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MEDEIROS, Maria do Carmo de. Estudo da toxicidade do extrato
hidroalcodlico de Vitex gardneriana Shauer (Lamiaceae) em Artemia
salina e sua eficacia sobre ovos, larvas e adultos de Haemonchus
contortus de ovinos.Patos, PB: UFCG. 2015. 00 p. (Dissertacao - Mestrado
em Zootecnia).

RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar o potencial toxico de Vitex gardneriana in
vitro sobre 0 microcrustaceo Artemia salina utilizando extrato hidroalcéolico das
folhas (EHF) com ensaios de toxicidade aguda (CLsg) nas concentragbes: 100,
500, 1.000, 10.000, 20.000, e 50.000 pg/mL. Como controle positivo utilizou-se
Hipoclorito de Sdédio (NaClO) a 1%. Como controle negativo foi utilizado
solucao salina (pH 8-9) e DMSO a 1%. Os resultados demonstraram que houve
letalidade em 50% da populacdo de metanauplios do microcrustaceo sobre a
concentracao 34.600 ug/mL, demonstrando seu baixo potencial toxico. Para a
determinacao da acéo téxica do extrato hidroalcéolico de V. gardneriana sobre
ovos e larvas de Haemonchus contortus, foi adicionado 2,5mL do EHF da
referida planta na concentracdo de 34.600 pg/mL adicionados em culturas
fecais monoespecificas do nematédeo, contendo aproximadamente 12.000
ovos. Os resultados demonstraram que o EHF permitiu apenas 26,6% de
eclosao do total de 12.000 ovos, correspondendo a uma eficiéncia terapéutica
de 783,3%. Para avaliagdo do EHF de V. gardneriana sobre o parasita em
ovinos, teste in vivo, foram oferecidas duas doses nas concentracdes de
34,600 pg/ml e 69,200 pug/ml, onde a menor dosagem revelou uma eficiéncia
(49,6%) inferior ao grupo tratado com o farmaco (63,3%), porem para a maior
dose o EHF apresentou uma eficacia de 63,33%, sendo igual ao do grupo
tratado com o medicamento sintético (lvermectina a 1%), revelando sua
possivel utilizagdo como alternativa adicional ao controle do parasita. Durante o

trabalho os animais mantiveram-se clinicamente saudaveis.

Palavras chaves: Toxicidade, extrato hidroalcoolico, Haemonchuscontortus.



MEDEIROS,Maria do Carmo de. Study of the toxicity of the alcoholic
extract of Vitex gardnerianaShauer (Lamiaceae) in Artemia salina and its
effectiveness on eggs, larvae and adults of Haemonchus contortus in
sheep. Patos, PB: UFCG. 2015. 31 p. (Dissertation - Master of Animal

Science).

ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the toxic potential of Vitex
gardneriana vitro on Artemia salina microcrustacean using hydroalcoholic
extract of the leaves (EHF) with acute toxicity tests (LC50) at concentrations of
100, 500, 1,000, 10,000, 20,000, and 50,000 / mL. As positive control we used
sodium hypochlorite (NaClO) to 1%. Was used as a negative control saline
solution (pH 8-9) and 1% DMSO. The results showed lethality in 50% of the
population metanauplios microcrustacean concentration of 34,600 mg / mL,
demonstrating their low toxic potential. To determine the toxic action of the
hydroalcoholic extract of V. gardneriana on eggs and larvae of Haemonchus
contortus was added 2.5mL of said EHF plant at a concentration of 34,600 mg
/" ml added at the monospecific fecal nematode cultures containing
approximately 12,000 eggs. The results demonstrated that EHF allowed only
26.6% of the total 12,000 hatching eggs, corresponding to a therapeutic
efficiency of 73.3%. For EHF assessment V. gardneriana on the parasite in
sheep in vivo test, two doses were offered at concentrations of 34,600 / ml and
69.200 g / ml, where the lower dose showed an efficiency (49.6%) lower than
the drug-treated group (63.3%), however for the higher dose showed an
efficacy of EHF 63.33%, being equal to the group treated with the synthetic
drug (ivermectin 1%), showing their possible use in additional alternative to

control the parasite. During the study, the animals remained clinically healthy.

Key words: Toxicity, hydroalcoholic extract, Haemonchus contortus.



INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais possuem um histérico de utilizacdo popular
milenar (Machado & Oliveira, 2014). Com as inovagdes cientificas e
tecnolégicas novos medicamentos  sintéticos foram  desenvolvidos
minimizando a utilizacao dos vegetais, porem a partir da década de 70 com
incentivo do Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a crescente utilizacdo
de remédios naturais unido a necessidade de inovacdes na industria de
farmacos, ocorre o resgate da utilizacdo de plantas como fornecedoras de

substancias bioativas (Ribeiro, 2013).

Atualmente os vegetais consistem nos principais fornecedores de
principios ativos, apresentando um significativo crescimento mundial no uso
de fitoterapicos e fitofarmacos, despertando a atencao das grandes industrias
farmacéuticas (Resende & Ribeiro, 2014), tendo sua utilizagdo variadas
formulas que vao desde capsulas até solugbes hidroalcodlicas e infusdes

(Machado, 2013).

Para uma utilizacao segura e comprovada de plantas medicinais faz-se
necessario uma investigacao toxicolégica do vegetal através de testes
biolégicos (Silva etal., 2014). A Artemia salina um micro crustaceo marinho vem
sendo constantemente utilizado como crivo inicial para avaliacdo toxica de
extratos de plantas pela praticidade e viabilidade de sua execucéo
metodoldgica, econémica e asséptica (Andrade et al., 2014). Seus resultados
podem ser direcionados a testes biolégicos especificos, como antiparasitario

(Silva et al., 2014).



A ovinocultura juntamente com a caprinocultura sdo atividades com
grande importancia econémica desenvolvida principalmente por pequenos
produtores contribuindo para o aumento da renda familiar nos paises menos
desenvolvidos (Guanziroliet al., 2014). Sua exploragao é observada em todo o
mundo especialmente nos trépicos (Dos Santos et al., 2013). No Brasil a
regido nordeste predomina contendo o maior numero de rebanhos de caprinos
e ovinos (Lima et al.,2013). Apesar do crescimento da produgédo de pequenos
ruminantes nos ultimos anos, varios fatores vém interferindo negativamente no
desempenho dessa atividade especialmenteas infeccoes parasitarias

retardando a producao e elevando seus custos (Cunha et al., 2014).

O Haemonchus contortus da familia Trychostrongylidae é considerado
0 mais prevalente e patogénico dos parasitas gastrintestinais em pequenos
ruminantes (Carvalho, 2013), sua infestacdo provoca atraso no
desenvolvimento corporal, diminui a producédo e enfraquece a qualidade de
seus produtos e subprodutos, podendo levar os mais jovens a O&bito
dependendo da gravidade da infeccdo (Fontes & Molento, 2013). A eficiéncia
do ciclo de vida e contaminacdo dos nematoides de ovinos € atribuida
especialmente a resisténcia aos produtos sintéticos utilizados na tentativa de
controle dos mesmos (Cunhaet al., 2014), o que faz surgir a necessidade de
novas alternativas terapéuticas no combate as helmintoses como a utilizagdo

de substancias extraidas de vegetais (Molento et al., 2013).

A espécie Vitex gardneriana, popularmente conhecida como
Jaramataia, pertencente a familia Lamiaceae, presente na regido nordeste,
apresenta diversos relatos de utilizagdo empirica como xarope ou infuso,

porem cientificamente possui histérico extremamente restrito e para agédo anti-
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helmintica ainda inédita. Em estudo fitoquimico foi observada a presenca de
esterdides, terpendides, saponinas, agucares redutores,
fenilpropanoglicosideos e iridéides presentes na planta (Sa Barreto et al.,
2007). Com essa gama de metabolitos secundarios a espécie oferece
inUmeras possibilidades de avaliacdo terapéutica incluindo a acao

antiparasitaria.
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CAPITULO 1

Estudo da Toxicidade do Extrato Hidroalcodlico de Vitex gardneriana
SCHAUER sobre Artemia salina e ovos e larvas de Haemonchus
contortus de ovinos.

