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“Determinando tu algum negadcio, ser-te-a
firme, e a luz brilhard em teus caminhos”.
(J6 22.28)

“Uma pessoa nunca aprendera demais, que é
melhor haver aprendido algo que nunca sera
usado do que de repente precisar de alguma
coisa que nunca aprendeu”.

(Harry Lewis Foust)
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RESUMO

A atividade anti-helmintica dos extratos aquosaamd@ico do fruto e da folha dslorinda
citrifolia (noni) foi avaliada in vitro e in vivo em aves peeds naturalmente infectadas por
Ascaridia galli. Os dados obtidos foram analisados estatisticamatiliezando o teste t de
“Student”. Para os testes com o fruto, nas conaedéss 13,48 e 26,96 mg/mL, o extrato aquoso
apresentou percentagem de mortalidade de 46,67 %, S@spectivamente, diferindo
estatisticamente do controle (P<0,05). O extratmd@ico nas concentracbes 33,36 e 66,72
mg/mL, apresentou taxa de mortalidade de 66,67 &7%6 respectivamente, diferindo
estatisticamente (P<0,05). No teste in vivo, o a®traquoso apresentou um percentual de
eliminacdo de 27,08%, diferindo estatisticamente gdapo controle. Ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentosxtoato etanélico e controle (diluente) (P>0,05).
Para os testes com a folha, no teste in vivo, miuvé diferenca significativa entre o extrato
aquoso e o grupo controle (agua) na eliminacad.dgalli. O extrato etandlico apresentou um
percentual de eliminacdo de 30,1%, diferindo estteéimente do grupo controle (P<0,05). Na
concentracdo 13,92 mg/mL, o extrato aquoso apmsepercentagem de mortalidade de
96,67%. O extrato etandlico, nas concentracdess33/36,72 mg/mL, apresentou percentagem
de mortalidade de 83,33 e 90%, respectivamenteendav diferengca estatisticamente
significativa do controle negativo (P<0,05). Pottamo teste in vitro, 0os extratos aquoso e
etandlico da folha e do fruto dA. citrifolia apresentaram taxa de mortalidade elevada gabre
galli, mostrando-se promissora como planta de atividaudiehelmintica. No teste in vivo, 0s
mesmos extratos apresentaram um percentual denatédo baixo, considerando uma
concentracdo de 10%.

Palavras-chavevorinda citrifolia, atividade anti-helminticascaridia galli



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTHELMINTIC ACTIVITY OF Morinda citrifolia (noni), IN
CHICKEN NATURALLY INFECTED

The anthelmintic activity of aqueous and ethanektracts oMorinda citrifolia fruit (noni) was
evaluated in vitro and in vivo in chicken naturaihfected byAscaridia galli. The data were
analyzed by the Student test. For the with frugt,tehe concentrations of 13,48 and 26.96
mg/mL from the aqueous extract, demonstrated miytaf 46.67 and 50%, respectively
(P<0,05). The ethanolic extract in the concentratiof 33.36 e 66.72 mg/mL, demonstrated
mortality rate of 66.67 e 76.67%, respectively edefg statistically (P<0,05). In the in vivo test,
the aqueous extract of noni fruit showed 27.08%lwhination, deferring statistically from the
control group. There was no statistical differebedween the ethanolic extract treatments and
the control (diluent) (P>0,05). For the with leakt, in the in vivo, there was no significative
difference between the aqueous extract and theatgrbup (water) (P>0.05) in the elimination
of A. galli. The ethanolic extract presented an eliminatioB01%, differing statiscally from the
control group (P<0.05). In the concentration of923mg/mL, the aqueous extract presented a
mortality of 96.67%. The ethanolic extract, in tt@ncentrations of 33.36 and 66.72 mg/mL,
showed a mortality of 83.33 and 90%, respectivibigre was a significative statistical difference
from the negative control (P<0,05). So the testiiro, the aqueous and ethanol extracts of leaf
and fruit of M. citrifolia showed high mortality teeon A. galli, is showing promising activity as
plant anthelmintic. In the test in vivo, the sanxéracts showed a low percentage of disposal,
considering a concentration of 10%.

Key-words:Morinda citrifolia, anthelmintic activityAscaridia galli



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, p&i@amento, cura e prevencado de
doencas, é uma das mais antigas formas de pragdicimal da humanidade. No inicio da
década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude Y@M&gou que 65-80% da populacéo
dos paises em desenvolvimento dependiam das plaetdisinais como Unica forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (AKERELE, 1993).

As plantas medicinais sao importantes por forruematéria-prima para a sintese de
drogas, além de serem utilizadas como agentesétdieps. O emprego das plantas é
supervalorizado no uso tradicional com base nos 3eneficios medicinais. Dessa forma, torna-
se imprescindivel o conhecimento sobre a dose ata pmpregada da planta, além de suas
propriedades terapéuticas, pois existem plantas@oeltamente toxicas, mesmo em pequenas
doses (ZHAN; ZHOU, 2003).

A validacao cientifica dos fitoterapicos € uma atapcial obrigatoria para a utilizacao
correta das plantas medicinais e seus compostas afl total aceitacdo de drogas derivadas de
plantas e a fitoterapia da medicina cientifica sdgpa ocorrer se estes produtos cumprirem o0s
mesmos critérios de eficacia, seguranca e contteleualidade que os produtos sintéticos
(RATES, 2001). Desta forma, os produtos derivadopldntas precisam ter a eficicia avaliada e
confirmada, assim como deve ser garantida que dodnetracdo a organismos vivos ocorra
sem riscos para sua saude (CAMURCA-VASCONCELOS. €2@05).

Os testesn vitro permitem uma avaliagdo da existéncia de propriedadg-helminticas
nos extratos vegetais, constituindo desta maneires etapa preliminar a caracterizagdo dos
possiveis compostos ativos presentes nos vegetasipilitando a criagdo de novas alternativas
para o controle das parasitoses (COSTA et al., )2@@3im, a fitoterapia pode contribuir para
aumentar a produtividade, uma vez que reduz o esnti-helminticos convencionais, além de
estender a vida Util dos produtos quimicos dispasi(VIEIRA et al., 1999).

A producdo de frangos e ovos com a utilizacéo isiereas organicos e outros nao
intensivos vem crescendo em importancia em varmises. Em contraste com o sistema
convencional, estas criacdes sdo afetadas porsvé@t@angcas no manejo, tais como: acesso a
areas de pasto e proibicdo no uso de medicamergesnpivos, incluindo anti-parasitarios. Tal
modelo implica o aperfeicoamento do manejo e alitagio das aves, uma vez que tendo acesso
a piquetes as aves terdo contato com ovos, larnassgedeiros intermediarios de diversos
helmintos (TRAMSBORG et al., 1999).



A Morinda citrifolia, normalmente conhecida por noni, € uma pequenaeidafamilia
das Rubiaceae, originaria do Sudoeste da Asiaptseib difundida pelo homem através da
india, e do Oceano Pacifico até as ilhas da Pairi@ancesa, onde se situa o Taiti. O emprego
tradicional do noni pelos polinésios esta atribuetis efeitos relacionados com atividade
antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoranti-helmintica, analgésica, antiinflamatoria,

hipotensora e imunoestimulante, usado ha mais 0@ &0os (WANG et al., 2002).

A planta noni cresce tanto em florestas, como emertes rochosos ou arenosos. E
tolerante a solos salinos e certas condigdes de. $gcportanto, encontrada numa grande
variedade de habitat: terrenos vulcanicos ou memsmderra calcaria. Pode crescer até 9m de
altura, e tem folhas largas, simples, de verderes@om veias vincadas. A planta apresenta
flores e frutos durante todo o ano, sendo as flpeggienas e brancas; os frutos contém muitas
sementes, e tem um forte odor, quando colhidaospadvezes descrita como fruta de queijo ou
fruta de vomito O fruto é oval e atinge 4 a 7 cm de tamanho. Quandge apresenta uma cor
verde, mudando para amarelo e por fim, quase bra&poza em que o fruto € colhido. Apesar
do seu cheiro, as pessoas alimentam-se deste fuéo,cru, quer cozido. Os habitantes do
Sudoeste da Asia e os aborigenes da Australiareimga fruta crua com sal ou cozida com
especiarias. O fruto contém muitas sementes, queahmente sdo ingeridas depois de fritas
(WIKIPEDIA, 2006).

Um dos principios biolégicos ativo dd. citrifolia € um alcaléide conhecido como
xeronine, sendo (til na medicina, alimentacdo e @ampos industriais. A composi¢ao,
caracterizagdo, o modo de acdo e a utilidade ddsakide, pode ser isolado de um grande
namero de substancias naturais através de detelasingcnicas e precaucdes (HEINICKE,
1985).

Estudos demonstraram que o suco do fruto do moniconcentracdes de 5 % v/v ou
superior, inibiu significativamente, a iniciacao m@vos brotos vasculares em desenvolvimento
da veia placentaria humana, em comparacdo com msolss de volumes equivalentes de
solucdo salina 0,9 %; estas concentracbfes do sarobétn reduziram a velocidade de
crescimento e a proliferagéo de brotos capilaresiesenvolvimento. A concentragéo de 10 %
do suco em meio de cultivo, induz degeneracao leaseuapoptose nas concavidades com
células capilares e houve também inibicdo da ipdmacapilar em desenvolvimento de tumores
mamarios humanos e em desenvolvimentos tumoraiscoios capilares, havendo degeneracéo
rapida dos vasos (HORNICK et al., 2003).



