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Resumo

CASTRO, Leonardo Mortagua de. Atividade ovicida de Ocimum basilicum em
nematodeos gastrintestinais de ovinos. 2014. 40f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de PoOs-graduacédo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

Os nematddeos gastrintestinais sdo os grandes limitantes da ovinocultura, sendo
seu controle realizado através de anti-helminticos comerciais. Porém devido ao uso
frequente e muitas vezes de maneira errbnea destes farmacos, vem ocorrendo a
resisténcia anti-helmintica dos parasitos. Medidas alternativas de controle surgem
como uma proposta dentre as quais estdo os fitoterapicos. Nesse sentido este
estudo teve como objetivo avaliar acdo in vitro de Ocimum basilicum em
nematddeos gastrintestinais de ovinos e sua composicdo quimica. Para os estudos
in vitro foram utilizadas fezes de ovinos naturalmente infectados, testados frente ao
0leo essencial de O. basilicum nas concentracbes de 32 a 0,25 mg/mL, extrato
hidroalcodlico nas concentracfes 40 a 1,25 mg/mL, sendo utilizados como controle
positivo tiabendazol (0,025 mg/mL) e como controle negativo 4gua destilada. A
analise quimica do 6leo essencial foi realizada através de cromatografia gasosa
sendo determinado como constituintes majoritarios o chavicol com 34,68% e o
linalool com 27,68%. O Oleo essencial apresentou 100% de eficacia em todas as
concentracOes testadas, exceto na menor que mostrou 99,05% de inibicdo da
eclodibilidade. O extrato hidroalcodlico nas concentracdes 40 e 20 mg/mL também
obteve 100%, com queda gradual, chegando aos 9,76% na concentracdo 1,25
mg/mL. Para os controles positivo e negativo esses valores foram de 98,57% e
8,5%, respectivamente. A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que nas
condicbes testadas, O. basilicum foi eficaz contra ovos de nematédeos
gastrintestinais, sugerindo maior potencial antihelmintico para o 6leo essencial,
porém necessitando continuidade dos estudos para testar os principais constituinte
in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Helmintoses. Ovinos. Fitoterapicos. Manjeric&o.



Abstract

CASTRO, Leonardo Mortagua de. Atividade ovicida de Ocimum basilicum em
nematédeos gastrintestinais de ovinos. 2014.40f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pés-graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

Gastrointestinal nematodes are the major limiting factors for the sheep farming, and
its control was accomplished through commercial anthelmintics. However due to its
intensive and often erroneously occurred the installation of anthelmintic resistance of
these parasites. Alternative measures of control emerged as a proposal among
which are phytotherapic. In this sense this study was to evaluate in vitro action of
Ocimum basilicum in gastrointestinal nematodes of sheep. For in vitro studies, feces
of naturally infected sheep were tested against to essential oil of O. basilicum in
concentrations of 32 to 0.25 mg/mL and hydroalcoholic extract in concentrations of
40 to 1.25 mg/mL. Each test was accompanied by positive control containing
thiabendazole (0.025 mg/mL) and distilled water as negative control. Chemical
analysis of the essential oil was performed by gas chromatography and determined
as the major constituents chavicol (estragole) with 34.68% and 27.68% with linalool.
The essential oil showed 100% efficiency in all their concentration except in the
lowest which showed 99.05% inhibition of hatchability. The hydroalcoholic extract in
their highest concentrations also obtained 100% inhibition of hatchability, with a
gradual decline, reaching 9.76% at the concentration 1.25 mg/mL. To the positive
and negative control these percentage were 98.57% and 8.5% respectively. From the
results obtained it can be affirmed that O. basilicum was effective against
gastrointestinal nematode eggs under the conditions tested, however requiring
continuing studies to test the main constituent in vitro and in vivo.

Keywords: Parasitosis. Sheep. Phytotherapic. Basil.



Figura 1. Ocimum basilicum
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura € umas das principais atividades pecuarias brasileiras e o Rio
Grande do Sul é onde se encontra 0 maior rebanho ovino lanado do pais, com 3,97
milhdes de animais (IBGE, 2010). Porém este ja foi muito maior, atingindo na
década de 1980 em torno de 13 milhdes de cabecas (MAPA, 2013). Essa reducédo
da populacdo ovina se deve a inUmeras causas, entre as quais se destacam a
desvalorizacéo da 1a, devido ao crescimento da utilizacdo de materiais sintéticos nas
industrias, baixo valor comercial da carne, ja que esta anteriormente era visto como
produto secundério a 1a, e gastos com doencas, principalmente as nematodioses
gastrintestinais que acometem esses pequenos ruminantes( PINHEIRO, 1979,
MOLENTO et al., 2004).

Nos ultimos anos surgiram novas perspectivas para a ovinocultura, devido a
grande valorizacdo e demanda da carne ovina, que passou a ter um mercado mais
exigente, principalmente nos grandes centros consumidores, sendo 0 consumo de
carne ovina é de 0,7 kg/ano por brasileiro, tornando esta a quinta carne mais
consumida no pais (MAPA, 2013). Essa valorizacdo juntamente com a estabilizacao
no preco da la, demonstra que a ovinocultura pode ser uma excelente fonte de

investimento.

Para que essa atividade possa desenvolver todo seu potencial produtivo e
econdmico € necessario diminuir os gastos com a producdo e assim obter melhores
resultados econbmicos. Entretanto, para que isto ocorra € necessario resolver o
principal entrave, que é ter um controle sustentavel e eficiente dos nematédeos
gastrintestinais. O método de controle tradicional baseado exclusivamente no uso de
anti-helminticos comerciais tem se mostrado ineficiente, devido a ampla resisténcia
desses parasitos aos farmacos disponiveis (MELO et al., 2009). Isto revela uma
necessidade urgente de pesquisas nesta area, para disponibilizar novas alternativas

para contornar este problema.

Com essa Vvisao, 0s extratos vegetais surgem como uma aposta de controle

das parasitoses gastrintestinais. Dentre os quais tem se destacado 0 Ocimum
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basilicum, popular manjericédo, planta conhecida mundialmente e amplamente utilizada
como tempero na culinaria, vem sendo estudada contra diversos tipos de micro-

organismos.