(Manuscrito enviado para o Periodico Pesquisa Veterinaria Brasileira)



Estudo da Toxicidade do Extrato Hidroalcodlico de Vitex gardneriana SCHAUER sobre
Artemia salina e ovos e larvas de Haemonchus contortus de ovinos?.

Maira do Carmo de Medeiros?’, Ana R. C. Ribeiro?, Fabio D. Andrade?, Ana Célia Rodrigues
Athayde?, Wilson Wouflan Silvaz Onaldo Guedes Rodrigues?. Danielle Leite Silva3-

ABSTRACT: Medeiros M.C. Ribeiro A.R.C., Andrade F.D., Athayde A.C.R., Silva W.W., Rodrigues
0.G,, Silva D.L. 2014.[Study of the toxicity of the hydroalcoholic extract of Vitex gardneriana
SCHAUER on Artemia salina and eggs and larvae of Haemonchus contortus.] Estudo da
toxicidade do extrato hidroalcéolico de Vitex gardneriana SHAUER sobre Artemia salina e ovos e
larvas de Haemonchus contortus de ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Laboratoério de Doengas Parasitarias de Animais Domésticos, Universidade Federal de Campina
Grande, Avenida Universitaria, S/N, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB 58708-110, Brazil. E-mail:
mariacar.medeiros@hotmail.com.

The objective of the research was to investigate the toxicity of the species gardneriana Vitex, on
Artemia salina microcrustacean using hydroalcoholic extract of the leaves (EHF) with acute
toxicity tests (LC50) at concentrations of 100, 500, 1,000, 10,000, 20,000, and 50,000 / mL. As
positive control we used sodium hypochlorite (NaClO) to 1%. Was used as negative control saline
solution (pH 8-9) and 1% DMSO. After the analysis the results showed case fatality with 50% of
the population of the metanadplios microcrustacean over concentration 34,600 / mL
demonstrating his low toxic potential. For the determination of toxic action of the hydroalcoholic
extract V. gardneriana on eggs and larvae of Haemonchus contortus was added 2.5mL of said EHF
plant in the concentration of 34,600 / ml in stool added monospecific the nematode cultures
containing approximately 12,000 eggs. The results demonstrated that EHF has allowed only
26.6% of the total 12,000 hatching eggs, corresponding to a therapeutic efficiency of 73.3%
whereas in control and efficiency hatchability were 50% with 6,000 larvae recovered. The data
obtained in this research reveal the therapeutic potential of this plant, for a possible alternative
use in parasite control.

INDEX TERMS: toxicity, bioassay, botanical extract, nematode.

RESUMO:O0 objetivo da pesquisa foi investigar a acdo téxica da espécie Vitex gardneriana, sobre o
microcrustaceo Artemia salina utilizando extrato hidroalcé6olico das folhas (EHF) com ensaios de
toxicidade aguda (CLso) nas concentrag¢des: 100, 500, 1.000, 10.000, 20.000, e 50.000 pg/mL.
Como controle positivo utilizou-se Hipoclorito de Sédio (NaClO) a 1%. Como controle negativo foi
utilizado solugdo salina (pH 8-9) e DMSO a 1%. Apos as analises os resultados demonstraram que
houve letalidade em 50% da populagdo de metanatplios do microcrustaceo sobre a concentragdo
34.600 pg/mL, demonstrando seu baixo potencial téxico. Para a determinagido da acdo tdéxica do
extrato hidroalcéolico da V. gardneriana sobre ovos e larvas de Haemonchus contortus, foi
adicionado 2,5mL do EHF da referida plantana concentracdo de 34.600 pg/ml adicionados em
culturas fecais monoespecificas do nematddeo, contendo aproximadamente 12.000 ovos. Os
resultados demonstraram que o EHF permitiu apenas 26,6% de eclosao do total de 12.000 ovos,
correspondendo a uma eficiéncia terapéutica de 73,3%, enquanto que no controle a eclodibilidade
e eficiéncia foram de 50%, sendo recuperadas 6.000 larvas. Os dados obtidos nesta pesquisa
revelam o potencial terapéutico desta planta, para uma possivel utilizacdo alternativa no controle
parasitario.

Termos de Indexacdo: toxicidade, bioensaio, extrato botanico, nematédeo.
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INTRODUCAO

A producdo de pequenos ruminantes hoje é tida como uma importante fonte de renda
familiar nos paises em desenvolvimento. A regido nordeste do Brasil concentra grande parte dos
rebanhos com 94% de caprinos e 55% de ovinos (LIMA et al. 2013). Contudo um dos grandes
obstaculos para o crescimento satisfatério desses animais sdo as verminoses causadas por
nematddeos gastrointestinais (Costa et al2011).

A técnica eficaz para o controle desses parasitas até pouco tempo, tradicionalmente era o
uso de farmacos sintéticos, tendo como consequéncia o surgimento da resisténcia anti-helmintica
originando a preocupacdo com residuos nos produtos animais (Silva et al. 2010) e no meio
ambiente. Novas formas de controle de parasitoses vém sendo testadas em busca do
melhoramento na producdo desses animais incluindo o uso da fitoterapia, sendo promissor o
potencial de plantas ricas em substancias bioativas, especialmente taninos no controle de
nematoides (Oliveira. 2013).

O parasita Haemonchus contortus destaca-se por sua alta prevaléncia e seu elevado
potencial patogénico e de prolificidade (Fontes & Molento. 2013), interferindo diretamente nos
resultados econémicos da produgio de pequenos ruminantes (Cunha et al. 2014). Nos trépicos,
em média 95% dos caprinos estdo infectados, principalmente por Haemonchus spp. e
Trichostrogylus spp, apresentando taxa de mortalidade acima de 40% (Githigia et al. 2001).

A espécie Vitex gardneriana, popularmente conhecida como Jaramataia, pertence a familia
Lamiaceae, de ocorréncia endémica do Brasil. Distribuida na regido nordeste, é normalmente
encontrada em margens de rios, lagos, corregos e terrenos de varzeas. O género possui um vasto
histérico de utilizacdo popular medicinal nas formas de infuso ou xarope. A indicacdo mais comum
diz respeito ao controle das sindromes inflamatérias (Marinho et al. 2011). Existem diversos
trabalhos cientificos que apresentam outras espécies de Vitex associada a efeitos terapéuticos
(Barreto et al. 2008), como a Vitex agnus-castus utilizada para irregularidades na sindrome pré-
menstrual como mastalgia, também na retencdo liquida, hiperprolactinemia e na infertilidade
ocasionada pelo decréscimo nos niveis de progesterona (Iftoda et al. 2009).

A Artemia salina um microcrusticio marinho, vem sendo constantemente utilizado como
crivo inicial para avaliacdo téxica de extratos de plantas pela praticidade e viabilidade de sua
execucdo metodoldgica, econdmica e asséptica (Andrade et al. 2014). Seus resultados podem ser
direcionados a testes bioldgicos especificos, como anti-parasitario (Silva et al. 2014).

Diante do histérico apresentado pela planta, o presente estudo objetivou avaliar o efeito
toxico do extrato hidroalcodlico das folhas de V. gardneriana frente a A. salina e seu potencial
ovicida e larvicida para H. contortus de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério Multiusuario de Pesquisas Ambientais
(LAMPA), nos setores de Farmacologia e de Doencas Parasitarias de Animais Domésticos
(LDPAD), da Universidade Federal da Paraiba UFCG- Patos.

