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Atividade ovicida e larvicida do extrato etandlico de Aloe vera L.
sobre Haemonchus contortus®

Ovicidal and larvicidal activity of Aloe vera L. ethanolic extract against
Haemonchus contortus

Lew Kan Sprenger**

Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar a eficacia in vitro do extrato etandlico de Aloe vera L. frente a estagios de vida livre de
Haemonchus contortus. O fitoterapico foi produzido com percolagéo da polpa do vegetal com alcool absoluto, a 25°C, sendo
posteriormente liofilizado. Foram realizados o teste de eclodibilidade de ovos (TEO) e o teste de desenvolvimento larval (TDL), com
concentragdes crescentes (0,78 a 100mg/mL) em seis repetigdes. Para analisar a composigao quimica do fitoterapico, procedeu-
se a marcha fitoquimica completa, analisando qualitativamente a presenca de fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas,
leucoantocianidinas, estero ides, triterpenos, saponinas, resinas e alcaloides; além da quantificacdo de fendis totais, teste de
toxicidade frente Artemia salina e ensaio antioxidante pelo teste de redugéo do radical DPPH. O produto obtido a partir de A. vera
apresentou eficacia de 94,35 + 1,13% no TEO, ja no TDL a eficacia foi de 76,03 + 0,45%, ambos na concentragao de 100mg/mL.
Nas analises fitoquimicas, foram encontrados diversos compostos que podem ter contribuido com o efeito anti-helmintico, tanto
direta como indiretamente. Os dados da marcha fitoquimica, aliados aos resultados dose-dependentes obtidos nos testes in vitro
evidenciam que o extrato produzido possui potencial para combater H. contortus. Novos estudos devem ser realizados buscando
maximizar a eficacia deste extrato, uma vez que foram encontrados resultados excelentes nos testes realizados.
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Abstract

The aim of this study was to determine the in vitro efficacy of ethanolic extract of Aloe vera L. against Haemonchus contortus free-living
stages. The herbal material was produced by pulp leaving the solution with ethanol at 25°C and latter the material was lyophilized.
After this, the product was used for the egg hatch test (EHT) and the larval development test (LDT) in different concentrations
(0.78 to 100mg/mL) with six replicates. A complete phytochemical screening was performed to analyze the materials’ chemistry
composition, screening qualitatively the presence of phenols, tannins, anthocyanins, anthocyanidins, leucoanthocyanidins, steroids,
triterpenes, saponins, resins and alkaloids; beyond the total phenols quantification, brine shrimp toxicity test and DPPH radical
reduction antioxidant test. A. vera extract had an efficacy of 94,35 + 1,13% using the EHT and of 76,03 + 0,45% when using the
LDT test, both in concentration 100mg/mL. Phytochemical tests showed few chemical compounds that could exert anthelmintic
properties. The results obtained with the biochemical tests together with the dose-dependent effect found in in vitro tests demonstrate
that extract has the potential to be a good drug candidate against H. contortus. Further studies should be conducted to maximize
the effectiveness of the herbal, because it demonstrated excellent results in experiments.
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Introdugao

A produgao de pequenos ruminantes no Brasil cresce
anualmente, contribuindo de forma expressiva para o balango
mercantil do pais (Sprenger et al., 2013). Apesar do enorme
potencial, alguns entraves sanitarios diminuem a produtividade,
sendo o principal deles as parasitoses gastrintestinais, que
geram déficits econdmicos significativos (Molento et al., 2013).
A infecgdo por Haemonchus contortus € a principal doenga
parasitaria, causando prejuizos devido a anorexia, apatia,
aumento da conversao alimentar, diminuigdo da produgéo e
perda de peso em animais infectados (Nery et al., 2010).

O controle da enfermidade é, geralmente, realizado de forma
intensiva, com o uso indiscriminado de anti-helminticos

comerciais, sem considerar os fatores epidemioldgicos
envolvidos. Este modelo de utilizagdo favorece a selegao e
a propagacéo da populacéo parasitaria resistente, além da
deposigao de residuos no meio ambiente e aumento dos custos
produtivos (Molento, 2005).

