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Resumo

BORGES, D. G. L. Testes in vitro com plantas coletadas no Pantanal sul-mato-grossense
sobre Haemonchus placei (NEMATODA: TRICHOSTRONGYLIDAE). 2014. xx f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

No Pantanal de Mato Grosso do Sul, estudos com plantas de interesse médico veterinario séo
escassos. No presente trabalho, avaliou-se o efeito de extratos de plantas deste bioma sobre
ovos de H. placei. Amostras de plantas foram coletadas, no periodo de cheia entre dezembro
de 2011 e maio de 2012, secas e processadas em extrator de fluido pressurizado utilizando
como solvente etanol/agua 7:3, e 0s extratos rotaevaporados e refrigerados. O trabalho foi
dividido em trés experimentos: 1) teste de triagem dos extratos nas concentragdes de 50, 10 e
1 mg/mL, 1) determinacdo das concentracOes efetivas (CE) para inviabilizacdo de 50 e 90%
dos ovos (extratos ativos e tiabendazole) e I11) avaliacdo do efeito da precipitacdo dos extratos
de Tabebuia serratifolia, Senna occidentalis e Tocoynea formosa sobre a taxa de
eclodibilidade larval. Melanthera latifolia, Casearia aculeata e Ocotea diospyrifolia ndo se
mostraram efetivas. Foi observado para tiabendazole CE50 de 0.002 pg/mL e CE90 de 0.006
pug/mL, para Angelonia hirta (2,206; 6,875), Aspilia latissima (1,281; 2,477), Centratherum
punctatum (12,42; 42,07), Dioidia kuntzei (2,603; 4,746), Echinodorus paniculatus (6,433;
21,45), Hyptis mutabilis (2,429; 5,506), H. brevipes (3,339;5,713), Ipomoea chiliantha
(0,5361; 1,178), Lantana canescens (0,7521; 1,699), Sebastiana hispida (1,879; 2,719),
Tabebuia serratifolia (0,828; 1,943), Tocoynea formosa (10,08; 14,52) e Vitex cymosa (13,13;
174,6) em mg/mL, respectivamente. A precipitagdo dos extratos influenciou
significativamente a taxa de eclodibilidade larval nos ensaios com T. serratifolia (p<0,0001),
S. occidentalis (p<0,0001) e T. formosa (p<0,0001). Estes resultados permitem inferir que

foram encontradas plantas com potencial anti-helmintico.

Palavras-chave: Parasitos; ruminantes; fitoterapia.



Abstract

BORGES , D. G. L. In vitro test with extract of plants collected in Pantanal of Mato
Grosso do Sul on Haemonchus placei ( Nematoda : Trichostrongylidae ) . In 2014. xx f .
Dissertation (Master ) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal
University of Mato Grosso do Sul , Campo Grande , MS , 2014.

In the Pantanal of Mato Grosso do Sul, studies with plants veterinary medical interest
are scarce. Was evaluated the effect of plant extracts this biome against eggs of H.
placei. Plant samples were collected in the rainy season between December 2011 and
May 2012, dried and processed in a pressurized fluid extractor using as ethanol/water
7:3 solvent, and rotaevaporados and refrigerated extracts. The work was divided into
three experiments: 1) screening test extracts at concentrations of 50, 10 and 1 mg/mL, 1)
determining the effective concentrations (EC) to inviability of 50 and 90 % of eggs
(active extracts and thiabendazole) and Il1) evaluation of the effect of precipitation of
extracts of T. serratifolia, Senna occidentalis and Tocoynea formosa against larval
hatchability. Melanthera latifolia, Casearia aculeata and Ocotea diospyrifolia have
proven ineffective. Was observed for thiabendazole EC50 of 0.002 mg/mL and CE90 of
0.006 mg/mL, for Angelonia hirta (2.206, 6.875 ), Aspilia latissima (1.281, 2.477),
Centratherum punctatum (12.42, 42.07), Dioidia kuntzei (2.603, 4.746), Echinodorus
paniculatus (6.433, 21.45), Hyptis mutabilis (2.429, 5.506), H. brevipes (3.339, 5.713) ,
Ipomoea chiliantha (0.5361, 1.178), Lantana canescens (0.7521, 1.699), Sebastiana
hispida (1.879, 2.719), T. serratifolia (0.828, 1.943), Tocoynea formosa (10.08, 14.52)
and Vitex cymosa ( 13.13, 174.6 ) mg/mL, respectively. The precipitation of the extracts
significantly influenced the rate of larval hatchability in trials with T. serratifolia
(p<0.0001), S. occidentalis (p<0.0001) and T. formosa (p< 0.0001). These results
suggest that plants with anthelmintic potential were found.

Keywords : Parasites ; ruminant; phytotherapy.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes por helmintos gastrointestinais em ruminantes provocam reducao
no desempenho desses animais, a qual pode ser observada entre outros, no déficit de
desenvolvimento na fase de cria, recria e terminacédo (BORGES et al., 2013; CATTO et
al., 2005; FAO., 2003; FAZZIO et al., 2012; WALKER et al., 2013) e reducdo da
imunocompeténcia (GUNN; IRVINE, 2003), determinando perdas econdmicas.

A verminose gastrointestinal, dentre as parasitoses, pode ser identificada como
um dos principais fatores que impactam na producdo de bovinos, porém,
frequentemente, manifesta-se de forma subclinica, o que dificulta a visualizacdo dos
prejuizos por parte dos pecuaristas.

Os nematodas gastrintestinais merecem destaque, dentre os helmintos parasitos
de bovinos. O efeito negativo das nematodioses, por sua vez, é dependente da espécie
do parasito e do nivel de parasitismo e recebe ainda a influéncia de diversos fatores que
interagem entre si, dentre eles a condi¢do climatica, idade e raca do hospedeiro, manejo
e estado fisioldgico e nutricional (BIANCHIN et al. 2007).

Quanto a variavel espécie parasitaria, Bianchin et al. (1987) ap6s longo periodo
de estudos inferiram que os helmintos de maior importancia na regido Centro-Oeste do
Brasil, para a pecuaria bovina, sdo Cooperia spp. Haemonchus spp. Trichostrongylus
spp. e Oesophagostomum radiatum, sendo os dois primeiros géneros 0s mais
prevalentes nessa mesma ordem.

Haemonchus placei € uma das espécies mais patogénicas para bovinos em
virtude da acdo de hematofagismo, e além disso determina no hospedeiro quadros de
dispepsia e hipoproteinemia, podendo ser responsabilizado por elevado prejuizo
econdmico (GENNARI et al., 1991).

No intuito de se mensurar o impacto da verminose em animais de producéo,
diversos estudos foram desenvolvidos. Bianchin et al. (1995) ao final de seis anos de
estudos concluiram que animais da raca Nelore nas condicdes do Centro-Oeste
brasileiro, no periodo p6s-desmama, desde que desverminados trés vezes ao ano (maio,
julho e setembro) podem ter valores adicionais em peso que variam de 22 a 41 kg, em
relacdo a animais néo tratados sob condigcdo natural de infeccdo e sem suplementacao,

exceto a mineral.
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Animais em confinamento quando parasitados por Cooperia punctata ingerem
0,68 kg a menos de matéria seca que animais ndo parasitados e o ganho de peso diério
pode ser 7,5% menor (STROMBERG et al., 2012). Diferencas no ganho de peso diario
da ordem de 200 g podem ser encontradas entre animais parasitados e nao parasitados, a
depender do periodo de analise e da raca avaliada (DIMANDER et al., 2000).

Em bovinos, assim como nas demais espécies, o controle de parasitos é
realizado principalmente com base no tratamento quimico com a utilizacdo de anti-
helminticos. O desconhecimento de fatores epidemioldgicos, os baixos custos do
tratamento (FAO., 2003) e a utilizacdo massiva de antiparasitarios levaram a ocorréncia
do fendbmeno da resisténcia a anti-helminticos, problematica que ndo pode ser ignorada
como uma questdo importante no controle parasitario (KAPLAN et al., 2012).

Diante da resisténcia e do impacto da verminose sobre a producdo pecuaria,
medidas auxiliares de controle parasitario como a utilizacdo de vacinas, pastejo
rotacionado e alternado (FERNANDES et al., 2004), nutricdo (TORRES-ACOSTA et
al., 2012), selecdo de hospedeiros resistentes (AMARANTE, 2004), utilizacdo de
fungos nematdfogos (ARAUJO et al., 2006; WAGHORN et al., 2002) e fitoterapia tém
sido cada vez mais estudadas (Cezar et al., 2008) sendo esta Ultima apontada por Nery
et al. (2009) como medida promissora quanto ao controle de parasitos gastrintestinais.

Medidas de controle auxiliar podem reduzir a influéncia das nematodioses em
bovinos e, considerando a pesquisa com plantas ha também a possibilidade de deteccao
de novas moléculas anti-helminticas em detrimento da simples utilizacdo de extratos de
plantas de forma direta aos animais ou como aditivos alimentares. Neste sentido, em
decorréncia da diversidade da flora Sul-matogrossense e das caracteristicas
edafoclimaticas locais o estado de Mato Grosso do Sul, por abranger em seu territorio o
Pantanal e parte do Cerrado brasileiro, situa-se em posi¢do de destaque como fonte de
moléculas de origem vegetal, embora poucos estudos tenham sido realizados (Pereira et
al., 2007).

