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RESUMO

MARQUES, LARICE TOSI. Composic¢ao quimica de extratos vegetais e sua
eficacia no controle in vitro de ovos de Fasciola hepatica. 2017. 60p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.

A fasciolose tem sido diagnosticada nas espécies bovina, caprina, ovina e equina
nas regides sul e sudeste do Brasil, com relatos de infeccbes em bufalos, e os
casos humanos, muitas vezes, acompanham a distribuicio da doenca nos
animais. Objetivou-se com este estudo avaliar a eficacia in vitro de extratos
vegetais que possam apresentar atividade ovicida. Os ovos de Fasciola hepatica
foram retirados diretamente da vesicula biliar de bovinos diagnosticados como
positivos no abate. Os ovos foram submetidos a sedimentacédo e a contagem,
realizado o teste de eficacia de cada extrato e contados apds 15 dias de
incubacédo, a cada hora, com o auxilio de microscoépio estereoscépio. Os extratos
brutos testados nas concentra¢des 0,1%, 0,25% e 0,5%, foram Harpagohytum
procumbens (Garra- do-diabo), Guapira graciliflora (Jodo Mole), Guapira
opposita (Maria Mole), Guapira noxia (Guapira do Cerrado), Uncaria guianensis
(Unha de gato), Psidium guajava L. (Goiabeira), Momordica charantia L. (Melédo
de Sao Caetano), Stryphnodendron adstringens (Barbatimédo) e Eugenia uniflora
L. (Pitangueira). Para uma padronizacdo, foi determinada uma média de 100
ovos por amostra, estes ovos foram depositados em tubos tipo Falcon.
Juntamente com os ovos, foram adicionados 3 mL do extrato vegetal a ser
testado. Para um melhor resultado, foram realizadas triplicatas de cada amostra.
Para controle positivo, utilizou-se albendazol na concentracdo de 0,5%, e para
controle negativo utilizou-se agua de torneira. Os extratos vegetais na forma
bruta foram submetidos aos testes fitoquimicos. Os ensaios permitiram avaliar
gue os extratos Harpagohytum procumbens (Garra-do-diabo), Psidium guajava
L. (Goiabeira) e Stryphnodendron adstringens (Barbatim&o), apresentaram
efichcia de 100% relacionado a presenca de compostos bioativos neles
presentes como flavonoides, taninos, alcaloides, compostos fendlicos,
saponinas e terpenos. O tanino foi 0 composto que predominou em todos o0s

extratos vegetais utilizados, fazendo com que ndo houvesse eclosdo de



miracidios e em alguns casos, impossibilitando sua formacao no interior do ovo.
Foram observadas alteracdes microscépicas nos ovos das amostras tratadas
como invaginacdes em sua superficie, reducdo do tamanho do ovo,

fragmentacdes e formacao de miracidio inviavel.

Palavras-chave: Extrato vegetal. Fasciolose.Fitoquimica.



ABSTRACT

MARQUES, LARICE TOSI. Chemical composition of plant extracts and your
effectiveness in-vitro control of Fasciola hepatica eggs . 2017. 60p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.

Fasciolosis has been diagnosed in bovine, caprine, ovine and equine species in
Brazil's southern and southeastern, with reports of buffalo infections, and human
cases often accompany the disease distribution in animals. The objective of this
study was to evaluate the in vitro efficacy of plant extracts that may present
fascioloid activity in Fasciola hepatica eggs. Fasciola hepatica eggs were
collected directly from the gallbladder of the animals diagnosed as positive on
post-mortem examination. The eggs were submitted to sedimentation, counting,
performed the efficacy test of each extract, and counted every hour with the aid
of stereoscope microscope. The crude extracts tested at concentrations of 0.1%,
0.25% and 0.5% were Harpagohytum procumbens, Guapira graciliflora, Guapira
opposita, Guapira noxia, Uncaria guianensis (Cat's claw), Psidium Guajava L.
(guava), Momordica charantia L. (Sdo Caetano melon), Stryphnodendron
adstringens (Barbatimdo) and Eugenia uniflora L. For a standardization, the
number of eggs per mL was calculated using arithmetic mean, where the means
of 3 samples were calculated for the determination of the number of eggs. Once
the amount of eggs per sample was determined, the 100 eggs were deposited in
Falcon tubes. Together with the eggs, 3 mL of the vegetable extract to be tested
was added. For a better result, triplicates of each sample were performed. For
positive control, albendazole was used at 0.5% concentration, and tap water was
used for the negative control. To determine the efficacy of each plant extract,
efficacy calculations were performed. The crude extracts were submitted to
phytochemical tests. The tests allowed to evaluate that the extracts
Harpagohytum procumbens, Psidium guajava L. (guava) and Stryphnodendron
adstringens (Barbatimao), showed a 100% efficacy related to the presence of
bioactive compounds present in them as flavonoids, tannins, alkaloids , phenolic
compounds, saponins and terpenes. The tannin was the compound that

predominated in all the vegetal extracts used, so that there was no hatching of



miracidia and in some cases, making it impossible to form inside the egg.
Microscopic changes were observed in the eggs of samples treated as
invaginations on its surface, reducing the size of the egg, fragmentation and

formation of miracidio impractical.

Keywords: Plant Extract. Fasciolose. Phytochemistry.
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1. INTRODUCAO

A fasciolose é uma doenca causada por trematédeos do género Fasciola e €
de importancia veterinaria principalmente em regiées com cria¢cdes de ovinos e
bovinos, pois a infeccdo leva a grandes perdas econdmicas. O prejuizo
associado a esta patologia ndo € apenas consequéncia da reprovagdo de
visceras em matadouro-frigorifico, mas também a diminuicédo do rendimento dos
animais e ao aumento da suscetibilidade a outras doencas. Por ser considerada
uma zoonose, também é de preocupacdo da saude publica (MAS-COMA, 2014).

A fasciolose apresenta distribuicdo cosmopolita e a presenca do parasito é
confirmada, comumente, pela deteccdo de ovos nas fezes (ANDERSON;
LUONG; VON,1999). A fasciolose tem sido diagnosticada em bovinos, caprinos,
ovinos e equinos nas regides sul e sudeste do Brasil (ZAIDEN et al., 2008), com
relatos de infec¢bes em bufalos (PILE et al., 2001a), e 0os casos humanos, muitas
vezes, acompanham a distribuicdo da doenca nos animais (GUIMARAES, 2003).

Em relacdo ao potencial de disseminacao dessa enfermidade parasitaria no
mundo, constata-se uma ampla distribuicdo vinculada a dispersdo no ambiente
de espécies de moluscos capazes de albergar estagios larvais do parasito na
condicdo de hospedeiro intermediario. No Brasil foram registradas quatro
espécies pertencentes ao género Lymnaea, sendo estas: L. columella
(GONZALES et al., 1974); L. viatrix (REY, 1957); L. cubensis (RESENDE et al.,
1973) e L. rupestris (PARAENSE, 1982). Dentre estas, segundo Bruno et al.
(1995), somente as trés primeiras foram caracterizadas como hospedeiras
intermediarias em diferentes localidades do pais.

Nas ultimas décadas, a fasciolose passou a se tornar de grande importancia
para a saude publica, pois houve um crescente niumero de casos humanos
diagnosticados em diversos paises (ESTEBAN et al., 2003). O homem é um
hospedeiro acidental e a principal forma de transmissdo da fasciolose para os
seres humanos é a ingestédo de agua ou verduras com desenvolvimento aquatico
ou semi-aquatico, como o agrido, contaminadas com metacercarias do parasito
(GUIMARAES, 2003).
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Segundo Matrtins et al. (2012), o modelo espacial de distribuicéo do risco de
fasciolose no sul do Espirito Santo indica que 50% das areas ja estudadas estao
classificadas como risco alto ou muito alto para a enfermidade. Além disso, é
importante considerar a ocorréncia de resisténcia do parasito a medicamentos ja
existentes no mercado o que faz com que medidas alternativas sejam
procuradas, principalmente para eliminar os ovos presentes no ambiente
(BRAGA et al., 2008).

Uma saida para a reducdo da frequéncia da fasciolose poderia ser a
eliminacao do hospedeiro intermediario, neste caso, o molusco. Porém, o uso de
moluscicidas utilizados para a realizacdo do controle populacional é proibido,
dificultando desta forma, o controle da infeccéo por Fasciola hepatica (WANG et
al., 2006).

O uso de medicamentos anti-helminticos € uma das medidas mais utilizadas
para a diminui¢do da infeccéo por F. hepatica. Os benzimidazéis sdo conhecidos
por impedirem a eclosao de ovos de trematodeos e nematoides (ALVAREZ et al,
2009). Dentre estes, o triclabendazol, um derivado halogenado, é o mais eficaz
ao combate de F. hepatica devido a sua excelente atividade sobre a forma
adulta, jovem e de ovo do parasito (BORAY et al.,, 1983), entretanto, este
principio ativo ndo é mais comercializado no Brasil devido ao seu custo e baixa
procura por produtores.

Além da resisténcia, a busca do mercado consumidor por fontes de
tratamento em substituicdo aos produtos sintéticos, tém justificado pesquisas
gue buscam plantas medicinais para o controle de nematoides gastrintestinais
(RATES, 2001). E de grande importancia enfatizar o controle de F. hepatica
pelos ovos, pois principalmente quando se fala a nivel de ambiente, estes sao
eliminados nas fezes de animais infectados durante todo o ano, contaminando o
ambiente e infectando novos hospedeiros intermediarios.