Assim sendo, diversos estudos buscando novas terapias
alternativas, sendo o uso de produtos fitoterapicos o que se
encontra em fase mais avangada de pesquisa e demonstrando
resultados promissores (Sprenger et al., 2015). Dentre as
diversas plantas que estao sendo estudas atualmente, Aloe vera
L., popularmente conhecida como babosa, destaca-se devido as
suas propriedades medicinais (Huseini et al., 2012). O extrato
produzido a partir da planta apresenta efeito comprovado no
tratamento da osteoartrite, diabetes (Rajasekaran et al., 2006);
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ulceras estomacais, febre e inflamagdes (Ramos e Pimentel,
2013); infecgdes bacterianas (Cellini et al., 2014), infec¢des por
Eimeria sp. (Yim et al., 2011).

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
eficacia do extrato hidroalcodlico de A. vera em fases de vida
livre de H. contortus, utilizando testes in vitro.

Material e métodos

O estudo foi realizado no laboratério de microbiologia da
Universidade do Contestado, Campus Canoinhas, durante o més
de maio, 2015. Amostras de folhas de A. vera L. foram obtidas
no Mercado Municipal de Curitiba, Parana, autentificada pela
confirmagéao por botanicos da Universidade Federal do Parana
(UFPR) e depositada uma amostra representativa no herbario
da mesma instituicdo. Imediatamente apos a obtengéo, as folhas
foram lavadas com agua clorada (10ppm de cloro), seguido por
agua destilada. Depois disso, a polpa foi recolhida com auxilio
de uma espatula e foi processada para a produgao dos extratos
aquoso e etandlico.

Para a produgéo do extrato etandlico, 100g da polpa foram
misturadas com 1L de etanol absoluto (95%; Merck®, Alemanha),
durante 10 min a 4°C. A suspensao foi homogeneizada e agitada
vigorosamente em agitador magnético a temperatura ambiente
(25°C). Transcorrido este tempo, o material foi filtrado, com
auxilio de uma bomba de vacuo, em funil com papel filtro. O
extrato foi concentrado em evaporador rotatério, sob pressao
reduzida e a temperatura de 28°C (+2), para posteriormente
liofilizagdo. O rendimento do extrato etandlico seco foi de 21g.

Posteriormente se realizou a marcha fitoquimica qualitativa
descrita por Matos (1998) com o objetivo de verificar a presenca
de metabdlitos secundarios (fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, leucoantocianidinas, esteroides, triterpenos,
saponinas, resinas e alcaloides). A dosagem de fendis totais
(FT) foi realizada pelo teste de Folin-Ciocalteu, seguindo a
metodologia adaptada por McDonald et al. (2001). O teorde FT
foi determinado por interpolagédo da absorbancia das amostras
contra a curva de calibragao construida com padrdes de acido
galico. Os resultados, determinados a partir da equagéo de
regressao da curva de calibragdo (y= 0,02x- 0,0063;R?= 0,9442),
foram expressos em miligramas de acido galico equivalentes
por grama da amostra. O ensaio antioxidante foi realizado
pelo método de redugdo do radial livre DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazila), de acordo com a metodologia de Blois (1958),
usando como padrao o acido ascorbico. A atividade toxicidade do
extrato foi avaliada através do teste de letalidade frente Artemia
salina Leach, seguindo a metodologia de Meyer et al. (1982).
Como critério de toxicidade dos extratos foi estabelecido que
valores abaixo de 1000ug/mL (toxicos), entre 500 e 1000ug/
mL (fracamente toxico) e acima de 1000ug/mL (n&o téxicos).