Um estudo realizado com suco de noni tahitianopecoializados como suplementos
dietéticos, administrados a 10 % em agua duransenana, preveniu a formacdo de 7-12
dimetilbenzo[a]Jantraceno (DMBA)-DNA. As concentrasdde DMBA-DNA foram reduzidas
no coracgédo (30 %), nos pulmdes (41 %), no figa@o%¥ e nos rins (80 %) em ratas Sprague-
Dowley. Entretanto, o efeito foi muito maior emosC57BL-6, os quais reduziram o DMBA-
DNA no coracao (60 %), figado (70 %) e nos rins Y0 O suco teve efeito antioxidarite
vitro que foi comparado com o produzido pela vitaming&de semente de uva e picnogenol
em doses equivalentes diarias. Com base nessdmadesy Wang; Su (2001) sugeriram que o
suco de noni pode contribuir para prevengao doecanc

Uma fragdo enriquecida de polissacarideo do samédfeitos profilaticos e terapéuticos
potenciais contra 0 modelo de Sarcoma 180 sensivehunomoduladores. A atividade
antitumoral desse suco produz uma recuperacaoude sk 25 a 45 % em ratos alogénicos e 0
efeito foi abolido completamente pela administrag@uultanea de inibidores especificos de
macrofagos (2-cloro adenosina), de células T (spedana) ou de células asesinas naturais
(anticorpo GM1). A fracdo produz efeitos sinérgidmsnéficos quando se combinou com
farmacos antineoplasicos como cisplatino, adriamaicmitomicina C, bleomicina, etoposido, 5-
fluoruracilo, vincristina ou cantotecina. Nao feivbravel quando se associou com paclitaxel,
arabindsido de citosina ou farmacos anticancer@mosossupressores como ciclofosfamida,
metrotexato ou 6-tioguanina. Na administracdo auajwom citocina Thl e interferon gama, o
efeito foi favoravel, poréem a atividade foi aboliqgaando se combinou com citocina Th2,
interleucina-4 ou interleucina-10, sugerindo qudragdo induz,in vivo, um estado imune
dominante Thl. A associacdo da fracdo com imexdm, imunomodulador sintético, foi
benéfica, porém resultou como desfavoravel comngbotacdo com o copolimero MVE-2, um
imunomodulador de alto peso molecular, interleu@nau interleucina-126 (HIRAZUMI;
FURUSAWA, 1999).

Uma fracdo rica em polissacarideos do suco do, mmm atividade antitumoral no
modelo de carcinomatoses peritoneal de pulmdo devisLe(LLC), incrementou
significativamente a sobrevivéncia de ratos pomeslale tumor LLC isogénico. Nao houve
efeito citotoxico significativo no cultivo de céad de LLC, LLC1, porém pode ativar esxudado
de células peritoneais (PEC) para transmitir toeide quando se cultivou conjuntamente com as
células tumorais. Isso sugere que a fracdo suprionigrescimento tumoral mediante a
estimulacdo do sistema imune do hospedeiro. O mEid conjunto com agente

imunossupressor 2-cloroadenosina (C1-Ade) ou colasporina A (cys-A) diminuiu o efeito da



fracdo do suco, sustentando um mecanismo imunomdaoiulAdemais, a fragé@o liberou varios
mediadores de células efetoras murinas, como: falfer de necrose tumoral (TNF-alfa),
interleucina-1beta (IL-1beta), IL-10, IL-12 p70,terferon-gama (IFN-gama) e Oxido nitrico
(NO); porém néo teve atividade sobre IL-2 e suprimiliberacdo de IL-4. O incremento do
tempo de sobrevivéncia e o0 tratamento ocorreramcambinar doses sub-6timas de
quimioterapicos como: adriamicina, cisplatino, &eflouracilo e vincristina, sugerindo que a
aplicacao clinica da fracdo polissacaridica do quame ser utilizado como complemento no
tratamento de cancer (FURUSAWA et al., 2003).

O extrato etandlico do fruto pulverizado inibin,vitro, a ciclooxigenase-1 (COX-1) e
teve uma concentragdo inibitéria meédia (C150) igud63 pg/mL, enquanto que os controles
com aspirina ou indometacina inibiram a COX-1 conb0Ciguais a 241 e 1,2 pg/mL,
respectivamente (LI et al., 2003). No entanto, miattracdo do suco do fruto maduro (50 %
em agua), administrado em doses de 20 g de mategatal fresco/kg, por via oral, ndo teve
efeito analgésico no modelo de contor¢es induzidasacido acético 0,75 % intraperitoneal
(0,2 mL/10 g) em ratos OF-1.

O extrato aquoso liofilizado de raiz sem casca,iaidinado em doses de 800 mg/kg, por
via intraperitoneal, teve atividade analgésica ifigativa em contor¢cdes de camundongos. O
efeito do extrato foi antagonizado por naloxongue indica um efeito central tipo morfinico, e
nao mostrou toxicidade nos camundongos. O extrdtirastrado em doses de 1,6 g/kg,
intraperitoneal, diminuiu todos os parametros ctoréis nos modelos de dois compartimentos,
de selecao de luz/escuriddo e de escada, conjumtamem o tempo de sono induzido. Estes
resultados sugerem que o extrato teve efeito s@daOUNOS et al., 1990).

A atividade antiparasiticida € esperada natplaoni, a qual possui o poder de matar ou
expelir o parasita (FAHS, 2002).0 extrato alcodlam folhas tenras mostrou atividade anti-
helminticain vitro contraAscaris lumbricoidesiumano (KALEYSA RAJ, 1975).

Na medicina tradicional, o fruto do noni é poucdiastdo em relagdo com as outras
partes da planta, porém no Havai se prepara uncotdgigestivo para infec¢des internas,
incluindo parasitas intestinais, debilidade e ddmas respiratorias (LAVAUT; LAVAUT,
2003).

O suco do noni na concentracdo de 21% mostrowese raior eficacia do que a
piperazina a 50% no teste vitro com Ascaridia galli (HADINOTO; HADISOEWIGNYO,
2003).

Avaliando o efeito anti-helmintico dsl. citrifolia em caprinos, Satrija et al. (1999)



relataram a reducdo dtaemonchus contortude 73,6 a 88,8%, utilizando dose de-0M4gkg™

do extrato aquoso da fruta. No mesmo sentido, Mtirelf al. (2000) pesquisaram a atividade anti-
helmintica do noni em caprinos e ovinos, levandocensideracédo &l. contortuse afirmaram
que no teste in vitro o extrato cloroférmico foicegnte na morte de parasitas adultos e no
desenvolvimento dos ovos.

O extrato cloroférmico e hexanico dd. citrifolia demonstraram atividade anti-
helmintica em experimento utilizando ratos pardssgapelaHymenolepis nanaOs resultados
obtidos relatam uma reducéo desse parasita de837366 nas doses de 0,42 a 3,3RgJ ,
respectivamente, para extrato cloroformico e d& 3.24.6%, nas mesmas doses, para extrato
hexanico (WIDDHIASMORO, 2000).

O suco do noni foi testado em varias concentra@@s40, 60, 80 e 100%) in vitro em
Ascaris suumCada placa com 20 parasitas adultos foram cotscadr 3 horas em BOD a
372C. Apds esse tempo, foi feito a leitura paraerd@har a taxa de mortalidade. Na
concentracdo de 20% obteve-se uma taxa de modalide 75%, na concentragdo de 40% do
suco uma mortalidade de 90% e na concentracdo %euéta taxa de mortalidade de 100%. A
solucédo de piperazina a 20% demonstrou uma taxacitlidade de 60%, inferior ao que se
obteve na mesma concentragdo com o suco do noSEKETAN, 2003).

Os extratos cloroférmico, hexanico e metandlicofalaa daM. citrifolia dessecada a
frio, aplicados respectivamente em doses de < plawg, > 1mg/placa e < 1 mg/placa, tiveram
atividade antimutagénica, contra mutagenos indiretto modeloin vitro de Salmonella
typhimuriumTA100. Entretanto, ndo tiveram efeito contra matég diretos em doses até 10
mg/placa (KUSAMRAN et al., 1998).

De acordo com Mueller et al. (2000), o suco doi m@ausou hiperpotassemia em um
paciente humano com insuficiéncia renal cronicam®iltlo a uma dieta baixa em potassio. A
concentracdo de potassio em varias amostras ddaiude 56,3 mEQ/L, parecida com a que se
encontra nos sucos de laranja e de tomate.

Um extrato hidroalcodlico a 50 % do fruto secomamstrado em doses de 10 g de
material vegetal seco/kg, por via oral ou subcwangdo causou toxicidade geral em
camundongos (MOKKHASMIT et al., 1971).

Os Polinésios utilizaram a planta inteira do naniv&érias combina¢des como remédio.
O suco do fruto tem uma grande importancia na nrelialternativa para diferentes tipos de
problemas, como artrites, diabetes, pressao atasdnusculares, dificuldades na menstruacéo,

dores de cabeca, doenca do coracdo, AIDS, cantmmaugastrica, torceduras, depressao,



problemas digestivos e ateroscleroses.

A evidéncia cientifica dos beneficios do suco dmin® limitada, mas ha alguma
evidéncia para o tratamento bem sucedido dosadsfgie da influenza (SOLOMON, 1999).

Abbott (1985), um quimico botanico da UniversidddeHavai, disse: “Povos séo loucos
por esta planta. Usam-na para diabetes, pressiccaltcer e muitas outras doencgas”. Bushnell
et al. (1950), relatou que noni era um remédioi¢cradal usado para tratar os 0ssos quebrados,
cortes profundos e feridas. Segundo Betz (199M]. aitrifolia foi testada para um grande
namero de atividades biologicas e antimicrobiaisagsimais, relatando que os frutos secos tém
atividade estimulatéria do musculo liso e efeitssaminérgicos.

Frequentemente, infeccbes massivas de vermes itlonobservadas em producdes
organicas ou Colonial/Caipira se comparada com pratuzidas em gaiolas. Na Dinamarca as
prevaléncias déscaridia galliforam de 64; 42 e 5% no sistema organico, Coltaapira e
poedeiras em gaiola, respectivamente; eHdeerakis gallinarumfoi de 73; 19 e 0% e a de
Capilaria obsignatdoi de 54; 52 e 0% (PERMIN et al.,1999).

As producdes em confinamento tendem a favorepeesenca de parasitas de ciclo curto
e transmisséo direta comdEameriasp.,A. galli, H. gallinarume Capilaria sp (RUFF, 1999).

As aves criadas em sistemas que propiciem maidiatoreom solo apresentam com maior
freqUéncia problemas de parasitose. As infe¢cOeshelnintos sdo quase que inevitaveis em
sistemas que utilizam piquete de pastoreio. Istdese a sobrevivéncia dos ovos dos parasitas
no meio ambiente, associada com fatores epidembol®gla infecdo por helmintos (RUFF,
1999), e a necessidade de hospedeiro intermedi&RiBITAS, 1977).

