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RESUMO

As afeccbes causadas por parasitas gastrintestinais sdo responsaveis por
grandes prejuizos econdémicos na criacdo de pequenos ruminantes. O controle das
helmintoses é realizado principalmente por farmacos, entretanto, tais produtos vém
sendo administrados de forma indiscriminada promovendo a selecdo de linhagens
resistentes. Nesse sentido, a fitoterapia vem se destacando, entretanto, pouco se
conhece sobre o real potencial toxico e terapéutico das plantas, dessa forma faz-se
necesséario estudos que verifiquem esses efeitos. Neste contexto, o objetivo do
estudo foi avaliar o perfil fitoquimico das folhas de Leucaena leucochephala e Parkia
platychephala, e folhas e flores de Senna alata, assim como, verificar a toxicidade
em Artemia salina e efeitos nematicidas. O material vegetal foi seco, macerado e
concentrado em evaporador rotativo a temperatura de 45°C para obtencdo do
extrato bruto, a partir do qual, foi submetido ao particionamento por polaridade de
solventes e, assim, obtidos as fra¢cdes hexanicas, acetaticas, butandlicas e aquosas
para analise fitoquimica e determinacédo das CLs50 através de ensaios de toxicidade
em A. salina, in vitro. Para avaliacdo da atividade ovicida e larvicida foram utilizados
0s extratos brutos. No teste de inibicdo de eclosdo, a suspensdo de ovos foi
distribuida em microtubos com o EB diluidos em solugdo de Tween 80 a 3% nas
concentracdes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL, em triplicata. Apds aplicacdo dos
extratos, as placas foram incubadas a 26 +1 °C por 48 horas, e apds esse periodo
realizado as leituras. Para avaliar a acao lavicida, os EBs foram diluidos em solugéo
de Tween 80 a 1% e testados sobre larvas desembainhadas, nas concentragdes de
1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 mg/mL, em triplicata. As leituras foram realizadas a cada 24 horas
por 4 dias, comecando a partir do DO. O estudo das folhas de L. leucocephala
revelou a presenca de fendis, taninos condensados, flavonoides e saponinas. Os
testes das folhas de P. platycephala revelaram presenca de taninos hidrolisados e
saponinas. Os testes fitoquimicos com as folhas de S. alata foi positivo para fendis
chalconas e auronas, flavonas, flavondis e xantonas, e saponinas. J& as flores foram
positivas para fendis, chalconas e auronas, flavonas, flavonoéis e xantonas, e
flavononois. Os extratos que apresentaram as CLs mais téxicas foram os das folhas
de L. leucocephala e S. alata, enquanto que os extratos das folhas de P.
platycephala e flores de S. alata demonstraram baixa toxicidade sobre A. salina. A
mortalidade observada pode ser atribuida a atividade dos metabdlitos secundarios
identificados nos testes fitoquimicos. Os extratos brutos das folhas de L.
leucocephala e P. platycephala, e folhas e flores de S. alata promoveram efeito
significante sobre a inibicdo de desenvolvimento de ovos, in vitro. O estudo
demonstrou ainda que as folhas de P. platycephala e S. alata possuem ac¢ao anti-
helmintica sobre larvas infectantes de tricostrongilideos.

Palavras-chaves: controle parasitario; plantas do cerrado; plantas taniferas;
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ABSTRACT

The diseases caused by gastrointestinal parasites are responsible for great
economic losses in small ruminants breeding. The control of helminths is
accomplished primarily by synthetic anthelmintic medicines. However, these drugs
have been administered indiscriminately, promoting the selection of resistant strains
of worms. On the other hand, herbal medicines have been proposed as an
alternative way for treatment of small ruminants infected by these parasites.
However, little is known about of both toxic and therapeutic potentials of plants that
could control these helmiths in small ruminants. Therefore, additional studies are
required to verify the possible effects of these plants. In this context, the aim of this
study was to evaluate the phytochemical profile of the leaves of Leucaena
leucochephala and Parkia platychephala, and leaves and flowers of Senna alata, as
well as verify toxicity in Artemia salina and their nematicides effects. The plant
material was dried, concentrated and homogenized in a rotoevaporator at 45°C to
obtain the crude extract (CE). After this procedure, this material was subjected to
solvent partitioning polarity and was obtained hexanic, acetatic, butanolic and
agueous fractions. These fractions were used for phytochemical analysis and CLs50
determination through toxicity testing in vitro. Crude extracts were used to evaluate
their ovicidal and larvicidal properties. In the hatching inhibition test, the egg
suspension was distributed in microtubes with CE diluted in a solution containing 3%
Tween 80 at concentrations of 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 and 1, 5 mg/ml, in triplicate. After
administration of the extract, the plates were incubated at 26 + 1 ° C during 48 hours
and thereafter read. To assess their larvicida action, CEs were diluted in a Tween 80
in 1% solution and tested on larvae at concentrations of 1.0, 2.5, 5.0 and 7.5 mg/
ml, in triplicate. Readings of the samples were taken every 24 hours for 4
consecutive days, starting from DO. The analysis of the leaves of L. leucocephala
revealed the presence of phenols, condensed tannins, flavonoids and saponins. The
tests of the sheets P. platycephala hydrolysates revealed the presence of tannins
and saponins. Phytochemical tests on the leaves of S. alata were positive for
phenols, auronas chalcones, flavones, flavonols, xanthones, and saponins.
Moreover, the flowers were positive for phenuronas, chalcones, flavones, flavonols,
xanthones and flavononois. The extracts that showed the most toxic effects on A.
saline were the leaves of L. leucocephala and S. alata, while extracts from leaves of
P. platycephala and flowers of S. alata showed low toxicity. The mortality rate can be
due to the activity of the secondary metabolites identified in phytochemical tests.
Extracts from the leaves of L. leucocephala, P. platycephala, and leaves and flowers
of S. alata promoted significant effect on inhibition of egg development in vitro. The
study also showed that the leaves of P. platycephala and S. alata have anthelmintic
action on infective larvae Trichostrongylidae.

Keywords: parasite control; cerrado plants; tanniferous plants;
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1.1INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais e no tratamento de doencas remonta
aos primordios da humanidade (NEWMAN; CRAGG, 2007). A comprovagao da
eficicia farmacoldgica de plantas com uso popular e a busca por novos compostos
com propriedades farmacéuticas tem sido objetivo de estudos nos ultimos anos.
Esse interesse é perceptivel tanto em ambito nacional como internacional, visto o
grande potencial terapéutico e econdmico desses produtos para industria
farmacéutica (BARREIRO; BOLZONI, 2009).

Diversas doencas tém sido alvo de pesquisas que envolvem plantas, dentre
as quais estdo as nematodioses gastrintestinais, que sao responsaveis por prejuizos
econdbmicos em rebanhos comerciais das varias regides do Brasil (CARMUCA-
VASCONCELOS et al., 2005).

A busca por formas de controle alternativo tem se intensificado em vista do
surgimento de resisténcia aos anti-helminticos convencionais (FURTADO, 2008).
Outro fator que contribui para o desenvolvimento desses estudos € o alto custo para
pesquisa de novas bases quimicas. Assim, o uso popular de plantas no tratamento
de enfermidades vem sendo objetivo de estudos como uma alternativa para
substituir medicamentos convencionais, de alto custo e causadores de resisténcia
parasitaria, por medicamentos de origem natural (OLIVER et al., 2006).

Plantas taniferas possuem efeitos comprovados sobre o controle de
nematoides gastrointestinais, por meio da inibicdo da eclosédo de ovos e paralisia
larvar (MOLAN et al., 2003). Leucaena leucocephala e Parkia platycephala sdo
leguminosas perenes, que apresenta altos niveis de proteinas e taninos. A Ultima é
conhecida popurlamente como faveira, fava-de-bolota ou visgueira; espécies desse
género vém sendo estudadas como possivel agente antimicobriano (OW,
STUPANS, 2003).

Senna alata, conhecida popularmente como fedegosao ou mata-pasto, € uma
planta que pertence a familia Fabaceae e vem sendo utilizada popularmente no
tratamento de verminoses intestinais (RODRIGUES et al., 2010).

A utilizacdo de farmacos derivados de plantas e a fitoterapia na medicina
cientifica s6 podera ocorrer se estes produtos cumprirem os critérios de eficacia e
seguranca, para que possa ser garantida que sua administragdo a organismos vivos
ocorra sem riscos a saude (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).
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Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil fitoquimico
das folhas de Leucaena leucochephala e Parkia platychephala, e folhas e flores de

Senna alata, assim como, verificar a toxicidade e efeitos nematicidas.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Helmintoses

A pecuéaria mundial tem enfrentado nos dias atuais uma série de empecilhos
de carater econdémico em decorréncia das perdas causadas por doengas de origem
parasitaria. Nos paises em desenvolvimento, as helmintoses gastrintestinais
representam um dos principais fatores limitantes a exploracdo de pequenos
ruminantes (NUNES et al., 2013).

As gastrenterites causadas por nematdédeos geram perda de peso, diminui¢ao
do rendimento de carcaca, anemia e edema de mucosas. Outras perdas
significantes estdo relacionados a casos extremos como mortalidade de animais,
especialmente jovens e fémeas ovinas no peri-parto (ALMEIDA et al., 2005).
Amarante e Sales (2007) afirma que praticamente 100% dos ruminantes domeésticos
sao portadores de pelo menos uma espécie de endoparasita.

Entre os parasitas que infectam os ruminantes estdo os chamados
tricostrongilideos, pertencentes a familia Trichostrongylidae, sdo vermes pequenos e
capilariformes, e tem como principais agentes causadores de prejuizos 0s géneros
Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia (FONSECA et
al., 2011).

O ciclo de vida da maioria dos nematddeos apresenta duas fases distintas: a
fase de vida parasitaria e a fase de vida livre. A fase parasitaria ocorre no organismo
do hospedeiro, onde a larvas infectantes (L3), ap0s serem ingeridas pelo animal,
desenvolvem-se até a fase adulta, se reproduzem, e entdo o animal passa a eliminar
0s ovos pelas vezes, e a fase de vida livre, que ocorre na pastagem, e que vai do
ovo, passando por L1, L2, até chegar a L3 (BASSETO et al., 2009). Os animais ao
ingerirem as larvas infectantes (L3) presentes na pastagem passam a apresentar a
parasitose. As larvas podem sobreviver de seis meses a mais no ambiente,
dependendo das condi¢Bes climéaticas (DAVID et al., 2007).

