Brazilian Journal of Development | 44079
ISSN: 2525-8761

Atividade in vitro do 6leo essencial de Cuminum cyminum contra
Haemonchus contortus de ovinos

In vitro activity of the essential oil of Cuminum cyminum against
Haemonchus contortus of sheep

DOI:10.34117/bjdv7n5-025

Recebimento dos originais: 07/04/2021
Aceitagdo para publicacdo: 03/05/2021

Leonardo Mortagua de Castro
Doutorado em Veterinaria
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitéario s/n Capdo do Ledo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: leonardomortagua@gmail.com

Natéalia Berne Pinto
Doutorado em Parasitologia
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitario s/n Capéo do Leédo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: nbernevet@gmail.com

Micaele Quintana de Moura
Pds-Doutorado em Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitario s/n Capéo do Leédo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: micaele_m@yahoo.com.br

Rogério Antonio Freitag
Doutorado em Quimica
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitario s/n Capéo do Ledo — Instituto de Quimica e
Geociéncias, CEP 96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: rafreitag@gmail.com

Gabriela de Almeida Capella
Mestrado em Veterinaria
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitario s/n Capéo do Ledo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: gabicapella@gmail.com

Tairan Ourique Motta
Graduado em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Pelotas

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.5, p. 44079-44091 may 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

44080

Endereco: Campus Universitéario s/n Capdo do Ledo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: tairanourique@gmail.com

Marcos Marreiro Villela
Doutorado em Ciéncias da Saude
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitéario s/n Capdo do Ledo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: marcosmvillela@bol.com.br

Maria Elisabeth Aires Berne
Doutorado em Parasitologia
Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Campus Universitéario s/n Capdo do Ledo — Instituto de Biologia, CEP
96010-900 — Pelotas — Rio Grande do Sul — Brasil
E-mail: bernemea@gmail.com

RESUMO

A maior dificuldade encontrada por criadores de ovinos € o controle dos nematddeos
gastrintestinais, estes constituem uma das principais causas de perdas na producéo. A
utilizag&o intensa, ha décadas, de anti-helminticos, induziu a instalagdo de resisténcia a
praticamente todos os principios ativos disponiveis. Existe a necessidade de novas
propostas de controle, visando isto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o 6leo essencial de
Cuminum cyminum, in vitro, contra ovos, larvas de primeiro estagio e larvas de terceiro
estagio de Haemonchus contortus, descrever os principais constituintes e a Cl 50. O dleo
foi extraido de sementes através do aparelho de clevenger e para determinar 0s principais
constituintes foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os
ovos e larvas foram obtidos através da coleta de fezes de ovinos infectados. Foram
realizados os testes de inibicdo da eclosdo de ovos, inibicdo da migracao larval e inibicédo
do desenvolvimento larval. As concentracdes utilizadas do 6leo foram: 9,4; 4,7; 2,35;
1,17; 0,58 mg/mL, todos os testes acompanhados de controle positivo anti-helmintico
comercial, controle negativo agua destilada e controle com tween. Os resultados obtidos
na maior concentracdo do 6leo (9,4mg/mL) foram de 98,62% para inibicdo da ecloséo,
69,12% para inibicdo do desenvolvimento e 23,45% para inibicdo da migracao. Podemos
concluir que o 6leo essencial apresentou resultados promissores, que podem acrescentar
futuramente no controle destes parasitos.

Palavras-chave: parasitose, cominho, anti-helmintico, plantas, bioprospeccao.

