RENORBIO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS VEGETAIS DO CERRADO
MARANHENSE COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA

ANDREIA FREITAS DE OLIVEIRA

Sao Luis-MA

2016



ANDREIA FREITAS DE OLIVEIRA

BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS VEGETAIS DO CERRADO
MARANHENSE COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduacio em Biotecnologia da Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO),
ponto focal Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutora em Biotecnologia.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Livio Martins Costa Junior

Sao Luis-MA
2016



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Nucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Oliveira, Andréia Freitas de.

BIOPROSPECC_E;O DE PRODUTOS VEGETAIS DO CERERADO
MARANHENSE COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA / Bndréia Freitas
de Oliveira. - 2016.

110 £.

Orientador(a): Livio Martins da Costa Junior.

Tese (Doutorado) - Programa de Pds-graduagdo em
Biotecnologia - Renorbio/ccbs, Universidade Federal do
Maranhdo, S3o Luis, 2016.

1. Bioprospecgdc. 2. Haemonchus contortus. 3.
Pequences ruminantes. 4. Produtos naturais. I. Costa
Jinior, Livio Martins da. II. Titulo.




'\
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fendacfo imtfuida nos lermas do Lel o 4 152 de 21710/ 1784 - 580 Luls - MorenkSa

uF -‘l'l,q CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE - CCBS
e PROGRAMA I]-F__Pﬂ_ﬁ-ﬁmﬂ EM BIOTECHNOLOGLA
oy & renorbio
1‘\ Lemderacio Do - Ushversd s Fedos Hue S8 Fesesmbeoa

* Fsiurel ¥ Fro-Retarie de Feoue o PG g bc
Fizm Dam Maros de Meder o, ahn — Don irmios — CEP. 221 T 1000 Recfe-PE
Talefone {517 TENSH0, T0HE08 1 E-mall: recorbea@orppg ol i b
Homepege R Vsraw mnorbic og be

FOLHA APROVACAD DEFESA DE TESE
ALLINO: Andréia Freftas de Civeira

TITULO DO PROJETO: "BIOPROSPECCAD DE PRODUTOS VEGETAIS DO CERRADO
MARANHENSE COM ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA™.

PROFESSOR ORIENTADOR: Livie Marting Costa Jonlor

BARNCA EXAMINADORA: CORNCEITO AS5INATURA

Prof. Dr. Livio Marting Costa Junior — UFA,

{Presidente)

P, Or. Herve Hoste — INRATOuous:

(THular)

P Dr. Pemro Geraido Gonzalez Pech — LADY

(THuar)

Pro™, O, Rosane Massar Melneses Guama — UFMA

i THular)
Pmo™ O, Flawia Raquel Femandes oo Nascimento — UFMA

(THular)

DATA DA APROVAGAD: 03 de Agosio de 2016
HORARIO: A 14:000.

LOCAL: Mo prado e Pés-Granuacan do CCBS-UFMA.

Hade Mordasa de Botec-olcge - Mudss de M os-Lasdusc o
Hermepege. WD s ranorbeo gg g



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me abencoado e me dado forcas para concluir
mais essa etapa da minha vida.

Ao meu orientador professor Dr. Livio Martins Costa Junior por ter me recebido em
seu laboratorio, pela sua orientacio e dedicagdo.

Ao Prof. Hervé Hoste e estagidrios do Laboratério de Parasitologia, da ENVT-
Toulouse-Franca, por me receber para realizacdo de parte de meus experimentos, além de
todo ensinamento e paciéncia.

A Professora Maria Nilce Ribeiro por ceder espaco no Laboratério de Farmacognosia
da Universidade Federal do Maranhdo, e em especial a José Wilson Mesquita e Marisa
Aranha pela preparacdo e realizagdo das andlises dos extratos utilizados nesse trabalho.

A Professora Claiddia Rocha por ceder espaco no Laboratério de Produtos naturais da
Universidade Federal do Maranhdo, para realizacao das andlises dos extratos utilizados nesse
trabalho.

A todos os informantes do trabalho de etnoveterindria, em especial ao seu José Manoel
que ajudou na realizagdo do levantamento etnoveterinario.

Aos meus colegas e de laboratério (LCA-LCP) que contribuiram de maneira especial
para o desenvolvimento desse trabalho, com apoio, conversas, sorrisos, reunides e até
broncas: Alana Arruda, Carolina Silva, Luciana Traesel, Marlise Milhomem, Sarah Dutra,
Vitor Augusto, Négilla Leite, Natalie Pinto. De forma especial, quero agradecer a Aldilene
Silva, pela paciéncia nas minhas horas de estresse, pela companhia nas horas interminaveis de
Onibus e pelos momentos de descontragdes aos finais de semana.

Ao Instituto Federal do Maranhdo pela liberagdo para realizacdo da pds-graduacdo e
pelo apoio para realizacio desta tese, em especial a Suelma Feitosa do Campus Sao Raimundo
das Mangabeiras e Maria Verdonica Andrade, José Manoel e Ednaldo Bezerra, do Campus
Caxias.

A minha mae, Maria Elisa, pelo apoio incondicional.

Agradeco a familia Rocha: Irene, Luzia, Ligia, especialmente Leticia, por todas as
vezes que me acolheram e me deram suporte nas vezes que precisei.

Aos meus alunos do Campus Sdao Raimundo das Mangabeiras, Cassiano Ricardo,
Candida Cirfaco e Irene Privado pela ajuda nas coletas dos dados etnoveterindrios e
momentos especiais. Aos meus “meninos” do curso de Zootecnia do IFMA-Campus Caxias,
em especial Francisco Romulo, Liliane Santana, Kerlen da Silva e Waliston Gabriel, pela

ajuda nas coletas de dados, pelos momentos de alegria e por me fazerem acreditar na minha



capacidade de orientacdo e na vocagdo de professora, nas vdrias vezes em que duvidei, ainda
que precise aprimorar € muito, ambas.

A Vladiana Lima, Joyce Italiano e Erika Fabiana pela amizade especial dedicada a
mim mesmo a distancia, com palavras de motiva¢do nos momentos dificeis.

Ao CNPq, CAPES e FAPEMA pelo apoio financeiro.

Por fim, o meu sincero e eterno agradecimento, a todos os animais, que serviram para

0 experimento.



RESUMO

OLIVEIRA, A. F. Bioprospeccao de produtos vegetais do cerrado maranhense com
atividade anti-helmintica. 2016. f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia da Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal do Maranhao

(UFMA), Sio Luis, 2016.

As helmintoses sdio um dos principais fatores que interferem na producdo de pequenos
ruminantes, atualmente agravado devido a resisténcia anti-helmintica que dificulta o controle
dessas parasitoses. Sendo assim, fazem-se necessarios estudos sobre novas formas de controle
e dentre estas, destacam-se os produtos naturais. A escolha das espécies vegetais com
potencial farmacéutico pode ser realizada por diferentes tipos de abordagens, destacando-se
etnoveterindria e a etolégica. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivos documentar
o conhecimento etnoveterindrio sobre plantas utilizadas por habitantes de uma comunidade
rural no interior do Maranhao, selecionando e validando cientificamente plantas com elevada
freqiiéncia de relatos de uso como anti-helminticas, além de serem consumidas
voluntariamente por caprinos. Extratos acetonico (EA) e hidroalcéolico (EHA) das espécies
vegetais Turnera ulmifolia L. (folhas e raizes), Parkia platycephala Benth. (folhas e
sementes) e Dimorphandra gardneriana Tul. (folhas e cascas), foram testadas in vitro para
atividade contra Haemonchus contortus através do teste de eclosiao de ovos (TEQ), utilizando
concentragdes que variaram de 0,3 a 10 mg/mL, teste de desembainhamento larvar artificial
(TDLA) em concentracdes de 37,5ug/mL a 1200 pg/mL e teste de desenvolvimento larvar
(TDL). Um segundo conjunto de incubag¢des foi realizado utilizando polivinilpolipirrolidona
(PVPP), a fim de observar a influéncia de polifendis no possivel efeito anti-helmintico nos
TEO e TDLA. Os dados de cada extrato foram usados para calcular a concentragdo letal
média (CLso) para cada teste. Todos os extratos apresentaram resultados significativos em
pelo menos um dos testes. O uso de PVPP revelou que os taninos condensados nao sdo os
unicos metabdlitos secundarios dos extratos responsaveis pelos efeitos anti-helminticos. Os
resultados mostram que o uso dos critérios etnoveterindrio e etoldégico se mostram
promissores na busca de potenciais substancias terapéuticas e que os extratos avaliados
apresentaram efeito anti-helmintico, podendo constituir alternativa para o controle de
nematoides gastrintestinais de caprinos.

Palavras-chave: Bioprospeccdo; Haemonchus contortus; Produtos naturais; Pequenos

ruminantes.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. F. Bioprospecting plant products of cerrado (Brazilian savanna) in
Maranhao, Brazil with anthelmintic activity. 2016. f. Thesis (Doctoral) - Programa de P6s-
Graduacdo em Biotecnologia da Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal do

Maranhao (UFMA), Sao Luis, 2016.

The helminth infections represent a serious problem for the production of small ruminants,
currently aggravated by resistance to anthelmintics products, which has stimulated the search
for new forms of control, among them natural products. The selection of plant species with
pharmaceutical potential can be achieved by different approaches, highlighting
ethnoveterinary and ethological. The objective of this study was to document ethnoveterinary
knowledge on plants used by inhabitants of a rural community in the state of Maranhao,
selecting and scientifically validating plants with high frequency of reports of use as
anthelmintics, in addition to being consumed voluntarily by goats. The acetone (Act) and
hydroalcoholic (ETH) extracts of plant species Turnera ulmifolia L. (leaves and roots), Parkia
platycephala Benth. (leaves and seeds) and Dimorphandra gardneriana Tul. (leaves and
bark) were tested in vitro against Haemonchus contortus, through using Eggs Hatching Assay
(EHA), using concentrations ranging from 0.3 to 10 mg/mL, Larval Exsheathment Inhibition
Assay (LEIA) at concentrations of 37.5 pg/mL to 1200 pg/mL and Larval Development
Assay (LDA). A second set of incubations were made using polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP) to determine the influence of polyphenols on the anthelmintics effect in EHA and
LEIA. Data from each extract were used to calculate median lethal concentration (LCsg) for
each test. All tested extracts showed activity against at least one life stage of H. contortus.. The
use of PVPP showed that the tannins are not the only extracts of secondary metabolites
responsible for the anthelmintic effects. The results show that the use of ethnoveterinary and
ethological criteria are promising in the search for potential therapeutic substances and that
the extracts evaluated showed an anthelmintic effect and may be an alternative for the control
of gastrointestinal nematodes of goats.

Keywords: Bioprospecting; Haemonchus contortus; natural products; small ruminants.
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1. INTRODUCAO

A caprinovinocultura é uma atividade de grande importancia econdmica em todos os
continentes, estando presente em dreas que possuem as mais diversas caracteristicas
climdticas, observando-se uma maior concentracdo nos paises em desenvolvimento. No
Brasil, a producdao de pequenos ruminantes € uma atividade de importancia social,
especialmente na regido Nordeste, pois gera oportunidades de emprego e renda. Atualmente, a
caprinovinocultura se apresenta como uma alternativa para a diversificacdo da producdo e
aumento da rentabilidade das propriedades rurais.

Apesar da perspectiva do crescimento comercial dessa atividade, a producdo e a
produtividade ainda sdo limitadas por problemas sanitdrios, nutricionais e de manejo. Entre os
fatores que afetam a produtividade e a saide do rebanho, destacam-se as doencas parasitdrias,
em especial as causadas pelos nematoides gastrointestinais, que acometem 0S caprinos e
ovinos durante toda vida produtiva, sendo responsdveis por elevadas perdas na producio,
devido ao subdesenvolvimento, reducdo do consumo de alimentos, diminui¢ao da produgdo
de leite e carne, baixa fertilidade dos animais, e em alguns casos alta taxa de mortalidade
(LESSA et al, 2004; GENNARI; AMARANTE, 2006; LIMA, et al, 2010). Perdas
econdmicas incluem ainda os custos monetdrios para aquisicdo do produto anti-helmintico
comercial, e da mao-de-obra para a aplicacio do medicamento, as quais sdo rotinas nas
propriedades produtoras de pequenos ruminantes. Ademais, o uso intensivo e descontrolado
de compostos quimicos sintéticos vem promovendo a selecio de cepas resistentes
(THOMAZ-SOCCOL et al., 1996; HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011). Em geral, essas
infec¢des parasitarias sdo de natureza mista, sendo o Haemonchus contortus a espécie de
parasito mais prevalente e mais patogénico (AMARANTE et al. 2009).

Devido a ineficiéncia dos produtos sintéticos, ao alto custo dos medicamentos
alopéticos, associado a busca da populag@o por tratamentos menos agressivos aos animais e
ao meio ambiente (RIBEIRO et al., 2005), torna-se cada vez mais imperativo o
desenvolvimento de novos métodos de controle parasitario e as pesquisas tém procurado por
substancias, que tenham a capacidade de diminuir o nimero de parasitos a um nivel
administravel ou modificar seus processos biolégicos e ciclo de vida, em vez de elimina-los
completamente (KLONGSIRIWET et al., 2015).

Nessa busca por terapias alternativas o interesse pelo estudo de plantas medicinais e
suas moléculas bioativas vem crescendo nos ultimos anos, principalmente no que se refere a
sua atividade farmacéutica e composi¢do quimica. E o conhecimento veterindrio tradicional

voltou a ser valorizado em diversas partes do mundo, seja porque é reconhecido como uma
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importante fonte de descoberta de substancias para a medicina alopética, seja pelo fato de
constituir uma alternativa mais vidvel e acessivel para comunidades rurais dispersas e pobres,
ou ainda pela questdao da importancia da documentag¢dao do conhecimento tradicional antes que
o mesmo seja erodido pela tendéncia de globalizacdo contemporanea (GITHIORI et al.,
2005). Além disso, a utilizacdo de produtos naturais pode representar uma alternativa
ecologicamente vidvel, contribuindo inclusive para o aumento da lucratividade pecudria, uma
vez que reduz o uso de anti-helminticos convencionais (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999)

Atualmente, indmeras evidéncias t€m dado impulso para o estudo do comportamento da
auto-medicacdo animal (estudo etoldogico), que estd relacionado a utilizacdo de compostos
secunddrios e substancias ndo-nutricionais no combate as doengas. Baseando-se na
observacdo do consumo de plantas por animais, busca-se entender como esta pratica pode ser
aplicada no tratamento de doencas de animais rurais/domésticos, ou mesmo para consumo por
humanos. (HUFFMAN, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo estudo de bioprospeccdo da
atividade anti-helmintica de espécies vegetais do cerrado maranhense. A tese foi organizada
na forma de capitulos apresentando as principais producdes bibliograficas elaboradas a partir
do tema proposto. O capitulo 1 aborda o estudo etnoveterindrio realizado no cerrado
maranhense no municipio de Sao Raimundo das Mangabeiras, Maranhdao. O capitulo 2
apresenta os resultados dos testes in vitro avaliando a atividade anti-helmintica contra
Haemonchus contortus de plantas selecionadas por diferentes métodos, incluindo o estudo

etnoveterindrio do capitulo 1
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caprinovinocultura

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de
2014, o rebanho nacional de caprinos alcangou 8.851.879 cabecas, sendo 8.109.672 cabecas
na Regido Nordeste (91,6%), enquanto o rebanho ovino registrou o nimero de 17.614.454
cabecas no Pais, das quais 10.126.799 estdo no Nordeste (57,5%) e 5.166.225 na Regiao Sul
(29,3%). O pais concentra hoje o 22° rebanho mundial de caprinos e o 18° maior rebanho de
ovinos no planeta. (FAO, 2015; IBGE, 2015). E uma atividade de extrema importancia
econdmica e social, principalmente para a populacdo do sertdo nordestino, onde é exercida
tipicamente por pequenos produtores em que a obtencao de proteina de origem animal e fonte
de renda derivam da cria¢do de animais, de racgas nativas e sem padrao racial definido em sua
maioria e tradicionalmente explorada com tecnologia menos especializada, empregando mao-
de-obra familiar e utilizando produtos regionais e de baixo custo (WANDER et al., 2003;
IBGE, 2015).