Fatores como a umidade relativa do ar, incidéncia de radiagdo solar e
temperatura, podem afetar tanto a resposta do organismo animal, como também o
comportamento de alguns parasitas durante a fase de vida livre. Em regides

tropicais, sob a necessidade de condicbes de criacdo intensiva, a ocorréncia de
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endoparasitas é macica levando ao controle da infestacdo por meio do uso de anti-
helminticos a cada trés a quatro semanas (DAVID et al., 2007).

1.2.2 Quimioterapicos e Resisténcia Parasitaria

A principal forma de controle das helmintoses gastrointestinais é através de
guimioterapicos (MOLENTO et al., 2013).

A resisténcia anti-helmintica € um fendémeno pelo qual parasitas conseguem
sobreviver a doses de um farmaco que séo letais para uma populacdo susceptivel.
E determinada quando a eficacia do farmaco decresce a niveis inferiores a 95% de
reducéo da carga parasitaria (COSTA; SIMOES; RIET-CORREA, 2011).

Os parasitas, na sua maioria, s8o homozigotos susceptiveis (SS), alguns séo
individuos heterozigotos (SR e/ou RS) e uma parcela minima de homozigotos
resistentes (RR), chegando a percentuais 0,01% de individuos RR ou dominantes o
que predispde inicio do processo de selecdo, logo apds o primo contato com um
composto antiparasitario. Quando a eficAcia a um determinado medicamento é
diminuida em decorréncia de resisténcia do parasita ao quimico, muda-se a base e
inicia-se entdo o tratamento dos animais com um novo produto, gerando um
segundo processo de selecdo independente. Desta forma, apds certo periodo de
tempo, a populacdo serd composta por individuos que apresentam resisténcia
multipla, ou seja, resisténcia a todas as familias de farmacos, resultando no
esgotamento de todos os farmacos disponiveis (MOLENTO, 2005).

Um dos fatores que contribuem para o agravamento da resisténcia é o fato de
que, em virtude do alto custo dos produtos anti-helminticos convencionais, a maioria
dos produtores ndo promove o tratamento adequado dos seus rebanhos, usando
subdosagens ou periodicidade inadequada, o que consequentemente, leva ao
desenvolvimento da resisténcia por parte dos parasitas (FORTES; MOLENTO, 2013)
Além disso, ha o inconveniente efeito residual sobre os produtos de origem animal
ou a excrecdo destes principios ativos para 0 meio ambiente, acarretando na
poluicdo do mesmo (FURTADO, 2008).

Segundo Chagas (2004) a vulnerabilidade dos produtos quimicos diante da
capacidade de sobrevivéncia dos parasitas, faz com que eles tenham tempo de uso

pré-determinado.
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Em decorréncia das grandes perdas na criagdo de ruminantes associadas as
parasitoses e a nédo elucidagcdo completa dos mecanismos de desenvolvimento de
resisténcia parasitaria aos anti-helminticos, preconiza-se a associacdo de métodos
alternativos e a utilizacdo correta dos anti-helminticos para controlar as infec¢des
(MOLENTO, 2004).

1.2.3 Fitoterapia

As plantas sao importantes fontes de substancias biologicamente ativas. Elas
sintetizam uma grande variedade de moléculas que sdo responsaveis pela sua
sobrevivéncia e desenvolvimento. Nas plantas, os compostos responsaveis pelas
funcdes vitais sdo denominados metabdlitos primarios, enquanto que os secundarios
estdo envolvidos com a adaptacdo da planta ao meio (HARAGUCHI; GORNIAK,
2008).

Sabe-se que, muitos dos farmacos produzidos sdo derivados de produtos
naturais ou foram desenvolvidos por sintese quimica a partir destes (BARREIRO;
BOLZONI, 2009). Estima-se que 25 a 30% das drogas produzidas tem origem
natural (SOUSA et al., 2008).

A fitoterapia consiste no uso de plantas no tratamento de enfermidades, onde
as raizes, cascas, folhas, frutos e sementes sao utilizados no preparo de extratos ou
infusdes para serem consumidos. A Organizacdo Mundial da Saude ja reconhece a
fitoterapia como uma alternativa viavel e importante as populacdes dos paises em
desenvolvimento, uma vez que seu custo € reduzido e vem sendo comprovado
cientificamente como eficaz no tratamento de algumas enfermidades (OMS, 2000).

O emprego da fitoterapia como método alternativo, associado a farmacos anti-
helminticos, visa a sustentabilidade, a minimizacdo do impacto ambiental das
praticas agropecuarias e a reducdo do uso excessivo do controle quimico das
parasitoses (CEZAR; BATISTA; BIANCHIN, 2008). Entretanto, o uso de plantas com
fins terapéuticos, sem orientacdo apropriada, € fator de preocupacdo que deve ser
considerado, dada a incidéncia de espécies com registro de toxicidade e
contraindicagdes de uso (TOMAZZONI; NEGRELLE, CENTA, 2006).

Um levantamento, realizado no Estado do Para, demonstrou que a maioria

das pessoas entrevistadas desconhece o efeito téxico das plantas locais. O estudo
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permitiu verificar ainda, que 25% dos casos de intoxicagdo por plantas relatados se
deve a utilizagdo com fins medicinais (VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009).

O controle de helmintoses por meio de extratos de ervas é habito comum na
populacdo. Pesquisas realizadas nas universidades brasileiras ja identificaram mais
de 350 mil espécies vegetais, 0 que permite uma ampla variedade aos possiveis
usos medicinais. Segundo Furtado (2008), 106 espécies de plantas foram
registradas possuindo algum efeito vermicida, pertencentes a 83 géneros e 40
familias, onde as familias que apresentaram maior nimero de espécies com alguma
atividade antiparasitaria foram: Asteraceae (17 spp), Fabaceae (15 spp), Lamiaceae
(10 spp) e Meliaceae (5 spp). A infusdo de folhas € principal forma de preparo dos
produtos medicinais, com 23,6% das citacfes; seguida de frutos com 10,4% de
indicacbes e sementes (9,4%). Outras partes vegetais sdo usadas com menor
frequéncia, tais como: cascas, flores, seiva, raizes, partes aéreas, brotos, bulbos,
troncos, agua de tronco e polpa. Do levantamento realizado apenas 17,9% das
plantas eram indicadas para tratamento de parasitas encontrados em ruminantes,
sendo o restante de uso contra diversas espécies de parasitas, ou ndo especificou
contra quais parasitas eram eficazes.

Testes “in vitro” vém sendo realizados para avaliar o potencial antiparasitario
de metabdlitos secundarios de plantas. Dentre as plantas medicinais que
apresentam acao sobre vermes destacam-se o meldo de Sdo Caetano (Mormodica
charantia L.), a batata de purga (Operculina hamiltonii) e a semente de jerimum
(Cucurbita pepo L.), dos quais séo utilizadas as folhas e, as vezes, os talos e 0s
frutos. Segundo Almeida et al. (2007), em condi¢cbes experimentais as plantas acima
citadas apresentaram eficacia na reducdo de helmintoses gastrintestinais de
caprinos.

Chenopodium ambrosioides, conhecida como mastru¢co, mastruz, erva-de-
santa-maria, cha-do-meéxico, erva-formigueira e quenopddio, é outra planta de
aplicacdo fitoterapica sobre vermes, que pertence a familia Chenopodiaceae. Os
hidrocarbonetos terpénicos (cimeno, limoneno e terpineno) e o ascaridiol, onde
efeito nematicida vem sendo atribuido a este principio (SANTOS; CORREA, 2006).

Em estudos realizados com extrato metandlico e aquoso de Euphorbia
helioscopia, in vitro, sobre larvas de Haemonchus contortus foi verificado morte apos
8 horas de exposicdo. Os extratos também promoveram reducgédo significativa na de
eclosdo de ovos (LONE et al., 2012).
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A acao terapéutica de alguns extratos vegetais esta associada a metabdlitos
secundérios, os quais tém funcdo aparente na defesa a eventuais predadores
(CHAGAS, 2004).

As forrageiras leguminosas da familia Fabaceae sdo pesquisadas, uma vez
gue sao ricas em taninos (CEZAR; BATISTA; BIANCHIN 2008). Os taninos podem
exercer acao anti-helmintica por meio da reducdo de eclosédo, desenvolvimento e
desembainhamento larvar e motilidade de adultos (OLIVEIRA et al., 2011).

As saponinas, outro metabdlito secundario, possuem importante papel no
sistema de defesa das plantas, e estdo presentes principalmente nos tecidos mais
vulneraveis ao ataque de parasitas. A atividade de protecdo ocorre devido a
interacdo das saponinas com os esteroides de membrana do parasita (WINA;
MUETZEL; BECKER, 2005).

Assim, esses metabdlitos podem apresentar algum potencial terapéutico no
controle de verminoses.

O Norte do Estado do Tocantins caracteriza-se como uma zona de transicao
Amazbnia e Cerrado, possuindo uma grande variedade de plantas. Pouco se
conhece sobre o efeito terapéutico das plantas presentes nesta regido. L.
leucocephala, P. platycephala e S. alata sdo espécies nativas (RODRIGUES et al.,
2010), que podem apresentar potencial terapéutico contra nematoides em

decorréncia da presenca de seus metabdlitos.

1.2.4 Leucaenaleucocephala

Leucaena leucocephala (Figura 1) € considerada uma leguminosa de alta
qualidade, pertecente a familia Fabaceae, sendo encontrada nos trépicos e
subtrépicos. E bastante nutritiva e palatavel (ALMEIDA et al., 2006), possuindo altos
niveis de proteina e taninos condensados (D'MELLO; ACAMOVIC, 1989). Em
decorréncia do seu teor proteico, que varia de 22 a 25%, é bastante utilizada na
alimentacdo de ruminantes (ARAUJO; ALBUQUERQUE, FILHO, 2006).

