
mortalidade, pela agdo dos concentrados a 2,5% e 5%. Nao houve %IDO (SOUZA et al.,
2008).



Pela primeira vez estudou-se a avaliacdo do efeito anti-helmintico da C. americana, in
vitro e in vivo, sendo este o primeiro trabalho conduzido in vitro com infusos obtidos a partir
das folhas da planta para verificar o efeito sobre ovos, L; e L3 de ciatostomineos.

Em testes realizados in vivo com 0 extrato aquoso obtido da planta S. lycocarpum,
obtidas no municipio de Trés Marias/MG e na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), sobre outros tipos de parasitos gastrintestinais, Costa et al. (2008) observaram
atividade anti-helmintica na eliminacdo de Vampirolepis nana de camundongos naturalmente
infectados. A diferenca foi significativa no percentual de eliminagdo dos parasitos entre 0s
extratos da S. lycocarpum de Trés Marias e da coletada na UFRRJ, entretanto ndo foi
significativo entre o extrato da S. lycocarpum da UFRRJ e grupo controle.

Em trabalhos realizados in vitro com o infuso da erva-de-santa-maria (Chenopodium
ambrosioides L.) sobre as L; e Ls de ciatostomineos nas concentracdes de 5mg/mL;
2,5mg/mL; 0,625mg/mL e 1,25mg/mL, Amorim et. al. (1998) verificaram um significativo %
de mortalidade das L; em 24h pela acdo do extrato aquoso nas concentracGes de 5 e
2,5mg/ml, 0 mesmo ocorrendo para as L3, no periodo de 24 e 48h. A partir da administracao
do suco da C. ambrosioides, nas mesmas concentragdes, ndo foi observado um percentual de
mortalidade significativo sobre as L; e L3, em 24 e 48h. Em outro estudo in vitro, com o uso
do extrato bruto da casca do caule de cipé-cravo (Tynnanthus fasciculatus Miers;
Bignoniaceae), na forma de infusdo e de suco, Amorim et al. (1991a) observaram % de
mortalidade das L; na faixa de 61 e 100% apds 24h de acdo do infuso nas concentracGes de
0,2 a 5mg/ml, ndo sendo significativos os percentuais de eliminacdo sob a a¢do do suco. Para
as L3, ndo foi observado percentual de mortalidade significativo apds a acdo tanto do infuso,
quanto do suco no periodo de 24h.

2.5- Albendazol como controle negativo

As drogas sintéticas benzimidazdlicas foram desenvolvidas originariamente de plantas
fungicidas e apds como anti-helminticos veterinarios, sendo langados os seguintes principios
ativos: Tiabendazol, Mebendazol, Ubendazole, Albendazol e Triclabendazol (ARAUJO,
2005).

O Albendazol é um benzimidazolico tipico, de amplo espectro, aprovado para 0 uso
humano em 1982, com grande importdncia na medicina veterinria. Esse composto €
representado pelas formulas quimica 5-5 metilpropiletil-2-carbamato de benzimidazol, e
molecular C12H15N30,S, sendo o peso molecular de 265.34. A estrutura quimica esta abaixo

representada.
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Figura 4. Estrutura quimica do Albendazol.

Em uma pesquisa realizada e divulgada pela Associacdo Brasileira de Veterinarios de
Equideos (ABRAVEQ), Marconi et al. (2010) avaliaram a eficicia dos antiparasitarios
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Ivermectina e Pomoato de pirantel, classificando-os como grupo A, e do Albendazol e
Triclorf (grupo B) a fim que identificar possivel interferéncia destes na titulacdo de anticorpos
de cavalos soroprodutores, concluindo que os equinos tratados com as drogas do grupo A
apresentaram reducdo no numero de ovos por grama de fezes (OPG), apds novos exames, em
relacdo aos tratados pelos compostos quimicos do B. Estes dados demonstram que o farmaco
Albendazol é um dos anti-helminticos administrados em equinos, entretanto, a sua eficacia
esta limitada a resisténcia parasitaria.

“Os registros de resisténcia ao Albendazol nos helmintos, que sao
geralmente sensiveis, sd0 escassos e controversos, mas ndo devem ser
ignorados. Em 1970 foi descrito o primeiro caso de resisténcia aos anti-
helminticos em animais domésticos e durante muitos anos subsequentes o
problema de resisténcia ndo recebeu a importancia devida. Entretanto,
houve uma propagacdo rapida de resisténcia a todas as principais classes
de anti-helminticos veterinarios e em alguns paises esse problema tem se
tornado sério e ameacado o futuro de algumas criacfes de animais. Um
fator importante para o desenvolvimento de resisténcia nesses animais foi o
uso indiscriminado de anti-helminticos que em alguns casos eram
fornecidos juntamente com as rag¢des.” (GEERST; GRYSEELS, 2001,
citado por ARAUJO, 2005).

H& evidéncias experimentais concernentes ao mecanismo de acdo do farmaco sobre o
parasito em humanos, por exemplo, mostrando que varias espécies de helmintos intestinais
sofrem desregulacdo metabdlica, em varios sitios diferentes que envolvem a producdo de
energia do parasito, contrastando com os anti-helminticos ndo-benzimidazolicos que agem em
vias neuromusculares, paralisando o parasito. (HORTON, 2000).
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3-JUSTIFICATIVA

O controle das helmintoses em animais domésticos & comumente baseado no uso de
anti-helminticos sintéticos (CHARLES et al., 1989), entretanto a eficacia atual dessas drogas
tem sido reduzida, decorrente do aumento da populacdo de nematdides resistentes a todas as
classes de anti-helminticos (ECHEVARRIA, et al. 1996; MELO et al., 2003). Problemas
como elevados custos, somados a preocupacdo com a questdo de residuos nos alimentos e ao
risco de contaminacdo ao ambiente tém despertado interesse nas utilizacdo das plantas
medicinais como uma fonte alternativa de drogas anti-helminticas (VIEIRA et al., 1999).
Acredita-se que o tratamento feito com extrato de plantas possa causar um desenvolvimento
mais lento da resisténcia, além de normalmente atingir somente espécies alvo, serem
biodegradaveis, ndo poluirem o meio ambiente e diminuirem o problema de residuos
ambientais (CHAGAS, 2004). O efeito da variacdo da temperatura sobre o desenvolvimento
do nematdide é um dado importante para o melhor conhecimento do seu ciclo (DOBSON;
CARPER, 1992), e os procedimentos de coleta e estoque de amostras fecais e a busca do
mercado consumidor por fontes de tratamento alternativos, em substituicdo aos produtos
quimicos, tém justificado as diversas pesquisas, sendo dados muito importantes para o
veterinario a campo e pesquisadores que investigam sobre a resisténcia anti-helmintica.
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4 -, OBJETIVO GERAL
Avaliar o desenvolvimento de ovos mantidos sob diferentes temperaturas e o efeito de

extratos de plantas sobre os ovos, L; e L3 (larva infectante) de nematdides ciatostomineos
(Cyathostominae).
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5-CAPITULO I

AVALIAC}’AO DO DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE
CIATOSTOMINEOS EM DIFERENTES TEMPERATURAS NAS
ESTACOES DO ANO
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RESUMO

Fezes foram coletadas de eqliinos ndo-vermifugados e os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Helmintologia da E.P.P. W.O. Neitz do Dept®. de Parasitologia Animal do 1.V.
da UFRRJ, no periodo de outubro de 2004 a novembro de 2008, constando de quatro
experimentos e com modificagdo na metodologia. O objetivo foi avaliar a influéncia de
baixas temperaturas sobre o desenvolvimento dos ovos de nematoides ciatostomineos até o
primeiro estagio larval (L;) e terceiro estdgio larval (L3). As fezes coletadas, divididas em
amostras, foram mantidas sob refrigeracdo (£10°C) e congelamento (-4°C), durante todo o
periodo do experimento. Semanalmente ou quinzenalmente, conforme a metodologia adotada,
ovos (+300) foram recuperados e mantidos em placas de Petri a temperatura ambiente
(£25°C), sendo observados ao microscopio optico (10x e 40x) apds 24h para contagem das
diferentes fases de ovo até Lj, e as Lz recuperadas de coproculturas. Os resultados foram
tabelados e analisados descritivamente e estatisticamente. No experimento I, sob a
temperatura de £10°C, 75% dos ovos encontravam-se na fase de mérula e 20% em gastrula; a
-4°C, 90% em morula e 10% em gastrula. Houve diferenca significativa no nimero de ovos
em morula, gastrula e para o OPG entre as temperaturas. Os ovos resistiram a -4°C,
desenvolveram-se até a fase seguinte e o tempo até ovo larvado foi maior que 24h a £25°C.
As diferentes fases foram observadas no experimento 11, a £10°C, maior percentual de morula
e gastrula nas estacdes do outono e verdo; ovo larvado no outono e primavera, e a -4°C no
inverno e primavera; estagios de L; e L3, e OPG no inverno e primavera a £10°C; e Lz e OPG
no outono e inverno a -4°C. Ocorreu variagao entre as estacdes e entre as diferentes fases de
desenvolvimento (p<0,05) no experimento Il com destaque para a fase de morula entre as
médias das estacdes da primavera e outono e para gastrula e ovos larvados (p<0,05). N&o
houve diferenca significativa (p>0,05) entre as médias das estacfes para 0s estagios de Lj, L3
e OPG e a -4°C para ovos larvados e estagio de L;. No experimento 1V, as fases de moérula e
gastrula tém destaque no verdo (x10°C) e inverno; gastrula na primavera (-4°C); ovo larvado
no inverno (£10°C) e no outono (-4°C); L; no verdo (x10°C) e no outono (-4°C); L3 no verao
(£10°C) e no outono (-4°C); OPG na primavera (£10°C) e no inverno (-4°C). Nas duas
temperaturas ocorreu variacdo entre as estagdes (p<0,05) para varios estagios de
desenvolvimento.

