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Resumo

Este estudo avaliou a acdo in vitro e in vivo de extratos de Eugenia uniflora em nematddeos
gastrintestinais de ovinos. No teste de inibicdo da eclodibilidade dos ovos, extratos aquosos
e hidroalcoolicos foram testados nas concentragdes de 40 a 1,25 mg/mL. O efeito citotoxico foi
mensurado através do ensaio de MTT em células VERO nas concentragdes de 4000 a 1,95 pg/mL. A
composi¢ao quimica foi analisada através da marcha fitoquimica qualitativa. No teste in vivo, foram
administrados 100 mg/kg, por via oral, do extrato hidroalcodlico por trés dias em ovinos naturalmente
infectados e realizada coleta de fezes para estimar a reducdo de ovos por grama de fezes (OPG).
Diferentes extratos de E. uniflora inibiram a eclodibilidade dos ovos, com percentual de inibigdo
variando de 14,56 a 99,75%, sendo os hidroalcodlicos mais promissores que os aquosos. Na marcha
fitoquimica, compostos com ag¢ao anti-helmintica comprovada foram observados, como flavonoides,
saponinas, taninos e triterpenos. Nas condi¢des testadas, os extratos apresentaram citotoxicidade nula
a moderada. In vivo, a redu¢do do OPG foi observada apenas no grupo controle (anti-helmintico).
Os extratos de E. uniflora mostraram-se promissores com acao in vitro, necessitando estudos que
avaliem outras concentragdes e formas de administragdo in vivo.

Palavras-chave: planta medicinal; Haemonchus contortus; ruminantes; anti-helmintico; pitangueira.

Abstract:

This study evaluated the in vitro and in vivo action of Eugenia uniflora extracts on sheep gastrointestinal
nematode. In the egg hatchability inhibition assay, aqueous and hydroalcoholic extracts were tested in
the concentrations ranging from 40 to 1.25 mg/mL. The cytotoxic effect was measured using the MTT
assay on VERO cells at concentrations ranging from 4000 to 1.95 pg/mL. The chemical composition
was analyzed through the qualitative phytochemical screening. In the in vivo test, 100 mg/kg of the
hydroalcoholic extract was administered orally for three days in sheep naturally infected and fecal
collection was performed to estimate the egg count per gram of faeces (EPG). Different extracts of E.
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uniflora inhibited hatchability of eggs with a percentage of inhibition ranging from 14.56 to 99.75%,
being the hydroalcoholic most effective than the aqueous. In phytochemical analysis, compounds with
anthelmintic action were observed, such as flavonoids, saponins, tannins and triterpenes. Extracts
showed moderate to null cytotoxicity under the conditions tested. Reduction of EPG was observed
only in control group (anthelmintic). The extracts of E. uniflora proved promising with in vitro action,
requiring studies that assess other concentrations and forms of in vivo administration.

Keywords: medicinal plants; Haemonchus contortus; raminants; anthelmintic; Brazilian cherry.
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Introducio

A produgdo brasileira de pequenos ruminantes tem grande importancia econdmica, gerando renda
a milhares de pequenos e médios produtores. Contudo, o0 manejo sanitario incorreto ¢ o principal
entrave para a saude e o bem-estar desses animais". A infec¢do por Haemonchus contortus ¢ a
principal doenga parasitaria nacional, causando anorexia, apatia, aumento da conversdo alimentar,
comprometimento da fungdo reprodutiva e perda de peso em animais infectados®.

A principal medida de controle adotada para minimizar as perdas geradas pelos nematodeos
¢ a utilizagdo de anti-helminticos, porém, o uso abusivo e erroneo desses farmacos acelerou o
desenvolvimento de parasitos resistentes a essas drogas®. Estudos afirmam que esse problema se
encontra em diferentes regides do Brasil® e também ¢ disseminado mundialmente®®. Além disso,
os riscos decorrentes de residuos de anti-helminticos ou seus metabodlitos em alimentos derivados de
animais refor¢am a necessidade da descoberta de compostos ativos seguros e acessiveis através das
plantas”. Para solucionar esse problema, muitas tecnologias estdo sendo desenvolvidas, sendo que a
fitoterapia tem demonstrado bons resultados®. O Brasil possui a mais diversa flora do mundo, € 0 uso
desses medicamentos esta amplamente difundido na popula¢ao®.