Esta revisdo tem por objetivo demonstrar a necessidade de pesquisas com
plantas na Medicina Veterindria em decorréncia da atual dificuldade no controle das
nematodioses gastrointestinais, utilizando como referéncia estudos de atividade

bioldgica encontrados na literatura nacional e internacional.

2. REVISAO DE LITERATURA
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Fitoterapia

A utilizacéo de plantas para o tratamento de enfermidades, fitoterapia, é préatica
corrente entre tribos em todo o mundo (AMOROZO, 1988; KUMAR et al., 2012). O
conhecimento gerado a partir da relagdo temporal homem:planta, denominada como
etnobotéanica, se incorporou ao cotidiano dessas populacbes e constitui-se como
patriménio cultural das mesmas, o qual se mantém ativo a partir da transmissdo verbal
do conhecimento entre as diferentes geracdes (RODRIGUES; GUEDES, 2006,
OLIVEIRA et al., 2010).

Com o aumento da integracdo regional entre as comunidades brasileiras as
comunidades tradicionais, caboclas e ribeirinhas, passaram a receber influéncia das
comunidades modernas dando inicio a um processo de incorporacdo cultural
(AMOROZO, 1988). Como em qualquer processo de fusdo cultural, perdas e
acréscimos de conhecimento podem ocorrer. Em primeiro instante quando se trata do
conhecimento acerca do numero de espécies utilizadas na medicina tradicional, a
ampliacdo do mesmo pode ser verificada por aporte externo, no entanto, com o passar
dos anos e o aumento das influéncias externas que culminam até mesmo em mudancas
socioeconémicas locais este conhecimento pode passar por processo de restricdo,
refletindo-se em diminuicdo da variedade de espécimes utilizados medicinalmente, os
quais podem se limitar a plantas cultivadas e invasoras de distribuicdo cosmopolita,
trazidas pelos colonizadores (AMOROZO, 2002).

Recentemente, a demanda por plantas medicinais tem aumentado de maneira
consideravel devido a busca de novos principios farmacoldgicos pela industria quimica,
fazendo dessas, valiosos recursos genéticos vegetais (KUMAR et al., 2012). Nesse
sentido, a utilizacdo de plantas com potencialidades terapéuticas para o tratamento de
enfermidades, fitoterapia, tem despertado grande interesse nos campos da medicina
humana e animal (RODRIGUES; CARLINI, 2003), mostrando-se, nesta ultima,
bastante promissora em avaliacdes de atividade antiparasitaria.

Estudos com a utilizagdo de plantas com potencialidades medicinais foram
considerados urgentes por Amorozo (1988), isso em decorréncia da grande velocidade

de perda dos conhecimentos populares. Quando estes sdo associados a pesquisa
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cientifica o caminho a ser percorrido entre a escolha de uma espécie a ser estudada e a
comprovacao do seu efeito biolégico pode ser diminuido, uma vez que o ponto de
partida € uma espécie sobre a qual recaem suspeitas de atividade medicinal. Como
desvantagem, a utilizacdo dos conhecimentos populares na pesquisa cientifica pode
limitar a chance de descoberta de novas moléculas quimicas, ao passo que condi¢éo
contraria ocorre com a escolha aleatéria de plantas, a partir da utilizagdo do método
randémico de selecdo de espécies vegetais (Maciel et al., 2002).

Dessa forma pesquisas mais representativas sobre plantas de uma dada regido
podem ser realizadas, o que segundo Hoste et al., (2008) é a primeira forma de
identificar plantas com potencialidade anti-helmintica, o0 mesmo sendo valido para
qualquer outra potencialidade.

Segundo Costa et al. (2002), a validacdo cientifica dos fitoterapicos é uma
etapa inicial e obrigatoria para a utilizacdo correta de plantas medicinais ou de seus
compostos ativos. Esta etapa é caracterizada pela realizagdo de testes in vitro com
extratos de plantas, o que permite reconhecer a existéncia de propriedades anti-
helminticas nos mesmos. Concomitantemente deve-se realizar a caracterizacdo quimica

dos extratos e a identificacdo dos compostos ativos.

Metodologias de obtencédo de extratos vegetais
A obtencdo do material vegetal para a realizacdo dos ensaios necessarios ao

estudo de atividade bioldgica inicia-se a partir da coleta de amostras de plantas no
campo e o0 posterior processamento em laboratério.Uma vez que as amostras estejam no
laboratdrio, excluindo-se os estudos com 6leos essenciais, as amostras sdo secas e
armazenadas em sacolas plasticas e caixas de papeldo, que permanecem ao abrigo da
luz. A secagem propicia a interrupcdo da atividade celular e as constantes reagdes
quimicas de oxidacdo e hidroxilagdo que podem produzir alteragcdes estruturais
descaracterizando os metabolitos secundarios (MACIEL et al., 2002).

As proximas etapas se iniciam com a trituracdo da planta coletada,
constituindo-se a droga vegetal, sendo esta submetida as metodologias de extracdo dos
metabolitos, que sdo numerosas e escolhidas de acordo com as classes de metabdlitos
desejadas. Os extratos resultantes, alvos de avaliagdo, sdo aquelas preparac@es liquidas,
pastosas ou em pd, obtidas apds a retirada das substancias quimicas antes retidas na
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matéria vegetal, por meio dessas metodologias (CECHINEL et al., 1998; MARQUES,
2005).

Quando se desconhece a constituicdo fitoquimica de uma dada espécie vegetal
opta-se por metodologias de extracdo mais simples como a percolacdo que se
caracteriza pelo contato estatico ou dinamico de um solvente, neste caso misturas de
agua e alcool, com a planta. Método de extracdo a quente, Soxhlet, também pode ser
utilizado (MACIEL et al., 2002).

Metodologias mais avancadas de extracdo buscam reduzir a influéncia dos
solventes organicos, muitas vezes utilizados visando a extracdo de substancias menos
soliveis em preparagdes simples de &gua:éalcool, como metanol, hexano, acetato de
etila, cloroférmio entre outros, a partir da extracdo com fluido pressurizado em altas
temperaturas em curto periodo de tempo (ONG, 2004). Neste caso as ligacGes quimicas
produzidas por interacOes eletrostaticas entre os metabolitos e seus sitios de
armazenamento séo rompidas pelas altas temperaturas e 0os compostos arrastados pelo
solvente (agua:alcool) sobre presséo.

Apbs a elaboracdo dos extratos ha a evaporacdo dos solventes utilizados e o
solido remanescente constitui a amostra alvo dos ensaios de atividade bioldgica, sendo o
mesmo dissolvido em solugdes apropriadas que garantam a homogeneidade do mesmo,
antes das atividades de avaliacdo.

Atividades de caracterizacdo da constituicdo quimica podem ser associadas aos
estudos bioldgicos visando o conhecimento e isolamento das substancias ativas, sendo
elas ligadas aos diferentes métodos de cromatografia e técnicas espectrais com
ultravioleta, infravermelho e ressonancia magnética nuclear (CECHINEL et al., 1998).

2.4. Metodologias in vitro para avaliacdo anti-helmintica de fitoterapicos

A validacédo de fitoterapicos como anti-helminticos inicia-se com a submissao
de extratos provindos das plantas hipoteticamente ativas a diversos testes (HOSTE et
al., 2011), sendo estes, coincidentes com os utilizados para deteccdo de resisténcia a
antiparasitarios: teste de eclodibilidade larval (MONTEIRO et al., 2011; NCHU et al.,
2011; VASCONCELOS, 2006), teste de inibicdo da migracdo larval (ALONSO-DIAZ
et al., 2011; LORIMER et al., 1996), teste de inibicdo do desenvolvimento larval
(KAMARAJ et al., 2010; VASCONCELOS, 2006) e menos frequentemente testes de
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inibicdo do desembainhamento (MONTEIRO et al., 2011) e de motilidade de larvas ou
adultos (WATERMAN et al., 2010), sendo este, por pela alta subjetividade, pouco
utilizado.

A técnica de eclodibilidade larval (COLES et al., 1992) inicialmente descrita
para avaliacdo da ocorréncia de resisténcia a benzimidazdis pode ser ajustada
(CHAGAS et al.,, 2010) para a utilizacdo em testes com plantas supostamente
medicinais. Esses ajustes se ddo a partir de pequenas alteracbes como a redugdo do
numero de ovos colocados em teste e 0 aumento do volume da solugdo tratamento, o
que facilita a contagem de ovos além de garantir maior contato entre ovos e extrato.
Isso, em se tratando de compostos de comportamento desconhecido, deve diminuir as
chances de erros de interpretacdo e variages nos resultados.

Esse teste tem a finalidade de avaliar a capacidade dos extratos em impedir a
ecloséo de larvas dos ovos submetidos ao contato com 0 mesmo. Nesse caso 0 que se
obtém em avaliacBes que detectam compostos bioativos € a interrup¢do do processo de
desenvolvimento blastular do embrido do nematoda (NERY et al., 2009) ou mesmo de
vias enzimaticas ou de enzimas associadas a eclosao.