Palavras-chave: ciatostomineos, ovos, larvas, temperatura, armazenamento.
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ABSTRACT

Feces were collected from horses non-wormed and experiments were performed at the
Helminthology Laboratory in E.P.P. W.O. Neitz's Dept®. Animal Parasitology 1V, UFRRJ,
Brazil, from October 2004 to November 2008, consisting of four experiments and changes in
methodology. The objective was to evaluate the influence of low temperatures on egg
development of cyathostomin nematode until the first larval stage (L1) and third larvae stage
(Ls). The feces collected, divided into samples, were kept under refrigeration (£10°C) and
congelation (-4°C) throughout the experimental period. Weekly or fortnightly, depending on
the methodology, eggs (x300) were recovered and kept in Petri dishes at room temperature
(£25°C) were observed under an optical microscope (10x and 40x) after 24 hours to count the
different stages from egg to L; and Ls recovered from stool cultures. The results were
tabulated and analyzed descriptively and statistically. In experiment I, with temperature of +
10°C, 75% of the eggs were in the morula stage and 20% in gastrula; to -4°C, 90% in morula
and 10% in gastrula. There were significant differences in the number of eggs in morula,
gastrula and for temperatures between EPG. The eggs survived to -4°C, developed to the next
phase and the time until embryonated egg was greater than 24h at £25°C. The different phases
were observed in experiment 11, the £10°C, a higher percentage of morula and gastrula in the
seasons of autumn and summer, egg in autumn and spring, and -4°C in winter and spring;
stages of L; and Lz, and EPG in winter and spring at £10°C, and Lz and EPG in the fall and
winter at -4°C. There has been variation between seasons and between different stages of
development (p<0.05) in experiment Il with emphasis on the morula stage between the
means of the spring and autumn and gastrula and embryonated eggs (p<0.05) There was no
significant difference (p>0.05) between the averages of stations for stages L1, L3 and EPG and
-4°C to embryonated eggs and L stage. In experiment 1V, the stages of morula and gastrula
are highlighted in the summer (x10°C) and winter; gastrula in the spring (-4°C); to
embryonated eggs in winter (x10°C) and autumn (-4°C), L; in the summer (x10°C) and
autumn (-4°C) Lz in summer (£10°C) and autumn (-4°C) EPG in the spring (x10°C) and
winter (-4°C). In the two temperature variation occurred between seasons (p<0.05) for various
stages of development.

Key words: cyathostomin, eggs, larvae, temperature, storage.
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5.1 - INTRODUCAO

O eqiino é hospedeiro habitual de um grande nimero de parasitos nematoides e dentre
outros, os ciatostomineos (Subfamilia: Cyathostominae) (OGBOURNE, 1976; CHAPMAN et
al., 1999). O ciclo bioldgico é divido em duas fases: uma no ambiente, com o0
desenvolvimento de ovo a larva infectante (L3), sofrendo influéncia de temperatura, umidade
e tipo de pastagem (DUNCAN, 1974) e outra no hospedeiro, apds a ingestdo da pastagem
contaminada. A oviposi¢do sofre variacdo de acordo com os periodos chuvosos e secos nas
regibes de clima subtropical e tropical, e a temperatura do ambiente € um fator abidtico
importante para o desenvolvimento dos ovos até o estidgio de vida livre (CIORDIA;
BIZZELL, 1963, CHHABRA; SINGH, 1965). Ovos de especies diferentes e até de mesma
espécie de estrongilideos diferem em relacdo a temperatura para desenvolvimento até a
eclodibilidade das larvas, e temperaturas de freezer ou a 40°C destroem o0s ovos da maioria
dos nematoides estrongilideos, a menos que outros fatores de protecdo adicional estejam
disponiveis durante a exposicao. (SALIH, 1981).

A temperatura Otima para o desenvolvimento de ovos e larvas de nematdides
estrongilideos estd na faixa de 25-33°C (OGBOURNE, 1972; MFITILODZE;
HUTCHINSON, 1987), com o maior estagio larval admitindo até 28°C. O limite méaximo para
desenvolvimento é até 38°C, ocorrendo a morte rapida a temperatura de 40°C. A larva
infectante (Ls) é a mais resistente as variacGes climaticas e de temperatura, seguida pelos
ovos, segundo e primeiro estagios larvais (L, e L;), respectivamente (PARNELL, 1936;
LUCKER, 1941; CROFTON, 1948a; SILVERMAN; CAMPELL, 1959).

Considerando a influéncia dos fatores abidticos sobre o desenvolvimento dos estagios
de vida livre dos estrongilideos, em especial a temperatura e umidade, estudos com
armazenamento de ovos sdo importantes para avaliar o seu efeito sobre o desenvolvimento
dos diversos estagios (SAUNDERS, 2002) e sobre a eclodiblidade das larvas, para a obtencéo
de maiores dados sobre a biologia do parasito. Neste contexto, diversos trabalhos tém sido
conduzidos no sentido de avaliar o efeito de diferentes temperaturas sobre o desenvolvimento
de ovos e de larvas de parasitos gastrintestinais, sendo este o primeiro estudo realizado
avaliando-se a influéncia do tempo de armazenamento das fezes de eqlinos mantidas sob
condicdes de baixas temperaturas.

Pouco se conhece sobre a influéncia que baixas temperaturas exercem sobre os
ciatostomineos, e com o objetivo de ampliar este conhecimento iniciou-se o trabalho para
avaliar o desenvolvimento de ovos de ciatostomineos recuperados de fezes mantidas a
temperatura de +10°C (refrigeracdo) e de -4°C (congelamento), sendo executado através de
quatro diferentes procedimentos.
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5.2- MATERIAL E METODOS

5.2.1- Local

Os estudos foram realizados no Laboratério de Helmintologia da Estagdo para
Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

5.2.2- Animais doadores

Foram utilizados equinos ndo vermifugados e naturalmente infectados por nematoides
estrongilideos intestinais como doadores de fezes, coletadas no inicio do periodo de execucao
de cada um dos experimentos. Esses animais sdo mantidos estabulados durante a parte da
manha para manejo e recebimento de suplementacdo alimentar com racdo farelada, sendo
soltos a pasto na parte da tarde e noite, ndo recebendo nenhum tratamento anti-helmintico.

5.2.3- Delineamento experimental

Massas fecais foram coletadas diretamente do reto de eqlinos, ndo vermifugados e
naturalmente infectados com nematdides ciatostomineos. Um pool de fezes foi
homogeneizado, sendo retirada uma aliquota de quatro gramas para a avaliacdo do OPG
(GORDON; WHITLOCK, 1939) com a finalidade de estimar a carga parasitaria dos animais
utilizados e realizacdo de coprocultura (ROBERTS; O'SULLIVAN, 1950) para confirmar o
diagnostico de ciatostomineos, através da morfologia das larvas infectantes. Para a
recuperacdo de ovos, visando avaliar e contar as diferentes fases de desenvolvimento, nas
primeiras 24h, utilizou-se a técnica de Rodrigues; Honer (1985). Os dados obtidos com o
processamento da massa fresca foram registrados para comparagdo posterior com 0s
resultados das massas mantidas sob diferentes temperaturas. Amostras de fezes foram
mantidas, separadamente, sob refrigeracdo (+x10°C) e congelamento (-4°C) durante todo o
periodo de estudo. Semanalmente ou quinzenalmente, conforme o estudo, uma aliquota de
cada amostra foi processada para recuperacdo de ovos, mantidos em placa de Petri, a
temperatura ambiente (£25°C) para observacdo apds 24h e contagem das diferentes fases de
desenvolvimento: morula, gastrula e ovo larvado, estagio de L;, a0 microscopio optico. As L3
foram recuperadas das coproculturas e identificadas de acordo com a chave de Bevilaqua et
al. (1993). Os resultados foram tabelados com a utilizacdo do software Excel e analisados
descritivamente e estatisticamente.

5.2.4- Recuperacdo de ovos e L3 de nematoides ciatostomineos
*Técnica de Rodrigues e Honer (1985)

Ovos foram recuperados (300 ovos) de fezes frescas, conforme figura a seguir, para
observacdo e contagem das diferentes fases de desenvolvimento até o primeiro estagio larval
(L1) apos 24 horas. Os procedimentos desta técnica consistiram na homogeneizagéo de quatro
gramas de fezes com 56 ml de solucdo saturada de acucar (densidade de 1.250g/ml) com
posterior filtragdo do contetdo em tamiz com gaze. O filtrado foi adicionado ao frasco e
completado com solucédo saturada até o preenchimento total, tampado com rolha de cortica e
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apos 30 minutos de repouso, o contetdo foi cuidadosamente desprezado sem o contato com a
parte superior interna do frasco, onde os ovos estdo aderidos. Em seguida, a parte interior do
frasco foi lavada, tomando o cuidado para nao afetar os ovos aderidos que foram recuperados,
lavando-se a parte superior recolhida em placas de Petri divididas em aliquotas de acordo
com cada experimento e observadas ap0s 24 horas para contagem dos ovos e das L;.

Figura 1. Recipientes para recuperacdo de ovos (RODRIGUES; HONER, 1985).

*Técnica de Coprocultura (ROBERTS; O'SULLIVAN, 1950)

Atraveés desta técnica foram recuperadas larvas de terceiro estagio (L3) e identificadas
com base na chave de Bevilagua et al. (1993).

5.2.5- Andlise estatistica

Através do programa estatistico GraphPad Instat, versdo 3.00, analisou-se a
normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov Smirnov e este teste demonstrou que 0s

dados sdo ndo-paramétricos.
No experimento |, foi utilizado o teste de Wilcoxon (p<0,05) (ZAR, 1999) para
comparar os valores médios obtidos para as diferentes fases de desenvolvimento dos ovos e

temperaturas, durante os 18 meses do estudo.
Para os experimentos Il, 11l e IV, em cada ambiente térmico: refrigeracdo (+10°C) e
congelamento (-4°C), todos os valores percentuais obtidos das aliquotas foram comparados

para:

1) avaliar se as diferentes temperaturas influenciaram no desenvolvimento do
ovo, L4, L3 e na variacdo do OPG;

2) observar como 0s ovos recuperados de fezes colhidas nas diferentes estagOes
do ano séo influenciados pela temperatura de refrigeragdo e congelamento, e
por quanto tempo podem ser armazenados para diagnostico.

No experimento Il utilizou-se o teste de Wilcoxon (p<0,05) (ZAR, 1999) para

comparar os valores percentuais dos ovos e L, numero das Lz e valores do OPG entre si,
obtidos dentro de cada estacdo e temperatura. O teste ANOVA (p<0,05) (ZAR, 1999) foi
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utilizado para analisar os valores percentuais mensais dos ovos, Li, L3 e do OPG, entre si, em
cada estacdo e temperatura, precedido pelo teste de compara¢Ges multiplas de Tukey-Kramer
(p<0,05) (ZAR, 1999). Por ANOVA (p<0,05) foram analisados os dados das estacOes entre
si, em cada temperatura e fase de desenvolvimento do ovo e OPG, seguido do teste de Tukey-
Kramer (p<0,05). Através do teste de Mann-Whitney (p<0,05) foram comparadas as médias
percentuais das temperaturas entre si, para cada fase do desenvolvimento do ovo e OPG.

No experimento Ill utilizou-se o teste T (p<0,05) (ZAR, 1999) para comparar 0S
valores percentuais dos ovos e L;, nimero das L3 e valores do OPG entre si, obtidos dentro
de cada estacdo e temperatura. O teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) (ZAR, 1999) foi utilizado
para analisar os valores percentuais dos ovos, L, L3 e valores do OPG entre si, em cada
estacdo e temperatura, precedido pelo teste de comparagcdes multiplas de Dunn’s (p<0,05)
(ZAR, 1999). Por ANOVA (p<0,05) foram analisados os valores das estacOes entre si, em
cada temperatura e fase de desenvolvimento do ovo e OPG, e a comparacao foi realizada pelo
teste de Tukey-Kramer (p<0,05). Através do teste de Mann-Whitney (p<0,05) foram
comparadas as medias percentuais das temperaturas tratamentos entre si, para cada fase do
desenvolvimento do ovo e OPG.