Apesar de a caprinovinocultura ser uma atividade exercida principalmente por pequenos
produtores, possui um enorme potencial econdmico, devido a rusticidade desses animais, a
facilidade de adaptacdo as mais diferentes condi¢gdes climaticas, aliado ao fato de que podem
ser criados em pequenas, médias e grandes propriedades; maior valorizacdo dos produtos
comparado com os origindrios de outras espécies animais; maior produtividade; e o mercado
que estd em ampla expansdo em todas as regides do Brasil (NOGUEIRA-FILHO;
KASPRZYKOWSKI, 2006; SALEM, 2010). Os principais produtos origindrios da criagdo de
caprinos e ovinos, além da prépria comercializacdo de matrizes e reprodutores, sdo: carne,
leite, pele e seus derivados. A carne destaca-se pela sua qualidade nutritiva devido aos baixos
teores de colesterol e gorduras, sendo inclusive mais magra que a carne de frango, possui
sabor caracteristico e maciez, apta a atender um consumidor que se preocupa cada vez mais
com sua saude e bem-estar (GUIMARAES; HOLANDA, 2002). As peles de caprinos, € em
especial as de ovinos, apresentam boa cotacdo no mercado externo, em virtude de
caracterizarem-se pela grande resisténcia, boa flexibilidade e pela beleza podendo ser
utilizadas para vestudrio, calcados, luvas etc. (BARROS; SIMPLfCIO, 2001). O leite de cabra
possui 20% mais calcio, menor teor de acticar, 30% menos colesterol e teores semelhantes de
proteinas e vitaminas quando comparados ao leite de bovinos (ALVES, 2002). Ja o leite ovino
apresenta os maiores teores de proteina, lipidios, minerais e vitaminas essenciais para a saude

humana. Em geral, o consumo de leite de ovelha in natura é muito baixo, mas é muito
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utilizado para producdo de queijos finos e em alguns paises, parte do leite ¢ transformado em
iogurte ou queijos frescos (HAENLEIN; WENDORFF, 2006). Além destes, tem-se ainda as
visceras comestiveis, muito apreciadas na regido semi-drida do Nordeste brasileiro, na forma
de um prato tipico, “a buchada”, que além de ser usada como uma fonte alimentar nutritiva e
de baixo custo para o homem, pode também aumentar a rentabilidade do produtor
(SIMPLICIO, 2001).

A cadeia produtiva da caprinovinocultura no Brasil vem evoluindo da condicdo de
subsisténcia para bases empresariais, embora ainda com baixa produtividade. Uma das razdes
para a baixa produtividade estd no regime de manejo da exploracdo, predominantemente
extensiva e rudimentar, com alta dependéncia da vegetacdo nativa, assisténcia técnica
deficitaria, baixo nivel de organizacdo e de gestao da unidade produtiva e, sobretudo, falta de
controle sanitario efetivo (PINHEIRO et al., 2000; SOTOMAIOR 2007, ARAUJO-NETO et
al., 2010). Dentre os problemas sanitdrios, destacam-se os nematoides gastrintestinais, sendo
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis as principais espécies apontadas

como as responsaveis pelos prejuizos econdomicos (SILVA, 2014).

2.2. Nematoides gastrointestinais

Acredita-se que os problemas com parasitas surgiram apds a domesticacdo. Antes da
domesticacdo, os animais apresentavam hdbitos migratérios, que de certa forma os mantinham
livres de altas infecgdes por parasitas gastrintestinais, pois, por estarem dispersos, tinham
diminuidas as chances de re-infeccao e assim, o equilibrio entre parasita e hospedeiro permitia
a tolerancia dos animais a essa enfermidade. Com a domestica¢do e consequente aumento no
numero de animais por drea, alterou este equilibrio em favor dos parasitas, sendo os helmintos
gastrintestinais 0s mais numerosos, amplamente distribuidos e prejudiciais aos animais

(CHIEJINA, 2001; SOUTELLO et al., 2002; BIZIMENYERA et al., 2006).

2.2.1. Ciclo biolégico

As helmintoses sdo causadas por parasitos pertencentes as classes Nematoda, Cestoda e
Trematoda, destacando-se em ruminantes os pertencentes as Familias Trichostrongylidae que
inclui os géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia, Ostertagia (sIndOnimo
Teladorsagia) e Nematodirus; e representantes das Familias Dictyocaulidae, Cyathostomidae

e Ancylostomatidae, com os géneros Dictyocaulus, Oesophagostomum e Bunostomum,

respectivamente. (VIEIRA, 2005; COSTA et al, 2011).
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O ciclo biologico da Familia Trichostrongylidae é definido como monoxeno (ou seja, é
necessdrio apenas um hospedeiro para completar seu desenvolvimento) (TAYLOR et al,
2009). Ele consiste em duas fases: a fase livre no ambiente externo (exdgena) e uma fase
parasitdria no hospedeiro (ou fase endogena) (Figura 1) (VEGLIA, 1915; JACQUIET et al.,
1998; TAYLOR et al, 2009). A fase de vida livre inicia-se quando as fémeas adultas liberam
ovos juntamente com as fezes do hospedeiro, que, por estimulos externos, embrionam e

eclodem, liberando as larvas de primeiro estadio (L1).

Fase Parasitaria- Endégena

L4. L= Adultos

L3
(desembainhada
dentro do animal)

/ Ovo ¥
) \ // N\ embrionado
o
ly /)
L3 (Larva -— ///
infectante e
embainhada) Larva- L2 L‘:W“f?-‘l
(2° estigio) (17 estagio)

Fase Vida Livre- Exégena

Figura 1. Ciclo de vida dos nematoides gastrointestinais pertencentes a Familia
Trichostrongylidae.

As larvas de primeiro estddio (L1) que sdo rabtidiformes, passam pela primeira muda,
originando as larvas de segundo estddio (L2), também rabtidiformes. As larvas de ambos os
estadios alimentam-se de bactérias e permanecem no bolo fecal do hospedeiro. A larva de 2°
estddio evolui para a larva de 3° estddio (L3 ou larva infectante), caracterizadas pela presenca
de duas cuticulas: uma nova sintetizada, que fica aderida ao corpo e a cuticula da fase anterior

(L2), que se mantém destacada da nova pele, envolvendo externamente a larva como uma
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bainha protetora, garantindo resisténcia a mudancas ambientais, principalmente, calor, frio e
dessecacdo. O esdfago passa do formato rabtiforme para filariforme e a L3 nao se alimenta no
ambiente externo (VEGLIA, 1915; TAYLOR et al, 2009).

Apesar dos estddios larvais L1 e L2 serem muito resistentes no ambiente, a fase de vida
livre do nematéide € fortemente influenciada pelas condicdes ambientais como temperatura e
umidade que, se forem extremas, podem provocar o ressecamento de L1 e L2 ou inviabilizar a
migracdo de L3. Assim, as taxas de infeccdo dos animais e de contamina¢do do ambiente sdo
influenciadas pelos efeitos diretos do clima sobre o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos
estagios de vida livre e do deslocamento das larvas infectantes na pastagem. A faixa entre 18
°C e 26 °C ¢ a ideal para o desenvolvimento maximo de larvas no menor tempo possivel para
a maioria dos tricostrongilideos (BOWMAN et al., 2010), além de acelerar sua migracao das
fezes para o pasto (SANTOS et al., 2012).

A transicdo entre a fase de vida livre e da vida parasitdria € marcada pela ingestao da L3
pelos animais juntamente com a forragem. No aparelho digestivo, as L.3s sdo liberadas da sua
bainha, através do processo de desembainhamento (HERTZBERG et al., 2002; DE ROSA et
al, 2005), fendmeno ativo que ocorre em resposta a varios estimulos, tais como a exposi¢cao a
um ambiente rico em diéxido de carbono, o pH (préximo a neutralidade para H. contortus e
acido para T. colubriformis) e a mudanca na temperatura apds a ingestdio (ROGERS;
SOMMERVILLE, 1968). Estes estimulos induzem a secrecao pelas células glandulares das
L3 e excre¢ao pelos poros excretores de um fluido rico em proteases e acetilcolinesterase que
promovem a digestdo da bainha e liberacdo da larva (MALLET; LESAGE, 1987). O processo
de desembainhamento ocorre no 6rgdo digestivo anterior aos que sdo habitados pelos
nematdides adultos, portanto, as espécies abomasais se desembainham no rimen
(Haemonchus spp.), € no caso das espécies intestinais (Trichostrongylus spp., Cooperia spp.),
0 processo ocorre no abomaso (RAHMAN;COLLINS, 1990).

As L3 desembainhadas, em seguida, penetram na mucosa do 6rgao alvo, onde passam
por mais duas mudas, atingindo a maturidade sexual. Apds a fecundagdo, as fémeas pdem

ovos que sdo excretados nas fezes do hospedeiro (ZAJAQ, 2006; TAYLOR et al., 2009).

2.2.2. Nematoides de Importancia Econdmica

Dentre os nematdides de maior patogenicidade e que causam maior impacto econdmico
destaca-se o Haemonchus contortus como parasito de maior prevaléncia e patogenicidade em
todo o territério nacional, sendo encontrado em 75% a 100% dos animais (MORTENSEN et

al., 2003), seguido pela espécie Trichostrongylus colubriformis. Contudo, vale salientar que
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os rebanhos brasileiros, em geral, sdao acometidos por infecgdes mistas (AMARANTE, 2004;
SANTOS et al.,, 2004; VIEIRA, 2005), e que os diferentes géneros de tricostrongilideos
simultaneamente infectam um mesmo animal, sendo as populagdes de parasitos influenciadas
pelo manejo sanitirio (COOP; KYRIAZAKIS, 1999; MOLENTO, 2000; KAHN, 2003;
BUZZULINI et al., 2007) e pela idade, raca, imunidade, estado fisiol6gico, e nutricional do
hospedeiro (COOP; HOLMES, 1996).

A acdo expoliativa dos parasitos € verificada pelo baixo aproveitamento nutricional,
reducdo da conversdo alimentar, reduzido ganho ponderal, déficit na producdo de carne, 13 e
leite (VLASSOFF et al., 2001) e, em casos extremos, até a morte dos hospedeiros mais

susceptiveis (COLDITZ; LE JAMBRE, 2008; RAMALHO et al., 2008).

2.2.2.1. Haemonchus contortus

Haemonchus é considerado o parasito de maior importancia econdmica para o0s
rebanhos de pequenos ruminantes em regides tropicais e subtropicais, devido a sua ampla
distribuicdo e alta intensidade (CHAGAS et al., 2007), sendo reconhecido pela
patogenicidade, que resulta em alta morbidade (BUZZULINI et al., 2007) e mortalidade de
até 40% dos animais nao tratados (RAMOS et al., 2004). Embora este parasito esteja presente
durante o ano todo, sua predominancia em relagdo aos demais géneros evidencia-se nos meses
de verao e outono (MORAES, 2002). A fase de vida parasitiria de H. contortus é
caracterizada pelo hematofagismo, que acarreta anemia hipocrdmica microcitica devido a
deficiéncia de ferro e microhemorragias decorrente das lesdes a mucosa (LORIA et al., 2009).
A média da perda sanguinea por parasito/dia é estimada em 0,05 mL (LE-JAMBRE, 1995).
Os animais podem apresentar ainda outras alteragdes clinicas tais como pélos arrepiados,
emagrecimento, fezes escuras, fraqueza e edema submandibular causados devido a danos as

fungOes gastricas e alteragdes no conteudo de proteinas totais (hipoproteinemia) (FOX, 1993).

2.2.2.2 Trichostrongylus colubriformis

A espécie T. colubriformis, habitante do intestino delgado de pequenos ruminantes,
causa gastroenterite devido seu habito quiméfago, desgastando as vilosidades intestinais, com
erosdo da mucosa, prejudicando a capacidade do intestino efetuar trocas de liquidos e
nutrientes. Em infec¢des leves, os sintomas sdo inapeténcia, crescimento retardado e lotes
com baixos indices produtivos; ji em infeccdes mais severas pode ocorrer perda de peso
acentuada e diarréia (URQUHART et al, 1998; LOVE; HUTCHINSON, 2003;
BIZIMENYERA et al., 2006).
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2.3. Controle dos nematoides e resisténcia anti-helmintica

2.3.1. Anti-helminticos sintéticos

A importincia econdmica e sanitdria dos nematoides gastrointestinais levou a busca de
mecanismos para a elimina¢do e/ou controle dessas infec¢des para uma pecudria produtiva e
os anti-helminticos sintéticos hd mais de 50 anos tém respondido como solu¢des ideais por
causa de sua facilidade de uso e acesso. A venda mundial de produtos veterindrios é da ordem
23,9 bilhdes de ddlares anuais, sendo 27,0% representados por parasiticidas. No Brasil, o
comércio desses produtos para a producdo de ruminantes alcangca 60,0%, o que equivale a 550
milhdes de ddlares anuais (SIDAN, 2016).

Sete grupos quimicos de anti-helminticos sdo atualmente comerciualizados no mundo:
benzimidazéis (Albendazol), imidatazois (Levamisol), lactonas macrociclicas (Ivermectina;
Moxidectina), organosfosforados (Triclorfon), salicilanilidas (Closantel), substitutos
nitrofendlicos (Disofenol), derivados do amino-acetonitrila - AAD (monepantel) e
spiroindoles (derquantel) que possuem diferentes modos de acdo sobre os nematoides
(COLES et. al, 2006; STEAR et al., 2007; KAMINSKY et al., 2008, 2009; GEORGE et al.,
2012) (Tabela 1).

Durante muitos anos, os anti-helminticos sintéticos provaram ser eficazes, porém a
utilizacdo de forma inadequada, pelo uso intensivo, com super e/ou subdosagens, diagndsticos
equivocados e auséncia de rotatividade entre as bases farmacoldgicas, principalmente devido
o pouco conhecimento por parte dos produtores e trabalhadores rurais sobre a epidemiologia
das helmintoses, bem como as interacdes parasita/hospedeiro (SOUZA et al., 2008), aliada a
pressao social por parte dos consumidores, quanto a presenga de residuos destes no meio
ambiente ou em produtos de origem animal para consumo, sinalizam a necessidade da
utilizacdo de outros métodos de controle menos dependentes desse farmacos. Contudo, o
desenvolvimento global de resisténcia a anti-helminticos sintéticos em populacdes de
nematoides ainda é o fendmeno mais preocupante e limitante no emprego dos anti-
helminticos sintéticos, especialmente em pequenos ruminantes (HART, 2011; JACKSON et

al., 2012).
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Tabela 1. Grupos quimicos, principios ativos € mecanismos de ac¢do dos produtos anti-

helminticos com indica¢des para pequenos ruminantes comercializados no Brasil.

Grupos quimicos Principios ativos Espectro de Alvos suspeitos
atividade
Imidatazo6is Levamisol SGI/SR Receptores
‘ nicotinicos de
Tetramisol acetilcolina
Benzimidazdis Albendazol SGI
Fembendazol SGI/SR B-tubulina
Lactonas Avermectinas: SGI/SR, Insetos, Canais i0nicos
macrociclicas ) dcaros
Doramectina Receptores GABA
Ivermectina
Milbemicinas:
Moxidectina
Salicilanilidas Closantel SGI/SR, Fosforilacao
oxidative
Insetos
Substitutos Disofenol SGI Fosforilacao
nitrofendlicos o oxidative
Nitroxinil
Organosfosforados Triclorfon SGI/SR, Acetilcolinesterase
(AChE)
Insetos,
Acaros
Derivados de amino- Monepantel SGI/SR Agonista nicotinico
acetonitrila (AAD)
Spirindole Derquantel SGI Receptores
nicotinicos de
acetilcolina

SGI= Estrongilideos gastrointestinais; SR= Estrongilideos respiratorios

Fonte: MOLENTO (2004); KAMINSKY et al. (2008, 2009); GEORGE et al. (2012)

2.3.2. Resisténcia anti-helmintica
A resisténcia pode ser definida como a capacidade de uma populacdo de parasitos
sobreviver apds a aplicacdo de doses de anti-helminticos que sdo letais a populagdes

susceptiveis (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008; JACKSON et al., 2012), sendo a baixa
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eficicia dos tratamentos com anti-helminticos um sinal da selecdo de cepas resistentes. Os
nematddeos possuem caracteristicas genéticas que favorecem o desenvolvimento da
resisténcia aos anti-helminticos, dentre as quais, podem ser citadas rdpidas taxas na evolucao
da sequéncia de nucleotideos (e, consequentemente, naqueles correspondentes aos receptores
das drogas) e grande populagdo efetiva, o que permite elevada diversidade genética (BLOUIN
et al., 1995). Dessa forma, além de apresentarem potencial genético para responder contra os
farmacos quimicos, possuem meios de assegurar a disseminacdo dos genes da resisténcia
(KAPLAN, 2004), portanto o fendmeno de resisténcia a anti-helminticos € evolutivo e
hereditario (WOLSTENHOLME et al., 2004).

Como resultado de tratamentos repetidos, os nematdides portadores de alelos de
"resisténcia"”, incluindo homozigotos sobrevivem e, por conseguinte, a propor¢ao de alelos de
"resisténcia” aumenta na populacdo. Os nematoides resistentes ao se reproduzirem
disseminam tais alelos (WALLER, 2006a, 2006b). Varios fatores intrinsecos aos nematdides
ou ligados a atividade humana (extrinseca), pode acelerar o surgimento e a propagacio da
resisténcia dentro de uma populagdo, fazendo com que em pouco tempo o tratamento deixe de
surtir efeito e a infecc@o continue persistindo no rebanho.