Eugenia uniflora (Myrtaceae) ¢ uma arvore tropical e subtropical amplamente distribuida nos paises
sul-americanos, principalmente Brasil, Argentina, Uruguai ¢ Paraguai'”. As suas folhas sao utilizadas
na medicina popular na forma de infusao para o tratamento de febre, reumatismo, disturbios géstricos e
hipertensao'V. Outros estudos relatam que a planta tem propriedades anti-inflamatorias, antifingicas
¢ anti-helmintica>!¥. Ao avaliarem a acdo in vitro no desenvolvimento de larvas de nematodeos
gastrintestinais de ovinos, Hassum e colaboradores'® observaram efeito do extrato hidroalcoolico
de E. uniflora na reducao desse desenvolvimento, tendo uma baixa contagem de larvas infectantes
quando comparado ao grupo controle. Devido aos escassos estudos, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a acdo anti-helmintica in vitro, através do teste de inibi¢ao da eclodibilidade, ¢ in vivo de
diferentes extratos de Eugenia uniflora em face de nematodeos gastrintestinais de ovinos.

Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da Universidade Federal de
Pelotas (CEEA 3897).
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Folhas frescas da planta Eugenia uniflora (pitangueira) foram coletadas na zona rural de Cangugu,
Rio Grande do Sul, Brasil, em dezembro de 2012. E. uniflora foi identificada pela Prof.* Raquel
Lidtke e depositada no acervo do Herbario PEL, Departamento de Botanica da Universidade Federal
de Pelotas, sob o nimero voucher 25.872. A planta foi desidratada em estufa com circulacao de ar a
35°C, por trés dias. As folhas secas foram trituradas e estocadas em frascos fechados e protegidos da
luz até o momento da produgdo dos extratos.

A partir das folhas secas da planta, foram produzidos dois extratos aquosos e trés hidroalcodlicos
utilizando como solvente alcool de cereais 70° GL, sempre na concentracdo de 10%. Apos a
metodologia, todos os extratos foram liofilizados e armazenados a 20°C negativos.

O extrato aquoso por decoccdao (EA/DEC) foi preparado a partir da ebuli¢do da planta em agua
destilada a 100°C em frasco fechado por 10 minutos. Apos, a amostra foi filtrada para eliminagao de
residuos solidos e congelada a -75°C. Para produgao do extrato aquoso em banho-maria (EA/BM),
a solugdo permaneceu sob agitagao constante em frasco fechado imerso em 6leo na temperatura de
65°C por uma hora. Apds este periodo, o material foi filtrado e 0 mesmo procedimento repetido por
mais duas vezes com a mesma planta, as trés partidas foram congeladas a -75°C.

O extrato hidroalcodlico em banho-maria (EHA/BM) foi produzido através da mesma metodologia
citada para o EA/BM, porém, antes de o material ser congelado, o solvente foi extraido em evaporador
rotativo a 55°C sob 600 mm/hg de pressdo negativa. Para a producdo do extrato hidroalcoolico por
ultrassom (EHA/US), a extragdo foi realizada em sonicador com frequéncia de 500 kHz e amplitude
de 40% por 15 minutos em temperatura ambiente. Ap0s este periodo, o material permaneceu 24h sob
refrigeracdo a 4°C e posteriormente foi filtrado, o solvente evaporado e congelado a -75°C. O extrato
hidroalcoolico por maceracao (EHA/MA) foi preparado a partir de uma tintura que permaneceu em
maceragdo sob agitacdo didria por sete dias em temperatura ambiente. Apds este periodo, a solucao
foi filtrada, o solvente extraido em evaporador rotativo e o extrato mantido a -75°C.

A marcha fitoquimica qualitativa de todos os extratos foi realizada conforme protocolo descrito
por Matos", com o objetivo de verificar a presenca de metabolitos secundarios (antraquinonas,
catequinas, esterdis, fenois, flavonoides, resinas, saponinas, taninos, triterpenos).

