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O quando de Deus
Quando o sonho se desfaz, Deus reconstroi;
Quando se acabam as forgas, Deus renova;
Quando é inevitavel conter as lagrimas, Deus da alegria;
Quando nao ha mais amor, Deus o faz nascer;
Quando a maldigao € certa, Deus transforma em bengéo;
Quando parece ser o final, Deus da novo comeco;
Quando a aflicao quer persistir, Deus nos envolve com paz;
Quando a doenca assola, Deus é quem cura;
Quando o impossivel se levantar, Deus o torna possivel;
Quando faltam as palavras, Deus sabe o que queremos dizer
Quando tudo parece se fechar, Deus abre uma nova porta;
Quando vocé diz “n&o vou conseguir”’, Deus diz “ndo temas, pois estou
contigo”;
Quando o coracgao € machucado por alguém, Deus € quem derrama o balsamo
curador;
Quando n&o ha possibilidades, Deus faz o milagre;
Quando a noite parece nao ter fim, Deus faz amanhecer;
Quando caimos no profundo abismo, Deus estende sua mao e nos tira de 13;
Quando tudo é dor, Deus nos da a dire¢ao do céu;
Quando o calor da provacéao é grande, Deus nos da o refrigério;
Quando nao temos nada, Deus nos da tudo;
Quando alguém diz que ndo somos nada, Deus nos diz que somos mais que
vencedores;
Quando dificil se torna caminhar, Deus nos carrega no colo.

Autor desconhecido.
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RESUMO

Avaliou-se in vitro a atividade ovicida e larvicida do EHA de alecrim pimenta (Lippia sidoides
Cham) sobre o desenvolvimento de ovos e larvas de terceiro estagio L3 de nematdides
gastrintestinais de caprinos (familia Trichostrongylidae). A acéo ovicida foi realizada através de
andlise probabilistica de evolugdo do ovo em suas fases embrionaria, foi utilizado 50uL de
solugdo saturada de acglcar contendo aproximadamente 40 ovos imersos em diferentes
concentracdes do EHA (1mg/mL 2mg/mL, 5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL,
150mg/mL, 250mg/mL e 500mg/mL), sendo avaliadas no periodo de tempo de 1, 3, 6, 12, 24,
48 e 72 horas, agua destilada no controle negativo e febendazole 33mg/mL como controle
positivo, todos em ftriplicata. Os resultados demonstraram que a concentragdo de 500mg/ml
apresentou uma probabilidade de 2% de ocorrer evolugdo do ovo de nematdides
gastrintestinais de caprinos. Este resultado foi superior a todos os outros grupos testados, e
superior ao grupo controle positivo. A atividade larvicida foi avaliada através de testes de
eficiéncia do EHA sobre larvas de terceiro estagio L3 imersas em solugdo aquosa de 50uL e
sendo aplicada sobre elas o extrato de alecrim pimenta nas concentragdes de 1mg/mL,
2mg/mL, 5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, 150mg/mL, 250mg/mL e
500mg/mL e avaliadas ao periodo tempo de 24, 48 e 72 horas, foi utilizado agua destilada no
controle negativo e febendazole 33mg/ml como controle positivo, sendo repetidos mais duas
vezes. Apos o periodo de exposi¢do ao EHA as larvas vivas foram contadas e separadas entre
mortas. Os resultados revelaram que novamente a concentracdo de 500mg/ml apresentou
resultado realmente efetivo com acdo de 95,89%, essa atividade foi novamente superior a
todos os grupos testado, conseguindo superar em muito 0 grupo controle positivo que em
funcdo de atividade ovicida ja& pode estd demonstrando resisténcia anti-helmintica. O

cruzamento dos dados dos dois estudos in vitro sugere significante atividade ovicida e larvicida
do EHA de Lippia sidoide Cham sobre nematbideos gastrintestinais de caprinos (familia

Trichostrongylidae).

PALAVRAS - CHAVE: nematddeos, fitoterapia, extrato vegetal, anti-helmintico



1.1 ABSTRACT

In vitro was evaluated the activity ovicidal and larvicidal of the extract dry Hidroalcodlico of
alecrim pepper (Lippia sidoides Cham) on the development of eggs and larval of third
apprenticeship L3 of nematédeos gastrintestinais (family Trichostrongylidae) of goats. The
action ovicidal was accomplished through analysis probabilistic of evolution of the egg in its
embryonic phases, it was used 50uL of saturated solution of sugar contends 40 buoyant eggs
approximately in the extract with concentration of 1mg/ml, 2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 20mg,
50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml, 250mg/ml and 500mg/ml, being appraised in the period of time
of 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours, water distilled in the negative control and febendazole for
33mg/ml as positive control, all three times in a row. The results demonstrated that the
concentration of 500mg/ml presented a probability of 2% of happening evolution of the egg of
goat gastrointestinal nematodes. This result went superior to all the other tested groups, and
superior to the group it controls positive. The activity larvicidal was evaluated through tests of
efficiency of the extract Hidroalcodlico on buoyant larval of third stadium L3 in aqueous solution
of 50uL and being applied on them the extract of alecrim pepper in the concentrations of
1mg/ml, 2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 20mg, 50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml, 250mg/ml and
500mg/ml, evaluated to the period time of 24, 48 and 72 hours, water distilled in the negative
control and febendazole for 33mg/mL was used as positive control, being twice repeated. After
the exhibition period to the extract the larval were counted and separated among alive and dead
larval. The results revealed that again the concentration of 500mg/ml really presented result
effective with action of 95,89%, that activity went superior again to all the tested groups, getting
to overcome in a lot the group controls positive that in function of activity ovicidal already can it
is demonstrating resistance anthelminthic. The crossing of the data of the two studies in vitro
can reveal a possible activity anthelminthic of the EHA of Lippia sidoide Cham on

gastrointestinal nematodes (family Trichostrongylidae).

KEY WORDS: nematodes, fitoterapia, vegetable extract, anthelminthic



1. INTRODUCAO

Desde os primérdios da civilizagcdo humana, os povos da terra tém
recorrido aos recursos que mantém e preservam suas tradicdes e
manifestacbes culturais, conjugando-as com as exigéncias do mundo
contemporaneo. Ao invés de destrui-los, conseguem potencializar os avangos
da técnica sem corromper as bases de sustentacdo da sociedade, ou seja, nao
recusam a mudanca, e sim a administram para fortalecer e reiterar seus lacos

sociais.

Nas sociedades onde, o conhecimento popular do potencial
terapéutico da flora local, é aliado ao conhecimento cientifico, sua validacao é
produzida e, ocorre o reconhecimento de sua eficacia, vindo propiciar com isso,
sua incorporagdo ao sistema oficial de tratamento. Essa incorporagédo vem a
facilitar a vida das comunidades de baixa renda, tendo em vista o elevado

custo dos medicamentos da industria farmacéutica moderna.

As informagbes etnomedicinais remanescentes tém subsistido de pai
para filho, de geracao a geracéao, através da transmissao oral e na maioria das
vezes, podem ser obtidas nas feiras livres, através de “raizeiros” e vendedores
de plantas medicinais. Tratando-se de uma expressao do folclore popular, a
pratica da etnomedicina possui um carater magico, ritualistico, ao qual muitas
vezes se associam a fatores religiosos, originando condicées que sao julgados
pela crenga popular imprescindiveis a obtencdo dos efeitos curativos

desejados.



O mundo de hoje participa de uma grande reforma na correcéo de vida.
Valores naturais e ecologicos retornam com grande forca na determinacao de
novos preceitos em todas as areas do conhecimento e da vida préatica. Na
medicina veterinaria produtos originarios de plantas medicinais ocupam

espacos cada vez maiores como alternativa de tratamento.

Segundo Baladrin et al (1985), muitas plantas acumulam substancias
organicas que podem ser extraidas em quantidade suficiente para serem
economicamente utilizadas para as mais variadas aplicagdes cientificas,

tecnoldgicas e comerciais.

A idéia primordial na indicacao do uso de remédios a base de plantas
na medicina veterindria ndo € substituir medicamentos registrados e ja
comercializados, mas sim aumentar a op¢ao terapéutica dos profissionais da
area ofertando medicamentos equivalentes, também registrados, talvez com
menor custo, com indicacdes terapéuticas complementares as medicacoes

existentes.

Varias plantas ja sdo conhecidas popularmente como medicinais, suas
folhas, raizes, frutos, sementes e caules sdo usados diariamente por uma
populacdo que vé nesta pratica uma alternativa para a cura de diversas
enfermidades. No Nordeste brasileiro esse habito encontra-se bastante
difundido e com raizes profundas na cultura local. Entre as muitas espécies
utilizadas popularmente algumas delas tem se destacado no cendrio local pela

sua variedade de funcgdes, entre elas a Lippia sidoides Cham.



Lippia sidoides Cham é conhecida popularmente como alecrim, alecrim
pimenta e estrepa cavalo, pertence a familia Verbanaceae, sendo encontrada
na vegetacdo do semi-arido nordestino principalmente entre Mossor6o- RN e
Tabuleiro do Ceara. Bastante usada na fitoterapia local pelos elevados teores
de timol e carvacrol, onde o timol € um potente anti-séptico do grupo do fenol,
possuindo uma forte atividade contra bactérias e fungos (MATOS e OLIVIERA,

1998).

A caprinovinocultura é uma atividade largamente explorada nos
paises tropicais visando a producao sustentada de carne, leite e peles. No
Nordeste brasileiro essa atividade esta relacionada diretamente com a
sobrevivéncia da populacao sertaneja, e o interesse pelo uso de tecnologias
com objetivo de aumentar a producdo ja é significativo. Entretanto as
endoparasitoses gastrintestinais se constituem no principal fator limitante para

a producéao de caprinos e ovinos em todo o mundo.

O parasitismo por nematoides gastrintestinais provoca elevadas perdas
econbmicas em pequenos ruminantes do Nordeste brasileiro (PINHEIRO et al.,
2000). Dentre os nematdides, Haemonchus contortus € responsavel por
diminuicio da produtividade e elevada mortalidade dos animais,
particularmente dos jovens (AROSEMENA et al., 1998). O controle destes
parasitos é usualmente realizado com anti-helmintico, visando reduzir os niveis
de infeccdo dos animais e promover a descontaminagdo das pastagens
(CAHARLES, 1989). Porém o rapido aparecimento de nematéides resistentes
ao anti-helminticos associado ao alto custo do tratamento, seus residuos em

alimentos e a poluicdo ambiental causada por sua utilizagcdo incentivaram a



pesquisa de alternativas, como os fitoterapicos (JACKSON et al., 1993;

WALLER et al., HERD, 1996 ).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acao do extrato hidroalcodlico seco de Lippia sidoides Chan
sobre o desenvolvimento de ovos e larvas de nematddeos gastrintesnais

(familia Trichostrongylidae) de Caprinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar a atividade ovicida in vitro do EHA de Lippia sidoides Cham sobre
o desenvolvimento de ovos de nematddeos gastrintestinais (familia

Trichostrongylidae) de Caprinos

2.2.2 Avaliar a atividade larvicida do EHA de Lippia sidoides Cham sobre o
desenvolvimento de larvas (L3) infectante de nematédeos gastrintestinais

(familia Trichostrongylidae) de Caprinos



3. PROPOSTA DE TRABALHO

A "sabedoria popular" muitas vezes tem indicado que determinadas
plantas podem ser utilizadas na fitoterapia. Muitas pesquisas tém atestado a
acao destas plantas, mas ao mesmo tempo podem demonstrar suas reacoes
téxicas no organismo hospedeiro. A relacdo entre efeito da planta, dosificacao
bem como sua toxicidade, deve ser muito bem investigada, para que os
conhecimentos adquiridos possam ser passados de maneira clara e eficiente
no momento da utilizacdo pratica do fitoterapico. A realizacdo dos testes
laboratoriais é essencial no inicio da investigacdo, no sentido de estimar a
possibilidade de uso de determinado fitoterapico. E muito comum uma relagéo
nao linear entre concentracdo e acao do extrato e acredita-se que isto ocorra
em funcao do processo de extracdo do principio ativo e produgdo do extrato.
Deve-se levar em consideracao também, o efeito sinérgico observado na
constituicdo de alguns extratos vegetais, onde o efeito sobre o agente alvo é
provocado por varios constituintes do extrato e a unido dos mesmos
potencializa seu efeito. A validacdo da eficacia se da através de uma série de

testes para se chegar ao ajuste final da férmula.

A Lippia sidoides chan mais conhecida popularmente como alecrim
pimenta foi escolhida para se testar uma possivel acao ovicida e larvicida in
vitro devido as varias referéncias de sua potencialidade terapéutica em
diversas enfermidades e agentes parasitarios. Se tratando de uma planta que
tem ampla distribuicdo na nossa regido, fazendo parte da flora local sertaneja.
Podendo ser no futuro uma alternativa eficaz no controle das parasitoses

gastrintestinais de caprinos.



