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RESUMO

O rebanho ovino em Santa Catarina, estimado em 300 mil cabegas, esta presente
principalmente nas pequenas propriedades de agricultura familiar, devido ao seu facil manejo e
adaptabilidade. O principal problema sanitario enfrentado pelos criadores é a verminose, que afeta
grande parte dos animais a campo, levando-os a reduzir o consumo de alimentos, prejudica a
digestdo e a absor¢cdo dos nutrientes, afeta a eficiéncia reprodutiva e consequentemente a
produtividade geral do rebanho. A verminose gastrintestinal pode ser controlada com um manejo
adequado e coma administracdo periddica de anti-helminticos conforme orientagdes do médico
veterinario. Entretanto, o manejo inadequado e o uso constante de antiparasitarios tem favorecido o
aparecimento de resisténcia nos parasitas de ovinos, de modo que em algumas propriedades
nenhum principio ativo disponivel tem a eficacia desejada. Na busca por produtos com efeito anti-
helmintico, os fitoterapicos vém sendo largamente estudados. A erva-mate (llex paraguariensis) é
uma planta abundante e nativa no Planalto Norte Catarinense e suas propriedades medicinais tem
sido alvo de estudos, inclusive a possibilidade de efeito anti-helmintico. Assim, este trabalho teve o
objetivo de avaliar o possivel efeito anti-helmintico do extrato hidroalcodlico de llex paraguariensis no
desenvolvimento larvario de estrongilideos parasitas de ovinos. Com isso, foi preparado um extrato
hidroalcodlico de |. paraguariensis, que foi avaliado pelo teste de eclodibilidade de ovos in vitro (TEO)
nas concentracdes de 5%,10%, 20% e 40%. Como controle negativo utilizou-se dgua destilada e
como controle positivo o sulféxido de albendazole. Na analise fitoquimica foram detectados
compostos que tem acdo antiparasitaria, como compostos fendlicos, saponinas, taninos e
metilxantinas. No TEO depois de 24 e 48 horas de exposi¢cdo dos ovos a dose mais alta do extrato
(40%) foi visualizado a presenca de 1% ovos blastomerados, 95% de ovos larvados e 4% de larvas.
No controle positivo 100% n&o larvaram e no controle negativo 91% larvaram. Com base nos
resultados observados, conclui-se que o extrato hidroalcodlico de I. paraguariensis ndo demonstrou
efeito inibitério na evolucdo larval em ovos de parasitas da Ordem Strongylida procedentes de ovinos
naturalmente parasitados.

Palavras-Chave: Resisténcia. Fitoterapia. Erva-mate. Pequeno ruminante.

ABSTRACT

The sheep herd in Santa Catarina, estimated in 300,000 heads, is present mainly in small
family farms because of its easy handling and adaptability. The main sanitary problem faced by
breeders is verminosis, which affects most of the animals in the field, leading to reduced food
consumption, impairs digestion and nutrient absorption, affects reproductive efficiency and
consequently overall herd productivity. Gastro-intestinal verminosis can be controlled with appropriate
management and with periodic administration of anthelmintics according to the veterinarian
prescription. However, inadequate management and constant use of antihelmintics have favored the
appearance of resistance in sheep parasites, so that in some properties no available active ingredient
has the desired efficacy. In the search for products with anthelmintic effect, phytotherapeutics have
been widely studied. Maté herb (llex paraguariensis) is an abundant and native plant in the
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Catarinense Northern Plateau and its medicinal properties have been studied, including the possibility
of anthelmintic effect. Thus, this work had the objective of evaluating the possible anthelmintic effect of
llex paraguariensis hydroalcoholic extract on the sheep strongylid parasite larval development. For
that, a hydroalcoholic extract of |. paraguariensis was prepared, which the in vitro Egg Hatch Assay —
EHA at concentrations of 5%, 10%, 20% and 40%, evaluated. As a negative control it was used
distilled water and as a positive control albendazole sulfoxide. In the phytochemical analysis were
detected compounds that have anti parasite action, such as phenolic compounds, saponins, tannins
and methylxanthines. In the EHA, after 24 of eggs exposure to the highest dosis of the extract (40%),
the presence of only 1% of blastomerate eggs, 95% of larval eggs and 4% of larvae, respectively,
were visualized. In the positive control 100% larva did not occur and in the negative control 100%
occurred larva. Based on the observed results, it was concluded that the hydroalcoholic extract of I.
paraguariensis did not demonstrate an inhibitory effect on larval evolution in eggs of Strongylida Order
parasites from naturally parasitized sheep.