ABSTRACT

The greatest difficulty found by sheep farmers is the control of gastrointestinal
nematodes, which are one of the main causes of production losses. The intense use of
anthelmintics for decades has led to the installation of resistance to practically all
available active principles. The objective of this study was to evaluate the essential oil of
Cuminum cyminum in vitro against eggs, first stage larvae and third stage larvae of
Haemonchus contortus, to describe the main constituents, ClI 50 and the degree of
cytotoxicity of the oil to the MDBK cells. The oil was extracted from seeds through the
clevenger apparatus and to determine the main constituents was performed the gas
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chromatography coupled to mass spectrometry. Eggs and larvae were obtained by
collecting feces from infected sheep. Egg hatching inhibition tests, inhibition of larval
migration and inhibition of larval development were performed. The used concentrations
of the oil were: 9.4; 4.7; 2.35; 1.17; 0.58 mg / mL, all tests followed by commercial
anthelmintic positive control, negative control distilled water and control with tween. The
results obtained in the highest oil concentration (9.4 mg / mL) were 98.62% for hatching
inhibition, 69.12% for inhibition of development and 23.45% for inhibition of migration.
We can conclude that the essential oil presented promising results, which may add in the
future control of these parasites.

Keywords: parasitosis, cumin, anthelmintic, plants, bioprospecting.

1 INTRODUCAO

Os nematddeos gastrintestinais sdo conhecidos mundialmente como os maiores
determinantes de prejuizo econdmico na producdo de pequenos ruminantes
(COOP&KYRIAZAKIS 2001; CALVETE et al., 2014), sendo o nematédeo Haemonchus
contortus, parasito hematofago, a principal espécie que acomete ovinos. (AMARANTE
etal., 1992; KUMARASINGHA et al., 2016),

O controle destes parasitos se fundamenta na utilizacdo de anti-helminticos
comercias, aos quais, devido ao uso intenso ja ndo possuem a acdo esperada, com uma
ampla presenca de resisténcia a estes farmacos em rebanhos ovinos (Ramos et al., 2002).
Este problema encontrado no controle dos nematodeos gastrintestinais de ovinos, aliados
a exigéncia cada vez maior de produzir produtos sem residuos quimicos, mostra a
necessidade de novas alternativas a serem incorporadas contra estes parasitos. Dentre
essas novas alternativas, destacam-se os estudos com fitoterapicos (de Faria et al., 2021)
e dentre estes os 6leos essenciais (O.E.), que sdo produtos do metabolismo secundério e
caracterizando-se por misturas complexas, derivados terpendides, sendo o0s
monoterpenos, 0s sesquiterpenos, 0s principais compostos responsaveis pelas atividades
bioldgicas destes 6leos (SANTOS, 2010). (MARTINEZ - VELASQUEZ et al., 2012).

Estudos com 0leos essenciais de diferentes plantas tém indicado atividades anti-
helminticas sobre distintas fases de desenvolvimento de H. contortus, como frente ao
Rosmarinus officinalis (PINTO et al., 2019), Opuntia ficus-indica (FEBOLI et. al., 2016);
Eucalyptus globulus (MACEDO et al., 2009); Ocimum basilicum (CASTRO et al., 2017)
e Melaleuca alternifolia (GRANDO et al., 2016). Entretanto, na literatura investigada ndo

héa registro de atividade nematicida de O.E de C. cyminum contra H. contortus.
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A planta Cuminum cyminum pertence a familia Apiaceae (Umbeliferas) de caule
e ramos estriados, que apresentam folhas alternas, verde-escuras e flores alvas em
umbrelas terminais. Os seus frutos também sdo denominados de sementes (frutos secos
contendo a semente), com aproximadamente meio centimetro de comprimento de
coloragdo cinza-amarelados e cobertos por uma fina penugem de onde € extraido o éleo
essencial (VIEIRA, 1992). O 6leo essencial de C. cyminum possui atividade bioldgica
com acdo sobre bactérias, fungos, insetos e acaros (LACOBELLIS et al., 2002;
MOHAMMADPOUR et al. 2012; HWA-JEONG et al., 2012; VILLARREAL et al.,
2017), respectivamente. Estes resultados motivaram o desenvolvimento deste estudo, que
teve como objetivo avaliar a acdo in vitro do 6leo essencial de C. cyminum sobre ovos e

larvas de H. contortus, bem como determinar seus principais constituintes.

