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RESUMO

Uma das principais perdas econdémicas na ovinocultura corresponde a infeccbes de
nematodeos gastrintestinais. A utilizacdo de produtos quimicos de forma indiscriminada
no controle desses parasitos tém colaborado com o aparecimento da resisténcia anti-
helmintica em diversos paises incluindo o Brasil. Estudos realizados com o objetivo de
controlar os parasitos e reduzir os impactos da resisténcia, tém relacionado diversas
plantas taniniferas com propriedades anti-helminticas, com destaque para Musa spp. A
bananeira (Musa spp.) estd amplamente distribuida principalmente em paises de clima
tropical, seu cultivo é voltado para fins alimentares devido ao seu valor nutritivo. O
presente estudo objetivou avaliar a agdo anti-helmintica do extrato hidroalcodlico do
botdo floral da bananeira (EHB) a 10% em ovos e larvas de nematodeos gastrintestinais
de ovinos, assim como sua atividade antioxidante. Foram utilizadas fezes de ovinos
naturalmente infectados, selecionados com contagem minima de 2.000 ovos por grama
de fezes (OPG), e realizados testes de eclodibilidade de ovos (TEO) e teste da inibicdo da
migracdo larval (TIML). Adicionalmente, determinou-se teores de polifendis totais,
taninos condensados, flavonoides e atividade antioxidante do extrato. Foram testadas
cinco concentragdes do EHB (20; 40; 80; 160 e 320 mg mL™), controle negativo com
agua destilada (CN) e controle positivo com sulfoxido de albendazol (CP), em
quadruplicada. Em relacdo ao TEO, o EHB inibiu 82,57% na concentracdo de 160 mg
mL, atingindo 100% na concentragdo de 320 mg mL™. Em relagdo ao TIML, o EHB
inibiu 90,30% na concentracdo 80 mg mL™, 94,80% na concentragdo de 160 mg mL™,
atingindo 100% na concentracéo de 320 mg mL™. O EHB (10 mg mL1) apresentou 0,38
mg EAG g de polifendis totais, 372,70 mg EAT g de taninos, 0,42 mg RE g de
flavonoides, e atividade antioxidante de 43,03% com ICso correspondendo a 0,2765 mg
mL™. A atividade do extrato pode estar relacionada aos fendlicos compostos presentes
nos extratos, especificamente taninos condensados. Dessa forma, foi possivel verificar
atividade anti-helmintica e antioxidante do EHB, demonstrando o seu potencial no
controle de verminose em ovinos. Além disso, esses resultados sdo de grande importancia
para sistemas organicos, agroecoldgicos e biodindmicos de producdo, cujo uso de
parasiticidas sintéticos ndo é permitido.

Palavras-chave: agroecologia, banana, verminose, ovinocultura, taninos
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ABSTRACT

One of the main economic losses in sheep farming is gastrointestinal nematode infections.
The indiscriminate use of chemicals to control these parasites has contributed to the
appearance of anthelmintic resistance in several countries including Brazil. Studies
carried out with the objective of controlling the parasites and reducing the impacts of
resistance have related several tannins plants with anthelmintic properties, especially
Musa spp. The banana tree (Musa spp.) is widely distributed mainly in countries with a
tropical climate; its cultivation focused on food purposes due to its nutritional value. The
present study aimed to evaluate the anthelminthic action of the hydroalcoholic extract of
the floral bud of the banana tree (HEB) to 10% in eggs and larvae of gastrointestinal
nematodes of sheep, as well as its antioxidant activity. Samples of naturally infected sheep
were used with a minimum egg count of 2,000 eggs per gram of feces (EPG), and egg
hatchability tests (EHT) and larval migration inhibition test (LMIT) were performed. In
addition, total polyphenols, condensed tannins, flavonoids, and antioxidant activity of the
extract were determined. Five concentrations of HEB (20; 40; 80; 160 and 320 mg mL"
1y, negative control with distilled water (NC) and positive control with Albendazole
Sulfide (PC) were tested in quadruplicate. In relation to EHT, HEB inhibited 82.57% in
the concentration of 160 mg mL™, reaching 100% in the concentration of 320 mg mL™.
In relation to LMIT, HEB inhibited 90.30% in the concentration 80 mg mL™, 94.80% in
the concentration of 160 mg mL™, reaching 100% in the concentration of 320 mg mL™.
The HEB (10 mg mL™) presented 0.38 mg EAG g* of total polyphenols, 372.70 mg EAT
g of tannins, 0.42 mg RE g of flavonoids, and antioxidant activity of 43, 03% with 1C
50 corresponding to 0.2765 mg mL™. The activity of the extract could be related to the
phenolic compounds present in the extracts, specifically condensed tannins. Thus, it was
possible to verify the anthelmintic and antioxidant activity of the HEB, demonstrating its
potential in the control of verminosis in sheep. In addition, these results are of great
importance for organic, agroecological and biodynamic production systems, whose use
of synthetic parasiticides is not allowed.

Key-words: agroecology, banana, verminose, sheep, tannins
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura vem se destacando como uma opgéo pecuaria (GUETTER, 2011;
GIANLOURENCO, 2013), segundo o IBGE (2015), o efetivo da pecuéria brasileira foi
estimado em 18.410 milhdes de ovinos. O estado do Parana apresenta 650.231 animais
(IBGE, 2015), em criagdes com énfase na producgéo de cordeiros para o abate, geralmente
nas pequenas propriedades e com altas lotacoes.

Esses animais foram introduzidos no Brasil a partir de 1556, sendo estabelecido
no século XX, no estado do Rio Grande do Sul, com objetivo exclusivo da producao de
I&. Nesta época, o principal produto da ovinocultura era a 18 e este mercado se encontrava
em ascensdo no mundo (VIANA; SILVEIRA, 2009).

Uma das principais perdas econdémicas na ovinocultura € devido aos danos
causados pelos nemat6deos gastrintestinais. As perdas econdmicas estdo relacionadas a
diminuigdo no ganho de peso, resultando em uma menor produgéo de carne, leite e 13,
menor rendimento de carcaca, aumento na taxa de mortalidade e gastos com
medicamentos (MORGAN, 2013).

A utilizacdo de produtos quimicos de forma indiscriminada no controle desses
parasitos tem colaborado com o aparecimento da resisténcia anti-helmintica em diversos
paises (KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012) incluindo o Brasil. Segundo Fortes et al.
(2013), a selecdo e o crescimento de individuos resistentes aos grupos de anti-helminticos
(benzimidazdis, imidotiazdis e avermectinas), constituem um sério problema para
ovinocultura e 0o monitoramento de individuos resistentes se tornam imprescindiveis,
principalmente em decisdes relacionadas ao controle anti-helmintico no rebanho.

Os residuos desses medicamentos sdo eliminados nos dejetos dos animais e podem
causar danos ao meio ambiente (FLOATE, 2006; MARTINEZ; LUMARET, 2006). Além
disso, estes residuos de anti-helminticos podem determinar riscos a seguranca alimentar,
devido a possivel presenca dessas substncias nos alimentos de origem de animal
(CERQUEIRA et al., 2014).

A tendéncia em diminuir o uso de medicamentos sintéticos com objetivo de
favorecer a satude do consumidor e reduzir seus efeitos nocivos ao ambiente vem
crescendo no mercado mundial. Dessa forma, a utilizagdo de produtos naturais para o

controle sanitario animal esta cada vez mais em evidéncia. O uso de produtos naturais



determina a possibilidade de proporcionar menor exposi¢ao aos medicamentos quimicos
(SMITH, et al., 2013).