REVISAO LITERATURA

1.1 Nematodeos gastrintestinais de ovinos
Os ovinos sdo o0s animais domésticos mais afetados por infeccdes

gastrintestinais parasitarias, sendo os cordeiros a faixa etaria mais acometida
(PINHEIRO, 1979). Ocasionam perdas que nao estdo somente ligadas a morte de
animais, mas principalmente a perdas que ocasionam durante todo o seu
parasitismo, como: diminuicdo do desenvolvimento corporal; perda de peso; baixa
producdo de carne e aumento dos custos de produgdo, como 0s gastos com
produtos para o controle destas infeccdes (FURTADO, 2006).

Os parasitos gastrintestinais de ovinos de maior destaque pertencem a familia
Trichostrongylidae, que compreende diversas espécies, entre as quais se destaca
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformes (AMARANTE et al., 2004; ROCHA et
al., 2008). H. contortus, parasito do abomaso, destaca-se por ser considerado o mais
patogénico, e prevalente, com alto potencial bidtico e intensidade de infeccgéo.
Ocorre muitas vezes em infeccbes mistas com outros parasitos, entretanto, é
encontrado em predominéancia nas fezes e nas pastagens contaminadas (KRECEK &
WALLER, 2006). Seu parasitismo ocasiona uma perda significativa da rentabilidade
da producéo, pois leva a depressédo, diminuicdo do apetite, disfuncdo do aparelho
gastrointestinal, alteracdes do metabolismo, mudancas no balanco hidrico, gerando
alteracdes corporeas e de qualidade da carcaca (FOX, 1993). As infec¢des séo
facilmente diagnosticadas devido a seu principal sinal clinico, a anemia, ocasionada
pela acdo hematéfaga do parasito, que quando adulto pode sugar o hospedeiro por
mais de 12 minutos e apOs sua saida ocasiona uma hemorragia local, que pode
persistir por mais sete minutos, estimando que um parasito pode levar a perda de
0.05 mL de sangue. (LE JAMBRE, 1995).

BN

Em segundo lugar quanto a patogenicidade e prevaléncia encontra-se o
Trichostrongylus colubriformes (AMARANTE, 2004), parasito do intestino delgado

encontrado em quase todos os rebanhos ovinos. Caracteriza-se por provocar lesdes
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na mucosa intestinal, causando exsudacao, perdas de proteinas séricas para a luz

intestinal, cursando com anorexia e diarréia (FURTADO, 2006).

Diante dos problemas e prejuizos ocasionados pelas parasitoses
gastrintestinais em ovinos é necessario maior atencéo a esse limitante da producéo,
através da adequacdo dos métodos de controle para que a ovinocultura possa

atingir todo o seu potencial como atividade pecuéria.

1.2 Métodos de Controle
A maior dificuldade encontrada por produtores de ovinos atualmente é o

controle da parasitose gastrointestinal (MELO, 2000), que sempre foi realizado com
0 uso de anti-helminticos, com o objetivo de reduzir os niveis de infec¢cdo dos
animais e também a descontaminacao das pastagens (WALLER, 2006). Porém, este
controle vem sendo utilizado de forma errbnea, sem considerar as caracteristicas
epidemioldgicas dos organismos, tornar-se ineficaz, oneroso e prejudicial ao
rebanho, além de contribuir para a resisténcia anti-helmintica e risco de residuos em
leite, carne e ambiente (VIEIRA et al., 2009).

A intensa utilizacdo dos anti-helminticos por longos periodos, esbarra na
resisténcia desenvolvida pelos parasitos as moléculas quimicas existentes, sendo
que a maioria destas moléculas foi desenvolvida na década de 60, quando se
tornaram a forma principal de controle a verminose ovina (AMARANTE & SALES,
2007). Sendo que o primeiro relato de resisténcia de Haemonchus contortus sobre 0s

benzimidazais. foi publicado em 1967, por Santos e Gongalves.

Para minimizar o problema de resisténcia e tornar o controle das parasitoses
gastrintestinais mais efetivo, bem como prolongar a vida util dos anti-helminticos,
varios estudos vem sendo conduzidos, utilizando métodos alternativos de controle

do parasito no hospedeiro e também destes em sua fase de vida livre no ambiente.

1.2.1- Selecao de ragas resistentes:
Dentre as racgas ovinas criadas no Brasil existem diferencas entre seu grau de

rusticidade, o que também € observado em relacdo a resisténcia destes animais ao
parasitismo. Ovinos da raca crioula, raga existente ha séculos no Rio Grande do Sul,

sdo animais de grande rusticidade e segundo estudos realizados por Bricarello et al.
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(2002) apresentam superioridade quando se trata de resisténcia as infec¢des por
Haemonchus contortus em relagdo a ovinos da raca Corriedale, que por sua vez € umas
das racas de maior rebanho neste Estado. A raca Romney Marsh também é
atribuida a caracteristica de maior resisténcia as helmintoses, isto se deve ao local
de onde a raca se originou, regiao de pantanos, sendo assim esta se adaptou muito
bem a campos baixos e alagados, onde outras ragas muitas vezes nao conseguem
se desenvolver (JARDIM, 1987).

1.2.2 - Selegao de animais resistentes:
Dentro de um mesmo rebanho pode ocorrer diferentes graus de infec¢cdes por

parasitos gastrintestinais, onde a maioria dos hospedeiros alberga poucos parasitos
e a minoria dos animais do rebanho esta com a grande carga parasitaria. Isso se
deve a resposta imunolégica individual dos animais, que 0s tornam mais resistentes
e capazes de desencadear reacdes que suprimem o estabelecimento dos parasitos
e também eliminam os ja estabelecidos (AMARANTE et al., 1998).