Os relatos de resisténcia anti-helmintica em nematoides de pequenos ruminantes para os
trés grupos de drogas mais comumente utilizados, benzimidazéis, imidazotiazéis (levamisole)
e das lactonas macrociclicas, tém crescido rapidamente em diferentes regides do mundo,
incluindo América do Sul (MOLENTO et al., 2011; TORRES-ACOSTA et al., 2012), Africa
(VAN WYK et al., 1999), Oceania (McKENNA, 2010; LOVE;COLES, 2002) e Europa
(PAPADOPOULOS et al., 2012), representando uma séria ameaca a producdo animal. Ja
foram relatados também casos de resisténcia a novas drogas como monepantel e derquantel,
este em combina¢do com a abamectina.(SAGER et al., 2012; SCOTT et al., 2013). No Brasil,
o aumento de relatos de resisténcia miultipla a drogas (RMD), em vdérios locais, como as
regides Sul (CEZAR et al.,, 2010), Sudeste (VERfSSIMO et al.,, 2012) e Centro-Oeste
(SCZESNY-MORAES et al., 2010), evidencia a gravidade do problema.

2.3.3 Controle de nematddeos

O tratamento anti-helmintico ideal deve ser polivalente (contra diferentes espécies, mas
também varias fases parasitdrias), ndo-toxico e rapidamente eliminado pelo hospedeiro, de
administracdo facil e um custo razoavel (QUIJADA, 2015) e para o controle dos nematoides

gastrointestinais, alguns pontos devem ser observados: a) no hospedeiro, a melhora da
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resisténcia, a resiliéncia e a redu¢do da carga parasitiria e b) no ambiente, a reducdo da
contaminacdo das pastagens por larvas infectantes (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008).

Para preservar a eficdcia dos tratamentos anti-helminticos e retardar o aparecimento e
propagacdo da resisténcia em nematoides, tornou-se necessdrio o uso destas moléculas de uma
maneira muito mais fundamentada, a partir da compreensao dos fatores que favorecem o
surgimento da resisténcia aos anti-helminticos (KOTZE et al., 2014; LEATHWICK; BESIER,
2014). Assim, a prevencdo da resisténcia se fundamenta em solugdes tendo por base os erros
na aplicacdo dos tratamentos identificados na criacdo de pressdes de selecdo (tais como
tratamentos sistemdticos repetidos, ou aplicados a todos os animais de um rebanho). Assim,
tem-se desenvolvido novas propostas de tratamentos anti-helminticos dentre as quais podem
ser citadas os tratamentos alvo (Targeted Treatment - TT) e tratamento seletivo (Targeted
Selective Treatment - TST) (KENYON; JACKSON, 2012).

O tratamento alvo (tdtico) pode ser definido como aquele em que o anti-helmintico é
administrado a todo o rebanho em momentos identificados como de maior infecgao,
considerando-se a existéncia de populacido de parasitos em refugia (propor¢ao da populagcao
de nematdides que niao foram expostos ao tratamento anti-helmintico podendo completar seu
ciclo de vida, preservando os genes de susceptibilidade aos anti-helminticos nas popula¢des
de nematdides, e a difusdo dos alelos suscetiveis para as proximas gerac¢des de parasitos)
(VAN WYK, 2001; KENYON et al., 2009; GABA et al., 2010). Esse tipo de abordagem
terapéutica serve para reduzir o nimero de tratamentos anti-helminticos dado a um rebanho e,
assim, minimizar a contaminacdo da pastagem com gendtipos resistentes (KENYON et al.,
2009).

Ja o tratamento seletivo, consiste na identificacdo dos animais mais infectados que
representam um grande risco de contaminagdo das pastagens e, portanto, um risco para o
rebanho. Neste caso, o objetivo € administrar tratamentos apenas a estes animais. Entre as
propostas de métodos de sele¢do para tratamento dos animais destacam-se: métodos clinicos,
como o método FAMACHA, ou a presenca de sinais clinicos (condi¢do da pelagem, edema
submandibular, diarreia, e descarga nasal) (TORRES-ACOSTA et al., 2012) e os sub-clinicos
como a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (VAN WYK; BATH, 2002; VAN WYK
et al., 2006), desempenho produtivo (ganho de peso ou escore corporal) (CHARLIER et al,
2014; KENYON; JACKSON, 2012) ou com base na producdo de leite em cabras leiteiras
(HOSTE et al, 2002a, 2002b).
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2.3.4. Alternativas de controles de nematéides

Devido a crescente limitacdo da eficicia dos AHs sintéticos, muitos estudos tém
buscado desenvolver métodos alternativos para controlar os nematoides gastrointestinais.
Estes métodos s@o baseados em trés principios: 1) diminuir a fonte de contaminacdo para os
hospedeiros, 2) aumentar a resisténcia do hospedeiro ou 3) eliminar o nematdide GI no
hospedeiro (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011).

O primeiro principio baseia-se no fato de parte do ciclo bioldégico dos nematoides
ocorrer nas pastagens, e utiliza técnicas que consistem no manejo do rebanho nas pastagens,
limitando o contato entre os hospedeiros susceptiveis e os estdgios infectantes do parasita
(HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011). O manejo correto depende do conhecimento de fatores
epidemioldgicos dependentes do clima, das espécies de parasitas presentes e do tipo e do
manejo das pastagens (EYSKER et al., 2005). O pastejo rotacionado € uma das estratégias de
manejo que pode interromper o ciclo dos parasitas, porém € necessario que o tempo de
permanéncia do rebanho nos piquetes seja inferior ao de desenvolvimento das larvas
infectantes e o intervalo de descanso seja suficiente para inviabilizd-las ou destrui-las
(CEZAR et al., 2008). Portanto, em um pastejo rotativo, para evitar as reinfec¢des os animais
ndo deveriam permanecer mais do que quatro dias na mesma pastagem e o periodo de rotacdo
em que as pastagens devem ficar sem animais € determinado pela taxa de sobrevivéncia da
L3, que depende das condicdes climdticas.

Nas 4reas subtropicais e tropicais L3 se mantém no ambiente por um a trés meses. Em
climas temperados, estas podem sobreviver de seis a 18 meses (TORRES-ACOSTA; HOSTE,
2008). No Brasil, as larvas de H. contortus, por exemplo, sobrevivem na fase de L3
aproximadamente 93 dias a 12 °C e apenas 9 dias a 28 °C (O'CONNOR et al., 2006).
STARKE et al. (1992), verificaram no Mato Grosso do Sul, que as massas fecais de bufalos
depositadas na pastagens, permaneceram como reservatorio de larvas infectantes por até sete
semanas na estacdo chuvosa e por até 18 semanas durante a estacdo seca. Souza et al. (2000)
verificaram a sobrevivéncia das larvas entre 42 a 56 dias na primavera, 70 a 84 dias no verao,
112 a 126 dias no outono e de 98 a 112 dias no inverno, em campos nativos do planalto
catarinense. Rocha et al. (2008) recuperaram L3 em pastagens cultivadas apds 112 dias no
verdo, na regido de Botucatu, estado de S@o Paulo.

Pode-se utilizar ainda a alternincia de categorias e/ou de espécies animais no pastejo.
Animais adultos tendem a apresentar melhor imunidade as verminoses que 0s jovens,
eliminando fezes em grande volume, mas com OPG baixo, o que diminui a quantidade de

larvas nas pastagens (COLES, 2002). J4 o consorcio de animais de diferentes espécies pode
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auxiliar no controle, pois quando as larvas infectantes sdo ingeridas por um hospedeiro nao
preferencial, o nematédeo tem o estabelecimento e a reproducdo dificultados ou
interrompidos (AMARANTE, 2004).

A alternancia de diferentes tipos de forrageiras na pastagem pode favorecer o controle
de parasitas gastrointestinais, pois algumas espécies mais rasteiras mantém um microambiente
umido favordvel para o deslocamento das larvas L3 até a altura em que serdo ingeridas, e as
pastagens eretas e altas, fazem com que os animais pastejem em altura acima da parte da
planta em que as L3 se concentram (HART, 2011). Riet-Correa et al. (2013) cita ainda que o
cultivo de espécies arbéreas como Leucaena leucocephala (leucena), Gliricidia sepium
(gliricidia), Auxemma oncocalyx (pau-branco) e Manihot spp. (manicoba) favorecem o habito
de ramoneio e evitam a ingestao de L3.

Algumas préticas culturais, como arar na reforma das pastagens (HOSTE et al., 2004)
ou queima controlada de pastagens (corte e queima) (HOUNZANGBE-ADOTE et al, 2005)
ajudam a descontaminar pastagens.

A selecdo de animais com uma resposta imune mais eficaz contra parasitas aumenta a
populacdo de animais resistentes ou resilientes (HOSTE et al., 2001). A variabilidade genética
de resisténcia aos nematdides no hospedeiro tem sido relatada entre ragas ou entre individuos
da uma mesma raca (BISHOP; MORRIS, 2007; ANDRONICUS et al, 2010). Podem ser
utilizadas racas mais resistentes a infeccdo por nematdides; no entanto, é essencial que se
selecionem os individuos mais resistentes dentro de uma mesma raga, pois t€ém-se uma
diminui¢do progressiva na contaminacdo das pastagens, apds algumas geracdes
(HOSTE;TORRES-ACOSTA, 2011).

Contudo, a selecdo de animais resistentes podem apresentar alguns aspectos negativos,
como o risco de um aumento da susceptibilidade a outros agentes patogénicos (GRUNER et
al., 1998) ou afetar a produtividade (GRAY, 1997). Além disso, esses programas sao
desenvolvidos em longo prazo e deve levar em conta as condi¢Oes agricolas locais e a
disponibilidade dessas racas para cumprir os objetivos de melhoramento (WINDON, 1996;
POMROY, 2006).

A vacinacao também vem sendo estudada como método para aumentar a resisténcia dos
animais aos nematoides gastrointestinais, mas apesar dos resultados promissores, a estratégia
de vacinac¢d@o contra nematdides gastrointestinais ainda enfrenta varias limitagdes. Hoje parece
que as possibilidades de uma vacina eficaz contra os estrongilideos permanecem limitadas a
uma unica espécie, o H. contortus (MOLENTO et al.,, 2011; BASSETTO et al, 2014a,
2014b).
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Outra abordagem vidvel e promissora é a utilizacdo de plantas bioativas como anti-
helminticos para, pelo menos parcialmente substituir o uso de drogas quimicas (ROCHFORT
et al., 2008). Essas plantas podem ser utilizadas na alimentacdo na forma de nutrac€uticos ou

seus metabdlitos secundarios podem ser usados como fitoterdpicos (HOSTE et al., 2015).

2.4. Produtos Naturais

Desde a antiguidade, as plantas sdo utilizadas pelo homem que aprendeu com os
animais, a distinguir as plantas comestiveis daquelas que podiam ajudd-lo a sanar suas
enfermidades (BENDAZZOLI, 2002; YWATA et al., 2005). Neste sentido, a origem do
conhecimento do homem sobre as propriedades medicinais das plantas confunde-se com sua
prépria histéria (COWAN, 1999; CALIXTO, 2000; NOVAIS et al., 2003).

Secularmente conhecido e aplicado nas diferentes culturas em todo mundo o uso de
plantas sofreu profundas alteracdes, a partir do século XX, diante da consolidacdo do processo
de industrializa¢do e o aumento na producdo de compostos terapéuticos sintéticos mais puros,
ativos e que se acreditava com menos efeitos colaterais, aliados ainda ao dificil controle de
qualidade dos extratos vegetais utilizados, fazendo com que ocorresse uma preferéncia
mundial pelos medicamentos industrializados (TOLEDO, 2002; FERNANDES, 2004).

Atualmente, momentos de grandes transformacdes e mudancas de paradigmas véem
ocorrendo e as novas tendéncias globais de uma preocupag@o com a biodiversidade e as idéias
de desenvolvimento sustentdvel, aliados a ineficiéncia de alguns produtos sintéticos, ao alto
custo dos medicamentos alopéticos e a busca da populac@o por tratamentos menos agressivos
ao organismo e meio ambiente, trouxeram novos ares ao estudo das plantas brasileiras. Novas
linhas de pesquisas foram estabelecidas em universidades brasileiras, algumas delas buscando
bases solidas para a validagdo do uso de plantas (LORENZI; MATOS, 2002; RIBEIRO et al.,
2005).

As plantas sdo muito utilizadas para fins terapéuticos principalmente por populacdes
carentes que ndo tém acesso a medicina convencional que valoriza a utilizagdo de produtos
sintéticos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populacido dos paises
em desenvolvimento utilizam préticas tradicionais na atengdo primdria a saude, e desse total,
85% usa ervas ou suas preparagdes. No Brasil, o Ministério da Saude ja estabeleceu as
diretrizes nacionais para utilizacdo da fitoterapia no Sistema Unico de Satide (BRASIL,

2001). Os chamados fitoterdpicos sdo preparacOes farmac€uticas (extratos, tinturas, pomadas
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ou capsulas) de ervas medicinais, obtidas a partir de uma ou mais plantas, com finalidade
profildtica, curativa ou paliativa (CALIXTO, 2000; BRASIL, 2009).

As plantas com fins medicinais sdo ainda muito usadas pelos criadores, como
tratamento alternativo ou complementar na veterindria, empregando-se tanto vegetais frescos,
extratos vegetais e produtos naturais (SIMONI, 2011). A terapia com plantas se reveste de
especial importancia para os agricultores familiares, de subsisténcia e para comunidades
isoladas, devido a fatores como incremento dos custos com servicos veterindrios, dificuldade
em adquirir firmacos sintéticos e a crescente demanda por alimentos organicos (CARCERES
et al., 2004; DOMINGO, 2005). Portanto, o uso de produtos naturais € uma alternativa para o
controle das nematodeoses gastrintestinais (ATHANASIADOU et al., 2007), pois pode
reduzir os custos dos tratamentos e prolongar a vida util dos produtos sintéticos disponiveis
no mercado (VIEIRA; CAVALCANTE, 1991; KRYCHAK-FURTADO, 2006). Além disso,
a utilizacdo de plantas traz beneficios ao meio ambiente, pois sdo biodegraddveis e se

apresentam como suprimento auto-sustentdvel (HAMMOND et al., 1997).

2.5 Critérios para selecao de plantas com atividade anti-helmintica

A selecdo de uma planta para pesquisa é um ponto fundamental para o seu sucesso e
dentre as diversas formas de abordagem que podem ser empregadas na selecdo de espécies
vegetais para estudos farmacolégicos. Baseado em Elisabetsky e Moraes (1988), Santos e
Elisabetsky (1999), Krief et al. (2005), Albuquerque e Hanazaki (2006) destacam-se
basicamente quatro tipos de investigagdes.

A abordagem randdmica compreende a coleta de plantas medicinais para triagens
fitoquimicas e farmacoldgicas, sem considerar estudos etnobotanicos, afinidades taxondmicas
ou outras qualidades intrinsecas das plantas na selecdo de plantas, considerando-se uma
investigacao aleatdria. H4 muitas criticas e visdes equivocadas sobre essa abordagem, devido
a aleatoriedade, o que ndo implica em auséncia de critérios.. Possibilita a descoberta de uma
infinidade de novas substincias quimicas, uteis ou ndo na terapéutica, mas € necessario um
longo periodo de estudo.

A abordagem quimiotédxica, também conhecida como abordagem filogenética, consiste
na selecao de espécies de uma familia ou género para as quais se tenha algum conhecimento
fitoquimico de pelo menos uma espécie do grupo, favorecendo a obtencdo de substincias
quimicas conhecidas a partir de novas fontes. Um exemplo € o caso das espécies do gé€nero
Hypericum. A espécie H. performatum cujo um dos seus principais constituintes quimicos, a

hipericina, possui propriedades antidepressivas. Na espécie H. barbatum Jacq. encontrou-se
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conteido de hipericina 3,9 vezes maior que em H. perforatum (SMELCEROVIC;
SPITELLER, 2006). E a espécie brasileira H. caprifoliatum Cham. & Schltdl. também
mostrou atividade antidepressiva (DAUDT et al., 2000).

A abordagem etnodirigida fundamenta-se na selecio de espécies de acordo com a
indicacdo de grupos populacionais de diferentes culturas, em determinados contextos de uso,
enfatizando a busca pelo conhecimento construido localmente acerca de seus recursos naturais
e a aplicabilidade desses recursos em seus sistemas de satde e doenga.

