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Acao de Azadirachta indica (Neem) em nematdédeos

gastrintestinais de caprinos

1 - EMBRAPA Caprinos, Sobral - CE

Resumo

O problema da resisténcia em nematédeos gastrintestinais de caprinos,
associado ao crescente interesse por alternativas de controle, levou a
investigacao da acao de Azadirachta indica sobre estes parasitas. No
teste 2z vitro observou-se a a¢do ovicida e larvicida de extratos aquosos
de folhas verdes e secas de Neem, em cinco concentracoes. No teste 772
vivo administrou-se 30g de folhas secas por animal/dia, durante cinco
dias. Os animais foram monitorados através de OPG diario durante
28 dias ¢ as larvas foram quantificadas e identificadas através de
coprocultura. Detectou-se a predominancia de Haezzonchus sp. na estacao
chuvosa e de Trichostrongylus spp. na estagao seca. O extrato aquoso
de folhas secas 7z vifro, na concentragao de 240.000ppm, reduziu em
89% a eclosao das larvas de nematddeos gastrintestinais. Entretanto,
esta concentracio ¢ muita elevada e inviabiliza sua aplicagio no controle
da verminose. A administracio oral de folhas secas trituradas nao
reduziu o OPG dos animais durante um periodo de 28 dias ap6s o
tratamento. Estudos investigativos com A. ndica devem se concentrar
na agao biologica do dleo extraido diretamente da semente, que possui
maior quantidade de azadirachtina que as folhas. A administracao do
6leo também ¢ mais facil, ja que as folhas tém sabor amargo e sdo
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evitadas pelos animais.

Introducao

As nematodeoses gastrintestinais sao
consideradas um dos maiores entraves 2
caprinocultura no Brasil. Os principais
sintomas sao debilidade, anemia severa e
hipoproteinemia, levando a perda da
condic¢ao corporal do animal, queda na
produtividade e eventualmente morte. A
doenca tende a ser mais intensa em animais
jovens, mas os adultos também podem ser
afetados severamente'. Haemonchus contortus
¢ considerado o principal problema nas
criagdes por ser hematdfago. Os parasitas
possuem  grande capacidade de
multiplicacio e adapta¢do ao meio ambiente,
permanecendo potr meses nas pastagens
ainda com capacidade infectante’. Em
adicao, em condicGes ambientais adversas,
a hipobiose ¢ utilizada como estratégia de
sobrevivéncia. O controle tem sido realizado
utilizando-se produtos quimicos comerciais,
que muitas vezes se mostram ineficazes com

o aparecimento da resisténcia. Ha duas
décadas ndo surge um principio ativo novo
nas formula¢coes comerciais. Demonstrando
a gravidade da situacdo, tem sido utilizada
como estratégia de venda a associagao de
dois ou trés principios ativos, entretanto, estas
formulacdes s6 sao eficazes quando ambos
os compostos tém significativo efeito sobre
os helmintos’.

E notéria a tendéncia mundial de
crescimento da agricultura organica,
impulsionada pelo grande interesse de
produtores e consumidores, além dos
incentivos governamentais através de
programas e editais de incentivo a pesquisa®.
Em atendimento a esta demanda, as
pesquisas cientificas tém buscado investigar
alternativas ao controle quimico, tais como
o uso de extratos de plantas no controle das
pragas. Azadirachta indica A. Juss ¢ uma arvore
indiana conhecida como Neem e que tem
sido divulgada como alternativa fitoterapica
no controle de nematdides gastrintestinais
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em animais. Em um levantamento realizado
na Venezuela, o Neem foi a planta mais citada
como medicamento etno-veterinario
utilizado nas cria¢oes’. Alguns trabalhos tém
sido desenvolvidos, mas os resultados
divulgados ainda ndo sdo suficiente para sua
utilizaco pratica nas criagoes de caprinos,
ovinos e bovinos®"#!",