Ibarra et al. (2012) realizaram um estudo com o uso de plantas, onde os
extratos obtidos a partir de algumas plantas tipicas do México utilizadas na
medicina tradicional mostrou um efeito anti-helmintico de mais de 80% contra as
fases juvenis e adultas de F. hepatica. Dos 60 extratos de plantas testados, os
gue mostraram percentual de 80% e 90% de eficacia foram Achillea millefolium
(Mil-ramas), Menthapiperita (Menta), Lippiagraveolens (Orégano), Justicia
spicigera (Justica Sidicaro), Artemisia mexicana (Artemisia), Populus alba
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(Amieiro-branco), Artemisia absinthium (absinto) , Chenopodium graveolens
(Espada do Zorro), Thymusvulgaris (Tomilho), Limpia critridora (Cedron) e
CastelaTortuos (Chaparroamargo).

No Brasil, poucos autores avaliaram a atividade de substancias de origem
vegetal, como 0Oleos essenciais, extratos vegetais e substancias isoladas sobre
F. hepatica, porém Sunita et al. (2013) avaliaram varios fitoterapicos no controle
de rédias e cercarias de F. hepatica sobre moluscos e encontraram atividade em
algumas combinacbes envolvendo a azadiractina, presente na planta
Azadirachta indica (neem). Pile et al. (2001) indicaram a possibilidade do uso do
latex de Euphorbia splendens como subsidio em programas de controle
estratégico de fasciolose.

Pereira et al. (2016) realizaram um trabalho com Momordica charantia L.
(Meldo de Sao Caetano), onde o extrato bruto liofilizado a partir das folhas e suas
sub-fraccbes, obtidos a partir de particdo liquido-liquido com solventes
organicos, foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), e constataram haver a inibicdo da formac&o miracidios.

Desta forma, objetivou-se com este estudo avaliar a eficacia in vitro de
extratos vegetais que possam ter atividade em ovos de F. hepatica, avaliando

seus constituintes por meio da fitoquimica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Principais aspectos de Fasciola hepatica

A fasciolose €é provocada pelo trematoda Fasciola hepatica. Sdo grandes
helmintos de forma foliacea, que parasitam os canais biliares de mamiferos. Séo
portadores de uma cuticula espinhosa, responsavel pela sua acdo patogénica
mecanica, testiculos e ovarios muito ramificados, responsaveis pelo seu
potencial biético. Tem uma distribuicdo quase cosmopolita, ocorre sob a forma
enzodGtica em quase todo o mundo (CORREA, 1976).

Em infecdes moderadas cada individuo elimina 3000- 3500 ovos/dia,
sendo que o numero de ovos eliminados pelas fezes pode chegar a 20.000/dia.
No entanto, a liberacdo dos ovos depende de fatores relacionados com o
hospedeiro e com o parasito, as esta¢cdes do ano, o grau de parasitismo, duracao
da infecdo, reinfeces e a alimentacdo. Independentemente destas variacoes,
sao eliminados ovos durante todo o ano (CORDERO DEL CAMPILLO; ROJO
VAZQUEZ, 1999).

O ciclo de vida de F. hepatica se inicia quando os ovos sdo excretados
por animais infectados. Em condi¢Bes 6timas de umidade, temperatura e luz, os
miracidios eclodem dos ovos e infectam Lymnaea spp, um hospedeiro
intermediario (DALTON, 1999).

Sindromes clinicas severas podem estar associadas ao numero de
parasitos e ao seu estagio. Na fase aguda ha edema submandibular e a morte
sobrevém repentinamente, em decorréncia das graves lesfes no figado
causadas pelas fasciolas durante a migracdo. Em sua forma crbnica, as
mucosas se apresentam palidas, ha perda de peso, diminuicdo do apetite,
edema submandibular, abdome dilatado, respiracao acelerada, diarreia e morte
(FORTES, 2004).
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2.2 Epidemiologia no Espirito Santo

A fasciolose tem sido registrada nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Sul
e Sudeste, porém os primeiros relatos ocorreram no estado do Rio de Janeiro
(PILE et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA e FILHA, 2009).

E importante saber que dados relacionados aos impactos econémicos
ocasionados pela fasciolose no Espirito Santo ainda s&o insuficientes, contudo
sabe-se que desde o primeiro relato oficial da doenca registrado em 2005 pelo
Instituto de Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo (IDAF), os
pecuaristas vém acumulando inUmeras perdas devido a condenacédo de figados
em matadouros, diminui¢do do peso de carcacgas, retardo no desenvolvimento e
gueda na producéo leiteira (BAPTISTA ,2008). Conforme Bernardo et al. (2011),
as perdas foram calculadas em mais de 380 mil délares entre os anos de 2006
e 2009.

Em estudo com utilizagdo do Sistema de Informagdo Geografica para
analise de risco de fasciolose no sul do Espirito Santo, Martins et al. (2012)
concluiram que mais de 50% do sul do Espirito Santo apresentam risco alto ou
muito alto para fasciolose. Os autores mostraram de forma comparativa que
estas areas apresentavam alta temperatura, com média acima de 20°C, mas
relativamente baixa declividade, baixa precipitacdo e baixa altitude propensa a
inundacao periodica das pastagens e/ou solos que promovem a retencdo de
agua, favorecendo o desenvolvimento do molusco hospedeiro intermediario.

Carneiro et al. (2013) mostraram pela primeira vez no estado do Espirito
Santo a presenca de F. hepatica em caprinos, ovinos e bufalos. Um total de 58
(13,68%) amostras de ovinos, 76 (21,78%) amostras de caprinos e 10 (23,81%)
amostras de bubalinos foram positivas para ovos de F. hepatica na técnica de
sedimentacdo. Além disso foi registrada a presenca do molusco do género
Lymnaea em algumas das propriedades. Em bovinos, Alves et al. (2011)
examinando 10 municipios também localizados na regido Sul do estado,
verificaram que de 717 amostras de fezes coletadas, em diferentes
propriedades, 153 foram consideradas positivas para F. hepatica resultando em
uma frequéncia observada de 21,33% para fasciolose naquelas localidades.

Uma atualizacdo da distribuicdo geografica e dos fatores associados a fasciolose
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bovina no Sul do Estado do Espirito Santo foi realizada e a fasciolose foi
diagnosticada em 18 (78%) dos 23 municipios.

Alves et al. (2011) verificaram que, no sul do Espirito Santo, em
propriedade com bovinos positivos para F. hepatica a presenca de ovinos,
caprinos e bufalos também positivos para este parasito, com acesso a0 mesmo
pasto, favorecem uma ampla disseminacdo dos ovos no meio ambiente e,
consequentemente, um maior risco de infec¢do para o gado.

Com relacdo aos dados de abatedouros, em um estudo realizado por
Bernardo et al. (2011) com dados originarios de um matadouro-frigorifico no
municipio de Atilio Vivacqua, no sul do estado, 27.625 figados foram condenados
devido a fasciolose, 0 que representou uma prevaléncia de 24,89% entre 0s anos
de 2006 a 2009.

Diversos estudos epidemioldgicos tém sido conduzidos no estado do
Espirito Santo, demonstrando que a regido sul do estado pode ser considerada
endémica, assim como tradicionalmente outras areas no sul do pais ja o sédo
(ALVES et al., 2011; MARTINS et al., 2014). Considerando os dados do SIE-ES
para o sul do estado, a prevaléncia de figados bovinos condenados por
fasciolose chegou a 17,57% em 2011 e 13,49% no ano de 2014.

Em 2015, segundo um levantamento realizado por Novaes et al. (2016)
em um matadouro-frigorifico no municipio de Cachoeiro de Itapemirim, foram
abatidos e inspecionados um total de 12.428 bovinos, sendo 3.716 figados (30%)
condenados por fasciolose. Destes municipios, os com maiores indices de
condenacéo no ano de 2015 foram Cachoeiro de Itapemirim com 12,7%, Castelo

com 6,5 % e Vargem Alta com 3,39% de animais parasitados.

2.3 Diagnostico

No Brasil, a maioria dos casos de fasciolose € diagnosticada em
matadouros-frigorificos fiscalizados pelos Servicos de Inspe¢do Federal
(SIF/IMARA) (FILGUEIRA et al., 2006; GOMES et al., 2006). Este diagnostico
post mortem, baseado na observacao direta dos parasitos no figado, é a analise
mais precisa na fase aguda da doenca animal, permitindo visualizar as lesdes

tipicas no parénquima hepatico (causadas pela migracédo das formas imaturas e
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sua presenca). Na fase cronica, os ductos biliares apresentam-se espessados,
salientes e com calcificagbes (no caso de bovinos) e as formas adultas estéo
presentes (ECHEVARRIA, 1985).

O diagnostico baseia-se em historias prévias de fasciolose na
propriedade, sintomatologia clinica, na ocorréncia sazonal, nos tipos de climas
prevalentes, identificacdo de habitats de caramujos, presenca de ovos nas fezes
(FORTES, 2004) ou pela presenca do parasito no figado e ductos biliares no
exame post mortem (MOLLOY; ANDERSON, 2005). A fasciolose pode ser dificil
de ser diagnosticada, pois 0os ovos podem nao ser detectados nas fezes de
animais infectados (FORTES,2004).

As formas de diagnostico possuem fatores positivos e negativos. No
exame coproparasitologico ndo é possivel detectar infeccbes recentes pois 0s
ovos dos parasitos ndo aparecem nas fezes até 70 dias pos-infeccdo (REICHEL,
2002), ja os testes ELISA possuem a capacidade de detectar IgG anti-Fasciola
hepatica a partir da segunda semana pos-infec¢do (IBARRA et al., 1998).

Ainda que a presenca de ovos nas fezes confirme a presenca do parasito,
novos meétodos de deteccdo como testes de ELISA de captura coproantigenos,
vém sendo empregados para o diagnéstico da doenca, principalmente em seu
estagio inicial, porém nao determinam informacdes epidemioldgicas importantes
para o ciclo desse parasito e nem substituem o diagnéstico por exames de fezes
(KLEIMAN et al., 2005).

