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RESUMO

Introducao: a acdo de extratos hidroalcodlicos de Eugenia uniflora L.
(pitangueira), Mentha x piperita L. (horteld), Myrcianthes pungens (O. Berg) D.
Legrand (guabiju) e Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (canafistula) foi avaliada
sobre o desenvolvimento de nematddeos gastrintestinais nas coproculturas de
ovinos.

Objetivo: avaliar a a¢ao in vitro dos extratos vegetais sobre os nematodeos
gastrintestinais de ovinos.

Métodos: cada extrato foi testado em culturas triplicadas de fezes nas seguintes
concentracdes: 200, 100, 20 e 2 mg.mL™. Como controle positivo foi utilizado
moxidectina (0,001 mg.mL™) e agua destilada como controle negativo. Apés
incubacéo, as larvas recuperadas foram fixadas, coradas e conservadas para
posterior leitura.

Resultados: a concentracdo de 200 mg.mL™ do extrato de Eugenia uniflora foi a
que promoveu menor numero de larvas infectantes recuperadas das coproculturas
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de ovinos (numero de larvas por grama de fezes= 19) quando comparada as outras
concentracfes. Este valor foi dez vezes menor que o ldpg recuperado das
coproculturas tratadas com o mesmo extrato na menor concentracdo (2 mg.mL™).
Concluséo: a acdo do extrato de Eugenia uniflora na maior concentracdo néao
diferiu estatisticamente do controle positivo (p< 0,05), sugerindo um efeito sobre a
cultura destes nematédeos gastrointestinais.

Palavras chave: helmintos, pequeno ruminante, extrato vegetal, larva, Eugenia
uniflora, Mentha x piperita, Myrcianthes pungens, Peltophorum dubium.

RESUMEN

Introduccién: la acciéon de los extractos hidroalcohdlicos de Eugenia uniflora L.
(pitangueira), Mentha x piperita (menta), Myrcianthes pungens (O. Berg) D.
Legrand (guabiju) y Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (cafafistula) se valoré en
el desarrollo de los nematodos gastrointestinales en cultivos fecales de ovinos.
Objetivo: evaluar el efecto in vitro de extractos de plantas sobre los nematodos
gastrointestinales de ovinos.

Métodos: cada extracto se probd en cultivos por triplicado de las heces en las
concentraciones siguientes: 200 mg.mL™, 100 mg.mL™?, 20 mg.mL™? y 2 mg.mL™.
Se utiliz6 como control positivo moxidectina (0,001 mg.mL™) y agua destilada
como control negativo. Después de la incubacion, las larvas se recuperaron, se
fijaron y tifieron, y se conservaron para su posterior lectura.

Resultados: la concentraciéon de 200 mg.mL™ de extracto de Eugenia uniflora se
promovioé a la disminucién del nimero de larvas infectantes, se recuperé a partir de
cultivos de heces de ovejas (niumero de larvas por gramos de heces= 19) en
comparacion con otras concentraciones. Este valor fue 10 veces menor que el
recuperado de coprocultivos tratados con la concentracion mas baja en el extracto
crudo (2 mg.mL™).

Conclusion: la accion del extracto de Eugenia uniflora en la mayor concentracion
no difirié estadisticamente del control positivo (p< 0,05), lo que sugiere un efecto
en el cultivo de los nematodos gastrointestinales.

Palabras clave: helmintos, pequefios rumiantes, extracto de planta, larvas,
Eugenia uniflora, Mentha x piperita, Myrcianthes pungens, Peltophorum dubium.

ABSTRACT

Introduction: an assessment was made of the action of hydroalcoholic extracts of
Eugenia uniflora L. (pitangueira), Mentha x piperita (menta), Myrcianthes pungens
(O. Berg) D. Legrand (guabiju) and Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.
(canafistula) on the development of gastrointestinal nematodes in fecal cultures
from sheep.

Objective: evaluate the in vitro effect of the plants upon gastrointestinal
nematodes of sheep.

Methods: Each extract was tested in triplicate cultures of the faeces at the
following concentrations: 200 mg.mL™, 100 mg.mL™?, 20 mg.mL™ and 2 mg.mL™.
moxidectin (0.001 mg.mL™) was used as positive control, and distilled water as
negative control. After incubation, the larvae were recovered, fixed and stained,
and preserved for future reading.