O interesse por produtos naturais e fitoterapicos vem crescendo nos Gltimos anos
no Brasil e no mundo. Em paises desenvolvidos como Franga, Italia, Alemanha e Canada,
0 uso de produtos da medicina tradicional tém o mesmo peso do sistema alopatico, sendo
praticado por 70 a 90% da populacdo (WHO, 2011; BRASIL, 2004).

Os produtos naturais possuem uma grande quantidade e variedade de substancias
com atividade biologica. Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis atualmente no mercado foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir
destas de plantas (CALIXTO, 2001; WHO, 2011).

Estudos realizados com o objetivo de controlar os parasitos e reduzir os impactos
da resisténcia farmacologica tém relacionado diversas plantas taniniferas com
propriedades anti-helminticas, com destaque para Musa spp. (NEUWIRT et al., 2015;
NOGUEIRA et al., 2012).

A bananeira (Musa spp.) estd amplamente distribuida principalmente em paises
de clima tropical e seu cultivo é voltado para fins alimentares devido ao seu valor
nutritivo. Considerando o alto teor de taninos (PEREIRA; MARASCHIN, 2015) presente
nas bananeiras, a mesma apresenta-se como alternativa para o controle natural de
parasitas gastrintestinais (NEUWIRT et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2012).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OVINOCULTURA

O Brasil possui atualmente 18.410 milhdes de ovinos, onde a regido Nordeste
detém 60,61%, seguida pela regido Sul (26,52%), Centro-Oeste (5,48%), Sudeste (3,80%)
e Norte (3,59%), representando 1,33% do rebanho total mundial (IBGE, 2015), sendo
considerado o 18° maior produtor de ovinos do mundo (FAO, 2015). Embora a grande
extensdo territorial brasileira, o rebanho ovino é menor quando comparado as demais
criacBes, como o rebanho bovino, que possui 212.366 milhdes cabecas e de suinos com
37.930 milhdes de cabecas (FAO, 2015).

Os ovinos sao utilizados para diversos fins econémicos, como para a producéo de
carne, leite, 1a e pele. Mas para que esses animais produzam de forma eficiente, suas
necessidades devem ser supridas e fazendo-se necessario controle parasitéario efetivo de
forma a proporcionar qualidade para os consumidores (OIE, 2014).

De acordo com Bortoli (2008), a carne ovina esta em crescimento no mercado e
0s consumidores passardo a exigir melhor qualidade e padronizagdo. Ainda de acordo
com este autor, no Estado do Parana a ovinocultura é promissora e apresenta-se como
alternativa de renda para propriedades rurais. A qualidade da carne ovina pode ser
definida pela cor da carne e gordura, sabor, maciez, quantidade de gordura intermuscular,
marmoreio, cobertura no musculo, além dos atributos sensoriais, aroma, aspecto sanitario
entres outros. Estes parametros podem ser influenciados por fatores como raca, idade,
sexo, nutricdo, peso de abate e sistemas de terminacao (pastejo, semiconfinamento ou
confinamento) ou podem ser influenciados também pelas condicGes de abate,
armazenamento na camara fria e métodos de conservacio (OSORIO; OSORIO;
SANUDO, 2009; OLIVEIRA et al., 2013; PANEA; RIPOLI; JOY, 2013; ALVES;
OSORIO; FERNANDES, 2014).

A producdo de leite de origem ovina no Brasil, € ainda pouco explorada. O leite
ovino € caracterizado por sua riqueza em sélidos, sendo amplamente utilizado na
fabricacédo de queijos (RAMOS; JUAREZ, 2011).

A ovinocultura é uma importante fonte de renda para pequenas e médias
propriedades rurais e, atualmente, estd passando por uma fase de consolidagdo e

crescimento. No entanto, em paises de clima tropical como o Brasil, a verminose



gastrintestinal continua sendo o principal problema sanitario enfrentado pela atividade
(CHAGAS; VERISSIMO, 2008; SCZESNY-MORAES et al., 2010).

2.2 VERMINOSE NA OVINOCULTURA

A verminose é um dos principais problemas que acometem a producédo de ovinos
e devido a sua alta frequéncia, essa enfermidade requer muita atencdo dos produtores
(COSTA; SIMOES; RIET-CORREA, 2009). Prejuizos causados por helmintos
gastrintestinais incluem menor ganho de peso, maior mortalidade, menor rendimento de
carcaca, menor producao de leite, ma qualidade da Ia e baixa fertilidade (VIEIRA, 2008).
Os animais infectados apresentam sinais clinicos como anemia, diarreia, fraqueza e
prostracdo (CAVALCANTI; ALMEIDA; DIAS, 2007), afetando a lucratividade do
produtor e o bem-estar animal.

Os ovinos podem ser parasitados por varios géneros de nematddeos, tais como
Strongyloides, Bunostomum, Trichostrongylus, Ostertagia, Cooperia, Chabertia,
Oesophagostomum, Trichuris, Nematodirus e Haemonchus (FORTES, 2004). O Brasil
apresenta clima tropical e com isso, a maior frequéncia corresponde aos géneros
Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus, e destes, o Haemonchus é o mais
prevalente (BASSETO et al., 2009), ja que suas larvas apresentam um Otimo
desenvolvimento em temperaturas relativamente altas (URQUHART, 1996). Além disso,
destaca-se a alta fecundidade das fémeas, produzindo de 1.000 a 5.000 ovos por dia
(UENO; GONGCALVES, 1998). Na regido Sul o parasitismo por Nematodirus spathiger,
Ostertagia ostertagi e Teladorsagia circumcincta, € registrado com frequéncia (RAMOS
etal., 2004).

O ciclo biolégico da maioria desses nematddeos gastrintestinais € de forma direta,
com fase de vida livre, que ocorre no ambiente, e fase de vida parasitaria que se
desenvolve no animal. A fase de vida livre inicia-se com a eliminagéo de ovos nas fezes.
Na pastagem, 0os ovos tornam-se embrionados, a larva de primeiro estadio (L1) eclode,
sofre muda para L> e evolui para Lz (forma infectante), que possui cuticula dupla. O
periodo desde a eliminagdo do ovo até L3 varia entre cinco a dez dias, dependendo das
condi¢des ambientais, principalmente umidade e temperatura. A Lz migra do bolo fecal
para a pastagem, onde é ingerida pelos animais juntamente com a forragem, iniciando-se
a fase parasitaria. As larvas chegam ao abomaso ou ao intestino onde evoluem para (L4).

Em seguida, atingem o estagio adulto na luz do 6rgdo parasitado e, apds a copula, as



fémeas iniciam a ovipostura. O periodo pré-patente, em geral, varia de 14 a 28 dias
(TAYLOR; COOP; WALL, 2007).

No periodo seco, o numero de helmintos adultos presentes no trato digestorio dos
animais € maior que no periodo chuvoso, indicando relacdo inversa entre 0 nimero de
larvas infectantes nas pastagens e o numero de helmintos adultos nos ovinos (PEREIRA
et al., 2008). Para permanecer nas pastagens, as L3 devem realizar um trajeto que requer
a presenca de continuo filme de &gua, usualmente, resultante da chuva ou do orvalho
(BISSET, 1994).