Estes testes sdo mais sensiveis que 0s métodos coproldgicos, permitindo,
assim, a detecgéo precoce da infecgéo ativa por fasciolas imaturas (DUMENIGO
et al., 2000). No entanto, a presenca do parasito revelada pela deteccédo de
coproantigenos ndo implica oviposicao real. Além disso, estes métodos
imunolégicos ndo fornecem informacdes sobre o nimero de ovos ou a proporgéo
de hospedeiros definitivos espalhados no ambiente, que sao variaveis
importantes para estudos epidemiol6gicos desde a oferta de miracidios
potencialmente infectantes para as populacdes dos hospedeiros intermediarios.
Portanto, métodos coprolégicos fornecem informagfes especificas, que nao
podem ser substituidas por qualquer outro tipo de diagnoéstico (KLEIMAN et al.,
2007).

Um método coprolégico frequentemente utilizado, inclui formalina e éter

como solventes e centrifugacdo para se concentrar ovos. Este meétodo foi
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adaptado para ser usado em condicbes de campo e em laboratérios de
diagndstico, substituindo centrifugacao por sedimentagcéo espontanea (DENNIS;
STONE; SWANSON, 1954; GROCK et al., 1998). A fim de eliminar os detritos
fecais, a peneiracdo de fezes antes da sedimentacdo foi incorporada nesta
técnica (ZUKOWSKI; WAYNE; MALONE, 1993; GROCK et al, 1998;
ANDERSON; LUONG; VON, 1999; PARR; GRAY, 2000).

As técnicas que determinam a presenca do parasito sdo importantes para
determinar os animais positivos e selecionar um padrdo de infeccdo. Sao
utilizadas para o diagnostico da fasciolose técnicas como a de Flukefinder e de
quatro tamises metélicos, onde utiliza-se uma série de peneiras com diferentes
malhas, tornando o diagndstico mais caro e trabalhoso (FARIA; CURY;
LIMA,2008).

Martins et al. (2008) afirmam que a melhor técnica para diagndstico
de faciolose,é a técnica de sedimentacdo fecal para ovos
de F. hepatica (FOREYT, 2005) que se mostrou mais sensivel, simples e de
menor custo do que a técnica de quatro tamises.

Uma vantagem do exame de fezes em relacdo ao teste ELISA é que ap0s
o tratamento com triclabendazol de animais parasitados por F. hepatica havera
uma reducdo na contagem de ovos do parasito nas fezes do hospedeiro, ja 0s
niveis de anticorpos irdo diminuir de forma gradativa, podendo estes serem
encontrados mesmo apos o tratamento (IBARRA et al., 1998). Em contrapartida
uma desvantagem das técnicas coproparasitolégicas € que, segundo
Fairweather (2011) a contagem de ovos ndo se relaciona com o numero de
parasitos.

E importante ressaltar que no Brasil, estas técnicas soroldgicas citadas
ainda nédo estéo disponiveis para avaliacdes populacionais, estando restritas as
pesquisas experimentais, para as quais muitos kits ainda estdo sob testes de
validagcédo para ovinos, bovinos e bubalinos (MATTOS; CUNHA; MARQUES,
2009).

Técnicas imunolégicas como as de coproantigenos (VALERO et al., 2009)
e deteccdo de anticorpos no soro e leite (MEZO et al.,, 2010a) vém sendo
utilizadas para o diagnoéstico da fasciolose bovina e ovina. Quando comparado
exame de fezes e o teste ELISA, o primeiro mostrou porcentagens maiores de

deteccdo de animais positivos (IBARRA et al., 1998).
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Para a investigacdo da presenca de anticorpos contra antigenos de F.
hepatica, no leite, pode-se utilizar amostras individuais ou um pool de amostras
de leite (DUSCHER et al., 2011; MOLLOY; ANDERSON, 2005). Segundo
Reichel (2002), esse tipo de teste pode ser utilizado com alta sensibilidade (98%)
e especificidade (100%) e consegue diagnosticar a fasciolose na segunda
semana poés-infeccdo. Sabe-se que animais parasitados por Fasciola
apresentam queda de produgéo, portanto a detec¢cdo de animais positivos em
amostras obtidas de tanques de armazenagem de leite depende do curso e grau
de infec¢éo individual dos animais (DUSCHER et al., 2011).

A reacdo cruzada entre outras parasitoses pode ocorrer, dificultando a
deteccdo dos animais verdadeiramente infectados por F. hepatica, Aronstein et
al. (2009) encontraram reacdo cruzada de antigenos de Schistosoma mansoni
com F. hepatica e Trichinella spiralis utilizando a caracterizagdo molecular.

2.4 Controle e Tratamento

Medidas de controle devem ser implementadas para diminuir a
prevaléncia das metacercarias (DALTON 1999). Contudo, a indicacdo da
drenagem de areas em zonas endémicas também pode ser dificultada quando
essas se consistem de canais de irrigacdo em lavouras agricolas
(TORGERSON; CLAXTON, 1999).

O conhecimento epidemiolégico sobre quando, onde e qual intensidade
de risco de infeccdo por F. hepatica € essencial para o desenvolvimento de
programas de controle estratégicos (KLEIMAN et al., 2007). Além disso, os
animais que permanecem sem tratamento contribuem para a contaminac¢ao do
pasto, através da eliminacdo de ovos nas fezes (GOMES et al., 2002).

A implantacdo de um programa de controle contra a fasciolose pode
ocorrer em qualquer regido ou pais mediante um sistema de manejo integral bem
planejado e executado que deve combinar a administracéo de antihelminticos no
hospedeiro no momento mais adequado de prevenir a contaminagdo das
pastagens, a diminuicAo do numero de hospedeiros intermediarios mediantes

drenagem ou outras medidas agricolas, e a reducéo da possibilidade de infec¢éo
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do animal mediante um bom manejo de pastagem (ORGANIZACION DE LAS
NACIONES UNIDAS PARA LA AGRICULTURA Y LA ALIMENTACION, 1994).

Os programas de controle integrado recomendam medidas estratégicas
preventivas associadas ao tratamento de pessoas doentes e a melhoria das
condicbes socioeconbmicas e de saneamento basico, além do uso de
moluscicidas. No entanto, os moluscicidas acarretam prejuizos ao ambiente, e a
recolonizacdo das areas afetadas tornam o processo de aplicacdo dispendioso
e operacionalmente impossivel de ser realizado. Estas razdes levaram a
necessidade de desenvolver medidas alternativas de controle. Algumas dessas
medidas séo baseadas na possibilidade do uso de plantas ou de seus derivados
como moluscicida (PILE et al., 2001b).

Este controle necessita de uma correta integracéo na reducao do niumero
de hospedeiros intermediéarios, pelo emprego de métodos quimicos, fisicos e
biolégicos. Quanto ao controle biolégico, alguns autores defendem o uso de
palmipedes (patos e gansos) e moluscos terrestres ou aquéticos que
desempenhem algum tipo de predacéo sobre os limineideos. Ainda sdo citados
trés tipos de moluscos que podem ser usados como controle biolégico do
Lymnaea: Zonitoides nitidus e Oxychilus draparnaudi, ambos moluscos
terrestres, e a terceira espécie, aquatica, Physa acuta (XIMENES et al., 1995).

E importante considerar que os medicamentos fasciolicidas empregados
no controle desta parasitose sejam de facil aplicacdo, baixo custo, atoxico, que
ndo deixem residuos e que sejam altamente eficazes no combate as formas
adultas e imaturas do parasito. Além disso, adquirir animais com certificacédo de
sanidade é de extrema importancia em regidées endémicas (CUNHA; MARQUES;
MATTOS, 2007). Os benzimidazdis sdo os compostos antihelminticos de amplo
espectro usados na medicina veterinaria e em humanos para o controle de
infeccbes causadas por nematddeos, cestdodeos e trematdédeos (MCKELLAR,;
SCOTT, 1990). Essas drogas tém como principal mecanismo de agdo uma
potente inibicAo da formacdo de microtdbulos do parasito (MARTIN;
ROBERTSON; BJORN, 1997).

Somente algumas moléculas dentro da familia dos benzimidazois
demonstram atividade contra Fasciola hepatica (FAIRWEATHER, 2005). O
triclabendazol € o mais eficaz devido a sua acdo contra as formas jovens e

adultas do parasito (BORAY et al., 1983). Todavia, ha no mercado, muitos
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medicamentos utilizados no tratamento de F. hepatica como closantel, nitroxinil,
clorsulon, rafoxanida e albendazol e, apesar de terem acédo restrita a forma
adulta, desempenham importante papel no controle da fasciolose
(FAIRWEATHER, 2011).

E comum a combinac&o de drogas no controle de parasitos com o intuito
de tratar infeccdes helminticas mistas. Essas combinac¢des ajudam a diminuir o
desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (SANGSTER, 2001).

O triclabendazol pode ser comercializado associado a ivermectina,
levamisol, abamectina ou moxidectina para alcancar melhor controle contra
Fasciola e nematdédeos. Esse uso combinado, especialmente quando o0s
compostos tém acdes diferentes, permite um efeito sinérgico entre as drogas e
possibilita a utilizacdo de menores concentracfes do farmaco no protocolo de
tratamento (FAIRWEATHER, 2011). A associacao do triclabendazol e clorsulon
no tratamento da fasciolose hepética diminui em 95% os parasitos, enquanto que
as drogas sozinhas promovem reducdo de aproximadamente 30%
(FAIRWEATHER; BORAY, 1999).

E importante lembrar que embora o triclabendazol possua alta eficacia
contra formas adultas e jovens de F. hepatica, ndo € muito utilizado no rebanho
leiteiro ja que possui alto periodo residual no leite (SHI et al., 1989). O
triclabendazol € a Unica opc¢ao de tratamento da fasciolose em seres humanos.
Porém, nenhum caso de resisténcia a essa droga foi documentado a partir de
casos humanos, embora a ocorréncia de tais casos, provavelmente deva ser
decorrente do nivel de resisténcia nos animais que servem como reservatorio e
como fonte de infeccdo para humanos (BRENNAN; FAIRWEATHER;
TRUDGETT, 2007).

