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Acdao anti-helmintica do extrato de Piper cubeba em ovinos

RESUMO - O objetivo do estudo foi avaliar a atividade anti-helmintica do
extrato da Piper cubeba em helmintos gastrintestinais de ovinos naturalmente
infectados. Foram realizados trés estudos, Estudo 1: eficacia anti-helmintica do
extrato hidroetanélico da Piper cubeba na dosagem de 2,5 mg/kg de peso vivo (PV)
fornecidas em trés doses, uma a cada 14 dias; Estudo 2: eficacia anti-helmintica do
extrato hidroetandlico da Piper cubeba na dosagem de 5,0 mg/kg de PV em Unica
dose no dia zero e a toxicidade desse produto; Estudo 3: eficacia anti-helmintica do
extrato hexanico da Piper cubeba na dosagem de 5,0 mg/kg de PV. Foram utilizados
33, 30 e 10 animais nos estudos 1, 2 e 3, respectivamente. Nos estudos 1 e 2, um
grupo foi mantido sem tratamento anti-helmintico e os outros dois foram tratados: um
com extrato hidroetandlico da Piper cubeba e o outro com fosfato de levamisol em
Unica dose no dia zero (10 mg/kg de PV) via subcutanea. As coletas das fezes foram
realizadas nos dias 0, 4, 10, 14, 21, 28, 35 e 42 no estudo 1 e até os 35 no estudo 2
para posterior analises de ovos por grama de fezes (OPG) e culturas de larvas. No
estudo 1, o percentual de reducao do levamisol foi de 100%, permanecendo até 21
dias apds o tratamento. O percentual do extrato foi de 45%, 81% e 93% apos a
primeira, segunda e terceira dose em relacdo ao grupo controle, respectivamente.
Nas coproculturas os géneros de larvas encontradas em ordem de prevaléncia
foram Haemonchus, Cooperia, Oesophagostomun e Trichostrongylus. No estudo 2,
o percentual de reducdo do fosfato de levamisol foi de 100% como controle
negativo, permanecendo até 21 dias ap0s o tratamento. O percentual de reducédo do
extrato foi de 96,6%, 96,2% e 91,8% aos 14, 21 e 28 dias apO6s a aplicacédo
comparado ao grupo controle respectivamente. Nas coproculturas, os géneros de
larvas encontradas em ordem de prevaléncia foram Haemoncus, Cooperia.,
Oesophagostomun Os testes de toxicidade visando funcéo renal e hepética ndo
apresentaram alterac6es apds a administracdo do extrato. No estudo 3, apos 10
dias o extrato hexanico apresentou reducdo de 56,6% no OPG dos animais. De
acordo com os testes realizados, pode-se concluir que o extrato hidroetandélico da
Piper cubeba demonstrou atividade anti-helmintica sem apresentar toxicidade nos
animais tratados, porém esta atividade ndo se d& pelos compostos apolares do
extrato como mostrou no teste realizado com o extrato hexanico.

Palavras-chave: fitoterapicos, helmintos, resisténcia, ruminantes.



Anthelmintic action of Piper cubeba extract on sheep

ABSTRACT - The present work aimed to evaluate the anthelmintic activity of
Piper cubeba crude extract in gastrointestinal helminths of naturally infected sheep
raised on pasture by in vivo testing. Two tests were performed, one to evaluate the
anthelmintic efficacy of Piper cubeba crude extract, one to evaluate the anthelmintic
efficacy of Piper cubeba hexane extract and to evaluate the toxicity of the tested
product. Study 1 was conducted in a naturally infected herd using 33 Santa Inés
sheep. One group was maintained without anthelmintic treatment and the other two
were treated, one with 2.5 mg / kg PV extract in 3 doses every 14 days and the other
with Levamisol phosphate 10 mg / kg PV in single dose. on DO. Stool collections
were performed on days 0, 4, 10, 14, 21, 28, 35 and 42. The percentage reduction of
Levamisol was 100%, remaining until 21 days after treatment. The percentage of the
extract was 45% at 14 days after the first dose, 81% at 14 days after the second dose
and 93% 14 days after the third dose compared to the control group. In
coprocultures the genera of larvae found in order of prevalence were Haemoncus ,
Cooperia, Oesophagostomun and Trichostrongylus sp. Study 2 was conducted in
another naturally infected herd using 30 sheep of the breed. One group was
maintained without anthelmintic treatment and the other two were treated, one with 5
mg / kg single dose PV extract on DO and the other with 10 mg / kg PV single dose
levisol phosphate on DO. Fecal collections were performed on days O, 7, 14, 21, 28
and 35. The percentage of reduction of Levisol phosphate was 100% as negative
control, remaining until 21 days after treatment. The percentage of extract reduction
was 96.6% at 14 days after application, 96.2% at 21 days and 91.8% at 28 days,
compared to the control group. In coprocultures, the genera of larvae found in order
of prevalence were Haemoncus., Cooperia, Oesophagostomun. Toxicity tests with
the parameters Urea, Creatinine and AST showed no changes after the
administration of the extract. In study 3, the anthelmintic efficacy test was performed
to evaluate the action of Piper cubeba hexane extract in 10 animals at a single dose
of 5bmg / kg in DO. After 10 days the extract obtained partial efficacy with a reduction
of 56.6% in the opg of the animals. The crude extract of Piper cubeba showed
anthelmintic activity without toxicity in treated animals but this activity is not due to
the nonpolar compounds of the extract as shown in the test performed with hexane
extract.