O efeito citotdoxico dos extratos foi avaliado através do ensaio de MTT (brometo tiazoli azul de
tetrazolio), descrito por Mosmann'® com modificagdes. Células VERO foram cultivadas em RPMI
1640 suplementado com soro fetal bovino 10%, em uma atmosfera com 5% de CO2 a 37°C. Uma
suspensdo de células contendo 2 x 10° cel/mL foi semeada em microplacas de 96 pogos e incubada
por 24h nas condigdes citadas acima. Posteriormente, 100 uL. de cada extrato em 12 concentragdes
sucessivas de 4000 a 1,95 pg/mL foram adicionados a microplaca, a qual permaneceu por 48h a 37°C
em atmosfera de 5% de COs-. O teste foi acompanhado por controle de crescimento celular, utilizando
RPMI 1640, e cada concentragdo dos extratos foi testada em triplicata. Apos este periodo, 50 pL de
MTT (2,5 mg/mL) foram adicionados a cada poco e incubados durante duas horas e trinta minutos,
posteriormente foram removidos e 50 uL de DMSO (dimetilsulféxido) foram acrescidos sob agitagao
durante cinco minutos para solubilizar os cristais de formazan formados pelas células viaveis que
metabolizaram o MTT. A absorbancia das amostras foi mensurada através de espectrofotometro de
microplaca em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos através do percentual
de células viaveis relativa as células do controle (considerado como 100%).

Os ovos foram obtidos através da coleta de fezes diretamente da ampola retal de dois ovinos
naturalmente infectados por nematddeos gastrintestinais (NGI). Os animais foram mantidos sem
tratamento anti-helmintico por no minimo 60 dias antes da coleta e com a contagem de ovos por grama
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de fezes (OPG), realizada pela técnica de Gordon e Whitlock'®, acima de 2000. Para a recuperagio
dos ovos, foi utilizada a técnica de Hubert ¢ Kerboeuf!'” adaptada, sendo as fezes maceradas, diluidas
em agua destilada e passadas através de quatro tamises, dispostas em ordem decrescente de abertura
de malha (1 mm; 105 pm; 55 pm; 25 um). Os ovos foram recuperados do tamis de 25 pum, lavados
através de centrifugagdes, diluidos em 4gua destilada e quantificados em triplicata. O género das
larvas dos nematddeos presentes nas fezes foi determinado através da técnica de coprocultura descrita
por Roberts e O"Sullivan®.

O teste foi realizado em placa de microcultivo de 24 pocos com quatro repeti¢des, segundo a
técnica de Coles!"”. Em cada pogo foi colocado aproximadamente 150 ovos e o extrato a ser
testado em seis concentragdes sucessivas de 40 a 1,25 mg/ml. Como controles, foram utilizados
tiabendazol na concentracao de 0,025 mg/ml e agua destilada estéril. As placas foram incubadas
em estufa B.O.D a 28°C com umidade relativa de 80% por 24h para a posterior quantificagdo de
ovos e larvas de primeiro estadio em microscopio invertido. Os resultados foram expressos pela
média percentual da inibi¢ao da eclodibilidade da quadruplicata, sendo a eficacia de cada tratamento
no teste de eclosdo determinada conforme a equagdo descrita por Camurga-Vasconcelos®”:
% de inibi¢ao da eclodibilidade = [nimero de larvas (nimero de larvas + nimero de ovos)-1]100.

Foram utilizados 24 ovinos da raga corriedale, com 8 a 10 meses de idade, de ambos os sexos,
naturalmente infectados por nematddeos gastrintestinais e divididos em grupos de oito animais cada
um. Os animais estavam no minimo ha 60 dias sem receber tratamento anti-helmintico e foram
distribuidos homogeneamente nos grupos conforme a carga parasitaria estimada pela contagem de
OPG. Durante o periodo experimental, os animais permaneceram em pastagem nativa recebendo
agua ad libitum. O grupo controle positivo recebeu anti-helmintico comercial (moxidectina, via
subcutanea, 0,2 mg/kg) e o controle negativo agua. Para o grupo tratamento, o extrato hidroalcodlico
por maceracgdo de E. uniflora (EHA/MA) na concentracao de 100 mg/Kg foi administrado diariamente,
por via oral, durante trés dias consecutivos. Para avaliar a eficacia do tratamento, foi realizada a coleta
individual de fezes diretamente da ampola retal nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 ap6s o inicio do tratamento
para a contagem de OPG e coprocultura. Para a determinag¢do do percentual de redu¢do do OPG,
utilizou-se a formula descrita por Coles"”: % Redugdo = (1 — [Dia pos tratamento/Dia zero]100.