Em relacéo ao hospedeiro, animais jovens com menos de seis meses de idade séo
mais suscetiveis que adultos, porém em certas condi¢des, 0s adultos também podem
contrair infec¢des graves, principalmente em situacdes de estresses térmicos, prenhez,
lactacdo e subnutricdo, nas quais ocorre queda na imunidade podendo favorecer a
ocorréncia de infeccdes parasitarias elevadas (HASSUM; MENEZES, 2005). Os animais
mais vulneraveis ao parasitismo sdo aqueles que recebem alimentos de baixa qualidade
nutricional, especialmente de proteina bruta, desse modo ndo apresentam condi¢des de
desenvolver resposta imunologica capaz de prevenir a infeccdo (VIEIRA;
CAVALCANTE; XIMENES, 1997).

Geralmente, a producdo ovina é realizada em &reas pequenas, com pastoreio
continuo e alta carga animal. A exploracédo intensiva das areas de pastejo e a superlotacao
ocasiona uma alimentacdo menos seletiva, diminuindo as areas de rejei¢cdo proximo das
fezes e esse fator conduz o aumento de ingestdo de larvas infectantes presentes no pasto
(PEGORARO, 2008). A pastagem contaminada com as larvas infectantes é a forma de
infecgdo para os animais, pois se tem uma relacdo direta entre o nimero de larvas de
terceiro estagio (L3) encontrados na pastagem e a contagem de ovos por grama de fezes
(OPG). A procura por estratégias como 0 uso de terapias naturais e também pastejo
integrado a outras espécies, tém sido observadas com frequéncia (BATATINHA et al.,
2011).

2.3 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

O combate aos nematddeos gastrintestinais é baseado pelo uso repetitivos com
drogas anti-helminticas sintéticas (AMARANTE et al., 1997). De acordo com Sidan
(2013) sobre os gastos com anti-helminticos, dos 15 bilhGes de ddlares anuais em

produtos veterinarios vendidos no mundo, 27% sdo referentes aos antiparasitarios. No



Brasil, esse valor chega aos 42% do volume total de vendas dos produtos veterinarios
(MOLENTO et al., 2004).

A prética de tratamentos recorrentes nos animais favorece o aparecimento de
populacdes de parasitas resistentes (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). Segundo
Sangster e Gill (1999a), a resisténcia aos anti-helminticos é a reducédo da eficiéncia de
uma droga contra uma populacdo de helmintos, anteriormente suscetivel aquele
tratamento. Algumas praticas podem favorecer o aparecimento da resisténcia parasitaria,
dentre elas: utilizar produtos de acao prolongada com grande frequéncia, ou seja, acima
de trés vezes ao ano; alternar diferentes familias de medicamentos em intervalos
inferiores a um ano; tratar o rebanho em intervalos curtos, especialmente quando estes
sdo inferiores ao periodo pré-patente dos helmintos (CAVALCANTE et al., 2009;
COSTA,; SIMOES; RIET-CORREA, 2011).

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos no controle de helmintos
gastrintestinais de ovinos foi descrito na década de 1960, onde foram avaliados
tratamentos com tiabendazole (DRUDGE et al., 1964).

Cunha Filho e Yamamura (1999) relataram pela primeira vez na regido norte do
Parana, um alto nimero de resisténcia parasitaria aos anti-helminticos ivermectina e
albendazole, relatando também maior ocorréncia do género Haemonchus.

Echevarria et al. (1996) em estudos com cordeiros que recebiam menos que trés
tratamentos ao ano, observaram 6,7% de resisténcia; com quatro a seis tratamentos,
observaram 44,9%, e com mais de sete tratamentos, observaram 48,3% de resisténcia.

Estudo realizado no Rio Grande do Sul por Cezar et al. (2010) demonstraram que
nos testes da eficiéncia dos anti-helminticos ndo ocorreu a reducéo na contagem de OPG,
concluindo a presenca da resisténcia aos principios ativos: albendazole, ivermectina,
nitroxil, triclorfon, closantel, disofenol, levamisole, moxidectina, e associacdo de
ivermectina + levamisole + albendazole neste estado.

Holsback, Marquez e Meneghel (2013) relataram resisténcia ao closantel para o
género Oesophagostomum. Holsback et al. (2016) observaram resistentes ao tratamento
com doramectina e fenbendazol individualmente, e ao tratamento com combinagdes
envolvendo doramectina + fenbendazol, fenbendazol + nitroxinil e doramectina +
fenbendazol + nitroxinil, testados em helmintos de ovinos.

De forma geral, quanto mais se combate a verminose com drogas anti-helminticas,

mais facilmente é desenvolvido a resisténcia. O tratamento com drogas determina o



aparecimento de vermes resistentes e quando esses individuos conseguem se reproduzir,

acabam passando genes resistentes para a proxima geracdo (SANGSTER; GILL, 1999b).

2.4 PLANTAS MEDICINAIS NA PRODUCAO ANIMAL

A utilizacdo de recursos naturais como as plantas em praticas de cuidados com a
salde € tdo antiga quanto o préprio homem. Nesse contexto, surge a fitoterapia, um termo
empregado para descrever a pratica terapéutica que utiliza medicamentos confeccionados
a partir de principios ativos extraidos das plantas (RODRIGUES; AMARAL, 2012).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), fitoterapico € todo
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais.

Plantas medicinais podem ser definidas como plantas que proporcionam alivio ou
cura de doencas, seu uso esta relacionado ao conhecimento sobre coleta, preparo e uso
tradicional em determinadas populag¢fes. Quando uma planta medicinal é industrializada,
no processo de producdo de medicamentos, passa a ser considerada como um fitoterapico.
O processo de industrializacdo deve evitar contaminacdes e proporcionar padronizagdo
da quantidade de modo a garantir uso seguro do medicamento. O comércio dos
fitoterapicos esta submetido aos registros pela Anvisa/Ministério da Salde (BRASIL,
2010).

Segundo Corréa e Salgado (2011) sdo inUmeras as plantas que possuem tais
qualidades, estas ja estdo sendo introduzidas nas propriedades rurais e sdo ricas em
substancias bioativas, além de serem biodegradaveis e apresentarem baixa ou nenhuma
toxicidade em mamiferos. No Brasil, ha cerca de 350 mil espécies de plantas medicinais
descritas. Na pratica de tratamento com plantas medicinais, pode-se utilizar diversas
estruturas e Orgdos vegetais, bem como as diversas formas de preparo (REZENDE;
COCCO, 2002).

Oliveira et al. (2009) ressaltam que a procura sobre uso de plantas medicinais para
o tratamento dos animais vem aumentando. Isto ocorre devido & preocupagdo do
consumidor com a inocuidade dos alimentos e também a contaminagdo do meio ambiente.
Assim, quando se fala em producéo de alimentos, seja do ponto de vista da satde humana
ou ambiental, também se fala na reducdo do uso de quimioterdpicos, os quais podem
causar diversos efeitos colaterais e impactos ambientais.

O controle de helmintos ao longo do tempo sempre foi realizado por meio da

utilizacdo de farmacos quimicos. Entretanto, o uso indiscriminado dos antiparasitarios



teve como consequéncia a selecdo de populacdes de parasitos resistentes aos diversos
grupos quimicos utilizados no tratamento dos animais (COLES et al., 2006; JACKSON;
VARADY; BARTLEY, 2012; PARAUD et al., 2009; VIEIRA; CAVALCANTE, 1999).