Keywords: herbal medicines, helminths, resistance, ruminants.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

A criacao de ovinos (Ovis aries) é uma atividade executada mundialmente,
com producéo de carne anual de 14 milhdes de toneladas, o que constitui cerca de
3% da producéo mundial de carne (FAO, 2016).

Os paises tropicais e subtropicais comportam a maioria da populagéo ovina,
devido a fatores geoclimaticos aos quais 0s animais sao adaptados Jimenez — Sanz
et al. (2016). O Brasil vem ao longo dos anos se estabelecendo no cenario
agropecuéario global e a ovinocultura ndo se torna exce¢do nesse mercado, sendo
uma atividade de grande rentabilidade por meio da carne, couro, leite e 1&, possuindo
menores exigéncias de extensdo de pastagem com menos animais por area
comparada a producao bovina (GIANLOURENCO et al., 2013).

Segundo a FAO (2016), o Brasil ocupa a 18° posicdo na classificacao
mundial de ovinos e a utilizacdo das areas de pastagens vem sendo cada vez mais
exploradas como fonte primaria de energia na dieta de ruminantes, proporcionando
papel importante na pecuéaria de corte e incrementando a oferta de produtos
Euclides et al. (2002). Porém sistemas que incluem pastejo de animais contribuem
para 0 aumento de infecgcdes por helmintos gastrintestinais (MENDONCA et al.,
2014).

As doencas parasitarias representam impacto negativo em potencial para a
producdo animal, comprometendo, muitas vezes, o processo de transformacéo dos
produtos de origem animal Stotzer et al. (2014), com perdas estimadas em 13,96
bilhdes de ddlares/ano, sendo mais da metade (U$ 7,10 bilhdes) relacionadas
somente aos nematoides gastrintestinais (GRISI et al., 2014).

A sensibilidade desses animais a estes parasitas tornou-se grande problema
na producao devido a estas helmintoses ocorrerem por meio de infec¢des de varias
espécies de parasitas do trato gastrintestinal. Além disso, causam seérios problemas
sanitarios como perda de peso, anemia, letargia, anorexia e até a morte, levando a
prejuizos como diminuicdo da producdo e aumento do valor do produto final.
(TAYLOR et al., 2007).

O controle dessas parasitoses € basicamente feito por meio de
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desverminacdes que permanece essencialmente com bases quimicas. Decorrente
do insuficiente repasse de tecnologia, ou mesmo de informacdes inadequadas
referentes a frequéncia de tratamento e a utilizacdo incorreta das drogas
antiparasitarias em ovinos, foi observada grande diminuicdo da eficacia desses
produtos nas principais regides produtoras brasileiras, inclusive, com o aparecimento
de cepas resistentes a varios grupos quimicos disponiveis no mercado (MOLENTO
et al., 2004)

Neste sentido, as pesquisas estdo cada vez mais direcionadas a busca por
tratamentos alternativos como, por exemplo, a fitoterapia (MOLENTO et al., 2004).

Trabalhos preliminares com Piper cubeba indicaram que a pimenta
apresenta atividades bioldgicas importantes como antioxidante, antimicrobiana e
anti-helmintica Carlis et al. (2019). Produtos naturais quando vindos de espécies
vegetais, apresentam grande importancia no desenvolvimento de novos
medicamentos. A fitoterapia pode trazer grandes beneficios ao produtor, consumidor
e meio ambiente. No entanto, estudos in vivo Sdo escassos e carecem de

informacgoes.

1.1.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade anti-helmintica do
extrato hidroalcodlico e hexanico da Piper cubeba em helmintos gastrintestinais de

ovinos naturalmente infectados criados a pasto por meio de testes in vivo.