Este trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foram
realizados os estudos sobre a acao ovicida do extrato hidroalcodlico seco da
Lippia sidoides chan sobre a evolu¢cdo embrionaria dos ovos de nematodides
gastrintestinais de caprinos, observando-se se a referida planta pode interferir
de alguma forma no desenvolvimento do ovo, retardando ou até inibindo a sua
eclosdo, tornando-o invidvel para o desenvolvimento das larvas. Na segunda
etapa foi estudada a agéo larvicida do extrato hidroalcodlico seco da Lippia
sidoides chan sobre as larvas L3 infectantes de nematdides gastrintestinais de
caprinos, observando-se a acao do extrato na motilidade das larvas, com total

inibicdo e consequente morte larval.



4 REVISAO DE LITERATURA

O uso de plantas para a pratica da medicina popular é bastante antigo
nao so6 no Brasil como no mundo, tendo até os dias atuais a sua importancia 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 estao sendo feitas em
todo o pais visando contribuir para um melhor aproveitamento dessa flora, em

virtude da sua enorme aplicabilidade (JUNIOR et al., 2005).

O interesse dos povos em relacdo ao meio ambiente, e em especial aos
vegetais, data de milhares de anos. Registros histéricos demonstram que na
antiguidade, o homem ja conhecia diversas propriedades das plantas, dentre
estas, destaca-se as suas propriedades medicinais. O conhecimento sobre o
valor terapéutico das espécies vegetais vem sendo transmitido, ao longo dos
tempos, de geracao a geracao, formando, juntamente como outras praticas, um
sistema médico, conhecido como tradicional (FERNANDES, 1982; SIMOES et

al. 1999).

Logo, sentiu-se necessidade de se estudar 0 uso e 0 conhecimento das
plantas pelos grupos humanos de diferentes culturas e, dessa forma, captar
informagdes que pudessem ser empregadas na procura de substancias
biologicamente ativas que fossem a partir dai utilizadas na producao de
medicamentos. Assim, surgiu a etnobotanica, representando a éarea da
pesquisa destinada a investigacdo das relacbes entre povos e plantas,
destacando-se dentre essas relagdes, o estudo das praticas medicinais,

envolvendo vegetais utilizados na medicina popular (DISTASI, 1996).



Planta medicinal é aquela que contém um ou mais principios ativos que
conferem atividade terapéutica (ASSIS, 2000). Extratos sdo preparacdes
concentradas obtidas de drogas vegetais ou plantas frescas por meio de um
solvente apropriado seguido de sua evaporacao total ou parcial e ajuste do
concentrado a padrdes previamente estabelecidos (OLIVEIRA e AKISUE,

1997).

Droga vegetal é a planta ou suas partes que do processo de coleta,
preparo e conservacao (secagem, estabilizacdo), justifigue seu emprego na
preparacao de medicamentos, utilizando entdo o(s) principio(s) ativo(s). Ja a
fitoterapia € o0 método de tratamento de enfermidades que emprega vegetais

frescos, drogas vegetais ou extratos vegetais (OLIVEIRA e AKISUE, 1997).

Segundo Vasconcelos (2002), a etapa inicial dos testes clinicos com
animais envolve a determinacao da toxicidade aguda, sub-crbnica e crénica no
hospedeiro, realizadas em animais de laboratério como ratos e camundongos.
Além destes testes, deve-se também investigar a toxicidade do
desenvolvimento (reproducao e teratologia), efeitos neurotoxicos e efeitos

carcinogénicos e/ou mutagénicos.

Varias sdo as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos
de origem natural. De uma maneira geral, inicia-se com extratos brutos de
plantas, preparados com diversos solventes (hexano, diclorometano, acetato
de etila, metanol e agua). Em seguida os extratos ativos sdo fracionados
através de métodos cromatograficos existentes e as fracbes obtidas sao
retestadas, repetindo-se o processo até a obtencao do(s) principio(s) ativo(s).

Deve-se entdo escolher o bioensaio mais apropriado para determinar a



atividade, que depende dos habitos do parasito com o qual se deseja fazer o

ensaio (BEGNINE, 2001).

Ao longo dos tempos varios profissionais correlacionados com a area de
saude, tiveram o interesse em descobrir e comprovar propriedades
terapéuticas de plantas medicinais. Sao varios os medicamentos que foram
desenvolvidos de fontes naturais, especialmente, de plantas que incluem entre
outras a morfina, os curares, os digitalicos e diversos medicamentos no
tratamento do cancer (vimblastina, vincristina e taxol). Atualmente, os produtos
naturais sdo responsaveis por cerca de 40% dos farmacos disponiveis para o
tratamento de varias enfermidades, além do que ha um grande interesse das
industrias farmacéuticas pelo uso da biodiversidade como fonte de novos
farmacos (CALIXTO, 2002). Assim sendo, a Fitoterapia constitui uma forma de
terapia medicinal que vem crescendo nesses Ultimos anos, ao ponto que
atualmente o mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de 22 bilhdes de

dolares (PINTO, 2002).

A procura por produtos que possam ser eficientes, isentos de residuos
quimicos sintéticos, que nao poluam o meio ambiente, ndo afetem a qualidade
do produto final tem sido um grande nicho de mercado: a produg¢édo organica,
tanto de origem vegetal quanto animal. Atualmente, ha no Brasil 270 milhdes
de hectares destinados a producdo organica. As empresas certificadoras ja
cadastraram 7.000 produtores envolvidos na atividade, sendo 95% desta
producdo de base familiar (Jornal do Leite, 2003). Dessa forma a fitoterapia

pode contribuir para aumentar os lucros da criacdo, uma vez que reduz o uso



de anti-helminticos convencionais, além de estender a vida Gtil dos produtos

quimicos disponiveis (VIEIRA et al.,1999).

Hammond et al. (1997) relataram que uma vez identificada a planta com
a acao desejada, esta deve ser incluida em areas determinadas da pastagem
ou em bancos de plantas medicinais na propriedade ou regido. Os autores
citados acreditam que, com passar do tempo, possamos incluir a planta em um
programa de nutricdo. Podendo ser também possivel através da biotecnologia,
aumentar a producdo dos compostos anti-helminticos ou subsidiar o cultivo
comercial das espécies e possibilitando o maior desenvolvimento da industria

farmacéutica fitoterapica.

Extratos de plantas tém sido utilizados como inseticidas pelo homem
desde nossos ancestrais romanos. Uma pratica que continua até os dias atuais
com mais de duas mil plantas com propriedades pesticidas conhecidas. Os
paises desenvolvidos tém esta pratica mais desenvolvida, utilizando plantas
locais com baixo custo para os pequenos produtores em relacdo aos produtos
quimicos tradicionais. No entanto, somente poucas destas plantas tém sido
utilizadas comercialmente nos Estados Unidos como fonte de pesticidas. As
mais importantes economicamente foram as piretrinas (Chrysanthemum -
Asteracea), além da rotenona, rotendides (Derris, Lonchocarpus, Tephrosia,
Mundulea - Leguminosae) e a nicotina (Nicotiana - Solenaceae), que € um

alcaléide natural (Balandrin et al., 1985).



A caprinovinocultura no Nordeste brasileiro assume um papel relevante
na economia do pais por apresentar o maior rebanho e pelo aproveitamento
dos seus produtos e subprodutos. Atualmente o caprino vem demonstrado
interesse na politica econémica do pais, isto por ser considerado um animal de
grande rusticidade, os quais sobrevivem em areas secas e desprovidas de

agricultura estavel (Anuario Estatistico do Brasil, 1991).

O consumo de carnes e derivados no pais é altamente favoravel a
caprinovinocultura, se encontrando em pleno processo de expansao, pois as
estatisticas oficiais mostram um consumo de 700g habitante/ano, enquanto que
0 consumo nos paises do primeiro mundo varia de 20 a 28 kg/pessoa/ano

(SILVA SOBRINHO, 1997).

Segundo Couto (2001), o mercado da carne de ovinos e caprinos €
altamente comprador e a atividade vem crescendo a passos largos, em todas

as regioes do pais, destacando-se as regides nordeste, centro-oeste e norte.

Pernambuco tem aproximadamente 1,5 milhées de caprinos e cerca de
600 mil ovinos (PERNAMBUCO de AZ, 2004), o que representa uma area
importantissima para a economia do estado, principalmente para as regides do

agreste e sertao.

As parasitoses gastrintestinais e principalmente os helmintos encontram-
se distribuidos por todo o planeta, constituindo uma das principais causas de
prejuizos na exploracdo da caprinovinocultura. Os helmintos tém acgao
espoliadora, obstrutivas e de hematofagismo interferindo no desempenho de

rebanhos quando neles instalados. Tornando-se uma das principais causas de



prejuizos na exploracao da caprinovinocultura. Nos paises em desenvolvimento
0s parasitos gastrintestinais representam um dos fatores mais importantes na
diminuicdo da produtividade dos rebanhos (PRASLICKA, 1995; WALLER et al.,
1996). E segundo Amarante (2004), praticamente 100% dos ruminantes

domésticos sdo portadores de pelo menos uma espécie de endoparasito.

Entre os parasitas que infestam pequenos ruminantes, estdo os
chamados Trichostrongilideos, pertencentes a familia Trichostrongylidea, que
compreende o0s géneros Haemonchus, Trichostrongylus, QOstertagia,

Nematodirus e Cooperia (FORTES, 1997).

Arosemena et al (1998) relatam que dentre os nematéides, Haemonchus
contortus é responsavel por diminuicao da produtividade e elevada mortalidade

dos animais, particularmente dos jovens.

Com relevante importancia para as condi¢cdes brasileiras aparece a
espécie Trichostrogylus colubiformis (AMARANTE, 2004). Encontra-se
parasitando o intestino delgado e estando de forma presente em todas as
criagdes de ovinos. Sao vermes que causam lesdo na mucosa intestinal
provocando isolamento de proteinas séricas para o lumem intestinal. Dessa
maneira, em situacdes de infecgdes com alta carga parasitaria os animais
podem apresentar anorexia, diarréia e edema submandibular (REINECK,

1983).

Segundo Urquart (1998), o género Ostertagia distribui-se mundialmente,
destacando-se regides de clima temperado e subtropical com chuvas no

inverno. Sao parasitas do abomaso que levam as alteragdes importantes na



secrecdo das glandulas gastricas, causando anorexia e perda de proteinas

plasmaticas pelo trato intestinal.

O ciclo parasitario inicia-se com a postura de ovos blastomerados pelas
fémeas presentes no trato gastrintestinal. Estes ovos chegam ao meio externo
conjuntamente com as fezes, e em temperatura favoravel evoluem para um ovo
larvado em primeiro estagio (L1). Apds algumas horas os ovos eclodem e
liberam as larvas rabditbéides. Livres, essas larvas prosseguem o
desenvolvimento, passando pela fase de segundo estagio e culminando com
uma larva de terceiro estagio (L3) infectante (FURTADO 2006). Fortes (1997)
relatou que o periodo aproximado para que os parasitas trichostrongilideos

atinjam a fase adulta é de duas semanas.

O periodo de infeccdo no animal inicia-se com a ingestao da larva (L3).
Uma vez ingerida, a larva sofre digestdo em porcdes anteriores do trato
digestério migrando para o local de preferéncia, onde completa o
desenvolvimento larval, tornando-se adulta em um tempo médio de trés
semanas. O ciclo de um modo geral é do tipo direto € ndo migratério

(FURTADO, 2006).

O Nordeste brasileiro com suas regides aridas e semi-aridas, onde as
estacdes chuvosa e seca sdo bem definidas, o clima e a precipitacdo sao os
fatores mais importantes no aparecimento das infecgcdes por nematddeos
gastrintestinais nos rebanhos caprino e ovino. Estudos epidemiol6gicos
desenvolvidos no Nordeste tém demonstrado que os caprinos em pastejo
permanente, sem tratamento anti-helmintico, encontram-se parasitados durante

todo o ano. Entretanto, a introducao de caprinos tragadores (animais livres de



infeccdo por nematdédeos gastrintestinais) em pastagem contaminada mostrou
gue os animais se infectam apenas de meados do periodo chuvoso ao inicio do
periodo seco, uma vez que nesse periodo, as pastagens encontram-se

altamente contaminadas por larvas infectantes (COSTA e VIEIRA, 1984).

Segundo Costa (1982 b) o manejo da pastagem visando o aumento da
capacidade de suporte tem contribuido significativamente para o aumento da
contaminacdo das pastagens e o parasitismo do rebanho. Em condicdes
naturais, com disponibilidade de pastagem, os caprinos se alimentam de
vegetacdo alta, o que de certa forma, os protegem em parte das larvas
infectantes dos nematdédeos gastrintestinais, visto que estas migram no
maximo até 12,5 cm da superficie do solo (LE JAMBRE e ROYAL, 1976).
Entretanto, visando o melhor aproveitamento das areas de pastejo, através do
emprego de técnicas, como o raleamento da caatinga, tem proporcionado
maior producao de extrato herbaceo e, consequentemente, aumento da taxa de
lotacdo. Dessa forma, os animais sdo forcados ao pastejo mais préximo ao
solo, favorecendo, portanto, a infeccdo com as larvas infectantes (COSTA et

al., 1991).

O controle das parasitoses em caprinos e ovinos, ainda €
essencialmente quimico, através de drogas que liberam residuos no animal e
no meio ambiente, além de elevarem a indices irrecuperaveis o custo de
producdo. Atualmente os programas de controle parasitario visam, ndo so curar
as doencas clinicas, que se caracteriza por altas taxas de mortalidade, mas
principalmente, reduzir os prejuizos provocados pelo parasitismo subclinico.

