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SUMMARY: The rapid development of anthelmintic resistance, associated with the high cost of the available
anthelmintic drugs, has limited the success of gastrointestinal helmintosis control of small ruminant, and thus
awakened theinterest to study medicinal plants asalternative source of anthelmintics. Hexane extract and ethanolic
fraction from hexane extract (EFHE) obtained from Mangifera indica L. (Anacardiaceae) seeds were tested on
Haemonchus contortus eggs via egg hatch test. Phytochemical tests were performed with the most efficient extract
to detect some of micromolecule constituents. The extracts were evaluated at the final concentrations: 0.08; 0.4;
2.0; 10.0 and 50.0 mg ml-t. EFHE inhibited 95.66% of the egg hatching at 50.0 mg ml, and this effect was dose
dependent. However hexane extract at similar concentration had insignificant effect. The constituents detected in
EFHE were mainly proanthocyanidins and in lesser extent hydrolisable tannins, triterpenes, including saponins.
These results indicate that utilization of EFHE from M. indica may be useful in the control of gastrointestinal

nematodes of sheep and goats.

KEY WORDS: Mangifera indica, seeds, hexane extract, ethanolic fraction, in vitro, H. contortus.

INTRODUCAO

O parasitismo por nematdides gastrintestinaisprovocae e-
vadas perdas econdmicas em peguenos ruminantes do nor-
deste brasileiro (PINHEIRO et al., 2000). Dentre os
nematdides, Haemonchus contortus é responsavel por dimi-
nuicdo da produtividade e elevada mortalidade dos animais,
particularmente dos jovens (AROSEMENA et al., 1998). O
controle destes parasitos € usua mente realizado com anti-
helminticos, visando reduzir os niveis de infeccdo dos ani-
mais e promover a descontaminagdo das pastagens
(CHARLES, 1989). Porém o répido aparecimento de
nematGi des resi stentes aos anti-helminticos associado ao ato
custo do tratamento, seus residuos em alimentos e a pol ui¢ao
ambiental causada por sua utilizag&o incentivaram a pesqui-
sa de alternativas, como os fitoterapicos (JACKSON et al.,
1993; WALLER et a.,1995; HERD, 1996). Muitas plantas
j& tem sido descritas como possuidoras de atividade anti-
helmintica (HAMMOND et a. 1997; VIEIRA et al., 1999).

O extrato aquoso Spigelia anthelmia e Momordica charantia
foram testados sobre a ecloséo de ovos de H. contortus ob-
tendo inibi¢éo de 50% dos ovos com as doses de 0,17 e 0,10
mg ml%, respectivamente (BATISTA et a., 1999).

Mangiferaindica L. (Anacardiaceae) € umaplanta origi-
nériada india, conhecida popularmente como manga. Atual-
mente encontra-se difundida em varias regides tropicais e
subtropicais, sendo possuidora de um dos frutos mais popu-
laresno mundo. (LAKSHMINARAYANA, eta., 1983). Exis-
te aproximadamente cinco centenas de variedades de man-
gas. No Ceara sdo frequientes as seguintes variedades:
itamaraca, coité, massa, espada, carlota, rosa, manguita e
bourbon (BRAGA, 2001).

A planta é recomendada no tratamento das bron-
quites cronicas e outras afeccdes do peito, contra a
disenteria, hemorragiasintestinais. Aindaé diuréticae es-
timulante da funcdo lactea. Com os frutos prestes a ama-
durecer faz-se doce estomaquico, Util na cura da debilida-
de ou atonia dos 6rgéos gastrointestinais. As folhas sdo
adstringentes. As sementes possuem propriedades anti-
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helminticas (BRAGA, 2001). E ainda uma das plantas ri-
cas em vitamina C, o que permite combater e/ou prevenir
o0 escorbuto (MATOS, 2000).

A validagao cientifica dos fitoterapicos € uma etapa
inicial obrigatoria paraautilizagdo correta de plantas medi-
cinaisou de seus compostos ativos com finscomerciais. Des-
te modo, o teste in vitro com extratos de sementes de M.
indica permitird uma avaliagéo preliminar da existéncia de
propriedades anti-helminticas nestes extratos, determinan-
do assim, o primeiro passo para a caracterizagdo dos possi-
Vel s compostos ativos presentesem M. indica, abrindo por-
tanto, novas possibilidades para o controle das
endoparasitoses.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de extratos e prospeccdo fitoquimica preliminar

Aproximadamente 200g de sementes de M. indica foram
trituradas e misturadas a 11 de hexano e aquecidas em banho-
maria até o inicio da fervura. Em seguida filtrou-se a mistura
obtendo-se o extrato hexanico. Apds filtracdo foi adicionado
1l de dcodl etilico ao restante das sementestrituradas, repetin-
do-se 0 mesmo procedimento para obter a fraggo etandlicado
extrato hexanico (FEEH). O extrato maisativo foi submetido a
cromatografia em coluna de silica gel sendo eluido com os
solventes hexano, acetato de etila e metanol em misturas de
polaridade crescente. Vériasfragdes foram coletadas sendo re-
alizadostestes fitoquimi cos com asol ugéo alcodlicade cloreto
férrico, testesdeformagao de espumaede Lieberman-Burchard
(MATOS, 1999).