1.1.2. Objetivos especificos

e Avaliar a reducdo na contagem de OPG ap0s a administracdo dos extratos
hidroetandlico e hexanico da Piper cubeba por meio de testes in vivo.
e Analisar parametros bioquimicos para avaliar possivel toxicidade referente ao

extrato hidroetandlico em maior dosagem.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Desenvolvimento dos Helmintos Gastrintestinais nos Ovinos

Os géneros de maior ocorréncia no estado de Sdo Paulo sdo Haemonchus
spp., Tricostrongylus spp, Cooperia spp, Oesophagostomum spp e Strongyloides
spp. De acordo com Amarante (1995). A familia Trichostronylidae tem maior
importancia e patogenicidade nas infecgdes.

O Trichostrongylus em infeccbes severas causa grave enterite. Quando
instalados no intestino delgado penetram abaixo do epitélio do 6rgdo em que se
encontram presentes, causando lesdes na mucosa e exsudacdo de proteinas
séricas. Andronicos et al. (2012). Os principais danos sao atrofia das vilosidades,
espessamento da mucosa e erosdo do epitélio o que levam a alteracdo e
comprometimento da absor¢cdo dos nutrientes. Animais parasitados tendem a ter
uma reducdo no consumo de alimentos Holmes et al. (1985). Os sinais clinicos da
Coopéria sao similares aos do Tricostrongylus.

Os Strongiléides, apresentam aspectos biolégicos distintos dos demais, pois
as larvas infectam seus hospedeiros, por penetracdo cutanea, ingestao de pastagens
contaminadas e pela transmissédo da matriz para a cria pela ingestéo do colostro. Esta
espécie pode habitar o epitélio do intestino delgado, duodeno e jejuno, levando a
inflamacdes semelhantes ao citado anteriormente (AMARANTE et al., 2007).

O género Oesophagostomum é um dos mais patogénicos. A enfermidade é
causada por larvas que se localizam na mucosa do intestino causando inflamacao e
formacdo de nodulos. Os sinais clinicos sdo anorexia, diarréia intensa e anemia
Horak e Clark, (1996). Porém segundo Amarante et al. (2004), normalmente as
infeccbes sdo mistas podendo haver parasitos de outras espécies além dos citados.

O Haemonchus é hematéfago e consome 0,05mL a 0,08mL de sangue por
dia, sendo assim um animal infectado por 500 parasitas, uma infeccao relativamente
leve, perdera de 25 mL a 40 mL de sangue por dia. No entanto ao final de cinco
meses, tera perdido até 6 litros de sangue. Um animal com uma infeccao severa de
10 a 59 mil vermes podera perder diariamente até 4 litros de sangue Marquadt et al.,
(2000). Os animais que possuem carga parasitaria elevada, além da anemia grave,

também apresentam edemas submandibulares, caquexia, letargia, prostracdo e
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ascite. (AMARANTE, 2004 e URQUHART, 1998).

O ciclo de vida desses parasitos € dividido em fase exdgena (dentro do ovo
no meio ambiente) e fase enddgena (dentro do hospedeiro). Inicia-se pela ingestao
do parasita na fase L3 que é a forma infectante, chegando ao meio externo pelas
fezes ou secrecdes O ovo é eclodido liberando larvas L1 que evoluem até o terceiro
estagio no meio exterior podendo ter um desenvolvimento favorecido pela umidade e
temperaturas consideravelmente altas de 25°C a 27°C (SEQUEIRA; AMARANTE,
2001).

1.2.2. Controle Anti-Helmintico

No inicio da década de 1980, com o lancamento das lactonas macrociclicas,
endectocidas de amplo espectro (avermectinas e milbemicinas) largamente
utilizados em animais domésticos, houve uma chamada revolu¢cdo no mercado de
produtos veterinarios para o controle de parasitos Geary et al. (2005). Porém, com o
tempo, varias formulacdes contendo avermectinas foram liberadas no mercado com
o preco reduzido levando ao uso indiscriminado e, consequentemente, a selecao de
populacdes resistentes de endo e ectoparasito. A utilizacdo incorreta e
indiscriminada desses produtos e a falta de conhecimento sobre aspectos
epidemioldgicos do agente parasitario pelos produtores tém provocado o surgimento
de resisténcia dos nematddeos, ou seja, a selecdo dos parasitos a acdo dos
medicamentos utilizados podendo apresentar-se como um dos principais problemas
sanitarios na cadeia de producao animal (PAIVA et al., 2001).

Sendo assim, € extremamente importante que haja sucesso no controle
dessas infec¢des nos sistemas de producdo baseando-se em um bom conhecimento
da epidemiologia basica, das particularidades regionais e o tipo dos sistemas
produtivos (CEZAR et al., 2010).

