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The adoption of adequate and standardized methods in experiments is of great importance in order to obtain
reliable and comparable results. A potential plant extract can be underestimated or discarded if the available methods
are not used in correctly. The objective of this work is to report in vitro methods for evaluation of phytotherapics against
parasites, including Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Haematobia irritans, Cochliomyia = hominivorax and
gastrointestinal nematodes. Due to the variety of in vitro tests for gastrointestinal nematodes, some recommendations
have been given. In the field tests, Azadirachta indica leaves were not effective in the control of gastrointestinal
nematodes in small ruminants. Research into formulations that avoid problems involving absorption and solubility must
be carried out seeking to achieve good bioavailability and antiparasite effectiveness.
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RESUMO

A adogéo de metodologias adequadas e padronizadas nos experimentos € de grande importancia, a fim de se
obter resultados confiaveis e passiveis de comparagdo. Um extrato vegetal de potencial pode ser subestimado ou
descartado se as metodologias disponiveis ndo séo utilizadas de forma correta. O objetivo desse trabalho € divulgar
metodologias in vitro para avaliagdo de fitoterapicos contra parasitas, incluindo Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Haematobia irritans, Cochliomyia hominivorax e nematoides gastrintestinais. Em funcédo da variedade de testes in vitro
para nematoides gastrintestinais, algumas orientagdes foram fornecidas. Nos testes a campo, o fornecimento de folhas
de Azadirachta indica se mostrou ineficaz no controle de nematdides gastrintestinais em pequenos ruminantes.
Pesquisas de formulagdes que evitem problemas com a absorgdo e com a solubilidade devem ser realizadas buscando-
se boa disponibilidade e eficacia antiparasitaria.
Palavras-chave: parasitas, metodologias, fitoterapia, controle.

INTRODUGAO

As pesquisas de extratos vegetais para o controle parasitario cresceram de forma intensa na Ultima década,
tanto no Brasil quanto em outros paises. Isto ocorre principalmente em fungdo das poucas alternativas de produtos
comerciais disponiveis, especialmente quando a resisténcia parasitaria ja € uma realidade nas propriedades. O resgate
do conhecimento popular tem indicado resultados positivos em testes in vitro, adicionalmente, o conhecimento cientifico
e o desenvolvimento de novos equipamentos e metodologias s&o instrumentos aliados nessa linha de pesquisa
emergente. Desta forma, pode-se considerar que a fitoterapia ainda € uma area experimental muito recente e a
diversidade de plantas existentes no pais indica um campo amplo para levantamentos, isolamentos, semi-sinteses e
sinteses de bioativos de origem vegetal.

A analise de artigos cientificos com fitoterapicos em parasitologia veterinaria tem demonstrado a dificuldade de
realizagdo dos testes in vitro de forma padronizada. Muitos autores adaptam metodologias usadas para testes com
produtos antiparasitarios comerciais e desconsideram algumas caracteristicas que podem influenciar de forma decisiva
na avaliagdo de um fitoterapico sobre o parasita alvo, como por exemplo, a solubilidade ou um efeito indireto sobre o
mesmo. Os estudos fitoquimicos tém sido recentemente incorporados a essa area de pesquisa, possibilitando o
entendimento da variabilidade da agdo antiparasitaria mediante conhecimento da concentragdo dos bioativos nos
extratos vegetais. Da mesma forma, a adogdo de metodologias adequadas e padronizadas € de grande importancia, a
fim de se obter resultados confiaveis e passiveis de comparagdo. Tais avangos poderdo conduzir estudos futuros
focados em grupos de plantas e/ou grupos de bioativos potenciais.

METODOLOGIAS

1) Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os testes realizados com o carrapato dos bovinos ja estédo relativamente padronizados. Além disto, conforme
demonstrado por Chagas et al. (2003), esse parasita € bastante resistente a muitos solventes utilizados na producéo e
solubilizagéo de fitoterapicos. Mesmo assim, deve-se estar atento ao nimero de repeti¢des, tempo de imerséo, uso de
controle com o solvente adotado e analise estatistica adequada.