Obtencdo de ovos de H. contortus

Foram coletadas diretamente do reto, aproximadamente
10g de fezes de ovino portador de infecgdo monoespecifica
de H. contortus. Asfezesforam misturadas com aguaefiltra
das através de tami ses com aberturaentre mal has de 590; 150;
101 e 30 mm. Os ovos foram retidos e coletados no ultimo
tamis.

Teste de reducéo da eclosdo de ovos

Para o teste de eclosdo de ovos, uma suspensdo conten-
do aproximadamente 100 ovos de H. contortus foi distribu-
idaem placas de titulac&o e adicionada do extrato. Apés 48
horas, colocou-se algumas gotas de Lugol e os ovos e lar-
vasde primeiro estégio foram contados (COLES et al. 1992).
Paramelhorar a solubilidade, o extrato etandlico foi diluido
em Tween 20 a 0,5% e o extrato hexénico em Tween 80 a
3% naproporgéo de 1:1. Asconcentragdesfinais dos extra-
tos foram de 0,08; 0,4; 2,0; 10,0 e 50,0 mg ml*. Cada teste
teve trés réplicas que foram acompanhadas pel os controles,
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positivo com 0,2 mg ml-* de tiabendazol e negativo com o
diluente.

Correcao dos resultados e Andlise estatistica

Os dados obtidos com os extratos foram corrigidos em
funcdo da resposta natural obtida pelos controles negativos,
utilizando-se a seguinte férmula:

N° de larvas no X total de nematéides- N° total de larvas no controle
controle negativo no extrato*

Tota de nemat6ides no controle negativo*

*total de nematdides = ovos e larvas de 1° estégio

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia
sendo o teste Duncan utilizado para comparar as percenta-
gens médias de eclosdo entre as concentragdes do extrato ou
fracdo e o controle negativo, e o teste T de Student entre ex-
trato e fragdo (SAS, 2000). Uma probabilidade estatistica de
5% foi o critério de significancia. Os dados apresentados ex-
pressam a percentagem de inibi¢do da eclosdo de ovos.

RESULTADOS

O FEEH de M. indica apresentou excelente atividade
ovicida enguanto o extrato hexénico ndo apresentou ativida-
de(Tabelal). N&o houve diferencasignificativa(P>0,05) entre
as concentragdes de 50 e 10 mg ml* no FEEH, no entanto o

Tabela 1. Percentual médio (= desvio padrédo) de inibicdo da
eclosdo de ovos de H. contortus pelo extrato hexanico e fra-
¢do etandlica do extrato hexanico (FEEH) de sementes de
Mangifera indica.

Concentragéo Extratos
(mg ml?) Hexanico FEEH

50 3+ 2,00¢Ba 95,66+ 12,804
10 1+ 1,00¢Pa 91,00+ 17,054

2 0,33+ 0,58 14,33+ 3,51

0,4 6+ 2,64482 5,66+ 4,518

0,08 0,66+ 0,58° 2,66+ 2,31¢
Controle negativo 9,66+ 0,58% 5,00+ 2,00¢8>

Letras mailsculas comparam médias nas linhas e letras mindsculas
nas colunas; letras diferentes indicam diferenca significativa (P>0,05)

efeito ovicida so foi obtido a partir desta Gltima concentra-
¢do. O efeito ovicidado FEEH de M. indica foi dose depen-
dente. No controle positivo ndo houve eclosao de ovos e no
controle negativo, a eclodibilidade médiafoi de 90,34%.

Os metabdlitos detectados no FEEH foram proantociani-
dinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos, incluindo saponinas.
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DISCUSSAO

O testein vitro de eclosdo de ovos é utilizado para detec-
tar resisténciaaanti-hel minticos benzimidazdis queinibem a
polimerizacdo da tubulina impedindo o desenvolvimento do
embri&o. Este ensaio coloca a substéncia a ser testada direta-
mente em contato com aforma parasitaria e por isso pode ser
utilizado paratriagem de extratos com possivel atividade anti-
helmintica.