Results: the 200 mg.mL™ concentration of Eugenia uniflora extract was promoted
to a decrease in the number of infective larvae, and was recovered from cultures of
sheep faeces (number of larvae per gram of faeces = 19), in comparison with other
concentrations. This value is 10 times smaller than the one recovered from
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coprocultures treated with the lowest concentration in the crude extract (2 mg.mL™).
Conclusion: statistically, the action of the extract of Eugenia uniflora at the highest
concentration did not differ from the positive control (p< 0.05). This is suggestive
of an effect on the culture of gastrointestinal nematodes.

Key words: helminths, small ruminants, plant extract, larvae, Eugenia uniflora,
Mentha x piperita, Myrcianthes pungens, Peltophorum dubium.

INTRODUCAO

No Brasil, a verminose constitui um dos maiores problemas sanitarios na producéao
de pequenos ruminantes, sendo Haemonchus contortus o nematédeo mais
patogénico e mais prevalecente durante todo ano no Sul do Brasil, com apice de
infeccdo nos meses de verédo e outono, quando se observa menor prevaléncia de
nematédeos do género Trichostrongylus, que durante os meses de inverno
apresentam alta prevaléncia.t

O uso exclusivo de anti-helminticos no controle destes parasitos ja demonstra ser
pouco eficaz, principalmente quando se considera H. contortus, e possivelmente
contribui para a selecdo de nematddeos resistentes aos principios quimicos
existentes no mercado. Somado a este fato, a presenca de residuos quimicos na
carne e no meio ambiente faz aumentar a preocupacao e a necessidade de
viabilizar alternativas complementares ao método tradicional de controle e,
consequentemente, produzir alimentos livres de contaminagfes, sem prejuizo para
0 meio ambiente.

A identificacdo de plantas com potencial efeito anti-helmintico podera ser uma
dessas alternativas. Dentre as plantas escolhidas para este estudo, existem relatos
na literatura cientifica sobre a Mentha piperita® e a Eugenia uniflora® como plantas
utilizadas no tratamento de diarréia, alteragdes no trato digestoério e, especialmente
no caso da M. piperita o tratamento de verminoses.? A atividade anti-helmintica
sobre Trichostrongylus colubriformis apresentada pelo extrato da planta
Peltophorum africanum, (mesmo género de P. dubium) foi relatada em pesquisa
realizada na Africa.*

As avaliacdes da acao desses extratos contra parasitos do trato digestério,
especificamente os nematddeos, incluem testes in vivo e in vitro. Embora nédo
possam substituir os testes in vivo, 0s ensaios in vitro para avaliacdo de potenciais
efeitos anti-helminticos servem como precursores de estudos nos animais,
reduzindo os custos da pesquisa.

As coproculturas mimetizam a fase de vida livre ndo parasitaria que estes
nematédeos apresentam durante seu ciclo bioldgico, periodo no qual os ovos
eliminados nas fezes se desenvolvem em larvas infectantes (L3). O presente
trabalho avaliou a acéo in vitro de extratos hidroalcoolicos de folhas de E. uniflora
L. (pitangueira), M. piperita L. (horteld), Myrcianthes pungens (O. Berg.) D.
Legrand (guabiju) e Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (canafistula) sobre o
cultivo de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais de ovinos naturalmente
infectados, considerando o nimero de larvas recuperadas.
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METODOS
Coleta e identificacdo das espécies botanicas

Foram coletados exemplares de quatro espécies botanicas: E. uniflora (pitangueira)
e M. pungens (guabiju), pertencentes a familia Myrtaceae, P. dubium (canafistula)
pertencente a familia Fabaceae e M. piperita (horteld) da familia Lamiaceae para
identificacdo ou confirmacgéo e, quando necessario, formac¢ao de exsicatas sob
depdsito no Herbario CNPO da Embrapa Pecuaria Sul. Exemplares da canafistula
(CNPO No. 4085) foram adquiridos dentro da propria Unidade da Embrapa Pecuaria
Sul (CPPSUL) enquanto que os de pitangueira (CNPO No. 4089) e guabiju (CNPO
No. 4084) foram coletados, de acordo com sua distribuicdo natural, em
propriedades particulares situadas no municipio de Bagé, RS, Brasil. A hortela
(CNPO No. 4090) foi cultivada e coletada em propriedade particular neste mesmo
municipio.

