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Acao anti-helmintica do extrato hidroalcdolico da raiz da
Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. no controle de Haemonchus
contortus em ovinos?
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ABSTRACT.- Andrade ED., Ribeiro A.R.C., Medeiros M.C,, Fonseca S.S., Athayde A.C.R,, Fer-
reira A.F, Rodrigues 0.G. & Silva WW. 2014. [Anthelmintic action of the hydroalcoholic
extract of the root of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. for Haemonchus contortus con-
trol in sheep.] Ag¢do anti-helmintica do extrato hidroalcéolico da raiz da Tarenaya spinosa
(Jacq.) Raf. no controle de Haemonchus contortus em ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira
34(10):942-946. Laboratério de Patologia Clinica, Hospital Veterinario, Universidade Fe-
deral de Campina Grande, Rodovia Patos-Teixeira Km Zero, Jatob4, Patos, PB 58700-970,
Brazil. E-mail: a.raquel.ribeiro@hotmail.com

To investigate the anthelmintic potential of hydroalcoholic extract of the root of Tarenaya
spinosa, as an alternative in the control of gastrointestinal nematode Haemonchus contortus
in sheep, in vitro tests were performed with Artemia salina then on stool cultures containing
helminth eggs, assessing ovicidal and larvicidal action of the extract. After preliminary tests,
the in vivo test was performed in 20 male sheep were divided into four treatments: Group
1 Ivermectin 1 %, Group 2: untreated; Group 3: hydroalcoholic extract of T spinosa 150ug/
mL; Group 4: hydroalcoholic extract T spinosa 300ug/mL, stool samples and blood were col-
lected for parasitological and haematological tests. In in vitro tests, toxicity against A. salina
was 150pg/mL, there was obtained 81.53% efficiency against eggs and larvae of H. contortus.
In vivo test, evaluating the effectiveness of treatments was performed by reduction test in fae-
cal egg count (RCOF), the groups treated with Ivermectin and T spinosa the 150pg/mL and
300ug/mL obtained the best results, reducing OPG after 28 days in 40.6, 41 and 42.6% respec-

tively, thus revealing its herbal potential for control of gastrointestinal nematodes in sheep.

INDEX TERMS: Tarenaya spinosa, Haemonchus contortus, ovicidal and/or larvicidal action.

RESUMO.- Para investigar o potencial anti-helmintico do
extrato hidroalcdolico da raiz de Tarenaya spinosa, como
alternativa no controle do nematéide gastrintestinal Ha-
emonchus contortus de ovinos, foram realizados testes in
vitro com Artemia salina, em seguida, sobre coproculturas
contendo ovos do helminto, avaliando a acdo ovicida e larvi-
cida do extrato. Apds os testes preliminares, foi realizado o
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teste in vivo em 20 ovinos machos os quais foram divididos
em quatro tratamentos Grupo 1: ivermectina 1%; Grupo 2:
sem tratamento; Grupo 3: extrato hidroalcéolico de T spino-
sa 150pg/mL; Grupo 4: extrato hidroalcéolico de T. spinosa
300pg/mL, amostras de fezes e de sangue foram coletadas
para exames parasitologicos e hematolégicos. No teste in vi-
tro, a toxicidade frente a A. salina foi de 150pg/mL, obteve-
-se eficiéncia de 81,53% sobre ovos e larvas do H. contortus.
No teste in vivo, a avaliacdo da eficacia dos tratamentos foi
realizada pelo teste de reducdo na contagem de ovos fecais
(RCOF), os grupos tratados com Ivermectina e T spinosa a
150pg/mL e 300ug/mL obtiveram os melhores resultados,
reduzindo o OPG ap6s 28 dias em 40,6, 41 e 40,2% respec-
tivamente, revelando assim seu potencial fitoterdpico para
fins de controle de nematddeos gastrintestinais em ovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Tarenaya spinosa, Haemonchus contor-
tus, agdo ovicida e larvicida.
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INTRODUCAO

A ovinocultura é uma importante fonte de renda no Bra-
sil, pela sua alta producao de leite e de carne, com um
rebanho aproximado de 17,3 milhdes de animais (IBGE
2012). No entanto, a producdo é limitada principalmente
por praticas de manejo inadequadas no tocante a higiene
sanitaria, em especial, mas condi¢cdes de higiene que favo-
recem o aumento na populacdo de parasitos gastrintesti-
nais, dentre eles, Haemonchus contortus que é considerado
o parasito de maior importancia epidemiolégica pela sua
alta prolificidade e resisténcia a anti-helminticos (Idris et
al. 2012).