1.1) Teste larvar com papéis impregnados

As fémeas ingurgitadas s&o acondicionadas em B.O.D. (+ 27°C e UR > 80%) para a produgéo de ovos e larvas.
Para os testes sdo utilizadas larvas com 14 a 21 dias de idade ap6s a eclosdo. Os extratos podem ser testados
conforme descrito em Chagas et al. (2002), onde aproximadamente 100 larvas sdo colocadas entre papéis de filtro de 2
X 2 cm recém impregnados pelos extratos, os quais séo colocados em um envelope de papel de filtro (adaptado de FAO
PLANT PROTECTION BULLETIN, 1971). Os envelopes sdo colocados em B.O.D. e as leituras realizadas apés 24 h ou
48 h, contando-se as larvas vivas com uma bomba a vacuo. Os extratos podem ser testados em 5 concentragées
diferentes e os solventes a serem utilizados podem ter como referéncia Chagas et al. (2003), sendo o controle
constituido por agua destilada e o solvente na mesma concentragdo. Todos os testes devem ser realizados em 3
repeticoes.
Calculo da mortalidade:
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Mortalidade = % mortalidade controle - % mortalidade tratado x 100
% mortalidade controle
Mort. média (%) = mort. da repeticdo 1 + mort. da repeticdo 2 + mort. da repeticdo 3
3

N&o sdo analisados os resultados dos testes com mortalidade no grupo controle superior a 10%. Nos
testes com mortalidade no grupo controle entre 5% e 10%, cada mortalidade média podera ser corrigida
aplicando-se a formula de Abbott (1925). Ndo é necessario fazer corregdes quando a mortalidade do
controle estiver entre 0% e 5% e a mortalidade do teste for de 0% ou 100%.

1.2) Teste de imersao de fémeas ingurgitadas
As fémeas ingurgitadas sdo pesadas em grupos homogéneos de 10 e cada grupo é submetido a

imersao por 5 min. nos extratos vegetais, preferencialmente em 5 concentragdes diferentes, podendo-se
usar como emulsificante o Tween e o grupo controle formado por esta substancia e agua. As fémeas séo
colocadas em placas de Petri para oviposicdo em B.O.D. (+ 27°C e UR > 80%), os ovos sdo pesados e a
eclodibilidade verificada visualmente. Podem ser realizadas 3 repetigdes. A eficiéncia reprodutiva (ER) e o
indice de eficacia do produto ou do extrato vegetal (EP) séo calculados segundo Drummond et al. (1973).
ER = peso dos ovos x % eclosdo x 20.000*

peso das telebdginas
EP = (ER controle - ER tratado) x 100

ER controle
* Constante que indica o niUmero de ovos presentes em 1g de postura.

2) Haematobia irritans

E recomendada a técnica com o papel de filtro impregnado, padronizada para H. irritans por
Shepard; Hinkle (1987). Os bioensaios com H. irritans s&o realizados a partir de moscas coletadas em
bovinos infestados. Vinte e cinco moscas séo colocadas em placas de Petri com papel impregnado com os
extratos vegetais em 3 repeticdes. A leitura da mortalidade é realizada ap6s 2 h. O controle negativo é o
papel impregnado com agua destilada e o solvente (normalmente acetona) e o controle positivo €&
composto por inseticida eficaz (BARROS et al., 2002). Ndo sao analisados testes que produzam resultados
com mortalidade no grupo controle superior a 10%. Moscas sem capacidade de se deslocar séo
consideradas mortas. Nos testes com mortalidade no controle entre 5% e 10%, cada mortalidade média é
corrigida aplicando-se a férmula de Abbott (1925). Nao sdo feitas corre¢des quando a mortalidade do
controle for entre 0% e 5% e a mortalidade do teste for de 0% ou 100%.