Coleta do Material Botanico

As coletas e herborizacio do material vegetal foram realizadas baseando-se em
metodologias propostas pelo Manual Técnico da Vegetagao Brasileira (IBGE, 2012). As folhas de V.
gardneriana foram coletadas as margens do rio Piranhas, municipio de Pombal-PB (06°46'55.8"S
/ 37°48'30.6"W), em novembro de 2013. A confecgio, identificagio, herborizacio e tombamento
da espécie foram realizados pela equipe de taxonomia do herbario CSTR da Universidade Federal
de Campina Grande - Patos-PB, e depositada sobre o ntimero 4960.

Obtencgao dos Extratos Botanicos

Foi confeccionado extrato das folhas de V. gardneriana, com preparacdo baseada em
metodologias de Pereira et al. (2009). As folhas foram maceradas e submergidas em solvente
organico tipo alcool cereal a 70%, apdés 96h de extragdo a frio, foram realizadas filtragdes simples
e 0 extrato organico mantido a temperatura ambiente (30+22C) para evaporagdo total do solvente
e obtencdo do extrato botanico, seguido de roto evaporacdo (32 rpm) a uma pressio de 540
mmHg, e temperatura de 45°C para concentragdo do extrato por um periodo de 3:00h.
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Determinacao da CLso

Para determinacgdo da CLs5o os ensaios basearam-se na metodologia descrita por Araujo et
al. (2010). Os testes foram realizados em triplicata com dez nauplios de A. salina em placas de
Eliza contendo NaCl(pH 8 a 9), extrato dissolvido em solu¢do de dimetilsulféxido (DMSO) a 1%
para as concentrag¢des de 100, 500, 1.000, 10.000, 20.000, e 50.000 pg/mL com um volume final
de 5mL por cada poco. Como controle positivo utilizou-se hipoclorito de s6dio (NaClO) a 1%,
como controles negativo solugdo salina e DMSO 1%. Ap6s 24h em contato com essas solugdes,
realizou-se a contagem do nimero de nauplios sobreviventes, sendo consideradas mortas as
larvas que permaneceram imdveis por mais de 10 segundos.

Analise de dados

Os valores obtidos com a média dos nduplios mortos foram submetidos a andlise
estatistica, estimando-se a concentragdo letal para 50% (CLso) das larvas pelo o método de Andlise
de Probites, e pelo teste Spearman-Karber com 95% de intervalo de confianca, utilizando-se o
programa TRIMMED versao 1.5.

Acdo bioldgica do extrato hidroalcdolico de Vitex gardneriana sobre ovos e larvas de
Haemonchu scontortus.

Para avaliar a ag¢do ovicida e larvicida foram realizadas coproculturas utilizando a
metodologia adaptada de Roberts O’Sullivan (1950). Foram adicionados 2,5mL do extrato
hidroalcodlico das folhas de V. gardneriana na concentragido de 34.600,00pg/mL a culturas fecais
monoespecificas de Haemonchus contortus, contendo aproximadamente 12.000 ovos e para o
grupo controle o extrato foi substituido por agua destilada (Tabela 2). Os tratamentos foram
realizados em triplicata. Apds sete dias, em temperatura ambiente, procedeu-se a recuperacgao e
contagem das larvas de terceiro estagio (L3) em microscopio 6ptico.

Para estimativa da eficiéncia do extrato sobre ovos e larvas nos tratamentos, foi utilizada a
férmula adaptada descrita por Camurga-Vasconcelos et al. (2007):

ET: L3 inicial - L3 do grupo tratado
L3 inicial
Onde:
ET eficiéncia do extrato
L3 inicial corresponde a estimativa do nimero de larvas em cada coprocultura
L3 do grupo tratado corresponde a quantidade de larvas recuperadas apos oito dias de incubagio
com os diferentes tratamentos.

Resultados

Na avaliagdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico das folhas de V. gardneriana, os
indices de mortalidade observados nos grupos de A. salina tratados nas concentragdes de 100 a
10.000pg/mL ndo apresentaram 6bito, enquanto que nas concentragdes de 20.000 e 50.000pg/mL
as mortalidades foram acima de 50% (Tabela 1), determinando uma CLso de 34.600,00 pg/mL
para o EHF da planta. Essa toxicidade é considera baixa segundo Mayer (1982), que determina
toxica uma substancia que apresente CLsg igual ou menor que 1.000 ppm.

Mediante metodologia aplicada a eficiéncia do extrato hidroalcéolico das folhas de V.
gardneriana em Haemonchus contortus nas coproculturas, foi observado que do total de 12.000
ovos, houve eclosao de apenas 26,6%, sendo recuperado o total de 3.200 larvas o que representa
uma eficiéncia de 73,3% (Tabela 2), corroborando a eficacia no controle do parasita citado.

Discussao

Sa-Barreto et al. (2008) avaliando a toxicidade aguda do extrato das folhas e caule de V.
gardneriana, ndo constatou efeito téxico sobre ratos apés 72h de observagdo revelando uma DLsg
superior a 2.000 mg/kg, considerando do ponto de vista toxicol6gico sua utilizagdo terapéutica ndo
s6 do extrato das folhas como também da casca dos galhos.

A utilizagdo do género Vitex tem sido frequentemente aplicada em pesquisas com diversas
acdes terapéuticas (Oliveira et al., 2012). Sa Barreto et al. (2007) em testes preliminares com os



extratos secos das folhas, das cascas do caule e da aucubina isolada de V. gardneriana revelou
importante atividade muluscicida frente aos embrides de Biomphalaria glabrata, podendo ser
utilizada no controle ao hospedeiro intermediario da esquistossomose mansonica, patologia
tropical endémica. A presenca de aucubina, um iridéide glicolisado frequentemente descrito no
género Vitex sp. apresenta diversas atividades farmacolégicas como antiinflamatoria,
antimicrobiana e anteprotozodaria, porem com ac¢do anti-helmintica existem poucos relatos na
literatura consultada.

A baixa toxicidade da Vitex gardneriana sobre Artemia salina possibilita a utiliza¢do segura
desta planta em atividades biolégicas, que somada aos resultados dos testes aplicados para agio
ovicida e larvicida em Haemonchus contortus, apresenta um possivel potencial no controle
alternativo parasitario.

Para avaliacdo do extrato nas coproculturas, a justificativa da acdo anti-helmintica positiva
do EHF de V. gardneriana no presente trabalho se fazem necessarios estudos fitoquimicos mais
aprimorados buscando identificar e isolar componentes presentes na planta, especificamente nas
folhas, com provaveis efeitos antiparasitarios, tendo essa espécie relato cientifico da presenca de
diversos grupos quimicos com possiveis utiliza¢cdes terapéuticas.

Agradecimentos - A Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessdo de bolsa de mestrado e a todos que colaboram direto ou indiretamente para realizacio
da pesquisa.
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Tabela 1. Mortalidade de A. salina e valores de CL50 calculados para o extrato hidroalcodlico das
folhas de Vitexgardneriana e respectivos intervalos de confianga de 95%.

Concentracdo do _Mortalidade de A. Salina CL50 (ng/mL) Intervalo de confiancga

EHF G1 GC1 GC2 GC3
100 - - - 30
500 - - - 29
1.000 - - - 30 34.600,79 31.504,75 - 38.001,07
10.000 - - - 30
20.000 26 - - 30
50.000 29 - - 30

G1: (Grupo tratado com Extrato Hidroalcooélico das Folhas de V. gardneriana); GC1: Grupo Controle
Negativo DMSO 1%); GC2: (Grupo Controle: Solugdo Salina Isotdnica); GC3: (Grupo Controle:
Positivo NaClO 1%); (-): Inativa; CL50: (Concentragio Letal a 50%).

11



Tabela 2. Percentual e eficiéncia da concentracdo do extrato hidroalcodlico das folhas de V.
gardneriana sobre ovos e larvas Haemonchus contortus de ovinos.

