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Efeito anti-helmintico dos extratos aquosos e etandlicos da Annona squamosa L.
(fruta-do-conde) sobre o nematéide Ascaridia galli
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RESUMO: As plantas s&o fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos. Dentre
as plantas usadas na medicina popular a Anonna squamosa conhecida como fruta-do-conde é
citada como tendo varias agcdes medicinais, dentre elas a atividade inseticida e anti-helmintica.
Dentro desta perspectiva, objetivou-se determinar a atividade anti-helmintica dos extratos aquosos
(EA) e etandlicos (EE) das folhas da fruta-do-conde sobre o nematdide de aves Ascaridia galli, in
vitro e in vivo. No primeiro, os nematéides foram colocados em placa de Petri contendo diferentes
concentragdes dos extratos e no segundo foram utilizadas seis galinhas poedeiras por grupo, as
quais foram administrados10 mL Kg' dos extratos. No teste in vitro o EA da A. squamosa nas
concentragdes 2,4 e 9,6 mg mL"' foi capaz de matar 63,33% e 53,33% dos nematdides,
respectivamente. O EE ndo produziu efeito significativo. No teste in vivo, o percentual de eliminagéo
do EA foide 39% e do EE de 20%. Estes dados sugerem que neste caso a substancia responsavel
pela mortalidade dos parasitos esteja em maior concentragao na fragdo aquosa. Desta maneira,
acredita-se que o EA de A. squamosa apresenta uma atividade anti-helmintica potencial sobre o
A. galli.
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ABSTRACT: Anthelmintic effect of aqueous and ethanolic extracts from Annona squamosa
L. (sweetsop) on the nematode Ascaridia galli. Plants are important sources of biologically
active natural products. Among the plants used in popular medicine, Annona squamosa, known
as sweetsop, is reported to have several medicinal actions such as insecticidal and anthelmintic
activity. Therefore, this study aimed to assess the anthelmintic activity of aqueous (AE) and
ethanolic (EE) extracts from sweetsop leaves on the chicken roundworm Ascaridia galli, both in
vitro and in vivo. In the former, nematodes were placed on a Petri plate containing different
concentrations of the extracts; in the in vivo test, six egg-laying chickens per group received 10
mL Kg' of the extracts. In vitro results indicated that A. squamosa AE at the concentrations 2.4
and 9.6 mg mL" could kill 63.33% and 53.33% nematodes, respectively. However, EE did not
have any significant effect. According to the in vivo test, the elimination percentage for AE was
39% and for EE, 20%. These data suggest that the substance responsible for parasite mortality
was present at a higher concentration in the aqueous fraction. Thus, A. squamosa AE is believed
to have a potential anthelmintic activity on A. galli.

Key words: Anthelmintics, Annona squamosa, Ascaridia galli, plant extracts

INTRODUGAO

As plantas s&o fontes importantes de grande nimero de farmacos. Pesquisadores na area
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos de produtos naturais mostram-se impressionados
quais se constituem em modelos para sintese de um pelo fato desses produtos encontrados na natureza
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revelarem uma gama quase que inacreditavel de
diversidade, em termos de estrutura, propriedades
fisico-quimicas e biolégicas (Wall & Wani, 1996).
Apesar do aumento de estudos nessa area, os dados
disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas
foram estudadas quanto ao potencial medicinal
(Soerjato, 1996).

Annona squamosa pertence a Familia
Annonaceae e é conhecida popularmente como fruta-
do-conde. E uma espécie bastante cultivada por
possuir frutos bastante apreciados pelo homem
(Pontes et al., 2004). Além do potencial frutifero, essa
espécie tem grande importancia medicinal
considerando a utilizagéo na terapéutica popular, onde
as folhas sao usadas no tratamento de dor de cabecga,
diarréia, falta de apetite, reumatismo, anemia e
infecgdes; as sementes sdo empregadas no combate
a caspa e piolhos (Ramos, 1992).

Pio Corréa (1984) também cita varias
propriedades medicinais das folhas como medicagéo
sudorifica, carminativa, estomaquica e anti-helmintica
por via oral e, externamente, em compressas e
bochechos, no tratamento de estomatites, nevralgias
e cefaléia, bem como, na forma de cataplasma em
furdnculos e uUlceras para induzir a supuragao.
Segundo Oliveira et al. (2000), diversas plantas do
género Annona apresentam atividade inseticida,
antiparasitaria e anti-helmintica, no entanto nao ha
registro na literatura de pesquisas que tenham
determinado estas atividades.

Por outro lado, a infecgdo parasitaria
intestinal é considerada como um sério problema
causando grandes perdas econdémicas no setor da
avicultura, principalmente no que diz respeito a
mortalidade, retardo do crescimento, redugéo do
indice de conversao alimentar, diminuigao da produgao
de ovos e dafertilidade, e favorecimento a passagem
de toxinas através da parede intestinal com aumento
da suscetibilidade as doengas infecciosas
(Fernandes, 1998).