Este € um dos caminhos mais utilizados atualmente por duas razdes basicas: o tempo € o
baixo custo envolvidos na coleta dessas informagdes (MACIEL et al, 2002). Algumas
disciplinas cientificas tém se destacado nesta tarefa: a etnobotanica que se ocupa da "inter-
relacdo direta entre pessoas e plantas" incluindo todas as formas de percepcdo e apropriacao
dos recursos vegetais, permitindo a preservacdo desses conhecimentos populares
(ALBUQUERQUE, 2005), incluindo dentro desta, a etnoveterindria que foca nos estudo das
praticas tradicionais utilizadas na ateng¢do e promog¢ao da saide animal, e a etnofarmacologia
que é o estudo dos preparados tradicionais utilizados em sistemas de saide e doenga,
avaliando a eficdcia das técnicas "tradicionais" fazendo uso de um grande nimero de modelos
farmacoldgicos (WALLER, 1993). A constante integracdo entre saberes contribui muito para
a aquisicdo de novos conhecimentos, auxiliando os pesquisadores na busca da cura para
diversas doencas (BITTENCOURT et al., 2002).

No Brasil, e especialmente, no Cerrado, os trabalhos realizados para resgatar e
documentar os conhecimentos tradicionais sobre a utilizagdo de plantas medicinais nos
tratamentos veterindrios ainda sdo escassos, sendo apenas encontrado um estudo
etnoveterindrio realizado por Viu e Viu (2011) na cidade de Jatai-GO. Levando-se em conta
que esse bioma vem sofrendo grande pressdo humana para intensificagdo da producdo
agricola, a necessidade da documentacio dos conhecimentos tradicionais se torna
extremamente necessaria.

Por fim, a abordagem etoldgica é orientada para avaliar o uso, por animais, de
metabdlitos secunddrios ou outras substancias encontrados nas plantas com o objetivo de
combater as doencas ou controli-las (CARRAI et al, 2003; HUFFMAN, 2003).
Fundamentando a idéia do consumo proposital das propriedades medicinais, sabe-se que esta
pratica esta relacionada ndo somente as propriedades medicinais das plantas relacionadas aos
compostos secundarios, mas também na relacdo consumidor-planta (HUFFMAN, 2003;

JESUS, 2013). Jesus (2013) sugere ainda que o consumo destas espécies pode estar
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relacionado a automedicacdo profildtica, visto que a mistura dos nutrientes fornece um
balanco nutricional e a consequente manuten¢do da satde.

Evidéncias de comportamento de automedicacdo em macacos africanos, para combater
infeccOes parasitdrias, positivamente aponta para esta nova abordagem em pesquisas
(HUFFMAN, 2003; 2006;. KRIEF et al, 2004; 2005) e estudos recentes sugerem a auto-
medicacdo por ovelhas contra infeccdes por parasitas gastrointestinais (LISONBEE et al,
2009; VILLALBA et al, 2010;. JHUNKE et al, 2012). Jesus (2013) observou que a maioria
das espécies consumidas por bugios pretos (Alouatta caraya) na Estancia Casa Branca,
Alegrete (RS), apresentam algum uso medicinal por popula¢des humanas. Costa et al (2006)
observaram que vdrias plantas naturalmente forrageadas por cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus (Illiger, 1815)) e veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758)) no
Pantanal brasileiro sdo medicinais ou pertence a um género medicinal. De acordo Provenza e
Villalba (2010) a natureza quimica e a concentracdo dos metabdlitos secundarios presentes na
dieta podem beneficiar herbivoros quanto a melhoria das condi¢des de saude.

Esse tipo de abordagem utilizando plantas da dieta dos animais como critério de selecao
para a busca de substancias potencialmente terapéuticas vem se mostrando promissor. Simoni
et al (2014) avaliaram extratos e fracdes de 19 espécies de plantas da dieta de veados,
baseados nos estudos de Costa et al. (2006) contra herpesvirus bovino e suino, reovirus
aviario e virus da doenga da bursa (IBDV) e 14 espécies de plantas apresentaram atividade
antiviral, exceto contra IBDV. Morais-Costa et al (2015) ao estudar espécies de plantas
naturalmente selecionadas por ovinos em drea de Cerrado, constataram que cinco espécies
mostraram eficdcia na inibicdo do desenvolvimento da larva de H. contortus, dentre as nove

espécies com maior indice de seletividade pelos animais.

2.6. Validacao de plantas com atividade anti-helmintica

Embora a maioria das evidéncias seja obtida da sabedoria popular, é importante que
estudos controlados sejam utilizados para validar e quantificar cientificamente a atividade
antiparasitaria das plantas, pois nem sempre as atividades atribuidas a planta sdo confirmadas
cientificamente (ATHANASIADOU et al., 2007). Além disso, os estudos cientificos sao
muito importantes para estabelecer a eficdcia, a dose correta, a melhor via de administragdo e
a auséncia de toxicidade do medicamento vegetal (McGAW; ELOFF, 2008).

A validacdo cientifica da atividade anti-helmintica de plantas medicinais € caracterizada
pela realizacdo de testes in vitro e in vivo que incidam sobre os diferentes estdgios de

desenvolvimento do parasita, o que permite reconhecer a existéncia de propriedades anti-
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helminticas e caracterizar as formas de atuacio de extratos sobre as fases parasitdrias expostas
aos mesmos (ALONSO DIAZ et al., 2011).

Através de resultados de ensaios in vivo, foi possivel verificar que a atividade de
extratos vegetais (especialmente de plantas taniniferas) tem sido associada com trés principais
efeitos potenciais sobre o ciclo de vida do nematoide (HOSTE et al., 2012):

a) Uma diminuicdo no estabelecimento das larvas infectantes de terceiro estddio, que
contribui para reduzir o nivel de infeccao do hospedeiro;
b) a excrecdo reduzida de ovos de nematdides dos vermes adultos, devido a diminuicdo da
populacdo de adultos e/ou decrécimo da fertilidade das fémeas adultas; e,
¢) retardo ou inibi¢do do desenvolvimento dos ovos até L3.

Ressaltando que os efeitos citados em b e ¢ contribuem para reduzir a contaminagao

ambiental pelas formas infectantes e, consequentemente, 0s riscos para os animais.

2.6.1 Testes in vitro

Os testes in vitro sdo muito utilizados como triagem inicial e apresentam como
principais vantagens a rapidez, o baixo custo e a possibilidade de avaliar um grande nimero
de plantas sem a necessidade de utilizar animais de experimentacio (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005). Outra vantagem desses testes € a possibilidade de testar
metabdlitos secunddrios vegetais isolados sem a interferéncia de outros componentes da
planta ou de nutrientes ingeridos pelo animal. Além disso, determina a acdo ovicida e
larvicida de extratos vegetais ou 6leos essenciais, bem como norteia sobre o provivel
mecanismo de acdo baseado na forma como os anti-helminticos sintéticos agem (GITHIORI
et al., 20006).

Os ensaios in vitro mais utilizados sdo testes de eclosdo de ovos (TEO), testes de
inibicdo de desenvolvimento (TDL) e da migracdo larvar (TIML), Teste de Inibicdo da
alimentagdo larvar (TIAL), teste de desembainhamento larvar artificial (TDLA) e o teste de
motilidade de adultos (TMA) para avaliar a acdo de extratos ou constituintes vegetais sobre os
processos fisiologicos de nematdides de vida livre ou parasitas de animais (VARADY;
CORBA, 1999; JACKSON; COOP, 2000; GITHIORI et al., 2006; IQBAL et al., 2006;
ALONSO-DIAZ et al., 2008).

O teste de eclodibilidade dos ovos (COLES et al., 1992) tem a finalidade de avaliar a
capacidade dos extratos em impedir a eclosao de larvas dos ovos submetidos ao contato com o

mesmo. O que se observa nas avaliacOes dos compostos bioativos € a interrup¢cdo do processo
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de desenvolvimento blastular do embrido do nematoide (NERY et al., 2009) ou inibi¢cdo das
vias enzimdticas ou de enzimas associadas a eclosdo dos ovos.

O teste de inibicao do desenvolvimento larval (COLES et al., 2006; TAYLOR, 1990)
inicialmente utilizado para estudos referentes a resisténcia a benzimidazdis e levamisol, por
sua vez, também tem aplicacio a pesquisa de extratos com atividade biolégica (CHAGAS et
al., 2010), sendo talvez o teste mais abrangente. Isso ocorre uma vez que, em organismo
complexo como os nematoides, em que o equilibrio dindmico entre seus diversos sistemas
organicos € imprescindivel ao seu desenvolvimento, compostos que tenham a capacidade de
comprometer qualquer ponto que desestabilize a homeostase desses sistemas, podem ser
identificados, em detrimento a outros testes que se detém a andlises mais restritas. Embora a
técnica tenha vantagens, o longo periodo de incubagdo faz com que poucos laboratérios
tenham utilizado este teste como uma triagem primdria in vitro (JACKSON; GORDON,
2008).

Mesmo sendo um teste de elevada acurécia, sua implanta¢do no estudo da resisténcia
aos antiparasitarios ou mesmo em ensaios de bioprospec¢do pode sofrer limitacdes, sendo
estas relacionadas as espécies de helmintos de interesse. Testes de desenvolvimento larval
vém sendo realizados para helmintos de ovinos e caprinos (TAYLOR, 1990), suinos
(VARADY et al., 1996) e eqiiinos (CRAVEN et al., 1999), no entanto, para nematdides de
bovinos hd poucos estudos e os mesmos se restringem ao género Cooperia (MSHANGA,
2007).

O Teste da inibicdo da alimentacdo larvar determina o efeito da planta sobre o
comportamento de alimentacdo de L1 que sao expostas a diferentes concentracdes do produto
por um periodo de 2 a 4 horas. Apds esta incubagdo, as larvas sdo alimentadas com
Escherichia coli liofilizada e marcada com isotiocianato de fluoresceina. As larvas que se
alimentaram podem ser facilmente identificadas com um microscopio de fluorescéncia pela
presenca de E. coli marcada no seu intestino (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005).

O teste de desembainhamento larvar artificial utiliza L3 em um processo que objetiva
examinar o efeito das plantas testadas sobre a perda da cuticula induzida pela exposicao ao
hipoclorito de sddio diluido. As larvas devem apresentar uma perda de cuticula progressiva ao
exame de microscopio Optico. Para o material controle, 100% das larvas devem perder a
cuticula entre 60 a 70 minutos (BRUNET; HOSTE, 2006).

O teste de inibicdo da migracdo larval (D’ASSONVILE et al., 1996), visa avaliar
compostos que possuem como sitio de agdo a musculatura somatica, seja pela atuagdo em vias

estimuladoras ou inibitérias. Baseia-se na avaliagdo da capacidade migratdria de L3 sem
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cuticula, apds periodo de incubacdo com a solugdo tratamento, em 4gar gel ou migracao
através de telas (DEMELER et al., 2010).

O Teste de motilidade em vermes adultos € realizado utilizando adultos coletados
diretamente do abomaso de um animal recém-sacrificado. Os adultos sdo mantidos em meio
de cultura contendo o produto vegetal e sdo observados em diferentes intervalos de tempo,
sendo o meio de cultivo € mudado a cada 24h e o cdlculo da motilidade € feito para cada
observacdo dividindo-se o nimero de parasitas imdveis pelo total de parasitas nos pocos das

repeticoes (HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005).

2.6.2. Testes in vivo

Os testes in vivo s@o onerosos e geralmente se caracterizam pela baixa sensibilidade.
Problemas com a absorc¢do através do trato gastrointestinal, e a solubilidade do composto e
estabilidade apds a ingestdo oral sdo os principais obstdculos para o desenvolvimento de
formulacdes a base de plantas com boa biodisponibilidade e eficicia anti-helmintica.
(KATIKI et al, 2011). A avaliagdo de propriedades anti-helminticas € feita através da
administracdo de partes de plantas frescas ou conservadas, extratos ou seus constituintes
isolados administrados a animais natural ou experimentalmente parasitados (GITHIORI et al.,
2006; HECKENDORN et al., 2007). Os mais usados em ruminantes sdo: o teste de reducao
da contagem de ovos nas fezes (FECRT) e o teste controlado (CAMURCA-VASCONCELOS
et al., 2005).

O FECRT fornece uma estimativa da eficdacia anti-helmintica de um produto através da
comparacdo da contagem de ovos nas fezes antes e apds o tratamento. Apesar de ser
largamente utilizado para monitorar a resisténcia em nematddeos caracteriza-se por baixa
sensibilidade, pois nem sempre existe uma boa correlacdo entre ovoposi¢do € o numero de
parasitas adultos no hospedeiro, contudo uma boa correlagdo tem sido encontrada para
contagem de ovos nas fezes de parasitos adultos para H. contortus (TAYLOR et al., 2002).

O teste controlado € realizado comparando populacdo de parasitos em animais tratados e
ndo tratado. Esta comparagcdo € realizada durante necrOpsia, na qual a carga parasitdria
encontrada € identificada e contada, diferenciando-se adultos dos estdgios larvais e se possivel
das larvas hipobiodticas. Este teste € considerado mais confidvel, porém mais caro pois

necessita de mdo-de-obra mais especializada e abate dos animais (TAYLOR et al., 2002).
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2.6.3. Quimica de compostos fendlicos (Taninos)

As plantas produzem um arsenal de metabdlitos secundarios que podem elicitar alguma
resposta farmacoldgica ou toxica sobre outros organismos vivos (BERNHOFT, 2010), e estes
podem ser utilizados ndo s6 para tratamento de doencas humanas, para promover a satide e
producdo animal, bem como seguranca e qualidade alimentar, conservando ambiente.
(MAKKAR et al, 2007; PROPPENGA, 2000). Dentre estes metabdlitos, os compostos
fendlicos, especialmente os taninos por jd terem reconhecida atividade inseticida e anti-
helmintica, tém merecido especial atencdo em pesquisas de alternativas anti-helminticas
(GITHIORI et al., 2006; HOSTE et al., 2006, 2012).

Os taninos sdo compostos fendlicos com alto peso molecular (500 - 3.000 Da) oriundos
do metabolismo secunddrio das plantas. Sdo encontrados tanto em gimnospermas quanto em
angiospermas, nas raizes, na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva e estdo
associados aos mecanismos de defesa das plantas contra herbivoria (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004; PAIS, 1998). De acordo com a estrutura quimica apresentada,
os taninos sao classificados em dois grupos: taninos condensados e hidrolisdveis
(MONTEIRO et al., 2005), sendo a atividade anti-helmintica sobre nematoéides de ruminantes
€ atribuida aos taninos condensados, pois os hidrolisdveis sao degradados gerando produtos
de baixo peso molecular que entram na circulacdo sanguinea causando efeitos téxicos,
principalmente, no figado e rins (MAKKAR et al., 2007). Existem trabalhos demonstrando as
propriedades anti-helminticas de TC que usando extratos de plantas taniniferas ou fragdes
purificadas em testes in vitro (MOLAN et al, 2004; BAHAU et al., 2005; BAHUAUD et al.,
2006; ALONSO-DIAZ et al., 2008; NOVOBILSKY et al., 2011; 2013 ) e in vivo
(ATHANASIADOU et al.,, 2001; PAOLINI et al., 2003; HOSTE et al., 2006; TERRILL et
al., 2009; MAX, 2010; JOSHI et al., 2011).

Existem alguns métodos relativamente simples que fornecem algumas informacdes uteis
sobre taninos e que podem ajudar a elucidar a responsabilidade destes na possivel atividade
anti-helmintica apresentada por determinado extrato vegetal. As substancias polietilenoglicol
(PEG) e polivinil polipirrolidona (PVPP) sdo amplamente utilizadas para testes in vitro € in
vivo por serem consideradas tanino -"neutralizantes" (SILANIKOVE et al, 2001; BRUNET et
al, 2008), porém estes ndo fazem distin¢ao entre taninos condensados e hidrolisaveis e podem
ndo neutralizar perfeitamente os taninos (MAHLO;CHAUKE ,2012) bem como se ligarem a
outros polifendis (BARRAU et al, 2005).
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2.7. Cerrado e espécies vegetais selecionadas

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em &rea apenas pela
Amazdnia, ocupando 21% do territério nacional, abrangendo como drea continua os estados
de Goids, Tocantins e Distrito Federal, parte dos estados da Bahia, Ceard, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Ronddnia e Sao Paulo, além de ocorrer
também em dreas disjuntas ao norte nos estados do Amapd, Amazonas, Pard e Roraima e, ao
sul, e, pequenas “ilhas” no Parand (EITEN, 1994), e ¢ considerado a ultima fronteira agricola
do planeta (BORLAUG, 2002).

Para Ribeiro e Walter (1998; 2008) o bioma Cerrado € um mosaico vegetacional
composto por 11 tipos fisiondmicos gerais constituindo formacdes florestais, savanicas e
campestres, sendo que algumas delas apresentam varios subtipos. Estes autores descrevem 25
fitofisionomias para o bioma. A biodiversidade do Cerrado é elevada, porém geralmente
menosprezada. Quarenta e quatro por cento da flora € endémica e, nesse sentido, o Cerrado €
a mais diversificada savana tropical do mundo (KLINK; MACHADO, 2005), ou seja,
ocorrem apenas nessa regiao, representando 1,5% de toda a flora mundial (PINTO; DINIZ
FILHO, 2005). Essa diversidade manifesta-se na grande quantidade de espécies
potencialmente econdmicas que inclui as alimenticias, medicinais, ornamentais, forrageiras,
apicolas, produtoras de madeira, cortiga, fibras, 6leo, tanino, material para artesanato e outros
bens, evidenciando sua importancia no desenvolvimento regional (FELFILI et al.,2004).