No experimento IV - Utilizou-se o teste de Wilcoxon (p<0,05) (ZAR, 1999) para
comparar os valores percentuais dos ovos e L;, niUmero das Lz e valores do OPG entre si,
obtidos dentro de cada estacdo e temperatura. O teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) (ZAR,
1999) foi utilizado para analise dos valores percentuais mensais dos ovos, L;, L3 e valores do
OPG entre si, em cada estacdo e temperatura, precedido pelo teste de comparagdes multiplas
de Dunn’s (p<0,05) (ZAR, 1999). Por ANOVA (p<0,05) foram analisados os valores das
estacOes entre si, em cada temperatura e fase de desenvolvimento do ovo e OPG, e a
comparacdo foi realizada pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05). Através do teste de Mann-
Whitney (p<0,05) foram comparadas as médias percentuais das temperaturas tratamentos
entre si, para cada fase do desenvolvimento do ovo e OPG.

5.2.6- Metodologia especifica apresentada para cada experimento realizado.

a) Experimento I: Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de nematdides
ciatostomineos em duas diferentes temperaturas.

O experimento foi realizado no periodo de outubro de 2004 a marco de 2006. Com o
objetivo de avaliar o efeito da temperatura sobre o desenvolvimento dos ovos, seis amostras
de 1 kg cada foram individualizadas em sacos plasticos, mantendo condi¢des anaerdbicas,
sendo trés mantidas sob condicdes de refrigeracao (+10°C) e identificadas com as letras 1a, 1b
e 1c e as outras trés mantidas sob congelamento (-4°C) e nomeadas como 2a, 2b e 2c.
Semanalmente, uma aliquota de quatro gramas da amostra 1a e da 1b foi processada, durante
os 18 meses de estudo, seguindo os procedimentos constantes no item 6.2, tdpico
‘Recuperacdo de ovos e L3 de nematdides ciatostomineos’. ApOs 0 periodo de 24h sob
temperatura ambiente (£25°C), os ovos recuperados (£300 ovos) em placas de Petri foram
observados com o auxilio do microscopio optico (aumento de 40x) e contados para registro
das diferentes fases de morula, gastrula, girno e ovo larvado. Semanalmente, de cada amostra
(1a e 2a) foi retirada uma aliquota de 4g de fezes para avaliagio do OPG, 5g para
coprocultura e 4g para recuperacao dos ovos. Antes da realizagdo do processamento da massa
congelada, a mesma foi mantida em temperatura ambiente por cerca de 2 (duas) horas para
descongelamento e posterior obtencdo das aliquotas.
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Os resultados obtidos com o processamento das fezes frescas foram comparados com
0s obtidos posteriormente das amostras 1a (Refrigeracdo) e 2a (Congelamento).

Os valores percentuais, de cada leitura foram registrados, tabelados e agrupados para
analise descritiva e estatistica.

b) Experimento Il: Sobrevivéncia e desenvolvimento de ovos e larvas de
ciatostomineos em baixas temperaturas, sob condi¢es experimentais.

Este experimento foi realizado no periodo de abril de 2005 a marco de 2006,
compreendendo as estacdes de Outono a Verdo. Apos a coleta de fezes (1 kg), no inicio de
cada estacdo, foram realizados os procedimentos constantes no item 6.2, topico ‘Recuperagédo
de ovos e L3 de nematoides ciatostomineos’. Posteriormente, a massa total foi homogeneizada
e dividida em duas amostras de 5009 cada, reservada em sacos plasticos, mantendo condicdes
anaerobicas, sendo a amostra 1la mantida a +10°C e a 2a mantida a -4°C, durante o periodo
estacional de execucdo do trabalho. Semanalmente, duas aliquotas de fezes da amostra la e
duas da amostra 2a foram processadas para recuperacdo dos ovos e realizagdo de
coproculturas, segundo a técnica de Rodrigues e Honer (1985). A massa mantida a -4°C
permanecia em temperatura ambiente (£25°C) por cerca de 2 horas para descongelamento e
posterior processamento. Dos ovos recuperados (£300) retirou-se uma aliquota de 100, para
observacdo das fases de mérula, gastrula, ovo larvado, girino e estagio de L; apds o periodo
de 24h. Apb6s 10 dias do processamento das aliquotas, as Lz foram recuperadas das
coproculturas, sendo identificadas e contadas em 1 mL de agua.

Os resultados obtidos com o processamento da aliquota de fezes frescas foram
utilizados para comparagdo com os dados posteriormente obtidos das massas mantidas sob
diferentes temperaturas: £10°C e -4°C até o final do estudo.

Os resultados tabelados foram analisados descritivamente e estatisticamente.

c) Experimento I11: Nematdides ciatostomineos: avaliacdo quinzenal do efeito da
temperatura sobre o desenvolvimento de ovos, L e L,

Esse trabalho foi realizado no periodo de outubro de 2006 a setembro de 2007, e a
massa fecal coletada (1,5kg) foi dividida em duas amostras (+700g cada) apds a realizacdo
saco plastico, mantendo-se condi¢Bes anaerdbicas sob temperatura de refrigeracdo e a outra
sob congelamento, durante o periodo estacional. Quinzenalmente, duas aliquotas de fezes da
amostra 1la e da amostra 2a foram processadas para recuperacdo dos ovos, como descrito no
experimento Il. Os ovos foram contados até 100, com posterior extracdo de um valor médio.

d) Experimento 1V: Influéncia de duas diferentes temperaturas no
desenvolvimento ovos em diferentes estagios, L; e L3 de nematodides ciatostomineos
(Nematoda-Cyathostominae).

Este estudo, e altimo, foi executado no periodo de outubro de 2007 a novembro de
2008. Apos a coleta da massa fecal (1,5kg) e realizacdo dos procedimentos iniciais descritos
no item 6.2, 20 amostras de 20g cada foram reservadas sacos plasticos, mantendo condi¢des
anaerdbicas, sendo 10 mantidas sob temperatura de £10°C e as outras 10 sob -4°C, durante
cada periodo estacional. Semanalmente, duas réplicas de 4g cada das massas armazenadas
foram processadas, avaliando-se 0s parametros anteriormente expostos. Os ovos recuperados
(= 300 em 2 mL de &gua) permaneceram em placas de Petri por 24h, sob temperatura
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ambiente, para observacdo do desenvolvimento dos ovos e contagem das fases de morula a
ovo larvado, e estagio de L; até o limite de 100. Juntamente, duas réplicas de 5g cada foram
reservadas de cada amostra para as coproculturas.
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5.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1- Experimento I: Avaliagdo do desenvolvimento dos ovos de nematdides
ciatostomineos em duas diferentes temperaturas.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados de analise comparativa para os valores
meédios percentuais de ovos nas diferentes fases de desenvolvimento até o primeiro estagio
larval (L;) e para o OPG, nas temperaturas de armazenamento: refrigeracdo (£10°C) e
congelamento (-4°C) por até 18 meses.

Tabela 1: Diferentes fases de ovo até L, a temperatura de £10°C e -4°C no periodo de Setembro/2004 a
Mar¢o/2006.

ovoal, +10°C -4°C
(X*+EP**) (X*+EP**)
Moérula 76,5+2,35° 88,22+2,28"
Gastrula 18,4442 67° 9,44+1,63°
Ovo larvado 0,94+0,37% 0,89+0,30%
Ovo inviavel e/ou infértil 5,22+1,51% 4,28+2,05%
OPG 315,22+114,82% 584,11+44,03°

*Médias **Erro Padrdo
Médias na mesma linha seguidas por letras distintas (a e b) diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney
(p<0,05).

A influéncia do tempo de armazenamento no desenvolvimento de ovos de
ciatostomineos, para as fases de moérula e gastrula, mantidos sob a temperatura de £10°C e
-4°C, respectivamente, por até 18 meses de estocagem das fezes (Outubro/04 a Margo/06),
estd demonstrado nas figuras 1 e 2. Na figura 3 observa-se a variacdo do OPG mensal, e 0
tempo de armazenamento a temperatura de +10°C -4°C para 0 mesmo periodo.

Observou-se diferenca significativa no desenvolvimento dos ovos nas fases de mérula,
gastrula e para 0 OPG entre os ambientes térmicos, destacando-se o valor de 88% na fase de
morula a -4°C (Tabela 1), sendo esta, a fase inicial, seguida de gastrula. Na temperatura de
+10°C foi observado menor percentual de moérula (76,5), quando comparado com de -4°C
(88,22%), porque na geladeira o desenvolvimento para a fase seguinte (gastrula) foi maior.
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Figura 2: Influéncia do tempo de armazenamento e da temperatura de +10°C (refrigeracdo) sobre as fases de
desenvolvimento dos ovos em mdrula e gastrula, no periodo de 18 meses (setembro/2004 a margo/2006).
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Figura 3: Influéncia do tempo de armazenamento e da temperatura de -4°C (congelamento) sobre as fases de
desenvolvimento dos ovos em morula e gastrula, no periodo de 18 meses (setembro/2004 a mar¢o/2006).
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Figura 4: Variacdo do OPG mensal, em virtude do tempo de armazenamento e acdo da temperatura de +10°C
(refrigeracdo) e -4°C (congelamento), no periodo de 18 meses (setembro/2004 a mar¢o/2006).

No presente estudo foi observado que os ovos resistiram a acdo das temperaturas de
+10°C (refrigeracdo) e -4°C (congelamento) durante os 18 meses. Os ovos na fase de girino
foram pouco observados e contados, por se tratar de uma fase intermediaria e curta entre
gastrula e ovo larvado, ndo sendo possivel analisar estatisticamente com os resultados
obtidos.

Os valores para a fase de morula oscilaram de 60 a 100% em ambas as amostras de
fezes armazenadas e para gastrula foi de 10 a 35% na massa refrigerada (a +10°C) e de 5 a
25% para a massa congelada (-4°C) (Figuras 2 e 3). Durante trés meses a £10°C e dois meses
a -4°C o OPG manteve-se em 1000 (Figura 4). As Lj obtidas, da coprocultura, foram
identificadas como pertencentes a subfamilia Cyathostominae.

O menor valor para 0 OPG foi observado a £10°C (refrigeracdo) em comparacdo com
0 mantido a -4°C (congelamento), o que pode ser justificado, pela visualizacdo macroscépica
da grande presenca de fungos na massa refrigerada (Figura 4). Fungos se desenvolvem em
fezes de diferentes animais e podem destruir ovos e larvas (SANTOS et al. 2001; BRAGA et
al. 2009a; 2009b), neste estudo ndo se identificou a espécie de fungo. Além disso, o0 OPG
pode variar em funcdo da amostra de fezes, porque a distribuicdo de ovos nas fezes nao
apresenta um padrdo de normalidade e a reducdo nos valores do OPG (Figura 4), foi
decorrente do tempo de estoque, 0 que também foi observado por Nielsen et al. (2010) e Van
Wyk e Van Wyk (2002).