3) Cochliomyia hominivorax
3.1) Cultura

Larvas de diferentes estadios de desenvolvimento sdo colhidas de animais infestados e transferidas para placas
de Petri, contendo meio de cultura composto por carne moida e sangue citratado. Na Embrapa Pecuéria Sudeste, as
placas de Petri sdo colocadas em bandejas contendo terra peneirada e esterilizada e sdo incubadas a 37°C. As L3, ao
final de seu periodo de alimentagéo, se transferem para a terra onde pupam. Apds a emergéncia, as moscas sdo
mantidas por 5 dias em B.O.D. (+27°C e UR > 70%) e recebem alimentagdo a base de mel e carne para maturagédo dos
ovarios. Na segunda semana, as moscas sao removidas para bancada com luz onde permanecem por 7 dias para
ocorréncia da copula. As fémeas sdo separadas e submetidas a stress térmico para forgar a postura. Os ovos obtidos
sdo incubados no mesmo meio de cultura. O estadio larvar é determinado verificando-se as aberturas dos espiraculos
respiratérios: 1, 2 e 3 aberturas, para L1, L2 e L3, respectivamente (metodologia adaptada de SMITH, 1960).
3.2) Metodologia

Segundo Oliveira et al. (2008) o fitoterapico pode ser emulsificado com Tween 80 a 1,66% com auxilio de
agitador, para o volume final de 1 mL de sangue citratado. O extrato ja misturado ao sangue é incorporado a 1 g de
carne moida em placa de Petri. Os meios de cultura usados para os controles contém sangue citratado emulsificado
com Tween 80 na mesma concentragdo e a mesma quantidade de carne moida, além do controle negativo (sem
Tween) e do positivo com um inseticida eficaz. Podem ser preparadas 3 repeticdes para cada tratamento. Doze L3 sdo
colocadas sobre o meio de cultura nas placas e mantidas em estufa a 37°C. A leitura da mortalidade é feita com 2, 6, 12
e 24 h ap6s a incubagdo. A metodologia € pratica e pretende-se conduzir estudos in vitro e a campo para se estabelecer
um parametro comparativo.

4) Nematoides gastrintestinais
4.1) Recuperagao de ovos

As fezes sdo coletadas diretamente do reto dos animais e procede-se a separagdo dos ovos quando se obtém
ovos por grama de fezes (OPG) superior a 2.000 em uma das amostras. Os ovos sdo recuperados segundo
metodologia descrita por Bizimenyera et al. (2006), que é uma adaptagdo de Coles et al. (1992). As fezes séo
homogeneizadas em agua e filtradas em um conjunto de peneiras. Na peneira de 25um os ovos sdo retidos, lavados
com agua destilada e centrifugados a 1.100 x g/5 min. em tubos de 50 mL completados com agua. O sobrenadante &
descartado e solugdo salina saturada € adicionada para a ressuspensédo do sedimento. Apds nova centrifugagdo nas
mesmas condigdes, o sobrenadante é lavado na peneira de 25 um e os ovos coletados s&o colocados em calice para
sedimentagdo por 2 h. Os ovos s&o sifonados e realiza-se contagem dos ovos em 5 aliquotas de 50 ul. Sdo preparados
aproximadamente 100 ovos/vol. para serem utilizados em até 1 h.

4.2) Teste da eclodibilidade larvar (Egg Hatch Test - EHT)

Esta metodologia tem passado por algumas adaptagdes a partir da técnica original (COLES et al., 1992).
Aproximadamente 100 ovos/vol. sdo colocados em cada pogo (placa ¢/ 24 pogos): tratamentos, controle positivo e
controle negativo. O extrato vegetal é adicionado em 5 concentragdes diferentes. Pode-se utilizar como controle positivo



o tiabendazole. O controle negativo é composto por agua destilada e Tween 80 na mesma concentragdo utilizada nos
extratos e observou-se que os nematodides gastrintestinais sdo bem mais sensiveis aos solventes e emulsificantes
(MIGLIATO et al., 2007) que R. microplus. Sédo preparadas 3 repeticdes em cada tratamento e controles. As placas sao
homogeneizadas manualmente e acondicionadas em B.O.D. (25°C e UR >80%) por 48 h. Uma gota de lugol é
adicionada em cada pogo e os ovos e L1 eclodidas sdo quantificados para o calculo da porcentagem de inibicdo da
eclodibilidade larvar. Na Embrapa Pecuéria Sudeste obteve-se taxa de eclodibilidade superior a 90% no grupo controle
adicionando-se meio de cultura especifico (CHAGAS et al., 2008a).