Apesar da grande importincia desse bioma, em fun¢do da facilidade de desmatamento,
boas condi¢des de topografia, histérico de colonizacdo e tipo de terreno, o cerrado é a
principal regido brasileira produtora de graos e gado de corte provindos do latifindio. Com a
ocupacgdo das terras do cerrado para a producdo agricola mecanizada, as dreas nativas vém
sendo removidas em um ritmo acelerado e desordenado (AGUIAR; CAMARGO, 2004),
restando apenas 20% de areas consideradas originais ou pouco perturbadas e apenas pouco
mais de 6% desses remanescentes estdo protegidos em unidades de conservaciao (PINTO;
DINIZ FILHO, 2005). Portanto, a conservaciao do Cerrado deve ser considerada com questao

urgente, além de ser priorizado nas pesquisas em buscas de plantas com compostos bioativos.

2.7.1 Turnera ulmifolia L.

A espécie Turnera ulmifolia L., (Figura 2) conhecida popularmente por chanana, albina

ou damiana, € uma erva anual, pertencente a familia Passifloraceae que encontra-se

distribuida desde as Guianas até a regido sul do Brasil. E considerada uma planta com
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potencial ornamental, por possuir flores amarelas vistosas e como invasora e erva daninha,
pois cresce preferencialmente em solos arenosos € em encostas, ocorrendo espontaneamente
em terrenos baldios e beira de estradas (URBAN, 1883; ARBO 2005). Na medicina popular, é
empregada como antiinflamatdrio, expectorante e no combate a leucorréia, dores em geral,
febre, asma, ma digestdo, ulceras gastricas e duodenais, reumatismo e hemorragias (PIO
CORREA, 1984; HOSAMANI, 1993).

Estudos demonstraram algumas atividades farmacoldgicas comprovadas para T.
ulmifolia, como antiinflamatdria, antiulcerogénica (ANTONIO; BRITO 1998; GRACIOSO et
al, 2002; GALVEZ et al. 2006), antioxidante (NASCIMENTO et al. 2006) e antimicrobiana
(KALIMUTHU et al.,2014). Ja foram detectados flavondides, alcaldides, taninos e compostos
fendlicos em preparagdes a partir desta planta (ANTONIO; BRITO, 1998; GRACIOSO et al.,
2002; NASCIMENTO et al, 2006). Hosamani (1993) demonstrou a presenca de um &cido

graxo raro nas sementes desta espécie, chamado de 4cido verndlico.

Figura 2. Espécime de Turneria ulmifolia L.

2.1.2 Parkia platycephala Benth.

A espécie Parkia platycephala Benth (Figura 3), membro da familia Fabaceae,
conhecida popularmente como faveira-preta, visgueiro ou fava-de-bolota, ¢ uma leguminosa
arborea endémica de areas de cerrados do Nordeste, na transicio para o Semidrido,
abrangendo o sul/sudeste do estado do Maranh@o e o noroeste do Piaui. A faveira também
ocorre na Amazodnia, Ceard, Pernambuco e Bahia (NASCIMENTO et al., 1996; BULHAO;
FIGUEIREDO, 2002; FIGUEIREDO et al, 2008). Essa leguminosa apresenta boa
produtividade de fitomassa e bons teores de proteina bruta; as suas vagens sdo apreciadas por

ruminantes (MACHADO et al., 1999; ALVES, 2004; CAVADA et al., 2006; ALVES et al.,



38

2007; MOURA et al., 2008) e as suas folhas e ramos mais finos, até o didmetro de um lépis,
podem ser adicionadas a silagem (CARVALHO et al., 2006). A espécie também ¢&
fornecedora de madeira comercial na Amazonia (IBDF, 1987).

A andlise fitoquimica revelou a presenca de fendis totais, flavondides e terpenos no
extrato etandlico e fragdes das folhas de P. platycephala (BEZERRA et al., 2009). Algumas
propriedades farmacoldgicas, como gastroprotetora (FERNANDES, 2010) e antinociceptiva
(AMORIM, 2010), ja foram demonstradas nas folhas desta espécie.

Figura 3. Parkia platycephala Benth: (A) Espécime adulto; (B) vagens jovens
Fonte: www.wikiwand.com; rubens-plantasdobrasil.blogspot.com

2.7.3 Dimorphandra gardneriana Tul.

Dimorphandra gardneriana Tul. (Figura 4), membro da familia Fabaceae, conhecida
como fava d’anta ou faveiro, ¢ uma arvore brasileira leguminosa nativa, de ampla distribuicao
no Cerrado brasileiro, ocorrendo naturalmente nos estados do Maranhio, Piaui, Ceara, Bahia,
Pard, Goids, Mato Grosso e Minas Gerais (MONTANO et al, 2007). Na medicina popular, o
fruto verde € usado como anti-hemorrégico, e para o tratamento de hemorroidas, varizes e
hematomas e a entrecasca é utilizada como cicatrizante (FILIZOLA, 2013). A partir das
sementes dessa espécie, Cunha et al. (2009) isolou uma galactomanana, um polissacarideo
neutro, que de acordo com Pires et al. (2010), tem potencial de uso em cirurgia oftalmolégica.
Além disso, ja foram quantificados os trés principais os flavondides da planta, rutina,
quercetina, e isoquercitrina (LANDIM et al.,2013). A rutina € utilizada para abastecimento da

industria farmacéutica € muito exportado pelo Brasil (CUNHA et al., 2009).
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Figura 4. Dimorphandra gardeniana Tul.: : (A) Espécime adulto; (B) vagens maduras
Fonte: pinheiroempauta.blogspot.com; picssr.com

2.7.4 Acacia mangium Willd

Acacia mangium Willd (Figura 5) é uma leguminosa tropical pertencente a familia
Fabaceae, rica em proteinas (MAN et al 1995; VAN et al 2005; SALAZAR et al 2008) e
taninos condensados (BARAHONA et al 2003; WINA et al 2010). Possui crescimento rapido
e de alta robustez em condicdes tropicais. Devido a sua capacidade de reciclar os nutrientes,
beneficio este relacionado com a adicao de carbono organico e, sobretudo por nitrogénio ao
solo, processo realizado pela simbiose com bactérias do género Rhizobium que se associam as
suas raizes, além de elevada producio de biomassa, vem sendo usada na regeneracdo de areas
danificadas e destacando-se como opgao silvicultural em sistemas consorciados, sobretudo em
dreas com solos de baixa fertilidade, devido ao seu potencial para producdo de madeira com
baixo acimulo de nutrientes (MAN et al. 1995; FARIA et al., 1996; LORENZI et al., 2003
BALIEIRO et al., 2004)

Figura 5. Acacia mangium Willd: (A) Espécime adulto; (B) madeira
Fonte: ibflorestas.org.br; www.painelflorestal.com.br
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Desenvolver estudo de bioprospeccdo da atividade anti-helmintica de espécies vegetais do

cerrado maranhense.

3.2 Objetivos especificos

e Registrar e documentar o conhecimento etnoveterindrio de uma comunidade rural no
localizada no Cerrado do Estado do Maranhio, Brasil.

e Avaliar a atividade anti-helmintica in vitro contra Haemonchus contortus de extratos
de espécies vegetais selecionadas por critérios etnoveterinario e etologico.

e Verificar a atividade anti-helmintica do extrato acetonico de Acacia mangium sobre

nematodides gastrintestinais de pequenos ruminantes.
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4. CAPITULO 1

Conhecimento etnoveterinario de plantas medicinais e praticas entre os habitantes de
uma comunidade rural em uma area de Cerrado no Maranhao, Brasil

Ethnoveterinary medicinal plant knowledge and practice among the inhabitants of a
rural community in the cerrado (Brazilian savanna) in Maranhao, Brazil

RESUMO

7z

Relevancia Etnofarmacolégica: O cerrado brasileiro é uma savana tropical com a maior
diversidade de plantas no mundo. No entanto, a agricultura e pecudria em larga escala no
Brasil tém levado ao desmatamento rdpido e comunidades rurais foram transferidas para as
cidades, resultando na perda de conhecimento etnoveterindrio nas geracdes mais jovens. Ha
poucos estudos etnoveterindrias no cerrado, e documentacdo e andlise do uso da planta de
cerrado sdo necessdrios. Material e metédos: O trabalho de campo foi realizado em édrea de
cerrado no Maranhdo, Brasil. Foram realizadas entrevistas semi-estruturadas com quarenta e
oito individuos da comunidade local. O valor de uso, o fator de consenso informante e
importancia relativa foram calculados para cada planta citada com base em relatos de uso e
andlise quantitativa foi realizada utilizando métodos estatisticos descritivos da distribui¢ao de
frequéncia. Resultados: Foram registradas 47 espécies de plantas, pertencentes a 45 géneros e
26 familias. As principais familias citadas foram Fabaceae (11 espécies), Anacardiaceae (4
espécies) e Malvaceae (3 espécies). Trés espécies apresentaram alto valor de uso e de
importancia relativa: Bowdichia virgilioides H. B. & K, Dimorphandra gardneriana Tul.e
Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. Foram relatados 23 usos medicinais diferentes,
destacando-se anti-helmintico (17 espécies), tratamento da coriza infecciosa em aves (12
espécies), cicatrizacao (10 espécies), diarréia (8 espécies) e ectoparasitas de aves (5 espécies).
Cascas sao mais utilizadas, especialmente em preparados por maceracdo. Além disso, os
entrevistados relataram o uso de produtos animais e minerais para tratar a doenca animal.
Conclusées: O conhecimento tradicional permite a identificacdo de espécies de cerrado com
grande potencial medicinal. Este conhecimento do uso de plantas medicinais precisa ser
conservado e incorporado em servigos de cuidados de satde dos animais.

Palavras-chave: comunidades rurais, conservacdo, etnoveterindria, plantas medicinais

Submetido ao Periddico: Journal of Ethnopharmacology
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: The cerrado is a tropical savanna with the highest plant
diversity in the world. However, agriculture and large-scale livestock production in Brazil has
led to rapid deforestation, and rural communities have been relocated to cities, resulting in the
loss of ethnoveterinary knowledge in younger generations. There have been few
ethnoveterinary studies in the cerrado, and documentation and analysis of cerrado plant use
and efficacy are needed.

Materials and methods: Fieldwork was conducted in the cerrado area in Maranhdo, Brazil.
Semi-structured interviews were conducted with forty-eight individuals from the local
community. Use value, informant consensus factor and relative importance were calculated
for each cited plant based on use reports, and quantitative analysis was performed using
descriptive statistical methods of frequency distribution.

Results: There were 47 plant species belonging to 45 genera and 26 families. The main
families cited were Fabaceae (11 species), Anacardiaceae (4 species) and Malvaceae (3
species). Three species presented high value of use and of relative importance: Bowdichia
virgilioides H. B. & K, Dimorphandra gardneriana Tul.e Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.
23 different medicinal uses have been reported, highlighting anthelmintic (17 species), for
treating infectious coryza birds (12 species), wound healing (10 species), diarrhea (8 species)
and poultry ectoparasites (5 species).

Conclusion: Traditional knowledge allows for the identification of cerrado species with high
medicinal potential. This knowledge of medicinal plant use needs to be conserved and

incorporated into existing livestock health care services.

Keywords: rural communities, conservation, ethnoveterinary, medicinal plants
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1. Introduction

Medicinal plants are widely used by farmers for the purposes of maintaining or
restoring animal health, as an alternative or complementary veterinary treatment. Fresh
vegetables, plant extracts and phytotherapeutic medicines are used (Simoni, 2011).

Therapy based on plants is of particular importance to small farmers and isolated
communities, due to the increasing costs of veterinary services, the difficulty of acquiring
synthetic drugs and the growing demand for organic food (Carceres et al., 2004; Domingo,
2005; Bartha et al., 2015). Recently, declines in the transmission and implementation of
traditional knowledge have been exacerbated by environmental degradation, decreasing herd
numbers, expanded availability of synthetic medicines and general -cultural and
socioeconomic changes around the world. Nevertheless, several groups have preserved the old
traditions through home practices and oral transmission of knowledge (Bartha et al., 2015).

Brazil is a country with six ecological domains containing high botanical diversity
(Brasil, 2006). However, ethnoveterinary studies focusing on plants are scarce (Barboza et al.,
2007). The Brazilian savanna (cerrado) is the second largest biome in Brazil (Ribeiro and
Walter, 1998). It is considered the tropical savanna with the highest plant diversity in the
world (WWF; PROCER, 1995) and offers a wide range of ecological systems due to its
peculiar combination of edaphic and climatic conditions. These conditions, combined with the
altitude, created a region with diverse vegetation (Eiten, 1994). In addition to the biological
diversity, the biome also has enormous cultural diversity. Numerous traditional, indigenous
and riverine communities have lived there for thousands of years, surviving by hunting,
fishing, extraction and agriculture (Barbosa and Schimiz, 1998).

However, agriculture and large-scale livestock production in Brazil has led to rapid
deforestation. As mechanized farms have taken over the cerrado, the wild areas have been
removed at a rapid pace (Aguiar and Camargo, 2004). The traditional communities have been
relocated to cities, and their ethnoveterinary knowledge has been lost to subsequent
generations. In spite of this loss, only one ethnoveterinary study in the cerrado has been
performed prior to this (Viu and Viu, 2011), in a region 1,400 Km to the north. Thus, the
documentation and analysis of cerrado plant use and efficacy are needed.

Given the importance of information on the use of medicinal plants and the current lack
of ethnoveterinary information in the Brazilian savanna biome, it is essential and urgent to

document this knowledge to prevent its complete loss. The aim of this study was to record



63

and analyse ethnoveterinary knowledge of traditional people in the northern cerrado in

Maranhdo state, Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Localization of the area

The present research was conducted in rural Bacuri, located 40 km from the downtown
of Sdo Raimundo das Mangabeiras County in Maranhdo, Brazil (Figure 1). Bacuri is an
agroextractivist settlement composed of 4,846 hectares occupied by 62 families. Small
livestock (cattle, small ruminants, chicken, and swine), plant extraction, temporary

agriculture, and government transfers are the main sources of funds for these families.

o Capeal

Sd0 Rasmmundo das
Mangaberas

L

Figure 1. Brazil's map with cerrado (Brazilian savanna) in gray and focus in Sdo Raimundo
das Mangabeiras County in Maranhdo State where this study was performed. Adapted from

www.bndes.gov.br and CPRM (2011).

The climate is sub-humid with annual rainfall of 1,200 to 1,300 mm and temperature
ranging from 20.8°C to 32.1°C. There are two well-defined periods: a rainy period, which
runs from November to April, with average monthly rainfall of 170 mm, and a dry period in
the months of May to October. The vegetation is typical of the cerrado, such as small and
medium-sized trees between two and four metres high, with trunks and gnarled branches,

thick bark and scattered broadleaf on a grass mat (CPRM, 2011).
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2.2. Data Collection

Data collection was carried out between October 2012 and February 2013. Individuals
with experience in animal husbandry and medicinal use of natural products were selected for
the interviews through non-random sampling (Albuquerque et al, 2008). Forty-eight
individuals were interviewed (61.4% female and 38.6% male, ages between 24 and 78 years
(48.4 £ 14.4)), representing 47% of the residents of this community. Of these, 40 respondents
(83.0%) had livestock on their properties, mainly chickens, goats and cattle. Before answering
the questionnaires, all participants were informed about the study objectives. The interviews
and application of semi-structured questionnaires only began after explaining the objectives of
the study and obtaining verbal consent and a signed informed consent form. Semi-structured
questionnaires with open- and closed-ended questions were used, and they gathered data
characterizing the interviewed subjects and on their knowledge about diseases, diagnostic
procedures and natural treatments for animals.

Species cited as medicinal that were at reproductive stages with flowers and/or fruits
were collected for botanical identification. The Angiosperm Phylogeny Group (APGII)
system was used for species classification. The scientific names of the species were found in
the databases of the Missouri Botanical Garden (MOBOT, available at
http://www.tropicos.org) and in the List of Species of the Brazilian Flora (available at
http://floradobrasil.jbrj.gov.br). Identification of the botanical material was performed by

comparison with herbarium vouchers and consultation of experts and specialized literature.

