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RESUMO

Avaliou-se in vitro a atividade larvicida do extrato hidroalcéolico de alecrim pimenta (Lippia
sidoides Cham) sobre larvas de terceiro estddio de nematoides gastrintestinais de caprinos. Os
resultados encontrados demonstraram que a concentracdo de 500 mg mL? apresentou atividade
efetiva e com capacidade de acao de 95,89%, demonstrando desta forma a possibilidade do uso
terapéutico anti-helmintico para esse extrato.
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ABSTRACT

IN VITRO ACTIVITY OF THE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF LIPPIA SIDOIDES CHAM
ON BUOYANT LARVAE OF THIRD-STAGE GASTROINTESTINAL NEMATODES (FAMILY
TRICHOSTRONGYLIDAE) OF GOATS. Theinvitrolarvicidal activity of the hydroalcoholic extract
of rosemary pepper (Lippia sidoides Cham) was evaluated on buoyant larvae of third-stage gastro-
intestinal gastrointestinal nematodes of goats. The results demonstrated that the concentration of
500 mg mL* presented effective activity, with a capacity of action of 95.89%, thus demonstrating

the possibility of anthelmintic therapeutic use for this extract.
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A prética da medicina popular com o uso de
plantas é bastante antiga, ndo sé no Brasil como
no mundo, sendo atualmente importante na cura
e na prevencao de eventuais enfermidades. Por ser
um campo bastante amplo, existindo milhares de
espécies distintas com propriedades terapéuticas e
diferentes formas de uso para cada grupo, pesquisas
estdo sendo feitas em todo o pais visando contribuir
para um melhor aproveitamento dessa flora, em
virtude da sua enorme aplicabilidade (ALCANTARA
JuNIOR et al., 2005).

Os parasitos gastrintestinais dos ruminantes sdo
responsaveis por constantes perdas econémicas na
caprinovinocultura do Nordeste do Brasil (PINHEIRO
et al., 2000). Dentre os nematoides, o Haemonchus
contortus (familia Trichostrongylidae) é responsavel
por elevadamortalidade e diminui¢do da produtivi-
dade dos animais, particularmente nos mais jovens
(AROSEMENA et al., 1998).

O controle dos parasitos gastrintestinais tem sido
realizado por meio de dosificacdo anti-helmintica,

visando reduzir os niveis de infeccdo dos animais
e, consequentemente, a descontaminagéo das pasta-
gens (CHARLES, 1989). Porém, o desenvolvimento de
resisténcia aos anti-helminticos, associado ao alto
custo do tratamento, seus residuos em alimentos e a
poluicdo ambiental causada por sua utilizacao, tem
incentivado a pesquisa de terapéutica alternativa,
como os fitoterapicos (HErD, 1996). Muitas plantas
ja tém sido descritas como possuidoras de atividade
anti-helmintica (HammonD et al., 1997; VIEIRA; CAVAL-
CANTI, 1999).

A Lippia sidoides Cham pertence a um género bas-
tante vasto, sendo composto por aproximadamente
200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores
pertencentes a familia Verbenaceae (TERBLANCHE;
KornELIUS, 1996). No éleo essencial de L. sidoides
encontram-se varios principios quimicos diferentes,
destacando-se: monoterpernos (carvacrol, p-cimeno,
timol, a-felandreno), sesquiterpene (p-cariofileno,
a-copaeno, a-humuleno) (MacawmsIrA et al., 1986;
Lemos et al., 1990; TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996).
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A associacdo destes compostos promove ao
Oleo essencial da L. sidoides forte acdo antifin-
gica, antibacteriana, antimicrobiana, moluscida e
larvicida, respectivamente, contra Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Corynebacterium xerosis,
Candida albicans ou Monilia, Trichophytum rubrumeT.
interdigitale, Biomphalaria glabra e Aedes aeqypti (LEMos
et al., 1990; LACOSTE et al., 1996; MaTos et al., 2000;
Lorenzr; Martos, 2002).

Devido ao potencial terapéutico apresentado pela
L. sidoides, sua alta distribuicao pela flora nordestina
e anecessidade de se encontrar medidas alternativas
eficazes no controle dos parasitos gastrintestinais dos
caprinoseovinos, objetivou-seavaliaraacdolarvicida
do extrato hidroalcodlico seco (EHA) de L. sidoides so-
bre larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais
(familia Trichostrongylidae) de Caprinos.

