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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA IN VITRO DE

EXTRATOS VEGETAIS SOBRE OVOS DE HAEMONCHUS CONTORTUS
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RESUMO: As doengas parasitarias sdo consideradas um grande obstaculo a produ¢do
de pequenos e grandes ruminantes. Os antiparasitarios sintéticos tém sido a principal
forma de controle, entretanto, devido ao seu uso intenso e indiscriminado, surgiram
problemas de resisténcia dos parasitas e de residuos nos alimentos de origem animal e
no ambiente. A fitoterapia pode ser uma ferramenta na redug¢do dos mesmos, além de
prolongar a vida util dos anti-helminticos hoje comercialmente disponiveis. Atualmente,
os estudos fitoquimicos de extratos vegetais fornecem informagdes quanto a natureza
dos bioativos, o que permite o monitoramento da qualidade dos extratos e embasamento
para elaboragdo de formulag¢des antiparasitarias. No presente estudo, selecionaram-se
extratos vegetais para realizar o estudo de sua atividade anti-helmintica in vitro sobre o
principal nematoide gastrintestinal de ovinos, Haemonchus contortus. Na avaliagcdo dos
extratos, a maior porcentagem de inibicdo da eclosdo dos ovos foi encontrada nos
extratos da arruda (EtOH Ruta graveolens), do bagago de caju (MeOH Anacardium
occidentale) e da cajazeira (MeOH HxO Spondias mombin), que demonstraram 100% de
inibicdo. O bagago de caju, pela facilidade de obtencdo e possibilidade de uso de um
residuo agroindustrial, foi selecionado para estudo futuro em ovinos infectados com H.
contortus.
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PALAVRAS-CHAVE: Verminose; controle; fitoterapia; extratos vegetais; bagaco do
caju; residuo agroindustrial.

Introducio

Os nematoides gastrintestinais se tornaram um grande gargalo na producio
animal, em especial para os pequenos ruminantes. Estudos realizados por investigadores
de varios paises tropicais (JANSEN; PANDEY, 1989; MBOERA; KITALYI, 1994;
PANDEY; NDAO; KUMAR et al., 1994 ¢ ATANASIO, 2000) indicaram que, em
infecgdes mistas em que Haemonchus contortus ocorre com maior incidéncia, as perdas
econdmicas sdo altas. O mesmo ocorre no Brasil, onde /. contortus possui maior
importincia econémica na criagdo de pequenos ruminantes (AROSEMENA et al., 1999;
AMARANTE, et al. 2004; RAMOS et al., 2004). Nos paises desenvolvidos as perdas
anuais estimadas para o controle de nematoides gastrintestinais em pequenos
ruminantes superam todos os outros custos para o controle de doengas endémicas. Nos
trés paises de maior producdo em ovinos, Austrélia, Africa do Sul e Uruguai, as perdas
calculadas devido a resisténcia parasitaria sdo de aproximadamente US$222 milhdes,
USS$ 45 milhdes e US$ 42 milhdes, respectivamente (WALLER, 2006).

O Brasil € considerado um pais com grande diversidade de plantas, apesar disso,
poucas sdo as pesquisas que exploram efetivamente este recurso para uso na pecudria.
Atualmente, a pesquisa de extratos vegetais com atividade sobre parasitas tem crescido
bastante e apresentado resultados significativos in vifro. Assim, a fitoterapia, uma area
de pesquisa recente no Brasil, tem demonstrado potencial para se tornar uma ferramenta
futura na redug@o dos problemas j& citados na producdo animal, como resisténcia e

residuos, possibilitando também prolongar a vida Gtil dos produtos quimicos comerciais
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utilizados no controle de parasitas, bem como a associa¢@o de bioativos vegetais com
substancias sintéticas (CHAGAS, 2008).