Tradicionalmente, o controle dos parasitos gastrintes-
tinais em ovinos no Brasil é realizado por anti-helminticos
sintéticos e seu uso indiscriminado, tem induzido a sele-
¢do de linhagens de parasitos resistentes, além de gerar
residuos contaminantes ao meio ambiente e aumentar
custos na producdo (Sutherland et al. 2008, Zaros et al.
2014).

Vérios estudos tém apontado para novas alternativas
de controle parasitario. Uma delas, de baixo custo e ndo
poluente, é o uso de fitoterapicos (Eguale et al. 2007), que
surge como uma op¢do devido ao largo uso de plantas na
medicina popular, ja que o Brasil apresenta a maior diversi-
dade genética vegetal do mundo (Santos et al. 2013)

Dentre varias espécies com potencial anti-helmintico,
destaca-se o mussambé (Tarenaya spinosa), planta objeto
desse estudo, muito utilizada empiricamente no combate a
diversos tipos de enfermidades (Mcneil et al. 2010). E uma
espécie herbacea da familia Capparaceae que possui porte
arbustivo, chegando a altura de 1 a 1,8 metros e esta asso-
ciada a areas imidas de ampla distribui¢do no Brasil (Lima
etal. 2013), citada em outras trabalhos com o nome de Cle-
ome spinosa (Moreira 2011).

Como triagem inicial de extratos vegetais, o teste de
toxicidade sobre o microcrustaceo marinho Artemia sali-
na tem sido bastante utilizado (Albuquerque et al. 2014),
por ser de baixo custo, facil execugao, ndo requerer maio-
res cuidados com assepsia (Reis et al. 2013). Os resultados
desse teste relacionam-se a testes de bioldgicos especificos,
como o anti-helmintico (Silva et al. 2014).

Objetivou-se com o presente trabalho investigar o po-
tencial anti-helmintico do extrato hidroalcdolico da raiz da
T spinosa, como alternativa no controle do nematédeo gas-
trintestinal Haemonchus contortus de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material botanico. Amostras das raizes de Tare-
naya spinosa foram coletadas em marg¢o de 2013, no municipio de
Patos, localizado no Centro-Oeste do Estado da Paraiba/Brasil, na
intersec¢do das coordenadas geograficas de 6° 56’ 13” Latitude S
e 37° 23’ 14” de Longitude W. A exsicata foi depositada no Herba-
rio do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG) sob o protocolo de nimero
4021. Os procedimentos de coleta e herborizacdo basearam-se
nas metodologias de Cartaxo etal. (2010).

Obtencao do extrato hidroalcodlico. Raizes de T spinosa
foram trituradas e acondicionadas em recipientes de vidro, sub-
metidas a extragdo por solvente organico utilizando etanol abso-

luto (100%) dissolvido em agua destilada, para se obter 70% de
concentragdo. Apds 96h de percolagdo, foram realizadas filtracdes
simples onde os extratos organicos ficaram mantidos a tempera-
tura ambiente (30+2°C) para evaporagao total do solvente, segun-
do metodologia proposta por Pereira et al. (2009).

Teste in vitro. A acdo téxica do extrato hidroalcéolico de T.
spinosa sobre Artemia salina e o efeito ovicida e larvicida de Hae-
monchus contortus foram testados in vitro.

A determinagdo da toxicidade da raiz do extrato de T spino-
sa, foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Arau-
jo et al. (2010). O extrato bruto foi diluido em solucdo de dimetil
sulféxido (DMSO) a 1%, nas concentragdes 100, 500 e 1000ug/
mL. Utilizaram-se trés grupos controle: GC1 (Grupo Controle 1:
DMSO a 1%); GC2 (Grupo Controle 2: Solugdo salina isotdnica);
GC3 (Grupo controle 3: NaClO a 1%).