Quanto ao desenvolvimento dos ovos, o efeito da variacdo da temperatura sobre o
desenvolvimento dos nematdides é um dado importante para 0 melhor conhecimento do seu
ciclo (DOBSON; CARPER, 1992), sendo a temperatura de 28°C a mais proxima do ideal, e
com 40°C ocorre morte rapida dos ovos. Segundo Young et al. (1980) a variacdo brusca da
temperatura influencia no tempo de desenvolvimento dos ovos de Ostertagia circumcincta até
estagio larval. Observou-se percentual reduzido de ovos na fase de girino, provavelmente por
ser uma fase curta. Apos a recuperagdo dos ovos observou-se ao microscopio optico (40x) que
aproximadamente 80% dos ovos estavam na fase de morula (inicial). Algumas horas, apos a
eliminacdo dos ovos em estagio de moérula nas fezes, o desenvolvimento continua para a fase
de gastrula e em seguida girino, fase muito rapida e ovo larvado, culminando com a eclosao
da larva no tempo aproximado de 24h; o desenvolvimento da maioria dos nematdides da
Super familia Strongyloidea ocorre desta forma (BIRD, 1971; BOWMAN, 2006). Segundo
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Nielsen et al. (2007), os ovos ndo-embrionados sdo definidos como ovos que ndo contém
larvas vidveis ao contrério dos ovos embrionados. Nao houve diferenga significativa (p>0,05)
para ovos inviaveis e/ou inférteis e para ovos larvados mantidos a £10°C e -4°C. O efeito da
temperatura sobre ovos de ciatostomineos e o conhecimento das diferentes fases de
desenvolvimento vem sendo pouco estudados e assim comparou-se com nematoides que
apresentam fases de desenvolvimento semelhantes (PANDEY et al. 1989; 1993). Nas
temperaturas estudadas o desenvolvimento dos ovos foi mais lento, porém ocorreu
desenvolvimento, sendo diferenciado entre os ambientes térmicos para uma mesma fase,
demonstrando que 0s ovos resistiram a baixas temperaturas. Concluiu-se que, a massa fecal
pode ficar armazenada por até 90 dias sob £10°C e até dois meses sob -4°C para fins de
diagnostico, uma vez que os ovos dos ciatostomineos sobreviveram a refrigeracdo e
congelamento.
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5.3.2- Experimento Il: Analise in vitro do desenvolvimento de ovos de ciatostomineos
(Nematoda-Cyathostominae) até os estagios de L; e L3, obtidos de fezes coletadas no

inicio de cada estacdo e armazenadas em baixas temperaturas.

Nas tabelas de 1 a 4 estdo apresentados os resultados da analise comparativa entre 0s
valores médios percentuais mensais de ovos nas diferentes fases de desenvolvimento até L,
para as L3 e OPG, nas temperaturas de armazenamento: refrigeracao (£10°C) e congelamento

(-4°C), nas estagdes de Outono/2005 a Verao/2006.

Tabela 1: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no

Outono/2005.
OUTONO/2005

Ovo +10°C -4°C
o) (X*+EP**) (X*EP**)
als

04/05 05/05 06/05 04/05 05/05 06/05
M 15+3,92°° 25+1,89° 50,942,942 24,62+3,86° 39,25+2,01° 54,3+3,062°
G 5,542,31% 13,75+2,922 16,542,192 11,123,772 10,87+1,53 8,7+1,02°
OL  2+0,46° 11,25+1,862 8,8+1,382 0,620,262 5,87+1,86° 6,6+2,07%
I 6,375+1,69° 16,25+2,512 11,543,812 8,25+1,532 3,75+1,03" 1,620,60"
L, 7147542 33,62+4,14° 11,6+1,52° 55,128,782 40,25+2,86° 24,9+4,73%
Ls 1097,5+465,28%  57,5+9,73° 18,546,37™ 866,87+255,212  180,62+26,80° 69+10,87™
OPG 1425+305,168  531,25+120,62°  465+91,9™ 2575+387,76° 1781,25+219,16%  1591+266,23°
*Médias **EP — Erro Padrédo

Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si, através da Analise de Variancia

(ANOVA) (p<0,05)
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado; | = inviavel.
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Tabela 2: Valores para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no
Inverno/2005.

INVERNO/2005

Ovo +10°C -4°C
. (X*+EP**) (X*+EP**)
als

07/05 08/05 09/05 07/05 08/05 09/05
M 2,87+0,67° 13,12+2,93%® 26,87+6,95° 11,87+2,76° 24,37+1,912 32,0£3,792
G 1,540,272 1+0,2672 945,092 4,25+0,982 3,37+0,982 8,25+2,272
oL 8,12+1,86° 7,541,932 7,87+0,872 15,25+3,382 7,5+1,94%° 5,75+1,88°
| 1,12+0,23° 5,25+0,732 7,541,392 1,540,382 2,540,932 2,87+0,692
L, 86,37+1,802 735,182 48,7545,12° 67,254,552 62+2,72% 51,12+1,73°
L, 805+146,522 321,87+49,70° 178,75+31,38™ | 625,62+104,378  230,62+42,76° 126,25+ 36,52
OPG 23504218358  2206,25+114,34%  2200+137,912 1162,5+136,52° 837,50+41,992  875+106,072
*Médias **EP — Erro Padrao

Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si, atraves da Andlise de Variancia
(ANOVA) (p<0,05)
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado; | = inviavel.

Tabela 3: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de £10°C e -4°C na
Primavera/05.

PRIMAVERA/2005
OVo & +10°C -4°C
Ly (X*+EP**) (X*+EP**)
10/05 11/05 12/05 10/05 11/05 12/05
M 3,12+0,58™ 14,25+3,47° 49,506,062 20,75+4,62° 34,7518,44%° 52,624,172
G 1,750,702 3,25+0,982 6,87+2,442 6,25+2,662 4,62+1,86% 3,25+1,082
oL 2,87+0,58™ 7,2542,12° 18,62+4,372 3,25+0,37° 5,56+1,59% 10,542,542
| 0,510,272 0,5+0,3272 0,13+0,122 2,37+0,532 0,87+0,44° 0,25+0,16™
L, 91,75+1,132 74,75+3,93° 24,87+45,95° 67,37+3,932 54,25+6,632 33,37+4,59°
Ls 755,62+129,332  431,25+69,08° 58,12+27,63° 398,12+73,77 170,62+31,92°  62,5+13,63"
a
OPG 2106,25+261,59  2081,25+340,29°0  1112,5425526% | 1250+224,012 987,5+194,28%  368,7+93,99"
*Médias **EP — Erro Padrdo

Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si, através da Andlise de Variancia
(ANOVA) (p<0,05)
M= morula; G= gastrula; OL= ovo larvado; | = inviavel.
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Tabela 4: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L;e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no
Verdo/06.

VERAO/2006
Ovo & +10°C -4°C
L (X*+EP**) (X*+EP**)
3

01/06 02/06 03/06 01/06 02/06 03/06
M 13,83+3,93° 48,75+10,272 76,17+3,482 20,33+2,64° 51+7,81° 78,67+2,912
G 2,500,432 9,754,162 11,542,722 2,830,482 9,5+3,072 8+1,832
oL 4,67+1,38%® 6,875+0,912 2,83+0,83" 2,540,762 4,5+1,772 2,33+1,082
I 0+0° 4,25+2 792 0,670,492 0+0? 1,12+0,742 0,540,222
L, 795,192 30,37+4,01° 8,83+2,24° 74,33+3,442 33,75+5,61P 10,5+2,20°
Ls 82,33+26,962 22,545,34° 0+0™ 17,545,44 65,62+11,088  2,5+1,71"
OPG 1401,66+318,65°  662,5+154,62°  291,66+47,29" | 716,67+260,34 512,5+134,888  191,67+49,022

*Médias **EP — Erro Padréo

Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si, através da Analise de Variancia
(ANOVA) (p<0,05)

M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado; | = inviavel.

Observou-se variacao entre os valores percentuais de ovos que se mantiveram na fase
de mérula, e para os que alcancaram as fases de gastrula; ovo larvado; estagios de L; e L. e
para 0 OPG (p<0,05) (Tabela 1). J& na massa a -4°C, a diferenca foi observada para as fases
de morula, estagios de L; e L3. Em ambos os ambientes térmicos, registrou-se um nimero de
L; e OPG reduzidos do primeiro ao terceiro més, entretanto, na massa congelada observou-se
maior recuperacdo das L3 e valores do OPG se comparado com a massa refrigerada.

Na tabela 2 notou-se variacdo entre os meses da estacdo inverno a temperatura de
+10°C com manutencdo dos ovos em mérula, e desenvolvimento até os estagios de L; e Lz e
a -4°C para as fases de morula, ovo larvado, para as L; e L3(p<0,05). Notou-se que, em
média, no terceiro més de cada esta¢do 50% dos ovos alcancou o estagio de L; e em ambos
os ambientes de estoque o nimero reduzido de L3 foi reduzido no segundo e terceiro meses;
também se observou reducdo dos valores do OPG, com destaque para -4°C.

Observou-se variagdo entre os valores percentuais de ovos que se mantiveram em
morula, para os que alcancaram a fase de ovo larvado, estagios de L; e Lz a +10°C (p<0,05)
(Tabela 3). J& na massa a -4°C, a diferenca foi observada para moérula, ovo larvado, para as
L1, L3 e OPG. Houve um decréscimo do OPG e L3 recuperadas do primeiro ao terceiro més,
em ambos os ambientes térmicos, sendo os valores da massa refrigerada superiores aos da
massa congelada.

Na tabela 4 observou-se variagdo no desenvolvimento dos ovos em mérula, ovo
larvado, para as L; e Ls, e para 0 OPG na massa sob £10°C (p<0,05). Na massa a -4°C a
diferenca foi observada para as fases de morula, estagios de L; e Ls. Até o terceiro més
notou-se acentuada reducdo no nimero das Lz recuperadas na massa a +10°C, chegando a
zero. Na massa a -4°C maior numero das L3 foi recuperada no segundo més. Do primeiro ao
terceiro més houve redugéo dos valores do OPG em ambos os ambientes de armazenamento.

Por meio deste estudo, ha evidéncia da influéncia das temperaturas de +10°C e -4°C no
tempo de armazenamento dos ovos e das demais fases de desenvolvimento, dentro das
diferentes estacdes; e que 0s ovos resistem as condicdes de baixas temperaturas com
subseqlientemente desenvolvimento em condigdes favoraveis, concordando com Salih (1981),
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e desta forma demonstrou-se que as fezes podem ficar armazenadas por até 30 dias a £10°C.
Pela primeira vez, estes delineamentos experimentais foram realizados, tornado dificil fazer

uma ampla discusséo.

Nas figuras de 1 a 6 estdo representados graficamente a comparacgéo, entre as estacdes
de Outono/2005 a Verdo/2006, das médias percentuais para 0s ovos nas diferentes fases de
desenvolvimento até L;, para as L3 e OPG, nas temperaturas de armazenamento: refrigeracdo

(£10°C) e congelamento (-4°C).

