Influéncia do residuo liquido do sisal (Agave sisalana, Perrine) sobre a alimentagéo larvar e
motilidade de adultos, in vitro, de nematéides gastrintestinais de pequenos ruminantes.
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RESUMO

A utilizagdo do sisal na obtengcdo de produtos com acgdo antiparasitaria € uma alternativa de
diversificagdo da exploragdo do setor agropecuario. O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo do
residuo liquido de Agave sisalana sobre o desenvolvimento, in vitro, de nematdides gastrintestinais
de pequenos ruminantes. O residuo liquido das folhas de A. sisalana obtido pelo processo de
desfibramento, foi utilizado nos testes de inibicdo da alimentagéo larval (TIAL) e motilidade de adultos
(TMA) de nematdides gastrintestinais (NGI) de ovinos e caprinos, respectivamente. A inibicdo do
desenvolvimento e da alimentagéo de larvas foi de 100%, apés a exposigao, igual ou superior, a 0,12
mg/mL do residuo. No teste de motilidade de adultos a inibigdo foi de 100% para concentragdo de 75
mg/mL, com 24h, e para 37 mg/mL e 18 mg/mL, com 48h.Os testes in vitro utilizados para avaliar a
acdo da seiva da folha da A. sisalana sobre larvas e adultos de NG| demonstraram o seu potencial
antiparasitario.
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INTRODUGAO

O aproveitamento dos residuos da Agave sisalana podera diversificar os setores farmacéutico e
agropecuario, pois no residuo encontram-se saponinas, que apresentam atividades antiinflamatéria e
antibacteriana (ZULLO et al., 1989; FRANCIS et al.,, 2002). Plantas com atividade antiparasitaria
interfferem na motilidade e na mortalidade de larvas de nematdides de ruminantes (MIN & HART,
2003).

Os nematoides gastrintestinais sdo considerados um dos principais problemas para a criagdo de
pequenos ruminantes e seu o controle tem sido limitado pela resisténcia anti-helmintica. O uso de
plantas medicinais é considerado como uma alternativa & aplicagdo de medicamentos anti-
helminticos (SCHAIK et al., 2006). Agave sisalana destaca-se pela sua adaptagdo a regiées semi-
arida, como o Nordeste brasileiro. E composta por 60% de suco, que é rejeitado juntamente com o
bagaco (36%) no processo de desfibramento. Assim sendo, o sisal, podera ser alternativa terapéutica
util para o tratamento das nematodeoses dos pequenos ruminantes, por sua eficacia, baixo custo
operacional, facilidade de aquisicdo. Este estudo objetivou avaliar o efeito do residuo liquido da A.
sisalana sobre nematoéides gastrintestinais de ovinos e caprinos utilizando os testes in vitro de
inibicdo da alimentagéo larvar e motilidade de adultos.

METODOLOGIA

Fezes de animais infectados com nematéides gastrintestinais (95% Haemonchus) foram processadas
utilizando malhas (1mm e 105, 55 e 25um) e agua a 40°C para obten¢éo dos ovos. Para o teste de