O conhecimento sobre a atividade biologica de um produto natural, revelada por
um programa de triagem, pode levar a sua aplica¢do no manejo de pragas pela aplicagdo
direta do proprio produto natural ou de produtos resultantes de modificagdes estruturais.
O conhecimento e a compreensdo da fungdo de um produto quimico na natureza podem
levar a novas estratégias importantes no manejo de parasitas de interesse (PLIMMER,
1992 apud CHAGAS, 2001). Varios estudos como os exemplificados abaixo t€m
demonstrado in vitro o potencial de uso de plantas medicinais e seus 6leos essenciais e
substdncias isoladas no controle de parasitas. Os O6leos essenciais sfio misturas
complexas contendo varias dezenas ou mesmo centenas de substincias com composi¢do
quimica variada, obtidos pela técnica de hidrodestilacdo. Sdo conhecidos cerca de 3.000
oleos essenciais, dos quais 10% sdo reconhecidos com certa importancia comercial,
quer nos alimentos, farmacéutica ou cosmética (FAO, 1995).

Como anti-helmintico, o 6leo essencial de Cymbopogon martinii ¢ o seu
principal constituinte, o geraniol, foram testados in vitro, utilizando o nematoide de vida
livre Caenorhabditis elegans. Ambas as substancias demonstraram potente atividade
anti-helmintica. A CLso do geraniol foi determinada a 66,7ug/mL, sugerindo que o
geraniol pode ser o principio anti-helmintico do 6leo de C. martinii (KUMARAN et al.,
2003). O extrato aquoso de C. citratus a 224 mg/mL reduziu em 95% as larvas de
Strongyloidea oriundas de caprinos (ALMEIDA et al., 2003).

No caso do género Eucalyptus, o oleo essencial de Fucalyptus staigeriana
(Myrtaceae) foi testado sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e causou
mortalidade de 100 a 12,5%. Quando esse dleo foi transformado em um concentrado

emulsionavel, a eficacia de 100% foi obtida na concentragdo de 3,9% (CHAGAS et al.,
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2002). Estudos realizados na Embrapa Pecuaria Sudeste (CPPSE) t€m indicado eficacia
desta espécie a baixas concentragdes sobre outros parasitas, tais como C. hominivorax e
nematoides gastrintestinais de ovinos (CARVALHO et al., 2007; GIGLIOTI et al.,
2007). Macedo et al. (2010) analisaram o efeito do oleo essencial de E. staigeriana
sobre H. contortus e observou agdo inibitoria sobre ovos (99,27% na concentragdo 1,35
mg/mL) e larvas (99,20% na concentragdo 5,4 mg/mL). Dois dos cinco extratos de
Picria fel-terrae apresentaram efeito inibitério significativo (3 a 5 mg/mL) sobre a
motilidade e o desenvolvimento de larvas de H. contortus. Os diferentes niveis de
inibicdo apresentados foram relacionados aos diferentes constituintes ativos e suas
concentragdes presentes nestes extratos (KUMARASINGHA et al., 2016). As L3, fase
mais resistente aos extratos vegetais, de 10 diferentes isolados de H. contortus foram
expostas ao extrato acetona:agua de uma planta de clima temperado (Onobrychis
viciifolia) e de uma planta tropical (Acacia pennatula) no ensaio de inibicdo da perda da
cuticula. As concentragdes letais (CLso) do extrato de O. viciifolia variaram entre 128 e
1003 pg/mL e do extrato de A. pennatula variaram entre 36 a 501 pg/mL (CHAN-
PEREZ et al., 2017).

O estudo com extratos de plantas da familia Piperaceae tem mostrado uma
grande diversidade de metabolitos com marcantes atividades biologicas. Segundo Boll
et al. (1994) varias lignanas, amidas de cadeia longa e ésteres graxos, foram isolados de
extratos de plantas do género Piper, substancias com ag¢do inseticida comparada a de
piretrdides sintéticos. As piperaceas sdo reconhecidas pela sua potencial agdo inseticida,
fungicida e bactericida. Carvalho et al. (2012) realizou estudo em nematoides
gastrintestinais de ovinos com o extrato alcodlico de P. tuberculatum e observou no
teste de eclosdo de larvas CLso e CLgo de, respectivamente, 0,031 e 0,09 mg/mL. Ja no

teste de desenvolvimento larvar, CLso ¢ CLoo de 0,02 ¢ 0,031 mg/mL, respectivamente.
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Em relacdo ao ensaio in vivo em ratos infectados com Strongyloides venezuelensis, duas
doses do extrato de P. tuberculatum, ndo causaram qualquer reducdo significativa (P>
0,05) na carga de vermes e contagem de ovos nas fezes. Dessa forma, P. tuberculatum
apresentou atividade eficaz quando testada in vitro, no entanto, novamente as doses
avaliadas in vivo nao tiveram efeito.