As fragBes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
metandlica do extrato etilico de S. anthelmia foram testados
guanto ainibicéo de ovos de H. contortus, concluindo-se que
asfragdes acetato de etilae metandlicaforam asmais eficien-
tes, pois naconcentragdo de 50 mg ml- inibiram 100 e 97,4%
da eclosdo dos ovos de H. contortus, respectivamente (AS-
SIS, 2000). Os éleos essenciais de Ocimum gratissmum e
eugenol foram 100% eficazes naiinibi¢o da eclosdo de ovos
de H. contortus na concentracdo de 0,5% (PESSOA et al.
2002). Estes resultados assemelham-se aos obtidos no pre-
sente trabalho. No entanto, se compararmos o efeito destes
extratos e frac6es com o tiabendazol, primeiro anti-helmintico
da familia benzimidazol, comercialmente utilizado para pe-
guenos ruminantes, observaremos que a concentragdo neces-
Ssériapara obter 100% do efeito ovicida foi de 0,2 mgml™. E
evidente que este Ultimo € o principio ativo isolado enquanto
gue no FEEH provavel mente existe uma substancia com pro-
priedade anti-helmintica mas em pequenas propor¢fes. Em
geral, o extrato de uma planta possui pegquenas concentra-
¢oes de principio ativo e um grande nimero de propriedades
promissoras (RATES, 2001).

Geralmente, a busca de plantas com finalidades medici-
nais inicia-se por testes com o extrato agquoso da planta. No
entanto, ostaninosja sdo conhecidos, pois hanatureza estdo
associados a defesa natural das plantas. Estas substancias
sdo divididas em taninos hidrolisaveis e condensados ou
proantocianidinas (ATHANASIADOU et a., 2001). Dentre
os dois grupos, ja foi relatado que os taninos condensados
tém efeito indireto contra o parasitismo ja que melhorao es-
tado geral do animal devido ao aumento no aproveitamento
protéico da dieta (BARRY & MCNABB, 1999).

O quebracho, planta rica em proantocianidinas foi utili-
zada em teste de desenvolvimento larvar sobre H. contortus,
Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus colubriformise
Nematodirus battus. O quebracho n&o teve qualquer efeito,
pois 98% das larvas atingiram o estagio infectante, porém
observou-se efeito sobre a viabilidade (motilidade) das lar-
vas de 3° estégio de todas as espécies testadas, sendo este
dose dependente. O extrato de quebracho utilizado in vivo
sobre 0s mesmos nematdides ndo mostrou resultados
seti sfatorios contra os parasitos do abomaso, porém foi efici-
ente contra T. colubriformis e N. battus (ATHANASIADOU
et a., 2001). Estes resultados contraditdrios podem ser ex-

plicados pela complexa natureza dos taninos. Diferentes ti-
pos de taninos condensados provavel mente apresentam dife-
rentes efeitos sobre os parasitos.

Osresultados deste trabal ho indicam que afragdo etandlica
do extrato hexanico obtido a partir de sementes de M. indica
possui atividade contraovosdeH. contortus. N&o setem qual-
guer registro em termos de toxicidez, haja vista 0 amplo uso
deste material como conservante de alimentos devido as pro-
priedades antioxidantes (KABUKI, 2000). Espera-se apés
confirmagdo por testes in vivo, obter um anti-helmintico na-
tural, de fécil aquisicdo e baixo custo.

SUMARIO

O r4pido desenvolvimento daresisténciaaanti-helminticos,
associada ao alto custo das drogas disponiveis, tem limitado o
sucesso do controle das hel mintoses gastrintestinais de peque-
nos ruminantes, e despertado o interesse do estudo de plantas
medicinais como fontes aternativas de anti-helminticos. O
extrato hexanico e a fragdo etandlica do extrato hexanico
(FEEH) obtido a partir de sementes de Mangifera indica L.
(Anacardiaceae) foram testados sobre ovos de Haemonchus
contortus através do teste de eclosdo de ovos. Testes
fitoquimicos foram realizados com o extrato mais ativo para
detectar alguns de seus congtituintes micromoleculares. Os
extratos foram avaiados nas seguintes concentragdes finais :
0,08; 0,4; 2,0; 10,0 € 50,0 mg mlt, O extrato etandlico inibiu
95,66% da ecloséo de ovos na concentracéo de 50,0 mg ml-,
sendo que este efeito foi dose dependente. No entanto, o extra-
to hexani co apresentou atividadeinsignificante namesmacon-
centracdo. Os constituintes detectados no FEEH foram princi-
palmente proantocianidinas, e em menor quantidade taninos
hidrolisiveis, triterpenos, inclusive saponinas. Estes resulta-
dosindicam que o FEEH de M. indica é um potencia agente
no controle de nematdi des gastrintestinais de ovinos e caprinos.

PALAVRAS-CHAVE: Mangifera indica, sementes, extrato
hexanico, fragdo etandlica, in vitro, H. contortus.
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