Tratamento Concentracao (pg/ml) Total de L3 Eclodibilidade Eficiéncia
(%) (%)
Jaramataia 34.600,79 3200 26,6 73,3
Controle Agua destilada 6000 50 50

12



CAPITULO 2

Avaliacao In vivo da atividade antiparasitaria do extrato hidroalcéolico de
Vitex gardneriana Shauer (Lamiaceae) em Haemonchus contortus de
ovinos.

(Artigo enviado para a Revista Brasileira de Plantas Medicinais)
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Avaliacao in vivo da atividade antiparasitaria do extrato hidroalcéolico de

Vitex gardneriana Shauer (Lamiaceae) em Haemonchus

contortus de ovinos.

MEDEIROS, M.C."; RIBEIRO, A.R.C.'; ANDRADE, F.D.'; ATHAYDE,

A.C.R."; SILVA, W.W.'; RODRIGUES, O.G.'; FONSECA, S.F.?

'Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de
Campina Grande, Avenida Universitaria, S/N, Bairro Santa Cecilia,
Patos,CEP:58708-110, Brasil. *mariacar.medeiros@hotmail.com
55(83)88555341.°Laboratério de Patologia Clinica, Hospital Veterinario,
Avenida Universitaria, S/N, Bairro Santa Cécilia, Patos, CEP:58708-110,

Brasil.

Resumo:A pesquisa objetivou avaliar o potencial ante-helmintico do extrato
botédnico das folhas de Vitex gardneriana in vivo em ovinos para
Haemonchus contortus. Foram utilizados 20 animais sem padrdo racial
definido (SPRD) os quais foram vermifugados com ivermectina a 1% via
parenteral e albendazol a 10% via oral para isengdo total de carga
parasitaria. Foram realizadas coproculturas para obtencdo de cultura pura
das larvas infectantes e posteriormente inoculadas 3.000 larvas de H.
Contortus em trés aplicacbes diarias consecutivas. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, Grupo (G1) para controle

positivo (ivermectina a 1%), Grupo (G2) controle negativo (agua), Grupo (G3)
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e Grupo (G4) foram oferecidos 34.600 ug/mL e 69.200 pg/mL do extrato
hidroalcodlico das folhas (EHF), respectivamente. Os valores das dosagens
foram pré-estabelecidos por ensaio bioldégico de toxicidade (CLso). Nos
animais tratados com EHF de V. gardneriana, observou-se que para a
dosagem menor (34,600 ug,mL) do G3 a eficacia do extrato foi inferior
(49,6%) ao do farmaco G1(63,03%), no entanto, no G4 com maior dosagem
do extrato (69,200 pg/mL), os resultados obtidos foram semelhantes ao G1.
Em todos os grupos foram realizados exames hematol6gicos para verificagao
do Volume Globular (VG), que manteve-se dentro dos valores estabelecidos
como normais pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). A espécie Vitex
gardneriana apresenta-se como alternativa importante para controle de H.

contortus de ovinos.

Palavras-chave: extrato das folhas, antiparasitario, Haemonchus contortus.

ABSTRACT:In vivo evaluation of antiparasitic activity of hydroalcoholic
extract of Vitex gardneriana Shauer (Lamiaceae) Haemonchus contortus
in sheep. The research aimed to evaluated ante-helminth potential of the
botanical extract of Vitex leaves gardneriana in vivo in sheep to
Haemonchuscontortus.20 animals were used without defined breed (SPRD)
which were dewormed with ivermectin 1% via parenteral and albendazole
10% orally for full exemption of parasite load. The animals were randomly
distributed in four groups, group (G1) to a positive control (ivermectin 1%),
group (G2), negative control (water), group (G3) and Group (G4) were offered

34,600 mg / ml and 69,200 / mL of the hydroalcoholic extract of the leaves
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(EHF), respectively. The values of measurements were pre- established by
biological toxicity test (LC50). In animals treated with EHF V. gardneriana
observed that for the smallest dose (34,600 mcg, ml) G3 effectiveness of the
extract was less than (49.6%) of the drug G1 (63.03%), the However, with the
higher dosage G4 extract (69.200 mg / mL), the results obtained were similar
to G1. In all groups were performed hematological exams to verification the
Corpuscular Volume (VG), which remained within the values established as
normal by the World Health Organization (WHO) The species
Vitexgardneriana presents itself as an important alternative to controlling H.

contortus in sheep.

Keywords: extract of the leaves, antiparasitic, Haemonchus contortus.

Introducao

A importancia econdémica da caprino e ovinocultura € bastante
relevante no mercado nacional e mundial apresentando um consideravel
crescimento no consumo de carne e leite (Cunha et al, 2014). No Brasil os
problemas observados na criagdo de caprinos e ovinos sao 0s mesmos de
um extremo a outro do pais. As doengas parasitarias acometem os rebanhos
de pequenos ruminantes sem distincdo de faixa etaria retardando o
desenvolvimento e desempenho dos animais e afetando a qualidade de seus
produtos e derivados (Santos et al, 2012), especialmente a hemoncose,
patologia causada pelo parasita gastrointestinal com maior prevaléncia, o

Haemonchus contortus (Almeida et al, 2013).
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H. contortus tem sido mundialmente estudado tanto nas suas
caracteristicas morfométricas quanto bioldégicas para proporcionar
diagndsticos mais precisos (Nascimento et al, 2013), devido a sua alta
prevaléncia e importdncia como agente causador de doencas e sua
prevaléncia(Andrade et al, 2014). A resisténcia anti-helmintica que vem
sendo desenvolvida pelos nematédeos gastrintestinais também participa dos
sérios problemas enfrentados pela cadeia produtiva de ovinos (Ribeiro et al,
2014). Linhagens de nematddeos resistentes aos principais farmacos
utilizados no controle dessas parasitoses requerem a busca por novas
alternativas que possam auxiliar para uma melhor eficiéncia dessas

moléculas (Molento et al, 2013).

As plantas medicinais atualmente tem sido as principais fornecedoras
de componentes naturais para a sintese de medicamentos (Sousa et al,
2013), apresentando um significativo crescimento mundial no uso de
fitoterapicos, despertando o interesse de grandes industrias do setor
farmacéutico (Torres & Sousa, 2010). Para tal, sdo utilizadas variadas formas
farmacéuticas a base destes compostos, que vao desde pd, capsulas,

solucdes hidroalcodlicas e infusdes (Machado & Oliveira, 2014).

A Vitex gardneriana Schauer (Lamiaceae) popularmente conhecida
como jaramataia, € considerada uma arvore de pequeno porte, evidenciada
no sertdo nordestino do Brasil, com habitat em mata ciliar. Ha relatos de sua
utilizacdo empirica principalmente em processos inflamatérios gerais (Sa
Barreto et al, 2007). A espécie possui, também, registros na literatura de
ensaios toxicoldégicos e testes terapéuticos avaliando efeitos anti-

edematogénicos, antinociceptivos, hipnético e atividade muluscicida em
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embrides de Biomphalaria glabrata. Apesar do conhecimento de seu uso
etnofarmacoloégico como antiparasitario, ndao existe registros de dados
cientificos que demonstrem sua ag¢do ante-helmintica, o que sugere a
necessidade de investigacdo da espécie como uma possivel alternativa para
o controle de helminto. O género Vitex precisa ser investigado, com bases
farmacogndésticas, de forma sistematica para que o potencial dessas
espécies possa ter sua indicacdo como agentes terapéuticos (Rani &
Sharma, 2013).
Material e Métodos
Local da pesquisa
A pesquisa foi desenvolvida no Nucleo de Pesquisa para o Trépico

Semiarido (NUPEARIDO), do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR)
da UFCG - Patos, na microrregiao do semiarido paraibano, com
predominancia climatica seca e temperatura anual variando entre 28,7° a
32,5°C. Altitude média de 270m com 07°04'85" S e 37916'49" O.
Coleta de material botanico

As coletas e herborizacdo do material vegetal foram realizadas
baseando-se em metodologias propostas pelo Manual Técnico da Vegetacao
Brasileira (IBGE, 2012). As folhas de V. gardneriana foram coletadas as
margens do rio Piranhas, municipio de Pombal-PB (06°46'55.8"S
37°48'30.6"W), em novembro de 2013. A confecgdo, identificagao,
herborizacdo e tombamento da espécie foram realizados pela equipe de
taxonomia do herbario CSTR da Universidade Federal de Campina Grande —

Patos-PB, e depositada sobre 0 Numero # 4960.