O alto custo dos anti-helminticos e os residuos que esses vermifugos deixam no
ambiente e nos produtos de origem animal, levaram os produtores a procurarem por
alternativas, como as plantas medicinais. Portanto, se faz necessario descobrir e
desenvolver novos modelos de controle mais seletivos e menos agressivos ao homem e
ao ambiente, sendo assim, a utilizacdo de plantas medicinais pode representar importante
alternativa para amenizar esses problemas (OLIVEIRA et al., 2009).

A fitoterapia moderna € considerada um ramo da medicina que se orienta por base
de experimentacdo cientifica (RICHTER; LOSCHER, 2002). A validag&o cientifica dos
efeitos anti-helminticos e seus possiveis efeitos colaterais dos produtos vegetais em
ruminantes se faz necessaria antes de utilizar como um novo método para controle de
parasitas (GITHIORI; ATHANASIADOU; THAMSBORG, 2006).

2.4.1 BANANEIRA (Musa spp.)

A banana é um dos alimentos mais consumidos no mundo e no Brasil o cultivo é
bastante difundido, sendo produzidas em média sete milhdes de toneladas de bananas por
ano (LICHTEMBERG; LICHTEMBERG, 2011). A banana é considerada a segunda fruta
mais apreciada pela populacao, atras apenas da laranja, encontra-se cultivada em todos os
estados brasileiros. Ela esté incluida na refeicdo da populacdo de baixa renda, pelo custo
relativamente baixo e pelo seu valor nutricional. E consumida principalmente na sua
forma in natura (SILVA; RAMOS, 2009).

A bananeira € uma planta herbécea que requer alto teor de nutrientes e agua, seu
desenvolvimento é rapido atingindo grande porte em torno de sessenta dias. O bot&o floral
da bananeira ¢ popularmente conhecido como coracdo da bananeira, ou também de
umbigo da banana ou botdo floral da bananeira, encontra se logo abaixo da ragque
masculina apds o desenvolvimento do cacho de bananas (LICHTEMBERG;
LICHTEMBERG, 2011; SERRA, 2012). O botdo floral da bananeira é um residuo e a
falta de estudos sobre 0s compostos presentes em alimentos promove 0 Seu mau uso,
gerando desperdicio de toneladas de recursos alimentares. Com isso, a utilizagcdo de um

residuo depende principalmente de sua composicdo quimica (PEREIRA, 2015).



A bananeira pode ser uma alternativa para o controle anti-helmintico natural
(NEUWIRT et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2012), devido ao seu alto teor de taninos
(PEREIRA, 2015). De acordo com Niezen et al. (1995), a utilizacdo de plantas ricas em
taninos condensados pode ser indicada como alternativa no controle de verminose em
ovinos, reduzindo o uso de produtos quimicos, assim como 0s custos de producdo. A
utilizagdo de fontes de taninos condensados na dieta dos animais melhora a produtividade
do rebanho por diminuir a pressao de selecdo sobre os nematddeos gastrintestinais.

2.4.2 TANINOS CONDENSADOS

Os taninos fazem parte de grande grupo de compostos encontrados principalmente
em frutos verdes e plantas da familia Leguminosae, bem comuns no reino vegetal. Esses
compostos fendlicos sdo classificados conforme sua estrutura molecular em taninos
hidrolisaveis ou taninos condensados, sendo os condensados também conhecidos como
proantocianidinas. Os taninos condensados séo 0s taninos mais encontrados em plantas
forrageiras, arbustos e arvores (BARRY; McNABB, 1999).

Os taninos condensados podem agir sobre nematodeos gastrointestinais de forma
direta, ligando-se a cuticula externa, trato digestivo e reprodutivo dos helmintos,
causando inibicdo do desembainhamento e da migracéo larval (HOSTE et al., 2012).
Efeitos como inibicdo do desenvolvimento e motilidade de larvas e adultos, além da
reducdo da eclodibilidade dos ovos, foram observados in vitro (HOSTE et al., 2012). In
vivo, podem prejudicar a ovipostura de fémeas adultas no trato digestivo dos ruminantes,
0 que reduz a quantidade de OPG e consequentemente pode favorecer a diminui¢do da
contaminacdo na pastagem. Sendo assim, os taninos foram associados a reducdo do
namero de helmintos infectantes (SHALDERS et al., 2014).

Acdo anti-helmintica indireta dos taninos condensados foi associada ao melhor
aproveitamento do teor proteico da dieta (HOSTE et al., 2012). Os taninos sdo capazes
de ligarem-se as proteinas protegendo-as da degradacdo ruminal, favorecendo maior
disponibilidade proteica para absorcéo intestinal (HOSTE et al., 2012).

Hoste et al. (2006) descreveram alteragdes na superficie da cuticula de
T. colubriformis, constatando a presenca de rugas transversais ap6s o contato do parasito
com taninos condensados. De acordo com o0s autores, a capacidade dos taninos
condensados de se ligarem as proteinas pode explicar as lesGes observadas na cuticula

pela microscopia eletrdnica de varredura.
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Brunet, Foruquaux e Hoste (2011) compararam a estrutura de larvas de terceiro
estagio com bainha e sem bainha de H. contortus e T. colubriformis. Foram observadas
alteracbes na camada hipodérmica, degeneracdo das células musculares e intestinais e
também presenca de numerosas vesiculas no citoplasma, o que resultou na morte larval.
Alteracdes superficiais na camada hipodérmica e células musculares, foram mais
frequentes em larvas embainhadas. J& em larvas desembainhadas, foram mais frequentes
alteracbes nas camadas mais profundas como células intestinais. Essas diferencas
sugerem que as acdes dos taninos condensados nos diferentes tipos celulares dependem
da presenca ou ndo da bainha, uma vez que a larva Lz quando ingerida ocorre o
desembainhamento.

Yoshihara, Minho e Yamamura (2013), trabalhando com nematédeos adultos,
utilizaram testes in vitro e in vivo e constataram o efeito dos taninos condensados
utilizando microscopia eletronica de varredura. No teste in vitro foi observada a presenca
de rugas transversais na cuticula em toda a extensdo corporal e presenca de rupturas da
cuticula, com aparente extravasamento de material interno. No teste in vivo foram
observadas rupturas da cuticula, com aparentemente extravasamento de material interno,
alteracdes estas semelhantes as observadas in vitro. Além disso, na regido cefalica foram

observadas alteragdes estruturais com perda da integridade.

25 TESTES DE ECLODIBILIDADE DE OVOS E DE INIBICAO DA
MIGRACAO LARVAL

A validagdo de fitoterapicos como anti-helminticos é realizada a partir da
submissdo de extratos provindos das plantas hipoteticamente ativas a diversos testes
(HOSTE et al., 2012). Coles et al. (2006) revisaram diversos métodos que podem ser
utilizados para a identificacdo de resisténcia anti-helmintica, tais como: testes de eficacia
controlados e in vitro, de eclodibilidade de ovos (TEO), de redugdo na contagem de ovos
(OPG), de desenvolvimento larval e moleculares, inibi¢cdo da migracgéo larval (TIML).