4.3) Teste de desenvolvimento larvar (Larval Development Test — LDT)

Aproximadamente 100 ovos obtidos segundo a técnica ja descrita sdo colocados em cada pogo. Sao
adicionados em cada pogo 50l de suspenséo de Escherichia coli liofilizada (ATCC 9637 Sigma), 10 ul de anfotericina
B (Sigma) e 20 ul de meio nutritivo (HUBERT; KERBOUEF, 1992, modificada por BIZIMENYERA et al., 2006). O
material € homogeneizado manualmente e incubado em B.O.D. (22°C e UR >80%) por 48 h. Apés este periodo, sdo
adicionados 250 pl dos extratos. Como controle positivo pode-se utilizar tiabendazole ou ivermectina. O controle
negativo é constituido segundo ja descrito. Todos os testes sao feitos em 3 repeti¢gdes. As placas s&o incubadas por 5
dias e ap6s a adigdo de lugol, é realizada a contagem de L1 e L3 vivas para calculo da porcentagem de inibicdo do
desenvolvimento larvar.

4.4) Teste de inibicdo da alimentagao larvar (Larval Feeding Inhibition Assay - LFIA)

Fezes contaminadas por ovos de nematdides gastrintestinais sdo obtidas diretamente da ampola retal dos
animais e sdo lavadas com o uso seqiiencial de peneiras. Os ovos sdo recuperados conforme ja descrito e entdo
incubados em B.O.D. a 22°C. Ap6s 18 a 24 h, as L1 ja podem ser utilizadas no teste. Para isto, elas s&o coletadas pela
técnica de Baermann modificada e utilizam-se somente as larvas que migraram para a agua morna apés 30 min.. Cada
tratamento é feito em tubos eppendorf adicionando-se 1.400 pL do extrato vegetal e 100 yL de agua contendo cerca de
100 L. Os tratamentos s&o realizados em 2 repetigdes. Apds 2 h em temperatura ambiente, cada tubo recebe 7,5 pL de
E. coli liofilizada associada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o conteludo é agitado em vortex. Os tubos sdo
entdo acondicionados horizontalmente em B.O.D. a 22°C por 18 h no minimo. Os tubos sao centrifugados por 20 sec. a
6.000 x g e o sobrenadante é descartado. Retira-se 8 yL do fundo de cada tubo e coloca-se em lamina para leitura das
larvas que se alimentaram (intestino fluorescente). O processo se repete até a leitura aproximada de 100 larvas por
tubo. E necessaria a preparagdo do controle usando-se o solvente na mesma concentragdo dos tratamentos
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005; MRI Proc. 121).

4.5) Teste de eliminagao da cuticula larvar (Larval Exsheathment Assay - LEA)

L; sd@o obtidas por meio de coprocultura e realizam-se 3 contagens de amostras de 20 uL. E necessario
preparar 1.500 larvas em 1.500 pL de agua. Este volume é inserido em tubo contendo 10 mL do extrato vegetal
preparado com PBS (7,2 pH). O tubo é colocado em B.O.D. a 22°C por 3 h.