2 MATERIAL E METODOS
OBTENCAO E ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Foram utilizadas no experimento, sementes de Cuminum cyminum (cominho),
adquirida de distribuidor comercial (Luar Sul®) com certificagdo de qualidade e origem.
As sementes foram submetidas a extracdo com arraste de vapor em aparelho Clevenger,
durante 4h. Apos, o 6leo obtido foi seco com sulfato de sodio anidro P.A., armazenado
em frasco &mbar e mantido a -18°C até a utilizacdo. Foi realizada a analise quimica por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

OBTENCAO DOS OVOS DE NEMATODEQOS GASTRINTESTINAIS

Ovinos infectados, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas,
foram utilizados para coleta de fezes diretamente da ampola retal destes animais. Foi
quantificada a infeccdo parasitaria com a utilizacdo da técnica de Gordon & Whitlock
(1939). Amostras de fezes acima de 2000 ovos por grama de fezes foram processadas
para separacdo dos ovos das sujidades do material fecal através da técnica de Hubert e

Kerboeuf (1992), com modificacgdes.

OBTENCAO DE LARVAS DE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS
Para a realizacdo do teste de desenvolvimento larval foram utilizadas larvas de
primeiro estagio (L1), as quais foram recuperadas a partir da incubacdo por 24h em estufa

B.O.D com temperatura de 28°C e umidade relativa de 80%, dos ovos obtidos nas
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amostras positivas. J& no teste de inibi¢do da migracgdo larval foram utilizadas L3, obtidas
através da técnica de Roberts e O’Sullivan (1950).

TESTE DE INIBIQAO DA ECLODIBILIDADE

Foi realizado atraves da metodologia descrita por Coles et al. (1992), utilizando
placas de microcultivo de 24 pogos. Aproximadamente 150 de ovos foram adicionados
em cada poco, juntamente com o O.E. de C. cyminum, nas concentraces (9,4; 4,7; 2,35;
1,17; 0,58 mg/mL), controle negativo foi dgua destilada, controle positivo Tiabendazol
0,025 mg/mL e o controle com Tween 80 (1% da solu¢éo final), para emulsificagcdo do
6leo nas diferentes dilui¢es. Apds 48 horas foi realizada a contagem de ovos e larvas,
para isso foi acrescentado Lugol com o objetivo de interromper a eclosdo. Todos os
tratamentos foram realizados em 4 repeti¢cbes. As medias da inibicdo da eclodibilidade
foram determinadas conforme a equacéo descrita por Camurca-Vasconcelos et al. (2007):
% de Inibigdo da Eclodibilidade = nimero de larvas / nimero de larvas mais nimero de
ovos X 100.

TESTE DE INIBICAO DO DESENVOLVIMENTO LARVAL

Realizado conforme descrito por Roberts e O’Sullivan (1950) com modificacdes.
Uma aliquota de 1 mL, contendo aproximadamente 250 L1, foi incubada durante seis dias
com 2 g de fezes provenientes de um animal livre de nematoides gastrintestinais,
juntamente com 1 mL do O.E. de C. cyminum nas concentragdes de 9,4; 4,7; 2,35; 1,17;
0,58 mg/mL. O controle negativo foi constituido pela cultura tratada com agua destilada,
controle com Tween 80 (1% da solucdo final) e o positivo por 0,02 mg/mL de Levamisol,
todos em quatro repeti¢bes. A contagem das larvas de 3° estadio foi realizada ap0s coleta
das larvas da cultura, acrescido de Lugol, seguindo-se a visualizagdo ao microscopio
invertido. O percentual de inibicdo foi dado através da seguinte formula: % de inibicao
do desenvolvimento larval = (nimero de larvas no controle — nimero de larvas no

tratamento) / numero de larvas no controle) x 100.