2.3. Data Analysis

Use values (UV) were calculated using the formula proposed by Phillips and Gentry
(1993). To calculate the UV of one species to an individual interviewee or informant (UVis),
the formula UVis = XUsi / nis was used, where Usi is the number of uses described by the
informant for the species and nis is the number of interviews with the informant. In this study,
nis is always 1, as only one interview was conducted per informant. Therefore, the value of
UVis is equal to Usi. To calculate the UV of each species, we used the formula UVs=XZUVsi/
n, were UVsi corresponds to the use-value of one species for an informant and n is the
number of informants interviewed. The n value corresponds to the value of ns reported by
Phillips and Gentry (1993), but any species can be cited by any informant, similar to the
method used by Vendruscolo and Mentz (2006). Descriptive statistics such as frequency
distribution were used to analyse the data, according to methods described by Wondimum et

al. (2006). To calculate the informant consensus factor (ICF), the cited species were grouped
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into seven categories of medicinal uses based on the diseases reported by the respondents:
undefined pain or diseases, antiparasitic and infectious diseases, gastrointestinal disorders,
genitourinary system diseases, respiratory diseases, musculoskeletal and connective tissue
diseases and injuries, poisonings and other consequences of external causes. The ICF was
calculated using the formula ICF = nur - nt/nur - 1, where nur represents the number of
citations in each use category and nt represents the number of species cited (Troter and
Logan, 1986; Sharma et al., 2012).

The versatility of medicinal plants was calculated using the index of relative importance
(RI). RI is a quantitative measure that demonstrates the importance of a species based on the
number of medical properties given by the informants, and it is calculated using the following
formula: RI= NBS+NP, NBS= NBSS/NBSSV, NP= NPS/NPSV, where NBS is the number of
body systems, determined by a species (NBSS), divided by the total number of body systems
treated by the most versatile species (NBSSV); NP is the number of properties assigned to a
particular species (NPS), divided by the total number of properties assigned to the most
versatile species (NPSV), where 2 is the maximum value obtained for a species (Bennett and
Prance, 2000).

The open-ended questions were grouped into classes that expressed similar ideas.
Analysis of variance (ANOVA) test was performed, and Student’s T-test with 5% probability

was used to evaluate significant differences in the means of informant genders and ages.

3. Results

All informants reported using medicinal plants to treat their own diseases and those of
their animals. Of the respondents who use plants, the majority (44 / 92.1%) reported that their
knowledge has been acquired through family (parents and grandparents) and seniors. 7.9%
reported learning about these uses from other relatives, neighbours, books or courses. Literacy
was measured as follows: illiterate (32%), incomplete elementary school (39%), complete
elementary school (8%), incomplete high school (8%) and completed high school (13%).

There was a significant difference (p>0.05) between the mean numbers of reported
plants for men (7.9 £1.97) and women (4.42 +1.85) as well as significant differences (p<0.05)
in the numbers of reported plants between the age classes studied. In the 41 to 60-year-old
class, the number of reported plants (5.74 +4.32) was significantly higher than that of the 20
to 40-year-old class (3.11£1.67) and the over 60-year-old class (4.93 £1.98).

Of the respondents who use plants, 92% (44) reported a preference for their use because

they believe that the plants are not harmful to health, and 8% declared that the efficiency
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depends on the case; in some situations, only synthetic medicine can treat the problem, while
in others, plants can be used effectively and safely as an alternative or primary treatment.

Forty-seven plants were reported for use in ethnoveterinary treatments (Supplementary
material). The identified plants were distributed along 45 genera and 26 families. The families
with large numbers of reported species were Fabaceae (eleven species), Anacardiaceae (four
species) and Malvaceae (three species). The families Apocynaceae, Arecaceae,
Cucurbitaceae, Liliaceae and Sapindaceae were represented by two species each, and the rest
of the families had only one reported species.

Of the species reported, 33 (70%) were administered for the treatment of more than one
disease and/or symptom, whereas 14 (30%) were used for only one purpose (Supplementary
material). Six species showed a high RI (greater than 1): Bowdichia vigilioides H. B. e K
(RI=2.0), Aloe vera (R1=1.35), Dimorphandra gardneriana Tul. and Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc. (RI= 1.30), Plathymenia reticulate Benth. and Ricinus communis (RI= 1.10).
They were considered highly versatile because they were cited for the treatment of up to five
categories of body systems. The Rls of the others species (41) ranged from 0.32 to 0.97.
Among the six plant with high RI, three had also high UV, as B. vigilioides (UV= 0.56), D.
gardneriana (UV=0.23), and T. fagifolia (UV=0.17).

The species with high RIs and UVs also had the highest numbers of medicinal
indications. B. vigilioides was reported to treat eight different diseases. The plants reported by
the informants were indicated for every species of domestic animal present in the studied area,
including dogs, cattle, horses, pigs and poultry. All of the reported plants and their
indications, methods and parts used for preparing the ethnoveterinary medicines
(supplementary material).

Twenty-three ailments were frequently treated by ethnoveterinary means (Table 1). The
highest numbers of plant-based remedies by ailments were anthelmintic (17 species), for the
treatment of infectious coryza in poultry (12 species) and wound healing (10 species),
followed by use for diarrhoea (8 species) and as a repellent against poultry ectoparasites (5
species). Other indications were related to a minor number of species.

The medicinal species and uses were grouped into 7 categories of body systems to
calculate ICF. There was agreement on the use of these species among informants with
consensus values between 0 and 0.73. Antiparasitic (0.73) and undefined pain categories
(0.53) exhibited the highest values. Two categories, namely respiratory disorders and
gastrointestinal disorders, had a value of zero. There were two citations of use related to two

species and 11 citations of use related to 11 species, respectively (Table 2).
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Table 1. Absolute and relative frequencies of medicinal indications of ethnoveterinary
medical plants used by inhabitants of a traditional community in the cerrado (Brazilian
savanna) in Maranhao, Brazil.

Medical indication Absolute frequency  Relative frequency (%)

Anthelmintic 17 16
Infectious coryza in poultry

[E—
A
—
B

Wound healing
Diarrhoea
Parturition problems

Fever

Poultry ectoparasite repellent
Intoxication
Anti-inflammatory
Snake bite

Fracture

Weakness

Flea infestation
Myiasis

Purgative
Leguminous bloat
Tick infestation

Fly repellent
Habronema sp
Poultry coccidiosis
Respiratory problems

Cough

—_ e = = = = D RN W W 5D

Umbilical healing

Table 2. Medicinal use categories and informant consensus factors (ICFs).

Medicinal use categories Species Number of citations ICF
Undefined pain or diseases 10 20 0.53
Antiparasitic and infectious diseases 22 79 0.73
Gastrointestinal disorders 11 11 0.00
Genitourinary system diseases 6 8 0.29
Respiratory disorders 2 2 0.00
Musculoskeletal and connective 3 4 033

tissue diseases
External causes 11 14 0.23
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The plant parts that were more frequently used to prepare ethnoveterinary
medicines were the barks (40%), leaves (31%), fruits (9%), whole plants (9%), seeds
(6%), and roots (4.5%). Most preparations (95.6%) used only a single plant, but in 4.1%
of cases, multiple different medicinal plants were used to prepare the herbal medicine.
Doses were not standardized, and treatment duration was the time period until the
interviewees observed improvement of the animal. The most common method of use
was maceration (27%), followed by water infusion (24%), plaster (12%) and tea (8%);
other preparation methods were less commonly reported. Oral administration was
reported as the main method of administration, and baths and plasters are the main
methods of topical administration. The latter is used to treat skin problems, wounds and
tick infestation; it is also used as a flea and fly repellent.

Beyond plants, some informants reported the use of products of animal origin for
ethnoveterinary treatments. In the studied population, domestic animals have
therapeutic uses, such as the lard of chickens (Gallus Gallus) and urine of cows (Bos
taurus). The use of chemical products such bleach, gasoline and oil were also reported

for treatments.

4. Discussion

The cerrado or Brazilian savanna is one of the most taxonomically diverse biomes
(Gottlieb and Borin, 1994). As such, the cerrado is an important region in which to
research medicinal plants. However, only one ethnoveterinary study has been conducted
in this biome, 1,400 km south of where this study took place, and that previous study
found differences in plant diversity and culture. Our results show that the studied
population retains ethnoveterinary knowledge that has been orally transmitted over
generations. This was expected because oral transmission is the primary way by which
knowledge is transmitted, as previously reported in other regions of Brazil (Barboza et
al., 2007; Monteiro et al., 2011) and other parts of the world (Alawa et al., 2002; Farooq
et al., 2008; Giday et al., 2009). Thus, older people who have such knowledge tell
others about the plants that can be used and the correct ways to prepare them. This
knowledge, together with myths and rituals, forms an important part of local cultures
(Arnous et al., 2005; Taufner, 2014). However, the dissemination of knowledge of
medicinal plants in the community is necessary not only for cultural reasons (i.e. to

continue the heritage) but also due to the necessity and difficulty of finding remedies for
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both human and animal use. The residents reported living without medical and
veterinary resources.

Moreover, the studied community demonstrated more trust in ethnoveterinary
medicine than in veterinary allopathic medicine due to easy acquisition and proven
effectiveness of some native plants. The low purchasing power and lack of veterinary
services are also factors that contribute to people choosing ethnoveterinary medicine.

It was also not unexpected that these reports were more common among people
over age 40, as the use of medicinal plants is an ancient practice, and the older
generation retains more information about the practice (Puri and Nair, 2004, Alves et
al., 2008; Araujo et al., 2009; Monteiro et al., 2011). The number of adult participants
who were illiterate or have not completed primary education is very high. These data
confirm that knowledge and use of medicinal plants is influenced by the level of
education of the participant, and this is more common in those who received little or no
formal education (Kffuri, 2008; Casari and Tormen, 2011). Although fewer in number,
male participants reported a larger number of plants than females, indicating increased
knowledge of plant usage. This may be attributed to the division of labour; women are
responsible for housekeeping, while men take care of the animals (Farooq et al., 2008;
Giday et al., 2009). Men tend to use this knowledge to make their family business more
profitable. Women know about plants that are used to meet the needs of the family
(Pastore et al., 2009). This explains why women cited more plants to treat diseases in
chickens, as these tend to be housed near the family residence. However, some
ethnobotanical studies did not show differences between genders (Viu et al., 2010;
Monteiro et al., 2011; Viu and Viu, 2011).

Species belonging to the family Fabaceae were the most frequently cited in this
study. This family has the largest number of species throughout the cerrado, which may
explain its high representation in ethnobotanical studies (Mendonga et al., 1998).

The UV is a quantitative measure of the relative importance of species and/or
plant families for a population (Vendruscolo and Mentz, 2006). The species with higher
UV were more frequently cited for the treatment of diseases. Although this finding
reinforces the idea that these species are the most important for the population studied,
one of the most common approaches has been to associate the UV with questions of

conservation, based on the idea that the most important species will suffer the greatest
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harvesting pressure. However, no studies have proven a direct relationship between the
UV and the pressure of resource utilization (Albuquerque et al, 2006).

Three species recorded in this study showed potential for possessing bioactive
substances: B. virgilioides, D. gardneriana and T. fagifolia. These species warrant
further in-depth study on the basis of their UV, versatility and ICF. B. virgilioides had
the highest UV and RI. This species has also been noted in other studies as being highly
versatile (Almeida and Albuquerque, 2002; Cartaxo et al., 2010; Souza et al, 2014), but
with values lower than those found in this study.

The present study showed that antiparasitic (0.73) and undefined pain categories
(0.53) exhibited the highest ICF values. Similar results were found in studies conducted
by Ritter et al. (2012). When the selection criteria are well defined, and the usage
information is shared among informants, high ICF values (close to one) are obtained.
However, when there is no agreement regarding the use of any type in respect of
categories, the ICF are low (near zero). This may occur if the plants are randomly
chosen or if the informants do not exchange information about their use (Sharma et al.,
2012).

The most popular indications treated by medicinal plants were diarrhoea, skin
lesions, worms, wound healing and other minor illnesses. These types of illnesses and
clinical signs are common in domestic animals and are more easily identified by the
interviewees, which may explain why these categories exhibited more citations. In most
ethnoveterinary surveys, the main uses of medicinal plants are for the treatment of less
severe diseases/injuries (Alawa et al., 2002; Tabuti et al., 2003a; Monteiro et al, 2011;
Ritter et al, 2012). The use of medicinal plants was also reported in treatment of
snakebites and infectious coryza in poultry (Table 1), as indicated in other
ethnobotanical studies (Gradé et al., 2009; McGaw and Eloff, 2008; Viegi et al., 2003).

In the present study we found new uses for species Myracrodruon urundeuva Fr.
Al, Mangifera indica L., D. gardneriana Tul., Hymenaea courbaril L., Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, Anadenanthera falcata Benth, Sterculia striata St. Hil. et
Naud, Capsicum frutescens L. indicated for the treatment of infectious coryza in
chickens and Cocos nucifera L. and Petiveria alliacea L. as repellent to poultry
ectoparasites. R. communis, Caryocar brasiliensis Camb. and Talisia esculenta L. were
recommended to parturition problems and Mauritia flexuosa L., Citrus limon (L.) Burm.

F. were indicated to bloat. The specie Magonia pubescens St. Hil was used to treat
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myiasis and Hancornia speciosa Gomez to treat "swamp cancer”. Some species had two
new uses described Curatella americana L. for infectious coryza and as repellent to
ectoparasites of poultry; P. reticulate was used to treat myiasis and umbilical healing; S.
striata used to treat coryza infectious and snake bite and B. vigilioides species with the
highest number of new recommendations of use for infectious coryza of chickens,
poultry coccidiosis, calving problems.

Most ethnoveterinary preparations in the present study use just one medicinal
plant. The use of two or more plants simultaneously suggests synergy, where an
association of plants might result in increased therapeutic efficacy (Giday et al., 2007).
Informants did not report standardized dosing, method of use or treatment duration.
This finding was also observed in other ethnoveterinary surveys (Tabuti et al., 2003a;
Farooq et al., 2008; Hussain et al., 2008; Giday et al., 2009; Monteiro et al., 2011; Ritter
et al, 2012).

Bark was the most frequently reported plant part used as veterinary medicine. The
frequent use of bark is due to its availability throughout the year and its stability, which
allows it to be stored for a long period without loss of therapeutic effect (Lucena et al.,
2008; Mosca and Loiola, 2009; Silva et al., 2009; Cartaxo et al., 2010; Marinho et al.,
2011; Albuquerque et al., 2012; Saraiva et al., 2015).

S. Conclusion

The local people have access to and knowledge of a wide variety of medicinal
plants that can be used to treat different diseases that affect animals. This knowledge of
medicinal plant use needs to be conserved, and further work is needed to incorporate

this traditional knowledge into existing livestock healthcare services.
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Table 3. Supplementary material 1. Plant species used to treat animals by inhabitants of a traditional community in the cerrado

(Brazilian savanna) in Maranhao, Brazil, medical indications, plant parts used and method of use.

Family/ Scientific Local name UVis UVs RI Medicinal indication Part Mode of use
name Used
Anacardiaceae
Myracrodruom Aroeira 10 0.21 0.775 - Anthelmintic B Maceration in
urundeuva Fr. Al - Infectious coryza in poultry B water
- Fever Maceration in
water
Anarcadium Caju 3 0.06 0.325 - Diarrhoea B Maceration in
occidentale L. alcohol
Spondias lutea L. Caja 1 0.02 0.325 - Weakness L Maceration in
water
Mangifera indica L. Manga 2 0.02 0.650 - Infectious coryza in poultry B Maceration in
- Diarrhoea water
Annonaceae
Annona sp. Ata 1 0.02 0.325 - Snake bite L Juice
Apocynaceae
Hancornia speciosa  Mangabeira 5 0.10 0.775 - Wound healing L Maceration in
Gomez - Anthelmintic B water
- Habronema sp. B Tea
Tea
Himatanthus pau-de-leite 4 0.08 0.650 - Weakness B Maceration in
obovatus M. Arg. - Anthelmintic B water

Infusion in



Arecaceae

Mauritia flexuosa L.

Cocos nucifera L.

Bignoniaceae
Tabebuia caraiba
Mart

Bixaceae
Bixa orellana L.

Caryocaraceae
Caryocar

brasiliensis Camb.

Chenopodiaceae
Chenopodium

Buriti

Coco

Craiba

Urucum

Pequi

Mastruz

11

0.06

0.04

0.04

0.04

0.23

0.04

0.775

0.650

0.650

0.650

0.775

0.975

- Snake bite
- Wound healing
- Leguminous bloat

- Diarrhoea

- Repellent against poultry

ectoparasites

- Wound healing
- Fracture

- Wound healing
- Fracture

- Parturition problems

- Wound healing
- Intoxication

- Wound healing

Fr

Fr

S/L/B

S/L/B

o eaien
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water and
Milk in the
water

Oil pure

Oil pure
Applied
topically Oil
pure

Tea
Put in bird’s
nest

Plaster

Plaster

Infusion in
water
Plaster
Infusion in
water

Plaster



ambrosioides L.