Inicialmente, o TEO foi criado para deteccdo da resisténcia aos medicamentos.
Esse método consiste na incubacdo de ovos ndo desenvolvidos em concentragdes
crescentes do anti-helmintico a ser testado. Pode ser utilizado para avaliacdo do
embrionamento e eclosdo dos ovos de nematodeos (FORTES; MOLENTO, 2013). Esse
teste tem a finalidade de avaliar a capacidade dos extratos em impedir a liberagéo de

larvas dos ovos submetidos ao contato direto com o mesmo. O que se observa em
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avaliacbes que detectam compostos bioativos € a interrupcdo do processo de
desenvolvimento blastular do embrido do nematoda ou mesmo de vias enziméticas ou de
enzimas associadas a eclosdo (NERY; DUARTE; MARTINS, 2009).

Alguns fatores que podem influenciar os resultados obtidos com o TEO, incluem:
grau de limpeza dos ovos (presenca de detritos); método de dissolugdo do extrato (por
exemplo DMSO e agua); diferentes fontes de &gua utilizada (destilada, deionizada ou
agua da torneira) (COLES et al., 2006).

O TIML avalia a resisténcia a anti-helminticos que possuem como sitio de atuagédo
a musculatura somatica das larvas dos nematddeos, tanto pela atuacdo nas vias
estimuladoras ou inibitorias. E estudado a avaliacio da capacidade migratoria de larvas
Ls apds um periodo de incubacdo com a solugdo tratamento (D’ASSONVILE;
JANOVSKY; VERSTER, 1996). O TIML é um teste facil, simples e capaz de ser
realizado na maioria dos laboratérios. Além disso, o teste requer larvas de terceiro estagio
que podem ser facilmente obtidas a partir de cultura de larvas (DEMELER; KUTTLER;
SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2010).

Diversas técnicas semelhantes a migracdo larval foram publicadas, sendo
adaptadas para o uso de diferentes drogas e espécies de nematddeos de ovinos
(WAGLAND etal., 1992; DOUCH; MORUM, 1994; MOLENTO; PRICHARD, 2001).
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3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetivou avaliar a acdo anti-helmintica do extrato
hidroalcodlico do botdo floral da bananeira (EHB) em ovos e larvas de helmintos

gastrintestinais de ovinos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito ovicida in vitro do extrato hidroalcodlico do botéo floral da
bananeira através do teste de eclodibilidade de ovos, sobre ovos de nematodeos
gastrintestinais de ovinos.

Avaliar o efeito larvicida in vitro do extrato hidroalcodlico do bot&o floral da
bananeira através do teste de inibicdo da migracdo larval, sobre larvas de nematddeos
gastrintestinais de ovinos.

Avaliar a atividade antioxidante, teor de polifendis totais, flavonoides e taninos
condensados do extrato hidroalcodlico do botdo floral da bananeira atraveés do

espectrofotdmetro ultravioleta visivel (UV-Vis).
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4. ARTIGO: ACAO in vitro DO EXTRATO DO BOTAO FLORAL DA
BANANEIRA (Musa spp.) SOBRE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE
OVINOS

4.1. RESUMO E ABSTRACT
4.1.1. Resumo

Uma alternativa para o controle de verminose na ovinocultura é a utilizacdo de plantas
bioativas. Diversos estudos tém relacionado plantas taniniferas com propriedades anti-
helminticas, com destaque para a bananeira (Musa spp.). Foram avaliadas a acao anti-
helmintica do extrato hidroalcodlico do botéo floral da bananeira (EHB) a 10% em ovos
e larvas de nemat6deos gastrintestinais de ovinos, assim como sua atividade antioxidante.
Foram utilizadas fezes de ovinos naturalmente infectados, selecionados com contagem
minima de 2.000 ovos por grama de fezes (OPG), e realizados testes de eclodibilidade de
ovos (TEO) e teste da inibicdo da migracdo larval (TIML). Determinou-se teores de
polifendis totais, taninos condensados, flavonoides, e atividade antioxidante do extrato.
Foram testadas cinco concentrages do EHB (20; 40; 80; 160 e 320 mg mL™?), controle
negativo com agua destilada e controle positivo com sulfoxido de albendazol, em
quadruplicada. Em relacdo ao TEO, o EHB inibiu 82,57% na concentracdo de 160 mg
mL, atingindo 100% na concentragdo de 320 mg mL™. Em relagdo ao TIML, o EHB
inibiu 90,30% na concentracdo 80 mg mL™, 94,80% na concentragdo de 160 mg mL™,
atingindo 100% na concentracéo de 320 mg mL™. O EHB (10 mg mL1) apresentou 0,38
mg EAG g de polifendis totais, 372,70 mg EAT g de taninos, 0,42 mg RE g de
flavonoides, e atividade antioxidante de 43,03% com ICso correspondendo a 0,2765 mg
mL. Dessa forma, foi possivel verificar atividade anti-helmintica e antioxidante do EHB,
demonstrando o seu potencial no controle de verminose em ovinos.

Palavras-chave: agroecologia, banana, verminose, ovinocultura, taninos

4.1.2. Abstract

An alternative for the control of verminosis in sheep is the use of boiactive plants. Several
studies have related tannins plants with anthelmintic properties, especially banana (Musa
spp.). The anthelmintic action of the hydroalcoholic extract of the 10% banana leaf bud
(HEB) was evaluated in eggs and larvae of sheep’s gastrointestinal nematodes, as well as
their antioxidant activity. Samples of naturally infected sheep were used with a minimum
egg count of 2,000 eggs per gram of feces (EPG), and egg hatchability tests (EHT) and
larval migration inhibition test (LMIT) were performed. Total polyphenols, condensed
tannins, flavonoids, and antioxidant activity of the extract were determined. There were
five concentrations of EHB (20; 40; 80; 160; and 320 mg mL™), negative control with
distilled water and positive control with albendazole sulfoxide were tested in
quadruplicate. In relation to EHT, HEB inhibited 82.57% in the concentration of 160 mg
mL?, reaching 100% in the concentration of 320 mg mL™. In relation to LMIT, HEB
inhibited 90.30% in the concentration 80 mg mL™, 94.80% in the concentration of 160
mg mL, reaching 100% in the concentration of 320 mg mL™. The HEB (10 mg mL™?)
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presented 0.38 mg EAG g of total polyphenols, 372.70 mg EAT g* of tannins, 0.42 mg
RE g of flavonoids, and antioxidant activity of 43, 03% with IC 50 corresponding to
0.2765 mg mL*. Thus, it was possible to verify the anthelmintic and antioxidant activity
of the HEB, demonstrating its potential in the control of verminosis in sheep.

Key-words: agroecology, banana, verminose, sheep, tannins

4.2 INTRODUCAO

O principal entrave da ovinocultura mundial, especificamente em regides
tropicais, é a presenga de nematddeos gastrintestinais. Estima-se que cerca de 60% das
perdas de producdo séo decorrentes da acdo de parasitos (Costa et al., 2011).

A verminose provoca queda na produgao dos animais infectados, incluindo menor
ganho de peso, menor rendimento de carcaga, menor producdo de leite, mé qualidade da
14, baixa fertilidade e maior mortalidade (Pinheiro et al., 2000; Vieira, 2008). Segundo
Amarante et al. (1997), o combate aos nematddeos gastrintestinais é baseado em
tratamentos repetitivos com drogas anti-helminticas e esse processo favorece o
desenvolvimento de populacdes resistentes a essas drogas, aumentando os gastos com
medicamentos.

Uma alternativa para o controle de verminose e redugdo da resisténcia
medicamentosa € a utilizacdo de plantas medicinais. O uso terapéutico das plantas tem
despertado grande interesse da populacdo, da comunidade cientifica e dos servigos de
salde nos altimos anos (Souza et al., 2013).