1.2.3 - Rotacédo de pastagens:
Este processo de rotacdo de pastagens pode ser tanto benéfico, quanto

prejudicial ao parasitismo dos ovinos. A rotacdo tem como objetivo retirar oS ovinos
de certa area para que quebre o ciclo do parasito, porém estes podem resistir por
varios dias, até mesmo durante meses em vida livre no ambiente. Segundo
SOUTHCOTT et al. (1976) e DONALD et al. (1978), larvas de nematoéides
gastrintestinais podem sobreviver por seis meses ou mais no ambiente, por iSso
para se obter o resultado esperado, a rotacdo deve ser mais longa do que a
sobrevivéncia do parasito no ambiente. Essas condi¢cbes sdo variaveis conforme a
regido, jA que a sobrevivéncia de ovos e larvas esta diretamente relacionada a
temperatura e umidade. Segundo Gongalves e Vieira (1963), em estudo realizado
em Porto Alegre/RS durante o verao, foi verificado que houve a descontaminacgao
das pastagens apdés dois meses de descanso, o que foi atribuido as altas

temperaturas, baixos indices de precipitacdo e baixa umidade do ar.
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1.2.4- Pastejo alternado com outras espécies:
Segundo Amarante e Barbosa (1995) para que esta técnica apresente

resultados é necessario que 0s animais pastejem em piquetes separados por longos
periodos, para depois trocar os piquetes entre as diferentes espécies. Uma opc¢ao
para este tipo de controle € a alternancia de bovinos adultos, mais resistentes, com

ovinos jovens, mais sensiveis as infeccées por nematdédeos gastrintestinais.

1.2.5- Método Famacha:
Este método foi estabelecido com o objetivo de selecionar os animais entre

resistentes, resilientes e sensiveis aos nematédeos gastrintestinais, para que fosse
otimizado o uso dos anti-helminticos. Van Wyk et al. (1997) realizou a associacdo
da coloracdo da mucosa ocular dos ovinos ao seu grau de volume globular e dividiu
em uma escala de cinco graus de anemia conforme a coloracdo da mucosa ocular,
revelando quais animais deveriam receber tratamento. Segundo Molento et al.
(2004) foi possivel diminuir em 75,6% as intervencBes medicamentosas em um
rebanho controlado por 180 dias com a utilizagdo deste método. Entretanto, este
meétodo aplica-se a infeccbes do rebanho com H. contortus, nematdodeo hematofago,

visto que se baseia no grau de anemia dos animais.

1.2.6- Método dosificacdo x opg:

E uma forma laboratorial de acompanhamento do rebanho ovino. Através da
técnica de Gordon & Whitlock (1939) é realizada a contagem do nimero de ovos de
nematoddeos gastrintestinais por grama de fezes. A partir do resultado, ou seja, do
namero de ovos presentes nas fezes sdo identificados os animais que necessitam
ser tratados, com isso pode se diminuir o nimero de animais tratados, menores

custos com medicamentos e também otimizar o manejo (ECHEVARRIA, 1996).

1.2.7- Controle bioldgico:
As pastagens contaminadas sdo importantes veiculos de transmissédo das

parasitoses para 0s animais, assim sua desinfeccdo, com a reducdo da carga
parasitaria infectante € um dos objetivos para controle de verminoses (ARAUJO et
al., 2004). O controle biologico atua com a utilizagcdo de antagonista no ambiente

para diminuir a populacdes dos parasitos, mantendo-as em popula¢cdes subclinicas
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ou em niveis ndo prejudiciais, atuando sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténicos, vetores e estagios de vida livre dos parasitos, reduzindo as fontes de
infeccdo para os animais hospedeiros (GRONVOLD et al, 1996). Entre os
antagonistas mais conhecidos utilizados contra nematddeos gastrintestinais estao os
fungos (ARAUJO et al. 2004) e bactérias (SINOTT et al. 2012).

1.3 Extratos vegetais

A sociedade tem priorizado cada vez mais 0 meio ambiente, e com iSso
aumenta a procura por moléculas capazes de combater infeccbes e que nédo
possuam efeitos negativos para o ambiente (CASTRO, 1989). Aliado a preocupacao
com o meio ambiente, também esta o receio da populacdo em consumir produtos de
origem animal com residuos de produtos quimicos. A partir destes motivos e da
necessidade de alternativas de controle das parasitoses, novos métodos de controle
ganham forca, destacando-se os fitoterapicos, que surgem como uma boa proposta
para controle e assim, diminuir o uso de anti-helminticos comerciais (OLIVEIRA et
al., 2009, CARVALHO et al., 2012).

Desde a antiguidade as plantas sdo conhecidas como detentoras de atividade
anti-helmintica, porém para que estas possam vir a ser utilizadas com seguranca é
necessario que suas eficacias sejam cientificamente comprovadas (VIEIRA, 2003).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial utilizam
plantas para tratamento de inUmeras doencas, como infeccfes microbianas, virais,
inflamacdes e dores_(ADIGUZEL et al., 2012).

No Brasil, segundo Furtado (2006), 106 espécies de plantas ja foram citadas
como capazes de possuir acdo anti-helmintica, porém destas menos de 17%

comprovaram sua eficiéncia.

- Género Ocimum

O manijericdo, nome popular do género Ocimum, pertence a familia Lamiaceae,
e apresenta-se como uma erva aromatica, produtora de Oleo essencial com
aplicacdo medicinal. Além da importancia econémica pela producdo do Oleo
essencial, também é muito consumida in natura ou como matéria prima na industria.
Muito conhecida por seu uso na culinaria, no tempero de alimentos, bebidas e com
vasto uso na industria de cosméticos e perfumaria (PEREIRA & MOREIRA, 2011).
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Este género esta distribuido nas zonas tropicais e subtropicais da Asia, Africa,
América Central e América do Sul, compreendendo um total de 30 espécies de
ervas e pequenos arbustos (PATON, 1992).

As caracteristicas morfolégicas das plantas como porte, formato de copa,
tamanho e coloracdo de folhagem, podem dar origem a nomenclatura manjericao
(SIMON, 1993). Dentro deste género, destacamos as seguintes espécies como
produtoras de Oleos essenciais, farmacos, perfumes e cosméticos: Ocimum gratissimum
(manjericdo-doce), Ocimum basilicum (manjericdo branco), Ocimum tenuiflorum, Ocimum
selloi Benth (elixir paregérico) (MATOS, 1998).