Os resultados dos testes de citotoxicidade, de inibicdo da eclodibilidade e do teste in vivo foram
analisados utilizando ANOVA e as médias comparadas através do teste de Tukey (p<0,05), usando o
software Statistix® 9.0. Para a analise dos dados do teste in vivo, os resultados foram normalizados
através da transformacgado por Logl0.

Resultados

Os resultados da marcha fitoquimica qualitativa estdo descritos na Tabela 1, sendo que foram
semelhantes aos observados em estudo desenvolvido com 6leo essencial de E. uniflora®V. Verificando
a composi¢do fitoquimica dos extratos, observou-se diferenga entre a composi¢ao dos extratos aquosos
em relacdo aos extratos hidroalcodlicos, sendo que os extrato EHA/BM e EHA/MA demonstraram
maior quantidade de compostos, com relacdo aos demais pesquisados.

No teste de citotoxicidade, os diferentes extratos testados apresentaram graus variaveis de toxicidade
em células VERO de acordo com a concentracdo, apresentando um efeito dose-dependente positivo.
Ao analisar os diferentes extratos dentro da mesma concentragdo, observou-se que a agdo toxica nao
apresentou diferenga acentuada na maioria das concentragdes, sendo que para todos os extratos o
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percentual de células vidveis variou de 51,23 a 100% (Tabela 2).

Tabela 1. Resultados da marcha fitoquimica qualitativa dos diferentes extratos produzidos com
Eugenia uniflora
Testes realizados EA/DEC EA/BM EHA/BM EHA/US EHA/MA

Antraquinonas - - - + +
Catequinas + - -~ 3 i
Esterois - . - +
Fenois £ + + + +
Flavonoides - - + - 5
Resinas = - + + E
Saponinas - + + e X
Taninos o + + 2R 3
Triterpenos - = + - g

EA/DEC — extrato aquoso por decoccdo; EA/BM — extrato aquoso em banho-maria; EHA/BM — extrato
hidroalcodlico em banho-maria; EHA/US — extrato hidroalcodlico por ultrassom; EHA/MA — extrato
hidroalcoélico por maceracao.

Tabela 2. Média percentual de células viaveis tratadas com extratos de Eugenia uniflora em
diferentes concentragdes

Concentracoes Extratos
(ng/mL) EA/DEC EA/BM EHA/BM EHA/US EHA/MA
4000 60,394 51,23 55,622 S135* 57,964
2000 67,034 52,28¢ 55,88BC 62,598 63,2848
1000 T1.78% 66.272% 59,638 72,454 64,9848
500 78,3848 71,098¢ 60,61¢ 87,974 65,68¢
250 82,8648 72,34¢ 75,998¢€ 90,294 72,07¢
125 87,2248 82,965¢ 81,768¢ 92,654 74,88€
62,50 88,5248 92,824 87,6643 93,774 76,548
31,25 96,46 93,014 89,564 95,484 78,574
15,63 98,974 98,414 99,994 98,974 87,184
7,81 1004 1004 1004 99,994 90,468
3,90 99,994 1004 1004 1004 96,334
1,95 99,994 1004 1004 1004 98,444

EA/DEC — extrato aquoso por decoccao; EA/BM — extrato aquoso em banho-maria; EHA/BM — extrato
hidroalcodlico em banho-maria; EHA/US — extrato hidroalcodlico por ultrassom; EHA/MA — extrato
hidroalcoodlico por maceragao.

Letras maiusculas diferentes, na linha, diferem significativamente entre si (p<0.05).

No teste in vitro de inibi¢do da eclodibilidade, os diferentes extratos de E. uniflora apresentaram
acdo anti-helmintica sobre NGI de ovinos com percentual médio de inibi¢do entre 14,56 ¢ 76,04%
para os extratos aquosos (Figura 1) e de 20,35 a 99,75% para os hidroalcoolicos (Tabela 3). Na maior
concentragdo testada (40 mg/mL), verificou-se diferenca estatistica na atividade ovicida entre os
extratos aquosos e hidroalcoolicos, os quais apresentaram média de 99% de inibi¢do da eclodibilidade
(p<0,05). Os controles com dgua destilada e anti-helmintico demonstraram inibi¢ao de 8,91 e 98,58%,
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respectivamente. O resultado das coproculturas revelou a presencga dos géneros Haemonchus (97%)
e Trichostrongylus (3%).
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Figura 1. Percentual médio de inibicdo da eclodibilidade de nematddeos gastrintestinais de
ovinos (= desvio-padrdo) pelos extratos aquosos por decoccido (EA/DEC) e por banho-maria
(EA/BM) de Eugenia uniflora.