Foram utilizadas folhas de L. sidoides Cham pro-
venientes da regido do semiarido pernambucano
(8°25'00”Sul e 37° 03'15” Oeste) e transportadas ao
laboratério de produtos bioativos de Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Pernambuco onde o ex-
trato vegetal foi obtido. Inicialmente as folhas foram
trituradas e desidratadas em estufa durante 1 hora
a 50° C. Em seguida foi adicionado Etanol/H,O 70°
GL (1:1), e procedida a homogeneizacao e incubagdo
em banho-maria a 70° C por 1h e 30 min. Apés este
periodo, foirealizadaa filtracao em funil comalgodao
eoextratoobtido foi concentrado emrota evaporador
(com pressdo reduzida a temperatura de 50° C 90
rpm), A L. sidoides Cham foi identificada e tombada
no Herbario IPA-PE sobn°82505 pela botanica Olivia
Cano, funcionaria da mesma instituigao.

Foram coletadas 10 g de fezes diretamente da
ampolaretal de20 animais da espécie caprina criados
em sistema semi-intensivono Municipio de Jaboatdo
dos Guararapes (8°10°00”Sul e 35°08’00” Oeste), Es-
tado de Pernambuco. As fezes foram acondicionadas
em sacos plésticos e encaminhadas sob temperatura
refrigerada ao Laboratério de Doengas Parasitarias
dos Animais Domésticos da Universidade Federal
Rural de Pernambuco.

Foi realizada cultura para obtencdo das larvas in-
fectantes, incubadas em temperatura média de 26° C
durante oitodias, reviradaserecolhidas cincoamostras
contendo 50 pL do liquido. As larvas obtidas foram
coradas com Lugol 1%, realizando-se a classificacdo
quanto ao género segundo UeNO; GONGALVES (1998).
Foiretirado novamente um nimero igual de amostras
para avaliacao de larvas vivas e a sua motilidade.

Microplacas de poliestireno com fundo redondo
de 96 pocos, em triplicata, contendo 50 uL da solucao
com aproximadamente 100 larvas L, nas contragdes
u controle agua, a2 1,0 mg/mL, 03 2,0 mg/mL, a4
50 mg/mL, a5 10 mg/mL, a6 20 mg/mL, a7 50
mg/mL, a8 100 mg/mL, a9 150 mg/mL, a10 250

mg/mL e all 500 mg/mL, do extrato vegetal, ar12
controle febendazole a 33 mg/mL foram incubados
em temperatura ambiente acompanhada a 26° C por
24,48 e 72 horas. Sendo o material retirado apds cada
periodo de tempo, colocados em laminas de vidro e
analisado em microscopia 6ticacom objetiva de 100x,
sendo as larvas contadas e avaliadas quanto a sua
viabilidade. O procedimento foiigualmente repetido
comaguadestilada (controlenegativo) e Febendazole
a 33 mg/mL (controle positivo) constituindo-se os
grupos controles para os testes.

Foramaplicadosmétodosafim demensuraraefica-
cia do EHA. A fim de alcangar o objetivo desta parte
da andlise, calculou-se o percentual de larvas mortas
apos 24, 48 e 72 horas para cada tratamento. Modelo
de efeito dada por Y, =p+o, + B +ofy, +g,.

Verificou-se, por meio do teste de Lilliefors
(StEPHENS, 1974), se a suposicdo de normalidade dos
residuos era satisfeita, ou seja, &~ N(0,6?). Calculou-
se a analise de variancia para verificar se o efeito
tratamento, efeito horas e/ ou efeito interagao (trata-
mento x horas) eram significativos para determinar
o percentual de larvas mortas pelo extrato utilizado.
Para os fatores que foram significativos houve com-
paracdo entre as médias para verificar onde os efeitos
eram maiores ao utilizar extrato nas L..

Os dados foram tabulados na planilha eletrénica
Microsoft Excel. Para analise estatistica foram uti-
lizados os softwares R versao 2.2.1 e EPI6. Todas as
decisoes foram tiradasnonivel designificanciade5%.

A cultura das larvas de nematoides gastrin-
testinais da familia Trichostrongylidae na espécie
caprina revelou larvas infectantes do género Hae-
monchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum, com
uma predomindncia do género Haemonchus estando
de acordo com ALMEIDA ef al. (2003) ao relatarem a
predominancia do género Haemonchus em relagdo
aos outros em ovinos no Nordeste do Brasil.