° o ° £ +10°C
g5 -} B == ac
£Eg o b ] LN
I o NeNR
gg 2 || NENR
g2+ Al NNAR
04 L] S NN
o] ltP v (o} I'P v
Estacdes do ano

Figura 1. Comparacdo entre as médias estacionais (Abril/05 a
Marco/06) para o percentual de ovos em mérula e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagdo (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera; V= verdo.
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Figura 2. Comparacao entre as médias estacionais (Abril05 a
Marco/06) para o percentual de ovos em gastrula e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracdo
(£10°C) e congelagao (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera; V= verdo.
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Figura 3. Comparacdo entre as médias estacionais (Abril/05 a
Margo/06) para o percentual de ovo larvado e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagdo (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera, V= verdo.
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Figura 4. Comparacdo entre as médias estacionais (Abril/05 a

Margo/06) para o percentual de larvas de primeiro estagio (L 4)
e o tempo de armazenamento das fezes, em amostras
processadas semanalmente, mantidas em baixas temperaturas:

refrigeracdo (£10°C) e congelagdo (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera; V= verdo.
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Figura 5. Comparacao entre as meédias estacionais (Abril/05 a
Margo/06) para o numero de larvas de terceiro estagio (L ;) e o

tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeragao
(£10°C) e congelagdo (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera; V= verao.
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Figura 6. Comparacao entre as meédias estacionais (Abril/05 a
Marc¢o/06) para o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) e o
tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagao (-4°C).

O= outono; I= inverno; P= primavera; V= verao.

A +10°C, observou-se maior percentual de mérula (Fig. 1) e gastrula (Fig. 2) nas
estacOes do outono e verdo; ovo larvado (Fig. 3) no outono e primavera, e a -4°C no inverno e
primavera; estagios de L; (Fig. 4) e Ls (Fig. 5), e OPG (Fig. 6) no inverno e primavera a
+10°C; e Lz e OPG no outono e inverno a -4°C (Figs. 5 e 6). Ocorreu variagao entre as
estacOes e entre as diferentes fases de desenvolvimento (p<0,05). A estacdo do inverno
concentrou maior numero dos ovos que alcangaram o estagio de L3, 0 que demonstra uma
resisténcia a baixas temperaturas, concordando com Salih (1981). Notou-se que 0s maiores
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valores de OPG foram concentrados nas estacbes do outono e inverno, podendo ser
justificado pela maior postura de ovos férteis e/ou viaveis pelas fémeas adultas de
ciatostomineos nestas estacdes, provavelmente, devido a uma programacao bioldgica, por se
tratar de estagOes que apresentam a temperatura e umidade reduzida que contribui para o
maior tempo nas pastagens, e consequentemente, maiores oportunidades de contato com 0s
seus hospedeiros, o que também foi observado por Quinelato et al. (2008) em estudo sobre
disponibilidade de L3 na pastagem.
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5.3.3- Experimento Il11: Nematoides ciatostomineos: avaliacdo quinzenal do efeito da
temperatura sobre o desenvolvimento de ovos, L e Lj,

Nas tabelas de 1 a 4 sdo apresentados os resultados da anéalise comparativa entre 0s
valores medios percentuais mensais de ovos nas diferentes fases de desenvolvimento até L,
para as Lz e OPG, nas temperaturas de armazenamento: refrigeragdo (+10°C) e congelamento
(-4°C), nas estac¢des de Primavera/2006 a Inverno/2007.

Tabela 1: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +£10°C e -4°C na
Primavera/2006.

PRIMAVERA/2006
OV & +10°C -4°C
L. (X*+EP**) (X*+EP**)
10/06 11/06 12/06 10/06 11/06 12/06
M 14,542,507 336,772 6,5+2,53" 36+2,00° 39,25+3,502 74,541,558
2+1,00® 6,75+1,892 1,5+0,64° 10+2,00° 13,25+2 502 8+1,872
oL 1,5+0,502 1+1,00° 0,75+0,482 9+3,00° 3,540,872 240,412
L, 80,5+0,502 37,50+13,85%®  1,75+0,48° 43+4,00% 44+3,942 14,75+1,93°
Ls 582,5+467,502  126,25+33,75¢ 18,75+9,43° 219,5+39,50° 30,548,257 6,75+2,14°
OPG 110042002 1875474658  37,5+23,942 975+125,00° 312,5+80,04*%  312,5+139,012

*Médias **EP — Erro Padrdo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= géstrula; OL= ovo larvado.

Tabela 2: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no
Verdo/2007.

VERAO/2007
OV & +10°C -4°C
L, (X*+EP**) (X*+EP**)
01/07 02/07 03/07 01/07 02/07 03/07
M 38,757,052 56,5+13,50*  68,75+11,7128 | 37,5+1,90° 40+4,00%® 68+7,682
11,541,712 8,545,502 10,75+3,502 11,5+3,282 15+3,00° 7,753,152
oL 2,750,852 2+0,00% 2,542,502 11,75+6,552 1,541,502 140,712
L, 45+7 472 33+8,00%° 12,25+3,90 31,5+10,242 43+3,00° 23+6,902
Ls 258+114,978 15+4,00° 21+4,42° 287,50+115,928  52,50+17,508 89,50+23,572
OPG 243755481557 750+450,00° 625+183,142 1087,50+115,9228  675+25,00°  375+92,422

*Médias **EP — Erro Padréo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= morula; G= gastrula; OL= ovo larvado.
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Tabela 3: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no

Outono/2007.
OUTONO/2007

Ovo & +10°C -4°C
L, (X*+EP**) (X*+EP**)

04/07 05/07 06/07 04/07 05/07 06/07
M 10+2,00° 19,25+5,412 9,250,482 12,5+2,50° 55,256,060  21+2,12%°

2,541,502 340,712 1,540,292 7,5+1,502 7,5+1,26° 3,541,322
oL 240,00 240,712 0,250,252 1+0,00° 2+0,41% 4+0,412
L, 85,5+0,50 46,50+9,78% 19,5+3,07° 79+4,00° 38,25+4,25°  14,5+0,87°
Ls 1192,54792,508  131,25271,22*  3,75+2,40" 815+735,00°  190£133,74*  15+2,04°
OPG  975+75,00 437,5+198,30°°  62,50+12,50° | 650+£50,00°  175%32,27*  12,5+12,50"

*Médias **EP — Erro Padrdo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado.

Tabela 4: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de £10°C e -4°C no

Inverno/07.
INVERNO/2007
Ovo 4 +10°C -4°C
L (X*+EP**) (X*+EP**)
3
07/07 08/07 09/07 07/07 08/07 09/07
M 28+1,00° 472545228 48,5+2,182 34,5+7,502 42,757,002 34,7542, 752
8,541,502 16+3,562 27,25+3,042 13+0,00° 10,5+1,262 10,75+1,55?
oL 4,5+1,502 4,5+1 55 3,541,552 1,5+0,502 0,750,482 140,412
L, 59+1,00° 3318,762 19,541,942 51+8,00° 466,232 19,75+1,442
L 300+50,00° 80+6,45% 47,5+7,21° 117,50+17,502  76,25+16,502 63,75+14,052
OPG 1500+200,00° 1050+35,35%  825+112,732 650+50,00° 100+35,352 75+25,00°

*Médias **EP — Erro Padrdo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado.

Este experimento (Ill), com analise de 15 em 15 dias, seguiu-se basicamente o
experimento Il, com destaque para redugdo de L; e L3 na primavera, no verdo. Notou-se
diferencas entre os experimentos Il e Il devido a estes terem sido realizados em anos
diferentes, o que leva a varias alteracdes, epidemiologicamente, uma vez que ndo ha
repeticdo de fatos bioldgicos,

Nas figuras de 1 a 6 estdo representados graficamente a comparagdo das meédias
percentuais para os ovos nas diferentes fases de desenvolvimento até L,, para as L3 e OPG
entre as estacOes de Primavera/2006 a Inverno/2007, nas temperaturas de armazenamento:
refrigeracdo (x10°C) e congelamento (-4°C).
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Figura 1. Comparagdo entre as médias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o percentual de ovos em mérula e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelacgao (-4°C).

P= primavera; V= verao; O= outono; I= inverno.
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Figura 2. Comparacéo entre as meédias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o percentual de ovos em gastrula e o tempo
de armazenamento das fezes, em amostras processadas
quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£x10°C) e congelagédo (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; I= inverno.
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Figura 3. Comparagao entre as médias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o percentual de ovo larvado e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagao (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; I= inverno.
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Figura 4. Comparacao entre as médias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o percentual de larvas de primeiro estagio (L 4)
e o tempo de armazenamento das fezes, em amostras
processadas quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas:
refrigeracao (+10°C) e congelacao (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; I= inverno.
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Figura 5. Comparacao entre as médias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o nimero de larvas de terceiro estagio (L ;) e o
tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelacdo (-4°C).

P= primavera; V= verao; O= outono; I= inverno.
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Figura 6. Comparagao entre as médias estacionais (Outubro/06 a
Setembro/07) para o numero de ovos por grama de fezes (OPG)
e o tempo de armazenamento das fezes, em amostras
processadas quinzenalmente, mantidas em baixas temperaturas:
refrigeracéo (£10°C) e congelagdo (-4°C).

P= primavera; V= verdao; O= outono; I= inverno.

Nas figuras de 1 a 6, a £10°C, observou-se maior percentual de moérula (Fig. 1) e
gastrula (Fig. 2) e ovo larvado (Fig. 3) nas estacGes do verdo e inverno e a -4°C na primavera
e verdo; estagio de L, (Fig. 4) na primavera e outono e a -4°C outono e inverno; estagio de L3
(Fig. 5) no verao e outono e OPG (Fig. 6) no outono e inverno e a -4°C primavera e verao .
Ocorreu variacdo no desenvolvimento dos ovos em morula entre as médias das estacGes da
primavera e outono e para gastrula e ovos larvados (p<0,05). Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as médias das estacOes para 0s estagios de L, L3 e OPG e -4°C
para ovos larvados (Fig. 3) e estagio de L, (Fig. 4) (p>0,05).
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Durante este estudo, avaliou-se o efeito de duas diferentes temperaturas (-4°C e
+10°C) sobre os ovos de nematdides ciatostomineos (Nematoda-cyathostominae) durante as
estacdes do ano e ficou demonstrada diferenca significativa para o desenvolvimento dos ovos
até os estagios larvais de L; e Ls; e para 0 OPG entre as diferentes temperaturas e estacdes do
ano. A faixa de temperatura minima para eclodibilidade das L; dos nematoides estrongilideos
esta entre 7,5-10°C (OGBOURNE, 1972) e através deste trabalho constatamos que ovos dos
pequenos estrongilos sobreviveram, sob condicdes laboratoriais, a -4°C. O efeito da
congelamento e refrigeracéo sobre os ovos, a eclodibilidade das L, 0 desenvolvimento até L3
associados ao tempo de estoque, séo fatores que contribuem para o melhor conhecimento da
biologia dos nematoides ciatostomineos, o que também foi relatado por Nielsen et al, (2007)
que a temperatura inferior a 4°C prejudica os ovos e reduz o numero de Ls. No presente
estudo, observou-se desenvolvimento dos ovos até L; em amostras fecais coletadas no Outono
e Inverno, mantidas por 180 dias, na temperatura de -4°C e +10°C, discordando do trabalho de
Nielsen et al. (2007). Os ovos mantidos em baixas temperaturas e depois mantidos a +25°C,
podem utilizar esta alteracdo como estimulo para o rapido desenvolvimento, o que foi
observado por Salih (1981). Ovos ndo-embrionados aparentemente resistem melhor a geada
do que ovos embrionados, ja as larvas de L; e L, sdo muito susceptiveis ao frio (Lucker,
1941), o que também foi constatado por Ober-Bl6baum (1932) onde as L3 ndo foram afetadas
pela congelamento de 30 minutos a 72 horas, porém, com reducdo da sobrevivéncia se
mantidas por 5a 8 meses sob congelamento constante.