Um grande numero de pesquisas sobre
prevaléncias das helmintiases aviarias tem sido
realizado, tanto no Brasil como no exterior. Magwisha
et al. (2002), comparando a prevaléncia de helmintos
em criagdes extensiva na Tanzania, verificaram a
presenca de Ascaridia galliem 69% das aves jovens
e 29% em adultos. Da mesma forma, Eshetu et al.
(2001), estudando a prevaléncia de helmintos de aves
na Etidpia, constataram 91% de positividade em 267
aves, sendo que estas apresentavam de um a nove
espécies de parasitos, dentre estes 17,28% eram de
Heterakis gallinarum e 35,58% de A. galli. No Brasil,
Fernandes (1998) estudando a atividade anti-
helmintica de plantas “in vivo”, observou que em 70
frangos de corte criados semi-extensivamente 94,3%
eram positivos para A. galli.

Dentro desta perspectiva, o presente trabalho
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teve como objetivo determinar a atividade anti-
helmintica in vitro e in vivo das folhas de Annona
squamosa L. (fruta do conde) sobre o nematéide de
aves Ascaridia galli.

MATERIAL E METODO

Os ensaios farmacoloégicos foram
conduzidos no periodo de margo de 2004 a janeiro
de 2007 no anexo do Biotério Experimental do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.
A matéria vegetal da A. squamosa foi coletada no
municipio de Teresina-Pl em novembro de 2005. Apds
a identificagado botéanica, a exsicata foi depositada no
Herbario Graziela Barroso da UFPI sob o ne TEPB-
9.482.

Preparo dos Extratos

Imediatamente apds a coleta, as folhas foram
dessecadas em estufa de circulagao forgada de ar
durante trés dias na temperatura maxima de 45°C
(x1°C) e depois trituradas em macromoinho Willye.
O extrato aquoso (EA) foi preparado a partir de 10 g
da matéria vegetal para 100 mL de agua destilada
sob cocgéao por aproximadamente trés minutos. Apos
o resfriamento a solugédo obtida foi filtrada,
acondicionada e mantida sob refrigeragdo até o
momento dos testes. A matéria seca deste extrato
foi determinada retirando-se trés aliquotas de 1 mL
da solugdo e colocando-as em frascos lavados,
secos, desengordurados e previamente pesados.
Estes foram colocados em estufa de circulagéo
forcada de ar até a obtengdo de massa constante
para cada frasco. Amassa média obtida referente a 1
mL foi relacionada ao respectivo volume total.

O extrato etandlico (EE) da planta foi obtido
colocando-se 500 g da matéria vegetal em etanol PA
num processo de maceragao a frio. Apos quatro
extracdes sucessivas fez-se a homogeneizacgéao,
evaporagao do etanol, utilizando-se evaporador rotativo
a 40°C (%1 °C) e em seguida, procedeu-se a
liofilizacdo. Para a realizagdo dos testes in vitro o
extrato etandlico foi diluido em dimetilsulfoxido
(DMSO) a 12,5% e no teste in vivo utilizou-se tween
80, sendo a concentragao inicial de 12,5 mg mL -,
para ambos extratos.

Atividade anti-helmintica in vitro

A atividade anti-helmintica in vitro foi
determinada sobre o nematoide A. galli adultos,
machos e fémeas coletados a partir do intestino
delgado das aves necropsiadas. Os parasitos assim
obtidos foram lavados minuciosamente com solugéao
salina 0,9% pré-aquecida em banho-maria a 37°C.
Os helmintos mais ativos apds a lavagem foram
imediatamente transferidos para placas de Petri
descartaveis (150 x 15 mm) contendo a solugédo de
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Tyrode acrescida do extrato (Kaleysa Raj, 1975).

As concentrac¢des usadas do extrato aquoso
foram de 0,60; 1,20; 2,40; 4,80 € 9,60 mg mL" e do
etanolico foi de 0,42; 0,84; 1,70; 3,40 € 6,80 mg mL-".
Estas foram obtidas colocando-se nas placas
aliquotas de 2, 4, 8, 16 e 32 mL dos extratos testes
diluidos em 58, 56, 52, 44 e 28 mL da solugao de
Tyrode, respectivamente, de forma que cada placa
ficasse com volume final de 60 mL. Para cada tipo de
extrato, fez-se um grupo controle negativo contendo
agua destilada e DMSO a 12,5%. Como controle
positivo usou-se uma solugdo de piperazina
tetrahidratada adaptada aos testes. A piperazina foi
diluida em solugao de Tyrode numa concentragao final
de 50 mg mL-" (Shivakumar et al., 1975).