A seguir, os valores obtidos com as médias dos nauplios mor-
tos foram submetidos a analise estatistica, estimando-se a concen-
tracdo letal para matar 50% (CL50) das larvas através da analise
de Probits, pelo método matematico Trimmed Spearman-Karber
(Hamilton et al. 1977) com 95% de intervalo de confianca.

Para testar a acdo ovicida e larvicida do extrato, foram feitas
coproculturas utilizando a metodologia adaptada de Roberts &
O’Sullivan (1950) com fezes contendo apenas ovos do nematdide
H. contortus. A contagem média de ovos por grama de fezes (OPG)
das amostras utilizadas no experimento foi de 6500.

As coproculturas foram confeccionadas em triplicata, em se-
guida, adicionados 2,5mL do extrato hidroalcoélico bruto diluido
em agua destilada na concentragdo da CL50 obtida a partir do tes-
te sobre A. salina. Para o grupo controle, foi utilizada dgua desti-
lada segundo metodologia proposta por Chagas & Vieira (2007).
As amostras ficaram em repouso por sete dias, em temperatura
ambiente e, em seguida, as larvas de terceiro estagio (L3) foram
identificadas e contadas em microscdpio 6ptico para determina-
¢do da eficacia do tratamento (ET), de acordo com a férmula des-
crita por Camurga-Vasconcelos et al. (2007):

ET: L3 inicial - L3 do grupo tratado
L3 inicial

Onde:

L3 inicial corresponde a estimativa do nimero de larvas em cada
coprocultura;

L3 do grupo tratado corresponde a quantidade de larvas recupe-
radas apo6s oito dias de incubagdo com os diferentes tratamentos.

Teste in vivo. O efeito do extrato hidroalcéolico de T. spinosa
sobre H. contortus foi testado in vivo, em ovinos no semiarido pa-
raibano. Para tanto, foram selecionados 20 animais sem padrdo
de raca definida (SRD), machos, com idade entre 6 e 12 meses e
peso médio de 15 kg/PV.

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo, onde
foram mantidos em baias individuais (1,5m?), com piso ripado
suspenso, distribuidas em um galpdo medindo 15,0 x 8,0m com
cobertura em telha de amianto, onde permaneceram duran-
te toda a fase experimental. A alimentagdo consistia de capim
Brachiaria sp. e milho misturado com sabugo e folhas (roldo) e
recebiam agua ad libitum. Todos os animais foram tratados du-
rante trés dias consecutivos com levamisol (10mg/kg PV) sen-
do que, no ultimo dia também receberam albendazol (10mg/
kg PV).

Sete dias ap0s a vermifugacdo, foi realizada a contagem do
OPG para certificar que os animais estavam desparasitados, o que
foi verificado com uma contagem de OPG negativa.

Certificados de que os animais estavam isentos de parasitos
gastrointestinais, procedeu-se uma monoinfecgio através da in-
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gestdo oral de aproximadamente 3.000 larvas (L3) do nematddeo
Haemonchus contortus, durante trés dias consecutivos. Sendo
confirmada a presenca dos ovos dos parasitos numa nova cole-
ta de fezes realizada 21 dias apds a monoinfecgdo, esta coleta foi
considerada a do dia 0 (zero). A seguir, os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos de cinco animais, sendo cada
grupo submetido a tratamentos distintos com cinco repeticdes,
conforme descrito abaixo:

Grupo 1 (G1); Controle positivo, cujos animais receberam Iver-
mectina 1%, na dose unica de 200pg/kgPV por via subcutanea;

Grupo 2 (G2): Controle negativo, cujos animais ndo receberam
nenhum vermifugo sintético ou natural;

Grupo 3 (G3): Animais receberam semanalmente, durante cin-
co semanas, 10mL do extrato bruto da raiz de T spinosa, dissolvi-
do em agua, na concentracgdo de 150pug/mL, por via oral;

Grupo 4 (G4): Animais receberam semanalmente, durante cin-
co semanas, 10mL do extrato bruto da raiz de T. spinosa, dissolvi-
do em agua, na concentracio de 300pg/mL, por via oral.