O teste de inibicdo da migracdo larval (TIML) (D’ASSONVILE et al., 1996),
visa avaliar a resisténcia a anti-helminticos que possuem como sitio de atuacdo a
musculatura somatica, seja pela atuacdo em vias estimuladoras ou inibitorias. Baseia-se
na avaliacdo da capacidade migratoria de larvas de terceiro estagio, apds periodo de
incubacdo com a solucdo tratamento, em Agar gel. Essa técnica sofreu algumas
modificacbes (MOLENTO; PRICHARD, 2001), porém, ainda mantém baixa
repetibilidade, o que ocorre em virtude da ndo quantificacdo de larvas ndo migrantes,
Além disso, as metodologias descritas restringem-se a utilizagdo com isolados puros.
Demeler (2005) propds uma técnica mais sensivel do TIML, podendo o aumento da
sensibilidade ser atribuido a constancia das observacdes sobre larvas migrantes e ndo
migrantes. Ainda, deve-se ressaltar que esta tltima metodologia pode se aplicar tambem
a isolados mistos, uma vez que, ndo se realiza a pratica de desembainhamento das larvas
de terceiro estagio o que permite a deteccdo de resisténcia por género.

A avaliacdo da capacidade inibitoria sobre o desenvolvimento larval (COLES
et al., 2006; TAYLOR, 1990) desenvolvida primariamente para estudos referentes a
resisténcia a benzimidazois e ao levamisol, por sua vez, também tem aplicacdo a

pesquisa de extratos com atividade bioldgica (CHAGAS et al., 2010), sendo talvez o
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teste mais abrangente. Isso ocorre uma vez que, em organismo complexo como os
nematodas em que o equilibrio dindmico entre seus diversos sistemas organicos €
imprescindivel ao seu desenvolvimento, compostos que tenham a capacidade de
comprometer prejudicialmente qualquer ponto que desestabilize a homeostase desses
sistemas, podem ser identificados, em detrimento a outros testes que se detém a anélises
mais restritas.

Mesmo sendo um teste de elevada acuracia, sua implantacdo no estudo da
resisténcia aos antiparasitarios ou mesmo em ensaios de bioprospeccdo pode sofrer
limitacBes, sendo estas relacionadas as espécies de helmintos de interesse. Testes de
desenvolvimento larval podem ser encontrados para helmintos de ovinos e caprinos
(TAYLOR, 1990), de suinos (VARADY et al., 1996) e de eqiiinos (CRAVEN et al.,
1999), no entanto, para nematodas de bovinos ha poucos estudos como o de Mshanga
(2007) e os mesmos se restringem ao género Cooperia.

Os demais testes ndo serdo descritos. Deve-se salientar que a melhor forma de
se avaliar um composto fitoterapico é a partir da realizacdo de testes que incidam sobre
os diferentes estagios de desenvolvimento do parasita, numa tentativa de elucidar, e
caracterizar, as formas de atuacdo de extratos sobre as fases parasitarias expostas aos
mesmos.

Deve-se ressaltar que diferencas de sensibilidade entre metodologias de
avaliacdo de propriedade anti-helmintica de extratos de plantas podem ocorrer, porém, a
diferenca ndo ocorre em virtude de limitagdes técnicas das metodologias, mas devido ao
maior potencial inibitdrio de uma determinada substancia sobre uma fase de
desenvolvimento parasitario (ALONSO DIAZ et al., 2011).

Compostos de origem vegetal implicados a acéo anti-helmintica

Os compostos apontados como nematodicidas pertencem a uma ampla classe
de substancias quimicas chamada de metabdlitos secundéarios, que tem sua origem a
partir de relagdes alelopaticas entre as plantas e o ambiente que as cerca. Estas
substancias, como o préprio nome indica, ndo sdo associadas ao metabolismo primario
da planta e, portanto, ndo sdo indispensaveis ao seu desenvolvimento. S&o sintetizados
por vias alternativas do metabolismo celular envolvendo o &cido chiquimico e

aminoacidos (SANTOS, 2010) e sdo armazenados em compartimentos, vacuolos
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celulares ou tricomas (apéndices de origem epidérmica) na dependéncia da natureza
quimica dos mesmos, muitas vezes em 6rgdos e células distantes dos pontos de sintese
(WINK, 2008).

As plantas possuem diversas substancias sendo produzidas ao mesmo tempo e
em diferentes pontos do seu organismo, as quais sdo direcionadas aos distintos
estimulos aos quais foram expostas (ACAMOVIC; BROOKER, 2005), podendo em
alguns casos, haver a producdo de mais de uma substancia em resposta a0 mesmo
agente. Segundo Luz (2009) metabolitos secundarios podem ser produzidos nas diversas
partes da planta (folhas, caules, raizes, flores e sementes) sendo a concentracdo dos
mesmos afetada pela espécie, estagio de desenvolvimento, condi¢des climéticas e
geogréficas.

Os metabolitos secundarios sdo muitas vezes produtos associados a
mecanismos defensivos, sendo denominados fitoprotetores, no entanto, podem ainda
atuar como substéncias atraentes para polinizadores, em flores, e para dispersores de
sementes, em frutos, defesa contra outras plantas competindo por nutrientes, protecdo
contra raios ultravioletas e facilitacdo da fixacdo de nitrogénio (ACAMOVIC;
BROOKER, 2005). Em animais essas substancias sdo capazes de interagir com
diferentes moléculas e sitios celulares como enzimas, receptores de hormonios e
neurotransmissores, de forma que dificilmente ha um sitio celular sobre o qual ndo ha
metabolitos que possam atuar (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

Destacam-se entre 0s metabdlitos as saponinas, alcaldides, aminoacidos nédo
protéicos, taninos e outros polifendis, lignina e glicosideos, sendo que 0os compostos que
mais tém sido associados & atividade anti-helmintica sdo os taninos (GITHIORI et al.,
2006: HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011).

No caso dos compostos polifendis, com destaque para 0s taninos, ja € bem
conhecida a capacidade dessas substancias em se ligarem a algumas proteinas. Taninos
sdo classificados de acordo com suas estruturas quimicas em taninos condensados e
hidrolizaveis, sendo os primeiros, comumente encontrados em forrageiras tropicais,
subdivididos ainda em diversas outras classes com destaque para as prodelfinidinas e
procianidinas, essas relacionadas com acdes anti-helminticas (HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011).

Ainda de acordo com Hoste & Torres-Acosta (2011), em ruminantes a ligacao
a proteinas, sobretudo as ricas em prolina (BAXTER et al.,, 1997), se realiza em



20

ambiente ruminal e propicia a diminuicdo da degradacdo protéica por bactérias da
microbiota local. J& no compartimento abomasal, em virtude do baixo pH, o complexo
macromolecular tanino/proteina se desfaz e as proteinas seguem sendo degradadas e
absorvidas no trato intestinal. Desta forma, com melhor aporte protéico, ha aumento da
capacidade de resposta imunoldgica frente a agentes nocivos, dentre eles 0os nematodas,
0 que representa uma atuacao indireta desses metabolitos sobre infeccbes helminticas.

O efeito direto dos taninos tambeém advém da afinidade em se ligar a proteinas,
e ocorre sobre a cuticula do parasito (regido bucal e vulva de fémeas, entre outras)
provocando alteracBes em sua arquitetura, quadros degenerativos na musculatura e em
celulas intestinais (BRUNET et al., 2011).

Em consequéncia a estas lesdes, pode haver reducdo da motilidade do
individuo, em virtude de alteracbes metabolicas advindas de quebras estruturais da
cuticula. A nutricdo do parasito pode ser afetada em decorréncia das alteracbes na
extremidade anterior, também ocorrendo prejuizos na liberacdo de ovos em fémeas que
tenham seu apéndice reprodutivo desestruturado (HOSTE et al., 2012).

Além dos taninos, Rios-de-Alvarez et al. (2012) sugeriram que lectinas,
proteinas ndo imunoldgicas, possuam acao direta sobre a fecundidade de Teladorsagia
circuncicta e Trichostrongylus colubriformis, e efeito indireto por ativagdo da resposta
imune local do hospedeiro, com aumento de eosinofilos, células produtoras de muco e
tendéncia ao aumento de células T helper na mucosa do trato gastrointestinal de
individuos infectados.

Atuacdo direta de concavalina-A, uma lectina, foi demonstrada em
Strongyloides ratti a partir de sua ligacdo a terminais aglcares presentes em receptores
anfideos do mesmo parasito afetando sua capacidade quimiocinética (TOBATA-KUDA
et al., 2005).

Duas espécies de helmintos ja& podem ser diferenciadas entre si nas suas
diferentes fases de desenvolvimento a partir da utilizacdo de lectinas (HILLRICHS et
al., 2012) como ocorre em Teladorsagia circuncicta e Haemonchus contortus, isso
devido a capacidade que as lectinas possuem em se ligar a agucares localizados na
superficie do parasito. Nesse sentido pode-se observar que a constituicdo quimica da
cuticula em relacdo aos carboidratos de superficie pode variar entre espécies e que as
lectinas podem evidenciar algum grau de seletividade de ligacdo, devendo esse fato ser

levado em consideracdo no estudo dessas substancias e suas implicagcdes no controle
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parasitario. Além disso, algumas lectinas podem possuir propriedades inibidoras sobre
ribossomos (WINK, 2008) impedindo a sintese protéica.