O tratamento quimico € considerado apropriado quando ha reducéo de
95% na contagem de ovos nas fezes 14 dias apds o tratamento no teste
coproparasitolégico ou a auséncia de coproantigenos nas amostras de fezes
coletadas 14 dias ap0s o tratamento no teste para deteccdo de coproantigenos
(FAIRWEATHER, 2011).

A utilizacdo de novas técnicas pode aprimorar as indicacdes de controle
e tratamento, assim como a pesquisa da resisténcia do parasito aos
medicamentos especificos (FAIRWEATHER 2005). Porém, para se estabelecer

um diagnéstico de resisténcia, dentro de uma populagdo em relagdo a
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determinada cepa, € importante que se realize teste controlado nos animais do
estudo com infeccao artificial e nimero fixo de metacercarias por animal além de
monitorar o impacto do tratamento medicamentoso por uma série de testes. E
essencial que os resultados e conclusées nao sejam baseados em apenas um
teste, para ndo gerar informacdes erradas (FAIRWEATHER, 2011).

Como o triclabendazol é o antihelmintico mais utilizado contra F. hepatica,
Seu uso gerou um processo de selecao de cepas e surgimento de populacdes
de parasitos resistentes a essa droga (FAIRWEATHER, 2005) exigindo a criacéo
de drogas alternativas que possuam atividade semelhante ao mesmo
(FAIRWEATHER, 2011). Além disso, subdosagem e armazenamento
inadequado do anti-helmintico pode explicar a falha no tratamento (HANNA et
al., 2015).

Alvarez et al. (2009) realizaram teste in vitro do efeito do triclabendazol,
sulféxido de triclabendazol, albendazol e sulféxido de albendazol sobre ovos de
cepas resistentes e suscetiveis de F. hepatica, e mostraram que o albendazol e
sulfoxido de albendazol tiveram um efeito inibitério sobre o desenvolvimento de
ovos enquanto o triclabendazol e sulféxido de triclabendazol, que sé&o
normalmente usados no controle da fasciolose, ndo afetaram a eclosao de ovos
mesmo na populacdo de cepas suscetiveis aos compostos.

O uso de medicamentos anti-helminticos sintéticos, em virtude ao alto
custo dos produtos convencionais, faz com que os produtores utilizem
subdosagens ou periodicidade inadequada o que consequentemente esta sendo
determinante a resisténcia dos parasitos a varios compostos ativos, dificultando
desta forma o controle das parasitoses entre os animais de producdo. Além
disso, o0 uso de fitoterapicos pode contribuir para aumentar os lucros da criacao,
uma vez que reduz o uso de anti-helminticos convencionais e estende a vida util
dos produtos sintéticos disponiveis (VIEIRA et al.,1999).

Nao se sabe ao certo quando se iniciou o0 uso de plantas medicinais e
aromaticas com propdsitos curativos. O descobrimento das propriedades
curativas das plantas foi no inicio pela observacdo dos animais que quando
doentes, buscavam nas ervas a cura para as suas afecgdes (OLIVEIRA; SILVA,
1994).

No Brasil, fazem parte do arsenal terapéutico nacional pelo menos 300

plantas reconhecidamente com propriedades medicinais (GIULIETTI; FORERO,
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1990) ainda que, muitas vezes desconhecidas, desacreditadas ou
simplesmente, ndo aceitas como alternativa pelos médicos, sdo consumidas
pela populagdo (LORENZI; MATOS, 2002).

Diante da importancia da fitoterapia, torna-se necessario estudar e
aprofundar os efeitos terapéuticos das plantas inseridas no contexto
agroecologico e social da populagdo, pois mudancgas no uso da terra devido a
urbanizagdo podem destruir o habitat das plantas Uteis. Desta forma, a perda do
conhecimento medicinal tradicional em uma cultura que submetida a uma
mudanca rapida é tdo irreversivel quanto a perda da espécie da planta.
Consequentemente, esforcos devem ser feitos para documentar o uso medicinal
das plantas antes que muitas destas sejam eliminadas, ou ainda que curandeiros
abandonem suas praticas médicas (JOSHI; JOSHI, 2000).

O uso de plantas medicinais pode constituir alternativa eficaz no controle
de parasitas gastrintestinais. Muitas plantas sao, tradicionalmente, conhecidas
como possuidoras de atividade anti-helmintica, necessitando, contudo, que suas
eficacias sejam cientificamente comprovadas. Para que a eficacia de uma planta
seja comprovada, € necessaria a validacao cientifica dos fitoterapicos que é a
etapa inicial obrigatdria para a utilizacdo correta de plantas medicinais ou de
seus compostos ativos. Os testes in vitro permitem uma avaliacao da existéncia
de propriedades anti-helminticas nos extratos vegetais, e constituem uma etapa
preliminar a caracterizacdo de novos compostos ativos presentes nos vegetais,
possibilitando desta forma, a criacdo de novas alternativas para o controle das
parasitoses (COSTA et al., 2002).

2.5 Extratos Vegetais

A utilizacao de extratos vegetais para fins medicinais tem mostrado maior
interesse nos ultimos anos. Carvalho et al. (2008) mostraram em seu estudo que
no Brasil encontram-se registrados 512 medicamentos fitoterapicos, dos quais
mais de 70% apresentam-se como formas farmacéuticas solidas. As matérias-
primas destes produtos sdo constituidas por extratos secos, que apresentam

maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiética, elevada capacidade de
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transfomacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas solidas, maior
concentrag&o de compostos ativos e maior facilidade na padronizagao.

No México, algumas plantas foram identificadas como promissoras no
controle de Fasciola hepatica, causando mortalidade de 100% em testes in vitro
no primeiro dia de avaliagdo, como Achillea millefolium, Castela tortuosa, Justicia
spicigera, Mentha piperita e Populus alba (IBARRA et al., 2012). Pereira et al.
(2016) utilizaram o extrato bruto liofilizado a partir das folhas de Momordica
charantia L. (Meldo de S&o Caetano) e suas sub-frac¢oes, obtidos a partir de
particdo liquido-liquido com solventes organicos, foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Os ovos foram incubados com
concentracbes acima de 12,5 mg / mL que afetou o desenvolvimento
embrionario, apresentando a inibicdo da formac&do miracidios mostrando uma
eficacia de até 90%.

Tendo em vista a falta de estudos sobre a eficdcia de extratos com
atividade fasciolicida, foi realizada uma revisdo com plantas medicinais
encontradas no Brasil e que tem acdo sobre microorganismos. Na tabela 1
encontram-se 0s extratos utilizados e suas principais funcdes dentro da
medicina, sendo eles Harpagophytum procumbens (Raiz de Garra do diabo);
Uncaria guianensis (Unha de gato); Psidium guajava L. (goiabeira);
Stryphnodendron adstringens (barbatiméo); Guapira opposita (Maria Mole);
Guapira noxia (Guapira do Cerrado); Guapira Graciliflora (Jodo Mole); Eugenia
uniflora L. (Pitangueira), Stryphnodendron adstringens (barbatimdo) e

Momordica charantia L. (Meldo de Sédo Caetano).
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Tabela 1: Extratos vegetais utilizados neste estudo com suas respectivas
familias, espécies, nome popular e as atividades de cada extrato baseadas em

evidéncias da literatura.

- - Nome Partes -
Familia Espécie popular usadas Atividades
Controle de parasitoses e vetores. Sua agéo resulta na
. capacidade de complexacdo com proteinas e do seu
Leguminosae- Stryphnodendron N Cascae . o N
b . . Barbatiméo poder de sequestrar jons metdlicos, principalmente
Mimosoideae adstringens Folhas . .
ferro, essenciais ao desenvolvimento de
microorganismos (SCALBERT, 1991).
Acéo antimalarica em camundongos e diversos extratos
Myrtaceae Eugenia uniflora L. Pitanga Folhas da folha apresentaram em testes in vitro, atividade
tripanosomicida (ADEWUMNI et al., 2001).
Capacidade de atividade antimicrobiana,
antimutagénica e atividade hipoglicémica (AMARAL et
- . S al., 2006). Resultados promissores, para a atividade
Myrtaceae Psidium guajava L. Goiabeira Folhas antibacteriana (ABDELRAHIM et al., 2002), antifingica
(HOLTEZ et al., 2002) e contra Entamoeba histolytica
(TONA et al., 1998).
Cucurbitaceae Momordica Melseg;de Folhas Araujo-Lima (2002) indicaram o meldo de Sdo Caetano
charantia L. como plantas medicinais com agao sobre parasitos.
Caetano
Maria-mole
Nyctaginaceae  Guapira graciliflora e pau- Folhas Efeito cicatrizante (COELHO et al., 2005).
piranha.
Maria-
. . . mole, pau- Atividade  antimicrobiana  contra  Cladosporium
Nyctaginaceae Guapira opposita piranha Folhas cladosporides (MORENO et al., 2004).
branco.
|_3a~o-judeo, Estudos revelaram as atividades antilllceras,
. . . Jodo-mole, anti-inflamatoria, antimicrobiana e moduladora do
Nyctaginaceae Guapira noxia capa-rosa, Folhas . X .
‘080-mole- sistema |mynolog|co com os extratos
Jd dessa espécie (SEVERI, 2007).
0-campo.
Unha de A atividade terapéutica do fitoterapico U. tomentosa é
Rubiaceae Uncaria guianensis ato Casca de antiinflamatéria e modulador do sistema
9 imunoldgico (SETTY; SIGAL, 2005).
Pedaliaceae  HarPagophyum - Garra do Raiz  Atividade antiinflamatoria (CHANTRE et al., 2000)
procumbens Diabo v ‘
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Localizacdo do Experimento

As coletas para este experimento foram realizadas em matadouros-
frigorificos da regido Sul do estado do Espirito Santo, com devida autorizacao
prévia. Os ovos de Fasciola hepatica foram retirados diretamente do liquido biliar
presente na vesicula biliar dos animais diagnosticados como positivos no exame
post mortem. Para a armazenagem dos ovos foram utilizados vidros
transparentes, nos quais foi condicionada a bile e estes foram encaminhados ao
laboratorio de Parasitologia do Hospital Veterinario da Universidade Federal do

Espirito Santo.