Como se pode observar, os resultados promissores obtidos in vitro com extratos
muitas vezes ndo se repetem in vivo, demonstrando a necessidade de parceria com
especialistas em antiparasitarios da industria. Acredita-se que somente dessa forma o
real potencial dessas substancias possa ser investigado, por meio de formulagdes que
permitam o uso de solventes mais adequados ou até¢ mesmo de combinagdes quimicas.
A total aceitagdo de drogas provenientes de plantas ¢ a aplicagdo de fitoterapicos na
medicina veterinaria s6 poderdo ocorrer se estes produtos cumprirem o0s mesmos
critérios de eficacia, seguranga e controle de qualidade que os produtos sintéticos
(RATES, 2001), ou seja, os produtos derivados de plantas devem ter eficacia avaliada e
confirmada, assim como deve ser garantida que sua administracdo a organismos vivos
ocorra sem riscos para a saude animal e para a saude do consumidor. O presente projeto
contempla tais expectativas. Nenhuma das espécies que serdo estudadas esta ameacada
de extingdo. Elas ja sdo cultivadas no Brasil para fins comerciais ¢ industriais,
contemplando desta forma a questdo da produtividade em larga escala sem impacto

ambiental.

Objetivos
Determinar a atividade anti-helmintica in vitro de extratos etandlicos,
metandlicos e aquosos enviados pelo Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos

Naturais (LMPQ) da Embrapa.
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Material e Métodos

Foram enviados extratos vegetais oriundos da Embrapa Agroindustria Tropical
(Fortaleza, CE) para a avaliagdo da atividade antiparasitaria, na qual foram aplicadas
metodologias inovadoras e padronizadas, recomendadas pela World Association for the

Advancement of Veterinary Parasitology. Para tanto, segue descri¢do metodologica:

Recuperacao dos ovos de Haemonchus contortus

Os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Embrapa Pecuaria Sudeste — CEUA. Dois ovinos Santa Inés da Embrapa Pecudria
Sudeste foram mantidos em baias ¢ infectados com 4.000 Ls de H. contortus (cepa
Embrapa2010, CHAGAS et al., 2013). As fezes foram coletadas diretamente da ampola
retal dos hospedeiros. Os ovos foram recuperados com o uso sequencial de peneiras,
seguindo o protocolo de Coles et al. (1992). As fezes foram maceradas e
homogeneizadas em 4gua aquecida a 40°C e filtradas em uma sequéncia de peneiras
com malhas contendo aberturas de 250um, 150pm, 75um e 25um. Apds essa lavagem
com 4agua destilada, os ovos foram coletados da ultima peneira e distribuidos em tubos
tipo Falcon de 50mL e centrifugados em 1.100 x g/ 5 minutos, para em seguida ser
descartado o sobrenadante e completar-se com solugdo salina saturada para a
ressuspensdo do sedimento. Apds nova centrifugagdo nas mesmas condi¢des, o
sobrenadante foi lavado na peneira de 25um, para a retirada de toda solugdo salina. Os
ovos recuperados foram transferidos para um Becker e quantificados. A coleta de fezes

dos hospedeiros esta ilustrada na figura 1.
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Figura 1. Coleta de fezes diretamente da ampola retal dos hospedeiros.