No verdo o desenvolvimento até L3 foi mais rapido, porém a mortalidade foi maior, o
que ja foi constatado em trabalhos a campo por Bezerra et al. (2007) que recuperou mais Lj
no periodo chuvoso na regido subtropical, demonstrando a influéncia da temperatura e da
chuva sobre o desenvolvimento e a transmissdo das L3, entretanto, maior longevidade ocorreu
no periodo seco(outono e inverno) onde as larvas permaneceram por mais tempo nas massas
fecais intactas que serviram de reservatdrio natural dos ovos e das larvas de ciatostomineos
(HUTCHINSON, et al., 1989)
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5.3.4- Experimento IV: Influéncia de duas diferentes temperaturas no desenvolvimento
ovos em diferentes estdgios, L1 e Lz de nematdides ciatostomineos (Nematoda-
Cyathostominae).

Nas tabelas de 1 a 4 sdo apresentados os resultados da analise comparativa entre 0s
valores médios percentuais mensais de ovos nas diferentes fases de desenvolvimento até L,
para as Lz e OPG, nas temperaturas de armazenamento: refrigeracdo (+10°C) e congelamento
(-4°C), nas estacgdes de Primavera/2007 a Inverno/2008.

Tabela 1: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C na
Primavera/2007.

PRIMAVERA/2007

Ovo & +10°C -4°C
L (X*+EP**) (X*+EP**)
10/07 11/07 12/07 10/07 11/07 12/07
M 6+0,71% 1743,65° 5,5+0,81" 61,75+8,64°  41,7+233" 55,83+5,02°
3+0,58° 11,2+2,68 3,83+1,38° 13,75+5,70°  40,3+1,70° 32,17+2,79®
oL 9,5+2,18 2+0,88° 1,67+0,49% 6+1,73° 1,3+0,62° 0,330,21"
L, 81,25+3,38° 13,545,43" 3,17+1,08™ 18+3,42° 16,6+2,28° 6,83+2,41°
Ls 107,25+66,27%  13,4+8,98% 1,5+0,85" 41+10,07° 12,8+2,34% 3,1740,65°
OPG  1250+73,60° 200+66,67° 166,67+55,78™ | 537,5+65,75* 340+60,92° 325+71,59°

*Médias **EP — Erro Padrdo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado.

Tabela 2: Valores médios para as diferentes fases de ovo até Lz e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no
Verdo/2008.

VERAO/2008
Ovo +10°C -4°C
AL, (X*+EP**) (X*+EP**)
03/08 04/08 05/08 03/08 04/08 05/08
M 10,17+0,79° 42,1245 372 22,83+2,17® | 35,83+3,53° 57,25+6,06% 67,83+2,53%
G 6,17+1,40% 12,5+3,46% 7,332,362 17,542,092 20,542,512 17,67+2,03°
oL 1,17+0,312 1,250,492 0,67+0,33% 1,330,422 1,12+0,35% 1,670,482
L, 81,67+1,08% 24,62+6,56° 10,5+1,15™ 44,334,332 20,75+5,02° 12,33+1,50
bc
L, 146,83+91,13*  16,62+4,26° 4,33+1,31° 48,33+32,43% 33,37+4,41° 25+7,63%
OPG 525+96,39° 243,75+65,08% 91,67+15,36° | 1016,67+199,03%  418,75+55,85% 100+18,26°

*Médias **EP — Erro Padréo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= morula; G= gastrula; OL= ovo larvado.
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Tabela 3: Valores médios para as diferentes fases de ovo até L; e OPG nas temperaturas de +10°C e -4°C no
Outono/08.

OUTONO/2008

OV 4 +10°C -4°C
L. (X*+EP**) (X*+EP**)

06/08 07/08 08/08 06/08 07/08 08/08
M 28,5+4,33° 6,25+0,80° 1,870,51° 27,75+3,57°  51,37+3,87° 46,5+4.91%

3,5+0,87° 2,5+0,33 1,62+0,50° 8,5+0,87% 12,25+2,66° 4,25+1,32°
oL 3+1,08° 2,12+0,40° 0,25+0,16° 4,75+2,25° 8,75+3,47° 1,62+0,18
L, 66,25+3,50°  6,37+1,81% 11,25+0,35° 59,5+6,51° 31,542,17% 15,37+3,65°
Ls 23,7529,27°  3,62+1,46% 10,42 104,5+23,41°  43,12+6,87" 2+0,53°
OPG  162,50+55,43 37,5%15,67° 53,45+18,90* | 200+45,64°  143,75%30,53°  62,5+18,30°

*Médias **EP — Erro Padrdo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado.

Tabela 4: Valores médios para as diferentes fases de ovo até Lz e OPG nas temperaturas de £10°C e -4°C no
Inverno/08.

INVERNO/2008
OV & +10°C -4°C
L. (X*+EP**) (X*+EP**)
09/08 10/08 11/08 09/08 10/08 11/08
M 5,25+1,25° 22,87+6,71° 4,75+0,67° 13,75+0,95° 65,87+5,82° 65,75+7,96°
5,25+1,84% 7,17+25,35°% 14,14+0,50° | 53+0,91% 25,87+4,64%°  19+8,52°
oL 17,75+1,80° 7,25+3,18% 1+0,27° 5,5+0,87° 2+0,65° 1,75+0,49"
L, 69,25+2,25% 17,37+6,33%® 0,12+0,12° 26,75+1,50° 6,5+1,12% 1,87+0,67°
Ly 22,75+16,51° 6+2,50° 0,25+0,16° 14,25+8,52° 6,752,992 2,87+2,31°
OPG 1475+165,20°  93,75+27,45®  12,5+8,18° 1137,50+94,37 643,75+72,23%  168,75+60,46°

*Médias **EP — Erro Padréo
Médias da mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
M= mérula; G= gastrula; OL= ovo larvado.

Nas tabelas 1; 2, 3 e 4, observou-se variagdo no desenvolvimento dos ovos em
morula, ovo larvado, para os estagios de L; e Lz para o OPG, entre 0s meses da estacao
Primavera, na massa sob +10°C (p<0,05) e a -4°C para as fases de morula,gastrula, ovos
larvados, L;, Lz e OPG (p<0,05), respectivamente.
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Nas figuras de 1 a 6 estdo representadas as médias percentuais para 0S 0v0S nas
diferentes fases de desenvolvimento até L;, Ls; e OPG, entre as esta¢cdes de Primavera/2007 a
Inverno/2008, nas temperaturas £10°C e -4°C.
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Figura 1. Comparacéao entre as médias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o percentual de ovos em moérula e o tempo
de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagdo (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; I= inverno.
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Figura 2. Comparacao entre as médias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o percentual de ovos em gastrula e o tempo
de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelagdo (-4°C).

P= primavera; V= verao; O= outono; I= inverno.
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Figura 3. Comparacao entre as meédias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o percentual de ovo larvado e o tempo de
armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeragdo
(£10°C) e congelagao (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; I= inverno.
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Figura 4. Comparacdo entre as médias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o percentual de larvas de primeiro estagio (L 4)
e o tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(¥10°C) e congelagao (-4°C).

P= primavera; V= verdo; O= outono; |= inverno.
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Figura 5. Comparacao entre as médias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o numero de larvas de terceiro estagio (L ;) e 0

tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeracao
(£10°C) e congelacao (-4°C).

P= primavera; V= verao; O= outono; |= inverno.
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Figura 6. Comparacdo entre as médias estacionais (Outubro/07 a
Novembro/08) para o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) e
o tempo de armazenamento das fezes, em amostras processadas
semanalmente, mantidas em baixas temperaturas: refrigeraciao
(£10°C) e congelagao (-4°C).

P= primavera; V= verao; O= outono; I= inverno.

As fases de mérula (Fig. 1), e gastrula (Fig. 2) tiveram destaque no verdo (10°C) e
inverno (-4°C); gastrula na primavera; ovo larvado (Fig. 3) no inverno (£10°C) e no outono (-
4°C); L; (Fig 4) no verdo (x10°C) e no outono(-4°C); L3 no verdo (x10°C) (Fig. 5) e no
outono(-4C); OPG na primavera (Fig. 6) e no inverno (-4C). Nas duas temperaturas ocorreu
variacdo entre as estagdes (p<0,05) para varios estagios de desenvolvimento (Figs. 1 a 6),
assim com nos experimentos anteriores, entretanto, este foi o primeiro realizado com as
amostras semanais individualizadas, mantidas em ambiente de refrigeragdo e de
congelamento. Observou-se maior variacdo no desenvolvimento dos ovos armazenados em
baixas temperaturas e depois mantidos a £25°C, até o estagio de Ls, e esta alteracdo pode ter
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sido utilizada como estimulo para o rapido desenvolvimento, concordando com observacoes
feitas por Salih (1981). Ovos ndo-embrionados aparentemente resistem melhor & geada do que
ovos embrionados, ja as larvas de L; e L, sdo muito susceptiveis ao frio (Lucker, 1941), o que
também foi constatado por Ober-Blobaum (1932) onde as Lz ndo foram afetadas pelo
congelamento de 30 minutos a 72 horas, porém, com reducdo da sobrevivéncia se mantidas
por 5 a 8 meses sob congelamento constante. No verdo o desenvolvimento até Ls foi mais
rapido, porém a mortalidade foi maior, o que ja foi constatado em trabalhos a campo por
Bezerra et al.(2007) que recuperou mais Lz no periodo chuvoso na regido subtropical,
demonstrando a influéncia da temperatura e da chuva sobre o desenvolvimento e a
transmissao das L3, entretanto, maior longevidade ocorreu no periodo seco (outono e inverno)
onde as larvas permaneceram por mais tempo nas massas fecais intactas que serviram de
reservatorio natural dos ovos e das larvas de ciatostomineos (HUTCHINSON, et al., 1989).
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5.4- CONCLUSOES
O tempo e as temperaturas de influenciaram o armazenamento no desenvolvimento do
ciatostomineo durante as estacfes do ano;

Os fatores abidticos exercem influéncia na biologia dos ciatostomineos durante as
diferentes estacoes.