Plantas taniferas tem sido objeto de estudo para o controle de nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes, visto que, 0sS taninos provenientes de
plantas possuem efeito antiparasitario, agindo de forma a inibir a eclosdo de ovos e
promovendo a paralisia larvar (MOLAN et al., 2003). A reducdo da carga parasitaria

de nematoides foi verificada em ovinos alimentados com plantas taniferas (MINHO,
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et al., 2008). Assim, a presenca de taninos na planta justifica estudos sobre um

possivel potencial nematicida.

Figura 1- Leucaena leucocephala coletada no municipio de Araguaina-TO.

1.2.5 Parkia platycephala

Parkia platycephala, conhecida popurlamente como faveira, fava-de-bolota ou
visgueira, é planta arbdérea da familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, que
também é usada suplementacao alimentar de ruminantes (SILVA et al., 2012).

Ndo existem relatos do uso da planta para fins medicinais, entretanto varios
estudos vem sendo realizados com espécies do género para tratamento de
distirbios gastrointestinais, como antioxidante (FERNANDES, et al.,, 2010) e
antimicrobiano (OW; STUPANS, 2003). Segundo Fernandes, el al. (2010),
triterpenos e lupeol, isolados da P. pendula, vém sendo investigado como
gastroprotetor.

JA o extrato aquoso de P. biglobosa (Jacg.) apresentou atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (EL-MAHMOOD; AMEH, 2007).

Em investigacbes, as folhas de P. platycephala apresentaram saponinas
(SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010), um metabolito presente nas plantas, que
estar envolvido diretamente no sistema de defesa contra parasitas. Assim, P.
platycephala pode apresentar potencial para o0 controle de verminos

gastrointestinais.
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1.2.6 Senna alata

Senna alata (L.) Roxb, conhecida popularmente como fedegoso ou mata pasto,
pertencente a familia Fabaceae, € uma planta perene, com propriedade arbustiva,
com crescimento vegetativo extremamente rapido e tendéncia a formacdo de
estandes puros (RODRIGUES, et al., 2009).

O periodo de maior floragédo coincide com o periodo de maior pluviosidade e
maiores temperaturas (AGUIAR, 1992). A temperatura, a umidade relativa e o
fotoperiodo podem influenciar a produgéo e o desenvolvimento de botdes, flores e
frutos (MARQUES; OLIVEIRA, 2004). O seu extrato possui propriedades
terapéuticas e vem sendo utilizado na medicina popular como antimicrobiano,
anticatarral, hipoglicemiante, diurético e analgésico (ORDONEZ et al., 2004). A
planta vem sendo utilizada como vermicida em humanos e animais, na forma de
infusdo das flores. As pessoas relatam sentir vantagens ou melhoras em relacdo ao
desconforto ou distlirbios causados pelos endoparasitos (VIANA et al., 2008),
porém, deve ser ministrada com cuidado, pois pode apresentar efeitos toxicos aos
rins e causar abortos (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009).

Segundo o mesmo, espécies do género Senna sao ricas em flavonoides,
antraquinonas e polissacarideos. Também ja foram relatados para esse género

esteroides, alcaloides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas, estilbenos e
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triterpenos. Na espécie a presenca de cumarinas, flavonoides e &cidos graxos
podem ser encontrados em todos os pontos da planta.

-

Figura 3 — Senna alata coletada no municipio de Araguaina-TO.

Atualmente, a busca por formas de controle alternativo de helmintoses tem
estimulado estudos que visam verificar a acdo antiparasitaria de plantas. Entretanto,
além de se comprovar potencial terapéutico, faz-se necesséario avaliar toxicidade
destas para determinar seguranca e eficacia. Dessa forma, no presente trabalho
avaliou-se o perfil fitoquimico, toxicidade e efeito nematicida de L. leucocephala, P.
platycephala e S. alata, plantas presentes na regidao de transicdo Amazobnia e

Cerrado.
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Estudo fitoquimico e ensaio toxicolégico em Artemia salina de Leucaena
leucocephala, Parkia platycephala e Senna alata

Phytochemical studies and toxicological assay in Artemia salina of Leucaena

leucocephala, Parkia platycephala and Senna alata

RESUMO

As verminoses gastritestinais geram grandes perdas a producédo de pequenos
ruminantes. A busca por formas de controle alternativo de helmintoses tem
estimulado estudos que visam verificar a acdo antiparasitaria de plantas. O Estado
do Tocantins caracteriza-se como uma area de transicdo Amazodnia e Cerrado,
possuindo uma grande diversidade de plantas detentoras de propriedades
medicinais. Entretanto, faz-se necessério avaliar toxicidade destas para determinar
seguranca e eficacia. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o perfil
fitoquimico dos extratos das folhas de Leucaena leucocephala e Parkia platycephala,
folhas e flores de Senna alata, plantas presentes no ec6tono Amazénia e Cerrado, e
verificar a toxicidade dos mesmos em Artemia salina. As plantas foram coletadas no
municipio de Araguaina-TO. O material vegetal foi submetido a secagem, macerado
e concentrado em rotaevaporador a temperatura de 45°C para obtencdo do extrato
bruto, a partir do qual, foi submetido ao particionamento por polaridade de solventes
e, assim, obtidos as fracbes hexanicas, acetaticas, butandlicas e aquosas para
analise fitoquimica e determinacdo das CLs50 através de ensaios de toxicidade in
vitro. O estudo revelou a presenca de taninos condensados, flavonoides e saponinas
nas folhas de L. leucocephala; taninos hidrolisados e saponinas nas folhas de P.
platycephala; fenois, chalconas e auronas, flavonas, flavondis e xantonas, e
saponinas nas folhas de S. alata; e fendis, chalconas e auronas, flavononois,
flavonas, flavondis e xantonas nas flores de S. alata. Todos os extratos das plantas
apresentaram baixa toxicidade sobre A. salina. Desta forma, pode-se concluir que as
plantas podem ser eventualmente estudadas para avaliar potencial terapéutico no
controle de verminoses gastrintestinais de ovinos, haja vista sua baixa toxicidade e a
presenca de taninos, saponinas e flavonoides, classes de metabdlicas secundarias
associadas a acao antiparasitaria.

Palavras-chave: concentracao letal 50%; ecotono Amazénia e Cerrado; metabdlitos

secundarios;

ABSTRACT

The gastrointestinal worms generate large losses for the small ruminants
breeding. The search for alternative ways to control helminthic infections has
stimulated studies aimed to verify antiparasitic action of plants. The State of
Tocantins is characterized as a transition area between Amazon and brazilian
savannah (Cerrado), having a great diversity of plants possessing medicinal
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properties. However, it is required to assess toxicity of these plants to determine their
safety and efficacy. Therefore, this study aimed to evaluate the phytochemical profile
of both Leucaena leucocephala and Parkia platycephalam leaves and Sena.alata
flowers found in the Amazon and Brazilian savannah (Cerrado) ecotone, that were
collected in Araguaina —TO, to verify the same toxicity in Artemia salina, The plant
material was subjected to drying mash and concentrated in a rotoevaporator at a
temperature of 45°C to obtain crude extract. After this, the crude extract was
subjected to solvent partitioning polarity to obtain hexanic, acetatic, butanolic and
agueous fractions for phytochemical analysis and CLs50 determination through
toxicity testing in vitro. The study revealed the presence of condensed tannins,
flavonoids and saponins in the leaves of L. leucocephala; hydrolyzed tannins and
saponins in the leaves of P. platycephala, phenols, auronas and chalcones, flavones
[flavonols and xanthones , and saponins in the leaves of S. alata , and phenols,
chalcones and auronas, flavononois, flavones, flavonols and xanthones in the flowers
of S. alata. All plant extracts showed low toxicity on A. saline. Thus, this study
suggests that some plants can eventually be studied to evaluate therapeutic potential
in the control of gastrointestinal worms of small ruminantes, due to their low toxicity
and the presence of tannins, saponins and flavonoids, classes of secondary
metabolic associated with antiparasitic action.

Keywords: lethal concentration 50%; Amazon and Cerrado ecotone, secondary

metabolites.

2.1 INTRODUCAO

As gastrenterites causadas por nematdédeos representam 0s maiores
prejuizos a criacdo de pequenos ruminantes, principalmente quando se refere a
infec¢des subclinicas (RAMOS et al., 2004), que levam a prejuizos econdmicos em
grande escala.

A principal forma de controle das helmintoses dar-se através de produtos
quimicos, entretanto, o uso de forma indiscriminada e sem critérios epidemiolégicos
vem proporcionando o aparecimento de resisténcia. Assim, a fitoterapia tem
recebido destaque visando desestimular o uso excessivo de anti-helminticos
convencionais no controle de parasitoses e dessa forma, minimizar o impacto
dessas praticas erréneas (FURTADO, 2008; OLIVER et al., 2006; ).

O Brasil € um pais com um grande potencial em relacdo a biodiversidade
nativa, abrigando inUmeras plantas detentoras de propriedades medicinais, sendo
ainda desconhecidos os principios ativos e possiveis efeitos terapéuticos da maior
parte destas (MAIOLE-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007).
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Plantas taniferas vém sendo objetivo de estudo da fitoterapia por possuirem
acdo sobre o controle de nematoides gastrointestinais (MOLAN et al., 2003).
Leucaena leucocephala, conhecida popularmente como leucena, e Parkia
platycephala, conhecida por faveira ou fava-de-bolota, sdo plantas perenes,
pertecentes a familia Fabaceae, e que apresentam altos niveis de proteinas e
taninos (ARAUJO; ALBUQUERQUE; FILHO, 2006; D'MELLO; ACAMOVIC, 19809;
SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010). Ndo hé relatos do uso popular dessas
plantas com fins medicinais, entretanto, faz-se necessario estudos sobre o possivel
potencial terapéutico no controle de verminoses de pequenos ruminantes.