Saponinas possuem caracteristica anfipdtica atuando como solugdes
detergentes e quando ingeridas sdo absorvidas prontamente ou como micelas pelas
células intestinais (ACAMOVIC; BROOKER, 2005). Em contato com membranas
biolodgicas algumas saponinas podem provocar a desestabilizacdo das mesmas com
consequente influéncia sobre o intercdmbio idnico (WINK, 2008), culminando com o
aumento da concentracdo de ions calcio no ambiente intracitoplasmatico ativando, em
conseqliéncia, proteinas pro-apoptoticas calcio-dependentes, como observado para
dammaranes, uma classe de saponina (MAN et al., 2010). No ambiente intestinal de
mamiferos expostos ao contato com saponinas processos de absor¢do de moléculas sdo
prejudicados e transporte de acUcares inibidos (Johnson et al., 1986) sendo os
helmintos, provavelmente, comprometidos da mesma forma (ACAMOVIC;
BROOKER, 2005) pelo contato via sangue no caso de helmintos hemat6fagos ou
contato direto a partir da ingesta rica em saponinas.

Saponinas presentes em Medicavo sativa demonstraram efeito inibidor sobre
nematodas parasitas de plantas (D’ADDABBO et al., 2011).

Representantes de outras classes de metabdlitos secundarios também tiveram
suas atividades anti-helminticas demonstradas. Vasconcelos, (2006) observou a
atividade anti-helmintica em Croton zehntneri e Lippia sidoides de seus principais
constituintes, anetol e timol (terpenos), a partir de testes de inibi¢do da eclodibilidade e
de desenvolvimento larval em Haemonchus contortus. Lorimer et al. (1996) também
identificaram a acdo de compostos polifendis inibindo a migracdo de larvas de terceiro

estagio de nematodas.

Ensaios de eficacia anti-helmintica com fitoterapicos: testes in vitro

Os primeiros ensaios visando validacdo de um fitoterapico se baseiam em
avaliacdes in vitro dos extratos das plantas, nas quais se consideram apenas a droga
candidata e o parasito livres de condigfes externas, ambiente e hospedeiro (COSTA et
al., 2002). Nesse sentido diversas espécies de plantas foram avaliadas quanto a acéo

anti-helmintica.
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Extrato bruto de Flemingia vestita apresentou atividade trematodicida e
cestodicida (TANDON et al., 1997). Os parasitas submetidos ao tratamento com o
extrato apresentam alteragOes na arquitetura do tegumento que culminam com a morte
dos mesmos.

Fracdo acetona de Peltophorum africanum (folhas, cascas e raizes) foi
avaliada sobre ovos e larvas de Trichostrongylus colubriformis e apresentou inibicdo
completa da ecloséo de ovos e do desenvolvimento de larvas com concentragdes entre 5
e 25 mg/mL (BIZIMENYERA et al., 2006).

Allocasuarina torulosa, Neolitrea dealbata, Acacia holorericea, Acacia
salicina, Callitris endlicheri e Casuarina cunninghamiana, fracdo metanolica,
mostraram-se ativas inibindo a migracao de larvas de Haemonchus placei e Cooperia
sp. (MORENO et al., 2010).

Waterman et al. (2010), ao investigarem a atividade anti-helmintica de 17
espécies de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas para o tratamento contra
parasitas gastrintestinais na Africa Sub-sahariana, a partir do teste de motilidade larval
em Caenorhabiditis elegans, observaram que 12 das espécies possuiam atividade anti-
helmintica, e destas, oito foram consideradas ativas (acima de 52% de eficacia em pelo
menos uma das fragdes de extrato na concentragéo de 1 mg/mL).

Marie-Magdeleine et al. (2010) avaliaram o efeito in vitro das fragdes (aquosa,
metanolica e diclorometandlica) de frutos, folhas e raizes de Tabernaemontana citrifolia
frente a0 nematoda H. contortus, utilizando-se de quatro metodologias diferentes
(eclodibilidade larval, desenvolvimento larval, inibicdo da migracéo larval e motilidade
de adultos). Observou-se efeito significativo, porém diferente, dos extratos de diferentes
partes da planta, o qual foi fortemente dependente do estagio de desenvolvimento do
parasito e da fracdo do extrato avaliada. Os maiores efeitos inibidores foram observados
para 0 extrato metanolico sobre o desenvolvimento larval, variando de 88,9-99,8%
(dose dependéncia) para frutos, 72,1-83,8% para raizes e 33,5-85% para folhas.

Extratos aquoso e hidro-alcodlico de Melia azedarach foram avaliados sobre
ovos e larvas de H. contortus a partir do teste de eclodibilidade e desenvolvimento
larval. Inibicdo de 99,4% e 100% da eclodibilidade e 100% de desenvolvimento larval
na concentracdo de 12,5 mg/mL foram observados respectivamente (KAMARAJ et al.,
2010).
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Markhamia obtusifolia, extrato aquoso e acetbnico, foi avaliada sobre T.
colubriformis a partir do teste de inibicdo da eclodibilidade larval e percentuais de
eficdcia dose dependentes que chegaram a 87,3% para extrato aceténico 50 mg/mL e
96,3% para extrato aquoso 100 mg/mL foram observados (NCHU et al., 2011).

Monteiro et al. (2011) ao avaliarem a atividade anti-helmintica de fracGes
hexano, acetato de etila e etanolica de Jatropha curcas a partir de testes de inibicdo da
eclodibilidade e inibicdo do desembainhamento larval observaram 99,8% de inibicéo da
eclodibilidade larval com a fracdo etanolica. Na tentativa de se avaliar a influéncia da
presenca de taninos na eficacia do extrato etandlico, foi acrescentado polivinil
polirrolidona (PVPP), substancia capaz de se complexar com taninos formando
macromoléculas inertes, e novo teste foi realizado. Ap6s a adicao de PVPP a eficacia se
reduziu a 91,9% indicando fraca influéncia de taninos sobre a inibicdo do
desenvolvimento blastular por reducdo de mitoses. No teste de inibicdo do
desembainhamento utilizando a fracdo etanolica houve 81,1% de inibicdo, percentual
revertido pela adicdo de PVPP. Desta forma observa-se que taninos sdo mais eficazes
contra estagios larvares. As fraches hexano e acetato de etila proporcionaram
percentuais de desembainhamento semelhantes ao do grupo controle (solugdo salina
tamponada com fosfato).

Payne et al. (2013) realizaram screening in vitro com extratos brutos de 37
espéecies de plantas nativas da Australia para avaliacdo da atividade anti-helmintica
sobre larvas de ciatostomineos e observaram inibicdo completa do desenvolvimento
larval com extratos de Acacia baileyana, Acacia melanoxylon, A. podalyrrifolia,
Alectryon oleifolius, Duboisia hopwoodii, Eucalyptus gomphocephala e Santalum
spicatum.

Ainda, extratos etandlicos de Pistacia lentiscus e Phillyrea latifolia foram
avaliados sobre o desenvolvimento de isolado misto de Teladorsagia circuncincta, T.
colubriformis e Chabertia ovina e percentuais de 80 a 97% de inibigdo foram

observados para essas duas plantas, respectivamente (AZAIZEH et al., 2013).

Relatos de eficécia anti-helmintica com fitoterapicos: testes in vivo

Githiori et al. (2002) avaliaram a atividade anti-helmintica de folhas e frutos de

duas plantas utilizadas como anti-helminticas em comunidades rurais do Quénia,
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Myrsine africana e Rapanea melanophloeos, a partir do teste de reducdo da contagem
de ovos nas fezes de cordeiros infectados artificialmente com H. contortus. Os extratos
foram obtidos apds a cocgdo de folhas (125 g/ 500 mL de agua/animal) e frutos (50
0/250 mL de agua/animal) de M. africana e R. melanophloeos e o extrato resultante foi
administrado por via oral aos animais em dose Unica. O efeito anti-helmintico ndo foi
observado para nenhuma das plantas avaliadas.

Como mencionado pelos autores, ndo se pode dizer que folhas e frutos das
espécies avaliadas ndo tém atividade anti-helmintica. Fatores intrinsecos a planta como
fase vegetativa e idade, além de fatores ambientais, podem influenciar na constituicao e
concentracdo de compostos quimicos de exemplares testados, de forma que quando
esses fatores sdo modificados, alteragdes climaticas, localizacdo geografica ou de
desenvolvimento vegetativo, as mesmas espéecies podem demonstrar atividade anti-
helmintica diferente. Além disso, o carater especificidade quanto a acdo anti-helmintica
possui grande influencia sobre os resultados dos ensaios. Espécies de helmintos podem
ser naturalmente resistentes a determinadas substancias presentes em plantas testadas, o
que torna interessante a utilizacdo de isolados mistos em estudos investigativos com
plantas medicinais. A caracteristica, especificidade, também pode estar relacionada a
fase de desenvolvimento do parasito (GITHIORI et al., 2002).

Além dos fatores relacionados ao ambiente e as plantas também se deve
considerar aqueles relacionados aos animais, sobretudo os ruminantes. A flora ruminal
pode possuir grande influéncia sobre substancias administradas por via oral, de forma
que substancias quimicas apontadas como bioativas em ensaios in vitro, podem sofrer
alteracdes estruturais perdendo sua atividade no ambiente ruminal (SANTOS et al.,
2012), o que poderia estar relacionado com 0s insucessos em parte dos ensaios in vivo
com substancias sabidamente ativas. Com isto, outras vias de administracdo devem ser
avaliadas buscando a eliminacéo da influéncia da flora ruminal.