A identificacdo do material vegetal foi realizada seguindo a metodologia classica
através do uso de chaves de identificacdo botanica, comparacdo com descri¢cdes de
espécies na bibliografia, comparacdo com exsicatas existentes no herbéario CNPO e,
quando necessario, consulta a especialistas. A base da nomenclatura botanica
seguiu o sistema APG I1.°

Material vegetal

Ramos contendo folhas de aspecto normal, novas e livres de alteragdes visiveis a
olho nu, como presenca de manchas e pulgdes, foram coletados das quatro
espécies vegetais pouco antes do inicio da floracdo. Os galhos foram desfolhados e
apenas as folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar a 60 °C durante 24 a
48 h e armazenadas, em sacos de papel, em temperatura ambiente (17 a 20 °C) ao
abrigo da luz até o momento da extracdo. O tempo de armazenagem nao
ultrapassou trés meses.

Obtencéo dos extratos

A extracao foi realizada no Laboratério de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), através de maceragcdo com o
solvente etanol:agua (60:40) a temperatura ambiente. As folhas secas das espécies
vegetais foram trituradas em moinho de facas e as extra¢fes realizadas na
proporcao 10 % (material vegetal/liquido extrator), com agitacao diaria com bastao
de vidro durante sete dias. Foram realizadas duas macerac¢des para cada espécie.
Apds a primeira maceracdo, os extratos de cada espécie vegetal foram filtrados e
novo liquido extrator foi adicionado ao material vegetal, dando inicio a uma
segunda maceracédo. Os filtrados das duas maceracdes de cada espécie vegetal
foram reunidos e evaporados em evaporador rotatério a temperatura inferior a 40 °C
para retirada do etanol. Apds extracao, a fase aquosa foi congelada e liofilizada.

Os extratos liofilizados foram armazenados em um dessecador, mantido no
Laboratério de Parasitologia/Helmintologia da Embrapa Pecuaria Sul, até o
momento dos testes.
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Amostras fecais

Como doadores de fezes foram utilizados ovinos SRD, com idades variando de um a
trés anos de idade, naturalmente infectados com nematddeos gastrintestinais
(NGI), provenientes de propriedade particular do Distrito de Palmas, Bagé, RS. As
amostras de fezes foram coletadas, diretamente da ampola retal dos animais, para
determinacdo do OPG (numero de ovos por grama de fezes) e em seguida,
homogeneizadas para obtencao de um "pool", do qual foram retirados os dois
gramas necessarios para preparacao das coproculturas.

Teste in vitro

Os extratos foram testados, em triplicata, nas culturas de fezes em quatro
concentracdes (200, 100, 20 e 2 mg.mL™). As coproculturas foram preparadas com
2 g de fezes, 2 g de serragem e 2 mL do extrato, e permaneceram incubadas
durante sete dias em estufas a 27 ©C e umidade relativa superior a 80 %. O controle
positivo foi formado por culturas preparadas com moxidectina a 0,001 mg.mL™,
enquanto que os controles negativos receberam agua destilada. Ap6s incubacao, as
larvas foram recuperadas por técnica parasitolégica modificada® e colocadas em
tubos de ensaio, coradas com lugol, conservadas em formol 5 %, identificadas e
quantificadas. O namero de larvas por grama de fezes (ldpg) foi determinado de
acordo com metodologia previamente descrita.’

Andlise estatistica

Os valores de Idpg recuperados das culturas de fezes foram transformados em log
(x+1)® e submetidos a analise de variancia (teste F) e o teste de Duncan foi
utilizado para comparacédo entre as médias obtidas. Para isso foi utilizado o
Programa Estatistico XLSTAT (versao para avaliacdo).

RESULTADOS

Nenhuma larva infectante foi recuperada das coproculturas do grupo controle
positivo, sendo a moxidectina 100 % eficaz na concentracéo de 0,001 mg.mL™.

Nas culturas de fezes utilizadas como controle negativo a média de larvas
infectantes recuperadas foi 200 + 99 no total, sendo 85 % larvas de H. contortus e
15 % de Trichostrongylus sp. (tabelas 1, 2, 3 e 4). E, embora L3 de H. contortus e
Trichostrongylus sp. tenham sido recuperadas em maior niumero das coproculturas,
outros géneros também foram identificados, como: Cooperia sp., Ostertagia sp.,
Oesophagostomum sp. e Strongyloides sp.