Senna alata (L.) Roxb, conhecida popularmente como fedegosdo ou mata
pasto, € uma planta perene da familia Fabaceae (VIANA et al., 2008), arbustiva, com
crescimento vegetativo extremamente rapido e tendéncia a formacao de estandes
puros (RODRIGUES et al., 2010). Popularmente, ela vem sendo utilizada na
medicina popular como antimicrobiano, anticatarral, hipoglicemiante, diurético,
analgésico (ORDONEZ et al., 2004) e como endoparasiticida na forma de infuséo
das flores (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009).

O Estado do Tocantins caracteriza-se como uma area de transicdo Amazonia e
Cerrado, possuindo uma grande diversidade de ecossitemas. O clima predominante
da regido é tropical umido, com duas estacbes bem definidas, seca e chuvosa, e
temperatura variando de 26 a 32° C (TOCANTINS, 2012). L. leucocephala, P.
platycephala e S. alata, sdo plantas nativas dessa regido, entretanto, pouco se
conhece sobre o real potencial toéxico e terapéutico destas.

O grande numero de plantas utilizadas no tratamento de enfermidades sem
comprovacdo cientifica e a busca por novas bases terapéuticas justificam o
desenvolvimento de estudos com esse fim. Para tanto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o perfil fitoquimico dos extratos das folhas de L. leucocephala e P.
platycephala, folhas e flores de S. alata, plantas presentes no ec6tono Amazonia e

Cerrado, e verificar a toxicidade dos mesmos em Artemia salina.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal
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As folhas de L. leucocephala e P. platycephala, folhas e flores de S. alata
foram coletadas no municipio de Araguaina/TO, entre dezembro de 2012 e janeiro
de 2013. Uma exsicata foi depositada no Herbario-TO da Universidade Federal do
Tocantins sob os seguintes registros L. leucocephala HTO 9339, P. platycephala
HTO 9144 e S. alata HTO 9618.

2.2.2. Estudo Fitoquimico

2.2.2.1 Obtencéao do extrato bruto (EB)

As folhas de L. leucocephala e P. platycephala, folhas e flores de S. alata
foram pesadas e submetidas a pré-secagem em temperatura de 55 °C por 96 horas
em estufa ventilada até obter o peso constate do material vegetal. As folhas de P.
platycephala, folhas e flores de S. alata secas foram peneiradas, submetidas a
pesagem e maceracdo em etanol 99,5 °GL por 120 horas, e as folhas de L.
leucocephala em metanol PA por 48 horas e apds esse periodo filtradas. Esse
procedimento foi repetido por mais trés vezes. O filtrado foi submetido & secagem
em evaporador rotativo (Fisatom® Mod. 801), sob pressdo reduzida a temperatura
de 45°C até a eliminacdo do solvente, formando o extrato bruto (EB). Em seguida, o

EB foi pesado em balanca analitica e teve o percentual de rendimento calculado.

2.2.2.2 Particionamento por polaridade de solventes para a obteng&o do extrato
hexanico (EH), acetéatico (EA), butandlico (EBu) e aquoso (EAQ).

Os extratos brutos foram submetidos ao particionamento com solventes em
gradiente crescente de polaridade (FALKEMBERG; SANTOS; SIMOES, 2006;
MATOS, 1997). O material foi pesado e ressuspenso em 40 mL de agua destilada e
particionado com hexano. Separada a fracdo hexanica, a fase aquosa foi submetida
a particdo com acetato de etila. Obtida a fracéo acetatica, procedeu-se nova particdo
da fase aquosa restante com butanol saturado em agua, resultando na fragéo
butandlica e na fracdo aquosa. Cada particédo era realizada com 40mL de solvente e
0 numero de lavagens estdo descritos no Quadro 1. Apdés o particionamento, as
fracbes hexanica, acetatica, butandlica e aquosa foram secas totalmente sob

pressdo reduzida em rotaevaporador, com temperatura controlada de 45° C, dando
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origem aos extratos hexanico (EH), acetatico (EA) e butandlico (EBu) e extrato

aquoso (EAQ). O fluxograma do particionamento esta esquematizado na Figura 1.

Quadro 1-Numero de extragBes por solvente durante o particionamento dos
extratos brutos.

Hexano Acetato de etila Butanol PA
L. leucocephala 05 06 04
S. alata (flores) 04 03 03
S. alata (folhas) 03 03 02
P. platycephala 03 03 03

Extrato bruto (EB)

Hexano
Extrato hexanico (EH) Fracdo aauosa
Acetato de etila
Extrato acetatico (EA) Fracdo aauosa
Butanol saturado em agua
Extrato butanélico (EBu) Extrato aguoso (EAQ)

Figura 1- Fluxograma para obteng&o do extrato hexanico (EH), acetatico (EA), butanolico (EBu) e

aquoso (EAQ).

2.2.2.3 Prospeccao fitoquimica
Todos os extratos foram submetidos a analise fitoquimica para verificar a
presenca das seguintes classes de metabdlitos secundarios: fendis, taninos,

saponinas, flavonoides e alcaloides por meio de rea¢cfes quimicas que resultam no
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desenvolvimento de coloracao/precipitado caracteristico para cada classe de
substancia de acordo com metodologia descrita por Matos (1997).

2.2.2.3.1 Teste para Taninos e Fendis

Num tubo de ensaio contendo 4 mL de solug¢do hidroalcoolica de extrato
foram adicionados trés gotas de solucdo de cloreto férrico a 10%. Um teste em
branco também foi preparado com &agua destilada e cloreto férrico para
comparacdes. A presenca de fendis ou taninos foi determinada de acordo com o
aparecimento da coloracdo caracterizada para cada substancia ou a formacéo de
precipitado escuro. Coloracéo variavel entre o azul e o vermelho indicou a presenca
de fendis. Precipitado escuro com tonalidade azul, presenca de taninos hidrolisaveis,

e coloracéo verde, taninos condensados.

2.2.2.3.2 Teste para Saponinas

Para esse teste, 2 mL de solugcéo de extrato foi ressuspendido com 2 mL de
cloroférmio e diluido com 4 mL de agua destilada. Em seguida, a solucéo foi filtrada
para um tubo de ensaio e agitada por 3 minutos. A presenca de espuma persistente

a abundante indicou a presenca de saponinas.

2.2.2.3.3 Teste de Cianidina ou Shinoda

Em um tubo de ensaio contendo 4 mL de solucdo de extrato foi adicionado
0,5 mL de acido cloridrico concentrado e 0,5 cm de magnésio em fita. O surgimento
ou intensificagcdo de uma coloracéo laranja a vermelha na solucdo indicou presenca

de flavondis, flavanonas, flavanonaois e/ou xantonas.
2.2.2.3.4 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
Foram utilizados 3 tubos contendo 4mL de solucdo de extrato, o primeiro foi

levado a pH 3, o segundo alcalinizado a pH 8,5 e o terceiro a pH 11. O aparecimento

de cores diversas indicou a presenca de constituintes de acordo com o Quadro 2.
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Quadro 2 - Tabela de cores observadas com a variagédo de pH do material.

o Cor em meio
Constituintes

Acido (pH3) | Alcalino (pH8,5) Alcalino (pH 11)
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-puarpura
Flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho Parpura
Flavononéis - - Vermelho laranja

Fonte: MATOS (1997).

2.2.2.3.5 Teste para Alcaloides

A pesquisa de alcaloides foi realizada nos EB, EH, EA, EBu, EAqg. Para cada
extrato foram utilizados trés tubos de ensaio, cada um contendo 4 mL do respectivos
extratos. No tubo 1 foram adicionadas trés gotas de reagente de Dragendorff (iodo-
bismutato de potassio). No tubo 2 foram adicionadas trés gotas de reagente de
Hager (solucédo saturada de &cido picrico), e no tubo 3 trés gotas do reagente de
Meyer. A formacao de precipitado floculoso em pelo menos dois tubos € indicativo

de alcaloides.

2.2.3. Toxicidade em Artemia salina

A avaliacdo da citotoxicidade frente a Artemia salina foi realizada segundo
adaptacdo da metodologia descrita por (McLAUGLIN; ROGERS; ANDERSON,
1998). Inicialmente foi preparado 1L de solugdo salina a 3%, com sal marinho
sintético MarineMix®, para incubacgédo dos ovos de A. salina Maramar® (0,1g), que
foram expostos a luz artificial (lampada incandescente de 60W) durante 24 horas
para que houvesse a ecloséo.

Para realizar o bioensaio, foram colocados, em triplicata, dez exemplares
de nauplios em tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo salina com fragbes do
EB, EH, e EA diluidos em solucdo aquosa de Tween 80 a 3%, e 0 EBu e EAq
diluidos em agua destilada em concentracdes que variaram de 1, 10, 100, 1000 a
10.000ug/mL. Adicionalmente, eram determinadas novas concentragdes a fim de se
obter pontos representativos para o calculo da CL50. Um grupo controle também foi
preparado nas mesmas condi¢cdes contendo apenas solugdo aquosa de Tween 80 a

3%. Os tubos foram mantidos sob luz artificial (lampada incandescente de 60W) por
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um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, foi realizada a contagem do niumero de
nauplios mortos e determinado o percentual de mortalidade.

Os percentuais de mortalidade de cada concentracdo foram utilizados
para os célculos de regressao linear, a partir do qual foi possivel determinar a CL50
de cada extrato, em nivel de significAncia critico de 95%. Os calculos foram
realizados no software GraphPad Prisma v 5.00 para Windows.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Estudo fitoquimico

Durante o processo de secagem, a reducdo do peso das folhas de L.
leucocephala, P. platycephala e S. alata e flores de S. alata foram de 72,99%,
44,20%, 71,60% e 85,00%, respectivamente. Os rendimentos dos EBs a partir do
material vegetal seco foram de 21,95%, 17,40%, 17,60% e 17,84% para as folhas de
L. leucocephala, P. platycephala e S. alata e flores de S. alata, respectivamente. Os

rendimentos dos extratos particionados estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos obtidos a partir dos extratos brutos.