A solugéo de hipoclorito de sodio (2% vA) deve ser entdo preparada em concentragéo na qual se obtém um
resultado linear de eliminagdo da cuticula do isolado, ao longo de 1 h. Uma concentragdo de referéncia pode ser 1 mL
de solugdo de hipoclorito em 125 mL de agua. Adiciona-se 1.400 yL desta solugdo em cada pogo de placas de 24
pogos. O tubo contendo as larvas é centrifugado 3 vezes por 2 min. a 203 x g, o sobrenadante é descartado e o volume
sempre completado com PBS. Apds a Ultima centrifugacéo, retirar o sobrenadante deixando no tubo 1.500 pL (com
cerca de 1.500 Ls). Retirar 100 pL e colocar em cada pogo que ja contém 1.400 pL da solugdo de hipoclorito. Programar
o alarme do timer a cada 10 min. até 60 min.. A cada 10 min. 2 repeticdes recebem uma gota de lugol. Ao final de 60
min. procede-se a contagem das larvas com e sem cuticula. O controle deve ter nimero crescente de larvas sem
cuticula, chegando ao numero total de larvas aos 60 min.. Espera-se perda lenta da cuticula nas larvas submetidas aos
tratamentos com os extratos vegetais (BAHUAUD et al., 2006).

4.6) Teste de inibicdo da migragao larvar (Larval Migration Inhibition assay — LMIA, desenvolvido recentemente
no Moredun Research Institute)

Normalmente este teste é realizado com L3 sem cuticula. Para isto, coloca-se 10 mL da suspenséo larvar
obtida por coprocultura em tubo de centrifugacdo e adiciona-se entre 700 pl a 1mL (deve ser ajustado) de solugdo de
hipoclorito de sédio (2% v/v). Em aproximadamente 3,5 min. as larvas perdem a cuticula, mas o processo deve ser
monitorado por meio de amostras ao microscopio. O tubo é entdo centrifugado a 203 x g por 2 min., o sobrenadante é
descartado, adiciona-se agua ou PBS, mistura-se e centrifuga-se novamente, repetindo-se todo o processo 3 vezes.

Utiliza-se a técnica de Baermann em placas de 6 pogos para coleta das larvas com capacidade de migragdo. As
placas sdo colocadas por 2 h em B.O.D. a 27°C e as larvas que migraram s&o coletadas. Aproximadamente 100 a 150
larvas sdo colocadas em tubos eppendorf contendo 1 mL do extrato vegetal preparado em agua destilada ou PBS. Os
tubos sdo agitados em vortex. O DMSO pode ser utilizado como emulsificante e a concentragédo ajustada para cada
isolado. Séo feitas 2 repeticdes e os controles. Pode-se usar o levamisol no controle positivo. Apds 2 h de incubagédo a
27°C, os tubos séo centrifugados a 15.000 x g por 2 min., o sobrenadante & descartado deixando-se 200 pul. Coloca-se
1.800 pl de cada extrato vegetal em cada poco e adiciona-se os 200 pl de suspenséo larvar para coleta das larvas por
meio da técnica de Baermann. A placa & coberta e colocada em B.O.D. por mais 2 h a 27°C. Entdo se procede a
contagem das larvas que migraram e das larvas retidas na malha de 20 ym. A porcentagem de migracédo é calculada
com a férmula abaixo e pode-se usar a andlise Probit para calcular a LMso (concentragéo na qual 50% das larvas ndo
migraram).

% migragao = n de larvas que migraram x 100

(n de larvas que migraram + n de larvas que ndo migraram)

4.7) Método do desafio direto in vitro (In vitro Direct Challenge Method — IVDC)

Inicialmente procede-se a retirada da cuticula das Lz conforme descrito no item 4.6. As larvas sédo entdo
incubadas no extrato vegetal por 3 h a 20°C e entdo centrifugadas e lavadas 3 vezes em PBS. Brunet et al. (2008)
sugerem o uso de 6 repeti¢cdes por tratamento, inclusive para os controles, e o PBS é utilizado para evitar alteragdes no
pH do meio. Para a preparagéo dos explants, retira-se um pedago de aproximadamente 4 cm? do abomaso que é
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colocado em cada pogo de uma placa de 6 pogos. Um cilindro é colocado no centro de cada explant formando uma
camara isolada onde as larvas sé@o colocadas em contato com a mucosa. Em volta do cilindro adiciona-se 1 mL de
solugdo a 37°C composta conforme Jackson et al. (2004). Insere-se no centro do cilindro cerca de 1.500 L3 sem
cuticula, preparadas em 0,5 mL de PBS a 37°C. A placa é tampada com certa presséo de forma a isolar as camaras e
entdo incubada em camara escura a 37°C por 3 h. O tempo de sacrificio do animal até a incubagéo da placa ndo deve
exceder a 40 min.