Keywords: Resistance. Phytotherapy. Maté herb. Small ruminant.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento do rebanho ovino de Santa Catarina, que vem
ultrapassando 300 mil cabecas, é de extrema importancia que se melhore os
indices de producéo, permitindo aos animais a expressdo do maximo potencial
genético.

O parasitismo afeta grande parte dos animais a campo, reduzindo o
consumo de alimentos, prejudicando a digestdo e a absorcdo dos nutrientes,
reduzindo a eficiéncia reprodutiva e consequentemente a produtividade geral
do rebanho.

Como os ovinos podem ser parasitados simultaneamente por diferentes
nematddeos, quando ndo controlada a parasitose € a responsavel por altas
taxas de mortalidade (AMARANTE, 2014). O clima subtropical tmido em Santa
Catarina proporciona maior desenvolvimento parasitario, sendo possivel
constatar infecgBes parasitarias acentuadas. Na tentativa de minimizar a carga
parasitaria os produtores fazem o uso de anti-helminticos, muitas vezes de
forma indiscriminada o que favorece a selecdo de espécies de nematddeos
resistentes.

A situagcdo é delicada quando se trata de resisténcia anti-helmintica,
sendo que o controle quimico muitas vezes ndo tem total eficacia, essa
comprovada com o0s achados sintomatologicos e identificacdo de cepas
resistentes (BATISTA et al., 2016). O grupo das aminoacetonitrilas chegou no
Brasil como uma solucéo para rebanhos que apresentassem larvas em estagio
de hipobiose e multirresisténcia, principalmente em casos de hemoncose, mais
como comprovado por Scott et al. (2013) este ja vem apresentando ineficacia.
A resisténcia pode limitar e até inviabilizar a criacdo de ovinos por aumentar o
custo e por reduzir a eficiéncia da producdo (MACEDO et al., 2010).

Com a crescente deteccdo de resisténcia aos anti-helminticos, novas
areas de pesquisa estdo sendo exploradas, como por exemplo a fitoterapia.
Nos paises em desenvolvimento € crescente 0 uso da fitoterapia, e isto tem
estimulado a realizacdo de diversos estudos a fim de investigar o efeito anti-
helmintico de vegetais e sugeri-los como alternativa para auxiliar no controle

das parasitoses em ovinos (FERREIRA et al., 2013). A validacao cientifica dos
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fitoterapicos é uma etapa inicial obrigatéria para a utilizagdo correta de plantas
medicinais ou de seus compostos ativos. Os testes in vitro permitem uma
avaliacdo da existéncia de propriedades anti-helminticas nos extratos vegetais,
constituindo, desta maneira, uma etapa preliminar a caracterizacdo dos
possiveis compostos ativos presentes nos vegetais (COSTA et al.,, 2002).
Compostos fitoterapicos, por possuirem como matéria-prima 0s vegetais,
proporcionam produtos (carne e leite) sem a presenca de quaisquer residuos
quimicos e por conta disto ndo necessitam de periodo de caréncia.

Uma planta regional, cujas propriedades vém sendo estudadas é a erva-
mate (llex paraguariensis). Esta planta é explorada economicamente em cerca
de 110 mil propriedades rurais sendo a maioria familiares, abrangendo 558
municipios dos estados do PR, SC, RS e MS e ainda 725 empresas,
envolvendo de forma direta cerca de 500 mil trabalhadores (IBGE, 2012).