Obtencao dos extratos botanicos
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Foi confeccionado extrato das folhas de V. gardneriana, com
preparacdo baseada em metodologias de Pereira et al (2009). Utilizou-se
alcool cereal a 70% como solvente organico, apdés 96h de extracao a frio,
foram realizadas filtracbes simples e o0 extrato organico mantido a
temperatura ambiente (30+2°C) para evaporacdo total do solvente e
obtencdo do extrato botanico, seguido de evaporacao rotativa a temperatura
de 45°C para concentracdo do extrato.

Obtencao de cultura pura de H. contortus

Foram coletadas amostras de fezes direto da ampola retal de ovinos
naturalmente infectados da fazenda NUPEARIDO da UFCG, Campus Patos.
As amostras foram transportadas até o Laboratério de Doencas Parasitarias de
Animais Domésticos (LDPAD) da UFCG para preparacao de coproculturas pela
técnica de Robert's & O’Sulivan (1950) até o desenvolvimento das larvas
infectantes com posterior identificacdo de acordo com a morfologia descrita por
Ueno & Goncalves (1998). Em seguida foram administradas 3.000 larvas via
oral em trés doses didrias consecutivas aos animais experimentais com

vermifugagao previa de sete dias.

Animais e tratamentos

Foram utilizados 20 ovinos sem padrao racial definido (SPRD), com
média de idade de 12 meses e peso médio de 15 kg/PV, e submetidos a um
periodo de adaptacdo (30 dias), mantidos em baias com piso ripado
suspensos a sombra, sendo oferecidas agua e ragao ad libitum. Os animais
foram vermifugados com ivermectina al1% via parenteral e albendazol a 10%
via oral para eliminacdo de carga parasitédria, o que foi atestado com

realizacdo de OPG ap0s sete dias.
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Infeccao artificial dos ovinos

Foram inoculadas 3.000 larvas infectantes de Haemunchus contortus
em trés aplicagbes diaria consecutivas, apds vinte e um dia foram realizadas
contagem de ovos certificando o grau de infeccdo dos animais com OPG
acima de 3.000 ovos.

Formacao dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com

cinco repeticoes e seus devidos tratamentos conforme descrito na tabela 1.

TABELA 1. Distribuicdo dos grupos experimentais para avaliagdo in vivo da
atividade antiparasitaria do extrato hidroalcéolico de Vitex gardneriana Shauer
(Lamiaceae) sobre Haemonchus contortus de ovinos:

Grupo Animais Tratamento Concentracao Dosagem Aplicagcao
Via dia
G1 5 Ivermectina 1% 1 Parenteral zero
ml/Kg/PV
G2 5 Agua 0 10 ml Oral 0,7, 14,21 e 28
G3 5 EHF 34.600 10 mi Oral0,7,14,21 e 28
G4 5 EHF 69.200 10 ml Oral0,7,14,21 e 28

EHF:( Extrato Hidroalcodlico das folhas); G1:(controle positivo Ivermectina a 1%); G2:(controle negativo
agua); G3: (EHF a 34.000 pg/mL); G4: (EHF a 69.200 pug/mL)

Coleta e analises das amostras
Foram realizadas coletas de fezes direto da ampola retal dos animais
nos dias zero, 7, 14 e 28 para avaliagdo parasitologica. O material coletado

foi encaminhado ao Laboratério de Doencas Parasitdrias dos Animais

Domeésticos (LDPAD), do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da
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UFCG, para realizacdo de OPG segundo Gordon & Whitlock (1939),

modificada por Ueno & Gongalves (1998).

Para a determinacao do volume globular (VG) as amostras de sangue
foram coletadas por pulsdo da veia jugular nos dias 0, 14 e 28
acondicionadas em tubos estéreis contendo Acido Etileno Diamino Tetra-
Acético a 10% (EDTA) como anticoagulantes e encaminhadas ao Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFCG para determinacao de

VG.

Analise estatistica

Os resultados obtidos com a contagem de OPGs foram transformados
em log (x + 1) e avaliados pela ANOVA de uma via e submetidos ao teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram submetidas ao software
BIOESTAT 5.0 (Ayres et al, 2007). Para determinagéo da eficacia do EHF de
V. gardneriana nos grupos tratados utilizou-se a férmula de reducéo de ovos

por grama de fezes (RCOF) segundo Coles et al, (1992).

Os dados de hematologia foram submetidos a analises de variancia
pelo teste de Tukey com o nivel de 5% de significancia. Os valores

encontrados foram calculados no programa estatistico SAS (versao 9.1).

Procedimento ético

O trabalho foi submetido a Comissao de ética no Uso de Animais

(CEUA) do CSTR da UFCG com liberagéao sobre o n? de protocolo 197/2014.

Resultados e discussao
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Os dados expostos na tabela 2 avaliando a eficiéncia do EHF
demonstram que o grupo de animais tratados com ivermectina (G1)
apresentaram pelo teste RCOF um resultado inferior (63,33%) aos
recomendados pela OMS, que considera um vermifugo eficiente quando sua
eficacia parasitaria seja igual ou superior a 95%. Nos tratamentos com EHF
de V. gardneriana, observou-se que para a dosagem menor (34,600 pg,mL)
do grupo G3 a eficacia do extrato foi inferior (49,6%) ao do farmaco
G1(63,03%). Porem, para o grupo G4, tratado coma maior dosagem do
extrato (69,200 ug/mL), os resultados obtidos foram semelhantes ao do G1
(63,33%).Estatisticamente ndo houve diferenga significativa. A reducao da
carga parasitaria ocorreu de modo gradativo crescente para o grupo G4
tratado com o extrato da planta, isso pode ter ocorrido devido ao acumulo
dos principios ativos nos animais ao longo do tratamento, quando se observa
diferenga estatistica nas linhas dos tratamentos. Fato este observado

também no grupo G3 com maior redugao nos dias 21 e 28.

Em estudos com plantas da familia Lamiaceae, a exemplo da Ocimum
gratissimum Linn sobre Haemonchus contortus de caprinos e ovinos, foi
percebido um alto percentual da inibicdo da eclosdo de ovos, quando do uso
de seu 6leo essencial, se assemelhando aocontrole positivo de tiabendazol
(0,5%), em que o resultado observado foi de 100.0 £ 0.0 % (Sousa et al,
2013), o que demonstra que a referida familia possivelmente integra
principios ativos semelhantes com as outras espécies de Lamiaceae que

atua sobre este grupo de parasita.
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TABELA 02: Média aritmética, re-transformada [(log (x+1)], e desvio padrao
do OPG de ovinos artificialmente infectados com H. contortus, submetidos

aos tratamentos com EHF de Vitex gardneriana.

OPG OPG OPG OPG OPG RCOF
Tratamentos . 6o Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia2s (%)
1
G1 3000+300°  1433+200°  1480+250° 1580+280°  1100+200° 63,33
2
G2 3060+320%  2560+330°  2900+300° 3620+330°  3900+250° 0
3
G3 3020+350°  3400+300°  3740+500°  1840+200°  1520+150° 498
1
G4 3300+280°  2440+5300° 2260+350°  2700+200° 1220+250° 63,03

Letras diferentes por linha e nimeros por coluna diferem estatisticamente (P< 0,05), pelo
Teste de Tukey para amostras independentes. G1: Controle positivo, lvermectina 1%; G2:
Controle negativo, agua. G3: Jaramataia 34 600 ug/ml; G4: Jaramataia 69 200 pg/ml.