Muitas espécies deste género tém seu Oleo essencial ultilizado para tratar
dores de cabeca, diarréia, inflamagdes e dor (ADIGUZEL et al., 2012, FRANCA et al.
2008). No controle de Haemonchus contortus jA foram realizados estudos com 6leos

essenciais deste género, como o0 de Ocimum gratissimum ( PESSOA et al., 2002),

- Ocimum basilicum

Também é conhecido popularmente como manjericdo branco ou alfavaca
sendo muito cultivado em todo o Brasil. E um subarbusto aromatico, anual e muito
ramificado que mede entre 30 e 60 centimetros (figura 1). O chi de 0. basilicum é
muito utilizado como tratamento de cdlica em criancas recém nascidas, problemas
respiratorios e estomacais. Além de sua acdo terapéutica, também apresenta
utilizacdo na culinaria, tendo sua venda realizada em feiras e supermercados
(PEREIRA & MOREIRA, 2011).

Para a producdo do 6leo essencial, as folhnas devem ser colhidas antes do
florescimento, pois com a florac&o o teor de 6leo diminui. O 6leo essencial tem como
constituintes principais o timol, metil-chavicol, linalool, eugenol, cineol e pireno
(MATTOS, 2000).

Esta espécie tem sido usada tradicionalmente para tratamento de ansiedade,
diabetes, doencas cardio-vasculares, dor de cabeca, anticonvulsivante,
antiinflamatoéria e doengas degenerativas (BORA et al., 2011).

Estudos com extratos e Oleos essenciais de O. basilicum ja foram realizados
em varias partes do mundo, contra fungos (DAMBOLENA et al., 2010), protozoarios
(ALMEIDA et al., 2007), insetos (GOVINDARAJAN et al., 2013).

Os principais constituintes isolados do 6leo essencial ja apresentam

resultados promissores, o Chavicol obteve resultados promissores quando testado
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contra Plasmodium falciparum, protozoario causador da Malaria (MOTA et al., 2012),
enquanto o Linalool apresentou eficiéncia contra trofozoitos de Giardia lamblia
(ALMEIDA et al., 2007).

Figura 1. Ocimum basilicum



2 OBJETIVOS

- Objetivos gerais:

Estudar a acdo de Ocimum basilicum sobre ovos de hematodeos gastrintestinais

de ovinos.
- Objetivos especificos:
- Averiguar a acao ovicida in vitro do 6éleo essencial de O. basilicum;
- Avaliar a a¢do ovicida in vitro do extrato hidroalcodlico de O. basilicum;

- Determinar as concentragdes dos principais constituintes do 6leo essencial

de 0. basilicum.
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ATIVIDADE OVICIDA DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO
HIDROACOOLICO DE Ocimum basilicum EM NEMATODEOS

GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

Leonardo Mortagua de Castro, Luciana Laitano Dias de Castro, Natalia Berne Pinto,

Isabel Martins Madrid, Rogério Antonio Freitag, Maria Elisabeth Aires Berne

RESUMO

Os nematddeos gastrintestinais constituem grave problema a ovinocultura, devido a
resisténcia anti-helmintica a maioria dos compostos disponiveis, necessitando buscar
alternativas de controle destes parasitos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
ovicida in vitro do 6leo essencial e do extrato hidroalcéolico de Ocimum basilicum em
nematddeos de ovinos e determinar os principais constituintes quimicos do 6leo essencial.
Para os estudos in vitro foram utilizadas fezes de ovinos naturalmente infectados, testadas
frente ao 6leo essencial de O. basilicum nas concentracdes de 32 a 0,25 mg/mL e ao extrato
hidroalcodlico nas concentracdes 40 a 1,25 mg/mL, como controle positivo tiabendazol
(0,025 mg/mL) e negativo, dgua destilada. A anélise quimica do 6leo essencial foi realizada
por cromatografia gasosa, sendo determinado como constituintes majoritarios chavicol
(34,68%) e linalool (27,68%). O 6leo essencial apresentou acdo acima de 99% em todas as
concentragdes. O extrato hidroalcoolico em concentracdes entre 40 e 10 mg\mL obteve 100%
de inibicdo, chegando aos 9,76% na concentragdo 1,25 mg/mL. Os controles positivo e
negativo obtiveram 98,57% e 8,5%, respectivamente. O. basilicum foi eficaz contra ovos de
nematddeos gastrintestinais, sugerindo maior potencial antihelmintico para o dleo essencial,
necessitando estudos com os principais constituintes, em avaliag@es in vitro e in vivo.

Palavras-chaves: Manjericdo; Haemonchus; Extratos .
OVICIDAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL AND HYDROALCOHOLIc
EXTRACT OF Ocimum basilicum ON GASTROINTESTINAL
NEMATODES OF SHEEP
ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes are a major problem sheep industry due to anthelmintic resistance
compounds are available, needing to seek alternative control these parasites. The aim of this
study was to evaluate the in vitro ovicidal activity of the essential oil and hydroalcoholic
extract of Ocimum basilicum nematodes in sheep and determine the chemical constituents of
the essential oil. For the in vitro studies, naturally infected sheep feces were used, tested
against the essential oil of O. basilicum concentrations from 32 to 0.25 mg/mL and the
hydroalcoholic extract at concentrations from 40 to 1.25 mg/mL, as a positive control
thiabendazole (0.025 mg/mL) and negative distilled water. Chemical analysis of the essential
oil was performed by gas chromatography, being determined as major constituents chavicol
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(34.68%), and linalool (27.68%). The essential showed activity above 99% at all
concentrations.The hydroalcoholic extract at concentrations between 40 and 10 mg\mL had
100% inhibition, reaching 9.76% at the concentration 1.25 mg/mL . For positive and negative
controls, these values were 98.57% and 8.5%, respectively. O. basilicum was effective against
eggs of gastrointestinal nematodes, suggesting greater potential anthelmintic for the essential
oil requiring studies with the main constituents, to evaluate in vitro and in vivo.