Para a realizacdo do teste de eclodibilidade larval (TEO),
inicialmente se procedeu a recuperagédo dos ovos. Para tal,
foram colhidas fezes diretamente da ampola retal de caprinos,
previamente selecionados, com contagem de OPG superior
a 2800. Um pool de 55¢g de fezes foi processado conforme o
protocolo de Coles et al. (1992), adaptado por Bizimenyera et
al. (2006). Para seguir a adaptagéo, aproximadamente 55uL da
suspensao contendo 200 ovos foram acondicionados em cada
poco em placas de 24 pogos. Calculado o volume final de 1mL
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para cada pogo, os tratamentos fitoterapicos foram preparados
nas concentragdes de: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562 e
0,781mg/mL. O extrato foi diluido com 3% de DMSO. O controle
negativo foi feito com agua destilada; ja os controles positivos
foram realizados com o emulsificante DMSO aquoso a 3% (v/v) e
o outro com albendazol 0,63mg/mL. A contagem dos ovos e das
larvas foi realizada em microscopio invertido. Seis réplicas foram
realizadas para cada tratamento e também para os controles.
No calculo da eficacia, utilizou-se a seguinte formula:

Percentual de eclodibilidade (%) = L1/ (ovos + L1) x 100

No teste de desenvolvimento larval (TDL), para a obtengéo
das larvas de primeiro estadio (L1), obteve-se uma aliquota de
suspensao de ovos, conforme método descrito por Hubert e
Kerboeuf (1992), a qual posteriormente foi incubada por 24 horas
em estufa a 37°C. O TDL foi realizado seguindo-se a metodologia
descrita por Roberts e O’Sullivan (1950), modificado. Uma
aliquota de 1mL, contendo aproximadamente 230 L1 de H.
contortus, foi incubada por 6 dias com 2g de fezes de um animal
livre de infeccdo parasitaria, juntamente com 1mL do extrato
nas concentragbes 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562 e
0,781mg/mL. O controle negativo foi feito com agua destilada,
ja os controles positivos foram realizados com o emulsificante
DMSO aquoso a 3% (v/v) e o outro com ivermectina (0,63mg/
mL). Seis réplicas foram realizadas para cada tratamento e
também para os controles.

A analise estatistica foi realizada com a analise de varidncia
(ANOVA), seguido do teste de Tukey, onde foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que
5% (p<0,05). Todas as analises foram realizadas usando-se o
programa GraphPad Prism® 5.

Resultados e discussao

Na busca por fitoterapicos antiparasitarios, os testes in vitro sdo
fundamentais para fazer uma analise preliminar dos compostos
quimicos e sua agéo. Tendo em vista a grande quantidade de
herbais sendo pesquisados, os métodos in vitro destacam-se
por seu baixo custo e tempo empregados, além de ndo serem
utilizados animais vertebrados experimentais (Fortes et al.,
2014).

Na marcha fitoquimica, foram detectadas a presenc¢a de
alcaloides, catequinas, esteroides, fendis, resinas e taninos.
Antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidinas e triterpenos
ndo foram encontradas nos testes usados. O teor de fenois
totais, em equivalentes de acido galico, foi de 0.184 + 0.021mg/g.
O teste de toxicidade frente A. salina apresentou DL50 de
1.785ug/mL (R?=0,8875). No ensaio antioxidante foi observado
que a CE,, concentrago na qual ocorre 50% do efeito, foi 47,55
+ 0,99mg/mL, ja a do padréo foi 0,5 + 0,03mg/mL.