Acredita-se que a azadirachtina,
substancia obtida das folhas e sementes, seja
a principal responsavel pelos efeitos da planta
sobre as pragas em geral. Ela é formada
por um grupo de isémeros relacionados
denominados AZ-A até AZ-G, sendo o
primeiro o componente mais abundante no
extrato das sementes e o AZ-E ¢
considerado o mais efetivo regulador de
crescimento em insetos. Além disto, a
azadirachtina provoca distor¢des na
metamorfose, acdo repelente, inibicao do
crescimento, malformacio, reducido da
fertilidade ¢ mortalidade, sendo a acdo
dependente do organismo alvo''. Os
estudos sobre a estrutura da azadirachtina
estenderam-se por 18 anos, dada a sua
complexidade. Ela ¢é soluvel em agua com
alcool, muito sensivel aos raios ultravioleta e
aos meios acidos ou basicos, apresenta
biodegradacao rapida, mantendo o efeito
anti-alimentar por no maximo duas semanas®.

O Neem possui caracteristicas que
indicam seu potencial no controle de pragas,
como possuir amplo espectro de acdo, ser
compativel com outras formas de manejo,
ndo ter agao fitotoxica e ser praticamente
atoxico a0 homem. Desta forma, objetivou-
se com o presente trabalho investigar a acao
da folha de Agzadirachta indica, em testes in
vitro e in vivo, como alternativa no controle
de nematodeos gastrintestinais de caprinos.

Materiais e Método

1) Teste in vitro

Coletou-se folhas de Neem, em
arvores presentes na Embrapa Caprinos -
Sobral/CE, para a realizacio de dois testes
“in vitro”, um deles com as folhas verdes e
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o outro com o material seco. Os
experimentos foram realizados em épocas
diferentes em funcao do volume de trabalho.
Para o teste com o material verde, a coleta
das folhas foi realizada pela parte da manha e
distribuidas conforme o peso em cinco
tratamentos: 1) 10g, 2) 20g, 3) 45g, 4) 90g e
5) 180g. O controle foi constituido de agua
destilada. As amostras foram homogeneizadas
em um liquidificador industrial com 500 mL
de 4gua destilada, deixadas em descanso por
15h e os extratos foram filtrados. Para o teste
com o material seco, as folhas foram
coletadas na parte da manha e secaram a
sombra em local ventilado por sete dias.
Ap6s este perfodo, as folhas também foram
pesadas, homogeneizadas em liquidificador
com 500 mL de agua destilada (exceto a
quantidade de 180g que recebeu 750mL),
deixadas em repouso por 15h e filtradas. Os
extratos foram testados nas seguintes
concentracoes: 20.000, 40.000, 90.000,
180.000 e 360.000ppm no experimento com
o Neem verde e 20.000, 40.000, 90.000,
180.000 e 240.000ppm com o Neem seco.

Para testar a acio ovicida e/ou larvicida
dos extratos, realizou-se coprocultura
utilizando a metodologia adaptada de Roberts
e O’Sullivan". Para tanto, fezes de captinos
foram coletadas e homogencizadas.
Realizou-se contagem de ovos por grama
de fezes (OPG) de uma amostra, para a
estimativa do grau de infec¢ao dos animais'.
O OPG da amostra de fezes utilizada no
experimento com folhas verdes foi de 3.100,
enquanto que com folhas secas foi de 2.700.
Ap6s este procedimento, a coprocultura foi
realizada com cinco repeti¢hes/tratamento
e o grupo controle com agua destilada. Cinco
gramas de fezes receberam 2,5ml. dos
extratos preparados, foram homogeneizadas
e deixadas em descanso por sete dias para
leitura.

2) Teste in vivo

Foram selecionadas na Embrapa
Caprinos 24 cabras puras das ragas Moxoto
e Canindé (peso médio 30kg). Os animais
apresentaram OPG entre 500 e 1.800 (média



de 1025) e foram ordenados para este
critério de forma decrescente. A partir desta
lista, eles foram selecionados alternadamente
para compor dois grupos de 12 animais
(controle e tratado). Eles se alimentavam de
pastagem nativa raleada durante o dia e eram
recolhidos ao final da tarde em dois capris
de terra batida, onde recebiam apenas agua.