Devido a problematica da resisténcia anti-helmintica, vem crescendo o
interesse em desenvolver e utilizar outros méetodos de controle das helmintoses. Uma
das alternativas tem sido o uso de extratos vegetais como anti-helmintico natural
(MOLENTO et al., 2004).
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1.2.3. Fitoterapicos e Fitoconstituintes no Controle Anti-Helmintico

Desde a antiguidade, plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento de
diversas doengas. Estudos revelam que entre os anos de 5.000 e 2.800 a.C, o
homem ja realizava o cultivo de cereais e fazia uso de algumas plantas medicinais.
As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas com
propriedades farmacologicas. No entanto, a fitoterapia € o tratamento de
enfermidades através de vegetais frescos, drogas vegetais ou extratos vegetais
(OLIVEIRA; AKISUE, 1997).

Sendo assim, o0 uso de fitoterapicos com finalidade profilatica ou curativa
passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude)
em 1978, quando recomendou a difusdo mundial dos conhecimentos necessarios
para seu uso. De acordo com a OMS, 80% da populacdo mundial depende das
praticas tradicionais no que se refere a atencdo primaria a saude e 85% dessa
parcela utiliza plantas ou preparacdes a base de vegetais (MAIOLI-AZEVEDO;
FONSECA-KRUEL, 2007).

O intenso crescimento de produtos naturais esta relacionado a alguns
fatores, dentre eles: efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e
incorreto de medicamentos sintéticos. Contudo, diante da caréncia financeira, devido
a ampla camada da populacdo ndo ter acesso a medicina institucionalizada, a
fitoterapia € uma alternativa viavel para a maioria dos brasileiros. (ALBUQUERQUE
et al., 1998).

Nas Ultimas décadas, as plantas tém sido usadas como uma fonte
promissora de moléculas alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos para
o tratamento de cancer, dor, infeccdes e infestacbes parasitarias. Os metabolitos
secundarios sdo compostos organicos produzidos pelas plantas e nao estédo
diretamente relacionadas com seu crescimento, desenvolvimento e reproducéo,
porém garantem vantagens para manutencao de sua vida e perpetuacao da espécie.
(SANTOS et al., 2007).

As propriedades bioldégicas ou toxicidade exibidas pelas plantas estdo
relacionadas diretamente a natureza e quantidade de seus fitoconstituintes. Sendo
assim, a acao antiinfamatéria de muitas plantas medicinais normalmente esta

associada a presenca de flavonoides, compostos polifendlicos e lignanas (PANDEY
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et al., 2013).

Varios grupos de pesquisa em todo o mundo realizaram estudos sobre o uso
de plantas e extratos para o tratamento de parasitas gastrointestinais em ovinos.
Esses estudos demonstraram a importdncia dessa éarea de pesquisa como
alternativa no controle da infeccao (SOLDERA-SILVA et al., 2018).

A atividade anti-helmintica dessas plantas estd geralmente associada a
presenca de taninos Katiki et al. (2017). No entanto, alguns estudos vém ressaltando
a atividade em plantas nao- taniferas como por exemplo Cymbopogon citratus, cujas
propriedades anti-helminticas estdo relacionadas a outros tipos de componentes
contidos em oleos essenciais (MACEDO et al., 2015).

Nos estudos de Krychak-Furtado (2006), 35 extratos vegetais foram
avaliados in vitro contra nematoéides gastrintestinais de ovinos. Destes, 13 extratos
apresentaram eficiéncia superior a 80%: coracdozinho (Melochia villosa), aster
(Aster lanceolatus), capim arroz (Oryza latifolia), roseira do brejo (Pavonia
angustifolia), pitomba (Trichilia pallida), guiné (Petiveria alliacea), jenipapo (Genipa
americana), xaxim (Dicksonia sellowiana) (p6 seco 1 g), D. sellowiana (p6 seco 2 g),
D. sellowiana (extrato bruto), D. sellowiana (extrato filtrado), Pterocaulon interruptum

(fracdo acetila) e P. interruptum (extrato bruto). Nos testes in vivo em ovinos, 0

extrato de P. interruptum foi administrado por via oral, na dosagem de 33,34 mg kg'1
de peso corporal e obteve-se reducdo de 47% no numero de ovos de

trichostrongilideos eliminados nas fezes. J4 a administracéo de Dicksonia sellowiana

em forma de p6 seco, na dose de 5 g kg'1 p.c., determinou 86,6% de reducao de
ovos dos nematodides gastrintestinais.