A erva-mate apresenta uma ampla utilizacdo popular sendo indicada
como medicinal sob a forma de cataplasma, no tratamento caseiro de feridas e
Ulceras, em pasta ou compressa. Atualmente diversos autores tem avaliado
esta planta e suas propriedades como conservante natural, corante natural,
bactericida, na fabricacdo de cosméticos e pelo seu possivel efeito anti-
helmintico (BONA et al, 2010; BORGES; BORGES, 2016). Em sua
composi¢cdo fitoquimica ja foram detectados compostos flavonoides,
terpendides, metilxantinas, saponinas, taninos, carotendides, aminoécidos,
acidos graxos, carboidratos, proteinas, glicidios, vitaminas e minerais
(OLIVEIRA et al., 2014). Com concentracdo na planta que varia em funcéo de
fatores como, intensidade da luz, idade das folhas, componentes do solo,
condicdes agrondmicas e fatores genéticos (JACQUES et al., 2007).

Dentre os compostos ativos responsaveis pela acdo terapéutica da |I.
paraguariensis pode-se mencionar os compostos fendlicos, as saponinas e as
metilxantinas. As saponinas estdo relacionadas a atividade anti-inflamatoria,
antifingica, antibacteriana e antiparasitaria (SPARG et al., 2004) e as
metilxantinas, que tem como principal representante a cafeina, estao
relacionadas com a acdo antimicrobiana (BITTENCOURT JUNIOR et al.,

2012).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PREPARO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE ERVA-MATE

Para a obtencdo do extrato hidro alcodlico de erva-mate, foi utilizada a
metodologia descrita por Lagos et al. (2001). As folhas de erva-mate, foram
coletadas de plantas em uma propriedade no interior de Mafra/ SC, sendo
utilizadas apenas as de aspecto sadio e sem presenca de fungos ou sujidades.
ApoOs a separacao do galho da folha, pesou-se em balanca de precisdo (BEL®)
as folhas, que em seguida foram secas em estufa a 65° C, com ventilacdo de
ar por aproximadamente 10 horas, até que se obtivesse um teor padrdo de
umidade de aproximadamente 20%.

O material seco foi moido em moinho do tipo Willey até obtencéo de po,
que foi peneirado em tamis de malha 1,5mm. O po foi diluido em solvente hidro
alcodlico na proporcdo de 5 g de p6/100 mL de alcool 70% e mantido em
temperatura ambiente e protegido da luz por 25 dias. A solucéo foi filtrada e a
seguir mantida em banho-maria a 50° C até a evaporacdo de todo o solvente.

O residuo final resultou no “extrato hidro alcodlico de erva-mate”.

2.2 ANALISE FITOQUIMICA

A marcha fitoquimica qualitativa foi realizada conforme Matos (1997)
para a presenca de metabdlitos secundarios (fendis, taninos,
leucoantocianidinas, flavonas, flavondis, flavanonas, flavanonois, xantonas,
catequinas, esteroides, triterpenoides, saponinas e resinas). A dosagem de
fendis totais (FT) foi realizada pelo teste de Folin-Ciocalteu, seguindo a
metodologia baseada na interacdo direta entre polifendis com o reagente sal de
diazbnio Fast Blue BB (sais de diazdnio sdo sensiveis a luz e se decompde sob
luz violeta ou na proximidade de ultravioleta (UV)). A determinagédo dos teores
de metilxantinas foi conforme descrito por Shubert et al. (2006) com
adaptacdes e foi por método espectrofotométrico (UV), em comprimento de

onda de 273 nm, utilizando-se a cafeina como padréao.
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A toxicidade do extrato foi avaliada pelo teste de letalidade frente a
Artemia salina Leach com critério de toxicidade do extrato, sendo valores
>1000 ug/mL (ndo toxicos), = 500 < 1000 ug/mL (fracamente toxico) e < 500
pg/mL (toxicos) (MEYER et al., 1982). O ensaio antioxidante foi realizado pelo
método de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) pela
metodologia de Blois (1958) com leitura mensurada em espectrofotbmetro a
515nm.