Ressalta-se a necessidade de difusdo de métodos alternativos de controle da



verminose, contemplando desde a utilizagdo de vermifugos naturais a
orientacao sobre préaticas de manejo que favorecerao a este controle (COSTA e

VIEIRA, 1984).

Os anti-helminticos hoje disponiveis exercem seus efeitos sobre o
parasito através da interferéncia nos processos de metabolismo energético,
coordenacdo neuromuscular e integridade celular dos helmintos (MARTIN,
1997). Um dos grandes problemas da criacdo de ovinos e caprinos é a
resisténcia dos parasitos, em especial Haemonchus contortus, a varios
principios ativos (ECHEVERIA et al., 1996; SCOCCOL et al, 1996). O
problema da resisténcia dos nematédeos aos anti-helminticos é uma

preocupacao mundial (WALLER, 1994).

Com a necessidade de se buscar alternativas de controle das
parasitoses gastrintestinais, foram desenvolvidas medidas de manejo que
podem contribuir para esta finalidade. Essas medidas sdo chamadas de
Controle Integrado de Parasitos (CIP) que é a combinacdo de métodos
quimicos e nao quimicos com a funcdo de manter niveis aceitaveis de
producdo, sem a eliminacao total do parasito presente. Contribuindo de forma
relevante no retardo do desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica (NARI e

EDDI, 2002).

Os helmintos ndo estdo no rebanho de maneira uniforme. Os
hospedeiros parasitados albergam em sua maioria poucos parasitos, em
contraposicao, poucos animais apresentam-se infectados com percentual maior
da populacao de parasitas (Distribuicao Binomial negativa). Esse fator ocorre

em funcdo da resposta imunolégica ndo ser a mesma em animais de um



mesmo rebanho. Animais que desenvolveram uma resisténcia parasitaria sao
capazes de suprimir o estabelecimento dos parasitos € ou eliminar os ja
estabelecidos. Selecionar racas ou individuos que apresentem esta
caracteristica pode ser um método de reducdo do numero necessario de
vermifugagdes anuais, colaborando desta forma para a diminuicdo da
resisténcia anti-helmintica e da presenca de residuos nos animais € no

ambiente (HALLEY et al., 1993).

Em relacdo ao fator hospedeiro parasita, animais jovens sdao mais
susceptiveis as infeccoes por nematddeos gastrintestinais. No entanto, se as
condicoes de equilibrio hospedeiro parasito sofrerem alteracbes como ingestao
no numero excessivo de larvas, prenhez, lactacdo e subnutricio poderao
ocasionar niveis de infeccoes graves em todos os animais do rebanho,
independendo em que faixa etaria se encontre os animais (SANTA ROSA et

al.,1986).

Avaliando a resisténcia genética as parasitoses gastrintestinais, Costa et
al., (2000) acompanharam a variabilidade na resposta a infecgdo por
nematédeos gastrintestinais, entre e dentro do mesmo gendétipo, em fémeas
jovens da raca Canindé, Anglo Nubiana e Bhuj, expostas a infeccao natural,
através da contagem de ovos nas fezes, determinacdo do hematécrito e
hemoglobina. Houve variacdo dentro de cada uma das racas e em todos os
parametros avaliados. Quanto a variabilidade entre ragas, a Anglo Nubiana,
apresentou a melhor resposta a infecgdo por nematdédeos gastrintestinais que

as demais ragas.



Em funcdo do surgimento da resisténcia aniti-helmintica surgiu um novo
enfoque de controle da verminose, através do método “famacha”, que consiste
em vermifugar o menor numero de animais o possivel e com menor freqiéncia.
Neste método, sdo medicados apenas os animais que apresentam sintomas
clinicos acentuados de verminose, deixando sem tratamento aqueles que nao
apresentam anemia clinica. Neste caso, permanecera no meio ambiente uma
populacdo sensivel aos anti-helminticos, ou seja, que nao sendo exposta ao
tratamento anti-helmintico, nao sofrera, portanto, pressdo de selecao,
retardando o aparecimento de resisténcia anti-helmintica. O método “famacha”
contribui para a reducédo dos custos com aquisicdo de anti-helminticos, bem
como a contaminagao por residuos quimicos no meio ambiente e nos alimentos

de origem animal (MELO et al., 1998).

De acordo com Van Wyk et al. (1997) e Vatta et al. (2001), existe uma
correlacdo significativa entre a coloragdo das mucosas aparentes e o volume
globular, permitindo identificar aqueles animais capazes de suportar uma
infeccdo por Haemonchus contortus. Outra vantagem € que o sistema de
identificacdo dos animais a serem vermifugados é simples, pouco oneroso e
facil de ser transmitido, inclusive para pessoas com baixo nivel de
escolaridade. Entretanto, a limitagdo do método “famacha” é com a sua
aplicabilidade, uma vez que se adapta apenas para animais infectados com

nematdédeos hematéfagos, como é o caso do Haemonchus contortus.

Outra forma de se combater as parasitoses gastintestinais é através de
agentes biologicamente ativos. Os parasitos gastrintestinais podem se

encontrar no meio ambiente em suas formas nao parasitarias (ovo e larvas),



podendo sofrer desta maneira a acao de varios inimigos naturais. Dentre estes,
os fungos tém sido mencionados como o0s mais importantes agentes
causadores da reducdo da densidade populacional de larvas infectantes na
pastagem (FINCHER, 1973). O papel dos fungos no controle biol6gico de
nematdédeos parasitos de animais domésticos tem despertado a atencao de
varios pesquisadores, em diversas partes do mundo. Os fungos antagonistas
de nematdédeos podem ser classificados como predadores, endoparasitas,
oportunistas (parasitos de ovos e de fémeas parasitas de plantas) e produtores
de metabdlitos tdxicos aos nematddeos (MANKAU, 1980; JATALA, 1986;

MORGAN-JONES e RODRIGUES-KABANA, 1987).

Araujo (1996) observou que fungos nematéfagos passaram intactos pelo
trato gastrintestinal de bovinos e se reproduziram no meio ambiente, reduzindo
o nivel de contaminacdo das pastagens pelos estagios de vida livre de
nematoddeos gastrintestinais de bovinos. Em caprinos, no Brasil, o primeiro
relato da habilidade do fungo Monacrosporium thaumasium em manter a
atividade predatéria, apdés passagem através do trato gastrintestinal de
caprinos, foi descrito por Melo et al. (2003). Estes autores constataram
atividade predatéria contra Panagrellus spp. em placas contendo fezes
coletadas 21 e 24 horas apds a administracdo do fungo M. thaumasium. Em
adicdo, observaram uma reducdo média de 79,24 % no numero de larvas
infectantes de Haemonchus contortus, provenientes de coproculturas
preparadas com fezes coletadas 24 horas apds a administragcdo do fungo,
quando comparado ao controle. Posteriormente, estes resultados foram
confirmados por Vieria e Cavalcante (2003) onde foram observados, também,

reducao da carga parasitaria e ganho de peso superior em animais medicados,



semanalmente e quinzenalmente, com 10 gramas de pelets do fungo M.

thaumasium.

O ébleo destilado em vapor de sementes secas e frescas de C. papaya
demonstrou propriedades nematicidas sobre Caenorhabditis elegans e
Meloidogyne incégnita. O principio ativo benzilisothiocinato foi identificado
como responsavel por essa agédo, demonstrando, in vitro , atividade nematicida

superior a do carbofurano (NAGESH et al., 2002).

Vieira et al. (1999) administraram sementes de mamao, trituradas em
agua, para cabras e concluiram que houve uma redugdo de 32,2% na
contagem de ovos de H. contortus, porém nao observaram mortalidade de

parasitas adulta durante a necropsia.

Furtado et al. (2005) estudaram in vitro a acdo do extrato aquoso e de
6leo de sementes maduras de Carica papaya e extrato etandlico e latex puro
de Musa paradisiaca sobre o desenvolvimento de ovos de nematddeos
gastrintestinais de ovinos, onde nao foi evidenciado efeito de inibicdo de

desenvolvimento destes ovos, nestes testes.

Revilla (2004), e Lans et al (2000) relataram que sementes e latex do
fruto do mamao sao usadas eficazmente como anti-helmintico, porém os dados

sao baseados apenas em levantamentos etnobotanicos.

Maciel (2004) testou a acdo do extrato de Molia azedarach sobre H.
contortus. O extrato etandlico de sementes foi mais ativo sobre a inibicao de
ovos (CLso: 0,36 mg mL™") , enquanto o extrato etandlico de folhas (CLso: 9,18

mg mL™"), foi mais eficaz sobre a inibicdo do desenvolvimento das larvas.



Costa et al (2002) estudaram efeitos de sementes de Mangifera indica
sobre H. contortus e detectou inibicdo de 95,66% da eclodibilidade a uma

concentracdo de 50mg/ml e que este efeito foi dependente da dose.

Pietrosemoli et al. (1999) observaram o efeito das folhas secas em
bovinos e concluiram que ocorre controle efetivo de carga parasitaria, sem
efeito no ganho de peso dos animais. Pessoa (2001) testou os efeitos obtidos
in vitro da semente de Azadirachtina sobre H. contortus e encontrou 68,3% de

inibicao na eclodibilidade deste verme numa concentracao de 1%.

Pereira e Famadas (2004) avaliaram a eficiéncia do extrato de raizes de
Dahlstedtia pentaphylla (Taub.) Burk. sobre amostras de teledginas e larvas
nao alimentadas de Boophilus microplus de bovinos da regido do Vale do
Paraiba, onde de um modo geral os testes laboratoriais evidenciaram acao
carrapaticida, quando o extrato foi extraido em etanol, acetona e &gua.
Albuquerque et al. (2004) estudaram o efeito parasitoléogico do mastruz
chenopodium ambrosioides em varios répteis, onde nas primeiras aplicacdes

expeliram os parasitos.

Ketzis et al. (2002) estudando o Chenopodium ambrosoides (matruz)
demonstrou ndo ser eficaz em trés diferentes triagens com caprinos com

infecgdo de H. contortus.

Entre as varias plantas com potencial anti-helmintico, Tynnantus
fasciculatus (cipé-cravo) (AMORIM et al.,1991a), Nauclea latifolia (ASUZU &

NJUKO, 1996), Punica granatum (roma) (AMORIM et al., 1996), e Spigelia



anthelmia (erva lombrigueira) (BATISTA et al., 1999; ASSIS et al., 2003)

apresentaram resultados promissores nos testes, in vitro, com larvas.

O género Lippia € bastante vasto, sendo composto por
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores
pertencentes a familia Verbenaceae. Entre as principais espécies deste género
estdo: L. gracillis H.B.K., L. sidoides Cham., L. alba Mill N.E. Brown, L.
mycrophylla Cham., L. gravelous, L. alnifolia, L. aristata, L. grata, L. triphylla, L.
thymoides, L. citiodora, L. adoensis e L. schimperi (TERBLANCHE e

KORNELIUS, 1996).

Lippia sidoides Chan conhecida popularmente por alecrim pimenta é um
arbusto caducifélio, ereto, muito ramificado e quebradi¢co, podendo chegar a 2-
3 m de altura. Suas folhas sao pecioladas e simples, de dois a trés centimetros,
muito aromaticas e picantes, as flores sdo pequenas, esbranquicadas, reunidas
em espigas de eixo curto nas axilas das folhas. At¢é o momento nao foram
encontradas sementes desta espécie, a sua propagacao é assexuada, através
do processo de estaquia, usando os ramos mais finos (LORENZI e MATOS,

2002) ou estacas herbaceas com folhas (MENDONGCA, 1997).

Nas folhas do alecrim-pimenta (Lippia sidoides chan) que é a parte
medicinal, encontram-se até 4,5% de 6leo essencial rico em timol, que € seu
principio ativo majoritario e o responsavel pelo seu cheiro caracteristico
(MATQOS, 2002). Matos et al. (1999) conseguiram extrair das folhas de alecrim

pimenta até 73,1% do 6leo essencial.



O oleo essencial de L. sidoides de acordo com varios autores apresenta
a seguinte composicao quimica: monoterpernos (carvacrol, p-cimeno, timol, a-
felandreno),  sesquiterpene  (B-cariofileno,  a-copaeno,  a-humuleno)
(MACAMBIRA et al., 1986; LEMOS et al., 1990; TERBLANCHE e KORNELIUS,
1996). Radlinz et al. (2001b) constataram um percentual de 2,93% de éleo
essencial nas folhas de alecrim-pimenta e a depender da temperatura e do
local de secagem este valor é alterado. Em outro trabalho Radinz et al.
(2001a), observaram que o processo de secagem das folhas desta espécie
pode ser otimizado com o aumento da temperatura, sem que 0 mesmo

implique em prejuizo quantitativo no teor do 6leo essencial.