Na marcha fitoquimica, os compostos encontrados nos testes
qualitativos corroboram com os expostos na literatura cientifica
(Dagne et al., 2000). Dentre os principais responsaveis
pela atividade anti-helmintica de A. vera, destacam-se os
flavonoides e taninos (Kayser et al., 2003). Além destes, a
planta possui outros metabdlitos capazes de produzir respostas
pré-inflamatérias, as quais sdo importantes para combater os
desafios sanitarios enfrentados pelos animais (Cellini et al.,
2014).
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Os taninos possuem efeito anti-helmintico pronunciado, devido
principalmente a diminuigdo da disponibilidade de nutrientes
ao organismo do parasita (Hoste et al., 2006). Especificamente
para helmintos, também ocorre redugédo da fertilidade das
fémeas adultas e da eclodibilidade dos seus ovos. Além disso,
ha diminuicdo da motilidade das larvas, o que pode diminuir a
taxa de contaminagéo da pastagem (Molan et al., 2003). Como
efeito secundario, acontece uma maior biodisponibilidade de
proteinas no organismo do animal, podendo levar a uma maior
resposta imune sobre parasitos intestinais (Alonso-Diaz et al.,
2011). Athanasiadou et al. (2001) verificaram que o extrato de
quebracho (Schinopsis balansae) rico em taninos diminuiu a
viabilidade de larvas de H. contortus. Em estudo realizado por
Juhnke et al. (2012), foi demonstrado que o uso de extrato de
taninos para combater H. contortus ndo s6 diminuiu o grau
de parasitismo como também reduziu o grau de anemia dos
animais infectados. Cordeiros quando parasitados e expostos a
pastos com diferentes tipos de forrageiras, tendem a consumir
plantas com maior teor de tanino (Lisonbee et al., 2009). Essa
ingestao ocorre pela associagéo estabelecida de que o consumo
de plantas com elevado teor deste composto reduz a carga
parasitaria (Lisonbee et al., 2009). Os flavonoides tém acéo
indireta frente aos parasitas, devido ao fato deste composto ser
0 maior responsavel pela atividade antioxidante da planta; assim
sendo, possui efeito direto sobre a redugao do envelhecimento
celular e melhora da imunidade (Lakshimi et al., 2010).

Avaliar toxicidade dos extratos para os animais e/ou para o meio
ambiente é outro ponto-chave que pode e deve ser abordado
na metodologia in vitro (Carvalho et al., 2009). Para estabelecer
a toxicidade dos fitoterapicos, o ensaio de letalidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach apresenta-se como um
método de alta especificidade (Lhullier et al., 2006). Além de
ter menor custo barato, é vendido em forma de cistos, possui
distribuicdo cosmopolita, sendo seguro e pratico (Koutsaftis e
Aoyama, 2007). Os resultados encontrados nos testes in vitro
aliados aos vistos neste teste mostram que o extrato produzido
possui propriedades antiparasitarias e ao mesmo tempo nao
é toxico ao meio ambiente. Somente apds a comprovagao de
que o herbal ndo possui toxicidade in vifro o mesmo pode ser
aprovado para ser testado in vivo (Arcanjo et al., 2012).

O extrato demonstrou atividade de inibicdo da eclodibilidade
de ovos com caracteristica dose-dependente e atingiu eficacia
superior a 90% nas concentracdes de 50 e 100mg/mL (Tabela
1). Diversos compostos fitoterapicos, produzidos a partir de
diferentes plantas, ja foram testados no TEO com ovos de
H. contortus. Extratos hidroalcodlicos de Maesa lanceolata e
Plectranthus punctatusinibiram 100% a eclosdo de ovos de H.
contortus quando testados em concentragdo abaixo de 1mg/
mL (Tadesse et al., 2009). A mesma concentragéo inibitoria
foi observada por Egaule et al. (2011), que testaram extratos
aquosos de Leonotis ocymifolia, Leucas martinicensis, Albizia
schimperiana e Senna occidentalis. O extrato aquoso de
Anacardia humile demonstrou inibigdo da eclosao dos ovos
de 90,9% na dosagem de 100mg/mL (Nery et al., 2010).
Extratos aquosos de Syzygium cumini, Genipa americana e
Solanumlycocarpum inibiram, respectivamente, 96,17; 18,27 e
14,2% na concentragdo de 100mg/mL (Oliveira, 2013). Extrato
aquoso de Annona senegalensisna concentragéo 7,1mg/mL,
reduziu a eclodibilidade dos ovos em 88,5% (Alawa et al., 2003).
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Extrato aquoso de Myrsine africana na concentragéo de 24mg/
mL obteve eficacia de 77% (Gathuma et al., 2004). Extrato
hidroalcodlico de Tarenaya spinosa inibiu a ecloséo de 81,53%
dos ovos do referido parasito, quando utilizado na dosagem de
150mg/mL (Andrade et al., 2014).