Letras minusculas entre as concentragdoes do mesmo extrato diferem estatisticamente (p<0.05). * indica as
concentragdes em que os extratos aquosos nao diferiram estatisticamente.

Tabela 3. Percentual médio de inibicdo da eclodibilidade de nematodeos gastrintestinais de
ovinos (+ desvio-padrdo) pelos extratos hidroalcoolicos de Eugenia uniflora

Concentracao Extratos Hidroalcodlicos
(mg/mL) EHA/BM EHA/US EHA/MA

40 99,7542+ 0,50 99,7142+ 0,49 99,7342+ 0,51
20 97,4272+ 0,99 99,4142+ 1,03 99,3542+ 1,07
10 81,73Bb+ ] 81 98,5842 (0,83 99,4242+ (0,57

3 59,268+ 6,53 92,524b+ 216 98.,2142b+ 0,26
25 36,55%4+ 1,57 90,72Bb+ 0,95 97,524b+ 0,67
1.25 20.35%+.1.10 88,028+ 0,89 97,024b+ 1 59

EHA/BM — Extrato hidroalcodlico por banho-maria; EHA/US - Extrato hidroalcoolico por
ultrassom; EHA/MA — Extrato hidroalcoo6lico por maceracéo.

Letras maiusculas diferentes, na linha, e letras mintsculas diferentes, na coluna, diferem
significativamente (p<0,05).

Os valores de inibicdo do extrato aquoso por decoccao variaram de 22,04 a 76,04%, sendo que, a
partir da concentragdo de 5 mg/mL, essa atividade permaneceu abaixo de 30%. O extrato aquoso por
banho-maria demonstrou menor atividade anti-helmintica quando comparado aos demais extratos,
com 65,39% de atividade na maior concentracao testada (40 mg/mL). Nas concentragdes seguintes,
verificou-se diferenga significativa nos percentuais de inibicdo, sendo este efeito diretamente
proporcional a concentracdo (p<0,05). Os dois extratos aquosos ndo apresentaram resultados
semelhantes ao controle com anti-helmintico, porém, apesar da baixa atividade, todos diferiram do
controle com agua destilada (p<0,05).
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O percentual médio de inibicdo do extrato hidroalcoodlico por banho-maria (EHA/BM), na
concentragdo de 20 e 40 mg/mL, foi 97,42 e 99,75%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente
entre si e do controle com anti-helmintico (p>0,05). A partir dessas concentragdes, a atividade anti-
helmintica apresentou um decréscimo gradual até atingir 20,35% de inibig@o na concentracgao de 1,25
mg/mL. Os resultados do extrato hidroalcoolico por ultrassom (EHA/US) demonstraram inibi¢ao
da eclodibilidade superior a 88% em todas as concentragdes testadas. A acdo permaneceu acima
de 98% nas concentragdes de 10, 20 e 40 mg/mL, as quais ndo diferiram estatisticamente entre si
e nem do controle com anti-helmintico (p>0,05). Resultado semelhante foi observado no extrato
hidroalcoolico por maceracdo (EHA/MA), que apresentou atividade de 97,02 a 99,73%, sendo que
todas as concentracdes testadas ndo apresentaram diferenca estatistica do controle com anti-helmintico
(p>0,05).

Na avaliacdo in vivo, o percentual de redu¢do do OPG variou de 70,29% a 94,06% para o grupo
controle positivo, sendo que a maxima redugdo foi sete dias ap6s a administracao do anti-helmintico.
Para os grupos tratamento e controle negativo, ndo foi observada redu¢do na contagem do OPG
(Tabela 4). Durante o experimento, todos os animais apresentavam 99% de infec¢do por Haemonchus
contortus € 1% por Trichostrongylus spp.