A -4°C mantém-se a fase de morula e ocorre desenvolvimento até Ls; e a £10°C
mantém-se mais a fase de gastrula

Ovos férteis e viaveis de ciatostomineos ocorreram em todas as estacoes.

O diagnostico e analise do OPG podem ser realizados até 30 dias com as fezes
mantidas a +10°C e -4°C.
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5.5- ANEXOS

* Representacdo da Metodologia

Figura 1. Coleta de massa fecal.

- | r
Figura 2. (A) Fezes coletadas identificadas por animal; (B e C) Realizacdo do OPG; (D) Homogeneizagdo do
material coletado.

47



Figura 3. (A e B) Preparo de coproculturas — Técnica de Roberts; O Sullivan (1950).

Figura 4. Ovos recuperados (fases: morula, gastrula, ovo larvado; estagio de L; e L) A identificacdo das L; foi
realizada com base na chave Bevilaqua et al. (1993).

48



6-CAPITULO II

EFEITO DE EXTRATOS DE PLANTAS SOBRE OVOS, L, E L; DE
NEMATOIDES CIATOSTOSTOMINEOS (NEMATODA-
CYATHOSTOMINAE)
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RESUMO

Os estudos foram realizados no Laboratorio de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria da UFRRJ e equinos ndo-vermifugados foram utilizados como doadores de fezes.
Neste trabalho buscou-se avaliar do efeito do extrato aquoso de duas plantas, Solanum
lycocarpum e Curatella americana, sobre ovos, L; e Lz de ciatostomineos. Ovos foram
recuperados (+400) de massa fecal fresca, as L; (+400) apds 24h e as L3 através da técnica de
coprocultura. Os experimentos foram conduzidos no periodo de 2010, separadamente, a fim
de avaliar o percentual de inibicdo do desenvolvimento dos ovos (%IDO) e do percentual de
mortalidade larval (%ML) pela acdo dos extratos em trés diferentes concentracées (5%, 2,5%
e 1%) em 24h. Os resultados demonstraram que 0s extratos aquosos das plantas avaliadas
tiveram melhor efeito larvicida sobre as larvas de primeiro estagio (L1) e ndo apresentaram
efeito ovicida sobre os ovos de ciatostomineos. Entretanto, mais estudos precisam ser
realizados in vitro com extratos aquosos dessas duas plantas, a fim de verificar a acdo anti-
helmintica com outras concentracdes.

Palavras-chave: ciatostomineos, equinos, extrato de plantas.
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ABSTRACT

The studies were conducted at the laboratory of Helminthology Station for parasitological W.
O. Neitz, Departament of Animal Parasitology of the Veterinary Institute of UFRRJ and not
dewormed horses were used as donors of feces. This study was carried in year 2010, and by
two experiments, with aim to evaluates the effect of aqueous extract of two plants, Solanum
lycocarpum and Curatella americana both from Three Marias-MG, on cyathostomin eggs, L;
and L. Eggs (£400) were recovered from fresh fecal mass, the L; (£400) after 24 hours of
developing eggs, and L3 using the coproculture. The experiments were conducted during
2010, separately, to assess the percentage of inhibition of development of eggs (%IDO) and
percentage of larval mortality (%LM) by the action of the extracts in three different
concentrations (5%, 25% and 1%) at 24 hours. The results demonstrated that aqueous extracts
of plants evaluated had better larvicidal effect on the first larvae stage (L;) and showed no
ovicidal effect on eggs cyathostomin. However, more studies must be performed in vitro with
aqueous extracts of these two plants, in order to check the action of anthelminthic with other
concentrations

Keys words: cyathostomin, equine, plants extract.
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6.1 - INTRODUCAO

Os nematdides ciatostomineos (Cyathostominae) sdo os parasitos gastrintestinais mais
prevalentes nos equinos (CHAPMAN et al, 1999; LYONS et al, 1999; ANJOS;
RODRIGUES, 2003; 2006). O controle das helmintoses em animais domésticos é comumente
baseado no uso de anti-helminticos sintéticos (CHARLES et al., 1989), porém 0 seu uso
indiscriminado e a auséncia de estratégias adequadas de controle resultaram no
desenvolvimento de uma resisténcia por parte dos ciatostomineos, principalmente no que se
refere aos benzimidazois (BORGSTEEDE, et al., 1997; KAPLAN, 2002; MATTHEWS et al,
2004). Contudo, essa resisténcia ndo foi desenvolvida em relacdo as
avermectinas/milbemicinas (KAPLAN, 2002). Neste contexto, pesquisas tém sido realizadas
no sentido de desenvolver produtos baseados em substancias naturais, que tenham a
capacidade de interferir nos processos bioldgicos dos parasitas, como reguladores de
crescimento, no comportamento alimentar e na reducdo da pressdo de resisténcia parasitaria, e
a cada dia cresce mais o interesse sobre o efeito medicinal das plantas como uma fonte
alternativa de drogas anti-helminticas (VIEIRA et al., 1999).

A fitoterapia tem se mostrado eficaz no tratamento das vérias enfermidades
veterinarias, como por exemplo, as causadas por nematdides gastrintestinais (FOX, 1997,
GITHIA et al., 2001), sendo de fundamental importancia a experimentacdo cientifica na
comprovacdo dos efeitos que os extratos vegetais, usados popularmente, exercem como
vermifugos (KRYCHAK-FURTADO, 2006). Varios estudos in vitro e in vivo tém sido
conduzidos utilizando-se extratos aquosos, alcodlicos obtidos a partir das partes de plantas
como folhas, frutos, raizes, para avaliar o potencial anti-helmintico sobre ovos e larvas de
parasitos gastrintestinais. Os testes in vitro servem como uma indicacgdo inicial da atividade
que estd sendo pesquisada, permitindo selecionar os extratos vegetais que apresentem um
melhor efeito anti-helmintico, com diminuicdo de gastos, perda de tempo e uso
indiscriminado de animais de experimentacao.

Acredita-se que o tratamento feito com extrato de plantas possa causar um
desenvolvimento mais lento da resisténcia, além de normalmente atingir somente espécies
alvo, serem biodegradaveis, ndo poluirem o meio ambiente e diminuirem o problema de
residuos ambientais (CHAGAS, 2004). Segundo BALANDRIN et al. (1985) muitas plantas
acumulam substancias organicas que podem ser extraidas em quantidade suficiente para
serem economicamente utilizadas para as mais variadas aplicacdes cientificas, tecnoldgicas e
comerciais, sendo de fundamental importancia o encontro de alternativas e métodos de
controle da prevaléncia e severidade das infeccGes por ciatostomineos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito ovicida e larvicida dos extratos aquosos das
plantas Solanum lycocarpum e Curatella americana, nas concentracfes de 5; 2,5 e 1%, no
periodo de 24h.
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6.2 - MATERIAL E METODOS
6.2.1 - Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos no laboratério localizado na Estacdo para
Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz, Laboratério de Helmintologia, do Departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ).

6.2.2 - Delineamento experimental

As amostras de fezes foram obtidas diretamente do reto de eqliinos ndo vermifugados
e naturalmente infectados com nematdides ciatostomineos. Apds homogeneizacao total das
fezes foram realizados 0 OPG (GORDON; WHITLOCK, 1939), coprocultura (ROBERTS;
O’SULLIVAN,1950). Ovos, L; e L3 foram recuperados da massa fresca para a execucdo dos
testes com extratos aquosos das plantas: Solanum lycocarpum e Curatella americana, em trés
diferentes concentracbes (5, 2,5 e 1%) no periodo de 24h (as larvas que ndo apresentaram
motilidade apds 24h foram consideradas mortas) em temperatura ambiente (£25°C). Para
efeito da analise considerou-se os valores obtidos em 24h para obtencdo de um valor médio.
Como controle negativo foi utilizada a 4gua e como positivo o farmaco Albendazole® nas
concentragdes de 0,03 mg/mL e 0,06 mg/mL, sendo valores escolhidos com base na
referéncia de Maciel et al. (2006). A mortalidade observada no grupo controle foi levada em
consideracdo para a avaliacdo do percentual de eficacia da planta. O percentual de inibicdo
do desenvolvimento dos ovos (%IDO) e da mortalidade larval (%LM), foi calculado a partir
das formulas abaixo, com base em Braga et al. (2009), a fim de verificar o percentual de
eficacia obtido com os extratos aquosos:

% Eficacia sobre os ovos = N° de ovos inibidos do grupo tratado (concentracdo) x 100
N° de ovos e larvas do grupo tratado (concentracao)

% Eficacia sobre as larvas = N° de larvas mortas do grupo tratado x 100
NC° total de larvas do grupo tratado

6.2.3 - Recuperacao de ovos, L; e L3 de nematdides ciatostomineos

Ovos foram recuperados (400 ovos) de fezes frescas pela técnica de Rodrigues;
Honer (1985) para observagdo e contagem das diferentes fases de desenvolvimento até o
primeiro estagio larval (L;) apds 24 horas. Através da técnica de larvacultura (ROBERTS;
O SULLIVAN, 1950) foram recuperadas as larvas de terceiro estagio (L3), sendo
identificadas com base na chave de Bevilaqua et al. (1993).

6.2.4 - Obtencao do material vegetal e identificacdo taxondmica.

As folhas das plantas Solanum lycocarpum St. Hil e Curatella americana
6.2.5 - Procedimentos para preparo do extrato aquoso das plantas.

53



As folhas secas das plantas utilizadas foram picadas e armazenadas em recipientes
com tampas, envolvidos com papel laminado e identificados, conforme demonstrado na figura
1. O extrato vegetal foi obtido através de processo de infusdo (£96°C) com 5g de folhas secas
fragmentadas, do material vegetal armazenado para 100 mL de &gua destilada. A partir da
concentracdo inicial de 5%, as demais concentracdes de 2,5% e 1% foram obtidas por diluicdo
com &gua destilada.

Figura 1. (A) Folhas ressecadas de C. americana; (B) Material armazenado em recipiente identificado e com
tampa.

6.2.6 - Atividade dos diferentes extratos de plantas sobre ovos e larvas (L; e L3) de
ciatostomineos

Para a execucdo dos testes, ovos recuperados de fezes frescas foram transferidos para
bateria de tubos de ensaios (10 mL de capacidade) utilizando pipetas de escoamento rapido
em volumes de 1 mL, contendo cerca de 300 ovos. O volume de 1 mL do extrato aquoso da
planta foi adicionado a suspensdo de ovos nas concentracdes de 5%; 2,5% e 1%, ajustando-se
o volume final a 2 ml. Para cada concentracdo foram preparadas quatro réplicas. O mesmo
procedimento foi realizado para as L; obtidas ap6s 24h do desenvolvimento dos ovos
recuperados, e para as L3 através de coprocultura apos 10 dias.

O grupo controle negativo recebeu | mL contendo ovos, L; ou Ls, respectivamente, e 1
mL de &gua, ajustando-se o volume final. Procedeu-se de forma semelhante para o grupo
controle positivo, sendo adicionado 1 mL da solucdo diluida de Albendazole®, nas
concentragdes de 0,03 mg/mL ou 0,06 mg/mL.
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=
Figura 2. Ensaios com extrato aquoso: (A) Observagdo e quantificagdo com o auxilio do microscopio optico; (B)
Bateria de tubos identificados por ensaio: controle negativo, controles positivo, extrato aquoso concentrado.