Grade et al. (2008) demonstraram atividade anti-helmintica da casca
pulverizada de Albizia anthelmintica fornecida via oral a ovinos naturalmente infectados
e observaram percentuais de reducdo na contagem de ovos nas fezes que variaram de
66,5 a 78,3%.

Vatta et al. (2011) encontraram efeito anti-helmintico dose dependente de
mistura fresca de diferentes porcdes da parte aérea, exceto espinhos, de Cereus

jamaruca sobre H. contortus e T. colubriformis em cordeiros artificialmente infectados,
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com reducdo entre 18 e 65% na contagem de ovos nas fezes apos dosificacdes semanais
de 64,6g/cordeiro por seis semanas.

Deve-se ressaltar, que muitos dos compostos fitoprotetores podem apresentar
algum nivel de toxicidade, principalmente, quando administrados em grande quantidade
a animais de producdo, como observado por Gadir et al. (2003) em avaliacdo in vivo da
toxicidade de Jatropha curcas em caprinos, na qual observaram alteracdes no aparelho
circulatorio, respiratorio e gastrintestinal.

Ensaios de toxicidade in vitro representam etapa preliminar aos testes em
modelos in vivo (COSTA et al., 2002), de forma que, proporcionam o conhecimento de
potencialidades tdxicas que devem ser consideradas no estabelecimento da concentragdo
de compostos fitoterapicos a serem utilizados em modelos animais, dessa forma

impedindo a ocorréncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro.

Consideracdes finais
A pesquisa por plantas com atividade nematodicida representa uma fonte em

potencial de substancias quimicas passiveis de utilizacdo em atividades auxiliares de
controle das nematodioses gastrointestinais em ruminantes e, além disso, apresenta-se

como fonte de possiveis novas moléculas anti-helminticas.
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Abstract: In the Pantanal of Mato Grosso do Sul, studies with plants veterinary medical interest are
scarce. Was evaluated the effect of plant extracts this biome against eggs of H. placei. Plant samples were
collected in the rainy season between December 2011 and May 2012, dried and processed in a pressurized
fluid extractor using as ethanol/water 7:3 solvent, and rotaevaporated and refrigerated extracts. The work
was divided into three experiments: I) screening test extracts at concentrations of 50, 10 and 1 mg/mL, 1)
determining the effective concentrations (EC) to inviability of 50 and 90 % of eggs (active extracts and
thiabendazole) and Il1) evaluation of the effect of precipitation of extracts of T. serratifolia, Senna
occidentalis and Tocoynea formosa against larval hatchability. Melanthera latifolia, Casearia aculeata
and Ocotea diospyrifolia have proven ineffective. Was observed for thiabendazole EC50 of 0.002 mg/mL
and CE90 of 0.006 mg/mL, for Angelonia hirta (2.206, 6.875 ), Aspilia latissima (1.281, 2.477),
Centratherum punctatum (12.42, 42.07), Dioidia kuntzei (2.603, 4.746), Echinodorus paniculatus (6.433,
21.45), Hyptis mutabilis (2.429, 5.506), H. brevipes (3.339, 5.713) , Ipomoea chiliantha (0.5361, 1.178),
Lantana canescens (0.7521, 1.699), Sebastiana hispida (1.879, 2.719), T. serratifolia (0.828, 1.943),
Tocoynea formosa (10.08, 14.52) and Vitex cymosa ( 13.13, 174.6 ) mg/mL, respectively. The

precipitation of the extracts significantly influenced the rate of larval hatchability in trials with T.

Pagina 33 de 50



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60
61

62
63

serratifolia (p<0.0001), S. occidentalis (p<0.0001) and T. formosa (p< 0.0001). These results suggest that

plants with anthelmintic potential were found.

Keywords: Parasites; ruminant; phytotherapy.

Resumo: No Pantanal de Mato Grosso do Sul, estudos com plantas de interesse médico veterinario sdo
escassos. No presente trabalho, avaliou-se o efeito de extratos de plantas deste bioma sobre ovos de H.
placei. Amostras de plantas foram coletadas, no periodo de cheia entre dezembro de 2011 e maio de
2012, secas e processadas em extrator de fluido pressurizado utilizando como solvente etanol/agua 7:3, e
0s extratos rotaevaporados e refrigerados. O trabalho foi dividido em trés experimentos: 1) teste de
triagem dos extratos nas concentragdes de 50, 10 e 1 mg/mL, Il) determinacgdo das concentragdes efetivas
(CE) para inviabilizacéo de 50 e 90% dos ovos (extratos ativos e tiabendazole) e 111) avaliagdo do efeito
da precipitacdo dos extratos de Tabebuia serratifolia, Senna occidentalis e Tocoynea formosa sobre a taxa
de eclodibilidade larval. Melanthera latifolia, Casearia aculeata e Ocotea diospyrifolia ndo se mostraram
efetivas. Foi observado para tiabendazole CE50 de 0.002 pg/mL e CE90 de 0.006 pg/mL, para Angelonia
hirta (2,206; 6,875), Aspilia latissima (1,281; 2,477), Centratherum punctatum (12,42; 42,07), Dioidia
kuntzei (2,603; 4,746), Echinodorus paniculatus (6,433; 21,45), Hyptis mutabilis (2,429; 5,506), H.
brevipes (3,339;5,713), Ipomoea chiliantha (0,5361; 1,178), Lantana canescens (0,7521; 1,699),
Sebastiana hispida (1,879; 2,719), Tabebuia serratifolia (0,828; 1,943), Tocoynea formosa (10,08; 14,52)
e Vitex cymosa (13,13; 174,6) em mg/mL, respectivamente. A precipitacdo dos extratos influenciou
significativamente a taxa de eclodibilidade larval nos ensaios com T. serratifolia (p<0,0001), S.
occidentalis (p<0,0001) e T. formosa (p<0,0001). Estes resultados permitem inferir que foram

encontradas plantas com potencial anti-helmintico.

Palavras-chave: Parasitos; ruminantes; fitoterapia.

1.0. Introducéo
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A nematodiose gastrointestinal é uma das enfermidades parasitarias mais frequentes em
bovinos, possui carater subclinico, estd intimamente relacionada ao desempenho dos individuos
acometidos e é fator impactante sobre o ganho de peso (Borges et al., 2013).

A utilizagdo indiscriminada de anti-helminticos ao longo dos anos visando o controle dessa
enfermidade promoveu a selecdo de helmintos e o estabelecimento do fenbmeno da resisténcia anti-
helmintica (Kaplan et al., 2012) tornando a nematodiose ainda mais importante como condi¢éo
desfavoravel no ambiente produtivo, assim como suas medidas de controle e prevencao.

Frente as dificuldades crescentes no controle de populagbes de nematodas parasitos com
produtos quimioterapicos convencionais, a pesquisa com fitoterapicos tem demonstrado ser viavel (Cezar
et al., 2008), apontando estes como medida auxiliar no manejo sanitario da helmintose.

O Cerrado e o Pantanal Sul-mato-grossenses sdo detentores de vasta diversidade de espécies,
familias e géneros vegetais e sdo poucos os estudos conduzidos especialmente na regido do Pantanal com
referéncia a catalogagdo e caracterizacdo de espécies com potencial interesse farmacéutico (Pereira et al.,
2007).

Considerando a grande diversidade da flora desses biomas, a possibilidade de obtencdo de
grande variedade de substancias quimicas e o crescimento da importancia econdmica de Haemonchus
placei em decorréncia do aumento de sua intensidade média de parasitismo e dos relatos de resisténcia
(Santos et al., 2010), objetivou-se avaliar extratos de plantas de diferentes familias coletadas no bioma
Pantanal do Mato Grosso do Sul, disponiveis no banco de extratos do Laboratério de Farmacognosia da
UFMS, sobre ovos de H. placei atentando-se para os pardmetros: concentragdo efetiva para inviabilizar

50% e 90% dos ovos, como critério para sele¢do de plantas ativas.

2.0. Material e métodos

2.1. Haemonchus placei

O isolado de Haemonchus placei (HpIBR1) é mantido criopreservado no Laboratério de

Parasitologia Veterindria da UFMS e foi caracterizado como resistente a ivermectina (IVM), a qual

apresentou ineficacia absoluta na redugéo da contagem de ovos nas fezes (Feliz, 2011).
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Para a manutencdo deste isolado, um bezerro foi desverminado por trés dias consecutivos com
sulféxido de albendazole (Ricobendazole® Ourofino) 7,5 mg/Kg por via oral. O animal foi avaliado
diariamente quanto a infeccdo por nematodas gastrintestinais pela contagem de ovos por grama de fezes
pela técnica de McMaster (Gordon & Witlock, 1939) e foi considerado livre de infec¢do helmintica
quando somados 30 dias sem a observacdo de ovos de helmintos nas fezes. Em seguida o animal foi
inoculado por via oral com 10.000 larvas de terceiro estagio (HpIBR1) e, a partir do 30° dia pOs-
inoculacéo, coletas diarias de fezes foram realizadas visando o isolamento de ovos a serem utilizados na

avaliagdo dos extratos vegetais.