Em estudos realizados com galinhas soltas no npimide Seropédica, Rio de Janeiro,
Carneiro (2001) encontrou doze espécies de helminemdo sete nematdides e cinco cestodeos.
As espécies que apresentaram 0s maiores grausrdieashcia foranmH. gallinarume Capillaria
sp., sendo estas duas espécies classificadas @nrais. As quatro espécies secundarias foram
Amoebotaenia cuneata, Oxyspirura mansoni, Gongyhanmgluvicolae Raillietina sp. e seis
espécies satélitesDavainea proglotina, Raillietina echinobothrida, iRatina tetragona,
Tetrameres confusa, Cheilospirura hamulesa galli.

Fernandes et al. (2001) estudando a atividadéhahtiinticain vitro em galinhas caipiras
observaram que a prevaléncia em 50 galinhas caipreopsiadas foi de 94% pdRailletina
sp., 14% paraH. gallinarum e 6% paraA. galli, sendo que os animais parasitados pelos
nematoidesH. gallinarum e A. galli, apresentavam infeccdo mista e em trés animaasnfor

encontrados os trés tipos de parasitos.



A ascaridiose é causada por um nematdedridia gall) de corpo cilindrico que mede
entre 3 a 12 centimetros. As camas de aviario gsadaproducdo local sdo ideais ao
desenvolvimento dos ovos de galli. As condicdes ambientais do piquete também faeonec
este desenvolvimento, pela presenca de areas saabreima vez que 0s ovos desta espécie sao
mais sensiveis a dessecagcdo do que outras espécescarideos. As aves jovens sao mais
susceptiveis do que as adultas e os vermes agoldesn causar obstrucéo intestinal e morte das
aves (FREITAS, 1977).

Em estudo realizado na Dinamarca, a prevaléncid. dglli foi de 100% em frangos
criados no sistema Colonial/Caipira e organico,uantp que para o sistema industrial foi de
25%. O contato com areas de chao/terra pode tpopmmionado este alto valor de prevaléncia de
A. galli nesses frangos, ocasionando provavelmente a idadal das aves (PERMIN et al.,
2002). Outros estudos demonstram que a presenfa gli associada a bactériasteurella
multocidareduz significativamente o ganho de peso das@ia$as no sistema Colonial/Caipira
(DAHL et al., 2002).

Diversas plantas tem sido citadaslitematura e conhecimento popular como tendo
atividade anti-helmintica, em especial nos levaptaos etnobotanicos realizados pelos
pesquisadores. Joshi; Joshi (2000) documentaasm plantas medicinais usadas nas areas
de Kali Gandaki, Nepal, empreendendo uma listagemM8&8lespécies de plantas com relato de
uso medicinal acompanhadas do respectivo nomepi#eiese niumero de voucher do herbario,
nome popular, partes usadas, preparacdo e via m@aisttacdo. Entre esta§henopodium
album L. (Melde) eMelia azedarachL. (Lirio ou Cinamomo) sdo usadas para tratameeto
infec¢des por parasitos intestinais.

Giréo et al. (1998) realizaram um levantamentopdiaistas conhecidas pelos criadores de
caprinos do Piaui com possivel efeito anti-helmite muitas delas apresentaram resultados
promissores, como a batata-de-pui@pdrculinasp.) e o lirio §1. azedarach

Entre as vérias plantas avaliadasvitro com potencial anti-helmintico estdoCooton
Zenhtneri(canela de cunhd)@enopodium ambrosoidésatruz ou matruco) (PESSOA, 2001),
Ocimum gratissimunfalfavaca) (PESSOA et al., 2008pigelia anthelmigerva lombrigueira)
(ASSIS et al., 2003Runica granatun{romd) (AMORIM et al., 1996)Canavalia brasiliensi®
Dioclea grandiflora(MENEZES et al., 1992)Jvaria hookeie Uvaria narum(PADMAJA et al.,
1993), as quais apresentaram bons percentuais/aiadé nos testes com inibicdo de ecloséo de

ovos de nematoides.



Fernandes (1998) estudou a atividade de quatraciespde plantas, comparando seus
efeitos aguelas obtidos com o mebendazol usando pairédo e avaliado pelo método critico
controlado e registrou os seguintes resultadosemos de percentuais médios de eliminacéo de
A. galli e H. gallinarum respectivamentéllium sativumL.(alho) 9,70% e 6,70%fynnanthus
labiatus(Cham) Miers (cip6-cravo) 16,70% e 4,12@gcus nuciferd.. (coco da baia) 19,00% e
1,25%;Punica granatuni. (romda) 6,60% e 0,22%. Os percentuais de elindioadeA. galli,
produzidos pelo coco-da-baia e pelo cipo-cravorespondem respectivamente a 1/5 e 1/6 da
droga padréo.

Menezes et al. (1992) em estudovitro da atividade ovicida de folhas e sementes de
duas plantas sobtg. contortus As farinhas das sementes @anavalia brasiliensi® Cratylia
floribunda foram eficazes na dose de 50 mg (37,7% e 15,5pecagamente). Em altas doses
(500 mg) foram observadas acdo ovicida de 99,9 @%9das plantas supracitadas,
respectivamente.

Testes realizados com extratosQleanthelmise Momordica charantissobre ovos dél.
contortus de ovinos indicaram que a dose inibidora de 50%6QJ) durante 48 horas de
incubacéo, foi de 0,173 e 0,101 mg/mL, respectivaenpara cada planta (BATISTA et al.,
1999). Assis et al. (2003), também estudando a ded8. Anthelmia observaram que na
concentracdo de 50 mg mL-! o extrato acetato ¢eiribiu 100% de eclosdo d& contortuse
81,2% do desenvolvimento larvar, enquanto o extraébandlico inibiu 97,4% da ecloséo e
84,4% do desenvolvimento larvar de vermes nas f2esprinos e ovinos.

Vieira et al. (1999) avaliaram a acédo de novetplgA. sativum, Carica papaya, Musa
acuminata, C. brasiliensis, M. charantia, Anona a&amosa, Mentasp, C. ambrosioidese
Hymenaea courbarile concluiram que as mesmas ndo eram realmensze&si no controle de
verminoses de caprinos. Pessoa et al. (2001)aslod efeito ovicida dos 6leos essenciais de
C. ambrosioide® O. gratissimunsobreH. contortusverificaram que na concentragédo de 1,0%,
houve inibicdo de 99,86+0,33% e 100% da eclosaovds, respectivamente. Dessa forma, 0s
Oleos essenciais dé. ambrosioides O. gratissimummostraram-se eficazes na inibicdo da
eclosdo de ovos d¢. contortus

Costa et al. (2002) estudaram os efeitos de estrd@osementes ddangifera indica
sobreH. contortuse detectaram que o extrato etandlico inibiu dé®%, da eclosdao de ovos a
uma concentracdao de 50mg/mL-t e que este efeitdefpendente da dose. Akhtar; Riffat (1985)
verificaram a acéo da fruta dé. azedarachem galinhas infectadas cofn galli e os dados

indicaram que 20mg/Kg provoca uma reducéo sigmftegP<0,001), de acordo com os OPG



realizados 10 e 15 dias apds o tratamento. Satrga (1994) avaliaram o efeito anti-helmintico
do leite de mamadC@arica papaya emAscaris suune detectaram reducéo de 39,5 e 100% dos
vermes nos grupos que receberam respectivamenee84le leite do mamao por quilo de peso
corporal. Foi observado também uma diarréia levaliaoseguinte ao tratamento em alguns
animais que receberam a maior dose.

Alguns trabalhos foram realizados especificametden a arvore indiana Neem,
Azadirachta indica demonstrando seu efeito anti-helmintico (MOSTOEA al., 1996).
Pietrosemoli et al. (1999) observaram o efeito fdéisas secas em bovinos e concluiram que
ocorre controle efetivo da carga parasitaria, séitoeno ganho de peso dos animais. Pessoa
(2001) testou os efeitos dazadirachtinaobtida da sementen vitro sobreH. contortuse
encontrou 68,3% de inibicdo na eclobilidade destene a uma concentracdo de 1%.

O suco e o infuso de folhas @e ambrosioidegErva-de-Santa-Maria) foram testados em
camundongos naturalmente infectados com os oxasi@&yphacia obvelatee Aspiculuris
tetraptera Tanto os infusos (concentracdes de 5% e 10%)Xguwasuco a 20% foram ineficazes
para a remocao dos helmintos (BORBA; AMORIM, 2004).

Estudando a atividade anti-helmintica das plamdassativum, Punica granatum,
Tynnanthus fasciculatug® Cocos nuciferaem frangos infectados naturalmente cdin
gallinarum Fernandes et al. (2004) concluiram que as planéas doses empregadas nao
apresentaram atividade significativa (P<0,05) solyarasito.

Algumas limitacdes atuais do uso de medicamentustsios, tais como: alto custo de
alguns produtos disponiveis no mercado, ndo dippimi@ide destes em algumas areas rurais
pobres ou distantes de centros comerciais, riscpoliacdo ambiental (HAMMOND et al.,
1997), residuos nos alimentos (HERD, 1995), dedeimwento de resisténcia aos anti-
helminticos pelos nematoides (MELO et al., 2008)dricao da eficiéncia produtiva em animais
de producdo (GITHIGIA et al.,, 2001) favorecem ooreb ao estudo de plantas com
propriedades medicinais para o controle de divedsencas, principalmente as parasitoses
gastrintestinais. Nesse sentido, este trabalhdfipasse por proporcionar uma alternativa no
tratamento das helmintiases aviarias, tanto aogmeqprodutor quanto ao sistema organico de

criacao.

O objetivo deste trabalho foi determinar a ativeladti-helmintican vitro e in vivo da
M. citrifolia sobreA. galli em aves poedeiras, usando extrato aquoso e etamlicdiversas

concentracgdes, verificando dentre as concentrafi@@extratos aquoso e etandlico da folha e do



fruto daM. citrifolia aquelas que poderdo apresentar atividade antiitéteneficaz.

Estruturalmente este trabalho foi dividido em idtrgdo, dois capitulos, intitulados
“Atividade anti-helmintica dos extratos aquoso anético do fruto daviorinda citrifolia sobre
Ascaridia galll’ e “Efeito anti-helmintico da folha dslorinda citrifolia (noni) sobreAscaridia
galli”, considerag6es finais e referéncias bibliogré&fica

Os capitulos foram elaborados na forma de artigestificos, sendo o primeiro de
acordo com as normas da Revista Brasileira de iRdogga Veterinaria e o segundo
obedecendo as normas da Revista Brasileira deaBldfedicinais, os quais serdo submetidos a

publicacao.