Apbds a incubagéo, os cilindros s&o removidos e lavados dentro de tubos tipo Falcon usando-se 35 mL de
solucéo salina fisiolégica a 0,9%. O mesmo ocorre com cada pogo da placa e com os explants. Por Gltimo, os explants
sé&o colocados em tubos contendo 35 mL de solug&o de pepsina a 1%/solugéo de HCI a 1% para que ocorra a digestéo
do tecido, que fica incubado na solugdo overnight a 37°C. O contetido do tubo é fixado com 0,5 mL de lugol. Para a
realizagdo da contagem das larvas, o volume de cada tubo é ajustado para 40 mL adicionando-se solugdo salina
fisiolégica. O numero de larvas presentes em uma aliquota de 4% é determinado em microscopio (BRUNET et al.,
2008). Calculo da porcentagem de larvas associadas com a mucosa:

% L associadas = n de larvas obtidas do tecido digerido x 100
n de larvas ndo associadas + n de larvas obtidas do tecido digerido

4.8) Teste de motilidade em vermes adultos (Adult Motility Assay — AMA)

Na Embrapa Pecuaria Sudeste utiliza-se a metodologia de Hounzangbe-Adote et al. (2005). Uma ovelha com
elevado OPG ¢ sacrificada e, imediatamente ap6s a morte, o abomaso € coletado, aberto com uma incis&o longitudinal
e lavado com solugéo salina. O abomaso é imerso em funil contendo solugdo salina a 37°C. Uma a duas horas depois,
os espécimes de Haemonchus contortus que sedimentaram s&o retirados e incubados por 1 h a 37°C em PBS, com
penicilina e estreptomicina a 4%. Adiciona-se 1 mL dos extratos vegetais em 5 concentracdes diferentes. Como opgao
as diluicdes dos extratos podem ser produzidas adicionando-se PBS com penicilina e estreptomicina a 4%. Logo em
seguida, os parasitas em movimento sdo transferidos na proporcédo de 3 parasitas/pogo (placas de 24 pocos). Também
s&o preparados o controle contendo somente PBS com antibidtico e outro contendo também o solvente. No controle
positivo pode-se utilizar anti-helminticos que causam paralisia (ivermectina ou levamisol). Para cada tratamento sdo
feitas de 3 a 8 repetigbes. As placas séo incubadas em estufa a 37°C, 100% de umidade relativa e em estufa com COza
5%. Os parasitas sdo observados nos seguintes intervalos de tempo: 2, 4, 6, 20, 24 e 48 h. O meio é mudado a cada 24
h e o célculo da motilidade é feito para cada observagdo dividindo-se o nimero de parasitas imoéveis pelo total de
parasitas nos pogos das repetigdes.