Teste de eclosdo de ovos com nematoides gastrintestinais de ovinos (TEQO)
Aproximadamente 100 ovos/vol. foram colocados em placas com 24 pogos para
cada um dos extratos vegetais na concentragdo de 50 mg/mL. Também foi elaborado o
grupo controle com agua destilada. Todos os extratos e controle foram avaliados em
seis repetigdes. As placas foram incubadas por 24h a 27°C e UR > 80. Apos esse
periodo, foi adicionada uma gota de lugol em cada pogo onde os ovos e L eclodidas
foram quantificados em microscépio invertido para calculo da porcentagem de inibi¢do
da eclosdo larvar. Sequéncia de recuperagdo dos ovos e exposicdo aos extratos vegetais

estd ilustrada na figura 2.

invertido (e, f)(d)
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Contagem de ovos por rama de fezes (OPG)

Os ovinos hospedeiros foram permanentemente monitorados quanto a sua
infecco parasitaria por meio da realizag¢do do teste de OPG. Foram coletadas as fezes
diretamente da ampola retal dos ovinos. Seguindo o protocolo de Gordon; Whitlock
(1939), foram pesados 2 gramas de fezes em um Becker, em seguida essas fezes foram
maceradas com 28 mL de solucdo salina, homogeneizadas e peneiradas em um outro
Becker. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur uma amostra foi retirada e disposta em
duas areas da camara de MacMaster. Apds 5 minutos de repouso, a amostra foi
analisada em microscopio Optico onde foi realizada a contagem de ovos presentes em
ambas as dreas da cAmara. A soma total de ovos contados nas duas areas da camera foi
multiplicada por 50, onde obteve-se o resultado referente ao nimero de ovos por grama

de fezes. Sequéncia utilizada para o processamento do OPG estd ilustrada na figura 3.

Figura 3. Processos utilizados paa realizagdio da contagem de ovos por grama de fezes (OPG).

Determinacio dos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu

Devido a facilidade de obtencdo e possibilidade de uso de um residuo
agroindustrial, o extrato metanolico do bagaco do caju (Figura 4) foi selecionado para
um futuro estudo in vivo, ou seja, para prosseguimento dos estudos em ovinos
infectados com H. contortus. Desta forma, a determinagdo dos fenolicos totais foi

realizada e estudos fitoquimicos desse material ainda estdo em andamento.
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A determinag@o dos teores de compostos fendlicos totais foi baseada no método
de Singleton e Rossi com modificagdes (1965). Foram utilizados os seguintes reagentes:
Folin-Ciocalteau (Vetec), uma solugio saturada de carbonato de sodio (Na,CO3) 17% ¢
um padrio auténtico de acido galico (BDH, 98 %), do qual foi preparado uma solugéao-
estoque de 70 pg/mL em etanol 10%. As curvas de calibragdo foram construidas com
sete solugdes-padrdes nas seguintes concentragdes: 0,7-7,0 pg/mL. As amostras foram
preparadas através da dissolucdo de 5 mg de extrato em 50 mL de etanol 10%. As
amostras e as solucdes-padroes foram postas para reagir com o reagente Folin-
Ciocalteau e Na2CO3 por 90 min. Toda a analise foi feita em duplicata e sob abrigo da
luz. A leitura foi feita em espectrofotémetro UV-Vis Varian Cary 300 Conc a 725 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo. As curvas de calibragdo foram geradas pela correlagdo
dos valores de absorbancia x concentragdo, obtendo-se delas as equagdes das retas e os
seus respectivos coeficientes de linearidade (R?). O teor de fendlicos totais foi expresso
em mg de equivalente de acido galico/mg de extrato metandlico e em mg de equivalente

de acido galico/g de bagaco de caju.

Fibra Caju
massa = 10,1629 g

Extracéio com Hexano
— -_> _
S
-~

Extracdo com Metanol

(20 horas) . | Extrato Metanolico Rendimento
| massa=1,0996¢ Extrato Metandlico = 10,82%

Figura 4. Fluxograma de extragdo do bagacgo de caju com solventes orgéanicos.
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Resultados

O teste avaliou a eclosdo dos ovos do parasita H. contortus apos 24 horas
expostos a concentragdo de 50 mg/mL de extratos etanolicos, metandlicos e aquosos
enviados pelo Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMPQ) da
Embrapa. Na avaliagdo dos extratos, a maior porcentagem de inibi¢cdo foi encontrada
nos extratos da arruda (EtOH Ruta graveolens), do bagaco de caju (MeOH Anacardium
occidentale) e da cajazeira (MeOH H>O Spondias mombin), que demonstraram 100%

de inibi¢do como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de inibi¢do da eclodibilidade (% I) de ovos de H. contortus na presenga de

extratos vegetais a 50 mg/mL.: tipo de extrato, nome popular e cientifico e parte utilizada.