O d6leo essencial apresenta forte acado antifungica, antibacteriana,
antimicrobiana, contra Staphylococcus aureus que causa infec¢des na pele e
na garganta, Streptococcus mutans responsavel pela carie dentéria,
Corynebacterium xerosis que causa mau cheiro nas axilas e nos pés, Candida
albicans ou Monilia encontrada nas aftas e corrimento vaginal, Trichophytum
rubrum e T. interdigitale que causam micoses na pele, acdo moluscida contra o
caramujo hospedeiro da esquistossomose Biomphalaria glabra, e agao larvicida
contra 0 mosquito transmissor da dengue Aedes aegypti (LEMOS et al., 1990;

LACOSTE et al., 1996; MATOS, 2000; LORENZI e MATQOS, 2002).

Trevisan et al. (2003), observaram que o extrato de L. sidoides tem
atividade anticolinesterase para o tratamento da doenca de Alzheimer, com
inibicdes que variam de 7 a 77%, dependendo do extrato e da parte da planta

utilizada na composicao do mesmo.



Além do éleo essencial, o extrato etandlico de alecrim-pimenta controlou
gengivites marginais em céaes, e também foi observada uma atividade
antiinflamatéria (GIRAO et al., 2001). Nunes (1999) desenvolveu um creme
dental eficiente no controle da placa bacteriana bucal e confirmou que a grande
eficiéncia do produto se deve ao alto teor de timol. Carvalho et al. (2003) e
Cavalcanti et al. (2004) comprovaram atividade larvicida do éleo essencial puro
de L. sidoides, em pesquisa realizada com as larvas do Aedes aegypti L., onde

a mortalidade foi de 100% .
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1. 1 RESUMO

As plantas medicinais tém encontrado cada vez mais espaco no tratamento de
parasitoses gastrintestinais dos pequenos ruminantes. Novos estudos tém
apontado varias plantas com futuro promissor nesta area. Em funcado do
exposto, avaliou-se in vitro a atividade ovicida do EHA de Lippia sidoides Cham
sobre o desenvolvimento de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos. A
atividade ovicida foi realizada através de andlise probabilistica de evolucao do
ovo nas fases embrionarias, foi utilizado 50uL de solugédo saturada de acgucar
contendo aproximadamente 40 ovos emersos no extrato em 12 concentragdes
diferentes, sendo avaliadas no periodo de tempo de 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72
horas, um grupo com agua destilada (negativo) e outro febendazole a 33mg/ml
(positivo), todos em triplicata. Os resultados demonstraram que a concentracao
de 500mg/ml apresentou uma probabilidade de 2% de ocorrer evolu¢cao do ovo
de nematéides gastrintestinais de caprinos. Este resultado foi superior a todos
0os outros grupos testado e superior ao grupo controle positivo. Podemos
considerar desta forma que a baixa probabilidade de evolugcdo dos ovos até a
sua fase final deve-se a adicdo do extrato de Lippia sidoides cham sobre os

mesmos, revelando atividade ovicida..

PALAVRAS-CHAVE: Ovicida, planta medicinal, fitoterapico, terapéutica .

Trabalho formatado para publicagdo na Revista Brasileira de Plantas medicinais (RBPM)



1. Evaluation Ovicidal of the EHA of Lippia sidoides Cham on the
development of eggs of gastrointestinal nematodes (family

Trichostrongylidae) of goats

1.2 ABSTRACT

The medicinal plants have been finding space more and more in the treatment
of ruminant parasitoses gastrintestinais of the small ones. New studies have
been aiming several plants with promising future in this area. In function of the
exposed, it was valued in vitro the ovicidal activity of the EHA of Lippia sidoides
Cham was evaluated on the development of eggs of goat gastrointestinal
nematodes. The activity ovicidal was accomplished through analysis
probabilistic of evolution of the egg in the embryonic phases, it was used 50 pyL
of saturated solution of sugar which contain 40 buoyant eggs approximately in
the extract in 12 different concentrations, being appraised in the period of time
of 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours, a group with distilled water (negative) and
outo febendazole for 383mg/ml (positive), all three times in a row. The results
demonstrated that the concentration of 500mg/ml presented a probability of 2%
of happening evolution of the egg of goat gastrointestinal nematodes. This
result went superior to all the tested other groups and superior to the group it
controls positive. We can consider this way that the low probability of evolution
of the eggs to its final phase is due the addition of the extract of Lippia sidoides

Cham on the same ones, revealing activity ovicida..

KEY WORDS: Ovicidal, medicinal plants, fitoterapic, therapeutics.



1.2 INTRODUCAO

Atualmente a fitoterapia pode contribuir para melhoria de vida do
homem do campo, fornecendo-lhe uma fonte alternativa no tratamento das
enfermidades, contribuindo para aumentar os lucros da criagao reduzindo o uso
dos sistemas convencionais disponiveis. Além disso, a sociedade atual
experimenta uma grande reforma na correcdo de vida. Valores naturais e
ecoldgicos ganham grande forca na determinacao de novos preceitos em todas
as areas do conhecimento e da vida pratica. Produtos originarios de plantas
medicinais ocupam espacos cada vez maiores como alternativa de tratamento

na medicina veterinaria (VIEIRA et al.1999).

Viertler (1999) destaca que no atual cenario mundial, é fundamental
garantir a sobrevivéncia dos recursos necessarios a vida no planeta, através da
criacdo de manejos inteligentes, planejamentos racionais ou modalidades de
“desenvolvimentos sustentados” que viabilizem a continuidade de um numero
de diversidade das formas de vida no planeta, ressaltando que a idéia de
“desenvolvimento sustentavel” ndo € tdo somente um conceito de natureza

cientifica, mas antes uma condicao desejada de equilibrios biossociais.

Na regidao Nordeste do Brasil, 0 uso das plantas medicinais possui uma
forte relacdo com a questdo socioecondmica, visto que é uma area onde o
sertanejo geralmente ndo tem servicos de saude adequados e sobrevive a
custa de fitoterapicos para suprir suas necessidades. Contudo, as plantas

medicinais apresentam-se como uma solugdo de facil acesso e baixo custo



quando comparados com aqueles medicamentos comercializados pelo setor

formal (Brasil, 1998)

Os extratos vegetais das plantas medicinais podem ser extraidos de
diversas formas e com variados tipos de solventes (hexano, diclorometano,
acetato de etila, metanol e agua). Podendo desta forma, variar as estratégias
capazes de determinar a atividade de produtos de origem natural. Para
obtencdo dos principios ativos isoladamente deve-se fracionar os extratos
vegetais através de métodos cromatograficos e as fracdes obtidas retestadas
até a total obtencao do principio. Entao, de acordo com os habitos do parasita

devemos escolher o0 ensaio a se realizar (BEGNINE, 2001).

Lippia sidoides Cham € uma planta bastante usada na fitoterapia
nordestina destacando-se pelos altos teores de timol e carvacrol, onde o timol é
um anti-séptico do grupo do fenol que possui forte atividade contra fungos e
bactérias. Sua utilizacdo se da através das folhas e flores, sendo realizados
extratos vegetais na maioria das vezes. A Lippia sidoides ou alecrim pimenta
como é conhecida popularmente, pertence a familia Verbanaceae (MATOS &

OLIVIERA, 1998).

O consumo de carnes nos paises do primeiro mundo é algo entorno de
20 a 28 kg/pessoa/ano, enquanto que no Brasil segundo as estatisticas oficiais
€ de 700g habitante/ano, o que favorece a expansdo da caprinovinocultura
como fonte alternativa alimentar e geradora de renda (SILVA SOBRINHO,

1997).



Amarante (2004) relata que praticamente 100% dos ruminantes
domésticos sdo portadores de pelo menos uma espécie de endoparasito.
Segundo Fortes (1997) os chamados Trichostrongilideos, pertencentes a
familia Trichostrongylidea sdo os mais comumuntes encontrados parasitando
dos pequenos ruminantes, a esta familia ganham destaque os géneros

Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia.

Nos paises em desenvolvimento o0s parasitos gastrintestinais
representam um dos fatores mais importantes na diminuicdo da produtividade

dos rebanhos (WALLER et al, 1996).

Para se combater as parasitoses gastrintestinais usam-se um tratamento
essencialmente quimico, onde as drogas utilizadas deixam residuos nos
animais e no meio ambiente, além de elevarem a indices irrecuperaveis o custo
de producao. Tentando minimizar esse efeito contrario diversos pesquisadores
ressaltam a necessidade de difusdo de métodos alternativos de controle da
verminose, contemplando desde a utilizacdo de vermifugos naturais a
orientacao sobre praticas de manejo que favorecerao a este controle (COSTA

& VIEIRA, 1984).

Pessoa (2001) encontrou nos 6leos essenciais de Chenopodium
ambrosioides, Ocimum gratissimum, Lippia sidoides e Crdéton zehntneri, acao

sobre H. contortus.

Farias (2007) avaliando in vitro a atividade ectoparsiticida e anti-
helmintica da Carapa guianensis Aubl (andiroba), pode observar 100% de

resultado positivo nas diversas concentracdes testadas em Boophilus



microplus, Rhipicephalus sanguineos e Anocentor nitens. Contra a L3 da
Musca domestica obteve-se o resultado de 20,0% de mortalidade larval na
concentracdo de 100% e 62,5% de inibicdo de emergéncia de adultos. Nos
testes de reducdao do LPG de nematdides gastrintestinais, os resultados
revelaram reducdo alternativa efetiva (>90%) no numero de larvas totais para
os tratamentos 100%, 50% e 30% em caprinos e em todos os tratamentos para

a espécie ovina.

A possibilidade de se desenvolver novas alternativas de controle
parasitario, sem residuos quimicos e viaveis ao pequeno criador, fez-se
selecionar uma planta com provavel potencial terapéutico para as parasitoses
gastrintestinais de caprinos. Este trabalho objetivou avaliar a acdo ovicida do
EHA de Lippia sidoides Cham sobre a evolucdo de ovos de nematddeos

gastrintestinais (familia Trichostrongylidae) de Caprinos.



1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Obtencao do extrato ( EHA)

O extrato vegetal de Lippia sidoides Cham foi preparado no laboratério
de produtos bioativos de departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Pernambuco. Foram
utilizadas folhas secas de L. sidoides Cham oriundas da regido do Semi-arido
pernambucano. As folhas foram trituradas e secas em estufa durante 1h a
50-C. Em seguida colocadas em Becker e extraidas em etanol/H20 70-GL
(1:1), o conjunto foi agitado, tampado e incubado em banho-maria a 70-C por
1h e 30 min. Apés este periodo foi realizada a filtragdo em funil com algodao. O
extrato obtido foi concentrado em rota evaporador (com pressédo reduzida a
temperatura de 50-C 90rpm), A L. sidoides Cham foi identifica e tombada no
Herbéario IPA sob n? 82505 pela botanica Olivia Cano, funcionaria da mesma

instituicao.

1.3.2 Determinacao da atividade ovicida

Para a obtencdo dos ovos de helmintos foi utilizada uma verséao
modificada do teste de eclodibilidade para determinacao de resisténcia anti-
helmintica, proposto pela World Association for the Advancent of veterinary
Parasitology (W.A.A.V. P.) ( Colps et al., 1992). Para tanto foram utilizados 20
animais da espécie caprina criados em sistema semi-intensivo no municipio de
Jaboatdo dos Guararapes — PE, Brasil. Foram coletadas cerca de 10g de

fezes diretamente da ampola retal, sendo acondicionadas em sacos plasticos e



encaminhadas sob temperatura refrigerada ao laboratério de parasitologia do
Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

As fezes (gr) foram trituradas em gral contendo solugdo de agucar
hipersaturada e filtrada em tamiz de malhas de 250nm e 180nm. O material
obtido passou por um OPG para padronizacdo do numero de ovos a serem
utilizados. Foram selecionados trés animais com OPG superior a 3000 ovos.
Obtendo-se uma pasta (10g) de fezes concentrada com numero superior a
3000 ovos de nematédides, sendo adicionado solugcdo saturada de aglcar em
volume de 60ml, novamente filtrada e retirada amostras de 50uL da solucao
para contagem e padronizacdo da quantidade de ovos presentes na solucéao,
realizando-se em quintoplicata . Apés a determinacdo média da concentracéo
dos ovos em 50uL da solugao foi retirado novamente igual volume
acondicionado em placas de Elisa para a realizagcdo dos testes seguindo a

técnica DrenchRite test.

O efeito in vitro do extrato vegetal sobre o desenvolvimento dos ovos e
larvas foi analisado utilizando-se o teste de eclodibilidade para determinacao
de eficacia anti-helmintica; proposto por Batista et al. (1999), assim como
também a evolucdo dos mesmo. Placas de Elisa, em triplicata, contendo 50uL
da suspensao de ovos em diferentes concentracées do EHA ou (T) tratamentos
(T+ controle agua destilada,T2 1,0mg/mL, Ts 2,0mg/mL, T4 5,0mg/mL, Ts
10mg/mL, Te 20mg/mL, Tz 50mg/mL, Ts 100mg/mL, Te 150mg/mL, Tio
250mg/mL e T11 500mg/mL do extrato vegetal e Ti2 febendazole 33mg/mL).

Em seguida em placas incubadas em temperatura ambiente de 26-C sendo



avaliado o desenvolvimento da atividade anti-helmintica nos tempos de 1h, 3h,
6h, 12h, 24h, 48h e 72h, apds cada periodo o material foi colocado em laminas
e analisado em microscopia 6tica de 100x, para classificar todos os ovos
presentes na amostra, de acordo o estagio evolutivo de desenvolvimento em
que se encontravam (blastula, mérula e ovo larvado) observando-se

principalmente a eclosdo de ovos e presencga de larva livres nas amostras.