Keywords: Basil; Haemonchus; Phytotherapic.

INTRODUCAO

A ovinocultura vem se fortalecendo nos Gltimos anos, com a valorizacdo da carne e
também da 1 e com isso firma-se como uma boa éarea de investimento dentro da pecuéria.
Entretanto, as nematodioses gastrintestinais tém acarretado prejuizos que muitas vezes
inviabilizam a producdo desses pequenos ruminantes (ECHEVARRIA et al., 1996;
GITHIGIA et al., 2001).

O controle dessas parasitoses em ovinos vem sendo realizada hd muitos anos,
exclusivamente através do uso de anti-helminticos comerciais, mostrando resultados
ineficientes, devido ao uso intensivo e muitas vezes erroneo, resultando resisténcia dos
nematodeos a estes farmacos (VIEIRA et al., 2009). Aliado a isto, hd uma exigéncia cada vez
maior pelos consumidores de produtos de origem carnea e lactea, destes alimentos sem a
presenca de residuos gquimicos. Em vista disto, a busca de novas alternativas vem sendo
pesquisada em diferentes regides, destacando-se a utilizacdo de fitoterapicos, com resultados
promissores em nematodeos gastrintestinais de ovinos (GITHIORI et al., 2002; ASSIS et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2009; CARVALHO et al., 2012).

Ocimum basilicum (manjericdo), é uma planta da familia Lamiaceae, cultivada em
quase todo o Brasil, sendo muito utilizada como condimento (BOWN, 1995). Estudos com
Oleos esséncias de plantas vém sendo realizados em diferentes partes do mundo, avaliando
suas acOes sobre protozoarios (ALMEIDA et al., 2007; MOTA et al., 2012), fungos
(DAMBOLENA et al., 2010), insetos (GHOSH et al., 2012) e nematédeos (CARVALHO et

al., 2012).
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Considerando a iminente necessidade de buscar medidas alternativas de controle dos
nematodeos gastrintestinais, e sendo os extratos vegetais promissores a esta finalidade, foi
proposto o presente estudo, que tem como objetivo verificar a acao in vitro do 6leo essencial e
do extrato hidroalcéolico de Ocimum basilicum sobre ovos de nematddeos gastrintestinais de
ovinos, bem como determinar as concentracdes dos principais componentes do 6leo essencial.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos ovos de nematddeos gastrintestinais de ovinos

Amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal de dois cordeiros
naturalmente parasitados com nematddeos gastrintestinais. O material coletado foi
encaminhado ao laboratério de parasitologia e processado pela técnica de Gordon; Whitlock
(1939), para quantificagdo dos ovos e Roberts; O’Sullivan (1950) para identificagdo dos
géneros de nematddeos presentes. Para recuperacdo dos ovos, amostras positivas que
apresentavam em torno de 20.000 ovos por grama de fezes, foram processadas de acordo com
a técnica descrita por Hubert; Kerboeuf (1992), com modificacGes, para recuperacao de ovos,
em no maximo duas horas apés a coleta. As fezes dos animais positivos foram maceradas e
acrescentado agua morna em torno de 40°C, seguindo-se a passagem das fezes em quatro
tamises com os seguintes diametros de abertura malhas: 1 milimetro, 105 micrometros, 55
micrometros e 25 micrometros Os ovos retidos no ultimo tamis foram recolhidos através de
lavagem com &gua destilada. Este material obtido foi transferido para tubos de 50mL e
centrifugado a 3000rpm, em temperatura ambiente por cinco minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso com solucdo salina saturada e novamente centrifugado
por cinco minutos. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi novamente passado em tamis de

25 micrometros, seguindo-se a quantificacdo dos ovos.
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Obtencéo do 6leo essencial

O Ocimum basilicum (manjericdo) utilizado no teste foi adquirido de distribuidor
comercial (Luar Sul®) com certificacdo de qualidade e origem. Para obtencdo do 6leo
essencial, as folhas secas foram submetidas a extragdo com arraste de vapor em aparelho
Clevenger, durante 4h. Apos, o 6leo obtido foi seco com sulfato de sodio anidro P.A,
armazenado em frasco ambar e mantido a -18°C até a utilizacéo.

Obtencéo do extrato hidroalcdlico

Inicialmente foi preparada a tintura de Ocimum basilicum, para isso, foram pesados
100 gramas da planta. O alcool 70% foi preparado utilizando alcodmetro, apos foi adicionado
de agua destilada estéril. Colocamos a solucdo alcodlica juntamente com o manjericdo em
erlenmeyer autoclavado, e este foi acondicionado ao abrigo da luz envolto em papel aluminio,
sendo a mistura agitada diariamente, por sete dias. Apos foi realizada a filtragem, onde foram

restituidos 760 ml da tintura e acrescentados 240 ml de alcool 70% para finalizar a tintura.

Para obtengdo do extrato hidroalcoolico, foi utilizado um evaporador rotativo com
pressdo negativa de 600 mmHg, a uma temperatura de 45°C com velocidade suficiente para
homogeneizar e aquecer o contelldo de maneira uniforme, o procedimento durou em torno de

2 horas e 30 minutos, resultando na evaporacdo da porcdo alcoodlica da tintura.

Analise quimica

Para analise quimica, o Oleo essencial de O. basilicum foi submetido a analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, em um equipamento GC/MS
Schimadzu QP2010, equipado com injetor split/splitless com coluna capilar Rtx-5MS
RESTEK (30 mx 0,25 mmx 0,25 um), nas seguintes condi¢des cromatograficas: gas
carreador Hélio, fragmentos obtidos por impacto de elétrons na energia de 70 eV, vazdo de
1,2 mL/min, split 1:10, volume injetado de amostra 1 pL. Temperatura programada do forno:

a temperatura inicial foi de 40°C, com rampa de aquecimento em 5°C/min até 280°C ficando
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estdvel nessa temperatura por 10 minutos, com tempo total de 58 minutos, sendo a
temperatura do injetor de 58°C e interface 200°C, os compostos foram analisados com base
na biblioteca NIST08 do GC/MS. O ¢leo foi diluido em hexano (grau analitico, ultra puro).