TESTE DE INIBICAO DA MIGRACAO LARVAL

Primeiramente, larvas de 3° estagio de H. contortus vidveis foram colocadas em
contato com solucgéo de hipoclorito de sédio 0,6%, por aproximadamente 20min, para que
houvesse 0 desembainhamento das larvas. Seguindo-se trés lavagens atraves de

centrifugacdo, a 3000rpm por 2min com agua destilada e a adequacdo final para
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concentracdo de 150 larvas em 100uL. Apoés, foram adicionadas, em placas de cultura de
polietileno de 24 orificios, 900puL do 6leo essencial nas concentragdes de 9,4; 4,7; 2,35;
1,17; 0,58 mg/mL, e mantidas por 24 horas em estufa a 28 °C. Foram utilizados controle
negativo com agua destilada, controle com Tween 80 (1% da solucdo final) e como
positivo por 0,02 mg/mL de Levamisol. Apos o periodo de incubacéo, o contetdo de
cada pogo contendo L3 foi transferido para tamises com malha de abertura de 25um e
acondicionadas novamente em estufa a 28 °C por 24 horas. Ap0s este periodo os tamises
foram removidos e lavados com agua destilada para retirar o contetdo retido, seguindo-
se a contagem em microscépio invertido das larvas que migraram e das larvas que ficaram
retidas nos tamises. As médias de inibi¢do da migracdo larval para cada tratamento foram
calculadas através da equacdo: % inibicdo da migracdo larval = Numero de larvas que
ndo migraram / (NUmero de larvas que ndo migraram + Numero de larvas que migraram)
X 100.

ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o software Statistix 9.0,
ANOVA e comparacao de médias pelo teste de Tukey (P<0,05).

Além disso, foi determinada a concentracao inibitoria 50 (CI50), concentragédo
capaz de inibir 50% da ecloséo, migracdo e desenvolvimento larval, foi determinada a
partir da curva dose-resposta. Com intervalo de confianga de 95%, utilizando o programa

GraphPad Prism para Windows, verséo 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas, como uma alternativa para o tratamento de nematddeos
gastrintestinais de ovinos vem sendo relatado em diferentes regides do mundo
(RAJESWARI, 2014).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas que podem conter de 20 a 60
compostos em diferentes concentragfes, entretanto, geralmente 0s componentes
majoritarios podem determinar a acdo bioldgica do 6leo (SINTIM et al., 2015). A
atividade anti-helmintica de diferentes extratos de plantas em nematodeos gastrintestinais
de pequenos ruminantes tem sido relatada (GITHIORI et al., 2006; MACIEL et al, 2016;
EGUALE & GIDAY, 2009 MORENO-GONZALDO et al., 2013; ENGSTR "OM et al.,
2016) Contudo, esta acdo depende dos constituintes presentes na planta, os quais diferem

conforme a familia botanica da planta, proveniéncia, parte da planta, fase de crescimento.
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A composicao quimica foi verificada através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa do O.E. e mostrou como principal constituinte o0 Cumaldehyde,
representando 27,39% (Tabela 1).

Tabelal: Constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial de Cuminum cyminum obtidos através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Compostos %
Beta pinene 10,75
Cymene 5,56
Gamma-terpinem 15,24
Cumaldehyde 27,39
2-Caren-10-al 3,76
1-Phenyl-1-butanol 19,47

No presente estudo, o dleo essencial dos frutos de C. cyminum mostrou
rendimento de 2,5%, semelhante ao verificado por Chaudhry et al. (2012) e Rana et al.
(2014), que obtiveram rendimento de 3%. Tendo como principal constituinte o
cumaldehyde (27,39%), também relatado por, Hajlaoui et al. (2010), Wanner et al.,
(2010), Chaudhry et al,. (2012) e Rihawy et al. (2014).

A eficacia do 6leo essencial de C. cyminum nas diferentes metodologias utilizadas
esta apresentada na Tabela 2, sendo o teste de inibicdo da eclosdo o que apresentou
melhores resultados, com 98,62% de eficacia na concentracdo de 9,4 mg/mL, ndo

diferindo estatisticamente do controle com anti-helmintico.

Tabela 2: Porcentagem de eficacia do dleo essencial de Cuminum cyminum sobre ovos e larvas (L1 e L3)
de Haemonchus contortus.