No Nordeste do Brasil, Oliveira et al. (1997) e Girdo et al. (1998) fizeram
avaliacdo de algumas plantas com atividade anti-helmintica, tais como: Cucurbita
moschata (Abdbora), Momordica charantia (Meldo-de-sé&o-caetano), Mentha sp.
(Horteld), Carica papaya (Maméo), Jathropha curcas (Pinh&o- branco), Scoparia
dulces (Vassourinha), Spigelia anthelmia (Erva lombrigueira), Melia azedarach (Lirio-
do Campo) e Musa spp. (Bananeira). Os resultados mostraram-se promissores com
reducdo de ovos por gramas de fezes (OPG) em 45 a 96%.

No Brasil, as espécies da familia Piperaceae sao localizadas de Norte a Sul,
com boa ocorréncia no Estado do Rio de Janeiro. (SUNILA; KUTTAN et al., 2004).
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Estudos fitoquimicos de espécies de Piperaceae tém levado ao isolamento de
metabdlitos especiais das vias biossintéticas do chiquimato, acetato-mevalonato e
mista, com destaque para as substancias isoladas do género Piper (amidas,
lignanas, neolignanas, arilpropanoides, flavonoides, cromenos). Na literatura,
registra-se também a ocorréncia de derivados do acido benzoico e seconeolignanas
(Peperomia), e derivados catecolicos (Piper, secdo Pothomorphe) (MARQUES et al.,
2011).

O jaborandi-falso (Piper aduncum) foi avaliado em ensaio in vitro sobre a
eclodibilidade dos ovos de helmintos com CI50 de 2,4 mg/mL, entretanto a planta
nao foi avaliada em ensaios in vivo (OLIVEIRA et al., 2014).

A Piper cubeba é uma planta ndo-tanifera nativa da Indonésia que nas
Ultimas décadas vem sendo muito estudada principalmente pela presenca de
lignanas bioativas como a hinoquinina, cubebina, diidrocubebina entre outras
(LAURENTIZ et al., 2015).

As sementes provindas de frutos coletados e cuidadosamente secos antes
de se madurar resultam numa aparéncia muito semelhante a popular pimenta-do-
reino. O sabor é picante, ligeiramente amargo e persistente e possuem o6leos
essenciais usados para tratamentos de desordens circulatorias e doencas das vias
urinarias. Na medicina tradicional indiana é usada para aliviar dores gastricas,
enterites, diarréias e inflamac6es e para tratar ictericia aguda Chopra et al. (1956). O
fruto de P. cubeba contém um Oleo rico em terpenos, sendo o sabineno e o
eucaliptol a maior proporcdo (MAGALHAES et al., 2012).

Além disso, o extrato hidroalcodlico de frutas de P. cubeba apresenta cerca
de 24 lignanas com estruturas quimicas altamente variadas Elfami et al. (2007).
Apesar da diversidade estrutural dos componentes presentes no extrato de P.
cubeba, as atividades biologicas desse extrato sdo geralmente atribuidas as
lignanas cubebina e hinokinina, que s&o os compostos nas concentragdes mais altas
Lima et al. (2018). A pimenta também possui atividade antiparasitaria como
esquistossomicida (MAGALHAES et al., 2012) e tripanocida (ESPERANDIUM et al.,
2013).

As lignanas consistem em metabdlitos secundarios que apresentam uma

ampla gama de propriedades biolégicas. Entre essa grande variedade estrutural de
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lighanas estudadas em plantas, destaca-se a cubebina que vem se tornando alvo de
estudo por varios grupos de pesquisa principalmente a fim de potencializar
propriedades farmacologicas. A cubebina é encontrada em véarias espécies de
plantas, porém na Piper cubeba possui quantidades consideraveis, sendo esta
atualmente a principal fonte de extracdo (PISSURNO et al., 2017).

Resultados de avaliagfes in vitro preliminares concluem que essas lignanas
quando atuam em sinergismo podem apresentar atividade anti- helmintica no
controle de parasitoses em ovinos confirmando também a seguranca do consumo da