Para as estimativas de volume globular (VG) os resultados
demonstraram uma permanéncia dos valores médios encontrados para o G4
enquanto que os demais grupos tiveram um decréscimo no decorrer do
experimento (Tabela 3). Uma possivel interferéncia do extrato pode ter
ocasionado essa estabilidade no VG, tendo o G4 recebido a maior dose,
sendo os animais utilizados no estudo homogénios e mantidos em igual

situacao.

TABELA 03. Valores percentuais médios do volume globular (VG) de ovinos
artificialmente infectados com larvas Haemonchus contortus nos diversos

tratamentos com EHF de Vitex gardneriana.

Dia G1 G2 G3 G4

0 33,20+2,39° 35,60+1,95° 34,242 8° 33,2+4,4°
14 34,80 +2,59° 34,40+2,30° 32,6+3,2° 33+4,1°
28 34,20+1,92° 29,20+1,30° 32+6,9° 33,243,3°
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G1: Controle positivo, Ivermectina 1%; G2: Controle negativo, agua. G3: Pinhdo 34.600
pg/ml; G4: Pinhao 69.200 pg/ml. Valores seguidos por letras diferentes, nas colunas, diferem
estatisticamente (p>0,05) pelo Teste de Tukey para amostras independentes.

Apesar da carga parasitaria relativamente alta dos ovinos, ndao houve
registro de anemia nos grupos experimentais e o volume globular manteve-
se dentro dos valores estabelecidos como normais. Andrade et al (2014)
avaliando o extrato hidroalcodlico da raiz de Tarenaya spinosa em
Haemonchus contortus de ovinos, observou que 0s animais mesmo com alta

carga parasitaria ndo apresentaram anemia ou sinais clinicos de parasitose,

resultados estes que se assemelham com os do presente estudo.

Conclusao

A partir da metodologia aplicada edos resultados obtidos com o uso do
EHF de V. gardneriana sobre H. contortus de ovinos, sua utilizacao pode ser
indicada em associagdocom outras técnicas de manejo para o controle de

nematédeos gastrintestinais de ovinos.
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ANEXO I

1. Normas da revista. Envio do primeiro artigo(Estudo da Toxicidade
do Extrato Hidroalcodlico de Vitex gardneriana SCHAUER sobre
Artemia salina e ovos e larvas de Haemonchus contortus de
ovinos). Enviado para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Objetivo e politica editorial

Pesquisa Veterinaria Brasileira tem como objetivo publicar os resultados de
pesquisa original, a fim de contribuir para a manutencdo da saude animal, o que
mais depende do conhecimento sobre a profilaxia sanitaria e controle.

Publicado mensalmente, PVB publica trabalhos originais e artigos de revisao no
campo da patologia veterinaria no seu sentido geral, principalmente em relacdo a
diseases do significado econ6mico e de interesse para a saude publica.

Os trabalhos deverdao ser enviados por e-mail ao Editor, Dr. Jirgen
Doébereiner< jurgen.dobereiner@terra.com.br > ou para a revista
< pvb@pvb.com.br > na versdao mais recente do programa Word. Se necessario
por causa de arquivos Figura pesados, eles poderiam ser submetidas por correio
normal, em CD com um original impressa, a Revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira, PO Box 74,591, Seropédica, RJ 23890-000, Brasil.

Eles devem conter resultados de pesquisa original ainda ndo publicados ou
considerados para publicacdo em outras revistas.

Apesar que Communications curtos ndo sao aceitos, nao ha limite minimo para o
numero de paginas, no entanto, o artigo deve conter as informacdes necessarias
sobre experiéncias ou metodologia utilizados no estudo.

Papers sdao da responsabilidade dos autores, no entanto, o direito é reservado para
o Editor de sugerir ou solicitar alteracdes na sequéncia de revisdao por pares.

Apresentacao de manuscritos

Os trabalhos devem sempre ser apresentada de acordo com a apresentacao
normal da revista (< www.pvb.com.br >) e o modelo incluido (PDF) da
seguinte forma:

1. Os titulos. Os trabalhos devem ser organizados em Titulo, nome dos
autores, resumo, os termos de indice, RESUMO e TERMOS de Indexacdo
(Resumo e Indice Termos em Portugués, necessario nao absoluto para artigos
em Inglés apresentadas a partir de paises estrangeiros), Introdugdo, Material e
Métodos, resultados, discussdo, conclusées (ou a combinagdo dos dois
ultimos), Agradecimentos e Referéncias. A lista de legendas de figuras, tabelas


mailto:jurgen.dobereiner@terra.com.br
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e figuras reais deverdo ser apresentados apds as Referéncias.
a) Titulo este deve ser conciso e indicar o conteldo do trabalho;

b) Os autores devem abreviar seus nomes e usa-los de forma sistematica
para a sua identificacdo cientifica e citagdo. Primeiro nome deve ser sempre
grande para ajudar acesso ao Curriculo Lattes do CNPq. Por exemplo, Paulo
Fernando de Vargas Peixoto, utiliza Paulo V. Peixoto ou Peixoto PV; Franklin
Riet-Correa Amaral, usa Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F .; Silvana Maria
Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana Silva MMS ou Silvana MM Sousa-
Silva, ou mais curto Silvana M. Medeiros Silva;

Os enderecgos profissional completo dos autores deve ser colocado em uma
nota de rodapé na primeira pagina, com o autor correspondente e-mail;

c) RESUMO deve conter as mesmas informagdes apresentadas no Resumo
Portugués, mas pode ser mais extensa. Ambos devem ser escritas de forma
concisa usando o verbo no passado para incluir o que foi feito e quais foram os
resultados e as conclusdes mais importantes. Layout e tamanho do tipo deve
seguir o formato normal, mostrado no jornal (< www.pvb.com.br >). Em
jornais ingleses, o titulo em Portugués deve ser dada em negrito e entre
parénteses apds a palavra RESUMO, quando este deve ser o caso.

d) Introducao deve ser breve, com citagoes bibliograficas especificas, e deve
explicar e justificar o objetivo do estudo;

e) MATERIAIS E METODOS deve conter detalhes suficientes para permitir a
repeticdo e verificacdo do trabalho experimental. As experiéncias com animais
devem ter a aprovacao pela Comissao de Etica local;

f) RESULTADOS deve conter a apresentacdao concisa dos dados obtidos. As
tabelas devem evitar dados supérfluos, apresentando, sempre que possivel, as
médias das repeticdes. Os dados complexos sdo muitas vezes melhor expressa
com graficos e figuras em vez de nos quadros extensos. Por favor, evitar a
repeticdo de dados em tabelas e graficos (figuras);

g) DISCUSSAO deve chamar a atengdo para os importantes resultados e
relaciona-los com a literatura. Evitar a especulacdo e as referéncias a dados
nao publicados;

f) CONCLUSOES s6 deve ser com base nos resultados apresentados no papel;

g) Agradecimentos deve ser breve e ndo deve aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

h) Referéncias s6 devera incluir literatura mencionada no papel e deve ser
ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor. Esse nome deve
ser seguido por aqueles de outros autores (todos em letras minusculas), o ano,
o titulo de cada publicacdo e o nome e detalhes de volume, nimero e paginas
da revista ou livro. Estes devem ser de forma abreviada (ou extensiva, se ha
alguma duvida) seguindo normas internacionais, conforme descrito no "Manual
de Estilo para Jornais Bioldgicos" (Instituto Americano de Ciéncias Bioldgicas),
"Guia bibliografica para editores e autores" (American ChemicalSociety,
Washington, DC), e o0s exemplos em edicdoes recentes da revista