3.2 Preparo do Material Vegetal para realizacao dos testes in vitro

Para a realizacdo dos testes in vitro, foram utilizados extratos vegetais
disponiveis no Laboratério de Producdo Farmacéutica do Centro de Ciéncias
Exatas, Naturais e da Saude da UFES, o qual foi instituido Profa. Dra. Juliana
Aparecida Severi. A escolha foi realizada com base na disponibilidade de droga
vegetal, de extrato bruto e/ou facilidade de acesso durante a coleta para
obtencdo de material em quantidade compativel com o requerido para execucao
de todas as etapas propostas neste projeto.

O procedimento de preparacdo do material vegetal ocorreu de forma
semelhante para todas as espécies vegetais. Sucintamente, realizou-se a coleta
em ambiente preferencialmente nativo, no periodo da manhd, a partir de
exemplares adultos e sadios. Uma porgéo fértil foi selecionada para a confeccéo
de exsicatas e posterior deposito em Herbario para documentacdo. O restante
do material foi separado manualmente de possiveis interferentes e inspecionado
quanto a integridade das respectivas partes (cascas, raizes ou folhas), apés
desprezadas aquelas que apresentassem algum tipo de dano. Em seguida,
foram higienizados em 4gua corrente para a remocao de sujidades e submetidos

a secagem em estufa com circulagédo forcada de ar a 45° C. Posteriormente,
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realizou-se a moagem em moinho de facas, com malha de 0,5 mm, a fim de obter
um po fino para extragdo. Além disso, algumas plantas foram provenientes de
uma parceria firmada entre a pesquisa e o grupo Centroflora-Anidro do Brasil,
localizado no municipio de Botucatu-SP.

Os procedimentos de extracdo variaram conforme a natureza da droga
vegetal, tendo sido empregadas as técnicas de percolagdo e maceragdo. Na
percolagdo uma aliquota da droga vegetal foi previamente intumescida com o
liquido extrator e entdo transferida para o percolador. A extracdo ocorreu por
meio da aplicacéo continua de liquido extrator renovado no topo do percolador
até a remoc¢ao completa dos compostos presentes. A maceracgéo, por sua vez,
consistiu na mistura do liquido extrator com a droga vegetal em proporcdes
previamente definidas. A mistura foi mantida em recipiente fechado, durante um
periodo de tempo definido (dois a trés dias), sob a agitacdo ocasional e sem
renovacao do liquido extrator. Apés o periodo de extracdo, a mistura foi filtrada
em papel filtro e o residuo vegetal foi remacerado por mais duas vezes. Apos a
extracdo, as solucbes extrativas resultantes foram concentradas em
rotaevaporador (Laborata 4000 Heidolph) em temperatura inferior a 45°C. Para
secagem completa dos extratos, as amostras foram transferidas para frascos de
vidro previamente pesados e congeladas para que fosse feita a liofilizagdo da
agua residual, sendo obtidos assim o0s extratos brutos secos.

Para os testes com as partes aquosas, realizou-se a extracao liquido-
liquido (particdo) dos mesmos extratos a fim de remover pigmentos lipofilicos
eventualmente interferentes. Aliquotas de 1 g do extrato bruto seco foram
solubilizadas com 250 mL de agua deionizada. A mistura foi transferida para funil
de separacdo e a este foi adicionado 250 mL de acetato de etila. A mistura foi
agitada cuidadosamente por inversdo e entdo mantida em repouso até
observacdo de separacdo de fases. A fase organica foi coletada e levada a
secagem em capela de exaustao, enquanto que a fase aquosa foi congelada e
seca por liofilizacdo. Apds secagem, realizou-se o preparo das solugbes das
fracbes aquosas a 0,1%, 0,25% e 0,5%.

Antes da realizacéo dos testes com a parte aquosa dos extratos vegetais,
foi realizado um teste com extratos vegetais brutos para a determinacédo da

eficacia destes e assim selecionar os mais adequados.
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3.3 Atividade in vitro da eficacia dos extratos vegetais sobre ovos de

Fasciola hepatica

Os ensaios de avaliacdo da atividade fasciolicida sobre os ovos foram
incialmente realizados com os extratos brutos em solucdo aquosa. Desta forma,
pesou-se aliquotas dos extratos brutos em balanca semi-analitica (AY220 Marte)
e realizou-se a solubilizacdo em agua deionizada, com auxilio de banho
ultrassoénico (Sonielean 6 Sanders) para obtencao de solucdes a 0,1%, 0,25% e
0,5%, em quantidade compativel para a execucdo do ensaio biolégico em
triplicata.

Em seguida, realizou-se a extracao liquido-liquido (particdo) dos mesmos
extratos. A avaliacdo da atividade fasciolicida foi realizada conforme a
metodologia de Fairweather et al. (2012). Os ovos foram submetidos a
sedimentacao, para que desta forma fosse possivel separar o maximo possivel
dos ovos da bile. Para a sedimentacdo foram usados calices de sedimentacao e
o material foi lavado por 5 vezes, até que o conteudo se tornasse limpido.
Terminado o processo de sedimentacao, os ovos foram submetidos a contagem.
Para isso, foi necessario pipetar 1mL do contetdo do célice para a determinacao
da quantidade de ovos. Para uma padronizacdo, foi utilizado o célculo da
quantidade de ovos por mL, usando a média aritmética, onde eram calculados
as médias de trés amostras para a determinacao da quantidade de ovos. Assim
que foi determinada a quantidade de ovos por amostra, os 100 ovos foram
depositados em tubos tipo Falcon de 50 mL. Juntamente com os ovos, foram
adicionados 3 mL do extrato vegetal a ser testado. Para um melhor resultado,
foram realizadas triplicatas de cada amostra testada. Para controle positivo,
utilizou-se albendazol na concentragéao de 0,5%. Para a determinagéo da melhor
concentragéo de albendazol a ser utilizada neste experimento, foram realizados
ensaios experimentais em ovos de Fasciola hepatica, onde a concentragcéao de
0,5% foi considerada ideal para o combate da eclosdo de miracidios. Para
controle negativo utilizou-se agua de torneira.

Os tubos foram embalados em papel aluminio, para que 0s ovos néao
tivessem contato com a luz ambiente. Estes foram encaminhados para uma
estufa de demanda de oxigénio tipo B.O.D., onde permaneceram por 14 dias a

uma temperatura controlada de 25° C. Passados os 14 dias, os ovos foram
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retirados da B.O.D. para realizacdo da analise e expostos a luz incandescente
de 100W por 3 horas (FAIRWEATHER et al.,2012). Os ovos foram analisados e
contados a cada hora, durante 3 horas, com o auxilio de microscopio

estereoscopio no aumento de 2x vezes.

3.4 Andlise microscopica dos ovos

Ao fim das analises de eclosdo, os ovos foram pipetados e depositados
em laminas, juntamente com agua, e cobertos com laminula, para que fossem
avaliados morfologicamente. Foram observados tamanho, conservagédo da
parede externa, formacéo ou ndo de miracidios e abertura ou ndo do opérculo,

por meio de microscopia éptica, usando as objetivas de 40x e de 100x.

3.5 Andlise Fitoguimica

A caracterizacdo qualitativa da composicdo quimica dos extratos foi
realizada com base nos protocolos sugeridos por Matos (2009) e Wagner (1984),
com algumas modificacbes. Os testes realizados apresentam o0 objetivo de
confirmar a presenca ou ndo de compostos fendlicos, flavonoides, taninos,
cumarinas, terpenos, glicosideos cardiotonicos, alcaloides e saponinas.

Para a deteccdo de compostos fendlicos, adicionam-se trés gotas de
solucéo alcodlica de cloreto férrico em um tubo de ensaio contendo a solugdo
hidroalcodlica da amostra. Qualquer variacdo de cor ou formacao de precipitado
abundante escuro indica teste positivo. O controle utilizado foi somente agua e
solucao alcodlica de cloreto férrico. O aparecimento de coloracdo variavel entre
o azul e vermelho € indicativa da presenca de fenois. Neste caso, houve
positividade em todos os extratos testados.

Empregou-se testes como o de cloreto de aluminio que indica a presenca
de flavonoides através de intensificacdo da fluorescéncia e mudanca da cor para
verde-amarelado. Outro teste realizado foi o de Taubouk que também utiliza
fluorescéncia e mudanca de coloragdo quando houver presenca de flavonoides.

O teste de Shinoda indica flavonoides presentes quando ocorre mudanca de cor
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para rosa-avermelhado devido a formacéo de cianidina. O teste Pew produz
colocaracao vermelho-violeta na presenca dos flavonoides. No teste Pacheco
mostra com a mudanca de coloracdo para vermelho a presenca de
dihidroflavonois, ja as flavonas, chalconas, auronas, flavonodis e flavonas néo
apresentam mudanca de cor.

A formacao de precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de
taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e de tonalidade verde, a presenca de taninos
flabofénicos (condensados ou catéquicos). Utilizou-se a Gelatina a 2% para
observar se houve formacéo de precipitado floculoso indicando a presenca de
taninos. No teste com cloreto férrico a 1% foi possivel observar a presenca de
taninos hidrolisdveis com a formacédo da cor azul e a de taninos condensados
com a cor verde. No teste com acetato de chumbo a 10% foi possivel observar
a formacdo de um precipitado esbranquicado na presenca de taninos
hidrolisaveis. Quando testado o acetato de cobre a 4% também houve formacéo
de precipitado na presenca de taninos.

Foi realizado o teste utilizando hidroxido de potassio a 10% que indica
presenca de cumarinas quando a amostra é exposta a luz ultravioleta e
apresenta uma fluorescéncia azul-esverdeada.