Tabela 4. Média da contagem do OPG = desvio-padrdo dos grupos controle positivo (anti-
helmintico), tratamento (EHA/MA), controle negativo (dgua) e porcentagem média de reducéo
do OPG para o grupo controle positivo

Tratamento DO D3 D7 D10 D14
Controle Positivo
25254 7508 150¢ 200¢ 5258
OPG £41129 2909 5773 =11547 =954
% Reducio 70,29 94,06 92,08 79,21
Tratamento
OPG 24254 23504 27004 25004 26254
60759 + 704,74 + 469,04 ET52 3T +512.35
% Reducdo 3,09 -11,34 -3,07 -8,25
Controle negativo
29504 29254 28504 30754 21752
Lot + 208,17 + 150 + 435,89 30957 + 499,16
% Reducao 0,85 3,39 -4,23 -7,63

Letras maiusculas diferentes, na linha, diferem significativamente (p<0,05).

Discussao

No teste de citotoxicidade, os resultados revelaram agdo toxica de moderada a nula dos extratos
aquosos e hidroalcodlicos de E. uniflora nas concentragdes testadas. Pesquisas avaliando a toxicidade
celular in vitro de E. uniflora sdo escassas, no entanto, Santos et al.?? , ao avaliarem a citotoxicidade
de extrato etandlico de E. uniflora em macréfagos, observaram baixo efeito citotoxico na concentracao
de 100 pg/mL. Outro estudo analisou a citotoxicidade dos frutos da planta Eugenia dysenterica na
forma de extrato etandlico e verificou auséncia de efeito citotoxico até a concentragdo de 300 pg/
mL@. O presente estudo apresentou citotoxicidade semelhante aos trabalhos citados anteriormente,
visto que na concentra¢do de 250 pg/mL todos os extratos apresentaram o percentual de células

Cienc. anim. bras., Goiénia, v.20, 1-12, ¢-49037, 2019



8 DIAS DE CASTRO, L.L. et al.
viaveis, variando de 72,07 a 90,29%.

Pesquisas acerca da toxicidade in vivo de extrato hidroalcoolico de folhas de E. uniflora realizados
em camundongos Balb/C demonstraram auséncia de efeitos toxicos em doses até 4200 mg/kg,
quando administrado por via oral, e dose letal 50% de 220 mg/kg, quando administrado por via
intraperitoneal®. Em outro estudo desenvolvido por Auricchio e Bacchi®), a dose letal para 50% das
cobaias foi de 5930 mg/kg. Esses trabalhos demonstram a seguranca da utilizagdo dos extratos em
animais experimentais, pois apresentam valores mais elevados ao utilizado no presente estudo para a
realizagdo do teste in vivo.

Os resultados observados no teste in vitro indicam que E. uniflora apresenta efeito ovicida diferenciado
em Haemonchus contortus, conforme a extragdo utilizada, visto que, na concentracao de 40 mg/mL,
o percentual médio de inibicdo da eclodibilidade foi de 99% para os extratos EHA/BM, EHA/US
e EHA/MA, de 76,04% para o EA/DEC e 64,99% para o EA/BM. Esses resultados evidenciam
a superioridade da acdo anti-helmintica in vitro dos extratos hidroalcodlicos quando comparados
aos aquosos. Essa diferenca sugere que os extratos t€ém componentes ativos diferentes, devido as
metodologias utilizadas, mas principalmente devido ao tipo de solvente utilizado, conforme observado
na analise fitoquimica.

Na analise fitoquimica qualitativa, observou-se que todos os extratos tinham na sua composi¢ao
catequinas, fenois, saponinas e taninos, porém, apenas os hidroalcoolicos continham antraquinonas,
esteroides, flavonoides e triterpenos, confirmando a maior diversidade de compostos com esse tipo
de solvente. Estudos compravam que a presenga e a maior concentragao de compostos como taninos,
flavonoides, triterpenos e saponinas tém a¢do anti-helmintica®®2"-2%29 sendo que, no presente estudo,
apenas os extratos com melhor atividade biologica (EHA/BM e EHA/MA) apresentaram flavonoides
e triterpenos na sua composicao.