2.2. Coleta das espécies vegetais

Foram selecionadas 18 espécies vegetais do conjunto de espécies coletadas (Tabela 1) na
regido do Rio Miranda/Abobral, na Fazenda Sdo Miguel (19°36°30”S; 57°2°8”0), Estrada Parque
(19°37'5"S;57°2'4"0), Base de Estudos do Pantanal — UFMS (19°34'36"S; 57°1'11"0) e Fazenda S&o
Bento (19°34'7"S; 57°1'15"0), no periodo de cheia, dezembro a margo/2012. De cada espécime coletado
foi preparada uma exsicata, a qual foi depositada no Herbéario CG/UFMS.

As espécies foram selecionadas pelo método randdmico (Maciel et al., 2002), o qual propicia

maior chance de descoberta de novas moléculas quimicas.

2.3. Extratos de plantas

Inicialmente, as diferentes partes coletadas foram estabilizadas e secas em estufa de ar
circulante a 40°C. Para extragdo utilizou-se extrator de fluido pressurizado (DIONEX®) (ASE 150),
método bruto, solvente (etanol/agua 7:3), 100 °C, 1.600 psi, ciclo Unico, tempo estatico 5 minutos, 60 %
lavagem e 50 segundos de purga. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo e
posteriormente foram armazenados em frascos de polietileno com capacidade para 14 mililitros

identificados, vedados e mantidos a -20° C até a realizacdo dos ensaios.

2.4. Avaliacgdo anti-helmintica
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O efeito anti-helmintico dos extratos vegetais foi avaliado frente a ovos de H. placei pelo teste
de eclodibilidade larval (TEL).

Os extratos foram pesados e posteriormente diluidos em agua destilada com auxilio de agitador
mecanico tipo Vortex (IKA® Genius 3) e em seguida avaliados nas concentragdes (100 mg/mL, 50
mg/mL, 10 mg/mL e 1 mg/mL), como indicado na Tabela 2 (experimento | - teste de triagem). Os
extratos considerados ativos foram avaliados em 10 concentragdes assim como o tiabendazole que foi
utilizado como droga de referéncia (experimento I1). Nesta avaliacdo, a concentracdo responsavel pelo
menor percentual de eclodibilidade (experimento 1) foi utilizada para determinagdo da concentracgéo
inicial, a partir da qual nove outros pontos, na razdo 1:2, foram obtidos, desta forma se constituindo as 10
concentragdes.

No experimento Il foram avaliadas 13 espécies vegetais, consideradas ativas nos testes de
triagem: Angelonia hirta, Aspilia latissima, Centratherum punctatum, Dioidia kuntzei, Echinodorus
paniculatus, Hyptis brevipes, Hyptis mutabilis, Ipomoea chiliantha, Lantana canescens, Sebastiana
hispida, Tabebuia serratifolia, Tocoynea formosa e Vitex cymosa. Senna occidentalis e H. volubilis ndo
foram incluidas nesta avaliagdo, em decorréncia da quantidade insuficiente de extrato disponivel, e desta
forma a CE50 e CE90 néo foram calculadas.

No experimento Ill, Tabebuia serratifolia, Tocoynea formosa e Senna occidentalis foram
avaliadas quantoa influéncia da camada de sedimento formada pela precipitacdo do extrato durante o
periodo de incubacdo, sobre os percentuais de eclodibilidade larval. Esta avaliacdo foi necessaria em
decorréncia da ndo observacdo do efeito dose-resposta em concentracfes elevadas durante a realizagéo de
testes piloto. As concentracdes utilizadas para as plantas variaram de 120 a 0, 023 mg/mL. Para T.
serratifolia, T. formosa os testes considerados para determinacdo da CE50 e CE90 foram aqueles nos
quais ndo havia a presenca de precipitado formado a partir dos extratos.

Angelonia hirta foi avaliada com concentragdes entre 100 e 0, 2 mg/mL, Aspilia latissima (50-
0,008 mg/mL), Centratherum punctatum (120-0,234 mg/mL), Dioidia kuntzei (100-0,2 mg/mL),
Echinodorus paniculatus (100-0,2 mg/mL) Hyptis mutabilis (80 e 0,156 mg/mL), H. brevipes (100-0,2
mg/mL), Ipomoea chiliantha (50-0,08 mg/mL), Lantana canescens (10-0,0019 mg/mL), Sebastiana
hispida (50-0,08 mg/mL), Tabebuia serratifolia (3,29-0,09 mg/mL), T. formosa (120-0,2344 mg/mL) e

Vitex cymosa entre 50-0,08 mg/mL.
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2.4.1 Teste de eclodibilidade larval (TEL)

A recuperacdo de ovos de H. placei em amostras frescas de fezes, imediatamente ap0s a coleta,
foi realizada de acordo com Coles et al. (1992), modificado por Bizimenyera et al. (2006) e os testes
foram realizados segundo metodologia preconizada por Chagas et al. (2010) com modificagdes.Os
ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracdo de extrato utilizando-se placa de cultivo
celular (24 pocos). Nos pocos foram depositados 500 pL de agua contendo em média 100 ovos e em
seguida 500 pL da solugdo tratamento ou agua para o controle. Seguiu-se incubacao por 24 horas a 27°C.

Para a avaliacdo do efeito da precipitacdo dos extratos, nos pocos das placas de incubacdo,
sobre a taxa de eclodibilidade, os extratos foram diluidos 24 horas antes da exposi¢do aos ovos,
acondicionados em tubos de polietileno com capacidade de dois mililitros e deixados em estufa com
demanda de oxigénio (B.O.D) a 27°C. Em seguida os extratos foram centrifugados a 6000 rpm por 10

minutos e o sobrenadante utilizado para avaliagdo da atividade ovicida.

2.5. Andlise estatistica

Para o teste de triagem a taxa de eclodibilidade foi expressa em percentual (Coles et al., 1992):

Taxa de eclodibilidade % = [ndmero de larvas/(nimero de ovos+larvas)x100]

Os dados foram submetidos a analise de variancia considerando apenas o fator eclodibilidade,
seguido do pds-teste de Bonferroni (a=0.05) no qual todos os tratamentos foram comparados frente ao
controle negativo e entre si. Foram considerados ativos aqueles extratos que apresentaram percentuais de
eclodibilidade inferiores aos da dgua (p<0.05) em pelo menos uma das concentragdes.

Foram construidas curvas sigméides de regressdo ndo linear da relacdo dose x resposta dos
extratos ativos a partir da avaliacdo com 10 concentracdes. As concentracfes foram transformadas (X =
logX) e as eficécias, por repeticdo, foram expressas como percentual (0 a 100%) da frequéncia. Foi
calculada a concentragdo efetiva média (CE50) requerida para inviabilizar 50% dos ovos e a CE90
concentragdo requerida para inviabilizar 90% dos ovos a partir das seguintes equacdes:
Y=100/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope)), e logeC50=logEC90-(1/HillSlope)*log(90/(100-90)) em que

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10~((LogEC50-X)*HillSlope)), respectivamente, onde: X= logaritmo da
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concentracdo, Y= percentual de eficacia, Bottom= eficacia minima, Top= eficacia maxima e HillSlope =
o fator de inclinagdo da curva dose-resposta.

A influéncia do sedimento sobre os percentuais de eclodibilidade foi avaliada a partir de
analise de variancia de dois fatores (two way ANOVA) seguido do pés-teste de Bonferroni com 0=0.05,
na qual as variaveis presenca e auséncia de sedimento foram comparadas, para cada concentracdo de
extrato, utilizando-se as eficacias (percentual de inviabilizacdo de ovos). Para T. serratifolia os ensaios
foram realizados com seis repeticBes por variavel avaliada e para S. occidentalis e T. formosa apenas trés.

As analises estatisticas foram realizadas empregando o programa GraphPad Prism. Version
5.03 (GraphPad Software, San Diego, California,. USA, http://www.graphpad.com).

O percentual de reducdo da eclodibilidade, do TEL, de cada extrato em diferentes
concentragdes foi calculado com a seguinte formula (Coles et al., 1992):

Reducdo da eclodibilidade % = [nimero de ovos/(nimero de ovos + larvas)x100].

3.0. Resultados

Extratos de 15 espécies vegetais se mostraram ativos nos testes de triagem com percentuais de
reducdo da eclodibilidade que variaram entre 40,5% (p<0, 0001) e 100% (p<0, 0001), (Tabela 2).

Melanthera latifolia, Casearia aculeata e Ocotea diospyrifolia ndo foram eficazes nos testes de
triagem (Tabela 2) sendo observados percentuais de inibicdo da eclodibilidade de 19,85%, 10,35% e
15,9% respectivamente, nas solu¢es mais concentrados. Observou-se maior percentual de eclodibilidade
(p=0, 0023) quando ovos de H. placei foram expostos a extratos de M. latifolia (p=0, 0023) e O.
diospyrifolia (p=0,0143), nas concentra¢des de 1 e 10 mg/mL, do que quando expostos a agua.

Hippocratea volubilis foi avaliada somente no ensaio de triagem, no qual apenas a
concentragdo de 10 mg/mL mostrou-se ativa, reduzindo significativamente a taxa de eclodibilidade larval
(p=0,0155), ndo sendo avaliada em 10 concentracfes em decorréncia da pequena quantidade de extrato
disponivel.