Plantas Rendimentos
EH (%) EA (%) EBu (%) EAq (%)
L. leucocephala 12,61 22,36 42,96 22,07
S. alata (folhas) 31,84 16,98 17,35 33,83
S. alata (flores) 24,11 12,92 26,89 36,09
P. platycephala 19,08 34,18 22,01 24,73

O estudo fitoquimico das folhas de L. leucocephala revelou presenca de
fendis no EH, EA e EAQ, taninos condensados no EBu, flavonoides no EA (Figura 2)
e saponinas no EBu e EAq (Quadro 3).

Os testes das folhas de P. platycephala revelou presenca de taninos
hidrolisados nos EA (Figura 3) e EBu; e foi positivo para saponinas nos EA, EBu e
EAqQ (Quadro 3).

Os testes fitoquimicos com as folhas de S. alata foi positivo para chalconas e
auronas no EH, flavonoides (Figura 4-C), chalconas, auronas e fenois (Figura 4-D)
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no EA. O EBu das folhas de S. alata foi positivo para fendis (Figura 4-A), flavonoides
(Figura 4-B) e no teste para flavonas, flavonois e xantonas, e saponinas. Ja as flores
foram positivas para chalconas e auronas (Figura 5-A) e fendis (Figura 5-B) no EA,

flavonas, flavonadis e xantonas no EBu (Figura 5-C) e flavonéis no EH (Figura 5-D).

Quadro 3 - Prospeccdo dos constituintes quimicos dos extratos bruto (EB), hexanico
(EH), acetatico (EA), butandlico (EBu) e aquoso (EAQ).

Planta Classe de compostos EH EA EBu EAqQ

Taninos condensados - - + -

Taninos hidrolisados - - - p

Fenois + + - +
L. leucocephala Alcaloides _ ; _ :
Flavonoides- Shinoda - + - -
Saponinas - - + +

Taninos condensados - - - -

Taninos hidrolisados - - - i

Fenois - + T B
Alcaloides - - - -
S. alata (folhas) Flavonoides- Shinoda - + " -
chalconas e auronas + + - -
flavonas, flavonaéis, xantonas - - + -
Saponinas - - + -

Taninos condensados - - - -

Taninos hidrolisados - - - i

Fenodis - + - -

Alcaloides - - - -

Flavonoides- Shinoda - - - i

S. alata (flores) Chalconas e auronas - + - -

flavonas, flavonois e xantonas - - + -

Flavononois + - - -

Saponinas - - - -

Taninos condensados - - - -

Taninos hidrolisados - + + -

Fenois - - ) )
P. platycephala Alcaloides - - l )

Flavonoides- Shinoda - - - i

Saponinas - + + +




Figura 2 - L. leucocephala. Tubo 1 contendo EA e tubo 2 contendo EA reagindo com HCI + Mg
(positivo para flavonoide).

Figura 3 - Teste qualitativo para taninos e fendis. Tubo 1 observa-se reacdo positiva para
taninos hidrolizados no EA de P. platycephala, tubo 2 contendo agua destilada e FeCls.

38
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Figura 4 - EBu das folhas de S. alata foi positivo para fendis (A) e
flavonoides (B). EA- S. alata (folha) positivo flavonoides (C) e chalconas
e auronas e fendis (D).

- L L A8 ) _ b=

Figura 5- Teste positivo para chalconas e auronas (A) e positivo para fendis (B) no EA das
flores de S. alata; Teste qualitativo para flavonas, flavonois e xantonas foi positivo no EBu
(C); EH positivo para flavononois (D).

2.3.2 Avaliacéo datoxicidade em Artemia Salina

A partir do percentual de nauplios mortos foram calculadas as CLs50, por
regressao linear, dos extratos brutos e particionados das plantas, que estdo
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ilustradas na Tabela 2 e Figura 6. A CL50 dos EB, EH, EAc e EBu das folhas de L.
leucocephala foram de 356,68; 630,56; 726,07 e 2766,27 ug/mL, respectivamente.
Para as folhas de P. platycephala a CL50 para o EB foi de 1032,98 ug/mL, EAc de
2986,03 pg/mL, EBu de 1825,71 ug/mL e EAq de 2504,89 ug/mL.

Os EB, EH, EAc e EBu das folhas de S. alata tiveram CL50 de 409,45; 327,17;
248,93 e 2555,50 pug/mL, respectivamente. Ja a concentracdo letal de 50% dos EB,
EH, EAc e EBuU das flores da mesma planta foram de 1025, 5; 662,98; 1001,14 e
3947,41ug/mL, respectivamente.

Os extratos aquosos de L. leucocephala e S. alata, e hexanico da P.
platycephala ndo promoveu morte dos nauplios até a concentracao de 10.000ug/mL,

nao sendo possivel realizar o calculo.

Tabela 2 - Concentracdes letais de 50% (CLsp) dos extratos testados de L.

leucocephala, Senna alata e Parkia platycephala.

Planta Extrato CLsgo (ug/mL) Equacdo da reta R2
E. bruto 356,68 Y=0,9193x - 277,9 0,90
E. hexanico 630,56 Y=10,7200 x - 404,0 0,93
L. leucocephala E. acetatico 726,07 Y= 0,2800x — 153,3 0,92
E. butandlico 2766,27 Y=0,0252x — 19,71 0,84
E. aquoso * * *
E. bruto 409,45 Y=0,2074x - 34,92 0,85
E. hexanico 327,17 Y= 0,2440x -29,83 0,80
S. alata (folhas) E. acetatico 248,93 Y=10,3783x - 44,17 0,84
E. butandlico 2555,50 Y=0,03685x — 44,17 0,85
E. aquoso * * *
E. bruto 1025,50 Y=0,05408x — 5,459 0,85
E. hexanico 662,98 Y=0,1267 x — 34,00 0,82
S. alata (flores) E. acetatico 1001,14 Y=0,07900 x - 29,09 0,89
E. butandlico 3947,41 Y =0,02567 x — 51,33 0,86
E. aquoso * * *
E. bruto 1032,98 Y=0,05136x — 3,054 0,91
E. hexanico * * *
P. platycephala E. acetatico 2986,03 Y= 0,04867 x — 95,33 0,75
E. butanélico 1825, 71 Y=10,04877 x — 39,04 0,86
E. aquoso 2504,89 Y=0,04702 x — 67,78 0,92

* CL50% ndéo estabelecida até concentracdo 10.000pg/mL.
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2.4 DISCUSSAO

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas e de alguns de seus
constituintes tem sido objeto de estudos, pois além de seu uso na medicina popular
com finalidades terapéuticas, as plantas tém contribuido para a obtencdo de varios
farmacos, tais como os glicosideos cardiotdnicos (FOGLIO et al., 2006), morfina, a
emetina, e a rutina. Assim, muitas substancias tém grandes possibilidades de serem
aproveitadas como agentes medicinais.

Os testes de prospeccdo preliminar permitem fazer uma abordagem do
comportamento quimico das plantas, além de fornecer informacdes relevantes para
se chegar ao principio téxico e farmacologico (HEINRICH et al., 2004).

Nos estudos fitoquimicos realizados com a L. leucocephala, a presenca de
fendis totais, taninos condensados, flavonoides e saponinas foram observados
resultados que corroboram com descritos por D'Mello e Acamovic (1989).
Possivelmente, o teste positivo para fendis totais deve-se a presenca dos taninos,
saponinas e flavonoides, visto que os compostos fendlicos sdo  substancias
amplamente encontradas em plantas e inclui uma variedade de classes de
metabdlitos tais como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides,
taninos e ligninas (CARVALHO; GOSMANN; SHENKEL, 2007; TSAO, 2010).

Nos ensaios com P. platycephala foi possivel revelar a presenca de taninos
hidrolisados e saponinas. Bezerra e Chaves (2010) verificaram que o0s taninos
hidrolisados presentes nessa espécie sao derivados do acido gélico. Esse é
empregado como antioxidante de alimentos e vem sendo estudado como possivel
agente antimicobriano e no tratamento de cancér (OW; STUPANS, 2003). A
constatacdo de saponinas corrobora com investigacdes prévias realizadas com
folhas da planta (SILVA; MIRANDA; CONCEICAOQ, 2010).

Os testes realizados com as folhas de S. alata foram positivos para fenais,
flavonoides do tipo chalconas e auronas, flavonas, flavondis e xantonas, e para
saponinas. A presenca de flavonoides é relatada em todas as partes da planta
(RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009). As flores de S. alata também
foram positivas para fendis, chalconas e auronas, flavononois, flavonas, flavondis e
xantonas. Espécies do género Senna sao ricas em flavonoides, antraquinonas,
polissacarideos (HENNEBELLE et. al., 2009), cumarinas e acidos graxos
(RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009).
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Silva, Miranda e Conceicdo (2010) observaram a presenca de alcaloides e
flavonoides nas folhas de P. patycephala. Peréz, Jiménez e Pulpeiro (2005)
relataram alcaloides e taninos nas folhas de S. alata, estes resultados ndo foram
encontrados no presente estudo. A presenca e a concentracdo de um metabdlito na
planta podem ser influenciadas por fatores ambientais, tais como: o estagio de
desenvolvimento, sazonalidade, temperatura, altitude e outros (GOBBO-NETO,;
LOPES, 2007). Assim, possivelmente as variacfes de metabdlitos observados nas
plantas locais ocorreram em decorréncia desses fatores.

Os ensaios de toxicidade com a A. salina vem sendo utilizados de forma
complementar aos estudos fitoquimicos, por ser um teste simples de triagem de
extratos, a fim de prever sua toxicidade geral (COSTA et al., 2009).