Com o intuito de alcancar os objetivos do estudo foi padronizado um indice

para as categorias dos tratamentos da seguinte forma:

A tipificacdo da atividade ovicida foi realizada ap6s padronizacao de um
indice determinado para as diferentes categorias dos tratamentos de acordo

com a seguinte férmula:

Calculou-se o modelo logistico dado

lo {17[;?)} ﬂﬁZOf“ZYH 236,

i=l j=1

Onde; m(x) € a probabilidade de sucesso. P é a varidvel com relacdo ao
protocolo utilizado; H € a variavel com relagdo a hora de observacgao; (P.H) é a
variavel com relacéo a iteracdo entre protocolo utilizado e hora de observacao;

B1 € o intercepto do modelo;

o; para i = 1,...,12 sdo parametros referentes aos tratamentos; vy, para j =

1,..., 7 s&o parametros referentes as horas de observacdo; & parai=1,...,12 ej

1,..., 7 sdo parametros referente a iteragcao de P e H.



Foram feitas duas repeticoes do experimento constituindo assim um total de

252 unidades experimentais.

Os dados foram tabulados na planilha eletrénica Microsoft Excel no qual
também foram feitas as figuras e graficos necessarios. Para analise estatistica
foram utilizados os softwares R versao 2.2.1 e EPI6. Todas as decisdes foram

tiradas ao nivel de significancia de 5%.



1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seguintes resultados foram obtidos a partir do modelo proposto para as

estimativas dos parametros analisados (anexo 1).

Observou-se que somente a partir da 12° hora de andalise comecaram a
aparecer sucessos (evolucao do ovo das larvas) em todos os tratamentos
utilizados, indicando que diferencgas significativas comecam a ocorre apds 12
horas de utilizagdo do produto. A ndo observacao de alteracdes nas primeiras
horas do experimento se deve principalmente a prdpria evolugao fisiolégica do
parasito, que segundo Furtado (2006) s6 ocorre apds algumas horas de

presenca no meio ambiente.

Sendo assim, foi feito um novo modelo utilizando apenas as observacoes
feitas ap6s a quarta hora (12° hora) da variavel. Ou seja, 0 modelo passa a ser

dado por:

7Z'(X) 12 7 12 7
log =B +>. P+ y,H +>.> 6,(P.H),
1-7(x) = ~ T ij ij

i=l j=4

Onde: P é a variavel com relacdo ao protocolo utilizado; B é a variavel com
relacdo a hora de observacéao; (P.H) é a variavel com relacao a iteracao entre
protocolo utilizado e hora de observagao; 1 é o intercepto do modelo; a; para i
= 1,...,12 sdo parametros referentes aos tratamentos; vy, para j = 4,..., 7 séo
parametros referentes as horas de observacéo; §; parai=1,...,.12ej=4,..,7

sao parametros referente a iteragéo de P e H.



Apés retirar as observacoes feitas antes das 12 horas obtivemos um
total de 144 unidades observacionais das quais apenas 19 (aproximadamente
13%) apresentaram valores iguais a zero. No (anexo 2) temos a estimativa do
novo modelo através da qual observamos que 0s niveis do (Y24, Yas € Y72) N@0
sao significativos na analise de dados conjuntamente com mais da metade das
iteracbes (tratamento x hora), ao analise a esta interacdo ndo evidenciado
diferencas significativas apdés 48 e 72h depois da aplicacdo do EHA de L.
sidoides sobre os ovos. Demonstrando que se bastava apenas a exposicao de

24h ao extrato para que obtivéssemos resultados positivo.



A tabela 1 indica os resultados para a as estimativas dos parametros do
modelo final. Observa-se que todos os niveis do tratamento sao significativos
exceto os parametros B1 e a4z, €sSes se apresentavam como grupo controle
negativo e controle positivo respectivamente, consequentemente ndao sendo

significativo.

TABELA 1 - Estimativa do modelo Logistico usado na
probabilidade evolugéo larval a partir da 12h.

Tratamento Estimativa Erro padrao Valor de Z p-valor

B+ -0,07 0,10 -0,77 0,439

O -1,64 0,18 -9,11 <0,0011
O3 -1,66 0,18 -9,24 <0,001"
Oy -1,59 0,18 -8,88 <0,001"
Os -1,92 0,20 -9,40 <0,001"
O -2,16 0,22 -10,02 <0,0011
07 -2,07 0,22 -9,61 <0,0011
Og -2,76 0,27 -10,04 <0,001"
Og -2,64 0,27 -9,85 <0,001"
Qo -2,74 0,27 -10,25 <0,001"
Ol 1 -3,80 0,42 -8,97 <0,0011
12 -0,13 0,14 -0,98 0,327

P. se p-valor<0,05

A (tabela 2) demonstra a probabilidade de ocorrer 0 sucesso

(desenvolvimento dos ovos de larvas) em cada tratamento utilizado.



TABELA 2. Probabilidade de ocorrer sucesso e razao de
chance entre os niveis dos fatores com a referéncia.

Probabilidade de
Tratamento Estimativa Interpretacéao

evolucao larval
B -0,07 0.4825071 ou 48% -
Ol -1,64 0.1624651 ou 16% -0.8060200
O3 -1,66 0.1597620 ou 16% -0.8098610
Oy -1,59 0.1693839 ou 17% -0.7960744
Os -1,92 0.1278616 ou 13% -0.8533930
O -2,16 0.1034005 ou 10% -0.8846749
o7 -2,07 0.1120470 ou 11% -0.8738142
Og -2,76 0.0595244 ou 6% -0.9367082
Olg -2,64 0.0666080 ou 7% -0.9286387
Oy -2,74 0.0606539 ou 6% -0.9354297
01 -3,80 0.0218813 ou 2% -0.9776292
Oly2 -0,13 0.4675457 ou 47% -0.1219046

No grupo controle agua T1: A probabilidade de ocorrer evolugcao de um
ovo quando tratado com esta solucdo é de aproximadamente 0,48 ou 48%
ocorrendo neste percentual evolugao total da larva (figura 1). Os tratamentos
T2, T3 e T4 apresentaram-se com probabilidades praticamente equivalentes e
sem diferencas significativas entre si, mas quando comparados ao grupo Ti,
seus resultados de ocorrer evolucdo do ovo foram 16%, 16% e 17%
respectivamente. Além disso, eles possuem cerca de 80% vezes chance a

menos de evolucdo que o controle Ti.



FIGURA 1 - Ovo larvado controle agua apés 48h.
Aumento de 100X.

No grupo de tratamento Ts a probabilidade de ocorrer evolu¢gdo de um
ovo quando tratado em 10mg é de aproximadamente 0,13 ou 13%. Além disso,
esse grupo possui cerca de 85% vezes chance a menos de evolugado que o
tratamento 4gua. Quando comparado ao controle positivo Febendazole (T12) os
resultados encontrados sdo bem superiores, uma vez que, o Ti2 apresentou
0,46 ou 46% de probabilidade de evolugédo e apenas 12% vezes de chances a

menos que o Ti.

Os tratamentos Te € T7 também se apresentaram com probabilidades
praticamente equivalentes e sem diferengas significativas entre si, mas quando
comparados ao grupo T1, seus resultados foram 10% e 11% respectivamente.
Além disso, eles possuem cerca de 88% e 87% vezes chance a menos de
evolugao que o controle T+ demonstrando também a sua superioridade em

relacdo ao Ti2

Foi observado uma equivaléncia de probabilidade sem diferencas

significativas entre os grupos Ts, To e T10o com resultados na ordem de 0,06 ou



6% de chance de evolucdo do ovo tratado e cerca de 94% vezes chance a
menos de evolugao que o tratamento Ti. O grupo Tratamento T11 apresentou
uma probabilidade de ocorrer evolu¢cao de um ovo quando tratado em 500mg
de aproximadamente 0,02. Além disso, esse tratamento possui cerca de 98%
vezes chance a menos de evolugdo que o tratamento agua. Com esse
resultado, o T11 foi 0 que se mostrou com melhor desempenho probabilistico,
nao permitindo o total desenvolvimento larval (figura 2) superando todos os

grupos testados e em muito, superior ao controle positivo T12.

FIGURA 2 - A - Ovo morulado sem organizagao celular. B — Ovo
larvado mal desenvolvido. Ambos apds exposi¢ao ao EHA na
concentragao de 500mg/mL apds 48h.

No grupo controle positivo T12 a probabilidade de ocorrer evolugéo de
um ovo quando tratado em febendazole é de aproximadamente 0,47. Além
disso, possui cerca de 12% vezes chance a menos de evolugcdo que o

tratamento agua permitindo em alguns casos a evolu¢cao embriondria (figura 3).



FIGURA 3 - Ovo larvado com total desenvolvimento embrionario
apds 48h de observacao no grupo controle febendazole 33mg/mL.
Aumento de 100X

As analises dos testes nos tempos referidos nao apresentaram
diferengas significativas, nos revelando que a variagao probabilistica se dava

apenas nas mudangas das concentragdes usadas no experimento (figura 4).

(%) —e— Probabilidade de evolugao da larval
120 4 —— Interpretaciio da razio de chance
100 - 93,54
2738 e 97,76
&) -
a) -
4825 46,75
40 -
Z) -
12,19
0 ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamento
FIGURA 4 - Probabilidade de evolugédo larval apds tratamento com EHA de L.

sidoides nas diferentes concentragées.



Durante o periodo de desenvolvimento da metodologia a ser aplicada
nao havia valores de referencia para a utilizacado do EHA de Lippia sidoides
Chan, entao foi realizado um primeiro teste com solucao concentrada de ovos
de nematéides gastrintestinais de caprinos com aproximadamente 40 ovos em
50 uL e sendo aplicado a concentracao 1g/mL e ao final de 24h, 48h e 72h, foi
feito a contagem dos ovos, onde nao foi encontrada nenhuma fase dos
parasitos, ou seja, auséncia total de ovos e larvas na solucdo. Podemos
considerar com este fato, e com a evolucao dos resultados probabilisticos, que

efeito do extrato seco de Lippia sidoides Cham é dependente da dose.

Apo6s as 72h de analise dos ovos de nematdides gastrintestinais de
caprinos nao foi observado nos grupos testados com o EHA de Lippia sidoides
Cham e em suas diversas concentragbes nenhuma eclosdao de ovos e
consequentemente presenca de Larvas L1 livres na solucdo. O mesmo nao
ocorreu com o grupo controle agua, que ao final do mesmo periodo além de um
grande numero de ovos larvados apresentou 29 larvas livres no meio aquoso.
O grupo controle positivo com febendazole apresentou-se também sem
verificacdo de eclosdo, mas com um numero maior de ovos desenvolvidos
quando comparados 0s outros grupos testados. Os dados observados neste
estudo discordam com Furtado (2006) ao relatar que estes ovos ao chegarem
ao meio externo conjuntamente com as fezes, e em temperatura favoravel
evoluem para um ovo larvado em primeiro estagio (L1) e apds algumas horas
0s ovos eclodem e liberam as larvas rabditéides. O que ndo ocorreu neste

experimento durante os periodos testados, provavelmente a adicao do extrato



da L. sidoides . Podemos considerar desta forma que a inibicdo da evolucéo
dos ovos até a sua fase final deve-se provavelmente a adicdo do extrato de

Lippia sidoides Cham sobre os mesmos, desenvolvendo uma agao ovicida.

Os resultados encontrados revelam um potencial ovicida in vitro
desenvolvido pelo EHA de Lippia sidoides Cham sobre nematdide
gastrintestinal de caprinos, corroborando com os dados de Bevillaqua et al
(2005) que avaliaram a atividade ovicida do 6leo esssencial de Lippia sidoides
sobre os mesmos parasitos, encontrando 100% de nas contracdes de 2%, 1%
e 0,5%. Essa atividade também foi confirmada por Pessoa (2001) que
encontrou nos O6leos essenciais de Chenopodium ambrosioides, Ocimum

gratissimum, L. sidoides e Créton zehntneri, agdo sobre H. contortus.

Em relagdo ao tempo de observacdo, em todos os trabalhos pesquisados
0s autores usaram apenas 48 horas exceto por Furtado (2006), interrompendo-
se a evolucdo, no momento da leitura, com a adicdo de lugol a 1%. Neste
experimento, optou-se por realizar as observagbes em diferentes tomadas de
tempo que variavam de uma até 72 horas. Com isto se buscou observar se o
extrato embora demonstrasse ser probabilisticamente efetivo em 24 horas,
permitisse uma evolucdo nas 48 horas restantes, ou seja, ndo inibindo a
evolugao e sim retardando o desenvolvimento dos ovos. Também possibilitou
observar o contrario, identificando a concentracdo que permitissem um
desenvolvimento larval em 48horas, mas impedissem que esta larva eclodisse
em 72 horas. Assim, conforme Batista et al. (1999), o retardo da eclosdo de
ovos e a atuacao do extrato sobre larvas podem resultar numa inviabilizacdo

total de ovos eliminados pelo parasito.