Tratamento Inibicdo da ecloséo Inibicao do Inibicdo da migracéo
desenvolvimento
Agua 3,4¢ 0? 6.30
Tween 7,05¢ 2,122 10,8
Anti-helmintico 100° 99,501 82,052
9,4 mg/mL 98,622 69,12 23,45°
4,7 mg/mL 94,27° 54,57% 17,25b¢
2,35 mg/mL 97,22%® 49,50 15,55
1,17 mg/mL 94,67° 21,56 11,1°¢
0,58 mg/mL 93,95 4,90 10,8

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P < 0.05).

Neste estudo foi avaliada a acdo anti-helmintica in vitro do 6leo essencial de C.
cyminum sobre ovos e larvas de H. contortus, verificou-se que, independente da
concentracdo do O.E, sua acdo sempre foi maior sobre os ovos (98,62%), seguindo-se
pelas larvas de primeiro (L1) (69,12%) e de terceiro estagio (L3) (23,45%).

Provavelmente a maior atividade sobre os ovos esteja relacionada a constituicdo das
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camadas que envolvem estes, a qual pode apresentar menor barreira a acdo de seus
constituintes. Do mesmo modo, Castro et al.(2017) encontraram resultados semelhantes
ao deste estudo na inibicdo da eclosdo dos ovos, quando utilizaram o 6leo essencial de
Ocimum basilicum que mostrou ag&o sobre 0s ovos em todas as concentracdo avaliadas
(0,25 mg mL a 32 mg/mL). Também, Grando et al. (2015), ao testarem o 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia obtiveram 100% no teste da inibi¢cdo da eclosdo, ja na avaliacdo
sobre a inibicdo da migracdo de larvas, alcancaram 88% de atividade somente na
concentragdo de 56 mg/mL. Estes resultados indicam que, provavelmente, o O.E. de C.
cyminum em maiores concentracfes obteria maiores percentagens de inibicdo do
desenvolvimento e da migracdo larval.

Os estudos da avaliacdo do O.E. de C. cyminum também mostraram resultados
promissores sobre larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus com 100% de
mortalidade de larvas em concentracGes semelhantes a utilizadas no presente estudo,
20%, 10%, 5%, 2.5% e 1.25% (MARTINEZ VELAZQUEZ et al., 2011). Entretanto, este
mesmo Oleo quando avaliado em fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
somente obteve 100% de mortalidade na concentragdo de 200mg/mL (VILLARREAL et
al., 2017). E provavel que as fases mais desenvolvidas do parasito tenham maior
capacidade de resistir as adversidades, o que leva a necessitarem de maiores
concentragdes do 0leo para serem mortas. Embora, sejam grupos de parasitos distintos, a
menor eficacia mostrada no presente estudo, frente as larvas infectantes de H. contortus,
por estas apresentarem externamente uma cuticula mais complexa que dificulte a
penetracdo dos compostos ativos do O.E. de C. cyminum.

A concentracdo inibitoria 50% (CI 50%), que representa a dose do 0leo essencial
de C. cyminum capaz de inibir 50% dos parasitos, também foi um resultado obtido neste
estudo, apresentando a necessidade de 0,0012 mg/mL sobre a inibicdo da eclodibilidade,
3,70 mg/mL para Inibicdo do desenvolvimento e 104,34 mg/mL para inibicdo
da migracdo larval. A eficiéncia do 6leo essencial é comprovada quando é comparada
com outros estudos, como Castro (2017) que obteve bons resultados com O. basilicum,
mas a CI50 para inibicdo da eclodibilidade (2123 mg/mL), uma dose 176 vezes maior do
que a apresentada neste estudo, demonstrando o potencial anti-helmintico do o6leo

essencial.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, mostram que 6leo essencial de C. cyminum
apresenta acdo anti-helmintica, sobretudo na inibicdo da eclosdo dos ovos de H.
contortus, estes dados sdo importantes, pois demonstram que o 6leo essencial de C.
cyminum e seus derivados, com o0 prosseguimento dos estudos in vivo, podem vir a ser

utilizados no controle dos nematddeos gastrintestinais de ovinos.
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