Estudos realizados com o objetivo de controlar parasitos e reduzir os impactos da
resisténcia, tém relacionado diversas plantas taniniferas com propriedades anti-
helminticas, dastacando-se a bananeira (Musa spp.) (Neuwirt et al., 2015; Nogueira et al.,
2012). De acordo com Niezen et al. (1995) a utilizagdo de plantas ricas em taninos

condensados pode ser indicada como alternativa no controle de verminose em ovinos,
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reduzindo o uso de produtos sintéticos, bem como os custos de producdo. Dessa forma,
0 presente estudo objetivou avaliar a acdo anti-helmintica e atividade antioxidante do
extrato hidroalcodlico do botéo floral da bananeira (EHB) em nematddeos gastrintestinais
de ovinos.

4.3 MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento do material vegetal

O botdo floral da Musa paradisiaca foi coletado na Fazenda Escola da
Universidade Estadual do Norte do Parang, cidade de Bandeirantes, Parana, Brasil
(Latitude 23° 06’ 28.6” Sul e Longitude 50° 21° 31.9” Oeste). A selegao foi realizada pela
auséncia de alteracBes macroscépicas como coloragdo, presenca de insetos, aparéncia
seca, em seguida acondicionado em sacos de polietileno. Este material foi higienizado em
agua corrente, pesado, seco em estufa com ventilacao forcada de ar a 40 °C por 96 horas
e moido em moinho de facas. A planta estd registrada no Herbario da Universidade
Estadual de Maringa (UEM) sob o nimero HUEM: 31695.

Para a confeccdo do extrato hidroalcoolico a 10%, foi utilizada metodologia
semelhante a realizada por Rutherford and Powrie (1993), Hajhashemi, Ghannadi and
Sharif (2003) and Boligon et al. (2009). Foi adicionado 30g do material vegetal, a 189
mL de &lcool etilico absoluto 99,5% e 81 mL de &gua destilada. A extragdo foi realizada
por agitacdo mecanica, com auxilio de agitador magnético, a temperatura ambiente por
24 horas, com subsequente filtracdo a vacuo, utilizando papel filtro (Whatman n° 3, 9.0
cm. Gramatura media (g/m?): 187). O material vegetal resultante deste processo foi
submetido a extracdo por mais duas vezes, acrescentando-se a solugéo hidroalcoolica nas
mesmas propor¢des acima descrita.

O extrato obtido foi concentrado em rotaevaporador (modelo: TE-211, Tecnal,

Brasil) a temperatura de 60 °C e pressdo de —400 a -500 mmHg durante 60 minutos e
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posteriormente liofilizado (modelo: LJJO06, Cientifica, Brasil) 8 -50 °C e pressao de —150
mmHg.
Obtencéo de ovos e larvas de nematodeos

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa

no uso de Animais da Universidade Estadual do Norte do Parana (CEUA-UENP), sob

protocolo 14/2016, de 22 de novembro de 2016, e estdo de acordo com 0s principios
éticos em experimentacdo animal vigentes na legislacao Brasileira.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de ovinos das racas White
Dorper, 3/4 White Dorper e 7/8 White Dorper, com idade entre 2 a 5 anos, feméas,
naturalmente infectadas e ausentes de tratamento anti-helminticos por pelo menos 60 dias.
Esses animais foram provenientes do rebanho da Fazenda Escola da Universidade
Estadual do Norte do Parana.

Realizou-se contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG) conforme
Gordon and Whitlock (1939), para selecdo das amostras a serem utilizadas nos testes in
vitro. Foram selecionados cinco animais que apresentaram valores iguais ou superiores a
2.000 OPG. As larvas foram obtidas por meio de cultura de larvas confome Roberts and
O'Sullivan, (1950), a partir de pull de fezes dos 5 animais. Os géneros identificados
conforme Keith (1953), foram identificadas larvas de Haemonchus spp. (78%),
Trichostrongylus spp. (10%) e Cooperia spp. (7%) e Strongyloides spp. (5%).

Para isolamento de ovos para o teste de eclodibilidade foi utilizada a metodologia
descrita por Coles et al. (1992) adaptada por Bizimenyera et al. (2006). As amostras fecais
foram homogeneizadas em 250 ml de agua morna de torneira (40°C) e filtradas em
tamises de diferentes aberturas (250; 150; 75 e 25 um), em ordem decrescente,
permanecendo os ovos retidos ao final na tamis de 25 um. ApoOs lavagem com agua

morna, o material obtido foi transferido para um tubo conico de centrifuga, completado
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com &gua destilada e centrifugado a 3000 giros durante 5 minutos. Apds, foi descartado
0 sobrenadante e os tubos foram preenchidos com solugdo saturada de cloreto de sddio
(NaCl) com densidade de 1,20 g/mL, para suspensédo dos ovos, novamente centrifugado
a 3000 giros durante 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado no tamis de 25 pm e para a
retirada dos residuos de NaCl, o sobrenadante foi novamente lavado e filtrado em agua
morna, em seguida armazenado em refrigeracdo a 6 °C por 24 horas.

Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

O teste de eclodibilidade de ovos foi realizado segundo metodologia descrita por
Von Samson-Himmelstjerna, Coles and Jackson (2009). Utilizando placa para cultura de
células, contendo 24 pocos, foram alocados em média de 110 a 120 ovos em cada poco,
e submetidos a0 EHB nas concentragdes de 20, 40, 80, 160, 320 mg mL™. A 4gua
destilada foi utilizada como controle negativo (CN) e sulféxido de albendazol (200 pg
mL-1) como controle positivo (CP), avaliados em quadruplicada.

Para avaliagdo de cada tratamento, foi acrescentado nas placas de cultura 100 pL
da suspensdo agua e ovos, € 400 puL dos respectivos tratamentos. As placas foram
mantidas em incubadora de demanda biol6gica de oxigénio (B.O.D.) (modelo: TE-371,
Tecnal, Brasil) a 27 °C, por 48 horas. Apés esse periodo, 0s ovos e larvas eclodidas de
primeiro estagio (L1) foram quantificadas.

Os resultados foram avaliados de acordo com o percentual de redugdo larval
(%LR) usando a férmula: Eficacia(%) = [Mo / (ML+MO) x100, onde MO representa a
contagem de ovos no tratamento e ML contagem de larvas no tratamento. Foi empregada
uma regressao ndo linear para determinar as concentracfes do extrato suficiente para

inibir 50% (CLso) e 90% (CLgo) de incubacéo de ovos.
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Teste de inibicdo da migracéo larval (TIML)

O teste de inibicdo da migracéo larval foi realizado segundo metodologia descrita por
Rabel, Mcgregor and Douch (1994). Foram utilizadas larvas de terceiro estagio (Ls) recém
obtidas das culturas de larvas de ovinos da Fazenda Escola da Universidade Estadual do
Norte do Parana, que ndo recebiam tratamento antiparasitario ha no minimo 60 dias.

Para o desembainhamento das larvas foi realizado segundo metodologia descrita
por BAHUAUD et al. (2006). As larvas foram mantidas em tubo conico de centrifuga
com 50 pL mL* de hipoclorito de sodio a 12 %, homogeneizando lentamente por 5
minutos. Para a retirada dos residuos de hipoclorito, foi preenchido o tubo cénico de
centrifuga com agua destilada e centrifugado a 3.000 giros por 3 minutos, foi retirado o
sobrenadante e acrescentado agua destilada novamente. Esse processo foi realizado por
mais trés vezes e as larvas foram quantificadas para que houvesse aproximadamente 200
larvas em 50 pL de solugdo de larvas.