http://www.pvb.com.br/

(www.pvb.com.br).
2. Texto

a) layout e formato deve ser Times New Roman e seguir o exemplo de
Ultimas edigdes da revista ( www.pvb.com.br ). O texto deve ser escrito em
uma coluna seguido por todas as tabelas, legendas de figuras e os valores
reais abaixo dele. Figuras (incluindo graficos) devem ser fornecidos como
arquivos separadamente do texto; eles devem ser introduzidas no texto por
meio de "inserir" da Palavra, porque as imagens copiadas e inseridas perder as
informacbes do programa em que foram gerados, o que resulta sempre de ma
qualidade;

b) Estilo dos papéis deve ser clara e concisa. Este é ajudado por usar frases
curtas precisos com amplo uso de pontuacdao e numeros corretos. Linguagem
deve ser impessoal e, na medida do possivel, no tempo passado. As
referéncias a notas de rodapé devem ser nimeros arabicos sobrescritos, apos
o texto relevante. Os numeros serdao jogados ao pé da pagina. Tabelas e
Figuras devem ser encaminhados também por nimero. Abstract e Resumo
deve ser escrito em um Unico paragrafo e ndo conter citacoes;

c) Siglas e abreviaturas para os nomes das instituicdes deverdao ser
colocados entre parénteses e precedidas pelo nome extenso a primeira vez que
eles sao usados;

d) Citagoes bibliograficas devem ser feitas pelo "autor e ano" do sistema. Pag
dois autores devem ser mencionados pelos nomes de ambos, e papéis de trés
mais autores, o nome do primeiro seguido de "et al." e no ano; se dois artigos
podem ser distinguidos por esses elementos, diferenciacdo sera feito através
insercdo de pequenas letras (a, b, c) imediatamente apds os anos.Os artigos
consultados pelo autor (s) na forma original completo deve ser diferenciado,
mencionar no final da respectiva referéncia: "(Resumo)" ou "(Apud So-and-so €
ano)"; a referéncia do artigo que serviu de fonte, devem ser incluidos na |
apenas uma vez. A citacdo de comunicagdes pessoais e ndo os artigos ai
publicados no texto é feita apenas dando nome e ano, e na lista de referénc
adicionalmente, é dado o autor do Instituicdo em freios. Na citacdo de trabal
dentro de freios, virgulas ndo sdo usados entre o nome do autor eo ano, r
ponto e virgula apds o ano; a separacdo entre os documentos é feita por virgu
como por exemplo: (.. Christian &Tryphonas 1971, Priester& Haves 1974, Lemo
al 2004, Krametter-Froetcher et al 2007);

e) a lista de referéncias com nomes dos autores escritos em caixa alta e baixa,
e 0s nomes cientificos em itdlico, deve estar de acordo com o padrdo adotado
na ultima edicdo da revista, inclusive a ordem dos seus elementos.

s Figuras (fotos, graficos, desenhos ou mapas) devem preferencialmente ser
netidos em sua forma original por via electrénica; quando as fotografias foram
las com uma camera digital (com extensao "jpg"), os arquivos devem ser
ados sem tratamento ou alteracdes. Fotos em papel deve ser apresentado em
forma original, mesmo quando digitalizado pelo autor; eles devem ser
tificadas no verso a lapis, com o respectivo nimero e nome do autor, e onde
» existir duvida sobre, a parte inferior da figura deve ser indicado com a palavra
. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
0, sem fundo e sem linhas. A chave da convengao adoptada deveria ser incluido
jrea da Figura; titulos no alto da ilustracdo deve ser evitado. Quando ndo
ado por e-mail, figuras devem ser apresentadas em CD-Rom ou papel

iv
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ante. Na versdo on-line da revista, Figuras podem ser publicadas em cores.

4. legendas das figuras devem conter informacdes suficientes para que estes
sejam compreensiveis, e sera apresentado no final do documento apresentado.

5. As tabelas devem ser explicativo para si e colocar no final do
texto. Cada um deve ter o seu titulo completo e deve ser caracterizada por
dois tracos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre
estas duas linhas pode haver outros mais curtos, para o agrupamento de
colunas. Nao ha linhas verticais. Os sinais de chamada deve ser alfabética, de
preferéncia comecando com "um" em cada quadro; as notas deve ser lancada
directamente abaixo do respectivo quadro, a partir da qual eles devem ser
separados por uma curta linha, do lado esquerdo.



ANEXO Il

2. Comprovacao de envio do artigo ao periédico.
29/11/2014
Documentos

Estamos reenviando o trabalho com as corregdes solicitadas. Atenciosamente,
Maria do Carmo de Medeiros.

JurgenDobereiner (jurgen.dobereiner@pvb.com.br)
27/11/2014
Documentos

Prezada Dra. Maira, Em anexo, envio-lhe o seu Trabalho 4033 LD solicitando
completar duas referéncias, conforme assinalado no préprio texto.
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ANEXO il

3. Normas da revista. Envio do segundo artigo (Avaliacao In vivo da
atividade antiparasitaria do extrato hidroalcéolico de Vitex gardneriana
Shauer (Lamiaceae) em Haemonchus contortus de ovinos). Enviado para a
Revista Brasileira de Plantas Medicinais.

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais [BJMP] é uma publicacdo trimestral
dedicada a divulgacdo de artigos originais, revisdes e notas preliminares, que
devem ser inéditos, cobrindo as grandes areas de plantas medicinais. Manuscritos
envolvendo ensaios clinicos devem ser acompanhados de uma autorizagdo do
Comité de Etica da Instituicdo onde o trabalho foi realizado. Os artigos podem ser
escritos em Portugués, Inglés ou Espanhol; no entanto, um resumo em Inglés e
Portugués é obrigatdria, independentemente da linguagem usada. Os trabalhos
devem ser enviados por e-mail para rbpm.sbpm@gmail.com , digitado em fonte
Arial 12, espaco duplo, margens 2cm, o Word para Windows. Os numeros de
telefone para qualquer contato urgente também devem ser incluidos na
apresentagao e-mail. Os artigos ndo devem exceder 20 paginas.

Para a publicacdo de artigos submetidos ao RBPM depois de 1 de Abril de 2013, ha
um custo de US $ 300 (trezentos reais) a ser pago pelos autores somente ao
receber a carta de aceitacdo, quando receberdo também a factura e instrugao de
pagamento.

Forma e preparacao de manuscritos

CRITICAS E NOTAS PRELIMINARES

Comentarios e Notas preliminares devem ser basicamente estruturado em Titulo,
Autores, Resumo, Palavras-chave, resumo, palavras-chave, texto, Confirmacao
(opcional) e Referéncias.

Deve ser dada especial atencdo para os artigos de revisao; Ipsis Litteris-citacdo de
outros textos publicados devem ser evitados, uma vez que significa plagio por lei.

ARTIGOS

Os artigos devem ser estruturados da seguinte forma: TITULO: O titulo deve ser
claro e conciso, em negrito, com apenas a primeira letra em mailscula e
centralizado na parte superior da pagina. A legenda, se disponivel, deve seguir o
titulo, em letras mindsculas, e pode ser precedido por um algarismo romano. Os
nomes comuns de plantas medicinais devem ser seguidos pelo nome cientifico
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entre parénteses, disponiveis em www.tropicos.org e www.ipni.org .

AUTORES: Cite primeiro o ultimo nome dos autores na integra (use apenas as
iniciais do primeiro e nomes intermediarios sem espacos e separados por virgulas),
em letras mailsculas e em negrito, comegando duas linhas abaixo do titulo. Apds o
nome de cada autor, um numero sobrescrito deve indicar a respectiva Instituicdo e
endereco (rua, CEP, cidade, pais). O autor correspondente deve ser identificado
com um endereco de e-mail. Os nomes dos autores devem ser separados por
ponto-evirgula.