Foram utilizados nos testes 150 A. galli para
cada grupo, perfazendo um total de 630 nematdides,
exceto no grupo controle positivo onde se usou 30
parasitos. Os parasitos foram distribuidos nas placas
em numero de dez com trés repeti¢cdes, para cada
concentragao (cinco). As placas contendo os extratos,
os helmintos foram mantidos numa B.O.D. a uma
temperatura de 37°C (£1°C) e observadas nos periodos
de 6, 24,48, 72 e 96 horas para o teste de mortalidade.
Aqueles com perda de motilidade, mesmo apds uma
breve pressdo com estilete, eram considerados
mortos (Shilaskar & Parasar, 1989).

A percentagem de parasitos mortos em cada
grupo foi avaliada estatisticamente usando Analise
de Variancia da variavel percentual de mortos. Para
comparacao das médias aplicou-se o teste de Duncan
de acordo com os procedimentos do software SAEG.

Atividade anti-helmintica in vivo

A atividade anti-helmintica foi determinada em
galinhas poedeiras naturalmente infectadas com A.
galli. Foram usadas 30 aves adultas, com peso médio
de 1,5 kg, divididas em grupos de seis animais, sendo
constituidos dois grupos para os testes com os
extratos, um controle positivo com piperazina e dois
grupos controles negativos, com agua e tween 80 a
12,5%.

A determinacéo da infec¢ao do plantel foi
realizada logo apds a aquisigdo dos animais por meio
de exames coprologicos, utilizando-se a técnica de
Willis ligeiramente modificada (Willis, 1927 apud
Ueno, 1994). Diagnosticada a infec¢do, os animais
foram transferidos para gaiolas galvanizadas com fundo
removivel para facilitar a coleta das fezes, onde
passaram por um periodo de adaptagao de 72 horas,
recebendo diariamente 50 g de racdo e agua ad
libitum. Antes do inicio dos testes as aves foram
submetidas a um periodo de jejum de 6 horas, tendo
disponivel agua a vontade. Os extratos aquosos e
etandlicos foram administrados através de gavage no
volume de 10 mL Kg', durante trés dias consecutivos
(Fernandes et al., 2005).

As fezes eliminadas em cada periodo de 24
horas foram recolhidas, efetuando-se um total de
quatro coletas. A matéria fecal foi transferida para um
tamis USBS-50, abertura 0,297 mm e tyler 48 sob
outro tamis de malha USBS-40, abertura 0,42 mm e
tyler 35, lavada em agua corrente e conservada em
solugdo AFA a quente (Amato et al., 1991) para
posterior contagem dos helmintos eliminados. No
quinto dia do experimento as aves foram sacrificadas
e necropsiadas (Resolugao n2714 de 20/06/2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria —CFMV).
A mucosa do trato gastrintestinal foi raspada e o
conteudo colocado em frascos contendo AFA quente
para posterior contagem e identificacao dos helmintos
remanescentes com auxilio de microscoépio
estereoscopio.

A atividade anti-helmintica das plantas foi
avaliada com a aplicagéo do teste critico controlado
(Steward, 1955), adaptado ao nosso modelo
experimental e expressa em termos de percentuais
médios de eliminagao de A. gallinas fezes, em relagéo
ao total de nematdides apurados na contagem fecal
e a necropsia. Procedimento idéntico e calculo
semelhante foram aplicados aos grupos controles
negativo com o objetivo de avaliar a eliminagao
espontanea dos helmintos e para verificar se os
diluentes nao interferiram na atividade dos extratos.

Os resultados foram expressos em termos
de percentuais médios de eliminagdo e analisados
estaticamente através da estimativa de proporgdes
dentro do intervalo de confianga de 95% usando-se o
software SAS (1986).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a A. squamosa
e com piperazina sdo demonstrados nas tabelas e
figuras abaixo, onde a eficacia do tratamento
corresponde aos percentuais médios de mortalidade
do A. galli.

Os resultados obtidos nos testes anti-
helminticos in vivo e in vitro com A. squamosa
permitem verificar que o extrato aquoso (EAAS)
apresentou percentual de mortalidade estatisticamente
superior quando comparados com 0s percentuais
obtidos com o extrato etandlico (EEAS). Nas
concentragbes de 2,4 € 9,6 mg mL - foram registrados
0s maiores percentuais de mortalidade, ndo sendo
demonstrado o efeito dose dependente (Tabela 1).

O EEAS apresentou um perfil inverso em
relagdo ao EAAS, uma vez que foi capaz de causar
mortalidade de A. galli nas menores concentragoes,
porém sem significAncia quando comparados com
os valores obtidos no grupo controle (Tabela 1).

As Figuras 1 e 2 mostram o efeito dos
extratos aquosos e etandlicos sobre A. galli ao longo
de 96 horas. O registro de mortalidade dos parasitos
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TABELA 1. Percentuais médios de mortalidade de Ascaridia galli em diferentes concentragdes de extratos aquosos

e etandlicos obtidos das folhas de Annona squamosa.