planta.
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade anti-helmintica do extrato da
Piper cubeba em helmintos gastrintestinais de ovinos naturalmente infectados.
Foram realizados trés estudos, Estudo 1: eficacia anti-helmintica do extrato
hidroetandlico da Piper cubeba na dosagem de 2,5 mg/kg de peso vivo (PV)
fornecidas em trés doses, uma a cada 14 dias; Estudo 2: eficicia anti-helmintica
do extrato hidroetandélico da Piper cubeba na dosagem de 5,0 mg/kg de PV em
Unica dose no dia zero e a toxicidade desse produto; Estudo 3: eficacia anti-
helmintica do extrato hexanico da Piper cubeba na dosagem de 5,0 mg/kg de PV.
Foram utilizados 33, 30 e 10 animais nos estudos 1, 2 e 3, respectivamente. Nos
estudos 1 e 2, um grupo foi mantido sem tratamento anti-helmintico e os outros
dois foram tratados: um com extrato hidroetandlico da Piper cubeba e o outro com
fosfato de levamisol em Unica dose no dia zero (10 mg/kg de PV) via subcutanea.
As coletas das fezes foram realizadas nos dias 0, 4, 10, 14, 21, 28, 35 e 42 no
estudo 1 e até os 35 no estudo 2 para posterior analises de ovos por grama de
fezes (OPG) e culturas de larvas. No estudo 1, o percentual de reducédo do
levamisol foi de 100%, permanecendo até 21 dias apos o tratamento. O percentual
do extrato foi de 45%, 81% e 93% apds a primeira, segunda e terceira dose em
relacdo ao grupo controle, respectivamente. Nas coproculturas os géneros de
larvas encontradas em ordem de prevaléncia foram Haemonchus, Cooperia,
Oesophagostomun e Trichostrongylus. No estudo 2, o percentual de reducdo do
fosfato de levamisol foi de 100% como controle negativo, permanecendo até 21
dias apos o tratamento. O percentual de reducédo do extrato foi de 96,6%, 96,2% e
91,8% aos 14, 21 e 28 dias apdés a aplicacdo comparado ao grupo controle
respectivamente. Nas coproculturas, os géneros de larvas encontradas em ordem
de prevaléncia foram Haemoncus, Cooperia., Oesophagostomun Os testes de
toxicidade visando funcéo renal e hepética ndo apresentaram alteracdes apds a
administracdo do extrato. No estudo 3, apos 10 dias o extrato hexanico apresentou
reducdo de 56,6% no OPG dos animais. De acordo com os testes realizados,
pode-se concluir que o extrato hidroetandlico da Piper cubeba demonstrou
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atividade anti-helmintica sem apresentar toxicidade nos animais tratados, porém
esta atividade ndo se da pelos compostos apolares do extrato como mostrou no
teste realizado com o extrato hexanico.

Palavras chave: fitoterdpicos, helmintos, resisténcia, ruminantes.

Abstract

The present work aimed to evaluate the anthelmintic activity of Piper cubeba
crude extract in gastrointestinal helminths of naturally infected sheep raised on
pasture by in vivo testing. Two tests were performed, one to evaluate the
anthelmintic efficacy of Piper cubeba crude extract, one to evaluate the
anthelmintic efficacy of Piper cubeba hexane extract and to evaluate the toxicity of
the tested product. Study 1 was conducted in a naturally infected herd using 33
Santa Inés sheep. One group was maintained without anthelmintic treatment and
the other two were treated, one with 2.5 mg / kg PV extract in 3 doses every 14
days and the other with Levamisol phosphate 10 mg / kg PV in single dose. on DO.
Stool collections were performed on days O, 4, 10, 14, 21, 28, 35 and 42. The
percentage reduction of Levamisol was 100%, remaining until 21 days after
treatment. The percentage of the extract was 45% at 14 days after the first dose,
81% at 14 days after the second dose and 93% 14 days after the third dose
compared to the control group. In coprocultures the genera of larvae found in
order of prevalence were Haemoncus , Cooperia, Oesophagostomun and
Trichostrongylus sp. Study 2 was conducted in another naturally infected herd
using 30 sheep of the breed. One group was maintained without anthelmintic
treatment and the other two were treated, one with 5 mg / kg single dose PV
extract on DO and the other with 10 mg / kg PV single dose levisol phosphate on
DO. Fecal collections were performed on days 0, 7, 14, 21, 28 and 35. The
percentage of reduction of Levisol phosphate was 100% as negative control,
remaining until 21 days after treatment. The percentage of extract reduction was
96.6% at 14 days after application, 96.2% at 21 days and 91.8% at 28 days,
compared to the control group. In coprocultures, the genera of larvae found in order
of prevalence were Haemoncus., Cooperia, Oesophagostomun. Toxicity tests with
the parameters Urea, Creatinine and AST showed no changes after the
administration of the extract. In study 3, the anthelmintic efficacy test was
performed to evaluate the action of Piper cubeba hexane extract in 10 animals at a
single dose of 5mg / kg in DO. After 10 days the extract obtained partial efficacy with
a reduction of 56.6% in the opg of the animals. The crude extract of Piper cubeba
showed anthelmintic activity without toxicity in treated animals but this activity is
not due to the nonpolar compounds of the extract as shown in the test performed
with hexane extract.

