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INTRODUQAO

Haemonchus contortus (Fig. 1a) € um nematoide
gastrintestinal que causa séria anemia nos
pequenos ruminantes (Fig. 1b), provocando perdas
econdmicas devido a diminuigdo da producdo e

mortalidade dos animais.
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FIGURA 1. A) Larva infectante (L3) de Haemonchus contortus; B) Hospedeiros.
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Devido a resisténcia desses parasitas aos anti-
helminticos comerciais, as pesquisas de novos
bioativos em extratos vegetais tém se
intensificado. Contudo, solventes e emulsificantes
utilizados comumente para solubilizar fitoterapicos
em testes in vitro demonstram grande toxidade
sobre os parasitas, obscurecendo os resultados
efetivamente alcancados pelos extratos vegetais.
Assim, este estudo buscou avaliar a toxicidade de
solventes e emulsificantes utilizados na
solubilizagdo dos extratos sobre ovos e larvas do
isolado resistente Embrapa 2010 de H. contortus.

MATERIAL E ME oS

Foram selecionados 2 ovinos, Santa Inés,
infectados artificialmente com o isolado resistente.
As fezes foram coletadas e em seguida realizada
a técnica de recuperagdo de ovos (Fig. 2, 3 e 4)
para a execugdo do Teste de eclosdo dos ovos
(Coles et al., 1992) e de Desenvolvimento Larvar
(Hubert e Kerboeuf, 1992).
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FIGURA 2. A) Materiais; B) Fezes; C) Fase 1 da recuperacao; D) Fibras
das fezes; E) Peneira n® 2; F) Agua, ovos e fezes; G) Fezes sem ovos.

FIGURA . A) Fibras e fezes; B) Penelra n°3 com fezes C) Malha da
peneira n° 3; D) Inicio do processo na peneira n°4; E) Fim do processo na
peneira n°4; F) Recuperacéo dos ovos.
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FIGURA 4. A) Ovos e fezes pés centrifugagdo; B) Descarte do sobrenadante C)
Adicao da solugao salina; D) Descarte do sobrenadante com ovos na peneira n°4
ap6s nova centrifugagao; E) Lavagem dos ovos com agua destilada.

Para a realizagdo dos testes, foram adicionados
aproximadamente 100 ovos em cada pogo de
placas de 24 pocos (Fig. 5).

FIGURA 5. A) Adicao das solugdes em Placas de 24 pogos; B) Leitura em
microscopio invertido.

Teste de Eclosao dos Ovos (TEO):

Foram avaliados em 6 repetigoes: acetato de etila,
acetona, crodamol, dimetilsulféxido (DMSO),
etanol, metanol, sorbitol e tween 80, nas
concentragdes de 0,16% a 20%; sendo o crodamol
também a 40% e 80%. Apds 24h de incubagao
(estufa B.O.D. a +27°C; +80%UR), realizou-se a
contagem de ovos e larvas em cada pog¢o (Fig. 6).

FIGURA 6. A) Cascas vaiiés de ovos e ovo nao eclodido; B) L1 eclodidas.
Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL):

Ap6és a eclosdo das larvas (24h), foram
adicionadas as substancias de menor toxicidade,
previamente detectadas no TEO: crodamol,
DMSO, sorbitol e tween 80 (nas mesmas
concentragdes) + meio de cultura. Apds 6 dias
consecutivos de incubagdo, realizou-se a
contagem das L1, L2 e L3 (Fig. 7). Os resultados
foram analisados via Probit do SAS para
estimativa das concentragoes letais capazes de
inibir a eclosdo dos ovos ou o desenvolvimento
das larvas em 10% (CL).

FIGURA 7. A) Larvas na fase L1; B) Larva na fase L2; C) Larva na fase L3
(infectante).
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Os controles negativos apresentaram porcentagem
de inibicdo abaixo de 10% nos testes, validando os
ensaios. Buscou-se, entdo, solventes e
emulsificantes que apresentassem inibigdo
semelhante a dos controles. No TEO, o crodamol
obteve o melhor resultado, com menos de 10% de
inibicdo, mesmo na concentragdo de 80%. O
DMSO, sorbitol e tween 80 podem ser utilizados
no maximo a 5%. Acetona, etanol e metanol foram
mais téxicos aos ovos, podendo ser utilizados
como solventes até 1,25%, enquanto acetato de
etila ndo pode ser utilizado (Tab. 1). No TEO, as
CL,, obtidas foram: 14,4% tween 80, 3,1% DMSO,
2,1% sorbitol, 1,5% acetona, 1,1% metanol e 0,9%
etanol.

No TDL, exceto para o DMSO a 0,6% (CL;,1,6%),
todos inibiram mais de 10% do desenvolvimento
larvar em todas as concentragoes e, portanto, nao
sdo substancias indicadas para o uso.

TABELA 1. Porcentagens de inibicdo da eclosdo dos ovos de H. contortus
obtidas no controle negativo (C = agua), solventes e emulsificantes avaliados

[ AEtila a5 112 116 128 163 779 970 993 993 - -
[Acetona 48 10 08 31 42 235860 947 994 - -
-1,0 17 18 42 44 13 06 32 48 23 52
[ bmMso 06 03 08 23 57 56 38 953 995 - -
| Etanol 36 34 37 40 43 826 923 100 100 - -
[ Metanol (45 31 36 55 62 173 829 991 100 - -
| somitol 43 50 36 40 49 35 42 919 974 - -
[Tween80 07 05 09 05 06 10 02 105 - - -

CONCLUSAO

Todas as substancias que inibiram mais de 10% no
TDL, nao séo indicadas para uso sobre as larvas
por causar um falso positivo nos resultados dos
extratos vegetais. Entretanto, as substancias e
concentragdes recomendadas para o TEO, bem
como o DMSO para o TDL, servem de referencia
para outros laboratérios que avaliam fitoterapicos
in vitro em H. contortus, sendo necessarios ajustes
de acordo com a populagéo parasitaria em estudo.
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