A quantificacdo foi realizada analisando 20 amostras de 10 puL contendo solucao
de larvas, depois foram acondicionadas em placas de cultura de 24 pogos. Em seguida,
adicionou-se 950 pL dos respectivos tratamentos: EHB 20, 40, 80, 160 e 320 mg mL™,
CN com &gua destilada e CP com 100 pg mL-* de suféxido de albendazol, avaliados em
quadruplicada.

Apobs o acondicionamento em incubadora de demanda bioguimica de oxigénio
(B.O.D.) durante 16 horas a 27 °C, os respectivos tratamentos foram colocados sobre
malha de abertura de 25 um para avaliagcdo da migracéo das larvas. Apds nova incubacdo,
nas condicdes descritas anteriormente, porem por 24 horas, procedeu-se contagem das
larvas por microscopia optica com aumento de 100 vezes. A porcentagem de migracao

foi calculada por meio da formula migracéo(%) = [NM / (NM + NR)] x100, onde NM é
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0 numero de larvas L3 migradas através da malha e NR é o numero de larvas L3 retidas
na malha.

Para analises estatisticas, os dados para se obter a curva dose-resposta foram
ajustados ao modelo de regressdo néo linear proposto por Streibig (1988). Para o Teste

de Eclodibilidade de Ovos e Teste da Inibigdo da Migracéo Larval:

Em que:
y = porcentagem de inibic¢éo da eclodibilidade de ovos e inibicdo da migracgéo larval,
X = concentracdo do EHB, e;
a, b e c = pardmetros estimados da equagéo, de tal forma que:
a = amplitude existente entre o ponto maximo e o ponto minimo da variavel,
b = dose que proporciona 50% de resposta da variavel;
¢ = declividade da curva ao redor de b.

De acordo com a formula proposta por Streibig (1988), valores de b correspondem
a concentracdo necessaria para inibir 50% da eclodibilidade de ovos e inibicdo da
migracdo larval. Desta maneira, valores muito baixos b demonstram tendéncia a
susceptibilidade dos ovos e larvas avaliados ao extrato testado, e quanto maior o valor de
b, menor a susceptibilidade dos ovos e larvas ao extrato.
Andlises do extrato

Os teores de taninos condensados, polifendis totais, flavonoides e atividade
antioxidante foram determinados por espectrofotdmetro ultravioleta visivel (UV-Vis)
(modelo: UV-M51, BEL Engineering, Italia). As analises foram realizadas em triplicada
nas concentragdes de 2.5, 4, 5.5, 7, 8.5 e 10 mg.mL*. O teor de taninos condensados foi
expresso em mg de equivalente em &cido tanico por grama do extrato (mg EAT g?)

(Fagbemi, Oshodi and Ipinmoroti, 2005).
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Para determinacdo de polifendis totais, utilizou-se 0 método de Folin-Ciocalteu,
utilizando acido galico como padrdo de comparacdo (Stagos et al., 2012). Os resultados
foram expressos em mg de equivalente em acido galico por grama de extrato seco (mg
EAG g?). O acido galico possui estrutura simples e é precursor de Varios compostos
fendlicos, sendo assim considerado substancia de escolha como padréo.

A determinacdo dos teores de flavonoides totais foi baseada na complexagéo dos
flavonoides com o cloreto de aluminio (Zhishen; Mengcheng, 1999), e os resultados
foram expressos em mg de rutina por grama de extrato seco (mg RE g?).

A atividade antioxidante foi determinada pelo método da inibi¢do da oxidagdo do
radical DPPH (1,1-difenil1-2 picrilhidrazil) (Blois, 1958), sendo determinada
adicionalmente, a capacidade do extrato para inibir a oxidacdo do radical DPPH em 50%
(ICs0).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de inibicdo da eclodibilidade de ovos o EHB inibiu 82,57% na
concentragéo de 160 mg mL™, atingindo 100% na concentragdo de 320 mg mL™ (gréfico
1), igualando aos 100% apresentados pelo controle positivo (tabela 1). O controle

negativo apresentou 96,60% de eclodibilidade dos ovos.
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Tabela 1: Valores referentes a media da % de inibicéo da eclodibilidaede ovos e desvio
padrdo, para as diferentes concentragdes em mg mL™ do extrato hidroalcodlico do botdo

floral da bananeira a 10% (EHB).

Concentragéo do extrato Média da % Desvio Padréo
(mg mL?) de inibicdo
CN* 3,4 0,94
Cp* 100 0
20 17,91 12,02
40 7,825 2,87
80 12,37 2,54
160 82,57 8,12
320 100 0

*CN: controle negativo; *CP: controle positivo
Gréfico 1. Inibicdo da eclodibilidade de ovos proporcionado pelo extrato hidroalco6lico

do botdo floral da bananeira.
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log-logistico, ajustados para o controle de inibic&o da eclodibilidade de ovos. R% 0,95
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Resultados semelhantes foram descritos por Neuwirt et al., (2015), que, utilizando
extrato hidroalcoolico de folhas frescas de Musa spp., verificaram inibicdo da
eclodibilidade de ovos de nematédeos de ovinos em 98,55% na dosagem de
160 mg mL' e 100% na concentragdo de 180 mg mL™.

Ainda avaliando o potencial anti-helmintico de Musa spp., Nogueira et al. (2012)
observaram eficécia de 100% na inibicdo da eclodibilidade de ovos de Haemonchus
contortus, utilizando extrato aquoso da folha, pseudocaule e botéo floral da bananeira na
concentragdo de 10 mg mL™, entretanto, obtiveram inibicdes acima de 95% nas
concentragdes 2,5 mg mL™; 50 mg mL? e 10,0 mg mL™. Segundo esses autores, 0s
metabolitos da banana inibem a embriogénese desses nematddeos e, portanto, reduzem
as taxas de eclodibilidade. Os valores das concentragfes foram mais baixos do que as
encontradas nesse estudo. Essa diferenca pode estar relacionada com o local de producgéo
da bananeira como topografia, clima, altitude, época do ano, diferencas entre espécies,
composicdo bromatoldgica do botdo floral, composicdo do extrato e método de extrato
(Morais, 2009; Gobbo-Neto and Lopes, 2007).

As concentragdes de 20, 40 e 80 mg mL™ ndo tiveram diferenca significativa e
suas CL (concentracdo letal) nao apresentaram 50% de inibicdo, o que nédo é relevante
para o presente estudo. As Clsp e Clg do EHB foram 117 e 182 mg mL7,
respectivamente.

No teste de inibi¢do da migracdo larval o EHB inibiu 90,30% na concentragéo 80
mg mL™, 94,80% na concentracio de 160 mg mL™, atingindo 100% na concentragio de
320 mg mL* (gréfico 2). O CN apresentou 94,8% de migracéo larval e o CP atingiu 91%

da inibicdo (tabela 2).
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Os resultados corroboraram com outros pesquisadores que também registraram
acdo inibitoria de plantas taniniferas sobre migracao de larvas de nematddeos de ovinos
(Bizimenyera et al., 2006; Maciel et al., 2006; Yoshihara et al., 2014).