Apbs 24h em temperatura ambiente (£25°C), de todos os grupos uma aliquota da
solucdo foi extraida para observacdo do desenvolvimento dos ovos e mortalidade das larvas
ao final de cada periodo. Os dados da leitura para cada grupo foi anotada em planilha Excel e
0s resultados analisados.
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6.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1- Ensaios realizados com o extrato aquoso de Solanum lycocarpum (Lobeira — Trés
Marias/MG)

Nas tabelas 1, 2 e 3 estdo demonstrados os resultados percentuais médios de ovos de
ciatostosmineos que apresentaram inibicdo no desenvolvimento, e percentuais de mortalidade
das L; e L3 pela acdo do extrato aquoso da S. lycocarpum, respectivamente.

Tabela 1. Comparacdo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de
Solanum lycocarpum em 24h, na inibigdo do desenvolvimento dos ovos de ciatostosmineos.

Ensaios Eficacia (%0)
Agua (controle -) 32,96
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 30,20
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 56,74
Extrato a 5% 22,59
Extrato a 2,5% 21,14
Extrato a 1% 24,65

Observou-se que apés o periodo de 24h, a inibicdo no desenvolvimento dos ovos foi
de em média 23% sob acdo dos extratos (Tabela 1). Este ensaio foi o primeiro realizado com
0s ovos de ciatostomineos, o que justifica a auséncia de artigos para discussao dos resultados.

Frente aos resultados apresentados na tabela 1, observou-se que o extrato da planta S.
lycocarpum apresentou efeito ovicida sobre os ovos de ciatostomineos, sendo o extrato a 1% o
que apresentou o melhor percentual (£25%).

Tabela 2. Comparacéo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de
Solanum lycocarpum em 24h, na mortalidade das larvas de primeiro estagio (L) de ciatostomineos.

Ensaios Eficacia (%0)
Agua (controle -) 31,35
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 9,76
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 22,81
Extrato a 5% 68,65
Extrato a 2,5% 68,65
Extrato a 1% 68,02

Com base nos resultados expostos na tabela 2 foi observado no grupo de controle
negativo um percentual de mortalidade +31% das L, e eficacia dos extratos concentrados na
mortalidade de aproximadamente 69% das larvas em 24 horas. Observou-se que o percentual
de mortalidade sobre as L; de estrongilideos de equinos pela a¢do extrato de Chenopodium
ambrosioides L (Erva-de-Santa-Maria), nas concentracdes de 5 e 2,5% foram de 26,6 e
17,5%, respectivamente (AMORIM et al. 1998); e nas mesmas concentrag0es do extrato da
casca do caule da Tyannanthus fasciculatus Miers; Bignoniaceae foram de 100 e 87% de
mortalidade das L, respectivamente (Cip6-cravo) (AMORIM, et al. 1991).

Através de testes realizados com o suco da Erva-de-santa-maria (suco) ndo foi
observado acdo anti-helmintica significativa sobre as L; em 24h (AMORIM et al 1991)
indicando que, provavelmente, o componente toxico da planta ndo foi extraido no suco
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(extrato a frio), como ocorre na infusdo. Amorim et al. (1998) constataram que 0 suco do
caule do cipd-cravo ndo matou as L; em 24h, mesmo em altas concentragdes (15 mg/ml).

Souza, et al. (2008) testaram o efeito larvicida do extrato de S. lycocarpum in vitro
sobre as L; de nematoides ciatostomineos e observaram que o %LM do extrato a 5 foi de
56,18% em 24h. Na concentracao a 2,5%, esse efeito foi de 83,23 % em 24h.

Tabela 3. Comparacdo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de
Solanum lycocarpum em 24h, na mortalidade das larvas infectantes (L) de ciatostomineos.

Ensaios Eficacia (%0)
Agua (controle -) 40,42
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 10,20
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 2,41
Extrato a 5% 26,62
Extrato a 2,5% 0,24
Extrato a 1% 25,77

Através dos dados constantes na tabela 3, observou-se que os concentrados do extrato
aquoso nado apresentaram eficcia sobre as L3, em ambos os horarios de leitura, se comparado
com o valor percentual de morte natural das larvas no grupo controle negativo,

O reduzido efeito de mortalidade das L3 ap0s a agdo do extrato da Solanum
lycocarpum, pode ser atribuido a pelicula que envolve as larvas (URQUHART et al., 1996),
protegendo-as contra 0s compostos toxicos da planta. N&o ha uma explicacdo aparente para o
baixo percentual de mortalidade das L3 na concentragdo a 2,5%.

No trabalho de Amorim et al. (1998) observou-se que as Ls de estrongilideos de
equino apresentaram percentuais de mortalidade significativos e crescentes mediante a agéo
do extrato da Erva-de-santa-maria (Chenopodium ambroisioides) nas concentracdes de 5 e
2,5%, com mortalidade de 22,8 e 23,4% das larvas, respectivamente, em funcdo do tempo de
exposicao ao extrato por 24h, contrastando com os resultados apresentados no presente estudo
com a planta Solanum lycocarpum. Esse mesmo grupo de pesquisadores verificou a acdo do
suco dessa planta sobre as Lz e concluiram que ndo houve mortalidade das larvas em 24h,
admitindo que a refratariedade das L frente a acdo do suco seja atribuida a bainha que as
envolve (URQUHART et al., 1996), funcionando com uma barreira contra a toxidez presente
no suco.

Em testes realizados com o extrato aquoso obtido do caule do cip6-cravo
(Tyannanthus fasciculatus Miers; Bignoniaceae) nas concentracdes de 5 e 2,5% sobre as Lz de
estrongilideos de equinos, a mortalidade teve percentuais de 32 e 42, respectivamente, ndo
houve diferenca significativa quando comparados com o percentual de mortalidade do grupo
controle (32%) (AMORIM et al., 1991) resultado valido também para o suco.
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6.3.2- Ensaios realizados com a utilizacdo do extrato aquoso da espécie Curatella
americana (Lixeira — Trés Marias/MG).

Nas tabelas 1, 2 e 3 estdo demonstrados os resultados percentuais médios de ovos de
ciatostosmineos que apresentaram inibicdo no desenvolvimento, e percentuais de mortalidade
das L; e L3, respectivamente, pela acdo do extrato aquoso da C. americana.

Tabela 1. Comparacdo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de
Curatella americana em 24h, na inibicdo do desenvolvimento dos ovos de ciatostosmineos.

Ensaios Eficacia (%0)
Agua (controle -) 19,60
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 34,10
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 59,86
Extrato a 5% 0
Extrato a 2,5% 0
Extrato a 1% 0

Na tabela 1, observou-se que o extrato aquoso da C. americana ndo apresentou efeito
de inibicdo do desenvolvimento dos ovos nas concentracdes avaliadas, sendo os valores
percentuais médios inferiores ao apresentado no grupo controle negativo em 24h,
concordando com os resultados apresentados em estudos anteriores, in vitro, realizados por
Souza et al. (2007), onde foi observado a inibi¢do do desenvolvimento dos ovos em diferentes
fases de desenvolvimento (morula, gastrula, girino, ovo larvado) recuperados de massa fecal
fresca e ovos larvados, nas concentracdes de 1 e 0,5% do extrato da C. americana.

Tabela 2. Comparacdo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de
Curatella americana em 24, na mortalidade larval das larvas de primeiro estagio (L ;) de ciatostomineos.

Ensaios Eficacia (%0)
Agua (controle -) 31,35
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 42,14
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 41,26
Extrato a 5% 67,99
Extrato a 2,5% 67,86
Extrato a 1% 68,65

Através dos resultados apresentados na tabela 2 observou-se que o extrato aquoso
concentrado da C. americana causou a mortalidade em cerca de 68% das L;. Em estudos in
vitro realizados por Ribeiro et al. (2006) com o extrato aquoso dessa planta, colhida em Trés
Marias/MG, foi observado 48% de mortalidade média das L; a concentragdo de 5% apds 24h.
Através dos resultados expostos, pode-se afirmar que a C. americana apresentou maior
eficacia na mortalidade das L;, em comparagdo com a S. lycocarpum, e com a Chenopodium
ambroisioides L(Erva-de-santa-maria) (AMORIM, et.al.1998) nas concentragdes de 5 e 2,5%.
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Tabela 3. Comparacéo entre os diferentes ensaios sobre o efeito de diversos tratamentos com o extrato aquoso de

Curatella americana em 24h, na mortalidade larval das larvas de terceiro estagio ou infectante (L3) de
ciatostomineos.

Ensaios Eficécia (%0)
Agua (controle -) 10,88
Albendazole® 0,03mg/mL (controle +) 39,71
Albendazole® 0,06mg/mL (controle +) 0,36
Extrato a 5% 28,44
Extrato a 2,5% 12,04
Extrato a 1% 15,27

O extrato aquoso da C. americana ndo apresentou efeito larvicida sobre as Lz nas
concentragdes testadas (tabela 3). Resultado semelhante foi observado em testes realizados
com o extrato aquoso e com o suco obtido do caule do cipo-cravo (Tyannanthus fasciculatus
Miers; Bignoniaceae), nas concentragbes de 5, 2,5, 0,8, 0,4 e 0,2% sobre as L; de
estrongilideos (AMORIM et al. 1991).
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6.4 — CONCLUSOES

O extrato da S. lycocarpum tem efeito larvicida para Larvas de primeiro estagio;

Nao tem efeito ovicida;

O extrato aquoso da planta Curatella americana tem efeito larvas de primeiro estagio
(L1) em 24h;

Nao tem efeito ovicida.
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7.5 - ANEXOS

Fonte: http://www.google.com/imgres?imqgurl=http://www.arvores.brasil.nom.br/cerrd/lixei2.jpg

Figura 1. Folhas da Curatella americana.

e H
g

Fonte: http://www.google.com/imgres?imgurl=http://2.bp.blogspot.com

Figura 2. Arbusto da Solanum lycocarpum.
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Fonte: http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/lobeira.jpg

Figura 3. (A) Arbusto da S. lycocarpum de até 5 m de altura, com a copa arredondada (na foto uma copa
danificada pelo fogo); (B) Folhas simples, alternas, de consisténcia firme, densamente recobertas por espinhos,
variando de 16-28 cm de comprimento; (C) Flores; (D) Fruto; (E) Demonstragdo do ovério da flor.(stpero); (F)

Tomate-cereja; (G) Fruto dividido (observagdo dos dois I6culos, semelhante ao tomate-cereja, caracteristica
tipica da familia Solanacea).
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Figura 4. Representacdo da regido dos Cerrados no Brasil.

coletadas; (C) Homogeneizacdo do total da massa fecal.

Figura 5. (A) Material coletado, separado e identificado por animal doador; (B) OPG individual das fezes
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