2.3 COLETA DE FEZES

As fezes dos ovinos foram coletadas em uma propriedade de
Canoinhas/ SC, logo ap6s a defecacao e acondicionadas em saco plastico e
transportadas em caixa isotérmica imediatamente ao Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria da UnC, Campus de Canoinhas. Foram avaliados
ovos da ordem Strongylida, identificados pelos seus caracteres morfolégicos. O
namero de ovos por grama de fezes (OPG) foi determinado pelo método de
Gordon e Whitlock modificado (1939). Fezes de animais com OPG superior a
1000 foram utilizadas no experimento, seguindo o protocolo de recuperacao de
ovos de nematoides gastrintestinais descrito por Coles et al., (1992) modificado
por Bizimenyra et al. (2006) no qual foram obtidas aliquotas de 25 uL do

contetdo com aproximadamente 100 ovos, para uso imediato.

2.4 TESTE DE ECLODIBILIDADE DE OVOS (TEO)

O extrato hidro alcodlico foi avaliado nas concentracdes de 5%,10%,
20% e 40% pelo teste de eclodibilidade de ovos. A 4gua destilada foi utilizada
como controle negativo e o Sulféxido de Albendazol (800pg/mL/ Ricofarm ®) foi
utilizado como controle positivo. Para cada tratamento (concentracdo) e para
0s controles, seis repeticdes foram avaliadas. O material foi testado em placas
de poliestireno com 24 pocos que foram mantidas em camara climatizada
(BOD) a 25°C com umidade relativa >80% por 24 e 48 horas.

A avaliacdo foi realizada em microscopia optica (aumento de 100x)
classificando os estagios presentes em ovos blastomerados, ovos larvados e

larvas eclodidas.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em percentagem observando o
desenvolvimento dos ovos em: ovo blastomerado (OB), ovo com embrido
deformado (OED), ovo larvado (OL), larva com motilidade (LCM), larva sem
motilidade (LSM).

A eficiéncia (E) para o TEO por poco foi calculada de acordo a formula:

Numero de larvas eclodidas

E%TEO=

Numero de larvas eclodidas +Numeros de ovos

O percentual de eficiéncia entre as concentragdes do extrato e entre 0s
tempos foi avaliado por analise de variancia seguido de teste de Tukey. Foram

consideradas significativas as diferencas entre as médias quando p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na andlise fitoquimica (Tabela 1), foram detectados presenca de
taninos condensados, catequinas, esterodides, triterpendides, saponinas e
resinas. Sendo estes compostos identificados anteriormente por outros autores;
saponinas (GOSMANN et al. 1995), taninos (FILIP et al., 2001a). Taninos
condensados sdo comumente encontrados em forrageiras tropicais e estao
relacionadas com ac¢bes anti-helminticas (HOSTE; SOTIRAKI; TORRES -
ACOSTA, 2011). Taninos também possuem efeito anti-helmintico pronunciado,
principalmente por diminuir a taxa metabdlica do parasito, reduzindo a
disponibilidade de nutrientes (BRUNET; HOSTE, 2006).

Tabela 1 - Compostos secundarios do extrato hidro alcodlico de llex
paraguariensis.

Compostos Presenca
Taninos +
condensados
Catequinas +
Flavonas -
Flavonéis -
Flavanonas -

Leucoantocianidinas -
Flavanonois -
Xantonas -
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Esteroides
Tripertenoides
Saponinas
Resinas

++ + |+

O teor de compostos fendlicos totais foi de 98,2+1,449ug/L em
equivaléncia ao padréo acido galico. Filip et al. (2001a), apds realizarem testes
com erva-mate também observaram presenca de compostos fendlicos e
flavondides em sete espécies sul-americanas de llex e avaliaram maior teor na

espécie llex paraguariensis quando comparados as demais.