Tabela 2: Valores referentes a média da % de inibicdo da migracdo larval e desvio
padrdo, para as diferentes concentragdes em mg mL™ do extrato hidroalcodlico do botdo

floral da bananeira a 10% (EHB).

Concentracdo do extrato Média da % Desvio padréo
(mg mL?) de inibicdo
CN* 5,2 0,98
Cp* 91 1,85
20 37,95 2,47
40 45,19 2,26
80 90,3 1,22
160 94,8 1,15
320 100 0

*CN: controle negativo; *CP: controle positivo

Grafico 2. Numero de larvas migradas e larvas retidas nas concetracbes do extrato
hidroalcodlico do botéo floral da bananeira.
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*Estimativas dos parametros a, b e ¢ e do coeficiente de determinacdo (R2) do modelo
log-logistico, ajustados para o nimero de larvas migradas e retidas, R? 0,96 e 0,93,
respectivamente.

As concentracdes de 20 e 40 mg mL* ndo tiveram diferenca significativa e suas
CL (concentracgdo letal) nao apresentaram 50% de inibi¢&o, 0 que ndo € relevante para o
presente estudo. As CLso € CLgo do EHB foram 45 e 79 mg mL™, respectivamente.

Neuwirt et al. (2015) utilizando extrato hidroalcoolico de folhas frescas de
Musa spp. constataram valores de 100% de inibic&o nas concentraces de 800 mg mL2 e
1.000 mg mL™, doses muito superiores as usadas nesse estudo. Deve-se levar em
consideracdo que os extratos foram produzidos a partir de partes diferentes da planta.

Nery et al. (2012) utilizando extrato aquoso de frutos imaturos de Musa indica
var. constataram eficacia superior a 90% na inibicdo do desenvolvimento larval de
nematodeos de ovinos.

Resultados opostos ao encontrados neste estudo foram observados por
Marie-Magdeleine et al. (2014), testando trés diferentes extratos (agua, alcool metilico e
diclorometano), produzidos a partir das folhas e o caule de M. paradisiaca, relataram alta
taxa de migracédo, no qual ndo diferiram do controle negativo.

Yoshihara et al. (2014) utilizaram 100 mg.mL™ de extrato comercial de Acacia
mearnsii e verificaram 97,1% de inibicdo da migracdo larval, valores semelhantes aos
encontrados nesse estudo quando comparados a porcentagem de inibi¢cdo da migragéo
larval. Yoshihara, Minho and Yamamura (2013), trabalhando com adultos de
Haemonchus sp. constataram o efeito dos taninos condensados utilizando microscopia
eletrbnica de varredura. Foi observada a presenca de rugas transversais na cuticula em
toda a extensdo corporal e presenca de rupturas da cuticula, com aparente extravasamento

de material interno.
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Importante ressaltar que diferente do controle positivo, o EHB pode ser utilizado
em producdo orgénica, agroecoldgicos e biodindmicos de produgdo, cujo uso de
parasiticidas sintéticos ndo é permitido.

Em relacdo as andlises do extrato, 0 EHB apresentou maiores teores de polifendis
totais na dosagem de 10 mg mL™, que correspondeu a 0,38 mg equivalente de acido galico

por grama de extrato (tabela 3).

Tabela 3: VValores médios referentes a polifendis totais, taninos condensados, flavonoides
e atividade antioxidante para as diferentes concentragdes em mg mL? do extrato

hidroalcodlico do botdo floral da bananeira a 10% (EHB).

Concentracao Polifenois Taninos* Flavonoides* Atividade
do extrato totais* condensados antioxidante
(mg mL™)

2,5 0,11 54,25 0,04 10,13
4 0,15 116,04 0,07 16,20
55 0,20 195,08 0,13 22,35
7 0,27 272,94 0,22 28,73
8,5 0,30 332,70 0,34 35,05
10 0,38 372,70 0,42 43,03

*Valores expressos por mg de extrato seco.

Os teores de taninos condensados foram de 54,25 mg equivalente de &cido tanico
por grama de extrato a partir da dosagem de 2.5 mg mL?, atingindo 372,70 mg
equivalente de acido tanico por grama de extrato a partir da dosagem de 10 mg mL™. A
atividade do extrato pode estar relacionada aos teores de taninos condensados. De acordo
com Olivo et al. (2007), a atividade anti-helmintica das folhas de bananeira é
possivelmente devido aos taninos encontrados em seus cultivares. O tanino condensado
pode interagir com as proteinas na cuticula do nematddeo, evitando a degradacdo das

proteinas de maior valor bioldgico ndo sejam degradadas e utilizadas pela microbiota
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ruminal, sendo estes complexos dissociados no intestino delgado, local de absorcéo dos
aminoéacidos (Min and Hart, 2003; Waghorn, 2008).

Manolariki et al. (2010) utilizaram ovinos infectados com Haemonchus contortus
e Trichostrongylus colubriformis para testar acdo anti-helmintica dos taninos
condensados presentes em Ceratonia soliqua, Quercus coccifera e Pistacia lentiscus.
Esses autores observaram reducdo na eliminagdo de ovos devido principalmente a
diminuicdo da fecundidade das fémeas de ambas as espécies.

Son-de Fernex et al. (2012) avaliaram a atividade anti-helmintica de cinco plantas
contendo taninos condensados, demonstrando que houve efeito inibitério sobre a
motilidade e desembainhamento de larvas de Haemonchus contortus. Hoste et al. (2012)
avaliaram o efeito anti-helmintico de Onobrychis viciifolia e Lysiloma latisiliquum a
partir dos taninos condensados, observaram in vitro, efeitos como redugdo de
eclodibilidade, inibi¢do do desenvolvimento e motilidade de larvas e adultos.

Quanto aos teores de flavonoides, na concentragio de 10 mg mL™, observou-se
0,42 mg equivalente de rutina por grama de extrato. Flavonoides podem apresentar agéo
antimicrobiana, devido formacdo de complexos da parede bacteriana com proteinas
soliveis e também ao rompimento e destruicio das membranas microbianas
(Soldera, Zanella and Frasson, 2010). Este fato pode ser de grande importancia
considerando a possibilidade da ocorréncia de infec¢bes bacterianas secundérias devido
as parasitoses gastrintestinais. A atividade antioxidante dos flavonoides atua no controle
da producéo de radicais livres (Sousa et al., 2007).

A atividade antioxidante correspondeu a 43,03% na concentracdo de
10 mg mL™, com 1Cso correspondendo a 0,2765 mg mL™*. Sobre a atividade antioxidante
do EHB, observada na Tabela 1, foi possivel verificar 1Cso = 276,5 pg mL™. Esses

resultados foram 17 vezes superiores ao encontrado no &cido ascorbico (1C50 = 4,900 ug
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mL1) (llha et al., 2008), sendo esta uma vitamina reconhecida como potente antioxidante

utilizada como referéncia por varios autores (Kim et al., 2015; Coenraads et al., 2016).
Os antioxidantes encontrados nas plantas podem agir como agentes,

sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas, redutores e/ou como quelantes

de metais (Wang and Lin, 2000).

4.5 CONCLUSAO
O EHB apresenta atividade anti-helmintica in vitro, demonstrando potencial no
controle parasitoldgico de nematddeos gastrintestinais. O efeito anti-helmintico pode ser

devido a presenca dos taninos condensados presentes na Musa paradisiaca.
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