Key words: herbal medicines, helminths, resistance, ruminants.
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1.1. INTRODUCAO

A producéo de ovinos (Ovis aries) é uma atividade executada mundialmente,
com producédo de carne anual de 14 milhdes de toneladas, o que constitui cerca de
3% da producédo mundial de carne (FAO, 2016).

Os paises tropicais e subtropicais comportam a maioria da populacdo ovina,
devido a fatores geoclimaticos aos quais os animais sdo adaptados Jimenez — Sanz
et al. (2016). O Brasil vem ao longo dos anos se estabelecendo no cenéario
agropecuario global e a ovinocultura ndo se torna excecdo nesse mercado, sendo
uma atividade de grande rentabilidade por meio da carne, couro, leite e I§,
possuindo menores exigéncias de extensdo de pastagem com menos animais por
area comparada a producao bovina (GIANLOURENCO et al., 2013).

Segundo a FAO (2016), o Brasil ocupa a 18° posicdo na classificacdo
mundial de ovinos e a utilizacdo das areas de pastagens vem sendo cada vez mais
exploradas como fonte primaria de energia na dieta de ruminantes, proporcionando
papel importante na pecuaria de corte e incrementando a oferta de produtos
Euclides et al (2002). Porém sistemas que incluem pastejo de animais contribuem
para o aumento de infeccBes por helmintos gastrintestinais (MENDONCA et al.,
2014).

As doencas parasitarias representam impacto negativo em potencial para a
producdo animal, comprometendo, muitas vezes, o processo de transformacéo dos
produtos de origem animal Stotzer et al. (2014), com perdas estimadas em 13,96
bilhbes de ddélares/ano, sendo mais da metade (U$ 7,10 bilhdes) relacionadas
somente aos nematoides gastrintestinais (GRISI et al., 2014).

A sensibilidade desses animais a estes parasitos tornou-se grande problema
na producdo devido a estas helmintoses ocorrerem por meio de infecgbes de varias
espécies de parasitas do trato gastrintestinal. Além disso, causam sérios problemas
sanitarios como perda de peso, anemia, letargia, anorexia e até a morte, levando a
prejuizos como diminuicdo da producdo e aumento do valor do produto final.
(TAYLOR et al., 2007).

O controle dessas parasitoses € basicamente feito por meio de

desverminacdes que permanece essencialmente com bases quimicas. Decorrente
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do insuficiente repasse de tecnologia, ou mesmo de informacdes inadequadas
referentes a frequéncia de tratamento e a utlizacdo incorreta das drogas
antiparasitarias em ovinos, foi observada grande diminuicdo da eficacia desses
produtos nas principais regibes produtoras brasileiras, inclusive, com o
aparecimento de cepas resistentes a varios grupos quimicos disponiveis no
mercado (MOLENTO et al., 2004)

Neste sentido, as pesquisas estdo cada vez mais direcionadas a busca por
tratamentos alternativos como, por exemplo, a fitoterapia (MOLENTO et al., 2004).

Trabalhos preliminares com Piper cubeba indicaram que a pimenta
apresenta atividades biolégicas importantes como por exemplo a atividade anti-
helmintica Carlis et al. (2019). Produtos naturais quando vindos de espécies
vegetais, apresentam grande importancia no desenvolvimento de novos
medicamentos. A fitoterapia pode trazer grandes beneficios ao produtor, consumidor
e meio ambiente. No entanto, estudos in vivo sdo escassos e carecem de
informacgoes.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade anti-
helmintica do extrato hidroalcodlico e hexanico da Piper cubeba em helmintos
gastrintestinais de ovinos naturalmente infectados criados a pasto por meio de testes

in vivo.
1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Preparo dos extratos hidroetandlicos da Piper cubeba

Sementes de Piper cubeba importadas da india, ja secas, foram trituradas
(500g) em liquidificador e colocadas em frasco de vidro graduado contendo 1,5 L de
etanol 70%. O frasco foi mantido em agitacao orbital durante 7 dias em temperatura
ambiente (23°C). Ap0s 7 dias, o material foi filtrado por meio de bomba a vacuo e em
seguida concentrado no rotaevaporador, conforme a técnica preconizada por Simodes
et al. (1999).

1.2.2. Preparo do extrato hexanico

No estudo 3 as sementes de Piper cubeba ja secas foram trituradas (5009) e

colocadas em um frasco contendo 1,5L de hexano. O frasco foi mantido em agitacao
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orbital durante 7 dias em temperatura ambiente (23° C). Apés 7 dias, o material foi
filtrado por meio de bomba a vacuo e, em seguida, rotaevaporado (SIMOES et al.,
1999).