Iniciados os tratamentos, foram realizadas coletas de fezes
nos dias 7, 14, 21 e 28, com o objetivo de avaliar a acao dos
tratamentos durante todo o ciclo interno de Haemonchus con-
tortus.

Para determinacdo da eficiéncia dos tratamentos, foi utilizado
o teste de Redugdo da Contagem de Ovos Fecais (RCOF) segundo
Coles et al. (1992), pela seguinte férmula:

RCOF=[1-(OPG,/OPG)]x100
Onde:
OPG, = média do numero de ovos por grama de fezes no final do
tratamento;
OPG, = média do niimero de ovos por grama de fezes no inicio do
tratamento.

Também foram realizadas coletas de sangue nos dias 0, 14
e 28 com o intuito de verificar a agdo dos tratamentos sobre o
comportamento do volume globular (VG). A coleta de sangue foi
realizada diretamente através de puncdo da veia jugular, sendo
a amostra depositada em tubos contendo o anticoagulante acido
Etileno Diamino Tetra-Acético a 10% (EDTA), nas primeiras horas
da manha.

Apbs a coleta, os tubos foram enviados ao Laboratério de Pa-
tologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da Universida-
de Federal de Campina Grande para a determinacdo do Volume
Globular (VG) através da técnica do micro hematocrito (Coles,
1984).

Analise estatistica. Os valores da contagem de OPG apds a
transformacao logaritmica em log (x+1), os percentuais de RCOF
e os valores do VG foram submetidos a andlise de variancia (ANO-
VA) de uma via e teste de Tukey a 5% de probabilidade. As ana-
lises foram realizadas utilizando o software BIOESTAT 5.0 (Ayres
etal. 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo in vitro da evolucdo da toxicidade do extra-
to hidroalcodlico de Tarenaya spinosa em Artemia salina,
constatou-se que a concentracdo de 150ug/mL foi capaz
de causar mortalidade de 50% dos nauplios, conforme de-
monstrado no Quadro 1, evidenciando que o extrato da raiz
é moderadamente téxico, pois sua CL50 esta compreendi-
da entre 80pg/ml e 250pg/ml, conforme classificacdo de
Meyer et al. (1982) e Vinatea (1994).
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Albarello et al. (2013) estudando extratos metandlicos
das folhas de Tarenaya spinosa em bioensaio com A. salina,
nio observaram toxicidade nos extratos, nas concentra-
¢oes testadas: 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, e 3,0mg/ml. Rocha
(2012) realizou estudos de toxicidade com Cleome rosea
Vahl ex DC., também da familia Capparaceae, nos quais nio
foi verificada toxicidade do extrato a 3,0 mg/L de concen-
tracdo. Estes resultados poderiam ser atribuidos as partes
da planta testada, as diferencas entre as espécies e ao fato
de terem sido coletadas em locais diferentes (fatores am-
bientais).

Quanto ao efeito do extrato sobre Haemonchus con-
tortus, o percentual de eclodibilidade foi de 18,46%; isto
demonstra a capacidade da planta em inibir o desenvol-
vimento dos ovos. Quando se analisa a sua eficiéncia,
observa-se que o percentual foi de 81,53% (Quadro 2).
Segundo Powers et al. (1982), um anti-helmintico é con-
siderado satisfatério quando sua eficiéncia esta entre 80
a 90%. Na literatura consultada nao ha relatos do efeito
anti-helmintico de T spinosa, porém varios trabalhos sdo
observados sobre as a¢des farmacoldgicas dessa espécie,
comprovando efeitos antinociceptivo, antiinflamatorio,
antimicrobiano (Santos 2005, Mcneil et al. 2010, Liporac-
ci & Simdo 2013). Avaliando o potencial anti-helmintico
Chandak et al. (2010) realizaram teste in vitro compro-
vando o potencial anti-helmintico do extrato alcodlico das
folhas da Cleome viscosa Linn. (Capparidaceae) contra o
nematdédeo Ascardia galli na concentracdo mais elevada
de 150mg/mL, planta esta pertencente a mesma familia
da T spinosa.