As diferencas entre as médias de Idpg recuperadas das coproculturas tratadas com
0s extratos de M. piperita, M. pungens, P. dubium e E. uniflora estdo apresentadas
nas tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Para cada um dos extratos de M. piperita, M. pungens e P. dubium testados em
diferentes concentracfes e comparados aos controles positivo e negativo nao foi
observado reducéo significativa (p< 0,05) no niumero de L3 recuperadas das
coproculturas considerando todos os géneros de NGI, assim como, quando a
avaliacdo foi para o género Trichostrongylus sp. e a espécie H. contortus (tabelas 1,
2 e 3).

Na comparacdo entre as maiores e menores concentracdes de P. dubium foi
observado diferenca significativa no numero de L3 aferido, com menos L3
recuperadas das coproculturas tratadas com as menores concentracfes; em
nenhuma delas foi observada diferenca entre as quatro concentra¢des quando
comparadas ao controle negativo (tabela 3).

N&o houve o estudo fitoquimico das plantas avaliadas neste trabalho, para
identificar compostos ativos que possivelmente sejam responsaveis pela acao sobre
0s NGI.

Quando comparados os resultados de Idpg nas coproculturas tratadas com extratos
de E. uniflora foi observado que na concentracdo de 2 mg.mL™ a recuperacéo de L3
foi dez vezes maior do que na maior concentracdo (200 mg.mL™) (tabela 4). O
mesmo ocorreu quando considerado apenas a espécie H. contortus.

Tabela 1. Mumero medio de larvas infectantes (L3} de nematddeos gastrintestinais
recuperadas das culturas de fezes ovinas tratadas com extratos hidroetandlicos de folhas
de Mentha piperita, comparado ao obtido no controle positivo

Concentracio L3 Total Haemonchus Trichostrongylus
Extrato (m mL'?‘ (Id + DpIt contartus sp.
g9-m=" Pg ! (Idpg + DP)! (Idpg + DP)!
200 270 £ 2043b 203 = 1533b 40 = 26°
Mentha piperita 100 287 + 1g23b 260 + 1613b 27 = 212
o 20 590 + 3832 520 + 3293 27 + 2E3
2 457 = 1012 420 = 782 20 = 102
cp2 - 0c Qe ob
N3 - 200 + ogb 170 = g&b 30 = 143

ldpa: ndmero de larvas por grama de fezes, Letras mindsculas iguais na coluna ndo representam
diferenca estatistica significativa a 5 % (Teste Duncan). !: valores ndo transformados = desvio padrio.
2: controle positive= moxidectina 0,001 mg.mL-. 3: controle negativo= dgua destilada.
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Tabela 2. Numerc médio de larvas infectantes (L3} de nematddeos gastrintestinais
recuperadas das culturas de fezes ovinas tratadas com extratos hidroetandlicos de folhas de
Myrcianthes pungens, comparado ao obtido no controle positivo

Extrato Cuncentr.;ﬁ;acu
{mg.mL1)
200
) ) 100
Myrcianthes pungens
20
2
Cp? -
CN3 -

Haemonchius

L3 Total contortus
(dpg = DP)* | 40 ppy:
104 = 67¢ 89 * 5&°
1020 + 7562 883 + 6043
417 + 5233b 350 * 4333b
167 = 90Qbs 122 + 5gbe
od 04
200 + 9gbe 170 + §5b¢

Trichostrongylus

sp.
(Idpg = DP)?

10 = 5¢

90 + 363

50 + 613b

25 = 1ck
g4

30 + 14bc

Letras mindsculas iguais na coluna ndo representam diferenca estatistica significativa a & %

{Teste Duncan).

L: valores ndo transformados = desvio padrio. 2: controle positivo= moxidectina
0,001 mg.mL-t. 3: controle negativo= dgua destilada.

Tabela 3. Mimero medio de larvas infectantes (L3} de nematddeos gastrintestinais
recuperadas das culturas de fezes ovinas tratadas com extratos hidroetandlicos de folhas de
Peltophorum dubium, comparado ao obtido no controle positivo.