Teste da acdo ovicida

A avaliacdo ovicida do 6leo essencial e do extrato hidroalcoolico foi realizada segundo
a técnica de Coles et al. (1992), utilizando placas de cultivo de 24 orificios com
aproximadamente 150 ovos por orificio.O 6leo essencial foi testado nas concentracGes de 32
mg/mL até 0,25 mg/mL e o extrato hidroalcodlico entre 40 e 1,25mg/mL. Como controle
positivo foi utilizado cloridrato de Tiabendazol na concentracdo de 0,025 mg/mL e como
controle negativo dgua destilada. Todas as avaliacGes foram realizadas em quatro repeticdes,
seguindo-se incubacao em estufa B.O.D a 28°C com umidade relativa de 80% por 24 horas. A
quantificacdo de ovos e larvas foi realizada em microscopio invertido (Zeiss, Alemanha). As
médias da inibicdo da eclodibilidade para cada tratamento foi determinada conforme a
equacdo descrita por Camurga-Vasconcelos et al. (2007): % de Inibicdo da Eclodibilidade
=nUmero de larvas / nimero de larvas mais namero de ovos X 100.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software Statistix 9.0, atraves de ANOVA
e comparacao de médias pelo teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

Os ovos presentes nas fezes dos ovinos foram identificados na coprocultura como 97%

de Haemonchus e 3% de Trichostrongylus.

O oleo essencial de O. basilicum apresentou percentual de inibigdo da eclodibilidade
de 100% nas concentracBes de 32 a 0,5 mg/mL, sendo que somente na concentracdo 0,25

mg/mL ocorreu uma pequena queda de sua eficiéncia, ficando em 99,05%. Houve diferenca
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estatistica (p<0,05) do controle positivo e negativo e a concentracdo 0,25mg/ml com as
demais concentracdes avaliadas (tab.1).

Tabela 1 Percentual médio da atividade ovicida do 6leo essencial
de Ocimum basilicum sobre nematédeos gastrintestinais

Concentragbes (mg/mL)

Tratamento  AH 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Agua
B

B A A A A A A A C

98,58 100 100 100 100 100 100 100 99,05 9,9

AH- tratamento com tiabendazol a 0,025 mg/mL

Letras maiusculas distintas, nas colunas, diferem significativamente (p<0,05)

O extrato hidroalcodlico nas concentracbes de 40 e 20 mg/mL apresentou 100% de
atividade, mostrando uma queda gradual até a concentragdo de 1,25mg/mL (fig. 2). A partir
da concentragdo de 5 mg/mL o efeito ovicida permaneceu abaixo de 60%, diferindo
estatisticamente do controle positivo e das demais concentragfes. O controle negativo
realizado com &gua destilada apresentou 9,9% de inibicdo da eclodibilidade e o controle

positivo com tiabendazol (0,025 mg/mL) obteve 98,58% (tab.2).

Tabela2 Percentual médio da atividade ovicida do extrato hidroalcoélico de
Ocimum basilium

Concentragdes (mg/mL)

Tratamento AH A 40 20 10 5 25 125Agua ¢

A A B C C

98,58 100 100 98,56 59,36 14,01 9,75 9,9

AH- tratamento com tiabendazol a 0,025 mg/mL

Letras maiusculas distintas, nas colunas, diferem significativamente (p<0,05).
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A andlise quimica do Oleo essencial realizada atraves de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa mostrou como principais constituinte o chavicol com

34,68%, seguido do linalool com 27,68%.

DISCUSSAO

Visto a ampla biodiversidade de nossa flora, estudos com plantas buscando produtos
naturais bioativos sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos farmacos
anti-helminticos (ASSIS et al., 2003), sendo a avaliacdo in vitro, como a realizada nesse
estudo, amplamente utilizada, por constituir uma ferramenta importante na selecdo plantas,
bem como por possibilitar a obtencéo de resultados rapidos, com menores gastos, €, sobretudo
evitar o uso indiscriminado de animais de experimentacdo (CAMURCA-VASCONCELOS et

al., 2005).

A avaliacdo in vitro da atividade ovicida dos extratos de plantas medicinais se da
através do contato direto entre 0s compostos e 0s ovos,sugerindo atuando sobre as mitoses,
impedindo sua capacidade de eclosdo, como descrito para os benzimidazéis (COLES et al.,

1992).

Os resultados obtidos nos testes in vitro mostraram a¢do anti-helminticas de ambos os
extratos avaliados, sendo que o 6leo essencial de O. basilicum manteve seu potencial ovicida
em todas as concentracGes utilizadas, ja o extrato hidroalcodlico a partir da concentracdo de
5mg/mL, ndo foi efetivo para inibir a eclosdo de ovos de nematédeos gastrintestinais de
ovinos. Essa diferenca de eficicia pode estar relacionada aos constituintes presentes e a
concentracdo destes com atividade anti-helminticas, bem como as metodologias de extragdo

utilizadas na obtencdo do extrato e do 6leo essencial de Ocimum basilicum.
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A acdo ovicida do extrato hidroalcodlico de Origanum vulgare,também da familia
Lamiaceae, embora indicando acdo anti-helmintica, somente apresentou eficacia na
concentracdo de 80mg/mL (96,7%) quando testado contra ovos nematodeos gastrointetinais
de bovinos (DIAS DE CASTRO et al., 2013), diferindo-se do presente estudo, no qual, a
partir da concentracdo de 10 mg/mL O . basilicum foi eficaz (98,8%), segundo a classificacéo
do indice de eficacia proposto pela WorldAssociation for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP), um produto seria efetivo quando promover acima de 90% de acéo
anti-helminticas; moderadamente efetivo quando atuasse entre 80 a 90%; pouco efetivo
quando a acdo fosse entre 60 e 80% e nado efetivo em niveis abaixo de 60% (POWERS et al.,

1982).