O EB das folhas de L. leucocephala apresentou a CLsp, mais baixa dos nossos
estudos, de 356,68 pg/mL. Possivelmente, a interacdo de fendis e flavonoides nos
EH e EA e de taninos condensados e saponinas no EBu promoveram toxicidade
observada sobre os nauplios (MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002). Os ensaios com
EH (630,56 pg/mL) e EA (726,07 pg/mL) apresentaram CL50 com moderada
toxicidade, ja o EBu, apresentou toxicidade relativamente baixa (2766,27 pg/mL)
quando comparada com as outras frac6es da planta, provavelmente devido a acéo
antagonica entre taninos condensados e saponinas identificados nesta fracao. Sabe-
se gue estes compostos estdo envolvidos com o sistema de defesa da planta contra
parasitas, e que o0 primeiro possui atividade antiparasitaria comprovada contra
nematoides de pequenos ruminantes, pois reduz significativamente a carga
parasitaria desses animais (NOVOBILSK; MUELLER-HARVEYC; THAMSBORG,
2011; MINHO et al., 2008). Cunha, Oliveira e Campos (2003), verificaram que L.
leucocephala possui atividade antiparasitaria sobre o fitonematdide Panagrellus
redivivus, no qual promoveu mortalidade de 93% dos parasitas. Assim, a planta
apresenta potencial antiparasitario em ovinos.

No presente estudo, todos os extratos das folhas de P. platycephala
apresentaram CL50 relativamente alta, acima de 1000 pg/mL, efeito atribuido a
presenca de taninos hidrolisados e saponinas. As saponinas sdao metabdlitos
envolvidos no sistema de defesa da planta contra parasitas, podendo agir através da
formacdo de um complexo com os esteroides do parasita, tornando-os indisponiveis
(WINA; MUETZEL,; BECKER, 2005) e dessa forma interferir no ciclo biolégico do
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mesmo. O mecanismo toxico para fitoparasitas fornece indicios da possivel forma de
atuacao dos metabolitos presentes na planta.

Os EB, EH, EA e EBu das folhas de S. alata apresentam CL50 de 409,45;
327,17; 248,93 e 2555,5 ug/mL, respectivamente. O EH e EA foram os mais toxicos
dos extratos da folha planta, possivelmente pela concentragdo das chalconas e
auronas detectas nos testes fitoquimicos. J& o EBu apresentou uma baixa toxicidade
mais baixa das fracdes sobre os nauplios. A toxicidade observada no EB deve-se a
acao sinérgica de todos os metabolitos presentes na planta.

Os extratos das flores da S. alata também s&o caracterizados pela presenca
de diferentes tipos de flavonoides, o EH (662,98 ug/mL) que apresentou maior
toxicidade nas fracbes das flores, teve seu efeito devido aos flavononois
indentificados na fracdo. O EA (1001,14 ug/mL) e o Ebu (3947,41 ug/mL), apesar de
apresentar CLs50 maiores, também teve seu efeito por meio da atividade de
flavonoides. O resultado do EB foi promovido, possivelmente, pela presenca dessas
varias classes de flavonoides. No estudo, os flavonoides foram os principais
metabdlitos encontrados nesta espécie. O interesse econdmico dos flavonodides é
decorrente de suas diferentes propriedades. Ensaios biol6gicos revelam que essa
classe vém apresentando atividade contra bactérias, fungos, virus e endoparasitas
(FLAMBO, 2013). Silva et al. (2010) verificaram que flavonoides presentes em A.
anthelmia possuem atividade antiparasitaria contra nematoides de camundongos.

A curva concentracao-resposta possibilita obter o calculo da CL50, além de
permitir a avaliagdo da resposta maxima que o farmaco € capaz de produzir. As
curvas podem ser consideradas quando desejar realizar um estudo de comparacao
de toxicidade (BARROS; DAVINO, 2003). Assim, a partir da inclinacdo das retas
observadas na Figura 6 podemos predizer que 0s compostos presentes nos extratos
agiram com mecanismos distintos sobre a mortalidade dos nauplios.

O ensaio com A. salina é muito utilizado por apresentar boa correlacdo com
varias atividades bioldgicas, dessa forma, extratos que mostram atividade devem ser
mais explorados para o isolamento e verificacdo da sua real atividade (SYAHMI et
al., 2010).

Parra et al. (2001) demonstraram que ha uma boa correlacdo entre a CL50
obtida pelo ensaio de letalidade em A. salina e a DL50 do ensaio de toxicidade oral

agudo em camundongos. Neste contexto, todos os extratos do presente estudo
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equivaleriam a uma DL acima de 8.000 mg/mL, sendo considerados praticamente
atoxico conforme a classificacdo da OECD (2006).

Dessa forma, podemos concluir que o perfil fitoquimico das plantas do
presente estudo é caracterizado pela presenca de taninos condensados, flavonoides
e saponinas nas folhas de L. leucocephala; taninos hidrolisados e saponinas nas
folhas de P. platycephala; fendis totais, chalconas e auronas, flavonas, flavonadis e
xantonas, e saponinas nas folhas de S. alata; e fendis totais, chalconas e auronas,
flavononois, flavonas, flavondis e xantonas nas flores de S. alata. O presente estudo
revelou ainda que todos os extratos das plantas apresentaram baixa toxicidade.
Assim, estas podem ser eventualmente estudadas para avaliar potencial terapéutico
no controle de verminoses gastrintestinais de ovinos, haja vista sua baixa toxicidade
e presenca de taninos, saponinas e flavonoides, classes de metabdlitos secundarios

associados a acao antiparasitaria.
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Avaliacao da atividade ovicida e larvicida de Leucaena leucocephala,
Senna alata e Parkia platycephala sobre tricostrongilideos

Evaluation of ovicidal and larvicidal activity of Leucaena leucocephala,

Senna alata and Parkia platycephala on trichostrongylids

RESUMO

As verminoses gastrintestinais geram grandes perdas a producdo de
ruminantes. A busca por formas de controle alternativo tem se intensificado, haja
vista 0 surgimento de resisténcia aos anti-helminticos convencionais. A fitoterapia é
uma area que se destaca, pois além de estender a vida util dos medicamentos, 0s
fitoterapicos ndo causam poluicdo ambiental reduzindo o problema dos residuos. O
estudo teve por objetivo avaliar a acdo nematicida dos extratos brutos de Leucaena
leucocephala, Parkia platycephala e Senna alata, plantas pertencentes ao eco6tono
Amazonia e Cerrado, sobre ovos e larvas infectantes de tricostrongilideos de ovinos
naturalmente infectados. No teste de inibicdo de eclosdo, a suspenséo de ovos foi
distribuida em microtubos com o EB diluidos em solugdo de Tween 80 a 3% nas
concentracdes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL, em triplicata. Apds aplicacdo dos
extratos, as placas foram incubadas a 26 +1 °C por 48 horas, e apds esse periodo
realizado as leituras. Para atividade larvicida, as larvas recuperadas de
coproculturas foram desembainhadas, incubadas e submetidas ao teste de
sensibilidade com os extratos, nas concentragbes de 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 mg/mL. A
partir dos testes notou-se que os extratos brutos das folhas de L. leucocephala e P.
platycephala, e folhas e flores de S. alata apresentaram efeito significante sobre a
inibicdo de desenvolvimento de ovos de tricostrongilideos, in vitro. O estudo revelou
ainda que as folhas de P. platycephala e S. alata possuem acdo anti-helmintica
sobre larvas infectantes de nematoides gastrintestinais.

Palavras-chave: anti-helmintico; fitoterapia; resisténcia parasitaria.

ABSTRACT

Gastrointestinal worms generate large losses for ruminant production. The
search for alternative forms of control of these parasites has intensified, given the
emergence of resistance to conventional antihelmintics. Herbal medicine is one area
that stands out as an alternative way for treatment of parasitic infections. Moreover,
these medicines can extend the life of drugs, since they do not cause environmental
pollution because they do not leave residues in the environment. So, this study
aimed to evaluate the nematicidal action of extracts of Leucaena leucocephala,
Senna alata and Parkia platycephala, plants belonging to the Amazon and brazilain
savannah (Cerrado) ecotone, on eggs and infective larvae of Trichostrongylidae of
naturally infected sheep. At the onset of inhibition test, the egg suspension was
distributed in microtubes with EB diluted in a solution of 3% Tween 80 at
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concentrations of 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 and 1.5 mg / ml in triplicate. After administration
of the extract, the plates were incubated at 26 + 1 ° C for 48 hours and thereafter
held readings. For larvicidal activity, the larvae recovered from fecal cultures were
removed, incubated and subjected to sensitivity tests with the extracts at
concentrations of 1.0, 2.5, 5.0 and 7.5 mg/mL. The results of the tests showed that
crude extracts of the leaves of L. leucocephala and P.platycephala, and leaves and
flowers of S. alata inhibited significantly the development of Trichostrongylidae eggs
in vitro. This study also showed that the leaves of P. platycephala and S. alata have
anthelmintic action on infective larvae of gastrointestinal nematodes.

Keywords: anthelmintic; phytotherapy; parasite resistance.

3.1 INTRODUCAO

As afeccdes causadas por parasitas gastrintestinais sdo responsaveis por
prejuizos econdmicos na producao de pequenos ruminantes (HECK et al., 2005). O
parasitismo pode levar a perda de peso, baixa produtividade, menor rendimento de
carcaca e em infeccbes macicas leva a morte, especialmente jovens e fémeas no
periparto. Além disso, o alto custo com os tratamentos dos animais refletem
diretamente no lucro do produtor (CARMUCA-VASCONCELOS et al., 2005).

Dentre os helmintos gastrintestinais a familia Trichostrongylidae possui o
maior nimero de espécies que parasitam 0s ruminantes, onde se destaca os
géneros Trichostrongylus, Cooperia e Haemonchus, sendo os mais frequentes e
patogénicos que acometem o gado (ALMEIDA et al., 2005).

O controle das helmintoses € realizado principalmente por produtos quimicos
utiizados amplamente na pecuéria, entretanto, tais produtos vém sendo
administrados de forma indiscriminada e sem critérios epidemiolégicos,
proporcionando a selecao de linhagens de parasitas resistentes (SANGSTER, 2001;
TAYLOR; HUNT; GOODYEAR, 2002). Outro fator importante € a falta de rotacao de
principio ativo que favorece a selecao (MELO et al., 2004).