Combretaceae
Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc

Convolvulaceae
Operculina
macrocarpa L

Cucurbitaceae
Momordica
charantia L.

Curcubita moschata
(Duch)

Dilleniaceae

Curatella americana
L.

Euphorbiaceae
Ricinus communis L.

catinga de porco

batata de purga

melao sao
caetano

Abobora

Sambaiba

Mamona

0.17

0.10

0.02

0.02

0.10

0.06

1.300

0.325

0.450

0.325

0.450

1.100

- Fracture
- Anthelmintic

- Anthelmintic

- Diarrhoea

- Wound healing

- Anti-inflammatory

- Anthelmintic

- Flea infestation in dogs

- Anthelmintic

- Anthelmintic

- Infectious coryza in poultry
- Repellent against poultry

ectoparasites

- Parturition problems

- Tick infestation and fly repellent

o

osBlvelivsRlvy

L, Fr
L, Fr

Fr
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Plaster
Infusion in
water

Infusion in
water
Maceration in
water

Plaster
Plaster

Powder in
food

Juice
Juice

Powder in
food

Maceration in
water

Put in bird’s
nest

Infusion in
water



- Intoxication
Fabaceae
Bowdichia Sucupira 27 0.56 2.000 - Parturition problems
vigilioides H. B. & - Fever
K - Infectious coryza in poultry
- Intoxication
- Poultry coccidiosis
- Anthelmintic
- Weakness
- Cough
Stryphnodendron Barbatimao 3 0.06 0.325 - Wound healing
coriaceum Benth
Dimorphandra fava-danta 11 0.23 1.300 - Infectious coryza in poultry
gardneriana Tul. - Diarrhoea
- Anti-inflammatory
- Intoxication

seivelivelivelivelivelivelivv]

vsllveliveRlve
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Seeds burnt
to create a
smoke
Infusion in
water

Infusion in
water
Infusion in
water
Infusion in
water
Infusion in
water
Maceration in
water

Powder in the
salt
Maceration in
water

Maceration in
water

Maceration in
water
Infusion in
water
Maceration in



Plathymenia
reticulate Benth

Hymenaea courbaril
L.

Parkia platycephala
Benth.

Copaifera
langsdorffii Desf.

Hymenaea
stigonocarpa Mart.

Bauhinia cheilantha
(Bong)

Anadenanthera

Candeia

Jatoba

fava de bolota

podoio/copaiba

jatoba de
vaqueiro

cip6 de escada

Angico

16

0.08

0.10

0.02

0.06

0.02

0.02

0.33

1.100

0.450

0.325

0.625

0.325

0.325

0.575

- Wound healing

- Myiasis

- Umbilical healing
- Diarrhoea

- Infectious coryza in poultry

- Anthelmintic

- Diarrhoea

- Fever

- Infectious coryza in poultry

- Infectious coryza in poultry

- Diarrhoea

- Anthelmintic

vsllvsBlvelivy

oo ™
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water
Infusion in
water

Maceration in
water
Maceration in
water
Maceration in
water
Maceration in
alcohol

Juice
Maceration in
water

Powder in the

food

Tea
Maceration in
water

Maceration in
water

Maceration in
water

Maceration in
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falcata Benth - Infectious coryza in poultry B water
- Anti-inflammatory B Maceration in
water
Maceration in
water
Leucaena Leucena 2 0.04 0.325 - Purgative L Maceration in
leucocephala (Lam.) water
Lamiaceae
Rosmarinus Alecrim 1 0.02 0.325 - Fever L Tea
officinalis L.
Liliaceae
Aloe vera L. Burm.f. Babosa 5 0.10 1.350 - Anthelmintic L Infusion in
- Infectious coryza in poultry WP water
- Flea infestation in dogs WP Infusion in
- Snake bite WP water
- Wound healing WP Maceration in
- Anti-inflammatory WP water
Plaster
Plaster
Plaster
Allium sativum L. Alho 5 0.10 0.775 - Anthelmintic R Infusion in
- Infectious coryza in poultry R water
- Respiratory problems R Infusion in
water
Infusion in
water

Malvaceae



Gossypium
herbaceum L.

Abelmoschus
esculentus (L.)
Moench.

Sterculia striata St.

Hil. et Naud

Meliaceae
Cedrela odorata L.

Myrtaceae
Psidium guajava L.

Passifloraceae
Turnera ulmifolia L.

Phytolacaceae
Petiveria alliacea L

Algodao

Quiabo

Xixa

Cedro

Goiaba

Chanana

Tipi

12

0.06

0.02

0.04

0.25

0.02

0.02

0.02

0.650

0.325

0.775

0.650

0.650

0.650

0.325

- Purgative
- Parturition problems

- Anthelmintic

- Anthelmintic
- Infectious coryza in poultry
- Snake bite

- Repellent against poultry
ectoparasites
- Fever

- Diarrhoea
- Anthelmintic

- Anthelmintic
- Anti-inflammatory

- Repellent against poultry
ectoparasites

vsBlvs)
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Juice
Juice

Powder in
food

Milk give
orally

Infusion in
water
Maceration in
water

Put in bird’s
nest

Juice

Tea or
maceration in
water

Put in bird’s
nest
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Rutaceae

Citrus limon (L.) Limao 5 0.10 0.775 - Anthelmintic Fr Infusion in

Burm. F. - Infectious coryza in poultry Fr water

- Leguminous bloat Fr Maceration in

water
Infusion in
water

Sapindaceae

Magonia pubescens  Tingui 3 0.06 0.650 - Wound healing B Infusion in

ST.Hil - Myiasis water

Talisia esculenta L.  Pitomba 2 0.04 0.325 - Parturition problems L Infusion in
water

Siparunaceae

Siparuna Negramina 7 0.15 0.325 - Repellent against poultry L Put in bird’s

guianensis Aubl. ectoparasites nest

Sterculiaceae

Guazuma ulmifolia ~ Mutamba 6 0.12 0.650 - Parturition problems L Maceration in

Lam - Intoxication L water
Maceration in
water

Solanaceae

Capsicum frutescens  pimenta- 1 0.02 0.325 - Infectious coryza in poultry Fr Powder in the

L. malagueta food

Vochysiaceae

Qualea grandiflora  pau de terra 1 0.02 0.325 - Diarrhoea B Infusion in

Mart. water

L - Leaves, B - Bark, Fr - Fruit, S - Seed, R - Roots, WP - Whole plant; Uvis: use value of the species for a single informant; Uvs: total use
value of the species for all informants; RI: Relative Importance
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5. CAPITULO 2
Atividade antihelmintica de extratos de plantas do Cerrado Brasileiro

Anthelmintic activity of plant extracts from Brazilian savanna
RESUMO

As helmintoses representam um grave problema a producdo de pequenos ruminantes,
atualmente agravado pela resisténcia aos produtos anti-helminticos, o que vem estimulando
a busca por novas formas de controle, dentre elas os produtos naturais. A escolha das
espécies vegetais com potencial farmacéutico pode ser realizada por diferentes tipos de
abordagens, destacando-se etnoveterindria e a etoldgica. No presente estudo, extratos das
espécies vegetais Turnera ulmifolia L. (folhas e raizes), Parkia platycephala Benth. (folhas
e sementes) e Dimorphandra gardneriana Tul. (folhas e cascas), citadas em estudo
etnoveterindrio, e selecionadas naturalmente por caprinos no Cerrado maranhense, foram
testadas in vitro para atividade contra Haemonchus contortus. Foram preparados extratos
acetdonico (EA) e hidroalcéolico (EHAI) e realizados o teste de eclosdo de ovos (TEO),
teste de desembainhamento larvar artificial (TDLA) e teste de desenvolvimento larvar
(TDL) de Haemonchus contortus. Um segundo conjunto de incubacdes foi realizado
utilizando polivinilpolipirrolidona (PVPP) para realizacdo do TEO e TDLA, a fim de
observar a influéncia de polifendis no possivel efeito anti-helmintico. Os dados de cada
extrato foram usados para calcular a concentragao letal média (CLs) para cada teste. Todos
os extratos demonstraram atividade anti-helmintica contra pelo menos um estagio de vida
do Haemonchus contortus. O uso de PVPP revelou que os taninos condensados ndo siao os
unicos metabdlitos secunddrios dos extratos responsaveis pelos efeitos anti-helminticos. Os
resultados mostram que os extratos selecionados apresentaram efeito anti-helmintico e que
o uso dos critérios etnoveterindrio e etolégico se mostram promissores na busca de
potenciais substancias terapéuticas.

Palavras-chave: Nematdides gastrointestinais; Extratos vegetais; etnoveterindria,
forrageamento; Pequenos ruminantes.

Artigo Publicado: Veterinary Parasitology
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Abstract

Helminth infections represent a serious problem for the production of small ruminants that
is currently aggravated by resistance to anthelmintic products and has induced a search for
control alternatives, such as natural products. The selection of plant species with
pharmaceutical potential can be achieved using different approaches, highlighting
ethnoveterinary and ethological studies. In this study, extracts of Turnera ulmifolia L.
(leaves and roots), Parkia platycephala Benth. (leaves and seeds) and Dimorphandra
gardneriana Tul. (leaves and bark), which have been cited in ethnoveterinary studies and
selected naturally by goats in the cerrado (Brazilian savanna), were tested in vitro against
Haemonchus contortus. Hydroacetonic (ACT) and hydroalcoholic (ETH) extracts were
evaluated using an Egg Hatching Assay (EHA), a Larval Exsheathment Inhibition Assay
(LETA) and a Larval Development Assay (LDA). A second set of incubations was
performed using polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) to determine the influence of
polyphenols on the anthelmintic effects of EHA and LEIA. Data from each extract were
used to calculate inhibition concentrations (ICsp). All tested extracts showed activity against
at least one life stage of H. contortus. The use of PVPP revealed that the tannins are not the
only extracts of secondary metabolites responsible for the anthelmintic effects. The results
show that the selected extracts showed anthelmintic effects and that the use of
ethnoveterinary and ethological criteria shows promise in the search for potential

therapeutic substances.
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1. Introduction

Gastrointestinal nematodes in ruminants are one of the mostimportant causes of animal
diseases worldwide, mainly in temper-ate and tropical areas (Miller et al., 2012; Hoste et
al., 2015). The increasing nematode resistance to commercially available drugs,besides the
release of residues from these drugs in the environmentand in foods of animal origin
(Salgado and Santos, 2016), which may affect consumer health, has encouraged studies to
develop alter-native methods for control. In this context, medicinal plants andtheir
secondary metabolites (PSMs) may be an effective alternativefor parasite control (Rochfort
et al.,, 2008; Hoste and Torres-Acosta, 2011). The PSMs could be either used as
phytotherapeutic materialsor fed as nutraceuticals (Hoste et al., 2015). To identify
anthelminthic activities in plants, different strate-gies can be proposed as ethnoveterinary
and ethological studies(Huffman, 2003; Diehl et al., 2004). Roots of Turneria ulmifolia L,
used as anthelmintic in small ruminants and seed of Parkia platycephala Benth and bark of
Dimorphandra gardneriana Tul. are used to treat diarrhoea in ruminants by farmers in
Brazil (Oliveira et al.,unpublished results). These plants are naturally consumed by goatsin
brazilian savanna, and for these reasons are plants with potential anthelmintic activity. The
objective of this study was to evaluate the anthelmintic (AH) actions in vitro of T.
ulmifolia, P. platycephala and D. gardneriana extracts which have been cited in
ethnoveterinary studiesand selected naturally by goats in the Brazilian savanna.

2. Material and methods

2.1. Plant material and extracts preparation

Parts of the T. ulmifolia (leaves and roots), P. platycephala (leavesand seeds) and D.

gardneriana (leaves and bark) were collected,identified by the botanist from University of
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Maranhdo State, Braziland a voucher specimen was deposited at the Herbarium of
thisinstitute under numbers 035, 032 and 010, respectively. These plants were dried at 40°C
for 72 h and pulverized in an electricmill. For the acetone extract (ACT), 500 g of material
from each plantwas extracted with acetone—water (70:30) and sonicated for 20 minin water-
bath. The acetone was evaporated, the extract was washed four times with dichloromethane
to remove lipids and pigments,and the solvent was evaporated and kept at 4°C until its use
in thein vitro assay (Alonso-Diaz et al., 2008). For the ethanolic extract(ETH), fifty grams
of material from each plant was extracted in 500 mL of ethanol-water (80:20) and was kept
for seven daysstored at 4° C in an amber vial, with periodic agitation of the con-tents. The
solvent was evaporated using a rotary evaporator, theextract was washed four times with
dichloromethane, and the solvent was again evaporated using a rotary evaporator and kept
at 4° C until its use in the in vitro assay.

2.2. Chemical analysis

Phytochemical screening tests that detect the presence of dif-ferent secondary metabolites
were performed using all extracts asdescribed by Matos (2009). These tests involved visual
observationof color modification or formation of precipitates after the additionof specific
reagents. Direct flow infusion of the samples was performed on a ThermoScientific LTQ
XL linear ion trap analyzer equipped with an electro-spray ionization (ESI) source, in
negative mode (Thermo, San Jose,CA, USA). It was used a stainless-steel capillary tube at
280°C, spray voltage of 5.00 kV, capillary voltage of =90 V, tube lens of =100 Vand a
SuL/min flow. Full scan analysis was recorded in M/Z rangefrom 100 to 1000. Multiple-
stage fragmentations (ESI-MSn) wereperformed using the collision-induced dissociation

(CID) method against helium for ion activation. The first event was a full-scan mass
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spectrum to acquire data on ions in that M/Z range. The secondscan event was an MS/MS
experiment performed by using a data-dependent scan on the [M — H]—molecules from the
compounds ofinterest at a collision energy of 30% and an activation time of 30 ms.The
product ions were then submitted to further fragmentation inthe same conditions, until no

more fragments were observed.

2.3. Parasitological procedures
2.3.1. Nematodes

Eggs and third stage larvae (L3) were obtained from a donor goat with a
monospecific infection of Haemonchus contortus isolated from a naturally infected goat.
Experimental procedures were performed in accordance with the guidelines of the Animal
Ethics Committee of Maranhdo Federal University and were approved by this committee

under protocol number 23115018061/2011-11.

2.3.2. Egg Hatching Assay (EHA)

Fresh faeces were collected and washed with warm water (37°C); the eggs were then
recovered from solution in 25-pum sieves. Recovered eggs were added to a saturated NaCl
solution and centrifuged (3000 rpm) for 3 min; floating eggs were recovered using a 25-um
sieve (Coles et al., 1992). Eggs were washed three times to eliminate the remaining salt and
were re-suspended in distilled water. A suspension of 100 eggs/well was placed in a plate,
and 100 puL of each treatment (methanol at 2% and the extracts) was added. The extracts
were diluted in 2% methanol at concentrations that ranged from 10.0 mg/mL to 0.3 mg/mL,

decreasing by halves. Tests were performed with four replicates. The plate was incubated at
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27 °C and RH > 80% for 48 h. Larvae and unhatched eggs were counted under an inverted

microscope.

2.3.3. Larval Exsheathment Inhibition Assay (LEIA)

This test was performed according to Bahuaud et al. (2006). The extracts were diluted
in 2% methanol and evaluated at concentrations that ranged from 1.2 mg/mL to 0.01875
mg/mL, decreasing by halves. The negative control was performed with 2% methanol and
PBS (0.1 M phosphate, 0.05 M NaCl, pH 7.2). The L3 larvae were incubated in the
different treatments for 3 h at 22 °C. After incubation, the larvae were washed and
centrifuged (3000 rpm) three times with PBS. Approximately 1000 larvae/tube were
subjected to the artificial exsheathment process by contact with sodium hypochlorite (2.0%,
w/v) and sodium chloride (16.5%, w/v). Tests were performed with four replicates. The
percentages of larval exsheathment process were monitored at 0-, 20-, 40- and 60-min

intervals by observation under an inverted microscope.

2.3.4. Larval Development Assay (LDA)

A larval development assay (LDA) was performed according to Demeler et al.
(2010). One hundred eggs were added to wells with distilled water in a total volume of 200
puL and incubated for 24 h at 27 °C to obtain L1 larvae. Nutritive medium (a mixture of
yeast extract:Earles’s solution:amphotericin B (Sigma A2942, 0.5 mg/mL) at 2:2:1) and 1.5
mg/mL of autoclaved Escherichia coli were added to each well, and the treatments (water,

methanol 2%, and plant extracts) were added to a total volume of 500 puL. The plate was
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incubated at 27 °C for 7 days. After incubation, the proportions of unhatched eggs and L1—

L3 larvae in each well were counted under an inverted microscope.

2.3.5 Influence of polyphenols

To determine the influence of polyphenols in the larval exsheathment and egg
hatching processes, PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) was added to the extracts at
concentrations of 1200 pg/mL and 5000 pg/mL for 2 h in a 1:50 ratio for LEIA and EHA,
respectively (Barrau et al.,, 2005; Chan-Pérez et al., 2016). These solutions were then
centrifuged at 3000 rpm (10 min., 20 °C). After centrifugation, the supernatant and the
extracts without PVPP were used for testing the respective extracts in the same manner as
described above.