Os teores de metilxantinas no extrato foram de 19,40 mg/g confirmados
apos analise, sendo expressos por miligramas de cafeina por grama de erva-
mate (mg/g). Filip et al. (1998b) relataram que a cafeina é a principal xantina
encontrada, seguida da teobromina e em quantidades muito pequenas a
teofilina.

No teste de toxicidade frente a Artemia salina nas concentracdes
variando de 8000 até 31,75 pg/mL, o extrato apresentou DL50 de 1.388ug/mL.
No ensaio antioxidante foi demonstrado que 640 pug/mL possuindo 64,33% da
atividade antioxidante ao padrdo acido ascérbico, o qual apresentou resultado
nao toxico. Para testes in vivo de fitoterapicos, sdo desejaveis altos teores de
antioxidantes pela defesa direta do organismo, danos oxidativos e pela
melhoria do estado imunoldgico do animal (YUAN et al. 2009). Da Silva et al.

2008, demostraram que a erva-mate apresenta alta capacidade antioxidante.

No teste de eclodibilidade de ovos, tanto em 24 (Gréfico 1), quanto em
48 horas (Grafico 2), ndo se obteve eficacia do extrato em inibir o
desenvolvimento de ovos da Ordem Strongylida parasitas de ovinos. Foi
observado, grande nimero de larvas nas concentracdes testadas de 5 a 40%,
com percentual de eclodibilidade média de 2% (entretanto quase todos 0s ovos
ja estavam larvados) depois de 24 horas e 91% depois de 48 horas. Os
controles positivos em 24 e 48 horas apresentaram 100% de ovos

blastomerados, no controle negativo nas primeiras 24 horas superou 80% de
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ovos larvados e apoés a leitura das 48 horas foi possivel verificar acima de 90%

de larvas vivas.

O controle positivo apresentou apos as 24 e 48 horas resultados onde
nao houveram diferencas entre os tempos, onde foi possivel constatar ovos
blastomerados. O controle negativo apresentou apdés 0 mesmo tempo
transcorrido, resultados onde n&o houveram diferencas entre os tempos, onde
apresentou ovos larvados e larvas. As concentracfes do extrato estudadas
apresentaram o desenvolvimento larvario, em todas as concentracfes. Entédo
guando comparado com o grupo controle positivo, foi definido que o extrato de
erva — mate € ineficaz (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentual de eficiéncia do extrato hidro alcodlico de erva-mate em
teste de TEO (ovos da ordem Strongylida) e de acordo com o tempo de

exposi¢do ao extrato

O24nrs OL/L2anrs | Oussnrs | OL/Laghrs
Controle Positivo 100A° 0B® 100A° oBP
Controle Negativo 0A? 100B® | O0A* | 100B®
Extrato 5% 1A® 99B? 0A* | 100B®
Extrato 10% 0A? 100B® | 0A* | 100B?
Extrato 20% 0A? 100B* | 0A® | 100B?
Extrato 40% 0A? 100B* | 0A® | 100B?

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05)

Na tabela 2, as letras mailsculas equivalem a relagdo de comparacao
entre os dados das linhas, ja as letras minusculas representam a comparacao

entre as colunas.

Grafico 1- Resultado do TEO em ovos da Ordem Strongylida expostos

por 24 horas ao extrato hidro alcoodlico de erva-mate.
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Gréfico 2- Resultado do TEO em ovos da Ordem Strongylida expostos

por 48 horas ao extrato hidroalcodlico de erva - mate.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato hidro alcodlico de llex paraguariensis produzido
nao foi eficaz na inibicdo do desenvolvimento larval de ovos da Ordem

Strongylida provenientes de ovinos naturalmente parasitados.
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