Extrato Cuncentr.zfg:acu
{mg mL1)
200
_— . 100
Peltophorum dubium
20
2
Cp2 -
S E -

Haemonchus

L3 Total contortus
(ldpg £ DP)* | 1300 = pp):
526 + §712 209 + 3322
372 + 3162 337 + 2772
123 = 94b 106 = g2k

50 + 24b 23 = gb

0° 0°
200 + g9gab 170 + ggab

Trichostrongyfus

sp.
(Idpg + DP)!

211 + 3372
27 + 253b
12 = gbs
5 =+ 3be

igd

30 = 143bs

Letras mindsculas iguais na coluna ndo representam diferenca estatistica significativa a 5%
(Teste Duncan). 1: valores ndo transformados £ desvio padrdo. 2: controle positivo= moxidectina
0,001 mg.mL . 3: controle negativo= dgua destilada.

http://scielo.sld.cu

284



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2013;18(2): 278-287

Tabela 4. Numero médio de larvas infectantes (L3} de nematddeos gastrintestinais

recuperadas das culturas de fezes ovinas tratadas com extratos hidroetandlicos de folhas de

Eugeniz uniflora, comparado ao obtido no controle positivo.

= L3 Total Hzemoanchus Trichostrongylus
Concentragao
Extrato (mg mL) {ldpg = contortus sp.
gm== DP)! (Idpg = DP}? (Idpg = DP)?
200 19 + 27¢ 15 = 21k 2 £ 2¢
. . 100 373 = 5gsb 324 + 532 32 x gab
Eugenia uniffora
20 473 £ 2579 337 £ 2138 63 £ 393
2 181 £ 161°P 157 + 1403 14 x 12b
Cp2 - 0° 0* 0°
CN3 - 200 + g9gab 170 + 853 30 = 143b

Letras mindsculas iguais na coluna ndo representam diferenca estatistica significativa a 5 %6
(Teste Duncan). !: valores ndo transformados = desvio padrio. 2: controle positivo= moxidectina

0,001 mg.mLt, 3: controle negativo= dgua destilada.

DISCUSSAO

Em um trabalho realizado na Bahia,? foi observado o efeito dos extratos aquosos de
folhas de M. piperita (115,9; 196 mg.mL™) sobre cultivos de larvas infectantes de
NGI de caprinos promovendo reducado superior a 95 %.

Os resultados obtidos com este trabalho também diferiram daqueles observados em
estudos da atividade in vitro do extrato acetona de Peltophorum africanum sobre
eclosdo de ovos e desenvolvimento larval de Trichostrongylus colubriformis, que
revelaram completo efeito ovicida e larvicida nas concentracées de 0,2 a 1,0 mg.mL™
dos extratos da folha, casca e raiz.* Segundo os autores, a utilizacdo de acetona
resulta em extracdo de maior quantidade de compostos de P. africanum, quando
comparado ao etanol.*

Nenhuma publicacdo prévia sobre atividade anti-helmintica de M. pungens foi
encontrada.

Em estudos realizados no estado do Parana utilizando extrato de E. uniflora foi
observada atividade sobre os ovos de trichostrongilideos com taxa de inibicdo
superior a 80 % da eclodibilidade dos ovos.®

Apds muitos estudos realizados foi possivel conhecer a atividade de alguns extratos
vegetais que por serem ricos em taninos apresentaram propriedade anti-
helmintica.®*?

Os testes in vitro de eclodibilidade de ovos e desenvolvimento larval serao
realizados futuramente utilizando extratos de E. uniflora.

Neste ensaio in vitro foi possivel observar o efeito dos extratos das folhas de E. uniflora,
planta pertencente a familia Myrtaceae, em uma concentracdo de 200 mg.mL™,
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sobre o desenvolvimento dos NGI cultivados nas fezes de ovinos, medido pelo
ndamero de L3 recuperadas.

O extrato de E uniflora em concentracéo igual a 200 mg.mL™ contribuiu para a
reducdo do numero de larvas de nematddeos gastrintestinais, especialmente H.
contortus e Trichostrongylus sp., recuperadas das culturas de fezes ovinas. Os
extratos de M. piperita, M. pungens e P. dubium nao foram eficientes na reducao do
numero de larvas de nematddeos gastrintestinais.
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