No protocolo utilizado neste experimento ndo se objetivou o0 isolamento
das substancias presentes na Lippia sidoides e sim a avaliacdo da eficacia do
EHA em diferentes concentragdes e a possivel relacdo na evolugcdo das doses
testadas, observando este efeito positivo, pode-se concordar com Molan et al.,
(2002) que ao purificarem os taninos encontrados nas plantas Lotus
pedunculatus, Lotus corniculatus, Dorycnium pentaphylum, Dorycnium rectum e
Rumex obtusifolius e, aplicaram diferentes concentracées destes extratos
sobre ovos de Trichostrongylus columbriformis. Como resultados, observaram
qgue a eclosédo dos ovos diminuiu a medida que aumentava a concentracdo dos
extratos, que apesar ser diferente do EHA de L. sidoides deste experimento,
também evoluiu conforme o aumento da concentragdo, principalmente na
concentracdo de 500mg/mL que apresentou uma probabilidade de eclosao de
ovos de 2% concordando com Costa et al., (2002) que estudaram efeitos de
sementes de Mangifera indica sobre H. contortus e detectou inibicdo de
95,66% da eclodibilidade a uma concentracdo de 50mg/mLe que este efeito foi

dependente da dose.

1.5 CONCLUSAO

O EHA de Lippia sidoides Cham na concentracao de 500mg/mL obteve
acao ovicida ao reduzir a 2% in vitro a probabilidade de evolucdo embrionaria
dos ovos de nematodides gastrintestinais de familia Trichostrongylidae de

caprinos.
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2.1 RESUMO

Avaliou-se in vitro a atividade larvicida do extrato hidroalcodlico de alecrim pimenta
(Lippia sidoides Chan) sobre larvas de nematdides gastrintestinais de caprinos. Esta
avaliagdo foi realizada através de testes de eficiéncia do extrato hidroalcodlico sobre
larvas de terceiro estddio L3 emersas em solugdo aquosa de S0uL e sendo aplicada
sobre elas o extrato de Lippia sidoides Cham nas concentragdes de 1mg/mL, 2mg/mL,
Smg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, 150mg/mL, 250mg/mL e
500mg/mL, avaliadas aos periodos tempo de 24, 48 e 72 horas, como grupo controle foi
utilizado dgua destilada no controle negativo e febendazole a 33mg/mL como controle
positivo, os testes foram repetidos trés vezes. Apds o periodo de exposi¢cdo ao extrato as
larvas foram contadas e separadas entre larvas vivas e mortas. Os resultados
encontrados demonstraram que a concentracdo de 500mg/ml apresentou resultado
efetivo e com uma capacidade de acdo de 95,89%, essa atividade foi superior a todos os
grupos testado, conseguindo superar o grupo controle positivo. Revelando desta forma

um possivel potencial uso terapéutico anti-helmintico para esse extrato.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia, parasitoses, anti-helmintico,alecrim pimenta.



2. 1. Evaluation Larvicidal of the EHA of Lippia sidoides Cham on the
development of eggs of gastrointestinal nematodes (family Trichostrongylidae) of

goats

2.1 ABSTRACT

In vitro the activity larvicidal of the EHA of alecrim pepper was evaluated (Lippia
sidoides Cham) on larval of gastrointestinal gastrointestinal nematodes of goats. This
evaluation was accomplished through tests of efficiency of the EHA on buoyant larvas
of third stadium L3 in aqueous solution of 50uL. and being applied on them the extract
of Lippia sidoides Cham in the concentrations of Img/mL, 2mg/mL, Smg/mL,
10mg/mL, 20mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, 150mg/mL, 250mg/mL and 500mg/mL,
evaluated to the periods time of 24, 48 and 72 hours, as group control water distilled in
the negative control and febendazole for 33mg/mL were used as positive control, the
tests were repeated three times. After the exhibition period to the extract the larval were
counted and separated among alive and dead larval. The found results demonstrated that
the concentration of 500mg/mL presented effective result and with a capacity of action
of 95,89%, that activity went superior to all the tested groups, getting to overcome the
group controls positive. Revealing a possible potential use therapeutic anthelminthic

this way for that extract.

KEY WORDS: Fitoterapia, parasitoses, anthelminthic, alecrim pepper.



2.2 INTRODUCAO

A prética da medicina popular com o uso de plantas é bastante antiga, nao sé no
Brasil como no mundo, sendo atualmente importante na cura e na prevengdo 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 (JUNIOR et al.,

2005).

O interesse dos povos em relacdo ao meio ambiente, e em especial aos vegetais,
existe desde milhares de anos. Registros histéricos demonstram que na antiguidade, o
homem j4 conhecia diversas propriedades das plantas, dentre estas, destaca-se as suas
propriedades medicinais. O conhecimento sobre o valor terapéutico das espécies
vegetais vem sendo transmitido, ao longo dos tempos, de geracdo a gerag¢do, formando,
juntamente como outras praticas, um sistema médico, conhecido como tradicional

(FERNANDES, 1982; SIMOES et al., 1999).

Segundo Rodrigues (2001) a medicina popular pode ser definida como um
grande acervo de saberes e priticas sobre doenca, cura e prevencdo. E o saber
tradicional que passa de pessoa para pessoa, fora do sistema académico, constituindo o

recurso tradicional daqueles que ndo tém acesso a medicina formal ou nela deixaram de

acreditar.

Atualmente surge um novo nicho de mercado: produtos organicos, tanto de

origem animal quanto vegetal, tem levado a busca de produtos isentos de residuos



sintéticos, que ndo poluam o meio ambiente e ndo afetem a qualidade do produto final

(Jornal do Leite, 2003).

A politica econdmica do pais vem demonstrando interesse pela caprinocultura,
onde o caprino € considerado um animal rdstico e que sobrevive em dreas secas e
desprovidas de agricultura estdvel. No Nordeste brasileiro a atividade agropecudria e em
particular a caprinovinocultura assume um papel relevante na economia do pais por
apresentar o maior rebanho e pelo aproveitamento dos seus produtos e subprodutos.

(Anuario Estatistico do Brasil, 1991).

Os parasitos gastrintestinais sao responsdveis por constantes e altissimas perdas
econdmicas na caprinovinocultura do Nordeste do Brasil (PINHEIRO et al., 2000).
Dentre os nematdides, a familia Trichostrongylidae e em destaque o Haemonchus
contortus € responsdvel por elevada mortalidade e diminuicdo da produtividade dos

animais, particularmente nos mais jovens (AROSEMENA et al., 1998).

O controle dos parasitos gastrintestinais € essencialmente realizado com anti-
helmintico, visando reduzir os niveis de infeccdo dos animais e promover a
descontaminacdo das pastagens (CHARLES, 1989). Porém os nematdideos tém
desenvolvidos rapidamente resisténcia aos anti-helminticos e associando ao alto custo
do tratamento, seus residuos em alimentos e a poluicio ambiental causada por sua
utilizacdo incentivaram a pesquisa de medidas alternativas, como os fitoterdpicos
(JACKSON et al., 1993; WALLER et al., HERD, 1996 ). Muitas plantas ja t€ém sido
descritas como possuidoras de atividade anti-helmintica (HAMMOND et al., 1997;

VIEIRA et al., 1999).



A Lippia sidoides chan pertence a um género bastante vasto, sendo composto
por aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos € pequenas drvores pertencentes a

familia Verbenaceae (TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996).

z.

E na parte aérea da planta e em especial as folhas que encontramos o timol,
principio ativos majoritario e responsavel pelo cheiro ativo caracteristico da planta. Nas

folhas podemos encontrar até 4,5% de 6leo essencial (MATOS, 2002).

No 6leo essencial de L. sidoides encontramos varios principios quimicos
diferentes, destacando-se : monoterpernos (carvacrol, p-cimeno, timol, a-felandreno),
sesquiterpene (PB-cariofileno, a-copaeno, a-humuleno) (MACAMBIRA et al., 1986;
LEMOS et al., 1990; TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996). A associac@o destes
compostos promove ao Oleo essencial da Lippia sidoides chan forte acdo antifingica,
antibacteriana, antimicrobiana, contra Staphylococcus aureus que causa infec¢des na
pele e na garganta, Streptococcus mutans responsdvel pela cédrie dentdria,
Corynebacterium xerosis que causa mau cheiro nas axilas e nos pés, Candida albicans
ou Monilia encontrada nas aftas e corrimento vaginal, Trichophytum rubrum e T.
interdigitale que causam micoses na pele, acdo moluscida contra o caramujo hospedeiro
da esquistossomose Biomphalaria glabra, e acdo larvicida contra o mosquito
transmissor da dengue Aedes aegypti (LEMOS et al., 1990; LACOSTE et al., 1996;

MATOS, 2000; LORENZI & MATOS, 2002).

Pessoa (2001) encontrou nos dleos essenciais de Chenopodium ambrosioides,

Ocimum gratissimum, Lippia sidoides e Créton zehntneri, agdo sobre H. contortus.

Entre as vdrias plantas com potencial anti-helmintico, Tynnantus fasciculatus

(cip6-cravo) (AMORIM et al.,1991a), Nauclea latifolia (ASUZU & NJUKO, 1996),



Punica granatum (roma) (AMORIM et al.,, 1996), e Spigelia anthelmia (erva
lombrigueira) (BATISTA et al., 1999; ASSIS et al., 2003) apresentaram resultados

promissores nos testes, in vitro, com larvas.

Devido ao potencial terapéutico apresentado pela Lippia Sidoides chan, sua alta
distribuicao pela flora nordestina e a necessidade de se encontrar medidas alternativas
eficazes no controle dos parasitos gastrintestinais dos caprinos e ovinos este trabalho
objetivou avaliar a acdo larvicida do extrato hidroalcodlico seco de Lippia sidoides
Chan sobre larvas infectantes L3 de nematdédeos gastrintestinais (familia

Trichostrongylidae) de Caprinos.



2.3 MATERIAL E METODOS

Os extratos vegetais de Lippia sidoides Cham, foram preparados no laboratorio
de farmacologia de Produtos Bioativos da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Pernambuco. Foram utilizadas folhas secas de Lippia sidoides oriundas da
regido do Semi-drido pernambucano, as folhas foram trituradas, incubadas por lh a
50-C. Colocadas em Becker e submersas em etanol 70°GL, o conjunto foi tampado e
incubado em banho-maria a 70°C por 1h e 30 min. Apds este periodo foi a filtragdo a
quente em funil com algodado. O extrato obtido foi concentrado em vapor rotatério (com
pressdo reduzida a temperatura de 50°C 90rpm, sendo que o peso seco foi medido no

final).

Foram utilizados 20 animais da espécie caprina criados em sistema semi-
intensivo. Diretamente da ampola retal foram coletadas cerca de 10g de fezes, sendo
acondicionadas em sacos pldsticos e encaminhadas sob temperatura refrigerada ao

laboratério de parasitologia do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE.

As larvas foram obtidas apds coprocultura contendo trés gramas de fezes e dois
gramas de vermiculite, sendo incubadas em temperatura ambiente acompanhada de
26°C durante oito dias. Apds esse periodo foram recolhidas cinco amostras contendo
50mcl do liquido incubado corado com Lugol 1% e realizada a classificacdo quanto ao
genero segundo Ueno e Gongalves (1998). Foi retirado novamente um nimero igual de

amostras para avaliacdo de larvas vivas e a motilidade das mesmas.

Placas de Elisa, em triplicata, contendo 50uL da solu¢do com larvas L3
infectante em diferentes concentragdes (T1 controle dgua, T2 1,0mg/mL, T3 2,0mg/mL,

T4 5,0mg/mL,, T5 10mg/mL,, Te¢ 20mg/mL, T7 50mg/mL,, Ts 100mg/mL,, To



150mg/mL, Tio 250mg/mL e Ti1 500mg/mL, do extrato vegetal, Ti2 controle
febendazole a 33mg/mL) foram incubados em temperatura ambiente acompanhada a
26°C por 24h, 48h e 72h. Sendo o material retirado apds cada periodo de tempo,
colocados em laminas e analisado em microscopia 6tica de 100x, sendo as larvas

contadas e avaliadas quanto a vida e morte destas.

O procedimento foi igualmente repetido com dgua destilada (controle negativo)
e Febendazole a 33mg/mL (controle positivo) constituindo-se os grupos controles para

0s testes.

Foram aplicados métodos a fim de mensurar o efeito que o extrato possue no
combate as larvas. A fim de alcangar o objetivo desta parte da andlise, foi calculado o
percentual de larvas mortas apds 24, 48 e 72 horas para cada tratamento. Foram
realizadas mais duas repeticdes do experimento constituindo assim um total de 108

unidades experimentais.

Assim, foram seguidos os seguintes procedimentos para determinar os efeitos dos

tratamentos:

Calculou-se o modelo de efeito dada por Yijx = 1L + 0 + Bj + 0fij + €ijk »

parai=1,..,12;j=24,48,72ek =1, 2, 3.,

Onde:  Y;j € o percentual de larvas mortas no tratamento (i) e horas (j) e repeti¢oes
();
n € a média geral considerando a casela de referéncia utilizada; controle dgua
o, é o efeito do tratamento i  [3; € o efeito do bloco j;  of3; € o efeito do interacdo do

tratamento i e do bloco j. € € o erro aleatorio da observagao ijk.