Durante cinco dias o grupo controle
recebeu as 6:00h, 1 kg de milho misturado
com sabugo e folhas (roldo), enquanto o
grupo tratado recebeu 360g de Neem
triturado misturado a lkg de rolao,
resultando em consumo didrio de
aproximadamente 30g de Neem/animal/
dia (quantidade administrada segundo Neves,
2004 - Informe verbal). Apds o
esvaziamento do cocho, os animais eram
soltos em pastagem naturalmente
contaminada. Para a leitura do OPG, foram
realizadas em todos os animais coletas de
amostras fecais antes do tratamento (dia —7
e 0), durante (dias 1 a 5) e apds por um
periodo de quatro semanas. Isto permitiu a
avaliacdo da possivel acdo dos extratos
durante todo o ciclo interno dos
nematodeos gastrintestinais, principalmente
inibicdo da postura dos vermes adultos.
Diariamente foram feitas coproculturas de
uma amostra homogeneizada por grupo,
durante todo o experimento. A contagem
do nimero de larvas por grupo permite a
observaciao de uma possivel acdo ovicida
e/ou larvicida dos extratos. Os géneros de
nematédeos  foram  identificados
semanalmente, com o objetivo de se detectar
uma possivel acdo diferencial dos extratos
entre os géneros de helmintos.

O delineamento experimental do
teste 7z vitro foi inteiramente casualizado e
do teste iz vivo, em blocos ao acaso. Os dados
foram transformados para logl0 e a anilise
de variancia realizada pelo programa
estatistico SAS.

Resultados

Os resultados indicam que a azadirachtina
presente nas folhas, nio teve efeito diferencial
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entre Haemonchus sp e Trichostrongylus spp, ja
que a propor¢ao dos géneros permaneceu
constante comparativamente ao controle.
Nas coproculturas tratadas com o Neem
verde do teste 7z vitro, encontrou-se uma
média de 64% de Haemonchus sp e 36% de
Trichostrongylus spp, sem diferenca estatistica
entre os tratamentos (p<0,05), ja para o
Neem seco foi de 16,5% e 83,5%,
respectivamente. O experimento com folhas
verdes foi realizado com fezes coletadas no
inicio da seca, com chuvas esporadicas, e o
experimento com as folhas secas com fezes
coletadas na estacao seca. A analise dos dados
indica uma predominancia de Haemonchus sp
na estacao chuvosa e de Trichostrongylus spp
no periodo seco. As larvas eclodidas
apresentaram mobilidade e caracteristicas
morfolbgicas normais.

O tratamento de 180g com folhas
verdes demonstrou menor eficacia que o
tratamento com 90g de folhas. A quantidade
de matéria ou soluto presente no primeiro
extrato era muito grande e ¢ possivel que
isto tenha dificultado a liberacio dos
principios ativos. No experimento com o
Neem seco, adicionou-se entao 750 ml ao
invés de 500ml no tratamento de 180g, para
facilitar a liberacao dos principios ativos.
Desta forma, o tratamento mais
concentrado de folhas secas foi o que mais
inibiu a eclodibilidade larvar em relacio ao
controle (Figura 1), demonstrando relag¢iao
linear entre concentracio e efeito ovicida. A
concentra¢ao capaz de matar 50% das larvas
(CL50) esta proxima a 90.000ppm (45g/
500ml). O tratamento com 180g de folhas
secas demonstrou o melhor resultado,
provocando inibi¢ao larvar de 89% (média
de 714 larvas) em relagdo ao controle (6.268
larvas) (Tabela 1). Adicionalmente realizou-
se secagem a sombra de cinco amostras de
folhas verdes de Neem pesando 45g cada e
apos sete dias as cinco amostras tiveram peso
médio de 19¢. Tal resultado indica que 57,8%
do peso inicial das folhas eram representados
principalmente por agua.