2. CAPITULO I

" Apresentado segundo normas da Revista BrasileiRzadasitologia Veterinaria



ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DOS EXTRATOS AQUOSO E ETA NOLICO
DO FRUTO DA Morinda citrifolia SOBRE Ascaridia galli

DANILO R. BARROS BRITO '; ROZEVERTER MORENO FERNANDES % MARIA
ZENAIDE DE LIMA C. M. FERNANDES * MARCOS DANIEL DE S. FERREIRA *,
FERNANDA R. L. ROLIM * MANOEL L. DA SILVA FILHO °

ABSTRACT:- BRITO, D.R.B.; FERNANDES, R.M.; FERNANDES, M.Z.LK.;
FERREIRA, M.D.S.; ROLIM, F.R.L.; SILVA FILHO, M. L[Anthelmintic activity of
aqueous and ethanolic extracts ofmorinda citrifolia fruit on ascaridia galli]. The
anthelmintic activity of aqueous and ethanolic &stis ofMorinda citrifolia fruit (noni)
was evaluated in chicken naturally infectedAsgaridia galli. The anthelmintic activity
in vitro was determinied in adult parasites. Theeays and ethanolic extracts presented
the following concentrations: 1.69; 3.37; 6.74;4B3e 26.96 mg/mL e 4.17; 8.34;
16.68; 33.36 e 66.72 mg/mL, respectively. The dntmdic activity in vivo was
determined by the administration of 10ml/Kg of thgueous and ethanolic extracts
during three consecutive days. Later the chickeaseveuthanized and necropsy was
performed in order to count the remaining helmisthEne data were analyzed by the
Student test. In the concentrations of 13.48 an®@&@éng/mL, the aqueous extract
demonstrated mortality of 46.67 and 50%, respegtivithere was a significative
difference from the negative control (P<0,05). Eltleanolic extract presented statistical
difference from the negative control (diluent) (F3%) for the concentrations of 33.36 e
66.72 mg/mL, expressed by a mortality rate of 6@6/.67%, respectively. In the in
vivo test, the aqueous extract of noni fruit shovi2¥d08% of elimination, deferring
statistically from the control group. There was statistical difference between the
ethanolic extract treatments and the control (difugP>0,05).1t follows that the
anthelmintic activity noni fruit of the test showsdtisfactory results in vitro, there is a
need for studies in higher concentrations in teitevivo.

KEY WORDS:Morinda citrifolia, fruit, anthelmintic activityAscaridia galli



RESUMO

A atividade anti-helmintica dos extratos aquosotandico do fruto daMorinda
citrifolia (noni) foi avaliada em aves poedeiras naturalmerieztadas poAscaridia
galli. A atividade anti-helmintica in vitro foi determofe em parasitos adultos. O
extrato aquoso e etandlico apresentaram as seguwoteentracdes: 1,69; 3,37; 6,74;
13,48 e 26,96 mg/mL e 4,17; 8,34; 16,68; 33,36 @B6g/mL, respectivamente. A
atividade anti-helmintica in vivo foi determinadananistrando durante trés dias
consecutivos 0 extrato aquoso e etandlico (10 mL/Rgsteriormente as aves foram
sacrificadas e necropsiadas para contagem dos rtegmiemanescenteQs dados
obtidos foram analisados estatisticamente utilinawd teste t de “Student”. Nas
concentracdes 13,48 e 26,96 mg/mL, o extrato aqapsesentou percentagem de
mortalidade de 46,67 e 50%, respectivamente, havelfiérenca estatisticamente
significativa do controle negativo (P<0,05). O akir etandlico apresentou diferenca
estatisticamente significativa do controle negati(diluente) (P<0,05) para as
concentracdes 33,36 e 66,72 mg/mL, expressando dexmortalidade de 66,67 e
76,67%, respectivamente. No teste in vivo, 0 extagfuoso do fruto do noni apresentou
um percentual de eliminacdo de 27,08%, diferindatisicamente do grupo controle.
N&o houve diferenga estatistica significativa enrératamentos do extrato etandlico e
controle (diluente) (P>0,05). Conclui-se que aidéige anti-helmintica do fruto do noni
apresentou no teste in vitro resultados satistapiavendo necessidade de estudos
com maiores concentracdes no teste in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Morinda citrifolia, fruto, atividade anti-helminticd\scaridia
galli
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populagdo muntial sido muito
significativo nos ultimos tempos. Dados da OrgagdpaMundial de Saude (OMS)
mostram que cerca de 80% da populacdo mundialojd aigum tipo de erva na busca
de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou gieskvel. Desse total, pelo menos
30% deu-se por indicacdo médica (MARTINS et al0®@0

As plantas medicinais sdo importantes por forreenematéria-prima para a
sintese de drogas, além de serem utilizadas coprdesgterapéuticos. O emprego das
plantas € supervalorizado no uso tradicional cose lmeps seus beneficios medicinais.
Dessa forma, torna-se imprescindivel o conhecimsoiioe a dose e a parte empregada
da planta, além de suas propriedades terapéufimas, existem plantas que sao
altamente toxicas, mesmo em pequenas doses (ZHANLIZ 2003).

A validacéo cientifica dos fitoterapicos € uma atapcial obrigatéria para a
utilizacdo correta de plantas medicinais ou de seugostos ativos. A total aceitacao
de drogas derivadas de plantas e a fitoterapiaetica cientifica s6 poderado ocorrer
se estes produtos cumprirem 0s mesmos critériafickecia, seguranca e controle de
qualidade que os produtos sintéticos (RATES, 200%)produtos derivados de plantas
devem ter eficacia avaliada e confirmada, assimocaoieve ser garantida que sua
administragdo a organismos vivos ocorra sem rigaa sua saude (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005). Assim, a fitoterapia @azbntribuir para aumentar a
produtividade, uma vez que reduz o uso de antiHiméltos convencionais, além de
estender a vida Util dos produtos quimicos dispasi(VIEIRA et al., 1999).

Diversas plantas sdo citadas popularmente condo t&ividade anti-helmintica.
Dentre elas tem-se Mlorinda citrifolia, normalmente conhecido por noni. E uma
pequena arvore da familia das Rubiaceae, origimiriSudoeste da Asia, tendo sido
difundida pelo homem através da india e do OceawifiBo até as ilhas da Polinésia
Francesa, onde se situa o Taiti. O emprego t@uitido noni pelos polinésios esta
atribuido aos efeitos relacionados com atividadéacteriana, antiviral, antifingica,
antitumoral, anti-helmintica, analgésica, antiimfe&déria, hipotensora e
imunoestimulante, usado ha mais de 2000 anos (WaNE, 2002).

A ascaridiase € uma parasitose causadaApoaridia galli, sendo comum na

avicultura domésticaAs aves novas sao mais susceptiveis do que aaseulls vermes



adultos podem causar obstrucéo intestinal e mate aves (FREITAS, 1977). Em
estudo realizado na Dinamarca a prevaléncia.daglli foi de 100% em frangos criados
no sistema Colonial/Caipira e organico, enquant® jgara o sistema industrial foi de
25%. A alta prevaléncia dé. galli e outros helmintos neste tipo de producao
provavelmente contribuem para a mortalidade das @ERMIN et al 2002).

Dentro da perspectiva da producao de frangos e, avasilizacado de sistemas
organicos e outros nao intensivos, vém crescendongortancia em varios paises em
contraste com o sistema convencional. Estas csag@@ afetadas por varias mudancas
no manejo, tais como: acesso a areas de pastoilecoono uso de medicamentos
preventivos, incluindo anti-parasitarios. Tal madémplica o aperfeicoamento do
manejo e alimentacdo das aves, uma vez que teredsma@ piquetes as aves terao
contato com ovos, larvas e hospedeiros intermediade diversos helmintos
(TRAMSBORG et al., 1999).

Deste modo as limitagbes atuais do uso de medidas)eais como: alto custo
de alguns produtos disponiveis no mercado, nduiisjidade destes em algumas
areas rurais pobres ou distantes de centros caisercisco de poluicdo ambiental
(HAMMOND et al., 1997), residuos nos alimentos (HER995), desenvolvimento de
resisténcia aos anti-helminticos pelos nematGit#sLO et al., 2003) e reducdo da
eficiéncia produtiva em animais de producdo (GITH&t al., 2001) favorecem o
retorno ao estudo de plantas com propriedades maiqpara o controle de diversas
doencgas, principalmente as parasitoses gastrimaestiDiante disso, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade anti-helmintica fioto daMorinda citrifolia sobre o

Ascaridia galli

MATERIAL E METODOS

Matéria vegetal parte da plant#. citrifolia foi coletada no municipio de Altos,
estado do Piaui a 31 °C 12" 21’ de latitude e ami@® altitude. O solo local &
Podzdlico Vermelho Amarelo Distrofico com baixatifetade natural (P 5 mg/dms, K
14 mg/dms3, Al 6 mmol/dm3, e Ca+Mg 8 mmol/dm3) eaalcidez (pH-5,3). A
precipitacdo média anual do municipio € em tornd.@97 mm, sendo que cerca de
90% das chuvas se concentram no periodo de noveanimi@o. A temperatura meédia

anual esta em torno de 25°C e umidade relativaréle $ituado a 42 km ao nordeste de



Teresina. A identificacdo botéanica foi realizadaNicleo de Referéncia em Ciéncias
Ambientais do Tropico Ecotonal do Nordeste - TROPE&resina-PIl, sendo a exsicata
depositada sob o nimero 21644 no herbario Gragaataso.

Os frutos foram picados, dessecados em uma estutaalilacdo forcada de ar
durante 8 dias a uma temperatura maxima de 45941 ApoOs esta etapa, o material foi
triturado em moinho, tipo willis, obtendo-se umaque foi acondicionado em um frasco
de vidro ambar hermeticamente fechado e identificashde permaneceu até o
momento do preparo dos extratos.

Preparacao dos Extrato® extrato etandlico foi obtido através de maceragao
frio apOs quatro extracdes sucessivas, sendaodfilttesando papel de filtro Whatman n°
1, em seguida concentrado em evaporador rotativgpsessao reduzida, a temperatura
ndo superior a 45 °C e, entdo, liofilizado. O @rtexjuoso foi obtido através de coccao,
ou seja, 50g de matéria vegetal (p0) para 500mdgde destilada e em seguida deixou-
se ferver por dois minutos e apds o resfriamentengperatura ambiente a solucéo
obtida fora filtrada obtendo-se entdo uma soluchata.