O surgimento de novos métodos de controle parasitario € necessario para a
preservacdo da economia e a manutencdo da saude dos animais (MOLENTO,
2004). Associado a isso, 0 lancamento de novos compostos farmacoldgicos é
extremamente restrito, visto que exige muito tempo e altos custos. Assim, a
fitoterapia € uma area que vem se destacando, incentivando o uso de plantas
medicinais no tratamento de doencas, pois além de estender a vida util dos

produtos, os fitoterapicos ndo causam poluicdo ambiental reduzindo o problema dos
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residuos (ALMEIDA et al., 2007; CEZAR; BATISTA; BIANCHIN, 2008; TOMAZZONI;
NEGRELE; CENTA, 2006).

A quantidade de exemplares de plantas utilizados na medicina popular como
uma alternativa no tratamento de enfermidade ¢é extensa (CARMUCA-
VASCONCELOS et al., 2005), poréem estudos cientificos publicados sobre a sua
aplicabilidade em animais de producéo, ainda é restrita. O efeito antiparasitario das
plantas pode estar associado aos metabdlitos secundéarios, pois estes sao
responsaveis pela adaptacdo das plantas ao ambiente e pela defesa contra
parasitas, microrganismos e herbivoros (BOURGAUD, 2001).

Segundo Ranganathan e Balajee (2000), a atividade da planta pode ser
influenciada pela localizacédo e pelos fatores ambientais, aos quais esta submetida,
além de variacdo genética, método de extracdo utilizado, pH e a temperatura. As
concentragbes do extrato podem também interferir na variacdo dos resultados
(SOMCHIT et al., 2003).

Assim, o objetivo foi avaliar a acdo nematicida dos extratos brutos de
Leucaena leucocephala, Parkia platycephala e Senna alata, plantas pertencentes ao
ecotono Amazébnia e Cerrado, sobre ovos e larvas infectantes de tricostrongilideos

de ovinos naturalmente infectados.

3.2 MATERIAL E METODOS

As andlises dos materiais foram realizadas na Escola de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal do Tocantins (EMVZ- UFT).

A partir de ovinos naturalmente infectados (Figura 1), do rebanho da
Universidade Federal do Tocantins — Departamento de ovinocultura- foram coletadas
fezes diretamente do reto dos animais para determinar o grau de infecgdo. Em
seguida, foi realizada a coprocultura para a determinacdo da prevaléncia dos

géneros de parasitos.
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Figura 1 - Ovinos do Departamento de ovinocultura do campus de Araguaina, da

Universidade Federal do Tocantins-UFT. Animais criados em sistema semiconfinado.

3.2.1 Obtencao dos extratos

As folhas de L. leucocephala e P. platycephala, folhas e flores de S. alata
foram submetidas a pré-secagem a 55 °C por 96 horas em estufa ventilada,
posteriormente, as folhas de P. platycephala, folhas e flores de S. alata foram
submetidas a maceracdo em etanol 99,5 °GL por 120 horas, e as folhas de L.
leucocephala em metanol PA por 48 horas e apOs esse periodo filtradas. Esse
procedimento foi repetido por mais trés vezes. O filtrado foi submetido a secagem
em evaporador rotativo (Fisatom® Mod. 801), sob pressdo reduzida a temperatura

de 45°C até a eliminacgdo do solvente, formando o extrato bruto (EB).
3.2.2 Testes Parasitologicos

Foram coletadas fezes diretamente do reto de vinte e dois ovinos

naturalmente infectados para realizacdo da contagem de ovos por grama de fezes
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(opg). Todas as amostras fecais foram processadas no laboratério de Parasitologia
da EMVZ-UFT pela técnica de Mc Master modificada (GORDON; WHITLOCK,
1939); Foram utilizadas as fezes dos ovinos que apresentaram carga parasitaria
acima de 1000 opg. Apos o opg, foram realizadas coproculturas para obter as larvas

de estagio infectante (L3).

3.2.3 Coprocultura

As fezes, frescas ou refrigeradas, foram misturadas com o substrato
vermiculita em volume suficiente para que a mistura apresentasse consisténcia
porosa e Umida. A mistura foi transferida e acomodada em frascos de boca larga,
com capacidade de 350 mL, preenchidos em dois tercos do volume total, mantendo-
se as bordas limpas. Com auxilio de um bastdo de vidro (5 mm) foi aberto um
espaco central circular de cerca de 2 a 3 cm para permitir adequada aeracao do
composto. Uma placa de Petri foi colocada como tampa em cada frasco e
imediatamente incubada em temperatura ambiente durante oito dias.

Transcorrido o periodo de incubacdo, os copos foram preenchidos
completamente com &gua aquecida a 42°C, foram tampados, invertidos e
depositados sobre o balcdo do laboratério em plano inclinado. Com os frascos em
plano inclinado, as placas de Petri foram preenchidas com agua aquecida e depois
de quatro a seis horas, o seu conteudo, completamente aspirado com auxilio de
pipeta Pasteur. A seguir, todo o volume aspirado foi posto a sedimentar e as larvas
presentes no sedimento recuperadas e armazenadas em tubos tipo Falcon com

capacidade de 50 mL.

3.2.4 Atividade ovicida

A avaliacdo da atividade ovicida foi realizada por meio do teste de eclosao de
ovos. Foram utilizadas fezes coletadas diretamente da ampola retal de ovinos
diagnosticados com infeccdo natural com nematoides gastrintestinais. A
recuperacdo dos ovos das fezes foi realizada segundo Hubert e Kerbeoeuf (1992),
no qual 10g de fezes foram homogeneizadas com solucdo saturada de cloreto de
sédio e filtradas em tamises de 1mm, 100, 55, 29 e 25 um. O conteudo filtrado foi

centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado,
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homogeneizado com &gua destilada e centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos, o
pellet formado foi submetido ao procedimento de lavagem com &gua destilada por 3
vezes.

Para o teste de ecloséo, a suspensao de ovos foi distribuida em microtubos
de polietileno (100 pL/tubo), e adicionado os EBs diluidos em solucdo de Tween 80
a 3% nas concentragbes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL. Foi utilizados como
controle negativo a solucdo de Tween 80 a 3% e controle positivo, ivermectina 1%.
Apos aplicacdo dos extratos, as placas foram incubadas a 26 +£1 °C por 48 horas. Foi
acrescentado lugol para interromper a eclosdo dos ovos. Todos os ovos e larvas
(L1) foram contados de cada microtubo. Para cada concentragdo e controles foram
realizadas 3 repeticdes para assegurar a validacdo dos resultados. O percentual de
inibicdo da eclosdo de ovos foi determinado através da relacdo: numero de ovos/

(nimero de ovos + namero de L1).

3.2.5 Atividade larvicida

3.2.5.1 Cultivo in vitro

Apés a recuperacao das larvas infectantes da coprocultura, foi feita a limpeza
e clarificacdo do material em agua destilada. Essas larvas foram entdo examinadas
para a classificacdo dos géneros presentes na amostra. As larvas foram
centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos, lavadas por trés vezes em agua destilada
e desembainhadas em solucédo de hipoclorito de sédio 0,0007%.

As larvas desembainhadas, apdés 10-15 minutos de exposicdo ao hipoclorito
de sédio, foram submetidas a uma nova centrifugacdo para a remoc¢ao de larvas
mortas e restos de bainha, seguida de nova lavagem em &gua destilada. Foram
realizadas trés lavagens e apOs a Ultima, as larvas foram concentradas e
transferidas para o meio de cultura RPMI 1640 acrescida 10.000 Ul/mL de penicilina
e 10.000 mg/mL de estreptomicina (SIGMA)®.

3.2.5.2 Teste de sensibilidade

Apés 24 horas de incubacdo a 36 °C, os tubos foram examinados para

confirmar a sobrevivéncia das larvas ao meio de cultura e verificar eventual
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contaminagéo bacteriana. Uma vez consideradas viaveis, os tratamentos delineados
foram realizados.

Os EBs das folhas de L. leucocephala e P. platycephala, e folhas e flores de
S. alata foram diluidos em solugcdo aquosa de Tween 80 a 1%. As concentracfes
testadas sobre os parasitas foram de 1,0; 2,5; 50 e 7,5 mg/mL. Para cada
tratamento foram realizadas em triplicata. No grupo controle positivo foi utilizado
ivermectina 1% e controle negativo solucao de Tween 80 a 1%.

As leituras eram realizadas a cada 24 horas por 4 dias, comecando a partir do
DO, onde avaliavam-se o percentual de larvas vivas e mortas, em média 100
larvas/100uL de cada tratamento e controles, sob microscépio éptico com aumento
de 40 vezes. Foi utilizado o critério de motilidade para avaliar a mortalidade das
larvas, onde as aquelas com movimentacdo foram consideradas viaveis, enquanto
as larvas sem movimento, que normalmente apresentavam-se esticadas ou

curvadas, consideradas imoveis ou mortas. (PAIVA et al., 2001).

3.3 RESULTADOS

A média geral de opg obtido a partir dos testes quantitativos foi de 3250. A
partir da coprocultura, determinou-se a prevaléncia dos géneros dos helmintos
gastrintestinais de ovinos, dos quais 63,3% eram pertencentes ao género

Haemonchus, 31,8% de Trichostrogylus, e 4,5% de Cooperia (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias de ovos por grama de fezes (opg) e prevaléncia de géneros de
Tricostrongilideos em amostras fecais de ovinos naturalmente infectados.
Coprocultura

OPG

Trichostrongylus Haemonchus Cooperia
Ovinos selecionados 3250 31,8% 63,3% 4,5%

A tabela 2 mostra a eficacia média dos extratos brutos L. leucocephala e P.
platycephala e das flores e folhas de S. alata e das folhas de sobre ovos de
tricostrongilideos de ovinos. Houve diferencas significativas (P<0,05) nas
concentragcbes a partir de 0,5 mg/mL de todos os extratos. Os extratos de P.
platycephala e da folha de S. alata apresentaram os maiores percentuais de inibigéo

de ecloséo, de 99,0 e 99,3%, respectivamente.
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Tabela 2- Percentual médio de eclosdo de ovos de Tricostrongilideos submetido a
diferentes concentracdes de extrato bruto de plantas.