Estudos com extratos de plantas pertencentes a mesma familia do O. basilicum tem
mostrado acdo anti-helmintica promissora (DIAS DE CASTRO et al., 2013; PESSOA et al.,
2002), entretanto muitas sdo as variaveis que podem interferir no produto final de um extrato,
como: época de colheita da planta; grau de umidade; parte da planta utilizada; métodos de

extracao e tipo de plantio (DAOUK et al., 1995).

Resultados superiores aos nossos , foram observados com extrato hidroalcodlicos das
folhas de Melia azedarach com inibicdo de 100 % da eclosdo dos ovos na concentracao de
12,5 mg / ml contra H. contortus (KAMARAJ et al., 2010), o que so ocorreu com extrato de
O. Basilicum na concentracdo de 20mg/mL. Entretanto estudo posterior (KAMARAJ et al.,
2011) mostrou resultados proximos ao do presente estudo, com 100% de inibicdo da ecloséo
de ovos de H. contortus na concentragdo de 25 mg/mL, com extrato de cinco diferentes

plantas utilizando como solvente 0 metanol.

Estudos com o6leos essenciais de diversas plantas vém sendo realizados em varias

partes do mundo, avaliando sua acdo sobre protozoarios (ALMEIDA et al., 2007,
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DAMBOLENA et al., 2010), insetos (GHOSH et al., 2012) e nematddeos (CARVALHO et

al., 2012; PESSOA et al., 2002 ), com resultados promissores.

Quanto aos resultados obtidos com o 6leo essencial, estes foram similares aos estudos
realizados com o dleo essencial de O. gratissimun, planta pertencente a0 mesmo género, com
atividade anti-helminticas sobre ovos de nematddeos gastrintestinais de ovinos proximo a

100% ate a concentracdo de 0,25mg/mL (PESSOA et al., 2002).

Mesmo pesquisando Oleos esséncias de plantas de diferentes familias a eficacia
préxima a 100% é obtida em menores concentracfes, quando comparada a outros tipos de
extratos, como também foi detectado com os 6leos essenciais de Croton zehntneri e Lippia
sidoides quando a inibicdo de 100% da eclosdo de ovos ocorreu até a concentracdo de

1,25mg/mL (CAMURGA-VASCONCELOS et al., 2007).

O dleo essencial de O. basilicum utilizado no presente estudo apresentou como
constituintes majoritarios Chavicol (34,68%) e Beta-linalool (27,68%), resultados proximos
aos obtidos na analise do Gleo essencial de diferentes espécies de Ocimum cultivadas no
Brasil, nos quais 0s componentes majoritarios foram: chavicol (36,81 a 41,62%) e Linalool
(29,50 a 32,26%) (OLIVEIRA et al., 2013). Também o0s mesmos autores detectaram
eucaliptol (7,68 a 9,99%), que embora em concentragdo menor (6,72%) no presente estudo,

tem sido associado a acdo anti-helmintica (NAVARRO et al., 2008; MACEDO et al., 2009).

O chavicol esté presente em diversas plantas pesquisadas, como na Feronia limonia. A
planta apresenta o chavicol como principal constituinte (34,69%), e quando testada contra
larvas dos mosquitos Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus alcancou
excelentes resultados (SENTHILKUMA et al., 2013). Quanto a acao ovicida em H. contortus,
C. zehntneri contendo 21,84 % chavicol também mostrou resultados promissores

(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007). Embora na analise individual do principal
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componente da C. zehntneri (anetol 63,88%) observou-se acao ovicida, quando comparado ao
oleo essencial , ndo houve diferenca, o que pode sugerir também a participacdo de outros

contituintes como chavicol por exemplo.

O linalool, segundo maior constituinte do 6leo essencial de O. basilicum, na
concentracdo de 300ug/mL causou a morte de 100% dos trofozoitos de Giardia lamblia,
enquanto que para o 6leo essencial a 2 mg/mL, esta foi de 80% sugerindo ser o linalool um
dos compostos com maior atividade antigiardia no 6leo essencial (ALMEIDA et al., 2007).
Este estudo indica a importancia da acdo deste constituinte sobre parasitos, o que nos leva a
sugerir sua participacdo na acdo anti-helminticas verificada no presente estudo com o 6leo de

O. basilicum

Outro composto identificado nesse estudo, o 1,8 — cineol (eucaliptol), embora com
menor concentragao (6,72%), tem sua agdo anti-helminticas confirmada no estudo com o 6leo
essencial de Eucalyptus, contendo 83,89% deste constituinte (MACEDO et al., 2009). Ainda
que, estes resultados ndo possam ser comparados aos do presente estudo, pode estar ocorrendo
acdo sinérgica entre os constituintes, como sugerida na avaliacdo nematicida do 6leo essencial
de Agastache rugosa (ZHU et al., 2013). Da mesma forma, o 1,8 — cineol presente no dleo
essencial de Artemisia lancea na concentracdo de 34.6% , tem mostrado ac&o anti-helminticas
sobre H. contortus, mas quando andlisados separadamente, o 6éleo essencial e 0 1,8 — cineol,
mostraram inibicdo da eclosséo de ovos de 99.4% e 74.8%, respectivamente (ZHU et al.,

2013).

Embora o chavicol e o linolool sejam os principais contituintes do 6leo essencial de O.
Basilicum, contribuindo com o excelente resultado verificado no presente estudo, nao se pode

desconsiderar 0os demais contituintes, mesmo que em menor concentracdo, pois esta agédo
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sinérgica entre os componentes, desencadea interacdes entre as multiplas moleculas que agem

sobre parasito (MARIE-MAGDELEINE et al., 2009).

CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que tanto o extrato
hidroalcodlico como o 6leo essencial de O. basilicum possuiem atividade anti-helminticas
sobre ovos de nematddeos gastrintestinais de ovinos e que os principais constiuintes do 6leo
sdo o chavicol e o linalool. Futuros estudos sdo necessarios para avaliar outras concentracoes
do oleo e seus constituintes e verificar o seu potencial antihelmintico in vitro e in vivo, bem

como a toxicidade destes.
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4 CONCLUSAO GERAL

O oleo essencial e o extrato hidroalcodlico de Ocimum basilicum apresentam
atividade nos testes in vitro de inibicdo da eclodibilidade de ovos de nematddeos
gastrintestinais de ovinos, sendo assim esta planta demonstra ter potencial como
fitoterdpico. Os principais componentes do 6leo essencial foram o chavicol e o
linalool.

A continuidade deste estudo podera esclarecer a acédo individual dos
constituintes do 6leo nas demais fases de vida destes parasitos, como larvas e
adultos através de andlises in vitro e in vivo, para que assim, este extrato possa vir a

ser usado como uma alternativa no controle destas parasitoses.
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6 APENDICE

6.1 Diretrizes para autores da revista Arquivos do Instituto Bioldgico

Misséo
- Publicar, em portugués, inglés ou espanhol, artigos e comunicacdes cientificas
originais, além de revisbes, que contribuam para o desenvolvimento das ciéncias
agrarias no Brasil.

Escopo e Politica Editorial
- A Revista Arquivos do Instituto Biologico, publicada trimestralmente, aceita, para
submissao, artigos originais de pesquisa cientifica em sanidade animal e vegetal
voltados ao agronegécio e suas implicacdes no agroambiente, incluindo nesse
escopo a qualidade e a seguranca alimentar. Aceita, também, artigos sobre pragas
sinantropicas. Todos os trabalhos devem se enquadrar nas normas redatoriais.

Informacdes basicas
- Os trabalhos enviados para publicacdo deverdo ser inéditos e destinados
exclusivamente a esta Revista.A matéria publicada sera de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).
Os trabalhos ndo aceitos para publicacdo serdo comunicados aos autores pelo
Comité Editorial.
- O Comité Editorial fara analise dos trabalhos antes de submeté-los aos
Consultores Cientificos.A publicacdo dos trabalhos dependera da andlise efetuada
pelo Corpo de Consultores Cientificos e da aprovacdo do Comité Editorial.
- Os artigos seréao publicados em ordem de aprovacao.
Serdo considerados para publicacao Artigos Cientificos e Comunicacdes Cientificas.
- Artigos de Revisdo poderdo ser aceitos a critério do Comité Editorial.
Eventuais duvidas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do
Instituto Bioldgico", Dra. Silvia Regina Galleti, Instituto Biolégico - Av. Cons.
Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP - Fone: (11) 5087-1749 E-
mail:arquivos@biologico.sp.gov.br.
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Apresentagao: os trabalhos deverédo ser digitados em Word 97 ou versao
superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman, tamanho 12,
espaco duplo e paginas numeradas em sequéncia.

- As linhas deveréo ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta
Layout em Configurar Pagina.

- O méximo de péaginas serd 25 para artigos de revisdo, 20 para artigos cientificos e
10 para comunicacao cientifica, incluindo tabelas e figuras.

Artigo cientifico: compreendera o0s seguintes itens: titulo, nome do(s)
autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo
em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, introducéo,
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e
referéncias.

Comunicacéao cientifica: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s)
autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo
em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem
subdivisdes e referéncias.

Artigo de revisdo: compreendera 0s seguintes itens: titulo, nome do(s)
autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo
em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem
subdivisdes e referéncias.

Titulo: embora breve, devera indicar com precisdo o assunto tratado no artigo,
focalizando bem a sua finalidade principal.

Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nome(s) do(s) autor(es), com
chamada numérica. Descrever endereco postal (Instituicdo/Universidade,
Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, estado, pais) e eletrébnico do autor
principal. No rodapé da primeira lauda descrever somente a Instituicdo e
Departamento dos demais autores.

Resumo: devera apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e
métodos e conclusdes, em um unico paragrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espaco, citar no
maximo cinco palavras-chave, separadas por virgula. Evitar termos que aparegcam

no titulo.
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Abstract: apresentar uma traducao para o inglés, do titulo do trabalho e do
resumo. A seguir, relacionar também em inglés (ou espanhol) as mesmas palavras-
chave (key words, palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250 palavras.

Introducdo: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com
outras pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da pesquisa
feita.

Material e Métodos: apresentar descricdo breve, porém suficiente para
permitir uma repeticdo do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto
quando modificados, deverdo ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies,
bem como drogas, deverdo ser citados de acordo com regras e padrdes
internacionais.

Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando
necessario. As tabelas e figuras devem ser inseridas apods as referéncias.

Discussao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros
trabalhos publicados (resultados e discussao poderao fazer parte de um unico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu
entendimento sem consultas ao texto. As tabelas nao deverdo conter linhas
verticais. No texto, use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no
formato jpg (fotos) ou gif (graficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As
figuras originais ou com maior resolucdo poderdo ser solicitadas ap6s o aceite.
Devem ser enviadas em arquivos individuais e nomeadas de acordo com o namero
da figura. Exemplos: Figl.gif, Fig2.jpg.

Conclusfes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderdo constituir um
item a parte ou serem incluidas na discussao.

Agradecimentos: poderéo ser incluidos a pessoas ou instituicbes. Referéncias
e citacbes no texto: citacbes no texto e referéncias estdo diretamente vinculadas.
Todos os autores citados devem figurar nas referéncias, excecao para informagdes
obtidas por canais informais que deverao ser citadas apenas no texto: (JUNQUEIRA,
comunicacado pessoal), (JUNQUEIRA, informacéo verbal). A referéncia no texto deve
seguir o sistema sobrenome do autor e ano de publicacdo e devera estar em caixa
alta reduzida ou versalete, tal como: 1 autor - ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2
autores — LOPES; MACEDO (1982) ou (LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores
- BESSE et al. (1990) ou (BESSE et al., 1990); coincidéncias de autoria e ano de
publicacédo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI, 1998a, 1998b). As referéncias
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deverdo ser baseadas na Norma NBR 6023/2002, da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), e estar em ordem alfabética de primeiro autor. A exatidao

dos dados nas referéncias € da responsabilidade dos autores.