Determinacdo do Peso Sedeoi retirado uma aliquota de 1 mL de cada extrato
que foi transferida para frascos limpos e desemgadibs, previamente pesados e
identificados, os quais foram colocados na estefaittulacdo forcada de ar a uma
temperatura maxima de 45 °C (+ 1) até a obtencaodpeso constante, procedimento
realizado em triplicata. A massa média obtida esfer a 1mL foi relacionada ao
respectivo volume total, obtendo-se entdo a masahdm mg/mL. Este procedimento
foi realizado para o extrato aquoso com o0 objetiealeterminar o peso seco e para o
extrato etandlico para avaliar o rendimento aprexiondeste apds a evaporacao do
etanol.

Manutencédo das aveslurante o experimento foram adquiridas em gradgs
zona rural da cidade de Teresina-Pl, galinhas p@sdem fase de descarte e que néo
recebiam vermifugo ha pelo menos trés meses. Fa@otadas em um galpéo
composto por uma area coberta com bebedouros edoomes, além da cama de
maravalha. Sobre o telhado foi colocado uma margperfurada a laser (microfuros)
que jogava agua sobre a telha, mantendo assim fortmrérmico dos animais,
principalmente devido as altas temperaturas alc&scaa cidade. Junto a area coberta,
0S animais tiveram acesso a uma area descobedeackdd batido que sempre estava
capinada, evitando que os animais tivessem acesstras plantas. Para determinar o

grau de infeccao do plantel, foram realizados esateefezes, através da técnica Willis



ligeiramente modificada (WILLIS apud UENO, 1994).

Atividade anti-helmintica in vitrdfoi determinada em helmintos adultos, machos
e fémeas dAscaridia gallicoletados a partir do intestino delgado de avesopsiadas.
Os parasitas, assim obtidos, foram lavados minameste com solucéo salina 0,9% e
agueles considerados mais ativos eram transfepdos placa de petri descartaveis
(150x15mm), contendo solucdo Tyrode (KALEYSA RAJ979) pré-aquecida
totalizando 10 parasitos por placa, a qual foiiadeddo o extrato aquoso e etandlico e
mantidos em uma estufa BOD a uma temperatura d€ 372). Os nematoides foram
periodicamente examinados na 62, 242, 48?2, 722 &@6& para teste de mortalidade.
Aqueles com perda de motilidade mesmo apos umae lpmssao com estilete foram
considerados mortos (SHILASKAR; PARASAR, 1989). gperimento foi repetido
trés vezes para cada dose e a porcentagem detgmnasirtos em cada grupo foi
calculada e analisada estatisticamente. As plasasaontinham aliquotas de 2, 4, 8, 16
e 32 mL dos extratos testes adicionados a 58,56/%e 28 mL da solucdo de Tyrode
respectivamente, de forma que cada placa ficasseuoovolume final de 60 mL/placa
(FERNANDES, 2008).

Procedimento semelhante foi feito para os gruposr@les negativos, porém no
lugar dos extratos aquosos colocou-se agua destlg@ara os extratos etanolicos usou-
se uma mistura de “tween 80" a 17,5% em DMSO a%2\gv), pois atraves desse
processo facilitou a solubilizacdo dos compostos paosterior adicdo de éagua
destilada. O bioensaio controle, indicou que osagns ndo foram afetados pela
composicao da mistura empregada como diluente. Gominole positivo usou-se uma
solucdo de citrato de piperazina tetrahidratadacoracentracdo recomendada pelo
fabricante (Proverm Tortuga) e adaptada aos ndsstss, onde se diluiu a piperazina
em solugéo de Tyrode numa concentracédo final den@g@nL (SHIVAKUMAR et al.,
1975). Apos calculos realizados com 0 peso secopraentracdes dos extratos aquoso
e etanolico foram: 1,69; 3,37; 6,74; 13,48 e 26v@BmL e 4,17; 8,34; 16,68; 33,36 e
66,72 mg/mL, respectivamente, considerando a ordesacente das aliquotas dos
extratos testes nas placas.

Atividade anti-helmintica in vivaos grupos foram constituidos de um controle
positivo (piperazina), dois negativos (agua deddila diluente (a mesma mistura usada
na atividade in vitro)) e dois grupos testes (emtraquoso e etandlico), sendo
compostos de seis animais cada grupo, com pescondédil,5 Kg. Diagnosticada a
infeccdo, as aves foram transferidas individualegrdra gaiolas galvanizadas com



fundo removivel para facilitar a coleta das feamsje passaram por um periodo de
adaptacao de 72 horas, recebendo diariamente 5@gé@e e 4guad libitum Antes do
inicio dos testes as aves foram submetidas a ufodpede jejum de 6 horas, tendo
disponivel agua a vontade. Os extratos aquosanélieta foram administrados durante
trés dias consecutivos no volume de 10 mL/Kg, a#tiido-se uma sonda intragastrica
(FERNANDES et al., 2005). As fezes foram coletadasante quatro dias por grupo,
em seguida foram levadas ao laboratorio, lavadasgua corrente e peneiradas em
tamis USBS-50, abertura 0,297 mm e tyler 48 sobootamis de malha USBS-40,
abertura 0,42 mm e tyler 35 colocado no fundo da ¢é¢ modo a reter o residuo que
passasse pelo primeiro tamis. Posteriormente ecandecionadas em frascos contendo
uma solucédo AFA a quente (Acido Acético, Formol lecdl) (AMATO et al., 1991)
para conservacao, visando a contagem dos helmatitosnados. No quinto dia de
tratamento, as aves foram sacrificadas e necrgssi@esolucéo n° 714 de 20/06/2002
do Conselho Federal de Medicina Veterinéria). A esacdo trato gastrintestinal foi
raspada e o conteudo colocado em frascos conterthd duente para posterior
contagem e identificacdo dos helmintos remaneste@teefeito do tratamento foi
avaliado pelo método critico controlado (STEWARD53) adaptado ao nosso modelo
experimental, e expressa em termos percentuaisomélli eliminacdo dé. galli,

conforme a férmula abaixo:

% de atividade = N° total de a¢dides eliminados nas fezes apds o tratameni®0 x
Anti-helmintica N° total de nematdiddisninados + NP° total de nematdides recuperados
nasdeapds o tratamento na necropsia.

Célculo semelhante foi aplicado aos grupos cordroégativos com o objetivo
de avaliar a eliminacédo espontanea dos helminjosra verificar se os diluentes ndo
interferiram na atividade dos extratos.

Analise estatistica Os dados obtidos foram analisados estatisticament
utilizando o teste t de “Student”, com auxilio dmgrama InStat (Graphpad Instat:
GraphPad Software Oberlin, San Diego — CA, USAhi@l de significancia adotado
foi p<0,05 (PIMENTEL-GOMES, 1987).



RESULTADOS E DISCUSSAO

A M. citrifolia apresentou no extrato etanolico um redimento dievao qual se
obteve a quantidade de 125g do extrato na formgdelepois do processo de
liofilizacdo, sendo este resultado expressivo, ,psegundo Rates (2001), a grande
dificuldade na realizacdo de ensaios clinicos edtcionada com a quantidade de
extrato e de principio ativo obtidos das plantagaHDdo extrato etandlico do fruto do
noni foi de 4,40 e do extrato aquoso de 3,86. @ peso do extrato aquoso do fruto do
noni foi de 50,1 mg/mL e do extrato etandlico dgsadg/mL.

A percentagem média de mortalidade nos testestin, visando diferentes
concentracdes do extrato aquoso do frutoMlacitrifolia e diferentes tempos de
exposicao do parasita ao extrato, estdo dispoattabela 1.

O extrato aquoso do noni comecou a apresentao efgartir de 48 horas na
concentracdo de 26,96 mg/mL, sendo este efeito sigioficativo estatisticamente
quando comparado com o controle negativo (P>0P&)em, na 722 e 962 hora com
concentracdes de 13,48 e 26,96 mg/mL, houve diarestatisticamente significativa,
considerando o extrato aquoso do fruto do nonipmtrole positivo (piperazina) e o
controle negativo (agua) (Fig. 1). Comparando aastale mortalidade do tratamento e
do controle negativo, observa-se que nos dois odtiperiodos de tempo ha uma maior
discrepancia da eficacia do extrato aquoso frutoalo com relacdo ao teste com agua.

O extrato etandlico apresentou diferenca estistente significativa do
controle negativo (diluente) na 962 hora nas cdana@edes 33,36 e 66,72 mg/mL
(P<0,05) (Fig. 2). Observa-se que a taxa de moaadi dos parasitas adultosAlegalli
na concentracdo 8,34 mg/mL na 722 hora foi infesiorcontrole negativo. A maior
concentracdo do extrato etanodlico do fruto do (66,72 mg/mL) demonstrou uma
melhor eficiéncia no combate ao parasita, sendaxa tle mortalidade de 76,67%
(Tabela 2).

Na 482 hora de observacéo, foi verificado que tanextrato aquoso como o
etanolico do fruto do noni, demonstrou um efeitb-aalmintico superior ao observado
pela piperazina na mesma hora, considerando a roaimmentracdo para ambos os
extratos. Hadinoto & Hadisoewignyo (2003), avalia o efeito anti-helmintico do

suco do noni sobre A. galli em varias concentracdes (7, 9, 12, 16, e 21%gretsam



uma atividade anti-helmintica satisfatéria no testeitro, sendo também superior a
encontrada com a piperazina, utilizada em difesentscentracdes (20, 25, 32, 40 e
50%).

Em testes semelhantes, o suco do noni foi tesadwearias concentracdes (20,
40, 60, 80 e 100%) in vitro sobkescaris suumEstes parasitas foram colocados em
placas por 3 horas em BOD a 372C. Apds esse tdoidejto a leitura para determinar
a taxa de mortalidade. Os resultados obtidos naseotracGes de 20, 40 e 60% foram
de 75, 90 e 100% de mortalidade, respectivamemtenia solucdo de piperazina a
20% demonstrou uma taxa de mortalidade de 60%jonf@o que se obteve na mesma
concentracdo com o suco do noni (KESEHATAN, 2008yultado que diferiu ao
encontrado neste trabalho.

Considerando a mortalidade acumulada ao long®@ldmras, verifica-se que o
extrato etandlico apresentou um maior percentuamdealidade do que o extrato
aquoso (Fig. 3). Estes resultados sugerem que nzipid ativo responsavel pela
mortalidade esteja na fracéo etandlica.