Assim como para H. volubilis, pode-se observar para T. formosa maior taxa de inibicdo da
eclodibilidade larval na concentracdo intermediaria, 10 mg/mL (p=0,0001). Lantana canescens também
se apresentou com comportamento andmalo com auséncia de relacdo dose-resposta na avaliacdo de

triagem (Tabela 2). Maiores taxas de inibicdo da eclodibilidade foram encontrados em baixas
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concentracdes (100% a 10 mg/mL) enquanto que taxas inferiores foram observados em maiores
concentracdes ( 92.34% a 100 mg/mL), embora diferencas estatisticas ndo tenham sido observadas entre
as concentrac@es de extrato (p>0,05), para esta espécie.

Nos testes de triagem e ensaios de 10 concentragBes notou-se a precipitacdo dos extratos e
auséncia do efeito dose-resposta nas maiores concentracdes para T. serratifolia e T. formosa, ou seja,
observou-se maior percentual de eclodibilidade em concentra¢fes mais elevadas. O mesmo foi observado
em testes piloto para S. occidentalis. A hipétese do efeito da presenca do sedimento, oriundo da
precipitacdo dos extratos, sobre a taxa de eclodibilidade foi comprovada para S. occidentalis (p<0, 0001)
e T. formosa (p<0, 0001). Para T. serratifolia observou-se interacéo entre o sedimento e as concentragdes
de extrato (p<0, 0001) visualizada a partir de diferencas significativas entre percentuais de inibicdo da
eclodibilidade, em parte das concentra¢cdes avaliadas, quando testes com presenca e auséncia de
sedimento foram analisados comparativamente: 30 mg/mL (p<0,001), 15 mg/mL (p<0,001), 7.5 mg/mL
(p<0,001), 3,75 mg/mL (p<0.05), 1,875 mg/mL (p<0,001). Para S. occidentalis diferengas significativas
foram observadas nas concentragfes 120 mg/mL (p<0,01), 60 mg/mL (p<0,001), 30 mg/mL (p<0,001),
15 mg/mL (p<0,001), 7,5 mg/mL (p<0,001) e 3,75 mg/mL (p<0,01) (Figura 2). Para T. formosa,
diferencas foram observadas nas concentra¢cbes 120 mg/mL (p<0,01), 60 mg/mL (p<0,05), 15 mg/mL
(p<0,05) e 7,5 mg/mL (p<0,01).

Os 13 extratos avaliados em 10 concentraces (A. latissima; C. punctatum; D. kuntzei; E.
paniculatus; H. mutabilis; H. brevipes; I. chiliantha; L. canescens; S. hispida; T. serratifolia; V. cymosa,
A. hirta, T. formosa) mostraram efeito dose dependente havendo gradual aumento dos percentuais de
eficdcia a medida que as concentragdes foram elevadas (Tabela 3). ConcentracGes efetivas médias (CE50)
entre 0,5 a 13,13 mg/mL foram observadas para as diferentes espécies (Figura 1) ao passo que CE50 de
0.002 pg/mL (0,0019-0,0022 1C95%) foi encontrada para tiabendazole. A concentragdo efetiva necessaria
para inviabilizacdo de 90% dos ovos (CE90), para os extratos, variou de 1,18 a 174,6 mg/mL,
concentragdes bem superiores a do tiabendazole que foi de 0,06 pg/mL (0.004-0.009 1C95%).

Inibicdo completa da eclodibilidade larval de H. placei foi observada com extratos de A. hirta
(100 mg/mL), D. kuntzei (25 mg/mL), H. brevipes (25 mg/mL), A. latissima (6,25 mg/mL), T. formosa
(15 mg/mL), 1. chiliantha (6,25 mg/mL), L. canescens (5 mg/mL) e T. serratifolia (2,33 mg/mL).

E. paniculatus e M. latifolia, embora pertencentes & mesma familia (Alismataceae), nao

apresentaram acdo ovicida semelhante, sendo que M. latifolia ndo foi considerada ativa. Observou-se
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maior eclodibilidade dos ovos quando expostos ao extrato desta espécie (p=0,0023) do que quando
expostos somente a agua. Contrariamente, E. paniculatus inibiu significativamente (p<0,0001) a
eclodibilidade dos ovos de H. placei, observando-se 97% de eficacia na inviabilizacdo dos ovos na

concentragdo de 100 mg/mL.

5.0. Discussao

Neste trabalho as 18 plantas que foram avaliadas quanto a acdo anti-helmintica foram
estudadas pela primeira vez frente a ovos do nematoda H. placei.

Destas 18 espécies estudadas quanto & acdo ovicida sobre H. placei 15 foram ativas, sendo
elas: Angelonia hirta, Aspilia latissima, Centratherum punctatum, Dioidia kuntzei, Echinodorus
paniculatus, Hippocratea volubilis, Hyptis brevipes, Hyptis mutabilis, Ipomoea chiliantha, Lantana
canescens, Sebastiana hispida, Senna occidentalis, Tabebuia serratifolia, Tocoynea formosa e Vitex
cymosa.

Assim como observado para substancias anti-helminticas conhecidas, houve forte relacéo entre
os percentuais de inibicdo da eclodibilidade e a concentracdo dos extratos avaliados em H. placei,
evidenciando comportamento dose-dependente, efeito também observado por Bizimenyera et al., (2006)
em Trichostrongylus colubriformis,, Kamaraj et al. (2010) em H. contortus, Kamaraj & Rahuman (2011)
em H. contortus, e Wabo-Poné et al. (2011) em Heligmosomoides bakeri, em seus ensaios de
eclodibilidade larval com extratos de diferentes plantas. O comportamento dos extratos, quando
comparados ao tiabendazole, foi inferior quanto a inviabilizacdo dos ovos (Figura 1), porém, as plantas
consideradas ativas sdo promissoras, uma vez que foram utilizados extratos brutos sem enriquecimento
ou fracionamento.

Concentracoes efetivas médias proximas a faixa observada no presente trabalho (0,5362
mg/mL e 13,13 mg/mL) foram observadas por Kamaraj & Rahuman (2011) que trabalharam com
diferentes fracfes dos extratos de Annona squamosa, Eclipta prostrata, Solanum torvum, Terminalia
chebula e Catharantus roseus (3,80 mg/mL a 8,82 mg/mL) em H. contortus e por Pefia et al. (2013), que
trabalhando com a avaliagdo do efeito ovicida de lactonas sesquiterpénicas de Cichorium intybus em
Cooperia oncophora observaram CE50 de 0,64 mg/mL. Nchu et al. (2011) também observaram CE50

préxima as observadas no presente estudo quando realizaram ensaios de atividade ovivida do extrato
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acetona de Markhamia obtusifolia em T. colubriformis (0,8 mg/mL), porém CE50 inferior (0,46 mg/mL)
guando avaliaram a acdo do extrato aquoso.

O célculo da CE90 pode ser utilizado como parametro de avaliacdo da efetividade de extratos,
fator determinante para a escolha de plantas mais efetivas e com melhores perfis de atividade.

A concentracdo efetiva para inviabilizacdo de 90% dos ovos (10,7 mg/mL) observada por Nchu
et al., (2011) foi superior a CE90 da maioria das plantas avaliadas no presente trabalho e apresentou-se 23
vezes maior que sua CE50. Em contrapartida, as CEs 90 observadas neste estudo apresentam-se entre
1,44 e 13,30 vezes suas CEs 50, o que demonstra que mesmo possuindo CEs 50 superiores as do referido
trabalho as plantas avaliadas neste estudo podem ser mais potentes uma vez que concentrag@es superiores,
porém relativamente préximas a CE50 foram suficientes para a inviabilizagdo de 90% dos ovos de H.
placei.

A solubilizacdo dos extratos é fator limitante durante a realizacdo de um ensaio de avalia¢do
anti-helmintica, de forma que, quando o extrato ndo permanece distribuido de forma homogénea na
solugdo o efeito do extrato pode ndo ser pronunciado e a agdo ovicida fica restrita a parcela de ovos que
entrou em contato com 0 mesmo.

Durante 0s ensaios observou-se a precipitacdo dos extratos de T. serratifolia, S. occidentalis,
H. volubilis e T. formosa nas solugBes mais concentradas. Com a formacéo do precipitado as taxas de
eclodibilidade foram comprovadamente influenciadas de forma que o aumento das taxas de inviabilizagdo
dos ovos, observado com 0 aumento da concentragdo, passou a ndo ser visualizado para T. serratifolia, S.
occidentalis e T. formosa. O efeito da presenca do sedimento foi evidenciado quando os extratos foram
submetidos a centrifugacdes, sendo a massa de precipitado formada durante este processo retirada da
solucdo. Com isso o efeito dose-dependente foi estabelecido e a diminui¢do das taxas de eclodibilidade
passaram a ser observadas com o aumento da concentragdo dos extratos.

Algumas das espécies estudadas no presente trabalho, em particular aquelas avaliadas nos
testes de 10 concentragdes (experimento Il), ou mesmo outras espécies do mesmo género que nao
constam neste estudo, foram também estudadas por outros autores quanto, atividade nematodicida,
acaricida e constituicdo quimica.

Acido pomolico, lantandlico e lantdico, constituintes das folhas de Lantana sp.,
proporcionaram 100% de mortalidade dos individuos adultos do fitonematoda Meloidogyne incognita a 1

mg/mL apds 24 horas de incubagdo (Begum et al., 2008). Em se tratando do mesmo género as mesmas
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substancias podem estar presentes em L. canescens podendo ser responsaveis pelo efeito ovicida. A
distancia filogenética é menor entre espécimes de um mesmo género que entre espécimes de uma mesma
familia. Neste estudo observou-se que plantas da mesma familia podem diferir quanto a atividade anti-
helmintica ao ponto de algumas a possuirem e outras ndo, como pode ser observado para a familia
Alismataceae.