Plantas Concentracdo (mg/mL)

Tween (3%) 0,05 0,1 05 1,0 15

L.leucocephala  100+0,0 a - 99,7+10,9 a 9,515 b 8,0+3,02 b 6,1+3,5b

P. platycephala 100+0,0 a - 99,8423 a 15,5¢12,0b 1,9+0,04 b 1,0+0,0b

S. alata- folha 100+0,0 a - 99,640,2 a 6,63,9b 4,7+2,33 b 0,7+0,3 b

S. alata- flor 97,6 £0,7a 939+24ab 89,4+79b 47,1+8,0 c 14,4+4,4 d -

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa por ANOVA, seguido por teste de Tukey para comparacao de

médias com P <0,05. (-) Concentra¢des ndo avaliadas.

Os EBs das folhas de L. leucocephala e flores de Senna alata nao
promoveram reducao significante das larvas infectantes de tricostrongilideos nas
concentracfes de 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 mg/mL (Tabela 3 e Tabela 6).

O EB das folhas de P. platycephala apresentou reducéo estatisticamente
significante das larvas nas concentragfes de 2,5; 5,0 e 7,5 mg/mL com 72 horas
(Tabela 4). O EB das folhas de S. alata também apresentou efeito significante sobre
o percentual de mortalidade das larvas nas concentracdes de 2,5; 5,0 e 7,5 mg/mL,

a partir das 48 horas.

Tabela 3 - Médias (em porcentagem) e respectivos erros-padrdo de sobrevivéncia
de larvas infectantes expostas a diferentes concentracfes de extrato bruto
das folhas Leucaena leucocephala.

Periodo de avaliagéo

Concentragdes
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Tween80 a 1% 96,00+2,0 96,00+2,0 96,00+2,0 96,00+2,0
1 mg/mL 96,00+2,0 80,6545,26 92,26+2,97 97,38+0,29
2,5mg/mL 96,00£2,0 84,65%5,56 91,26+3,80 94,64+2,24
5,0mg/mL 96,00£2,0 87,44+4,17 88,75+2,75 92,00+4,07
7,5mg/mL 96,00+2,0 83,96+3,27 75,47+8,4 87,4+1,78

P <0,05. ANOVA.
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Tabela 4 - Médias (em porcentagem) e respectivos erros-padrdo de sobrevivéncia
de larvas infectantes expostas a diferentes concentracfes de extrato bruto
das folhas Parkia platycephala.

Periodo de avaliagdo

Concentragdes
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Tween80 a 1% 96,00+2,0 96,00£2,0 96,00+2,0 96,00+2,00a
1 mg/MI 96,00+2,0 95,49+2,57 88,46+2,38 96,21+1,04
2,5mg/mL 96,00+2,0 97,92+2,08 92,32+3,80 76,32+0,80*
5,0mg/mL 96,00+2,0 86,15+1,15 90,12+2,35 46,81+6,75*
7,5mg/mL 96,00+2,0 90,91+1,46 82,20+1,34 45,02+4,20*

O (*) determina se o tratamento teve efeito significativo (P < 0,05). A anadlise estatistica foi realizada pela ANOVA, seguido por

Teste Tukey.

Tabela 5 - Médias (em porcentagem) e respectivos erros-padrao de sobrevivéncia
de larvas infectantes expostas a diferentes concentracfes de extrato bruto
das folhas de Senna alata.

Periodo de avaliacao

Concentracfes
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Tween80 a 1% 97,33+2,66 97,33+2,66 95,33+2,60 95,33+2,00
1 mg/mL 97,331£2,66 91,97+2,75 91,97+2,75 82,16+8,82
2,5mg/mL 97,331£2,66 95,65+4,35 50,29+8,61* 50,42+3,25*
5,0mg/mL 97,331£2,66 93,64+0,77 74,20+4,20* 52,74+5,70*
7,5mg/mL 97,331£2,66 97,98+2,08 70,60+1,63* 52,0645,63*

O (*) determina se o tratamento teve efeito significativo (P < 0,05). A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA, seguido por

Teste Tukey.

Tabela 6 - Médias (em porcentagem) e respectivos erros-padrao de sobrevivéncia
de larvas infectantes expostas a diferentes concentragdes de extrato bruto
de flores de Senna alata.

Periodo de avaliagéo

Concentragdes
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Tween80 a 1% 100+0,0 97,00£2,00 97,00£2,00 97,00£2,00
1 mg/mL 100+0,0 90,57+1,08 92,36%2,10 95,92+2,28
2,5mg/mL 100+0,0 89,57+2,36 96,90+1,23 89,2145,02
5,0mg/mL 100+0,0 82,86+0,77 92,64+3,70 93,35+1,82
7,5mg/mL 100+0,0 82,34+4,74 88,19+4,93 75,81+3,10

P <0,05. ANOVA.
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3.4 DISCUSSAO

A contagem de opg permite avaliar os niveis de infeccdo dos animais no
momento da coleta. A média observada no presente experimento indicou uma
infeccdo alta por parasitas gastrintestinais, visto que o tratamento seletivo é
recomendado para animais que apresentam carga parasitaria acima de 300 opg
(ANTONELLO et al., 2010) A alta carga parasitaria implica prejuizos econdmicos aos
produtores, tanto pela mortalidade de animais e reducédo dos indices de producéo de
leite, carne e 1a, quanto pelo custo com os tratamentos (CARMUCA-
VASCONCELOS, et al., 2005).

Os géneros identificados no presente estudo sdo relatados como os parasitas
frequentemente encontrados nas diversas regides do Brasil, tendo o Haemonchus
contortus como principal espécie promotora das maiores perdas na producéo
(AMARANTE, 2011).

Para um tratamento anti-helmintico ser eficiente é necessario que ele
promova alteragcdes no desenvolvimento normal dos ovos, impedindo a ecloséo e
liberacdo das larvas que se tornardo infectantes. A acdo pode-se-dar através da
inibicdo da fase de blastomeracdo (KRYCHAK-FURTADO et al., 2005), assim, nao
ocorrera divisdo celular e formacgéo da larva.

O presente estudo demonstrou que as plantas foram eficazes na inibicdo da
eclosdo dos ovos de tricostrongilideos, podendo atribuir essa atividade aos
metabdlitos secundarios da planta. Estudos prévios revelaram a presenca de
flavonoides, taninos condensados e saponinas nas folhas de L. leucocephala, e
taninos hidrolisados e saponinas nas folhas de P. platycephala. J& nas folhas de S.
alata foram identificados flavonoides e saponinas e nas flores verificou-se
flavonoides (dados néao publicados).

As plantas possuem uma variedade de compostos, que quando testados
podem apresentar acdo sinérgica entre os diferentes principios ativos, devido a
presenca de substancias de classes e estruturas diferentes ou ainda agindo de
forma isolada (MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002).

Plantas taniferas sdo empregadas popularmente no controle de verminoses,
tendo sua acdo comprovada sobre helmitoses em ovinos (COSTA et al., 2008).
Taninos sdo metabdlitos secundarios que tem a capacidade de formar complexos

com polissacarideos e proteinas de parasitas, tornando-os indisponiveis (OKUDA,
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2005). Assim, a atividade ovicida observada nos extratos de L. leucocephla e P.
platycephala pode ser atribuidas a acao dos taninos.

Os taninos podem se ligar as glicoproteinas presentes na cuticula do parasita
e, assim, causar a morte (ATHNASIADOU; KYRIAZAKIS; JACKSON, 2001).
Geralmente, essa acdo anti-helmintica é atribuida aos taninos condensados da
planta. Entretanto, o efeito larvicida observada nas concentragdes 2,5; 5,0 e 7,5
mg/mL do EB das folhas de P. platycephala, possivelmente, deve-se a presenca de
taninos hidrolisados encontrados na planta. Nossos resultados corroboram com
Mulla et al. (2010) e Costa et al. (2002), que correlacionam acédo nematicida de
Adocacia indica e Manginfera indica, respectivamente, a este metabalito.

Flavonoides sdo polifendis presentes nas plantas e podem apresentar
propriedades sobre mecanismos bioldgicos. Estudos relatam agédo antimicrobiana,
antifngica, antiviral e anti-helmintica desses metabolitos (FLAMBO, 2013; SILVA et
al., 2010). Dessa forma, possivelmente a inibicho do desenvolvimento dos
blastbmeros e a néo eclosdo dos ovos verificados com os extratos das folhas e
flores de S. alata podem ser atribuidas a esses compostos.

Ja a acéo larvicida do EB das folhas de S. alata pode ser conferida pela acao
sinérgica entre as saponinas e os flavonoides presente no extrato da folha da planta.

Diante do exposto, podemos afirmar que os extratos brutos das folhas de L.
leucocephala e P. platycephala, e folhas e flores de S. alata apresentaram efeito de
inibicAo de desenvolvimento de ovos de tricostrongilideos, em testes in vitro. O
estudo revelou ainda que as folhas de P. platycephala e S. alata possuem acao anti-
helmintica sobre larvas infectantes de nematoides gastrintestinais de ovinos.

Propde-se que trabalhos posteriores com folhas de P. platycephala e S. alata
sejam realizados para melhor elucidar seu efeito com vistas a utilizacao terapéutica

de seus compostos.
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4 CONCLUSAO

As folhas de L. leucocephala possuem taninos condensados, flavonoides e
saponinas; nas folhas de P. platycephala foram encontrados taninos
hidrolisados e saponinas; nas folhas de S. alata, fendis, chalconas e auronas,
flavonas, flavondis e xantonas, e saponinas, e nas flores, fendis, chalconas e
auronas, flavononois, flavonas, flavonois e xantonas.

O presente estudo revelou que todos os extratos das plantas apresentaram
baixa toxicidade sobre A. salina.

As folhas de L. leucocephala e P. platycephala, e folhas e flores de S. alata
apresentaram atividade ovicida sobre tricostrongilideos, in vitro.

Os extratos brutos das folhas L. leucocephala e flores de S. alata néo
promoveram a mortalidade larvar nas concentracfes testadas, porém o0s
extratos das folhas de P. platycephala e S. alata apresentaram acao larvicida

sobre L3 de tricostrongilideos nas concentragdes 2,5; 5,0 e 7,5mg/mL.
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