Por meio das estimativas do modelo de efeito,
verificou-se que os coeficientes referentes ao tempo
(horas) e a interacao com as diferentes concentra-
¢Oes nao foram significativos. Contudo, por meio
da anélise de varidncia do modelo de efeito final,
observa-se que o efeito do tratamento é significativo
(Tabelal).Sendoassim, foirealizado o teste de Tukey
a fim de verificar onde existe maior agdo do extrato.

O grupo all apresentou o melhor resultado
quando comparado a todos os outros grupos tes-
tados, sendo observados 95,89% de eficdcia. Como
indicativo da eficiéncia foi considerada o que pre-
coniza o Grupo Mercado Comum para substancias
quimicas: Altamente efetivo > 98%; Efetivo 90-98%;
Moderadamente efetivo 80-89% e Insuficientemente
ativo <80% (GMC, 1996).

Sendo assim, observa-se, com os resultados ex-
postos, que o efeito do extrato é dose dependente. A
medidaqueaumentaaconcentracdo, aumenta o efeito.
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Tabela 1 - Analise de variancia para o modelo de efeito final.

Fonte de variagao Graus de liberdade =~ Soma de quadrados ~ Quadrado médio F p-valor
o 11 41152 3741 54,972 <0,001*
Residuo 72 5604 78 - -

1P-valor do teste do teste F. Se p-valor < 0,05.

O grupo controle positivo a12 (febendazole 33 mg/
mL) apresentou valores de referéncia semelhantes
aos grupos 0.7, a8 e a9 com média positiva, porém
nao significativa. O que nos revela que este grupo
também se encontra abaixo do controle efetivo de
larvas, o que possivelmente pode demonstrar o
desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica ao
produto febendazole. Uma vez que este principio
ativo é indicado com a acdo larvicida segundo o
fabricante. Quando comparado aos grupos al0 e
al1, o febendazole se encontra com valores abaixo
desses, porém bem préximo ao 10 e ndo significa-
tivo, ficando desta forma bem inferior ao grupo a11.

Os resultados aqui encontrados estabelecem uma
relagdosemelhante dos gruposal0eall comosdados
deBeviLaQuaetal. (2005) ao estudaremoefeitolarvicida
do 6leo essencial de L. sidoides sobre aslarvas L, de H.
contortus nas concentragdes 2% e 1% com resultados
de 94,58% e 90, 25%, respectivamente, de eficiéncia.

BeviLaQua et al. (2005), ao avaliarem a agdo lar-
vicida do ¢leo essencial de Ossimum gratissimum,
puderam observar uma alternancia de eficiéncia nos
resultados encontrados, mesmo com o aumento de
suas concentracoes 0,125% obteve 41,18% e 0,25%,
0,50% 1% e 2% obtiveram respectivamente 45,78 %,
41,98%,76,51% € 93,22 % de acdo. Esse mesmo efeito
também foi observado neste estudo entre os grupos

T2 a T6, mas sem diferencas significativas havendo
apenas a alternancia dos resultados.

Essasituacao podeser explicadaquando, durante
odesenvolvimento dametodologia, observou-seque
quando o volume do extrato era menor, o volume
final também diminuia e poderia haver um efeito de
aumento da densidade final, interferindo dealguma
forma no resultado.

A possibilidade de variacdo de resultados foi
observada por HOUNZANGBE-ADOTE et al. (2005)
que estudaram a agdo de quatro plantas tropicais
Zanthoxylum zanthoxyloides, Newbouldia laevis,
Morinda licida e Carica papaya em ovos, larvas infec-
tantes e adultos de H. contortus verificando que as
plantas testadas apresentavam agao contra todos os
estagios dos parasitos, porém, variando grandemente
seus resultados entre cada estagio. Desta forma, a
discussao de trabalhos referentes a esses estudos é
complexa, pois se trata de material, concentragdes
e solventes diferentes e, portanto, apresentando
possivelmente reacdo para os estdgios de desen-
volvimento do parasito préprio.

A concentracao de 500 mg/mL do EHA de Lippia
sidoide Cham demonstrou in vitro acao larvicida com
95,89% de eficiéncia sobre as larvas L, de nematoi-
des gastrintestinais (familia Trichostrongylidae) de
caprinos.
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Fig. 1 - Grafico demonstrativo dos diferentes resultados na evolucdo das concentracdes testadas do EHA de L. sidoides.
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