EHA evaluations with PVPP were performed by determining the percentage of
morulated eggs (ME), eggs containing larvae but failing to complete their eclosion (LFE)

and larvae (L1) present in the sample according to Vargas-Magaiia et al. (2014).

2.4. Statistical analysis

The results were used to determine the concentration required to inhibit 50% of
hatching and larval exsheathment (ICsp) with respective 95% confidence intervals (95% CI)
using PoloPlus 1.0 software (LeOra software, 2002). The extract was considered to be
significantly (P < 0.05) more (or less) efficient than another extract when there was no
overlap between the 95% confidence limits of the ICsy values (Roditakis et al., 2005). Data

obtained from the PVPP incubations of extracts were analysed with the respective GLM to
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assess differences in the percentage values of the results of the PBS control and those

obtained for the extract solutions with and without PVPP.

3. Results
3.1. Chemical analysis

Initial phytochemical analysis of 7. ulmifolia roots and leaves showed the presence of
phenols and condensed tannins in the ACT and ETH extracts. The leaves extract showed
cumarins, flavones, phytosteroids and saponins, whereas the roots extracts were positive for
flavanonols, catechins and triterpenoids. P. platycephala extracts showed phenols, flavones
and phytosteroids. The seeds extracts showed condensed tannins, and the leaves extracts
werepositive for flavones and saponins. D. gardneriana extracts showedthe presence of
phenols, condensed tannins, flavones, flavanones, phytosteroids and saponins. Mass
spectrometry data shows that each species predominateone class of compounds. D.
gardneriana presents as major flavonoid quercetin derivatives, while P. platycephala
shows in its majority composition of the flavonoids catechin derivatives. The species
T.ulmifolia has the majority composition of the flavonoid with basic skeletons of apigenin
and luteolin (Supplementary material).

3.2. Egg Hatching Assay (EHA)

The ETH extract of 7. ulmifolia leaves showed the highest egg hatching inhibition
with the lowest ICsy value of 0.43 mg/mL (95% CI 0.40-0.46 mg/mL), followed by the
ETH extract of P. platycephala seeds (ICso 1.34, 95% CI 1.17-1.34 mg/mL) (Table 2).
Seven different extracts did not show activity with low egg hatching inhibition at 10

mg/mL (Table 2).
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3.3. Larval Exsheathment Inhibition Assay (LEIA)

We observed inhibitory effects of exsheathment in all extracts tested in the present
study (Table 2); however, the extracts of T. ulmifolia roots were not dose-dependent. The
ACT and ETH extracts of P. platycephala leaves showed a significant inhibition of larval
exsheathment with the lowest 1Csq values of 0.08 and 0.07 mg/mL, respectively (Table 2).
3.4. Larval Development Assay (LLDA)

The ACT and ETH extracts of P. platycephala leaves showed the highest inhibition
of larval development with the lowest IC50 values of 0.04 and 0.05 mg/mL, respectively

(Table 2). We observed activities for all of the extracts tested in the present study (Table 2).

3.5. Role of polyphenols on AH effects

The effects of leaves extracts of 7. ulmifolia and P. platycephala were blocked by
PVPP and permitted the highest levels of larval development and egg hatching (Table 3).
These same effects were evident when using the ACT extract of P. platycephala seeds and
D. gardneriana bark. However, the ETH extract of P. platycephala seeds plus PVPP
showed an interesting effect: the number of larvae failing eclosion increased (P<0.05)
(Table 3). The PVPP blocked the inhibition of larval exsheathment with the ACT and ETH
extracts of roots and leaves from 7. ulmifolia, the ACT extract of P. platycephala seeds,

and the ETH extracts of P. platycephala and D. gardeneriana leaves (Figures 1 and 2).
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Table 1. The concentrations required to inhibit egg hatching by 50% (EHA), larval

exsheathment (LEIA) and larval development (LDA) in Haemonchus contortus (ICsp) with

respective 95% confidence intervals (95% CI) for Turnera ulmifolia, Parkia platycephala

and Dimorphandra gardneriana extracts.

Plant Part Extract EHA leglszay TDL

ACT > 10 1.2% 0.19 (0.16-0.22)c

Roots gy > 10 1.2% 0.52 (0.45-0.61)e

T. ulmifolia ACT 32(2.6-32)d  0.15(0.14-0.16)c  0.12 (0.10- 0.13)b
Leaves  ETH 0.4 (0.4-0.5a  0.31(0.27-0.35e  0.31(0.29-0.34)d

ACT > 10 0.46 (0.42-0.51)g  0.74 (0.70-0.77)f

P, iatscephala Seeds  prh 1.3(1.2-1.5b  0.75(0.69-0.82)i  0.88 (0.85-0.92)g
ACT 24 (2.0-29)c  0.08(0.07-0.09%a  0.04 (0.03-0.05)a

Leaves  pTH > 10 0.07 (0.05-0.09%a  0.05 (0.05-0.06)a

ACT > 10 0.36 (0.33-0.40)f  0.16 (0.15-0.17)c

D. gardneriana Barks  pry > 10 0.53(0.48-0.57)h  0.18 (0.15-0.21)c
ACT > 10 0.12(0.11-0.13)b  0.13 (0.10-0.16)b,

Leaves  pry 3.4(26-5.1)d  0.23(0.22-025d  0.53 (0.49-0.58)e

ACT: Acetone extract; ETH: Ethanolic extract. *Treatments showed no dose-dependent
effects. Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).
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Table 2. Effect of the addition of PVPP (polyvinylpirrolidone) on the proportion of
morulated eggs (ME), larvae failing eclosion (LFE) and larvae (L) of Haemonchus
contortus resulting from incubations with differents extracts of Turnera ulmifolia, Parkia
partycephala and Dimorphandra gardneriana at a concentration of 5 g/mL (methanol 2%) .

Plant Part Control/Extract Life Stage
ME LFE L
Methanol (2%) 2.2 +1.2° 6.67+ 91.11+ 1.6°
3.05°
T. ulmifolia
Roots
Act 2.3+0.8" 2.5+1.1° 95.2+1.7%
Act+PVPP 4.043.1*  4.043.3" 92.0+2.6°
ETH 1.120.02*  3.3+0.06°  95.6+0.08"
ETH +PVPP 2.2+0.6°  3.9+03"  93.9+0.3
Leaves
Act 32.3+3.2"  60.5+4.5°  7.1+1.0°
Act+PVPP 8.4+2.4°  36.7+3.4°  54.9+3.9°
ETH 22.5+1.1°  70.8+1.0"  6.7+1.5"
ETH +PVPP 11.9+4.4°  56.1+3.4°  36.0+4.4°
P. platycephala
Seeds
Act 21.2+43.1"  71.0+3.4>  7.8+0.5"
Act+PVPP 4.0+1.0*  0.9+0.5*  95.1+0.7
ETH 29.5433"  65.7:3.9"  4.842.1°
ETH +PVPP 8.3+2.5° 85.0+2.5°  6.7+0.7°
Leaves
Act 5.1£1.8"  49.9+35"  45.0+3.9"
Act+PVPP 3.4+2.1% 0.8+0.4* 95.8+2.5%
ETH 6.241.9* 29.3+24"  64.5+3.8"
ETH +PVPP 54407 0.5+0.3*  94.1+0.6
D. gardneriana
Bark
Act 5.840.4°  12.3+3.6"°  82.3+4.1°
Act+PVPP 2.0+1.3% 4.2+3.5° 93.7+4.0%
ETH 7.843.1°  4.6+3.1°  87.6x4.0°
ETH +PVPP 8.1+1.0°  7.3+4.1*°  84.6+4.1°
Leaves
Act 3.840.6°  1.4+1.0°  94.8+1.5
Act+PVPP 4.1+1.15* 1.740.8°  94.2+1.77°
ETH 20.3+3.8" 78.5+3.5" 1.240.5°
ETH +PVPP 12.4+4.5° 83.8+44.5"°  3.8+1.0°

ACT: acetone:water extract; ETH: ethanol:water extract.

Different letters in the same column in each category of each extract means a significant difference (P <

0.05).
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B. Turnera ulmifolia leaves
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Figure 1. Larval exsheathment of Haemonchus contortus in the presence of acetonic
extracts of A) roots and B) leaves of Turnera ulmifolia, C) seeds and D) leaves of Parkia
platycephala, and E) bark and F) leaves of Dimorphandra gardneriana at a concentration
of 1200 pg/mL and their combinations with PVPP (polyvinylpyrrolidone).
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Figure 2. Larval exsheathment of Haemonchus contortus in the presence of ethanolic
extracts of A) roots and B) leaves of Turnera ulmifolia, C) seeds and D) leaves of Parkia
platycephala, and E) bark and F) leaves of Dimorphandra gardneriana at a concentration
of 1200 pg/mL and their combinations with PVPP (polyvinylpyrrolidone).
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4. Discussion

Ethnoveterinary and ethological approaches are two ways to select bioactive plants
(Huffman & Seifu, 1989; Diehl et al., 2004). The combined use of these techniques can
increase the possibility of selecting bioactive plants. In the present study, we selected three
plants that have been used by humans to treat animals and that were naturally grazed by
goats. T. ulmifolia, P. platycephala and D. gardneriana are highly used by humans to treat
many infections. Moreover, P. platycephala is the main leguminous plant used by the
farmers in the nutritional diets of small ruminants in parts of northeast of Brazil (Machado
et al., 1999; Alves, 2004; Cavada et al., 2006; Alves et al., 2007; Moura et al., 2008).

The exploitation of fodder plant material as nutraceuticals has been evaluated as a
novel option to benefit from the properties of plants against nematodes (Waller and
Thamsborg, 2004; Hoste et al., 2006; Alonso-Diaz et al., 2010; Hoste et al., 2012).
Therefore, it is important obtain information regarding the nutritional intake of plants that
can be selected to observe anthelmintic effects (Hoste et al., 2015; Singh et al., 2015). The
parts of plants consumed need have medium to high protein and energy contents and low
lignin concentrations. P. platycephala seeds, D. gardeneriana leaves and T. ulmifolia
leaves exhibit considerable amounts of crude protein (17.5, 20.8, and 21.5%, respectively).
We did not perform the complete chemical analysis of Turnera ulmifolia root because its
high lignin content. Lignin is indigestible in the rumen environment and is toxic for many
ruminal microorganisms (Van Soest, 1994), which would make nonviable for use as a
nutraceutical. However, even when a plant or plant part is not or cannot consumed by the
animal, it still has utility as a possible source of PSMs that can be extracted and

administered directly to animals (Hoste et al., 2015).
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Considering the question of acceptability by the animals, the use of this criterion for
the search of potentially therapeutic substances was promising. When studying plant
species naturally selected by sheep grazing in a cerrado area, Morais-Costa et al. (2015)
found that five species showed efficacy in inhibiting larval development of H. contortus
among the nine species with the highest index of selectivity for the animals.

All tested extracts showed activity against at least one life stage of H. contortus.
Different ICsy values were calculated in the assays performed. Generally, these differences
in values are attributed to the sensitivity of each stage. L1 is the most sensitive stage
because the larva’s pharynx is more sensitive to the paralysis caused by drugs, eggs are
more resistant than L1 due their hard and resistant shell, and L3 larvae are more resilient
due to their double sheath (Molan et al., 2002). These facts lead to the requirements for
high or low contents of active compounds to achieve ICs values for each test.

Regarding the extracts used, the hydroalcoholic extracts had better inhibitory
activities than hydroacetonic extracts for EHA, while the ICsy values were generally lower
with the hydroacetonic extracts than with the hydroalcoholic extracts in larval tests. As it is
known, the solvents and protocols used for extraction promote variation in concentrations
and the classes of secondary metabolites present in extracts (Marie-Magdeleine et al.,
2009), which could have large effects on the activities of botanical compounds (Eloff,
1998). For instance, acetone:water mixtures are used for the extraction of phenolic
compounds, such as condensed tannins (Cork; Krockenberger, 1991), which have
anthelmintic actions related to their capacity to form complexes with proteins, such as
proteins rich in proline and hydroxyproline in the sheath, cuticle and fluid, unsheathing

nematode larvae and changing their physical and chemical properties (Alonso-Diaz et al.,
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2011). Egg hatching could have been inhibited by a hydro-alcoholic extract due the
saponins and/or other molecules that can inhibit H. contortus egg hatching (Camurca-
Vasconcelos et al., 2007; Eguale et al., 2007).

In our study, a second set of EHA and LEIA using the hydroacetonic and
hydroalcoholic extracts with and without PVPP was performed to attempt to identify the
possible role of polyphenols in the AH activity observed. The results of these assays
indicate that different extracts show variabilities in the roles of tannins in terms of ovicidal
effect, %LFE, larvae, or larval exsheathment.

In the EHA, the addition of PVPP was not associated with significant reductions of
the ovicidal effect for both 7. ulmifolia leaves extracts, both P. platycephala seeds extracts
and the D. gardeneriana leaves ETH extract. In the %LFE for H. contortus, the different
extracts showed variations after incubation with PVPP that included different scenarios
depending on the extract tested. Incubation with PVPP was associated with reductions in
this effect with both 7. ulmifolia leaves extracts, but they remained different to PBS control
values. Other extracts did show reductions of the AH effect when incubated with PVPP (the
P. platycephala seeds ACT extract and both leaves extracts). Finally, some isolates further
increased the AH effect observed with the extracts alone. The latter finding suggests that
polyphenols might have negative interactions with other PSMs, reducing the AH effect on
egg hatching.

In the LEIA, after the addition of PVPP to the 1200 pg/mL extracts, different extracts
showed variations in the rate of exsheathment of H. contortus larvae. For the D.
gardeneriana bark extracts, incubation with PVPP was not associated with increased

exsheathment values. Some extracts, after the addition of PVPP, showed partial restoration
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towards the control values, as in the case of the 7. ulmifolia leaves ACT extract and the P.
platycephala leaves ETH extract, or a weak restoration (P. platycephala and D.
gardeneriana leaves ACT extracts). Further, six extracts (both 7. ulmifolia roots extracts
and the leaves ETH extract, both P. platycephala seeds extracts and the D. gardeneriana
leaves ETH extract) showed complete reversion of the inhibitory effect of larval
exsheathment.

These results suggest that condensed tannins are not the only PSM involved in these
antiparasitic effects in all extracts. Other studies suggest that tannins are not the only PSM
responsible for antihelmintic activity on H. contortus (Azando et al., 2011; Vargas-Magaiia
et al., 2014; Chan-Pérez et al., 2016).

The considerable activity levels of the extracts observed in the different tests suggest
a possible synergistic relationship of compounds that can interact with multiple molecular
targets in various developmental stages of the parasite (Marie-Magdeleine et al., 2009).

To our knowledge, the current study is the first one assessing the antihelmintic
activities of 7. ulmifolia, P. platycephala and D. gardeneriana. The results showed clear in
vitro anthelmintic activities against H. contortus at different stages and indicated the
potential use of these species as a promising alternative approach to control helminthic
infections of small ruminants. Furthermore, in view of this finding, the use of
ethnoveterinary and ethological criteria may be an interesting strategy for the discovery of

new drugs.
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7 CONCLUSOES

Os habitantes da comunidade rural Bacuri, localizada no municipio de Sao
Raimundos das Mangabeiras, Cerrado Maranhense, Brasil, utilizam plantas medicinais para
tratar doencas dos seus animais de producao e estimacao.

A validacdo cientifica dos extratos acetonico e hidroalcéolico das espécies vegetais
Turnera ulmifolia L. (folhas e raizes), Parkia platycephala Benth. (folhas e sementes) e
Dimorphandra gardneriana Tul. (folhas e cascas), selecionadas por estudo etnoveterindrio
e critério etoldgico, demonstraram atividade anti-helmintica contra pelo menos um estigio
de vida do Haemonchus contortus, demonstrando que o uso dos critérios etnoveterinario e

etologico se mostram promissores na busca de potenciais substancias terapéuticas.
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8 PERSPECTIVAS

Esse trabalho contribui para realizacdo de um inventdrio das plantas utilizadas no cerrado
maranhense que pode servir de base de dados para futuros trabalhos de validacao cientifica.
Além disso, surgem perspectivas para a utilizacdo das espécies vegetais Turnera ulmifolia
L., Parkia platycephala Benth. e Dimorphandra gardneriana Tul. no preparo de novos
medicamentos ou nutracéuticos de baixo custo, ambientalmente corretos, seguros e eficazes
para uso animal. A eficiéncia do uso destas tornar-se-4 mais evidente a medida que estudos
toxicoldgicos, celulares e moleculares, bem como ensaios clinicos em espécies domésticas

forem realizados e correlacionados a clinica médica veterinaria.
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