Tratamentos Concentragées (mg mL'1) (%) de Mortalidade
0.60 20,00
1.20 10,00°
Extrato Aquoso 240 63,33"
4.80 6,67°
9.60 53,33"
0.42 13,33°
0.84 10,00°
Extrato Etanélico 1.70 3,33°
3.40 0,00°
6.80 3,33°
DMSO - 5,33%
Agua destilada - 13,33
Piperazina 50 100,0%

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de

significancia (p>0,05)

para o EAAS e o EEAS foi observado apds 48 horas
de exposi¢cdo, semelhante ao resultado com a
piperazina. Uma uUnica concentragéo do EAAS (2,4
mg mL™") apresentou mortalidade ap6s 24 horas de
exposigao ao extrato (Figura 1). Na Figura 2 observa-
se claramente que o EEAS nao apresentou efeito
sobre este nematodide, comportando-se de forma
semelhante ao controle negativo.

A mortalidade causada pelo EAAS pode estar
relacionada ao efeito hipoglicemiante das folhas da
A. squamosa estudado por Gupta et al. (2005) em
animais de laboratério. Esta relagao pode ser possivel
uma vez que o A. galli, segundo Rim et al. (1965),
utiliza a glicose mais como reserva energética do que
no processo oxidativo do CO, na respiracéo,
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FIGURA 1. Efeito acumulado do extrato aquoso
(EAAS) da folha de Annona squamosa em diferentes
concentragbes e da piperazina (PPZ50) sobre
Ascaridia galli.
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FIGURA 2. Efeito acumulado do extrato etandlico
(EEAS) da folha Annona squamosa e piperazina (PPZ
50) sobre Ascaridia galli.

confirmando o efeito observado nas Figuras 1 e 2,
qguanto ao inicio da mortalidade destes parasitos. Os
testes anti-helminticos in vitro sugerem que a
substancia responsavel pela mortalidade dos
parasitos esteja presente prioritariamente na fragdo
aquosa.

Nos testes in vivo, o extrato aquoso
apresentou 38,95% de eliminagao de A. galli quando
comparado ao grupo controle, percentual 2,5 vezes
maior que a eliminagao espontanea (Tabela 2),
enquanto o extrato etandlico no ultrapassou 0s 20%.
Esse resultado confirma os efeitos observados nos
teste in vitro e também que a(s) substancia(s)
responsavel (eis) pelo efeito na eliminagcdo dos
helmintos esteja(m) relacionada(s) a fragdo aquosa,
sugerindo que esses metabdlicos tenham carater
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TABELA 2. Influéncia dos extratos aquosos e etandlicos da Annona squamosa e da piperazina sobre Ascaridia galli.

Contagem de

Numero de -
Dosem . Helmintos na Total de (%) de
Tratamentos Extratos kg'1 dia'q é—:gln)ln;os Necropsia Helmintos Eliminagac
Iminados  Min./Max.)
Aquoso 256,20 37 58 (3" 5) 95 38,95
A. squamosa
Etanolico 187,50 o7 28 (0"'9) 35 20,00
Agua destilada - - 68 343 (14'63) 411 16,55
Tween 80 - - 05 38 (1-22) 43 11,63
Pi ; - 100,00 498 07 (0-3) 505 98,61*
Iperazina
* (p< 0,05)
hidrofilico. potencial sobre o nematdide Ascaridia galli. Enquanto

A Figura 3 demonstra a atividade anti-
helmintica dos extratos de A. squamosa,
considerando os percentuais acumulados de
eliminagéo de A. galli obtidos ao longo de 96 horas,
comparada com a atividade exercida pela piperazina.
A eliminagao dos helmintos, por influéncia da
piperazina (PPZ) ocorreu nas primeiras 24 horas do
teste, enquanto que os percentuais de eliminagao
produzidos pelo extrato aquoso da planta revelam um
efeito gradativo no decorrer do teste atingindo um valor
médio proximo de 40%. Estes resultados permitem
reafirmar que provavelmente o mecanismo de agao
esteja relacionado com a captagéo de glicose onde
os helmintos morrem apés esgotarem suas reservas
energéticas (RIM et al., 1965).

120 4
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FIGURA 3. Efeito acumulado dos extratos aquosos
(EAAS) e etandlicos (EEAS) da folha de Annona
squamosa e da piperazina (PPZ) na eliminacao de
Ascaridia galli.

CONCLUSAO

Nas condigbes em que foi desenvolvida essa
pesquisa o extrato aquoso de folha de Annona
squamosa apresentou uma atividade anti-helmintica

o extrato etandlico foi incapaz de causar a morte deste
nematoide.
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