Verificou-se, através do teste de Lilliefors, se a suposi¢cdo de normalidade dos
residuos era satisfeita, ou seja, €; ~ N(O,Gz);

Calculou-se a andlise de variancia para verificar se o efeito tratamento, efeito horas
e/ou efeito interacdo (tratamento x horas) eram significativos para determinar o
percentual de larvas mortas pelo extrato utilizado;

Para os fatores que foram significativos calculou-se a comparagdo entre as médias

para verificar onde os efeitos eram maiores ao utilizar extrato nas larvas.

Os dados foram tabulados na planilha eletronica Microsoft Excel. Para andlise
estatistica foram utilizados os softwares R versdo 2.2.1 e EPI6. Todas as decisdes foram

tiradas ao nivel de significancia de 5%.



2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultura das larvas de nematoides gastrintestinais familia Trichostrongylidae na
espécie caprina revelou larvas infectantes do género Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum, com uma predominancia do género Haemonchus estando de acordo
com Almeida et al., (2003) ao relatarem a predominancia do género Haemonchus em

relag@o aos outros.

Através das estimativas do modelo de efeito se verificou que os coeficientes
referentes ao tempo (horas) e a interagdo com as diferentes concentracdes ndao siao
significativos (anexo). Nesse modelo, as referéncias foram as varidveis experimentais

do tratamento dgua e tempo de 24hs.

O resultado observado revelou indicios da ndo significancia dos efeitos tempo e

interacdo para determinacao do percentual de larvas mortas pelo extrato aplicado.

Ap6s a estimagdo do modelo calculou-se o teste de Lilliefors para normalidade dos
residuos do modelo ajustado. Foi obtido o p-valor = 0,073 indicando que os residuos
satisfazem a suposicdo de normalidade do modelo de efeito proposto, ou seja,

£;~N(0,6%).

A (tabela 1) demonstra a andlise de variancia do modelo de efeito proposto. Através
da mesma temos que os tratamentos utilizados sdo estatisticamente significativos
enquanto o tempo e a interacdo (tratamento X tempo) ndo sdo significativos para o
modelo. Sendo assim, estima-se um novo modelo incluindo apenas o tratamento que foi

o modelo final do estudo.



TABELA 1. Andlise de variincia para o modelo de efeito.

Fonte de | Graus de | Soma de | Quadrado

F p-valor
variacao Liberdade Quadrados | médio
o 11 41152 3741 48,0685 {<0,001!
B 2 36 18 0,2291 10,7958
of 22 894 41 0,5221 10,9557
Residuo 72 5604 78 - -

P-valor do teste do teste F. Se p-valor<0,05 a fonte de variacdo € significativa.

Observando tabela 2 temos a estimativa do modelo de efeito final (Yix =W + o +
€i), considerando apenas o efeito tratamento, uma vez que as horas e as interacdes
inicialmente propostas ndo eram estatisticamente significativas. Através desta tabela
encontramos todos os efeitos dos tratamentos em estudo. Observa-se que todos os niveis
do tratamento analisados possuem um efeito positivo no percentual de larvas mortas,
além disso, ocorre a existéncia de um gradiente desses efeitos sendo correlacionado
positivamente com os niveis do tratamento (r = 0,823) e que tal correlagdo ¢é
significativa, ou seja, com o aumento do nivel do tratamento aplicado o efeito também
crescera em uma mesma conjuntamente. Nesse modelo, as referéncias utilizadas foram

as unidades experimentais do tratamento dgua.



TABELA 2 Estimativa dos parametros do modelo de efeito final
para o percentual de larvas mortas com a aplicag@o do extrato.

Tratamento [Estimativa [Erro padrdo it value p-valor Efeito final
u 12,75 2,75 4,64 <0,0011! 12,75
o 52,83 3,89 13,58 <0,0011 65,58
o3 49,53 3,89 12,74 <0,0011! 62,28
Oy 48,74 3,89 12,53 <0,0011 61,49
s 56,66 3,89 14,57 <0,0011! 69,41
Ol 50,76 3,89 13,05 <0,0011 63,51
o 57,35 3,89 14,75 <0,0011! 70,10
o8 60,62 3,89 15,59 <0,0011 73,37
o 64,75 3,89 16,65 <0,001! 77,50
o 75,62 3,89 19,45 <0,0011 88,37
o 83,14 3,89 21,38 <0,001! 05,89
o2 65,29 3,89 16,79 <0,0011 78,04

Através da andlise de variancia do modelo de efeito final observa-se que o efeito
do tratamento continua significativo (tabela 3). Sendo assim, foi realizado o teste de
ukey a fim de verificar onde existe maior acdo do estrato. A comparacdo do teste de
Tukey considera os tratamentos dois a dois e através do mesmo conclui-se qual nivel do
tratamento possui maior eficiéncia no combate a larvas e se essa eficiéncia €

significativa quando comparada com a de outros niveis.

TABELA 3 Andlise de variancia para o modelo de efeito final.

Fonte de | Graus de | Soma de | Quadrado

F p-valor
variagdo Liberdade Quadrados médio
o 11 41152 3741 54,972 1 <0,001!
Residuo 72 5604 78

P-valor do teste do teste F. Se p-valor<0,05 a fonte de variacdo € significativa.

Em relacdo ao grupo T1 (controle dgua) verificou-se que todas as diferencas de

efeito entre este nivel e os demais sdo negativas e significativas, indicando que todos



esses niveis possuem melhor efeito que o grupo um (controle dgua). Esse efeito deve-se

a provavel a¢do do extrato adicionado aos outros grupos de tratamento.

Os grupos de T2 a T9 apresentam-se estatisticamente com média significativa,
demonstrando diferenca negativa em relagao ao grupo controle, mas em parasitologia sé
poderemos considerar realmente eficazes as solugdes com desempenho superior a 95%
0 que ndo ocorreu com estes grupos. Os grupos Tio e T11 apresentam uma diferenca de
média significativa em relagdo aos outros grupos, além disso, a diferenca verificada foi
negativa, indicando assim, que os niveis de tratamento 10 e 11 possuem melhor efeito
que todos os niveis testados incluindo o grupo controle. Porém, entre esses dois grupos
de tratamento nao houve diferenca significativa, demonstrando indices muito préximos

de efetividade.

Em relacdo ao grupo Ti1, este apresentou o melhor resultado quando comparado a
todos os outros grupos testados, obtendo 95,89% de eficiéncia, sendo classificado como
uma concentragdo eficaz nos testes in vitro contra larvas dos nematdédeos
gastrintestinais de caprinos. Observa-se com os resultados expostos, que o efeito do

extrato € dose dependente. A medida que aumenta a concentracdo, aumenta o efeito.

Heito (%)
100

95,89

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N fatadfento

FIGURA 1 - Evoluc¢ao do efeito frente ao aumento da concentracio do EHA
comparada aos grupos controle.




O grupo controle positivo Ti2 (febendazole 33mg/ml) apresentou valores de
referéncia semelhantes aos grupos T7, Ts e To9 com media 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 ag¢do larvicida segundo o fabricante. Quando comparado aos grupos Tio
e T11 0 febendazole se encontra com valores abaixo desses, porém bem préximo ao Tio e

nao significativo, ficando desta forma bem inferior ao grupo Ti1.

Observa-se que em todos os resultados retirados da (tabela 2) as concentragdes 10
e 11 apresentaram os melhores resultados e quando comparados entre si apresentaram
efeitos estatisticamente iguais. Porém o efeito do nivel de tratamento Ti1 foi o que
obteve maior grau de eficiéncia, sendo assim considerado o melhor nivel de combate a

larvas (figura 2)

Heito (%) 95,39
100 88,37
78,04
% 70,1 73,37 )
S8 028 614 63,51

60,

40,
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1 6 7 8 9 10 11 12
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FIGURA 2 — Grafico demonstrativo dos diferentes resultados nas
diversas concentragdes testadas do EHA de L. sidoides.




Comparando nossos resultados pelo proposto por Powers et al (1982) ao
relatarem que a Associacdo Mundial Para Avanco da Parasitologia Mundial, classifica
os indices de eficiéncia em; altamente eficiente mais 90% de a¢do, moderadamente
eficiente entre 80% e 90% de a¢do e abaixo pouco efetivo ou sem nenhuma acao, pode-
se enquadrar com uma boa classifica¢do as concentragdes Tio e T11, ainda segundo esta
classificac@o os outros grupos assim como o grupo controle positivo ficaram abaixo do

indice ideal esperado para um produto larvicida.

Pode-se observar que os resultados encontrados estabelecem uma relacdo
positiva dos grupos Tio e Ti1 com os dados de Bevilaqua et al., (2005) ao estudarem o
efeito larvicida do 6leo essencial de Lippia sidoides Chan sobre as larvas L3 de
Haemonchus contortus nas concentracoes 2% e 1% com resultados de 94,58% e 90,
25% respectivamente de eficiéncia, apesar dos substratos testados serem diferentes, as
duas concentragdes testadas mostraram-se com resultados equivalentes do EHA e o 6leo
essencial da L. sidoides. Bevilaqua et al (2005) ao avaliarem a acdo larvicida do 6leo
essencial de Ossimum gratissimum puderam observar uma alternancia de eficiéncia nos
resultados encontrados, mesmo com o aumento de suas concentracdes 0,125% obteve
41,18% e 0,25%, 0,50% 1% e 2% obtiveram respectivamente 45,78%, 41,98%, 76, 51%
e 93,22% de acdo. Esse mesmo efeito também foi observado neste estudo entre os
grupos T2 a Ts, mas sem diferencas significativas havendo apenas a alternancia dos
resultados, essa situagdo pode ser explicada quando durante o desenvolvimento da
metodologia observou-se que, quando o volume do extrato era menor, o volume final
também diminuia e poderia haver um efeito de aumento da densidade final, interferindo

de alguma forma no resultado.



Neste experimento buscou-se a atividade do EHA ou extrato vegetal, em
diversas concentracdes, como mecanismo de se realizar uma triagem do seu potencial
anti-helmintico frente a larvas infectantes L3 de nematdides gastrintestinais de caprinos.
Outros autores trabalharam com protocolos diferentes e ou semelhantes. Porém, muitos
optam por trabalhar com a a¢do de extratos vegetais frente ao desenvolvimento de ovos,
larvas infectantes ou ao parasito adulto, desta forma a discussdo de trabalhos referentes
a estes estudos é complexa, pois se trata de material, concentracdes e solventes
diferentes e, portanto, apresentando possivelmente reagdo para os estdgios de
desenvolvimento do parasito proprio. Essa mesma possibilidade de variagdo foi
observada por Hounzangbe-adote et al (2005) que estudaram a acdo de quatro plantas
tropicais Zanthoxylum zanthoxyloides, Newbouldia laevis, Morinda licida e Carica
papaya em ovos, larvas infectantes e adultos de H. contortus verificando que as plantas

testadas apresentavam acdo contra todos os estidgios dos parasitos, porém, variando

grandemente seus resultados entre cada estagio.

2.5 CONCLUSAO

A concentracdo de 500mg/mL do EHA de Lippia sidoide Cham se mostrou in
vitro possuir acdo larvicida com 95,89% de eficiéncia sobre as larvas L3 infectantes de

nematoéides gastrintestinais de caprinos (familia Trichostrongylidae).
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados encontrados com o uso do extrato de Lippia Sidoides Cham
sobre as larvas L3 demonstraram um grau de acdo desde as menores
concentracbes até o nivel mais alto dos testes, chegando a conseguir
resultados mais efetivos a partir das concentragées de 250mg e 500mg, com
88,646 % e 96,172 % respectivamente para cada concentracdo em 24h de
exposicdo ao extrato, sendo esta ultima concentracdo classificada como
eficiente. Revelando o potencial larvicida do extrato estudado. O tempo de
exposicao das larvas ou extrato por 24 horas, determinou que na concentracao
de 500mg /mL ja seria o suficiente para obter um bom resultado, o que pode
significar uma menor exposi¢cdo dos caprinos ao extrato em futuros testes in

Vivo.

A diminuicdo na probabilidade de evolugdo dos ovos de nematdides
gastrintestinais de caprinos in vitro, deve-se ao fato da adicdo do extrato seco
de alecrim pimenta (Lippia sidoide Cham) sobre os mesmos, destacando-se
para tanto a concentracao de 500mg/mL. A diminuicao ou total impedimento da
evolugao é importante por determinar a ndo contaminagdo do ambiente com
fezes cheias de ovos e consequentemente a ingestdo de larvas L3 infectantes

por caprinos.

A utilizacao do extrato hidroalcodlico seco de alecrim pimenta (Lippia
sidoides Cham) sobre ovos e larvas de nematéides gastrintestinais se revela
como um promissor anti-helmintico natural, requerendo para tanto estudos

complementares a este.



Apesar dos estudos terem sido realizados usando-se fezes de caprinos,
os resultados sdo bastante promissores também para ovinos. Pois, 0s

parasitos gastrintestinais sdo basicamente os mesmos para as duas espécies.