Tabela 1: Percentual médio (+ desvio padrao) de inibigdo da
eclosdo de ovos de nematddeos gastrintestinais no
teste TEO e do desenvolvimento larval no teste TDL

do extrato etandlico obtido de Aloe vera

Concentragéo TEO TDL
(mg/mL)

100,0 94,35 + 1,13%A 76,03 £+ 0,45%B
50,0 90,87 + 0,58%A 70,33 + 1,56%B
25,0 66,14 + 1,09%B 55,67 £ 1,33%C
12,5 53,93 + 0,67%C 39,26 + 1,14%D
6,25 31,28 £ 0,78%D 15,24 + 2,26%E
3,12 20,03 + 0,80%E 5,78 £ 0,58%F
1,56 16,07 + 1,34%EF 4,24 + 1,83%F
0,78 10,99 £ 2,54%F 3,16 £ 0,77%FG

C- DMSO (3%)

0,79 £ 0,13%G

0,79 £ 0,13%G

C +Te0 97,13  0,67%A .
C +TMA - 97,85 + 1,03%A
Cly, 11,49 mg/mL 22,36 mg/mL

C - = Agua destilada; C +™© = albendazol 0,63 mg/mL; C +™A = moxidectina
0,63 mg/mL; CL50 = concentragao letal para 50% dos ovos. Letras maiusculas
comparam médias nas colunas; letras dessemelhantes indicam diferenca
significativa (P<0,05).

O fitoterapico nao inibiu mais de 90% o desenvolvimento larval
em nenhuma das concentragdes testadas, sendo seu efeito
igualmente dose-dependente (Tabela 1). E importante enfatizar
que os resultados encontrados no TEO s&o superiores ao TDL,
em todas as concentragbes testadas (p<0,05), o que também
foi observado na literatura cientifica consultada. Extratos
aquosos de Leonotis ocymifolia, Leucas martinicensis, Albizia
schimperiana e Senna occidentalis induziu 100, 99,85, 99,31 e
96,36% de inibicdo do desenvolvimento larval de H. contortus,
respectivamente (Egaule et al., 2011). Em estudo conduzido por
Macedo et al. (2009), utilizando 6leo essencial de Eucalyptus
globulus na concentracdo de 43,5mg/mL, foi demonstrado
98,7% de inibicdo do desenvolvimento larval. Extrato aquoso de
Musa sp., avaliado na concentragéo de 57,76mg/mL apresentou
eficacia de 90% (Oliveira et al., 2010). Extratos de folhas e
sementes produzidos com acetona, etilacetato e metanol
produzidos com Annona squamosa, Eclipta prostrata, Solanum
torvum, Terminalia chebula e Catharanthus roseus mostraram
completa inibigéo (100%) quando utilizados na concentragéo de
50mg/mL (Kamaraj e Rahuman, 2011). Utilizando a concentragdo
de 50mg/mL de extrato acetato de etila produzido com
Azadirachta indica observou-se inibicdo no desenvolvimento
larvar de 68,10% (Costa et al., 2008).



Mesmo existindo diversos estudos acerca das propriedades
biolégicas da A. vera, nunca houve pesquisas focando na
acao da planta frente H. contortus. Essa planta possui diversas
finalidades ja documentadas. Todavia, muitas serdo elucidadas
devido a grande quantidade de compostos presentes em sua
estrutura (Boudreau e Beland, 2006; Cellini et al., 2014). O
extrato demonstrou desempenho promissor, mesmo quando
comparados com os controles positivos, o que evidencia a
potente atividade antiparasitaria da planta.
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Conclusao

Concluiu-se que o extrato obtido pela metodologia descrita no
presente experimento demonstrou ser candidato a fitoterapico
antiparasitario frente H. contortus. Os exames bioquimicos
apontaram a presencga de diversos compostos quimicos que
possuem a capacidade nematocida. Novos estudos devem
ser realizados buscando maximizar a eficacia do produto e
posteriormente testa-lo em testes in vivo.
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