No experimento realizado 7 vivo,
observou-se que o grupo controle esvaziava
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Figura1-  Nuamero médio de larvas recuperadas em coproculturas tratadas com extratos de folhas verdes e secas de Azadirachta indica em cinco

diferentes concentragdes (ppm). Sobral — CE, 2004
*750ml

o cocho em menos de 30 minutos. Ja o
grupo que recebia 0 Neem misturado, levava
cerca de duas horas, demonstrando
palatabilidade negativa. Os OPGs obtidos
dos animais durante o experimento
encontram-se sumarizados na tabela 2. Ndo
houve diferenca estatistica significativa entre
o grupo tratado e o controle (p<0,05). Do
total de ovos contados por grama de fezes
nos dois grupos, 0,77% era composto de
Strongyloides e os demais de Haemonchus sp. e
Trichostrongylus spp. Ao se realizar a
coprocultura deste material, detectou-se
novamente que T7ichostrongylus predomina na
estacdo seca: média de 21,2 % para
Haemonchus sp. e 78,8% de Trichostrongylus
spp., tanto no grupo tratado quanto no
controle.

Discussao
A predominancia estacional dos

géneros estudados se confirma em estudos
epidemiologicos ja realizados em pequenos
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ruminantes'>'° e bovinos'”'®. Estes resultados

indicam que Haemonchus utiliza a estratégia
comportamental de hipobiose durante a
estacdo seca, deixando para concluir o ciclo
de vida na esta¢ao chuvosa, quando as fases
de vida livre terdo mais chance de
sobrevivéncia no pasto.

Determinou-se no presente trabalho
boa eficacia do Neem a concentracdes
muito elevadas, o que inviabiliza sua
aplicagdo no controle da verminose. Pessoa’
obteve uma boa acao no laboratério ao
extrair a azadirachtina das sementes de
Neem, provocando inibi¢ao de 68% na
eclodibilidade de H. contortus a uma
concentracio de 1%. Ahmed et al.® obteve
eficacia de 35 a 40% do extrato aquoso
também da semente de Neem contra
nematddeos gastrintestinais de ovinos,
valores proximos aos obtidos por Mostafa
etal’.

O problema da correlacao nao linear
entre concentracio e eficacia observado nos
resultados com o Neem verde é comum em



Tabela 1- Eficacia (%) de extratos aquosos de folhas verdes e secas de
Neem sobre ovos e larvas de nematodeos gastrintestinais de
caprinos Moxot6 e Canindé, em cinco diferentes
concentragdes (ppm). Sobral — CE, 2004

Extrato  Concentracao (ppm) Eficacia (%)

20.000 5,2

40.000 0
Folhas 90.000 0
verdes 180.000 52

360.000 30

20.000

40.000 7
Folhas 90.000 61
secas 180.000 74

240.000 89

Tabela2- Numerode médio ovos por grama de fezes (OPG) coletadas
por 28 dias em caprinos da raga Canindé e Moxot6 (n =
12/ratamento) medicados por cinco dias com Azadirachta
indica nadose de 30g/animal /dia (out-nov/2004). Sobral —

CE, 2004
Tratamentos OPG antes®* OPG apos*
Controle 10.150a 5.839a

Azadirachta indica 10.400a 6.539a

* letras iguais na mesma coluna indicam auséncia de diferenca estatistica

testes com fitoterapicos. Isto se deve as técnicas
e processos utilizados na extracao de principios
ativos de plantas’. Os constituintes quimicos
variam consideravelmente entre cada planta
devido a variabilidade genética, diferencas
ambientais, estdgio de desenvolvimento,
processo de secagem, extragdo e estocagem,
podendo produzir resultados discrepantes’.
Testes de screening devem ser realizados
preferencialmente com folhas secas, pois facilita
a percepcao de uma possivel atividade
bioldgica, desde que o processo de secagem
seja bem realizado. Nestes casos, deve-se
coletar um volume de material verde maior,
ocorrendo entretanto maior concentracao
dos principios ativos com a evaporagdao da
dgua. Bacchi® afirma que o processo de
secagem também tem por finalidade
impedir rea¢oes de hidrolise e de crescimento
microbiano, garantindo maior qualidade do
material. Em alguns testes realizados,
observou-se que para a obtenciao de 1 kg
de planta seca sdo necessarios em média 10
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kg de plantas frescas®. Esta quantidade é
bem maior que a estimada pelo presente
trabalho (19g/45¢). No entanto, os autores
comentam que cada espécie vegetal tem em
seus tecidos quantidade variavel de 4gua, o
que ¢ determinante no tempo de secagem e
no volume final de material seco.