O uso das plantas medicinais esta condicionado a diversos fatores,
como: solventes envolvidos na extracao, partes da planta que contém mais ou
menos principio ativo, tempo de coleta, horario e origem da planta que ao
interagirem com a temperatura e umidade podem interferir no resultado final de

qualquer experimento ou protocolo terapéutico utilizado a base de plantas.



ANEXOS



EXPERIMENTO 1.

Tabela. Estimativa dos parametros do modelo Logistico.

Erro Valor de Erro Valor de
CoeficientesEstimativa p-valor|CoeficientesEstimativa p-valor
padrdo 2 padrao Z
B1 -23,37 6712,00 10,00 0,997 [04.12 -2,04 9433,00 (0,00 1,000
Ol -0,13 9425,00 (0,00 1,000 |65+ -2,44 9482,00 (0,00 1,000
O3 0,01 9440,00 10,00 1,000 [06.12 -4,15 0298,00 (0,00 1,000
Oy 0,40 9433,00 10,00 1,000 [67.12 -4,76 9444,00 0,00 1,000
Os 0,26 9482,00 10,00 1,000 |[0g.12 -4,98 9459,00 0,00 1,000
Og 0,42 9298,00 0,00 1,000 [g.12 -3,48 9496,00 0,00 1,000
o7 0,33 9444,00 (0,00 1,000 [610.12 -2,92 9397,00 (0,00 1,000
Og 0,48 9459,00 10,00 1,000 [611.12 -3,81 9447,00 10,00 1,000
Olg 0,31 9496,00 (0,00 1,000 [612.12 -21,05 6712,00 (0,00 0,997
Oy 0,36 9397,00 10,00 1,000 (6224 -1,78 9425,00 (0,00 1,000
Oly4 0,33 9447,00 10,00 1,000 6304 -2,46 9440,00 (0,00 1,000
Oy 19,83 6712,00 10,00 0,998 (0404 -2,35 9433,00 0,00 1,000
Y3 0,06 9455,00 10,00 1,000 6524 -1,92 9482,00 (0,00 1,000
Yo 21,99 6712,00 0,00 0,997 [0g.04 -2,20 0298,00 (0,00 1,000
Yi2 23,62 6712,00 10,00 0,997 (0704 -3,62 9444,00 (0,00 1,000
You 23,19 6712,00 10,00 0,997 [0g.04 -3,27 9459,00 (0,00 1,000
Yas 23,25 6712,00 10,00 0,997 [0g 24 -3,21 9496,00 0,00 1,000
Y72 23,12 6712,00 0,00 0,997 (01024 -4,38 9397,00 0,00 1,000
d23 0,40 13320,00 0,00 1,000 [611.04 -4,44 9447,00 0,00 1,000
333 0,12 13350,00 (0,00 1,000 01224 -20,29 6712,00 (0,00 0,998
d43 -0,06 13370,00 0,00 1,000 [02.4s -1,36 9425,00 (0,00 1,000
353 0,11 13410,00 0,00 1,000 |[03.4s -1,64 9440,00 (0,00 1,000
O63 -0,28 13270,00 0,00 1,000 0448 -1,83 9433,00 (0,00 1,000
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810.3

81 1.3
812.3
d26
83.6
d46
85.6
86.6
87.6

88.6

610.6
811.6
812.6
62.12

83.12

-0,23
-0,22
-0,17
-0,12
-0,13
-19,62
21,44
-2,94
-2,52
-3,23
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-3,54
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-21,98
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-1,86
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9482,00
9298,00
9444,00
9459,00
11660,00
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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0,00
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0,00

0,00

1,000
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65.48
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81 0.72
61 1.72
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3,12
-2,55
-1,53
-2,73
-2,26
-2,88
-3,65
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-1,13
-1,07
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2,72
-3,12
-3,11
-23,08
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9459,00
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9459,00
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9397,00
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6712,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,998
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,998
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TABELA . Estimativa dos pardmetros do modelo Logistico com os dados observados apoés 12

horas.
Erro Valor de
Estimativa |CoeficientesErro padrdoValor de Z jp-valor [Coeficientes [Estimativa p-valor
padrao Z

0,25 31 0,20 1,27 0,206  [011.24 -0,63 1,20 -0,52 0,601
-2,07 Olo 0,38 -5,45 0,000" [512.24 0,76 0,42 1,81 0,071
-1,84 0l3 0,37 -4,94 0,000" [62.48 0,58 0,52 1,11 0,266
-1,64 Olg 0,33 -4,88 0,000" [63.48 0,22 0,51 0,43 0,668
-2,18 Ols 0,39 -5,57 0,000"  [04.48 0,21 0,49 0,42 0,672
-3,73 Olg 0,74 -5,01 0,000" [05.48 -0,68 0,73 -0,93 0,353
-4,42 Ol7 1,08 -4,31 0,000" [6.48 1,60 0,86 1,86 0,063
-4,50 Olg 1,08 -4,38 0,000" [67.48 3,23 1,08 3,00 0,003"
-3,17 Olg 0,55 -5,76 0,000" [6g.48 2,25 1,13 2,00 0,046'
-2,56 0l10 0,42 -6,11 0,000" [69.48 1,22 0,70 1,74 0,083
-3,48 011 0,62 -5,61 0,000"  [610.48 0,04 0,69 0,06 0,951
-1,22 Ol12 0,30 -4,12 0,000"  [611.48 0,16 0,97 0,17 0,865
-0,43 Vo4 0,28 -1,53 0,126  [012.48 1,36 0,39 3,45 0,0011
-0,37 Yas 0,27 -1,36 0,173  [62.72 0,81 0,50 1,63 0,104
-0,50 Y7o 0,28 -1,79 0,074  [63.72 0,78 0,49 1,59 0,111
0,16 02,24 0,57 0,28 0,782  [64.72 0,23 0,50 0,45 0,652
-0,60 03.24 0,60 -1,01 0,314  [65.72 0,71 0,54 1,32 0,188
-0,31 04,24 0,51 -0,60 0,546  [06.72 2,03 0,84 2,42 0,016"
0,52 05.24 0,56 0,94 0,348  [67.72 2,80 1,10 2,55 0,0111
1,95 06.24 0,84 2,34 0,019' [8g.72 2,26 1,14 1,98 0,048
1,14 57.24 1,27 0,90 0,369  [69.72 0,36 0,83 0,43 0,669
1,71 08.24 1,16 1,47 0,142  [610.72 -0,20 0,69 -0,28 0,777
0,27 09.24 0,83 0,33 0,743 [611.72 -16,27 1511,41 -0,01 0,991
-1,46 010.24 1,11 -1,31 0,189  [612.72 1,91 0,40 4,79 0,000




Tabela. Estimativa dos parametros do modelo Logistico.

Erro Valor de Erro Valor de
CoeficientesEstimativa, p-valor|CoeficientesEstimativa p-valor
padrdo 2 padrao Z
B1 -23,37 6712,00 10,00 0,997 [04.12 -2,04 9433,00 0,00 1,000
Ol -0,13 9425,00 10,00 1,000 0512 -2,44 9482,00 (0,00 1,000
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Yi2 23,62 6712,00 (0,00 0,997 (0704 -3,62 9444,00 0,00 1,000
You 23,19 6712,00 10,00 0,997 [0g.04 -3,27 9459,00 (0,00 1,000
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Tabela -Estimativas dos parimetros do modelo de efeito para o

percentual de larvas mortas com a aplicacio do extrato.

Coeficiente

Estimativa

Erro padrao

t value

p-valor

3
)

46,08

7,20

6,40

<0,001!

£

42,06

7,20

5,84

<0,001!

Q
=)

42,62

7,20

5,92

<0,001!

£

61,05

7,20

8,48

<0,001!

2
=1

69,39

7,20

9,63

<0,001!

S
)

60,56

7,20

8,41

<0,001!

=
N
R

Q
=
b
s
3

-2,60

7,54

7,20

10,19

-0,36

0,74

0,720

0,462

Q
=
bd
IS
3

1,73

10,19

0,17

0,866

Q
=
~
IS
3

10,27

10,19

1,01

0,317

Q
=
©
s
3

8,30

10,19

0,82

0,418




P, s

7.35

10,19

0.72

0,473

0B

11,68

10,19

1,15

0,255

By

8,09

10,19

0,79

0,430

oBe72

8,26

10,19

0,81

0,420

ofs 7

-2,24

10,19

-0,22

0,827

B0

o272

9,84

1,22

10,19

10,19

0,97

0,12

0,337

0,905

P-valor do teste do teste t. Se p-valor<0,05 b ¢ significativo.



Tabela. Teste de Tukey para comparagdo entre as médias do percentual de larvas mortas dos

tratamentos.
Tratamento Tratamento Diferenca de média Erro IC(95%)
p-valor Limite Limite
padrdo

) @ (-J) Superior Inferior
2 -52,825 3,889 0,000t -65,853 -39,796
3 -49,533 3,889 0,0001 -62,561 -36,505
4 -48,743 3,889 0,000t -61,771 -35,715
5 -56,661 3,889 0,0001 -69,689 -43,632
6 -50,762 3,889 0,000t -63,790 -37,734

1 7 -57,352 3,889 0,000t -70,380 -44,324
8 -60,621 3,889 0,000t -73,649 -47,593
9 -64,752 3,889 0,000t -77,780 -51,724
10 -75,618 3,889 0,0001 -88,646 -62,590
11 -83,144 3,889 0,000t -96,172 -70,116
12 -65,288 3,889 0,000t -78,316 -52,260
3 3,292 3,889 0,999 -9,736 16,320
4 4,082 3,889 0,996 -8,946 17,110
5 -3,836 3,889 0,998 -16,864 9,192
6 2,062 3,889 1,000 -10,966 15,090

2 7 -4,528 3,889 0,990 -17,556 8,500
8 -7,796 3,889 0,689 -20,824 5,232
9 -11,928 3,889 0,106 -24,956 1,100
10 -22,793 3,889 0,000t -35,821 -9,765
11 -30,319 3,889 0,0001 -43,347 -17,291
12 -12,463 3,889 0,074 -25,491 0,565
4 0,790 3,889 1,000 -12,238 13,818
5 -7,128 3,889 0,796 -20,156 5,901
6 -1,229 3,889 1,000 -14,257 11,799
7 -7,819 3,889 0,685 -20,847 5,209

3 8 -11,088 3,889 0,176 -24,116 1,940
9 -15,219 3,889 0,0091 -28,247 -2,191
10 -26,085 3,889 0,000t -39,113 -13,057
11 -33,611 3,889 0,000t -46,639 -20,583
12 -15,755 3,889 0,006! -28,783 -2,727
5 -7,918 3,889 0,668 -20,946 5,110
6 -2,019 3,889 1,000 -15,048 11,009
7 -8,610 3,889 0,544 -21,638 4,419

4 8 -11,878 3,889 0,109 -24,906 1,150
9 -16,010 3,889 0,0041 -29,038 -2,982
10 -26,875 3,889 0,000t -39,903 -13,847
11 -34,401 3,889 0,000t -47,429 -21,373
12 -16,545 3,889 0,003t -29,573 -3,517
6 5,898 3,889 0,932 -7,130 18,926

5 7 -0,692 3,889 1,000 -13,720 12,336
8 -3,960 3,889 0,997 -16,988 9,068
9 -8,092 3,889 0,637 -21,120 4,936
10 -18,957 3,889 0,000t -31,985 -5,929
11 -26,483 3,889 0,000t -39,511 -13,455

12 -8,627 3,889 0,541 -21,655 4,401




7 -6,590 3,889 0,866 -19,618 6,438
8 -9,859 3,889 0,332 -22,887 3,169

6 9 -13,990 3,889 0,0241 -27,018 -0,962
10 -24,856 3,889 0,000! -37,884 -11,828
11 -32,382 3,889 0,000! -45,410 -19,354
12 -14,526 3,889 0,016! -27,554 -1,498
8 -3,269 3,889 0,999 -16,297 9,759
9 -7,400 3,889 0,754 -20,428 5,628

7 10 -18,266 3,889 0,0011 -31,294 -5,237
11 -25,792 3,889 0,000! -38,820 -12,763
12 -7,936 3,889 0,665 -20,964 5,092
9 -4,131 3,889 0,996 -17,160 8,897

8 10 -14,997 3,889 0,0111 -28,025 -1,969
11 -22,523 3,889 0,000! -35,551 -9,495
12 -4,667 3,889 0,988 -17,695 8,361
10 -10,865 3,889 0,199 -23,893 2,163

9 11 -18,391 3,889 0,000! -31,419 -5,363
12 -0,535 3,889 1,000 -13,563 12,493

10 11 1,526 3,889 0,734 -20,554 5,502
12 10,330 3,889 0,264 -2,698 23,358

11 12 17,856 3,889 0,0011 4,828 30,884

P-valor do teste de Tukey. Se p-valor<0,05 a diferenca de efeito € significativa.

Sendo assim, calculamos o modelo final somente com o variavel
tratamento, pois, somente esta apresentou significancia dos parametros no

modelo.

O modelo final € dado por:
7(x)

1 P

og{1 o )} B, +Za

Onde: P é a variavel com relacdo ao protocolo utilizado; B+ € o intercepto do

modelo; o; para i = 1,...,12 sdo parametros referentes aos tratamentos;