Os dados da Tabela 3 mostram no teste in vivogaeptuais de eliminacéo de
A. galli em aves poedeiras naturalmente infectadas sulamefidadministracdo de
extrato aquoso dkl. citrifolia. Comparando estatisticamente os trés tratamentogeho
diferenca significativa entre o extrato aquoso,tr@ negativo (agua) e controle
padréo (piperazina) (P<0,05), demonstrando cert&ertia do fruto daM. citrifolia na
eliminacdo doA. galli. No entanto, de acordo com a classificacdo daéndé eficacia
proposto pela World Association for the AdvancemehtVeterinary Parasitology
(W.A.AV.P.) (POWERSet al, 1982), um produto seria altamente efetivo se
apresentasse mais de 90% de acdo contra o parasi#do, moderadamente efetivo
quando atuasse entre 80 a 90%, pouco efetivo quaadao fosse entre 60 e 80% e nao
efetivo em niveis abaixo de 60%. Portanto, o exteuoso do fruto do noni na
concentracdo de 10%, né&o foi efetivo na eliminagdd. galli em aves poedeiras
infectadas naturalmente.

Na mesma tabela verifica-se que o extrato etandiedV. citrifolia nao
apresentou diferenca estatistica significativaee tratamentos extrato etandlico e
controle (diluente) (P>0,05), havendo apenas dif@xreestatistica do controle padréo,
demonstrando ndo ser efetivo o extrato etandlicMdaitrifolia na eliminacdo da\.

galli.



Os resultados obtidos neste trabalho, no teste iwo, vconsiderando a
concentracdo de 10%, demonstraram uma baixa efiai@a acdo do extrato do fruto
(aquoso e etandlico) frente Ao galli, ndo descartando a possibilidade de extratos com
concentracdes mais elevadas apresentarem ativatadbelmintica. Portanto, faz-se
necessario a continuidade da pesquisa com o abjdiobter mais informacdes sobre a
atividade parasiticida dd. citrifolia.
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Tabela 1. Percentual médio de mortalidade do extaguoso do fruto ddorinda
citrifolia sobreAscaridia gallino teste in vitro ao longo de 96 horas de tratament

Concentracao Tempo/ (%) dertabdade
(mg/mL) 62 h 242 h 482h  722h 962 h
1,69 0 0 0 0 0
Extrato 3,37 0 0 0 0 6,672
AquOSo 6,74 0 0 0 6,672 40
do noni 13,48 0 0 0 16,67 46,67
26,96 0 0 3,332 16,67 50
Piperazina 50 0 0 0 506 100°
Agua 0 0 0,672 5,352 142

Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferetreesi pelo teste de Student (P>0,05).

120 +

100 -
80 -

60 -

40 ~

20 -

Percentual de Mortalidade

Agua Piperazina Extrato aquoso Extrato aquoso
13,48 mg/mL 26,96 mg/mL

B72h®9 h

Figura 1. Avaliacdo do extrato aquoso do frutavitainda citrifolia nas duas maiores

concentracdes e em dois tempos distintos de exjmsic



Tabela 2. Percentual médio de mortalidade do exetindlico do fruto d&dlorinda
citrifolia sobreAscaridia gallino teste in vitro ao longo de 96 horas de tratament

Concentragao Tempo/ (%) de mortalidade
(mg/mL) 62h 2423 h 482 722 h 962 h
4,17 0 0 0 6,672 23,332
Extrato 8,34 0 0 0 3,332 26,672
Etandlico 16,68 0 0 0 6,672 33,33
do noni 33,36 0 0 6,672 33,33 66,67
66,72 0 0 102 33,33 76,67
Piperazina 50 0 0 0 56 100
Diluente 0 0,67 3,332 6,672 13,332

Médias com letras iguais, na coluna, nao diferetrees pelo teste de Student (P>0,05).

120 -

100 -

80 -

60 -

40

Percentual de Mortalidade

Diluente Piperazina Extrato Extrato
etandlico 33,36 etandlico 66,72
mg/mL mg/mL

Figura 2. Avaliagédo percentual da taxa de mortdkedam 96 horas de exposicéo ao
extrato etandlico do fruto ddorinda citrifolia.
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Figura 3. Comparacdo da taxa de mortalidades extrato etandélico e aquoso do

fruto daMorinda citrifolia ao longo das 96 horas de exposigéo.

Tabela 3. Atividade anti-helmintica do extrato asu@ etandlico obtido do fruto de
Morinda citrifolia na eliminacdo dé\scaridia galliem aves poedeiras naturalmente

infectadas.

Parte usada Tratamentos NuUmero de Numero de helmintos  Eliminacao
animais Exame Fecal Necropsia (%)

Fruto Aquoso 06 26 70 27,082
Agua 06 01 50 1,96
Etandlico 06 06 68 8,1
Diluente 06 02 53 3,64

Piperazina 06 498 07 9861

Médias com letras iguais, na coluna, nao diferetrees pelo teste de Student (P>0,05).
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Efeito anti-helmintico da folha da  Morinda citrifolia (noni) sobre Ascaridia
galli
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Resumo: O efeito anti-helmintico da folha da Morinda citrifolia (noni)
sobre Ascaridia galli foi avaliada em aves poedeiras naturalmente infectadas. A
atividade anti-helmintica in vitro foi determinada em helmintos adultos
colocados em placas de petri descartaveis, contendo solucdo Tyrode pré-
aguecida, a qual foi adicionado o extrato aquoso e etandlico e mantidos numa
BOD a uma temperatura de 37°C (x£1). Os extratos aq uoso e etanolico foram
usados nas seguintes concentracoes: 0,87; 1,74; 3,48; 6,96 e 13,92 mg/mL e
4,17; 8,34; 16,68; 33,36 e 66,72 mg/mL, respectivamente. Como controle
positivo usou-se uma solucdo de citrato de piperazina tetrahidratada na
concentracdo de 50 mg/mL. A atividade anti-helmintica in vivo foi determinada
em aves, com peso médio de 1,5 Kg, divididas em grupos com 6 animais,
administrando durante trés dias consecutivos o0 extrato aquoso e etandlico (10
mL/Kg). As fezes foram coletadas durante quatro dias por grupo, em seguida
lavadas em agua corrente e peneiradas. No quinto dia de tratamento, as aves
foram sacrificadas e necropsiadas, para contagem e identificagcdo dos
helmintos remanescentes. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
utilizando o teste t de “Student’. No teste in vivo, ndo houve diferenca
significativa entre o extrato aquoso (concentracdo de 10%) e o grupo controle
(dgua) (P>0,05) na eliminacdo do A. galli. O extrato etandlico apresentou um
percentual de eliminacdo de 30,1%, diferindo estatisticamente do grupo
controle (P<0,05). Na concentracdo 13,92 mg/mL, para o teste in vitro, 0
extrato aquoso apresentou percentagem de mortalidade de 96,67%,
semelhante ao obtido pela piperazina (100%), diferindo estatisticamente do
controle negativo (P<0,05). Nas concentracdes 33,36 e 66,72 mg/mL, o extrato
etandlico apresentou percentagem de mortalidade de 83,33 e 90%,
respectivamente, havendo diferenca estatisticamente significativa do controle
negativo (P<0,05). Conclui-se que a atividade anti-helmintica da folha do noni
apresentou no teste in vitro resultados satisfatorios, havendo necessidade de
estudos com maiores concentragdes no teste in vivo.

Palavras-chave : Morinda citrifolia, folha, atividade anti-helmintica, Ascaridia
galli



ABSTRACT: Anthelmintic effect of Morinda citrifolia (noni) leaf on
Ascaridia galli. The anthelmintic effect of Morinda citrifolia (noni) leaf on
Ascaridia galli was evaluated in chicken naturally infected. The anthelmintic
activity in vitro was determined in adults helminthes in disposable Petri dishes,
containing Tyrode solution, pre warmed in which aqueous and ethanolic
extracts were added. The material was maintained in a BOD at 37°C (+1). The
agueous and ethanolic extracts presented the following concentrations: 0.87;
1.74; 3.48; 6.96 e 13.92
mg/mL e 4.17; 8.34; 16.68; 33.36 e 66.72 mg/mL, respectively. As a positive
control a solution of tetrahidrate citrate of piperazin in the concentration of
50mg/ml was used. The anthelmintic activity in vivo was determined by the
administration of the agueous and ethanolic extracts (10 mL/Kg) during three
consecutive days. The feces were collected during four days in each group,
washed in water and sifted. In the fifth day of treatment, the chicken were
euthanized and necropsy was performed in order to count and identify
remaining the helminthes. The data were analyzed by the Student test. In the in
vivo test there was no significative difference between the aqueous extract and
the control group (water) (P>0.05) in the elimination of A. galli. The ethanolic
extract presented an elimination of 30.1%, differing statiscally from the control
group (P<0.05). In the concentration of 13.92 mg/mL, for the in vitro test, the
agueous extract presented a mortality of 96.67%, almost the same obtained by
piperazin (100%), differing statistically from form the negative control (P<0.05).
In the concentrations of 33.36 and 66.72 mg/mL, the ethanolic extract showed a
mortality of 83.33 and 90%, respectively, there was a significative statistical
difference from the negative control (P<0,05). It follows that the anthelmintic
activity noni leaf of the test showed satisfactory results in vitro, there is a need
for studies in higher concentrations in the test in vivo.

KEY WORDS: Morinda citrifolia, leaf, anthelmintic activity, Ascaridia galli



INTRODUCAO

O género Morinda, da familia das Rubiaceae, inclui aproximadamente 80
espécies, das quais pelo menos 20 espécies sdo reconhecidas. A espécie
Morinda citrifolia L., € suprema em caracteristicas notaveis, de uso multiplo e
distribuicdo (Morton, 1992). Normalmente conhecida por noni, € uma pequena
arvore originaria do Sudoeste da Asia, tendo sido difundida pelo homem
através da india, e do Oceano Pacifico até as ilhas da Polinésia Francesa,
onde se situa o Taiti (Nelson, 2003).

Cresce tanto em florestas, como em terrenos rochosos ou arenosos. E
tolerante a solos salinos e certas condi¢cdes de seca. E, portanto, encontrada
numa grande variedade de habitat: terrenos vulcanicos ou mesmo em terra
calcaria. Pode crescer até 9m de altura, e tem folhas largas, simples, de verde
escuro, com veias vincadas. As flores sdo pequenas e brancas (McClatchey,
2002).