Santos et al. (2013) avaliaram 21 espécies de plantas sobre larvas e adultos de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, sendo parte destas avaliadas sobre ovos de H. placei, no presente trabalho. L.
canescens, M. latifolia, C. castaneifolia, S. hispida, H. volubilis, e H. mutabilis mostraram-se ativas sobre
as larvas do carrapato, eficécia superior a 95% na concentragdo de 400 mg/mL.

A sensibilidade de larvas e adultos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e de ovos de H.
placei a extratos de L. canescens, S. hispida, H. mutabilis parece ser diferente. A concentracdo necessaria
para inviabilizar pelo menos 95% dos ovos de H. placei é 160 vezes menor do que a concentragdo
necessaria para inviabilizar o mesmo percentual de larvas e adultos do carrapato, considerando o extrato
de L. canescens, 128 e 40 vezes menor para S. hispida e H. mutabilis, respectivamente.

Dentre as outras espécies avaliadas na segunda fase ndo se tem estudos fitoquimicos sobre S.
hispida. V. cymosa possui flavonas, flavonois, acidos triterpenicos de ursano e oleanano, iridoides assim
como fendis simples (Leitdo et al., 2011), H. mutabilis possui metil betulinato, &cido oleandlico (acetato e
ursélico), acido maslinico e triterpendides (Pereda-Miranda & Gascon-Figueroa, 1988), I. chiliantha
possui esterdides, triterpenos, flavondides e derivados de acido caféico e acido p-cumarico esterificado
(Ferreira et al., 2011) e em T. serratifolia foram observados derivados de quinonas (Oliveira et al., 1990),
substancias essas que associadas ou isoladas podem ser dotadas de atividade ovicida.

Muito pouco se conhece sobre a atuacdo de metabélitos secundarios sobre helmintos parasitos
e estudos como este, que visem a catalogacdo de plantas bioativas, sdo fundamentais para que avaliacdes
mais complexas sejam realizadas. Com este trabalho foi possivel observar que o bioma Pantanal possui

espécies vegetais promissoras para o controle de H. placei.
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Tabela 1. Familias, espécies, local de coleta das amostras, parte da planta coletada e nomenclatura popular dos espécimes utilizados nos ensaios de avaliagdo da atividade

ovicida sobre H. placei.

Familia

Espécie

Local de coleta

Parte coletada

Nome popular

Alismataceae
Alismataceae
Asteraceae

Asteraceae
Bignoniaceae

Convolvulaceae
Euphorbiaceae
Hippocrateaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lauraceae
Leguminosae
Rubiaceae
Rubiaceae
Salicaceae
Scrophulareaceae
Verbenaceae
Verbenaceae

Echinodorus paniculatus
Melanthera latifolia
Aspilia latissima
Centratherum punctatum
Tabebuia serratifolia
Ipomoea chiliantha
Sebastiana hispida
Hippocratea volubilis
Hyptis brevipes
Hyptis mutabilis
Ocotea diospyrifolia
Senna occidentalis
Dioidia kuntzei
Tocoynea formosa
Casearia aculeata
Angelonia hirta
Lantana canescens
Vitex cymosa

Base de Estudos do Pantanal - UFMS
Base de Estudos do Pantanal - UFMS
Base de Estudos do Pantanal - UFMS

Estrada Parque
Base de Estudos do Pantanal - UFMS

Estrada Parque
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Miguel
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento
Fazenda Sao Bento

Estrada Parque
Fazenda Séo Bento

PAJFL
PA/FL
FO

PA/FL
FL

PA
PA
RF/FO
PT/FL
PA/FL
RF/FO
PA/FL/FR
PT/FL
RF/FO
RF/FO/FL
PA/FL/FR
PAJFL
RF/FO

Chapéu-de-couro

Fumeiro

Balaio-de-velho
Ipé amarelo

Cipo6-de-leite
MercUrio
Fava de arara
Alfavaca-do-mato
Sambacuité; cheirosa e beténica-brava
Canela-preta
Fedegoso

Genipapinho
Cruzeiro

Camara; cidreira
Azeitona do mato, Jaramantaia e Taruma

RF: ramos finos; FO: folhas; FR: fruto; PA: parte aérea (inclui folhas, ramos finos e caule); FL: flores; RA: raiz; PT: parte total (inclui raiz, folhas e ramos finos).
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Tabela 2. Espécies de plantas e concentragdes avaliadas durante os ensaios de triagem e seus respectivos percentuais de

eclodibilidade e o valor de p (dgua/concentracdo de extrato).

Percentual de eclodibilidade larval (%)

Agua

Espécie 1 mg/mL 10 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL Valor de p
Angelonia hirta 78,4° 79,3° 58,5° 40,3° 0,0001
Aspilia latissima 73,4° 80,1° 5,7° 0,0° <0,0001

Casearia aculeata 89,7 88,7° 92,7 89,8 0,0789
Centratherum punctatum  86,5° 59,5° 57,0% 2,3 <0,0001
Diodia kuntzei 79,2° 58,6° 18,5° 18,0° <0,0001
Echinodorus paniculatus ~ 78,0° 78,5 0,6% 21,4%® <0,0001
Hippocratea volubilis 80,7° 84,9 74,9 83,9% 0,0155
Hyptis brevipes 76,7° 73,7 57,3 43,3* 0,0199
Hyptis mutabilis 81,0° 78,9° 12,6° 8,4 <0,0001
Ipomoea chiliantha 95,3 4,2° 0,7° 0,6° <0,0001
Lantana canescens 83,4° 0,0 19,3° 7,9° 0,0024
Melanthera latifolia 74,0° 86,0° 88,0 80,0% 0,0023
Ocotea diospyrifolia 75,4 89,2" 88,9" 84,4% 0,0143
Sebastiana hispida 93,2° 0,78 2,7° 2,9% <0,0001
Senna occidentalis 85,7° 13,8° 66,9" 10,6° <0,0001
Tabebuia serratifolia 84,0° 95,4° 40,9° 18,5° 0,0° <0,0001
Tocoyena formosa 81,0° 83,9" 53,8 72,5° 0,0001
Vitex cymosa 83,0° 57,4° 1,4° 0,0% <0,0001

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica.
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Tabela 3. Espécies, concentracdo efetiva média para inviabilizacdo de 50% (CE50) e 90% (CE90) dos ovos de H. placei e intervalos de confianca, fator de inclinacdo da curva
(HillSlope) e fator de determinacdo (R?), gerados a partir da avaliacdo seriada de 10 concentragdes.

Espécie CE50 mg/ml IC 95% HillSlope R2 CE90 mg/ml IC 95% HillSlope R2
Angelonia hirta 2, 606 1, 982-3,426 1,082 0,89 6, 875 5,343-8,848 4,899 0,95
Aspilia latissima 1,281 0, 9902-1, 657 1, 556 0, 88 2,477 1,835-3, 344 7,033 0, 98

Centratherum punctatum 12,42 10, 19-15, 13 1,544 0,93 42,07 23,17-76, 36 1,993 0,95
Dioidia kuntzei 2,603 2,327-2,911 2,921 0, 96 4,746 3, 903-5, 770 4, 556 0, 96
Echinodorus paniculatus 6, 433 5, 36-7,72 1, 304 0,94 21,45 14, 36-32, 04 2,07 0, 97
Hyptis brevipes 3,339 3, 043-3, 663 3,032 0, 97 5,713 5, 096-6, 404 4,704 0, 99
Hyptis mutabilis 2,429 1, 980-2, 980 1,59 0,91 5, 506 4,686-6,470 4,039 0,98
Ipomoea chiliantha 0, 5362 0, 349-0, 823 1,035 0,73 1,178 0, 195-7, 112 15, 49 0, 98
Lantana canescens 0, 7521 0, 465-1, 216 1,464 0,43 1, 699 0, 709-4, 09 8, 349 0, 98
Sebastiana hispida 1,879 1, 643-2, 150 3, 862 0,93 2,719 2,133-3, 464 7,072 0, 98
Tabebuia serratifolia 0, 828 0, 716-0, 958 2,882 0, 83 1,943 1, 254-3, 011 3,163 0, 88
Tocoynea formosa 10, 08 5, 546-18, 1834 0, 576 0, 64 14,52 4,978-42, 34 2,987 0,74
Vitex cymosa 13,13 6, 535-26, 38 0, 447 0, 57 174, 6 1,611-18915 1,289 0,78
Tiabendazole 2x10°° 1.9x10°%-2.2x10° 1,683 0,98 6x10° 4x10°-9x10° 1, 256 0,98
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Figura 1. Comportamento dose-resposta das diferentes espécies de plantas avaliadas em ensaios de 10
concentragdes frente ao Tiabendazole.
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Figura 2. Inibicdo da eclodibilidade larval de extratos de T. serratifolia (A), S. occidentalis (B) e T.
formosa (C) em ensaios de avaliacdo da influéncia do precipitado formado durante o periodo de contato

entre ovos e extratos. *(p<0,05); ** (p<0,01) e ***(p<0,001).
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