Dentro os compostos encontrados nos extratos avaliados no presente estudo, as saponinas interferem
na integridade da membrana dos nematodeos, alterando sua permeabilidade e facilitando a entrada
de moléculas por diferenca de osmolaridade®?. Os flavonoides tém um mecanismo de acdo indireto
sobre os helmintos, pois sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante do vegetal,
melhorando a imunidade do hospedeiro e reduzindo o turnover celular, sendo comum plantas com
acdo medicinal apresentarem altos niveis dessa substancia®". Os taninos tém atividade antiparasitaria,
devido a redugdo da taxa metabdlica dos nematddeos, diminuindo a disponibilidade de nutrientes®”.
Kabasa et al.®? relatam que esses compostos também podem causar decréscimo da fertilidade e
ovipostura das fémeas adultas. Outro fator importante ¢ a redu¢@o na taxa de motilidade das larvas,
o que reduz o indice de contaminagdo da pastagem®. A a¢ao ovicida observada no presente estudo
pode estar relacionada a presenca desses compostos, porém, sugere-se que os esteroides, flavonoides
e triterpenos obtiveram maior influéncia, visto que foram encontrados apenas nos extratos com maior
percentual de inibi¢do da eclodibilidade.

Estudos cientificos avaliando o potencial anti-helmintico da pitangueira s3o escassos, entretanto,
Furtado®¥, ao pesquisar a atividade do extrato hidroalcodlico de E. uniflora na concentragao de 108,4
mg/mL sobre trichostrongilideos, verificou taxa de inibicdo da eclodibilidade dos ovos superior a
80%. O presente estudo demonstrou a¢do semelhante em todos os extratos hidroalcoolicos, porém,
essa atividade foi obtida em concentragdes cerca de dez vezes inferiores a testada por Furtado®?.
Hassum et al.'¥, ao avaliarem a agdo do extrato hidroalcoolico de E. uniflora na concentragao de 200
mg/mL, observaram uma inibi¢do de 90,5% no desenvolvimento de larvas do primeiro ao terceiro
estagios de nematodeos gastrintestinais, especialmente H. contortus e Trichostrongylus spp.. Embora
nosso estudo tenha avaliado outra fase de desenvolvimento dos nematddeos, os resultados de inibigao
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obtidos foram semelhantes, entretanto, em concentragdes muito inferiores (40 mg/mL).

Estudos avaliando o potencial antiparasitario de plantas do género Eugenia, como extrato aquoso de
E. aquea, demonstraram agdo de 65,12% na inibigdo da eclodibilidade dos ovos de H. contortus®,
resultados semelhantes aos obtidos com os extratos aquosos do presente estudo, na concentragao
de 20 mg/mL. Em teste in vivo, Gaspar et al.*® observaram a redugdo de 81% na contagem de ovos
por grama de fezes apos 14 dias da administra¢@o junto a racao de folhas secas de E. dysenteriae e
Caryocar brasiliense, na proporg¢ao de 1,2 g/Kg, em ovinos parasitados por H. contortus.

Apesar da eficacia observada no teste in vitro, o extrato hidroalcodlico por maceracao de E. uniflora
nao demonstrou efeito anti-helmintico no experimento in vivo, nas condi¢des em que foi testado.
Diferencas entre os percentuais de eficacia dos testes in vitro e in vivo t€m sido registradas, as
quais podem ser justificadas pela influéncia de fatores ambientais e pela metodologia experimental,
incluindo dose e periodo de administragdo do extrato®”. Além disso, nos testes in vitro, os extratos
permanecem em condigdes ideais em contado direto com o parasito, diferente do que ocorre no
teste in vivo®®. A microbiota ruminal pode ser responsavel por variagdes na eficacia dos compostos
bioativos, pois pode alterar a estrutura quimica do componente, o0 mecanismo de agdo de alguns
nutrientes, ou medicamentos administrados por via oral®”,

Conclusao

Os diferentes extratos de Eugenia uniflora inibiram, in vitro, a eclodibilidade de Haemonchus
contortus, sendo os extratos hidroalcodlicos as formas mais promissoras. Na marcha fitoquimica,
foram observados nos extratos hidroalcoolicos importantes compostos com agdo anti-helmintica,
como taninos, flavonoides, triterpenos e saponinas. Quanto a toxidade celular, os resultados sugerem
que os extratos t€ém acao toxica de moderada a nula nas condigdes testadas. Os resultados do teste in
vivo demonstram que o extrato hidroalcodlico por maceragao, na concentragao testada, ndo apresentou
eficcia significativa. Assim, os resultados do presente estudo revelaram que os extratos de E. uniflora
mostraram-se promissores com agao in vitro, necessitando estudos que avaliem outras concentragdes
e formas de administragdo in vivo para obter eficacia na sua administragao aos animais.
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