Varios estudos apontam fitoterapicos com atividades
antihelminticas sobre H. contortus. Ferreira (2013), ava-
liando os efeitos in vitro do extrato aquoso da Annona mu-
ricata sobre ovos, larvas infectantes e formas adultas de
H. contortus mostrou 84,91% e 89,08% de eficacia em tes-
tes de eclodibilidade de ovos e teste de motilidade larval,
respectivamente, resultados semelhantes aos do presente

Quadro 1. Numero de mortes de Artemia salina frente as
fracoes testadas e suas respectivas concentra¢des com o
resultado da CL50% no intervalo de confian¢a de 95%

Concentracdo do Extrato  Ntimero de Obitos de A. salina CL50
(ng/mL) EERTS GC1 GC2 GC3 (ng/mL)
100 15 1 3 19 150
500 14 4 3 19
1000 15 7 3 19

EHRTS = Extrato hidroalcéolico da raiz de Tarenaya spinosa; GC1 = Grupo
Controle 1: DMSO a 1%; GC2 = Solugdo salina isotonica; GC3 = Grupo
controle 3: NaClO a 1%; CL50 = Concentragdo letal 50% dos nauplios
de Artemia salina.

Quadro 2. Percentuais de eclodibilidade e eficiéncia do
extrato etandlico da raiz de Tarenaya spinosa sobre
Haemonchus contortus de ovinos

Tratamento  Concentragdo Média de L3 Eclodibilidade Eficiéncia
(ug/ml) recuperadas (%) (%)
Extrato 150 12004320 18,46 81,532
Controle  Aguadestilada ~ 5824+450 89,6 10,4°

Valores seguidos por letras diferentes nas colunas diferem estatisticamen-
te (p>0,05) pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 3. Média aritmética, re-transformada [(log. (x+1)], desvio padrao
e percentual de reducdo do OPG de ovinos artificialmente infectados com
Haermonchus contortus, submetidos a diversos tratamentos

Trat. OPGDiazero OPGDia07  OPGDia 14 OPGDia 21 OPGDia 28 RCOF(%)
Gl 1500°+320 14332+350 11802+420 1280°+250 890" +410 40,6!
G2 14602+250 1550°+300 1900°2+300 1620°+300 13502 +200 7,5
G3 15602+180 13402+400 11402+200 10302*+300 920" +250 41
G4 1640°+300 1150°+250 11002*+350 1000°*+300 980,+300 40,21

Valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem estatisticamente (p>0,05)
pelo Teste de Tukey para amostras independentes e valores seguidos de nimero
diferentes nas colunas diferem estatisticamente (p>0,05). G1 = Controle positivo,
Ivermectina 1%; G2= Controle negativo, agua; G3 = Mussambé 150pg/ml; G4 = Mus-

sambé 300ug/ml.

estudo; ja Kamaraj et al. (2010) encontraram resultados
superiores, avaliando a atividade dos extratos hidroalco6-
licos das folhas e sementes de Melia azedarach L. (Melia-
ceae), onde as folhas inibiram 100% da eclosdo dos ovos
e 100% de desenvolvimento de larvas na concentragio de
12,5mg/ml, concentragdo muito elevada comparada com
o teste realizado neste experimento, onde a concentragdo
foi de 150pg/mL, com eficiéncia sobre ovos e larvas de
81,53%.