A M. citrifolia é um das raras arvores que produzem fruto durante os 365
dias do ano. O fruto é oval e pode atingir 20 cm de tamanho. Quando surge
apresenta uma cor verde, mudando para amarelo e por fim, quase branco,
época em que € colhido (Chunhieng et al., 2005).

A fruta noni contém um precursor natural da Xeronina, a Proxeronina.
Ela é convertida no alcaldide Xeronina no corpo, através de uma enzima que
se chama de Proxeroninase. A tese defendida por Heinicke (1985) € que a
Xeronina € capaz de modificar a estrutura molecular das proteinas. Deste
modo, a Xeronina tem uma ampla escala de atividades bioldgicas. Quando

uma proteina, tal como uma enzima, receptora ou transdutora de sinal ndo esta



em sua conformacdo apropriada, ela ndo desempenhara sua funcéo
corretamente. Entdo, a Xeronina ira interagir com a proteina e fazer com que
ela retorne a sua conformacdo adequada. O resultado € um funcionamento
correto da atividade da proteina. No caso de haver um problema estrutural da
proteina, a presenca da Xeronina sera benéfica.

Segundo Fahs (2002), a atividade antiparasiticida € esperada na planta
noni, a qual possui o poder de matar ou expelir o parasita. O controle efetivo de
parasitas através de produtos quimicos convencionais tem encontrado dois
grandes problemas: o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio
ativo e a preocupacao da sociedade e 6rgdos governamentais com os residuos
nos produtos de origem animal (Vieira, 2004). Estes dois pontos tém
determinado efetivamente o rumo atual das pesquisas cientificas na area da
parasitologia.

O uso inadequado e exagerado de vermifugos, carrapaticidas e outros,
faz com que o problema dos residuos se acentue, alarmando a sociedade
consumidora. E desta forma que os produtos organicos, e com eles, a
agricultura organica, tém conquistado espaco na agropecuaria, indicando uma
forma de uso, isolada ou associada, de substancias naturais, que geram
produtos com menos residuos e mais valorizados no mercado (Chagas, 2004).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-helmintica da
folha da Morinda citrifolia em aves poedeiras naturalmente infectadas por

Ascaridia galli.



MATERIAL E METODO

Coleta do material vegetal

Folhas de Morinda citrifolia (Rubiaceae) foram coletadas no municipio
de Altos, estado do Piaui a 31 °C 12” 21’ de latitude e a 400m de altitude, no
periodo seco do ano (julho/06). O solo local é Podzélico Vermelho Amarelo
Distrofico com baixa fertilidade natural (P 5 mg/dm3, K 14 mg/dms3, Al 6
mmol/dm3, e Ca+Mg 8 mmol/dm3) e alta acidez (pH-5,3). A precipitagdo média
anual do municipio € em torno de 1.297 mm, sendo que cerca de 90% das
chuvas se concentram no periodo de novembro a maio. A temperatura média
anual esta em torno de 25T e umidade relativa de 6 7% situado a 42 km ao
nordeste da cidade de Teresina-PlI.

A identificacdo botanica foi realizada no Nucleo de Referéncia em
Ciéncias Ambientais do Trépico Ecotonal do Nordeste - TROPEN, Teresina-PI,
sendo a exsicata depositada sob o numero 21644 no herbario Graziela
Barroso.

As folhas foram picadas, dessecadas em uma estufa de circulacao
forcada de ar durante 5 dias a uma temperatura méaxima de 45° C (+ 1). Apos
esta etapa, o material foi triturado em moinho, tipo willis, obtendo-se um p6 que
foi acondicionado em um frasco de vidro ambar hermeticamente fechado e

identificado, onde permaneceu até 0 momento do preparo dos extratos.

Preparacédo dos Extratos
O extrato etandlico foi obtido através de maceracédo a frio apos quatro

extragbes sucessivas, sendo filtrado usando papel de filtro Whatman n° 1 e



este foi concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a
temperatura ndo superior a 45 °C e, entdo, liofilizado. O extrato aquoso foi
obtido através de coccao, ou seja, 50g de matéria vegetal (pd) para 500mL de
agua destilada e em seguida deixou-se ferver por dois minutos e apos o
resfriamento a temperatura ambiente a solucdo obtida foi filtrada através de

vacuo, obtendo-se entdo uma solucéo a 10%.

Determinacéo do Peso Seco

Foi retirado uma aliquota de 1 mL de cada extrato que foi transferida
para frascos limpos e desengordurados, previamente pesados e identificados,
os quais foram colocados na estufa de circulacdo forcada de ar a uma
temperatura maxima de 45 °C (+ 1) até a obtencdo de um peso constante,
procedimento realizado em triplicata. A massa meédia obtida referente a 1mL foi
relacionada ao respectivo volume total, obtendo-se entdo a massa total em
mg/mL. Este procedimento foi realizado para o extrato aquoso com o objetivo
de determinar a massa seca do mesmo e para 0 extrato etandlico para avaliar

o rendimento aproximado deste apds a evaporacao do etanol.

Manutencéo das aves

Durante o experimento foram adquiridas em granjas da zona rural da
cidade de Teresina-Pl galinhas poedeiras em fase de descarte e que néo
recebiam vermifugo ha pelo menos trés meses. Foram colocadas em um
galpdo composto por uma area coberta com bebedouros e comedouros, além

da cama de maravalha. Sobre o telhado foi colocado uma mangueira



perfurada a laser (microfuros) que jogava agua sobre a telha, mantendo assim
o conforto térmico dos animais, principalmente devido as altas temperaturas
alcancadas na cidade. Junto a area coberta, 0s animais tiveram acesso a uma
area descoberta e de chao batido que sempre estava capinada, evitando que
0S animais tivessem acesso a outras plantas. Para determinar o grau de
infeccdo do plantel, foram realizados exames de fezes, através da técnica Willis

ligeiramente modificada (WILLIS apud UENO, 1994).

Atividade anti-helmintica in vitro

Foi determinada em helmintos adultos, machos e fémeas de Ascaridia
galli coletados a partir do intestino delgado de aves necropsiadas. Os parasitas,
assim obtidos, foram lavados minuciosamente com solucdo salina 0,9% e
agueles considerados mais ativos eram transferidos para placa de petri
descartaveis (150x15mm), contendo solucdo Tyrode (KALEYSA RAJ, 1975)
pré-aquecida totalizando 10 parasitos por placa, a qual foi adicionado o extrato
aquoso e etanolico e mantidos em uma estufa BOD a uma temperatura de 37°
C (+1). Os nematdides foram periodicamente examinados na 62, 243, 482, 722 e
962 hora para teste de mortalidade. Aqueles com perda de motilidade mesmo
ap6s uma breve pressdo com estilete foram considerados mortos
(SHILASKAR; PARASAR, 1989). O experimento foi repetido trés vezes para
cada dose e a porcentagem de parasitas mortos em cada grupo foi calculada e
analisada estatisticamente. As placas que continham aliquotas de 2, 4, 8, 16 e

32 mL dos extratos testes adicionados a 58, 56, 52, 44 e 28 mL da solucao de



Tyrode respectivamente, de forma que cada placa ficasse com um volume final
de 60 mL/placa (FERNANDES, 2008).

Procedimento semelhante foi feito para os grupos controles negativos,
porém no lugar dos extratos aquosos colocou-se agua destilada e para os
extratos etanolicos usou-se uma mistura de “tween 80" a 17,5% em DMSO a
12,5% (v/v), pois através desse processo facilitou a solubilizacdo dos
compostos para posterior adicdo de agua destilada. O bioensaio controle,
indicou que os parasitos ndao foram afetados pela composicdo da mistura
empregada como diluente. Como controle positivo usou-se uma solucdo de
citrato de piperazina tetrahidratada na concentracdo recomendada pelo
fabricante (Proverm Tortuga) e adaptada aos nossos testes, onde se diluiu a
piperazina em solucdo de Tyrode numa concentracdo final de 50 mg/mL

(SHIVAKUMAR et al., 1975).

Atividade anti-helmintica in vivo

Os grupos foram constituidos de um controle positivo (piperazina), dois
negativos (dgua destilada e diluente (a mesma mistura usada na atividade in
vitro)) e dois grupos testes (extrato aquoso e etandlico), sendo compostos de
seis animais cada grupo, com peso médio de 1,5 Kg. Diagnosticada a infec¢éo,
as aves foram transferidas individualmente para gaiolas galvanizadas com
fundo removivel para facilitar a coleta das fezes, onde passaram por um
periodo de adaptacdo de 72 horas, recebendo diariamente 50g 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 4gua a vontade. Os extratos



aguoso e etandlico foram administrados durante trés dias consecutivos no
volume de 10 mL/Kg, utilizando-se uma sonda intragastrica (FERNANDES et
al., 2005). As fezes foram coletadas durante quatro dias por grupo, em seguida
foram levadas ao laboratorio, lavadas em agua corrente e peneiradas em tamis
USBS-50, abertura 0,297 mm e tyler 48 sob outro tamis de malha USBS-40,
abertura 0,42 mm e tyler 35 colocado no fundo da pia, de modo a reter o
residuo que passasse pelo primeiro tamis. Posteriormente eram
acondicionadas em frascos contendo uma solugdo AFA a quente (Acido
Acético, Formol e Alcool) (AMATO et al., 1991) para conservacio, visando a
contagem dos helmintos eliminados. No quinto dia de tratamento, as aves
foram sacrificadas e necropsiadas (Resolucdo n° 714 de 20/06/2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria). A mucosa do trato gastrintestinal
foi raspada e o conteudo colocado em frascos contendo AFA quente para
posterior contagem e identificacdo dos helmintos remanescentes. O efeito do
tratamento foi avaliado pelo método critico controlado (STEWARD, 1955)
adaptado ao nosso modelo experimental, e expressa em termos percentuais

meédios de eliminacdo de A. galli, conforme a formula abaixo:

% de atividade = N° total de addides eliminados nas fezes apds o tratameni®0 x
Anti-helmintica N° total de nematdiddisninados + N° total de nematoides recuperados
nasdeapds o tratamento na necropsia.

Célculo semelhante foi aplicado aos grupos controles negativos com o
objetivo de avaliar a eliminagcdo espontanea dos helmintos e para verificar se

os diluentes nao interferiram na atividade dos extratos.



Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste t
de “Student”, com auxilio do programa InStat (Graphpad Instat: GraphPad
Software Oberlin, San Diego — CA, USA). O nivel de significancia adotado foi

p<0,05 (PIMENTEL-GOMES, 1987).

RESULTADO E DISCUSSAO

As folhas da M. citrifolia apresentaram no extrato etanélico um redimento
de 60g na forma de pé depois do processo de liofilizacdo. O pH do extrato
aguoso da folha do noni foi de 5,18 e do etandlico 6,53. O peso seco obtido no
extrato aquoso da folha do noni foi de 20,7 mg/mL e no extrato etandlico de
11,5 mg/mL.

ApoOs calculos realizados com o0 peso seco, as concentracdes dos
extratos aquoso e etandlico foram: 1,69; 3,37; 6,74; 13,48 e 26,96 mg/mL e
4,17; 8,34; 16,68; 33,36 e 66,72 mg/mL, respectivamente, considerando a
ordem crescente das aliquotas dos extratos testes nas placas.

Os testes in vitro permitem uma avaliagao da existéncia de propriedades
anti-helminticas nos extratos vegetais, constituindo desta maneira, uma etapa
preliminar a caracterizacdo dos possiveis compostos ativos presentes nos
vegetais, possibilitando a criagdo de novas alternativas para o controle das
parasitoses (Costa et al., 2002).

A percentagem média de eficacia nos testes in vitro considerando a taxa

de mortalidade dos parasitas adultos, usando diferentes concentracdes do



extrato aquoso da M. citrifolia e diferentes tempos de exposi¢cao do parasita ao

extrato, estao dispostos na tabela 1.

Tabela 1. Percentagem meédia de eficacia do extrato aquoso da folha da
Morinda citrifolia sobre Ascaridia galli no teste in vitro considerando o tempo de

exposicao dos parasitas aos tratamentos.

Concentracéo Tempo/ (%) de mortalidade
(mg/mL) 62 h 243 h 483 h 722 h 962 h
0,87 0 0 0 16,672 36,672
Extrato 1,74 0 0 102 36,67 46,672
Aquoso do 3,48 0 0 202 46,67" 56,672
noni 6,96 0 6,672 46,67 73,33° 83,33"
13,92 0 3,332 50° 86,67° 96,67"
Piperazina 50 0 0 0 50" 100°
Agua 0 0 0,672 5,352 14°

Médias com letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Student
(P>0,05).

O extrato aquoso da folha do noni comecou a apresentar efeito contra o
A. galli a partir da 242 hora para as concentragoes de 6,96 e 13,92 mg/mL, no
entanto este efeito ndo significativo estatisticamente em relacdo ao controle
negativo (P>0,05). Porém, a partir da 722 hora, as maiores concentracdes 3,48,
6,96 e 13,92 mg/mL, comecam demonstrar diferenca estatisticamente

significativa, entre o extrato aquoso da folha do noni e o controle negativo



(agua), estendo-se aos demais tempos de observacéo (Tabela 1).

A concentracdo do extrato parece ter interferido diretamente na
obtencdo desse resultado, pois diferencas na taxa de mortalidade somente
foram observados com maior freqiiéncia nas ultimas concentracdes de maior
valor do extrato aquoso da folha do noni. Observa-se que a taxa de mortalidade
do extrato aquoso na concentracdo de 13,92 mg/mL na 962 hora (96,67%) é
muito semelhante a taxa de mortalidade do controle positivo (piperazina)
(100%) na mesma concentracdo e tempo de exposicdo, e que nas
concentracdes 6,96 e 13,92 mg/mL na 722 hora, a taxa de mortalidade foi maior
gue o controle positivo.

Hadinoto & Hadisoewignyo (2003), também observaram uma maior
mortalidade para o extrato aquoso do fruto quando comparados com a
piperazina. Eles avaliaram a sua atividade anti-helmintica sobre o A. galli em
vérias concentragbes (7, 9, 12, 16, e 21%) e verificaram no teste in vitro, um
percentual de mortalidade do extrato aquoso do fruto do noni maior que a
encontrada na piperazina, utilizada em diferentes concentracoes (20, 25, 32, 40
e 50%).

Os resultados do teste in vitro do extrato etandlico do noni estédo
sumarizados na Tabela 2. O extrato etanolico nas concentragfes 33,96 e 66,72
mg/mL, apresentou diferenga estatisticamente significativa em relagcdo ao
controle negativo (diluente) em 72 e 96 horas de observacéo. Verifica-se que a
taxa de mortalidade dos parasitas adultos de A. galli na concentracdo 8,34
mg/mL na 24, 48 e 722 hora foi inferior ao controle negativo. Entretanto, a taxa

de mortalidade registrada para o extrato etanolico na 962 hora na concentracao



de 66,72 mg/mL foi de 90%, sendo proximo da taxa de mortalidade do controle
positivo (piperazina) que foi de 100%. Kaleysa Raj (1975) afirma que o extrato
alcodlico de folhas da M. citrifolia possui atividade anti-helmintica in vitro contra

Ascaris lumbricoides humano.

Tabela 2. Percentagem meédia de eficacia do extrato etandlico da folha da
Morinda citrifolia sobre Ascaridia galli no teste in vitro, considerando o tempo de

exposicao dos parasitas aos tratamentos.

Concentracdo Tempo/ (%) de mortalidade
(mg/mL) 62h 243 h 482 723 h 962 h
4,17 0 0 3,33 202 6,672
Extrato 8,34 0 0 0 0 13,332 °
Etandlico 16,68 0 0 0 3,33 23,33"
do noni 33,36 0 3,332 13,332 50° 83,33°
66,72 0 0 30° 60° 90°
Piperazina 50 0 0 0 50° 100°
Solvente 0 0,67a 3,332 6,67 13,332°

Médias com letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Student
(P>0,05).

Considerando a mortalidade acumulada ao longo das 96 horas, observa-
se que o extrato aquoso apresentou um maior percentual de mortalidade do
que o extrato etandlico (Fig. 1). Estes resultados sugerem que a substancia

responsavel pela mortalidade dos parasitos esteja em maior concentracao na
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Figura 1. Percentual de mortalidade entre extrato aquoso e etandlico da folha

da Morinda citrifolia sobre Ascaridia galli

Os dados da Tabela 3 mostram os percentuais de eliminagéao de A. galli
em aves poedeiras naturalmente infectadas submetidas a administracdo de
extrato aquoso de M. citrifolia. Comparando estatisticamente o0s trés
tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre o extrato aquoso e o0 grupo
controle (dgua) (P<0,05), demonstrando a ineficiéncia do extrato aquoso da

folha da M. citrifolia a 10% na eliminacgéo do A. galli.



Tabela 3. Atividade anti-helmintica do extrato aquoso obtido da folha de
Morinda citrifolia na eliminagdo de Ascaridia galli em aves poedeiras

naturalmente infectadas.

Parte usada Tratamentos NuUmero de Numero de helmintos Eliminacéo
animais Exame Fecal Necropsia (%)
Folha Aquoso 06 02 52 3,708
Piperazina 06 498 07 98,61°
Controle 06 01 50 1,962

Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Student
(P>0,05).

Os dados em percentuais de eliminacdo de A. galli em aves poedeiras
naturalmente infectadas submetidas a administracdo do extrato etanolico de M.
citrifolia estdo descritos na tabela 4. Houve diferenca estatistica significativa
entre 0s tratamentos extrato etandlico, controle negativo (diluente) e controle
padrdo (piperazina) (P<0,05), demonstrando certa eficiéncia do extrato

etandlico da folha da M. citrifolia na eliminacao do A. galli



Tabela 4. Atividade anti-helmintica do extrato etandlico obtido da folha de
Morinda citrifolia na eliminagdo de Ascaridia galli em aves poedeiras

naturalmente infectadas.

Parte usada Tratamentos NuUmero de Numero de helmintos Eliminacéo
animais Exame Fecal Necropsia (%)
Folha Etanolico 06 31 72 30,102
Piperazina 06 498 07 98,61°
Controle 06 02 53 3,64°

Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Student
(P>0,05).

Considerando a eliminagdo do A. galli no teste in vivo, verifica-se que o
extrato etandlico (30,1%) apresentou um maior percentual de eliminacdo do
que o extrato aquoso (3,7%) (Fig. 2). Estes resultados sugerem que o principio

ativo responsavel pela mortalidade esteja na fracao etandlica.
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Figura 2. Percentual de eliminagdo comparativo entre o extrato aquoso e

etandlico da Morinda citrifolia sobre o Ascaridia galli no teste in vivo.

Estudos cientificos sobre a atividade anti-helmintica da M. citrifolia séo
escassos, entretanto, o conhecimento popular é lembrado em sites como o
International Medicinal Plants Growers' Consortium, que cita o uso da folha da
planta como anti-helmintico.

Os resultados obtidos neste trabalho, considerando o teste in vitro,
demonstraram tanto para extrato aguoso como para etandlico, uma atividade
anti-helmintica satisfatéria nas duas maiores concentracées e no maior tempo
de exposicdo. Porém, no teste in vivo, o extrato da folha (aquoso e etandlico)
na concentracdo de 10%, demonstrou uma baixa eficiéncia frente ao A. galli,

sendo, portanto, necessarios testes com concentra¢cdes mais elevadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta de novas substancias com atividagdéelntintica em plantas tem
crescido e se consolidado nos ultimos anos. Odtades encontrados com M.
citrifolia em nosso trabalho vém como uma confirmacéo daljilad=de do isolamento
de principio ativo com acdo medicinal.

Resultados satisfatérios foram obtidos no testatio, onde o noni, tanto parte
folha como fruto, apresentou percentuais de mdedé doA. galli bastante elevados.
Segundo os resultados obtidosMa citrifolia mostra-se promissora no controle de
helmintiases aviérias.

No teste in vivo, apresentaram um percentual deirdicdo abaixo do que é
preconizado pela World Association for the Advaneetmof Veterinary Parasitology
(W.A.A.V.P.), para que um produto seja consideraelo pnenos pouco efetivo. Estes
resultados ndo descartam a possibilidadédaitrifolia ter atividade anti-helmintica
efetiva, pois testes com concentragbes maioresndee estudados, podendo dessa

forma, comprovar tal atividade esperada pelo noni.
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