TESTES A CAMPO

O fornecimento oral de partes de plantas para pequenos ruminantes foi realizado com o objetivo de se verificar
acdo antiparasitaria sobre nematdides gastrintestinais. Nao foi observado efeito do Neem (Azadirachta indica,
Meliaceae) na dose de 30g de folhas secas/animal/dia, fornecido por 5 dias consecutivos. O OPG foi monitorado
diariamente por 28 dias nos grupos tratado e controle contendo 12 cabras cada (CHAGAS; VIEIRA, 2007). Também
realizou-se experimento com 40 ovelhas da raga Morada Nova divididas em 5 tratamentos de 8 animais: no tratamento
1 ou controle, os animais receberam milho moido (100 g/animal/dia). No tratamento 2 forneceu-se diariamente 1.6
g/animal/dia de produto homeopatico (segundo recomendagdes do fabricante), misturado ao milho por 18 meses. Nos
tratamentos 3, 4 e 5, forneceu-se respectivamente 12.5, 25.0 e 37.5 g/animal de folhas de A. indica, fenadas, trituradas
e incorporadas ao milho, administradas 15 dias sim e 15 dias ndo. Os animais permaneceram durante o experimento
em piquetes separados de pastagem nativa raleada, onde também pastejavam. Foram feitas 39 coletas quinzenais para
realizagdo de OPG e coprocultura. As porcentagens médias dos géneros identificados durante o experimento foram:
Haemonchus: 65.58 + 3.27, Trichostrongylus: 15.92 + 7.38 e Oesophagostomum: 18.50 *+ 6.22. Os tratamentos
avaliados nao foram eficientes no controle dos nematoides gastrintestinais (P>0.05). As médias de OPG (Log 10) para os
tratamentos de 1 a 5 foram, respectivamente, 3,55 + 0,28; 3,48 + 0,31; 3,90 + 0,29; 2,78 + 0,29 e 3,48 + 0,30.
Observou-se efeito altamente significativo (P<0,0001) entre os periodos de coleta (inicio, meados e final da estagao
seca, inicio e meados da estagédo chuvosa), cujas médias foram, respectivamente, 2,74c + 0,19; 3,75b + 0,19; 4,34a +
0,21; 3,47b + 0,25 e 2,56¢ + 0,25 (CHAGAS et al., 2008b).

Deve-se considerar que a azadiracthina-A, substancia que se acredita ser ativa sobre os parasitas, esta
presente na semente a uma concentragdo aproximada de 24,85 mg/ 100g, enquanto nas folhas de 0,59 mg/100 g
(SUNDARAM, 1996).

Na tentativa de se desenvolver produtos fitoterapicos com caracteristicas comerciais, tais como, eficacia
comprovada in vivo, matéria-prima padronizada disponivel e viabilidade econdmica, alguns experimentos estdo sendo
conduzidos nos rebanhos ovino e bovino da Embrapa Pecuaria Sudeste e os resultados serdo apresentados.
Formulagdes, que tém como base extratos vegetais, estdo sendo trabalhadas no sentido de se evitar a destruicdo das
substancias ativas pela flora ruminal e pH ruminal, no caso de nematéides gastrintestinais de ovinos, bem como
aumentar o periodo residual, no caso de ectoparasitas de bovinos.

CONCLUSAO

Em fungdo da grande variedade de testes in vitro para nematoides gastrintestinais, pode-se afirmar que o LDT
tem demonstrado problemas com relagdo a contaminagdo do meio ou obtengéo de baixas taxas de desenvolvimento de
L4 para Ls. O LFIA tem sido utilizado para a realizagao de screenings de extratos vegetais ativos, visto que esse € um
teste mais sensivel por utilizar L1. O LEA é simples, pratico e de uso mais freqiiente, ao contrario do IVDC, que é um
teste bastante laborioso. Avaliagbes de resisténcia as lactonas macrociclicas tém ajudado a padronizar o LMIA. Um
extrato vegetal de grande potencial pode ter seu uso subestimado ou simplesmente descartado se as metodologias
disponiveis ndo forem utilizadas de forma correta.

Em experimentos realizados com A. indica, o fornecimento de folhas para consumo direto pelos animais ndo é
recomendado em fungdo da ineficacia comprovada no controle de nematéides gastrintestinais. Além disto, a folha
possui gosto amargo e a ingestao é evitada pelos animais. Pesquisas de formulagdes que contornem problemas com a
absorgdo e com a solubilidade devem ser realizadas buscando-se boa biodisponibilidade e eficacia antiparasitaria. A
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formagdo de grupos de pesquisa multidisciplinares e parcerias com a industria de medicamentos veterinarios poderdo
viabilizar o desenvolvimento de novas alternativas de controle parasitario.
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