O teste de Liebermann-Buchard identifica através do aparecimento da
coloracado azul ou verde quando ha nucleo esteroidal, enquanto a coloracdo rosa
ou violeta indica nucleo. Neste teste, no béquer contendo a solugcédo hidro-
alcodlica da amostra evaporada adiciona-se 1-2 mL de cloroféormio e 1 mL de
anidrido acético, agitando suavemente, e cuidadosamente, acrescentam-se 3
gotas de acido sulfirico concentrado. O aparecimento de coloracdo azul
evanescente seguida de verde permanente € indicativo da presenca de
esteroides livres. A coloracdo parda até vermelha indica triterpendides
pentaciclicos livres. No teste de Pesez através do uso de acido fosforico sob luz
UV observou-se a formacdo de precipitado amarelo-esverdeado fluorescente
quando na presenca de glicosideos cardiotbnicos. O teste de Keller-Kiliani
utilizou FeCls a 5% para observar se houve formagdo de cor castanho-
avermelhada no anel e azul na fase acética o que indica presenca de desoxioses
livres nas extremidades.

Para observar a presenca de saponinas,ao material contido no béquer

contendo a solucdo da amostra evaporada foram adicionados 5-10 mL de agua
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destilada e filtrou-se para um tubo de ensaio. Agitou-se fortemente por 2-3
minutos e observou-se a possivel formagdo de espuma. Espuma persistente e
abundante (colarinho) indica a presenca de saponinas (heterosidios
saponinicos). O teste de atividade hemolitica observou a indicac&o de saponinas
através da obtencao de halos de hemdlise no agar-sangue, quando comparados
ao padrao de saponina.

Para a pesquisa de alcaloides, a amostra foi dissolvida em HCI| 0,1 M e
dividida em trés tubos de ensaio. A cada tubo foi adicionado respectivamente,
trés gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides: Dragendorff, Mayer,
Bertrand, Wagner e Sonnenschein, observando a formacéo de precipitado
caracteristico. Precipitado floculoso, pesado em pelo menos um dos tubos é

indicativo de alcaloides.

3.6 Andlise estatistica

Para a determinacéo da eficacia de cada extrato vegetal, foram realizados
calculos de eficacia, utilizando- se a seguinte formula: % eficacia = (média do
grupo controle negativo - média do grupo tratado com extrato/ média do grupo
controle negativo) x 100.

Os resultados das trés repeticdes de cada extrato vegetal, nas horas 1, 2
e 3, foram comparados por meio de calculo estatistico realizado por
Delineamento inteiramente casualizado no esquema de parcelas subdivididas
4x3 (3 tratamentos + controle x 3 momentos). Os dados foram submetidos a
analise de variancia de p<0,05, sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparo do Material Vegetal para realizacdo dos testes in vitro

Para um tratamento anti-helmintico ser eficiente nos testes de eclosdo de
ovos, o ideal é que se tenha um produto que impeca a continuidade da fase de
blastomeracéo. Este produto deve alterar o desenvolvimento normal dos ovos,
impedindo que os mesmos eclodam, liberando as larvas que irdo se tornar
infectantes (POWERS et al., 1982).

Neste experimento, 0s extratos vegetais na forma bruta que
impossibilitaram a eclosdo dos miracidios dos ovos de Fasciola hepatica, foram
submetidos a particdo onde estes foram testados quanto a sua eficacia. Segundo
Powers et al. (1982), para parasitos adultos, um produto seria altamente efetivo
se apresentasse mais de 90% de acédo contra o parasito tratado, moderadamente
efetivo quando atuasse entre 80 a 90%, pouco efetivo quando a acao fosse entre
60 e 80% e néo efetivo em niveis abaixo de 60%.

Para a execucdo deste trabalho, foram selecionadas o total de 10
espécies vegetais. As espécies nativas foram originarias de coletas em
diferentes localidades dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo. Os extratos
brutos testados nas concentra¢des 0,1%, 0,25% e 0,5%, foram Harpagohytum
procumbens (Garra- do-diabo), Guapira graciliflora (Jodo Mole), Guapira
opposita (Maria Mole), Guapira noxia (Guapira do Serrado), Uncaria guianensis
(Unha de gato), Psidium guajava L. (Myrtaceae), Momordica charantia L. (Mel&do
de Sdo Caetano), Stryphnodendron adstringens (Barbatiméo) e Eugenia uniflora
L. (pitanga). As espécies exoticas, que nao dispdéem de cultivo padronizado no
Brasil tiveram procedéncia comercial junto a empresa especializada do setor
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Descricao e procedéncia das espécies vegetais utilizadas no ensaio

fasciolicida.
e Parte . .
Nome cientifico Nome popular o Sigla Local de coleta Registro
utilizada
Anacardium o Jerbnimo
ocidentalis Cajueiro Casca CAO Monteiro-ES VIES30551
Jerbnimo
Folha FAO MONteiro-ES VIES30551
: . . : Jerbnimo
Eugenia uniflora Pitangueira Folha FEU Monteiro-ES VIES30550
Guapira Jodo Mole Folha GG ltirapina-SP ~ UEC1441
graciliflora
Guapira noxia Guapira do Foha GN  Botucatu-SP  UEC145.858
Cerrado
Guapira opposita Maria Mole Folha GO  Itapetininga-SP ~ UEC1437
Harpagophytum : . ] )
procumbens Garra do diabo Raiz RHP  Centroflora-SP
Momorqllca Meléo de Séo Folha MSC Alegre-ES i
charantia Caetano
Psidium guajava  Goiabeira Folha FPG  9eMONIMO —\/Fean5s)
Monteiro-ES
Stryphnodendron Barbatiméo Casca CSA Centroflora-SP -
adstringens
Uncaria Unha de gato Casca CUT Centroflora-SP -
tomentosa

Solventes polares sdo aqueles que as moléculas constituintes

apresentam regides eletronicamente densas e que desta forma possuem
facilidade em solvatar (criar uma camada sobre o soluto) quaisquer substancias
de caracteristicas também polares (VOGEL, 1983). Sendo assim, a melhor
escolha, para o processo de extracdo utilizado neste trabalho, foi o uso de
solventes polares como liquido extrator. Essa escolha potencializou o processo
extrativo e garantiu a qualidade do extrato bruto final. Neste estudo foi utilizado
como liquido extrator o alcool etilico PA.

Dentre os 10 extratos brutos nas concentragdes de 0,1%, 0,25% e 0,5%,
gue foram significativamente diferentes do controle feito com agua e albendazol
0,5%, cinco determinaram inibicdo de desenvolvimento larval ou inibicdo de
eclosdo de ovos, podendo ser citados RHP- Raiz de Garra do diabo

(Harpagophytum procumbens); FPG- Folhas da goiabeira (Psidium guajava L.);
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FEU- Folhas de Pitangueira (Eugenia uniflora L.), CSA- casca do barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens) e MSC- Meldo de Sdo Caetano (Momordica
charantia L.). Os demais extratos, foram dependentes da concentracao, ou seja,
nao impediram a eclosdo em todas a concentracdes testadas no experimento,
como CUT- Casca de Unha de gato (Uncaria guianensis); FSA- Folhas do
barbatiméo (Stryphnodendron adstringens); GO- Guapira opposita (Maria Mole);
GN- Guapira noxia (Guapira do Cerrado); GG- Guapira graciliflora (Jodo Mole)
(Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliacdo da eclodibilidade de ovos de Fasciola hepatica apos
incubacdo com extratos vegetais brutos testados nas concentracdes de 0,1%,
0,25% e 0,5%, em 3 horas de experimento.

Extrato HORA 1 HORA 2 HORA 3
vegetal

bruto am1 am2 am3 am1 am?2 am 3 aml am2 am3

RHPO0,1% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
025% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

CUT0,1% E E E E E E E E E
025% NE NE NE NE NE E NE E E
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

FPG0,1% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
025 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
050% NE NE NE E E E E NE E

FSA01% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
0,25% NE E E NE E E NE E E
050% NE NE NE NE E E E E E

GO01% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
025% NE NE E E E E E E E
050% NE NE E E E E E E E

GNO01% NE NE NE E E E E E E
025% NE NE NE E E E E E E
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

GG01% NE NE NE E NE E E E E
0,25% NE E NE E NE E E E NE
050% NE NE E E E E E E E

FEUO,1% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
025% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

CSA01% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
0256 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

MSC0,1% NE NE NE NE NE NE NE NE NE
0256 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
050% NE NE NE NE NE NE NE NE NE

H20 E E E E E E E E E
Albendazol \e \e NE O NE  NE  NE NE NE NE
0,5%

NE- Ovos ndo eclodidos. E- Ovos eclodidos. Am- Amostra. RHP- Raiz de Garra do diabo
(Harpagophytum procumbens); CUT- Casca de Unha de gato (Uncaria guianensis); FPG- Folhas
da goiabeira (Psidium guajava L.); FSA- Folhas do barbatimo (Stryphnodendron adstringens);
GO- Guapira opposita (Maria Mole); GN- Guapira do Cerrado (Guapira noxia); GG- Jodo Mole
(Guapira graciliflora); FEU- Folhas de Pitangueira (Eugenia uniflora L.), CSA- casca do
barbatim&o (Stryphnodendron adstringens) e MSC- Meldo de S&do Caetano (Momordica charantia
L.).
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Os extratos vegetais submetidos a particdo para obtencdo das partes
aguosa e organica, foram RHP- Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum
procumbens), nas concentracdes de 0,1%, 0,25% e 0,5%; CUT- Casca de Unha
de gato (Uncaria guianensis) na concentragcao de 0,5%; FPG- Folhas da
goiabeira (Psidium guajava L.) nas concentragdes de 0,1% e 0,25%; FSA- Folhas
do barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) na concentracao de 0,1%; GO-
Maria Mole (Guapira opposita) 0,1%; GN- Guapira noxia 0,5%; CSA- casca do
barbatimédo (Stryphnodendron adstringens) nas concentracdes de 0,1%, 0,25%
e 0,5% e MSC- Melédo de Sao Caetano (Momordica charantia L.) também nas
concentragdes de 0,1%, 0,25% e 0,5%. Esses extratos foram analisados, onde
o numero de eclosao foi contado para o teste de eficacia.