RESUMO: "Resumo" deve estar na pagina de titulo, comecando duas linhas abaixo
os nomes dos autores. Deve ser escrito em um Unico paragrafo, contendo objetivo,
material resumido e métodos, resultados principais, e conclusdao. Ndo ha citagoes
de literatura devem ser incluidos. Palavras-chave: "Palavras-chave" deve iniciar
uma linha abaixo "Resumo" na margem esquerda, em negrito, e deve incluir até
cinco palavras separadas por virgulas.

RESUMO: Deve conter o titulo eo resumo em Inglés, com o mesmo formato do
gue em Portugués (paragrafo Unico), exceto para o titulo que deve ser digitado em
negrito, com a primeira letra em maidscula e apdés o termo abstrato.

Palavras-chave: As palavras-chave em Inglés deve ser digitado abaixo
o RESUMO e deve incluir até cinco palavras separadas por virgulas

INTRODUCAO: A introducdo deve conter uma breve revisdo da literatura e os
objetivos do trabalho. Os autores devem ser citadas no texto de acordo com os
seguintes exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva,
1986), ou quando ha mais de dois autores, Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO: As técnicas originais utilizados devem estar
completamente descritos ou referéncias de trabalhos anteriores que esses métodos
devem ser incluidos. As analises estatisticas também deve conter referéncias. Nos
métodos, o0s seguintes dados relativos as espécies estudadas devem ser
apresentados: nome cientifico e autor, nome do Herbarium onde a espécie de
voucher é armazenado e seu respectivo nimero nimero do voucher).

RESULTADO E DISCUSSAO: Estes podem ser apresentados separadamente ou
como uma Unica secdo, incluindo uma conclusao resumida no final.

AVISO: Se necessario, as confirmacdes devem ser escritos nesta segao.
REFERENCIA: As referéncias devem seguir os exemplos abaixo:

Revistas:

AUTOR (ES) separados por ponto e virgula, sem espacos entre as iniciais. Titulo do
trabalho. Jornal titulo na integra , volume, nimero, pagina inicial-pagina final,
ano.

Kawagishi, H. et al. O fraccionamento e a actividade antitumoral do residuo
insolUvel em agua de corpos de frutificacdo Agaricus. Carbohydrate Research ,
v.186, n.2, p.267-73, 1989.

Livros:
. AUTOR titulo do livro. Edition. Local de Publicacdo: Editora, Ano. Nimero total
de pdaginas. Murria, RDH; Méndez, ] .; BROWN, SA As cumarinas naturais :
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ocorréncia, quimica e bioguimica. 3.ed. Chinchester: John Wiley& Sons, 1982.
702P.

Capitulos:

autor (es) do capitulo. Titulo do capitulo. In: AUTOR (S) do livro. Titulo do
livro:subtitulo. Edicdo. Lugar de publicacdo: Editora, ano, pagina inicial-pagina
ultima. Huffaker, o metabolismo de proteinas RC. Steward, FC (Ed.): In. fisiologia
da planta: um tratado. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.

Tese ou Dissertacdao:AUTOR Titulo: subtitulo. Ano. Nimero total de
paginas. Categoria (grau e area de concentracdo) - Instituicdo, Universidade,
Place.OLIVEIRA, AFM Caracterizacao de Acanthaceae Medicinais conhecidas
Como Anador nao Nordeste do Brasil. 1995. 125p.Dissertagdao (Mestrado -
Area de concentracdo em Botanica) - Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife.

Trabalho de Evento:AUTOR (S). Titulo do trabalho. In: Titulo do evento em
letras mailsculas, numero, ano, local. tipo de publicacao ... Local: Editora,
ano. primeira  pagina-ultima pagina. VIEIRA, RF; MARTINS, MVM Estudos
etnoboténicos de Espécies Medicinais de OSU populares no Cerrado. In: SIMPOSIO
INTERNACIONAL DE CERRADO, 3., 1996, Brasilia. Proceedings Brasilia: Embrapa,
1996. p.169-71.

Publicagao Eletronica:AUTOR (S). Titulo do trabalho. tituloJournal , volume,
numero, pagina inicial-pagina final, ano. Local: Editora, ano. Paginas.Disponivel
em: <http: // www ........ >. Acesso em: dia més (abreviado) ano. PEREIRA, RS et
al. . Atividade antibacteriana de Oleos Essenciais em cepas isoladas de Infeccao
urinaria Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Disponivel
em:http://www.scielo.br . Acesso em: 18 de abril de 2005. N3o citar resumos e
relatorios de pesquisa a menos que a informacgdo € extremamente importante e
nao foi publicado como um formato diferente. As comunicagdes pessoais devem
ser escritos como nota de rodapé na pagina sdo citadas, mas deve ser evitado, se
possivel. Citagdes como "Almeida (1994) citado por Souza (1997)" também devem
ser evitados.

Tabelas: As tabelas devem ser inseridas no texto e digitado em fonte Arial 10,
espago simples. A palavra tabela deve ser digitado em letras mailsculas, seguido
por algarismos arabicos; no texto, tabelas deve ser digitado em letras minusculas
(Tabela). O titulo da tabela deve ser digitado em fonte Arial 12, enquanto os dados
dentro da tabela deve estar em Arial 10.

FIGURAS: figuras (graficos, fotografias, desenhos, mapas) devem ser digitados
em letras mailsculas, seguido por numeros arabicos, Arial 12, inseridas no
texto. Quando citados no texto, letras minusculas deve ser utilizado
(Figura). Legendas e eixos devem ser digitados em fonte Arial 10. As fotografias
devem ser enviadas em arquivos separados de 300 DPI de resolugao, 800 x 600,
extensao JPEG, para impressao de publicacdo.

Processo de Revisdao: Os manuscritos sdao analisados por pelo menos dois
revisores, de acordo com um guia para avaliagdo baseada principalmente na
abordagem cientifica. Os revisores ird recomendar a aceitagdo, com ou sem a
necessidade de reavaliagdo, a rejeicdo ou alteragOes; neste Ultimo caso, o artigo
reescrito retornara ao revisor para uma avaliacdo final. Quando pelo menos dois
revisores aprovar o manuscrito, sem a necessidade de uma reavaliagdo, ele estard
pronto para publicacdo e o autor receberd a carta de aceitacdo e as instrucées
para o pagamento de custos (R$ 300,00 / manuscrito) *. Nomes revisores "estdo
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escondidos, e os nomes dos autores também sdo ocultados colaboradores.

* QOs artigos apresentados apods 01 de abril de 2013 deve pagar os custos de
publicacdo s6 aprovado.

Direitos de Autor: Ao submeter um artigo para a revista, os autores devem estar
cientes de que, se for aceito para publicacdo, o seu autor, incluindo os direitos de
reproducdo em todas as midias e formatos, sera exclusivamente cedida a Revista
Brasileira de Plantas Medicinais. A revista ndo recusara as solicitagbes legitimas
dos autores para reproduzir seus artigos.

Atencao: Os artigos ndao coerentes com essas normas serao devolvidas aos
autores.

Nota: As opinides e conceitos apresentados nas exposicdes constituem exclusivo

do autor
responsabilidade. No entanto, o Conselho Editorial tem o direito de sugerir ou
exigir que as

modificacdes que considerem necessarias.



ANEXO IV

ARTIGO PARA SUBMISSAO.

ARTIGO PARA SUBMISSAO.

Acbes

Maria do Carmo de Medeiros
30/12/2014

Documentos

Para: rbopm.sbpm@gmail.com

Outlook.com Exibicdo Ativa

1 anexo (86,0 KB)

h

W

Baixar como zip

Estamos enviando o nosso trabalho para avaliagdo dessa respeitada revista para uma
possivel publicacdo na mesma. Agradecemos a atencdo. Aguardamos contato.

Atenciosamente,

Maria do Carmo de Medeiros.
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