Tipo de S Parte o
extrato Nome popular Nome cientifico utilizada (%) 1
Cravo-de-defunto Tagetes minuta Folhas 48,7
Cravo-de-defunto Tagetes minuta Flores 69,5
Pata de vaca™* Bauhinia sp. Folhas 1,9
Etanolicos Pata de vaca Bauhinia sp. Flores 13,4
Folhas e
Arruda Ruta graveolens ramos 100,0
finos
Palma orelha de Opuntia stricta Folhas 8,1
elefante
Palma doce Nop aleq . Folhas 37,5
- cochenillifera
Etandlicos: Nopalea
Aquosos Palma IPA* pated Folhas 13,5
cochenillifera
(70:30) Nopalea
Palma controle pared Folhas 76,2
cochenillifera
Maracuja do mato . . Cascas do
(60:40) Passiflora cincinnata fruto 9,8
Bagaco de caju Ana'cardmm Bagago do 100,0
Metandli occidentale caju
CLanotCos - Giiricidia (Pinheiro) Gliricidia sepium Sementes 60,0
Gliricidia (semi-arido)  Gliricidia sepium Sementes 53,0
Metanolico: .. /eira (80:20) Spondias mombin  Folhas 1000
Aquoso
Aquoso Crotalaria Crotalaria sp. Sementes 63,9

32
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* [PA: Instituto Agronomico de Pernambuco, todas as palmas foram cultivadas em Trairi-CE.
** extrato de dificil leitura/contagem.

Em relagio aos fendlicos totais, o teor no material foi de 0,06 mg 4c. galico/mg

de extrato metandlico, correspondente a 62,5 mg 4c. galico/g bagago de caju.

Conclusio

Com base nos testes analisados observou-se que os extratos da Embrapa
Agroindustria Tropical avaliados no Teste de eclosdo de ovos (TEO) apresentaram
otimos resultados. Dentre os extratos, o que se destacaram foram os da Arruda, do
Bagaco do caju e da Cajazeira, com 100% de inibi¢@o da eclos@o dos ovos. O bagago de
caju, pela facilidade de obtengdo e possibilidade de uso de um residuo agroindustrial,
foi selecionado para estudo futuro in vivo, ou seja, para prosseguimento dos estudos em
ovinos infectados com H. contortus. Os compostos fenodlicos podem ter um papel
importante na atividade anti-helmintica. Desta forma, estudos fitoquimicos desse
material estdo em andamento para conhecimento mais detalhado da sua composi¢do
quimica. Assim, espera-se que no futuro ele possa ser fornecido como uma alternativa

fitoterapica para o controle parasitario em animais de produg@o.
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In vitro evaluation of the anthelmintic activity of plant extracts on Haemonchus

contortus eggs
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ABSTRACT: Parasitic diseases are considered a major obstacle to the production of
small and large ruminants. Synthetic antiparasitics have been the main form of control.
However, due to their intense and indiscriminate use, problems of parasite resistance
and residues in animal foods and in the environment have increased. Phytotherapy can
be a tool to reduce these problems, as well as to prolong the shelf-life of anthelmintics
currently commercially available. Phytochemical studies of plant extracts provide
information on the nature of the bioactive compound, which allows determining the
quality of the extracts and base to prepare antiparasitic formulations. In the present
study, plant extracts and their formulations were selected to analyze their anthelmintic
activity in vitro on the main gastrointestinal nematode of sheep, Haemonchus contortus.
In the evaluation of extracts, the highest percentage of egg hatching inhibition was
found for the extracts of rue (EtOH Ruta graveolens), cashew bagasse
(MeOH Anacardium occidentale) and cassava (MeOH H>O Spondias mombin), which
demonstrated 100% inhibition. Cashew bagasse, due to its plentiful availability and the
possibility of using an agroindustrial residue, was selected for future study in sheep

infected with H. contortus.

KEYWORDS: Parasitic diseases; control; Phytotherapy; plant extracts; cashew bagasse;

agroindustrial residue.
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