Os extratos vegetais que foram submetidos a particdo, foram analisados
por meio de calculos de eficacia, e aqueles que demonstraram 90% ou mais de
acdo, foram considerados altamente efetivos, como € o caso do RHP 0,25% e
0,50%, CSA 0,1%, 0,25% e 0,5%, FEU 0,1%, FPG 0,10%, 0,25% e 0,5%, e FSA
0,1%, 0,25% e 0,5%. Os que atuaram entre 80 a 90% foram considerados
moderadamente efetivos, como é o caso do RHP 0,10%. O numero de ecloséo
em cada uma das trés horas analisadas e a porcentagem da eficacia podem ser

observados na tabela 4.
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Tabela 4: Avaliacdo quantitativa da eclodibilidade de ovos de Fasciola hepatica
apos incubacdo com extratos vegetais em 3 horas de experimento, e
porcentagem da eficacia de cada um.

HORA 1 HORA 2 HORA 3 Porcentagem
da eficcia
Extr. Bruto aml am2 am3 am1l am2 am3 am1l am2 am3
RHP 0,1% 0 0 0 10 12 10 10 12 18 88,20%
0,25% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,5% 0 0 0 2 22 0 2 22 0 92,92%
CSA 0,1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,25% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,5% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
FEU 0,1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
FPG 0,1% 0 0 0 1 0 1 1 0 1 99,41%
0,25% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,5% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
FSA 0,1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,25% 0 0 0 1 0 2 1 0 2 99,11%
0,5% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
H20 57 48 30 116 102 121 116 102 121 -

Albendazol 0,5% O 0 0 0 0 0 0 0 0 -

Am- amostra; RHP- Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum procumbens); FPG- Folhas da
goiabeira (Psidium guajava L.); FSA- Folhas do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens);
FEU- Folhas de Pitangueira (Eugenia uniflora L.) e CSA- casca do barbatiméao (Stryphnodendron
adstringens).

Nos extratos vegetais RHP, CSA, FEU, FPG e FSA foi constatado que
nao houve diferenca significativa entre as trés concentracdes testadas, diferindo
significativamente apenas do grupo controle com agua (p< 0,05%). Isso mostra
gue estes foram eficazes contra a eclosdo de miracidios de Fasciola hepatica,

como mostra a tabela 5.
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Tabela 5 - Média de ecloséo para cada concentracdo avaliada da parte aguosa
dos cinco extratos vegetais utilizados no ensaio fasciolicida.

Extratos ~ Médias de eclosdo em 3

Vegetais Concentragoes horas

0,10% 8.88667 a

0,25% 0.00000 a

0,50% 5.33333 a

RHP Agua 90.33334 b
Finteragéo 13.649
P 0.0016

0,10% 0.00000 a

0,25% 0.00000 a

0,50% 0.00000 a

CSA Agua 90.33334 b
Finteracao 15.882
P 0.0009

0,10% 0.44000 a

0,25% 0.00000 a

0,50% 0.00000 a

FPG Agua 90.33334 b
Fintera(;éo 15.829
P 0.0009

0,10% 0.00000 a

0,25% 0.66667 a

0,50% 0.00000 a

FSA Agua 90.33334 b
Finteragéo 15.801
p 0.0009

0,10% 0.00000 a

Agua 90.33334 b
Finteracao 15.882
FEU p 0.0163

Medias seguidas por mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05); RHP- Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum procumbens); FPG- Folhas
da goiabeira (Psidium guajava L.); FSA- Folhas do barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens); FEU- Folhas de Pitangueira (Eugenia uniflora L.), CSA- casca do barbatim&o
(Stryphnodendron adstringens)

4.2 Analise Microscoépica dos ovos

Apos serem incubados e submetidos a andlise, os ovos contendo a parte
aguosa dos extratos considerados altamente efetivos, utilizando-se os indices

propostos pela World association for the advancement of veterinary parasitology
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(W.A.A.\V.P.) (POWERS et al., 1982), foram avaliados por microscopia Optica
para que fossem determinadas as modificagbes externas e internas que
pudessem ter sido causadas pelo uso dos diferentes extratos vegetais.

A agua ndo impede a eclosdo dos miracidios dos ovos de Fasciola
hepatica, fazendo desta forma que os opérculos ficassem abertos, como pode

ser observado na figura 1A e B.

Figura 1: A, ovo sob o efeito da agua; B, ovo submetido ao albendazol 0,5%; C
e D, ovos de Fasciola hepatica sob a acédo do extrato de folhas de Psidium
guajava L, nas concentracdes 0,25% e 0,5% respectivamente; E, F e G, ovos
sob a acgéo das folhas Stryphnodendron adstringens nas concentracdes 0,1%,
0,25% e 0,5% respectivamente; H, ovo de F. hepatica sob a acédo da parte
aguosa do extrato da raiz de Harpagophytum procumbens; I, ovo de F. hepatica
sob a acdo da parte aquosa do extrato de folha de Eugenia uniflora; J, L e M,
ovos sob a agdo do extrato da casca de Stryphnodendron adstringens, nas
concentragdes 0,1%, 0,25% e 0,5% respectivamente.

O albendazol na concentracéo de 0,5%, usado como controle positivo, ao
contrario da agua, faz com que os ovos se tornem inviaveis a eclosdo. O efeito
de benzimidazo6is em ovos de nematodides tem sido bem caracterizado. A agao
ovicida de desse anti-helmintico esta relacionada a sua capacidade de penetrar
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na casca do ovo e se acumular em seu interior. A droga previne o
embrionamento impedindo a divisdo celular inicial. Como os miracidios se
movem por cilios, qualquer anormalidade em sua formagéo induzida por drogas,
impedem o processo de ecloséo (RINAILD et al.,2009).

Segundo Coles e Stafford (2001) o albendazol apresentou excelente
atividade ovicida contra ovos de Fasciola hepatica e concordam com alguns
resultados de eficacia clinica que demonstraram que albendazol € ativo contra
F. hepatica madura (Figura 1B).

O uso da parte aquosa do extrato das folhas Psidium guajava L. nas
concentragdes, 0,25% e 0,5% fizeram com que os ovos se tornassem inviaveis,
sem as formacdes de miracidios em seu interior, porém sua superficie nédo foi
modificada (Figura 1C e D).

A utilizacdo da parte aquosa do extrato das folhas Stryphnodendron
adstringens nas concentracdes 0,1%, 0,25% e 0,5%, também fizeram com que
0S ovos se tornassem inviaveis, ndo houve visualizacdo de formacdes de
miracidios em seu interior e sua superficie ndo foi modificada como pode ser
vistonafigural EFe G.

O uso da parte aquosa do extrato da raiz de Harpagophytum procumbens
na concentracdo de 0,25% apresentou eficacia contra a eclosdo dos ovos.
Também ndo houve observacao de formacéo de miracidios, a forma do ovo néo
foi danificada e ele apenas apresentou-se inviavel a eclosdo como observado na
figura 1H.

O extrato de folhas de Eugenia uniflora na concentracdo de 0,1%
apresentou eficacia contra a eclosdo. Na figura 11 € possivel ver como ficou o
ovo de Fasciola hepatica quanto a sua estrutura, depois de ser submetido & parte
aguosa desse extrato vegetal. Neste caso, ndo houve observacao de formacéao
de miracidios, a forma do ovo ndo foi danificada e ele apenas apresentou-se
invidvel a ecloséo.

A parte aquosa do extrato da casca de Stryphnodendron adstringens nas
concentragcbes 0,1%, 0,25% e 0,5%, foram eficazes no impedimento das
eclosbes, sendo que na concentracao de 0,1% houve a formacao do miracidio,
porém este ndo foi eclodido, e nas concentracdes 0,25% e 0,5% 0s ovos se

tornaram inviaveis para eclosédo (Figura 1J, L e M).
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De uma forma geral, no presente estudo, a utilizacdo de extrato vegetal in
vitro sobre os ovos de Fasciola hepatica em diferentes concentracdes
demonstraram que nem todas as superficies dos ovos foram modificadas, assim
como seu interior. Isso foi percebido no trabalho de Taha et al. (2014) que
realizaram a andlise da morfologia de ovos de Fasciola hepatica sob agéo de
hipoclorito de sédio, e no estudo feito por Fairweather et al. (2012), que
realizaram uma comparagdo da eclodibilidade dos ovos com o uso de
benzimidazois.

Os ovos foram claramente alterados, sendo observado a ndo formacéo de
miracidios no interior dos ovos, invaginacbes em sua superficie, reducdo do
tamanho do ovo, fragmentacdes e em alguns casos, mesmo com miracidios
formados, estes ficaram inviaveis e permaneciam no interior dos ovos,

impedindo desta forma a eclosédo (Figura 1).

4.3 Andlise Fitoquimica

Os extratos vegetais na forma bruta foram submetidos aos testes
fitoquimicos. Nos testes realizados na avaliagdo fitoquimica foi possivel
identificar a presenca de compostos ativos nos extratos estudados. Os

resultados séo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 - Prospeccao fitoquimica qualitativa dos extratos com as reacdes de
identificacdo positiva para cada classe dos compostos testados com todos os
extratos em sua forma bruta.