alimentagao larvar (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005) 30uL suspensao de larvas de primeiro estadio
(L1) (cerca de 100 L1) e 720uL de &gua destiladas foram adicionas aos microtubos, sendo
acrescentado aos do grupo teste 750uL do residuo liquido do sisal para obtengéo das concentrages
de 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5 e Tmg/mL. O controle com agua destilada e os tratamentos foram
realizados em duplicatas, e o delineamento repetido duas vezes. Apos incubagdo das larvas com o
residuo liquido por duas horas a temperatura ambiente, adicionou-se 8uL de E. coli marcada com
fluoresceina, que foram homogeneizados e incubados em B.O.D. (24°C e UR >80%) por 18 h. Os
tubos foram centrifugados por 1 minuto a 3.824 xg. Usou-se 200uL do sedimento para contagem das
L1 que apresentaram fluorescéncia no intestino. Apés, foi acrescentado lugol e feita a leitura do total
de larvas. Para o teste de motilidade (Hounzangbe-Adote et al., 2005), adultos de H.contortus foram
coletados de caprino, imediatamente apdés o seu abate, lavados em solugdo salina a 37°C. Dois
espécimes foram transferidos para cada pog¢o da microplaca, ao qual foram adicionados 500uL de
meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO), com L-glutamina acrescido do meio GIBCO-15240, na diluigéo
de 1:100 e igual volume do residuo liquido para obtengéo das concentragées 4,687; 9,375; 18,75;
37,58 e 75mg/mL.Os controles foram o meio de cultura acrescido de agua destilada ou ivermectina
1mg/mL. Seis repeticées foram realizadas para cada concentragdo ou controle e as placas foram
incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO2, e as avaliagées da motilidade feitas com 6, 24 e 48 h
sob estereomicroscépio. Os percentuais de inibi¢do foram calculados (Coles et al., 1992, modificado
por Bizimenyera et al.,2006) e os resultados avaliados por analise de variancia e teste de TUKEY
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O residuo liquido das folhas da A. sisalana demonstraram in vitro potencial antiparasitario, inibindo a
alimentacao de larvas (Figura 1) e a motilidade de adultos (Tabela 1), com variagdo do percentual de
inibicdo entre zero e 100%, apds exposi¢ao das larvas L1 por duas horas ao residuo, e de adultos por
6, 24 e 48 h. Para o teste de inibicdo da alimentacao larvar (TIAL) houve inibicdo de 100% nas quatro
maiores concentragbes (1 a 0,12 mg/mL), com (p<0,05) entre as maiores e menores concentragdes
(0,015; 0,03 e 0,06mg/mL), que nao diferiram estatisticamente entre si e ndo foram efetivas. Para o
teste da motilidade de adultos (TMA), houve influéncia entre o tempo de exposi¢do e a diminuigdo
dos movimentos dos H. contortus, excetuando-se as 24h apds o tratamento, na concentragédo de
75mg/mL, quando ocorreu a morte de todos os parasitos, e na concentragéo 9,375 mg/mL, que ndo
correspondeu ao padrao de resposta das outras concentragdes, possivelmente em virtude de falha
nos procedimentos, uma vez que as 48 h constatou-se o percentual de inibicdo de 83,3+38,9, que
nao diferiu significativamente do tratamento com ivermectina. A média do percentual de inibigéo foi
26,77% e de 0; 33,5; 75% para o controle com agua destilada nos TIAL e TMA, respectivamente.
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FIGURA 1. Inibicdo (%) da alimentac&o de larvas de primeiro estadio de nematéides gastrintestinais
(95% Haemonchus contortus) de ovinos, com o uso do residuo liquido da Agave sisalana, em
diferentes concentragdes.

Verificou-se também para TMA que as seis horas de exposigéo ao residuo liquido, houve inibigédo de
zero e 16,67%, nao havendo diferenga significativa entre as concentragbes e destas com a
ivermectina, ja as 24 h os percentuais de inibicdo com o residuo liquido foram superiores (p<0,05) em
comparacéo a ivermectina (Tabela 2). O percentual de 83,3+38,9 observado para o grupo tratado
com ivermectina demonstrou a possibilidade de resisténcia anti-helmintica para esta populagéo de H.
contortus.



Neste trabalho a avaliagéo in vitro do residuo do sisal pelos testes TIAL e TMA, resultaram em
inibicdo superior a 99%, para a alimentacdo e motilidade dos NGI. Estes resultados corroboram com
as observagdes de Domingues. (2008) que obteve 95% de reducao de larvas de NGI, apés incubacéo
de coproculturas com o residuo liquido na concentracdo de 86,5mg/mL. A atividade antiparasitaria
observada neste estudo pode estar associada agcdo de composto ativos presentes no residuo do sisal
com as saponinas (triterpeno ou esterdide) relacionadas as atividades biolégicas (ZULLO et al., 1989;
FRANCIS et al., 2002). .

Conclui-se que o residuo liquido da folha da A. sisalana influenciou nos processos fisiolégicos dos
nematdides gastrintestinais de ovinos e caprinos e que o mesmo podera ser uma alternativa ao
controle destas nematodeoses. Entretanto antes da sua utilizagdo com fitoterapicos novos estudos
deverao ser conduzidos para a investigacdo dos seus mecanismos de agédo e dos principios ativos
responsaveis por seu efeito antiparasitario.

TABELA 2. Inibigdo (%) da motilidade de adultos de Haemonchus contortus de caprinos, com o do
residuo liquido da Agave sisalana, em diferentes concentragées.

Concentragao % Inibigao da motilidade
(mg/mL) 6h 24h 48h
Extrato do 75,00 16,7+38,2° 100+0™" 100+0°
sisal 37,58 0+0° 87,5+ 29,37 10020°
18,75 0+0° 70,8+43,8°°C 100+0°
9,375 0+0° 0+0% 83,3+38,9"
4,687 0£0° 49, 9+37,0°°° 66,7+49,2°
Ivermectina 1,00 0+0° 37,3+29,3°7 83,3+38,9°

Letras minusculas diferentes na mesma linha e maiusculas na mesma coluna caracterizam diferenca
significativa (p<0,05).
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