Apesar da eficacia observada no
experimento iz witro, o Neem nao
demonstrou efeito anti-helmintico no
experimento z vivo, nas condi¢des em que o
experimento foi conduzido. Concentra¢des
maiores que as testadas sdo apatentemente
inviaveis para serem administradas aos
animais, levando-se em consideracio o
problema da palatabilidade do Neem. As
folhas possuem gosto amargo, que
permanece na boca por algum tempo apos
a ingestdo. Quando as folhas trituradas sio
misturadas com algum outro concentrado,
as cabras ingerem com menor dificuldade,
embora tentem separa-las do alimento
utilizando as patas dianteiras e o focinho.
Assim, a administragdo do Neem puro aos
animais nao ¢ indicada, pois os mesmos tém
sensibilidade gustativa suficiente para
distinguir o sabor doce, salgado, acido e
amargo, demonstrando grande seletividade
ao alimento®. Na pritica de muitos
criadores da Venezuela, quando o extrato
aquoso do anti-helmintico é colocado na
agua dos animais, adiciona-se também
melaco ou sal para ajudar na palatabilidade’.

Estudos investigativos com A. indica
devem se concentrar na ac¢ao biolégica do
Oleo extraido diretamente da semente, que
possui quantidade bem maior de
azadirachtina que as folhas, além da
administracdo ser mais facil. As sementes
produzem cerca de 4 a 6g de azadirachtina
por quilo de semente®” e 85% desta
substancia é¢ composta pelo isbmero AZ-A,
considerado o de maior potencial
parasiticida. Enquanto a semente possui
aproximadamente 24,85mg/100g de AZ-
A, as folhas possuem somente 0,59%/
100g*. Estudos iz vive, em diferentes desafios
epidemiolégicos, devem ser conduzidos
para se detectar a aplicabilidade do 6leo no
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controle dos nematddeos gastrintestinais
predominantes no Brasil. Ao demonstrar
eficicia satisfatdria, seu uso seria interessante,
visto que produtos quimicos convencionais
com eficacia préxima a 100%, promovem
rapida selecio para a resisténcia. Enquanto
o conceito académico de controle leva em

conta a manutenc¢io da populacio parasitaria
a nivel economicamente sustentavel, na
pratica, este conceito encontra-se totalmente
distorcido com promessas de produtos
quimicos altamente eficazes, subestimando
a capacidade que os organismos tém de
vencer as pressoes seletivas.

Azadirachta indica (Neem) action in goats gastrintestinal nematodes

Abstract

The resistance problem in goats gastrointestinal nematodes, associated
to the increasing interest for control alternatives, induced the
investigation of the Azadirachta indica action on these parasites. In 7
vitro test it was detected ovicida and larvicida action of Neem dry and
fresh leaves aqueous extracts in five concentrations. In iz vivo test each
animal received orally 30g of dry leaves for a five days period. To
monitor the animals were used diary fecal eggs per gram count (FEC)
by 28 days and larvae were quantified and identified through fecal
culture. Predominance of Haemonchus sp. in rainy season and
Trichostrongylus spp. in dry season were detected. The dry leaves aqueous
extract reduced in 89% the larvae hatching of goats’ gastrointestinal
nematodes, in 240.000ppm concentration. However this is a very
high concentration to be applied on vermin’s control. The oral
administration of .Azadirachta indica triturated dry leaves did not reduce
the medicated animals FEC during a period of 28 days after treatment.
A. indicainvestigated studies must be concentrated in biological action
of the seed oil extracted, because it possess bigger amount of
azadirachtina than leaves. The oil administration also is easier, whereas

Key-words:
Azadirachta indica.
Phytoteraphy.
Goats.
Gastrintestinal
nematodes.
Control.

the leaves have bitter taste and are prevented by animals.
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