Na avalia¢do do teste in vivo, o percentual de redugio
da contagem de OPG foi constatado em todos os grupos
tratados. Os grupos de animais que receberam o extrato
da T spinosa nas dosagens de 10mL nas concentragoes de
150pg/ml e 300ug/ml, tiveram reducdo estatisticamente
significativa (p<0,05%), quando comparadas ao controle
negativo, obtendo percentuais de reducdo de 41 e 40,2%
respectivamente (Quadro 3). Os grupos tratados com o
fitoterapico foram estatisticamente iguais ao tratamento
com Ivermectina 1%, que apresentou percentual de redu-
¢do de 40,6%. Quando se comparam os dois grupos que
receberam o extrato, ndo se observou diferenca significa-
tiva, onde o G4 recebeu uma dosagem duas vezes maior, e
o seu resultado nao atingiu o esperado na redugio do OPG,
confirmando que a super dosagem ndo é caminho corre-
to para controle de nematoides gastrintestinais (Molento
2004). O aumento da biodisponibilidade de farmacos esta
correlacionado com a solubilizacdo de substancias pouco
soliveis bem como com a diminuicdo da dose administra-
da, garantindo além de vantagens econdmicas, a diminui-
¢do de efeitos adversos (Kawakami et al. 2002). Apesar dos
resultados estarem abaixo dos padrdes recomendados pela
WAAVP (World Association for the Advancement of Veteri-
nary Parasitology), ressalta-se que muitos anti-helminticos
quimicos nido reduzem os niveis de infeccdo parasitaria,
devido a resisténcia desenvolvida por populagdes de para-
sitas (Coles et al. 1992).

Na avaliagdo do VG nos grupos tratados, o modelo es-
tatistico ndo detectou diferengas significativas (P>0,05)
na variavel, o qual permaneceu dentro dos parametros de
normalidade para a espécie ovina (Quadro 4), segundo os
valores descritos por Kramer (2006). Eguale et al (2007)
avaliando o extrato hidroalc6olico de Hedera helix contra
o H. contortus, demonstraram que o extrato contribuiu
para a manuten¢ao do hematdécrito dos animais avaliados,
ao contrario do grupo controle sem tratamento, compro-
vando atividade in vivo contra o parasito, havendo redugao

Quadro 4. Valores percentuais médios do hematdcrito de
ovinos artificialmente infectados com Haemonchus
contortus nos diversos tratamentos

Tratamentos
Dia G1 G2 G3 G4
0 33,2+2,392 34,6+1,942 34,8+2,172 35+2,742
14 34,8+2,59° 35,4+2,30° 34,4+3,51* 33,4+3,85%
28 34,2+1,92° 34,2+1,30° 34,8+2,20* 34,6+2,112
Médias 34,07 34,73 34,66 34,33

Valores seguidos por letras diferentes em linhas diferem estatisticamente
(p>0,05) pelo Teste de Tukey para amostras independentes. G1 = Con-
trole positivo, Ivermectina 1%; G2 = Controle negativo, gua; G3 = Mus-
sambé 150ug/ml; G4 = Mussambé 300pg/ml.

significativa da contagem de ovos nas fezes no 72 dia apos
tratamento.

Os tratamentos realizados com a Ivermectina 1% e T
spinosa mantiveram os percentuais do VG dentro da nor-
malidade. Mesmo parasitados, os cordeiros ndo apresenta-
ram anemia e ao exame clinico os animais apresentavam
mucosas normocoradas, sugerindo que a dose de larvas
infectantes provocou uma infecgdo subclinica e os trata-
mentos também nao influenciaram na queda ou elevacdo
do VG. Beriajaya (2006) afirma que o efeito patogénico
de H. contortus resulta da incapacidade do hospedeiro de
compensar a perda de sangue, se a perda exceder a capa-
cidade hematopoiética, a anemia progressiva leva o animal
rapidamente a morte.

CONCLUSOES

Os testes in vitro sobre Artemia salina e Haemonchus
contortus foram fundamentais na determinacdo da dosa-
gem para administracdo nos ovinos, a fim de detectar a
aplicabilidade desses extratos no controle de parasitos in-
ternos de ovinos.

Mais estudos in vivo, em diferentes desafios epidemio-
l6gicos devem ser realizados para detectar a aplicabilidade
do extrato, demonstrando seu potencial fitoterapico para
fins de controle da populacdo de nematédeos gastrintesti-
nais a nivel economicamente sustentavel, visto que produ-
tos quimicos com eficicia aproximada de 100% promovem
rapida selecdo de parasitos resistentes.
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