Classe de Ensaios realizados Resultado positivo observado
composto

Dragendorff
Alcaloides Bertrand CuT

Sonnenschein

Compostos fendlicos FeCls 5% RHP, CUT, FPG, CSA, FSA, GG, GN,

GO, MSC
AICls 5%
. Pacheco CUT, RHP, FPG, CSA, FSA GO, GN,
Flavonoides Shinoda
GG
Pew
Taubouk
Heterosideos Pesez .
cardioativos Keller-killiani Negativo
Formacéo de
Saponinas espuma estavel GG, GN, GO, MSC

Atividade hemolitica

Gelatina 2%

: Pb(AcO). 1 2 2
Taninos FeCls 1% FPG", CSA%, FSA
Cu(AcO)2
Terpenoines Liebermann-B. RHP, CUT, FPG, CSA, FSA, GG, GN,

GO, MSC

RHP- Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum procumbens); CUT- Casca de Unha de gato
(Uncaria guianensis); FPG- Folhas da goiabeira (Psidium guajava L.); FSA- Folhas do
barbatiméo (Stryphnodendron adstringens); GO- Guapira opposita; GG- Guapira graciliflora; GN-
Guapira noxia; CSA- casca do barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) e MSC- Meldo de Sao
Caetano (Momordica charantia L.). ! T.hidrolisaveis, 2 T. condensados, 3 Nucleo esteroidal, *
Nucleo terpénico.

Na avaliacdo de compostos fendlicos todos os extratos estudados
apresentaram indicativo de presenca no teste com cloreto férrico a 5%. A
atividade antioxidante apresentada por varios vegetais, incluindo frutos, folhas,
sementes e plantas medicinas, esta correlacionada ao seu teor de compostos
fendlicos totais (VELIOGLU et al., 1998).

A andlise fitoquimica do extrato das raizes de Harpagophytum
procumbens (Garra do diabo) demonstrou a presenca de compostos fendlicos e
terpendides. A literatura mostra que 0s principais constituintes encontrados nas
raizes sdo os iridoides. Tais constituintes sdo metabdlitos secundarios derivados
da via do mevalonato (monoterpénicos) e sao denominados iridéides por
derivarem do iridodial, composto isolado nas formigas da Australia

(Iidomyrmex). Dentre os iridéides, o principal principio ativo é o harpagosideo,
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isolado em 1962, sendo o0 composto responsavel pelas propriedades
terapéuticas da planta, cujo contetdo na droga vegetal é de 0,5-1,6% (ROSA,
2007). Posteriormente, em 1964 foi isolada a procumbina e em 1983 foram
isolados mais trés heterosideos iridéides da garra do diabo, diferenciados entre
si pelo tipo de acucar em que estédo ligados (CARVALHO, 2004).

J& os compostos fendlicos relatados na espécie pertencem ao grupo dos
fenilpropandides derivados do &cido cafeico. Também foram encontrados dois
flavonoides (luteolina e o kaempferol), a quinona harpagoquinona, dois fitosterois
(estigmasterol e B-sistosterol), alguns triterpenos, sendo 0s principais os acidos
ursélico, 3-B-acetiloleandico e o oleandlico, e também alguns minerais,
principalmente zinco, silicio, selénio, fésforo, potassio, manganés, magnésio,
ferro, cromo e calcio. Os carboidratos estdo presentes na planta em cerca de
50%, sendo o principal o tetrasacarideo estachiose em 46%, e outros em
pequenas quantidades como rafinose e sacarose (CARVALHO, 2004).

A pesquisa com o extrato das cascas Uncaria tomentosa (Unha de gato)
revelou a presenca de compostos fendlicos, dentre eles flavonoides. Também
apresentou resultado positivo na pesquisa de terpendides e alcalbides. Estes
dados estdo de acordo com a revisao de Potawale et al. (2008), que mostra que
a planta € composta principalmente por alcaloides do tipo oxinddlicos tetra e
pentaciclicos (mitrafilina, isomitrafilina, riconfilina, isopteropodina, uncarina,
hisrutinam, dentre outros), acompanhados de flavonoides, acidos fendlicos,
diterpenos e esteroides. Estes compostos tém um vasto leque de propriedades
biolégicas, incluindo efeitos tdo diversos como atividades quimioprotetoras, em
situacBes antimicrobianas, antifingicas, antivirais, antihiperglicémicas, anti-
inflamatorias e antiparasitarias.

A analise fitoquimica do extrato das folhas da goiabeira (Psidium guajava
L.) mostraram que estas possuem compostos fenolicos, dentre eles flavonoides
e taninos, além de terpendides. Wang et al. (2014) mostram que as folhas sdo
constituidas por grandes quantidades de compostos fendlicos, incluindo acido
galico, catequina, epicatequina, rutina, quercetina e  derivados
monoheterosidicos. Apresenta ainda O6leo essencial constituido por
sesquiterpenos (54,9%) e compostos organicos volateis de baixo peso
molecular, sendo o maior teor do aldeido hexenal (65,9%). Outros quatro novos

triterpendides, junto com 13 outros derivados do &cido ursdlico e oleandlico ja
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conhecidos foram caracterizados nas folhas. Martins et al. (1995) mostraram que
ha presenca de taninos na Psidium guajava L. e que isso pode impedir a
penetracdo de tecidos e mucosas danificadas por agentes nocivos, explicando
as suas propriedades anti-diarreicas. Além disso, eles funcionam como antidotos
para certos tipos de alcaloides.

De acordo com a analise fitoquimica dos extratos de Stryphnodendron
adstringens (Barbatimao) verificou-se a presenca de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos nas cascas, além de terpendides nas folhas. Ainda existem
poucos estudos quimicos na literatura com esta planta, mas ja se sabe que se
trata de uma espécie essencialmente tanifera. Foram caracterizados
proantocianidinas de alto peso molecular e outros taninos condensados (flavan-
3-ols and prodelfinidinas e prorobinetinidinas) (De Mello et al., 1996a, 1996b,
1999). Em um estudo feito por Macedo, et al. (2008) os valores encontrados
demonstram que as folhas de S. adstringens podem ser utilizadas como matéria
prima para extracdo de compostos fendlicos principalmente, no que se refere
aos flavondides e taninos. A presenca desses compostos para folha, condiz com
a suposta tendéncia da planta na defesa vegetal de por¢cdes mais acometidas
por herbivoria e patogenicidade. O Stryphnodendron adstringens € rico em
taninos e ainda outros constituintes quimicos, como flavonoides, terpenos,
estilbenos, esteroides, inibidores de proteases (como a tripsina) que podem ser
responsaveis pela sua atividade anti-inflamatoria e supostamente antimicrobiana
(VASCONCELOS et al., 2004).

A pesquisa com o0s extratos das trés plantas pertencentes ao género
Guapira demonstrou a presenca de flavonoides, saponinas e terpendides. Os
estudos de caracterizacdo quimica realizados por Severi (2007, 2010)
mostraram que a composi¢cado quimica entre elas € bem semelhante. Foram
identificados nos extratos das folhas de G. opposita 11 flavonoides derivados da
guercetina, kaempferol com diferentes tipos de heterosideos; dois
monoacilglicerois, um ureideo e um ciclitol. Em G. graciliflora foram identificadas
cinco saponinas, dois flavonoides e outros dois monoacilglicerois. Por ultimo, em
G. noxia foram identificados oito flavondides e dois compostos nitrogenados. A
mesma autora aponta o potencial bioativo de tais compostos, uma vez que se
observou o efeito gastroprotetor, antiinflamatoério, antioxidante, antioxidante,

dentre outros.
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O Melédo de Sao Caetano (Momordica charantia L.) demonstrou através
dos testes fitoquimicos realizados a presenca principalmente de terpendides e
saponinas, junto com tracos de fendlicos. A maior parte dos estudos quimicos
foi realizado com os frutos. Verificou-se a ocorréncia de saponinas (charantina,
goyaglicosideos, mormodicosideosetc), de triterpenos do tipo curcubitanos,
alcaloides, acidos graxos de cadeia longa (acido linoleico, acido linolénico, &cido
laurico, etc), dentro outros (SHARMA et al., 2011).

Segundo Mercado et al. (2015) metabdlitos secundarios, tais como
alcaldides, terpenos, taninos ou flavonoides contidos nos extratos vegetais
brutos tém sido relacionados com a atividade parasiticida. No entanto, uma vez
que estes ndo sdo 0s Unicos compostos que estas e outras espécies de plantas
possuem, seria equivocado descartar o efeito de outros compostos bioativos. Por
iSs0, é necessario determinar a composi¢cao quimica dos extratos que mostram
a eficacia antihelmintica. Neste estudo, todos os extratos apresentaram uma
reacao positiva para taninos, podendo ser esses 0s responsaveis pela atividade
bioldgica contra a eclosdo dos miracidios.

Um fato que pode explicar a possibilidade de os taninos estarem agindo
na inibicdo da eclosdo é a habilidade de ligar-se as proteinas e outras
macromoléculas, por sua adstringéncia, os taninos também apresentam
atividades toxicas. Outro mecanismo de toxicidade é o fato desses,
complexarem-se com facilidade a ions metalicos. Sistemas bioldgicos, incluindo
micro-organismos, necessitam de ions metalicos como cofatores enzimaticos,
um exemplo dessa toxicidade séo ratos quando tratados com bebidas ricas em

compostos fendlicos tiveram reducao da absorcédo de ferro (SCALBERT, 1991).
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5 CONCLUSAO

Os ensaios realizados com ovos de Fasciola hepatica permitiram avaliar
gue os extratos Harpagohytum procumbens (Garra-do-diabo), Psidium guajava
L. (goiabeira) e Stryphnodendron adstringens (Barbatim&o), apresentaram
eficacia relacionado a presenca de compostos bioativos neles presentes como
flavonoides, taninos, alcaloides, compostos fendlicos, saponinas e terpenos. A
presenca desses compostos fez com que ndo houvesse ecloséo de miracidios e
em alguns casos, impossibilitando sua formagé&o no interior do ovo, sendo que,
o tanino foi 0 composto que predominou em todos os extratos vegetais utilizados
podendo ser este o responsavel pela atividade biolégica contra a eclosdo dos

miracidios.
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