Apbs o processamento dos frutos de Piper cubeba, 500 de sementes
produziram 75 mL de extrato na concentracdo de 25 mg/mL (CARLIS et al., 2019).
Sendo assim, foram administradas doses entre 2 a 10 mL do material, conforme o

peso do animal, por via oral, utilizando uma seringa de 10 mL.

1.2.3. Estudo 1: Extrato hidroetandlico com multiplas doses

O ensaio foi desenvolvido na fazenda Santa Luzia, municipio de Castilho-SP,
localizada no Oeste Paulista conveniada com a Unesp — Campus de Dracena/SP
(latitude 20°52'09.0" sul, longitude 51°29'22.9"oeste) no periodo de maio a junho de
2018. A regido possui clima tropical, caracterizado pelas temperaturas elevadas e
com amplitude que néo ultrapassa os 10°C. Para tanto foram utilizados 33 ovinos da
raca Santa Inés naturalmente infectados por nematdédeos gastrintestinais, machos e
fémeas com peso médio de 35 kg, que permaneceram todo o experimento no
mesmo piquete. Foram pesados e identificados individualmente no dia 0 (zero),
sendo coletadas amostras fecais para determinacdo do numero de ovos de
helmintos por grama de fezes (OPG) e posterior distribuicdo dos animais de forma
casualizada em trés tratamentos: Controle: sem tratamento anti-helmintico; Extrato:
tratados com extrato hidroetanélico da Piper cubeba a 2,5 mg/kg de PV com 3 doses,
uma a cada 14 dias (DO, D14 e D28), o material foi administrado via oral, totalizando
42 dias; Levamisol: tratados com fosfato de levamisol 18,8% (Ripercol®) em Unica
dose (DO) de 10 mg/kg de PV no DO por via subcutanea.

As coletas das fezes foram realizadas aos 0, 4, 10, 14, 21, 28, 35 dias e 42
diretamente da ampola retal de cada animal para realizagdo de exames
coproldgicos. Realizou- se a quantificacdo de ovos por gramas de fezes (OPG), feita
por meio da camara de McMaster, segundo Gordon e Whitlock (1939), e
posteriormente foi realizada a cultura de larvas pela técnica de Roberts e O Sullivan
(1950) e identificacdo pela chave de Keith (1953).

A reducdo de OPG (R-OPG) dos produtos, foi calculada segundo a férmula

proposta por Coles et al. (1992):
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Reducéo = (1- (OPGt/OPGc)) x 100 onde,

OPGt = OPG do tratamento
OPGc = OPG do controle

1.2.4. Estudo 2: Extrato hidroetano6lico em dose Unica

O ensaio foi realizado em animais oriundos da mesma propriedade, no
periodo de outubro a novembro de 2018, utilizando 30 ovinos da raca Santa Inés,
machos e fémeas com peso médio de 35kg, que permaneceram todo 0 experimento
no mesmo piquete. Foram pesados e identificados individualmente no dia 0 (zero),
coletadas amostras fecais para determinagcdo do numero de ovos de helmintos por
grama de fezes (OPG) e posterior distribuicdo dos animais de forma casualizada em
trés tratamentos: Controle: (sem tratamento anti-helmintico); Extrato: tratado com
extrato 5 mg/kg de PV (produto em teste) em dose Unica no DO administrado por via
oral; Levamisol: tratado com Fosfato de Levamisol 18,8% (Ripercol®) 10 mg/kg de
PV em Unica dose no DO por via subcutanea.

As coletas das fezes foram realizadas aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias
diretamente da ampola retal de cada animal para realizacdo de exames
coproldgicos. Realizou- se a quantificacdo de ovos por gramas de fezes (OPG), feita
por meio da camara de McMaster, segundo Gordon e Whitlock (1939), e
posteriormente foi realizada a cultura de larvas, pela técnica de Roberts e O Sullivan
(1950) e identificacdo pela chave de Keith (1953).

A reducdo de OPG (R-OPG) dos produtos, foi calculada segundo a formula
proposta por Coles et al. (1992):

Reducéo = (1- (OPGt/OPGc)) x 100 onde,

OPGt = OPG do tratamento
OPGc = OPG do controle

Em ambos os estudos, as fezes foram acondicionadas em sacos plasticos e
mantidos em uma geladeira (5°C) para conservacdo até o momento das andlises

(até 24h apos a coleta).
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1.2.4.1. Analise dos parametros bioquimicos

As técnicas bioquimicas foram realizadas no laboratério de Parasitologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnolégicas FCAT-UNESP, Campus de
Dracena, apenas nos animais que foram submetidos ao extrato bruto da Piper
cubeba do estudo 2 para analise de possivel de toxicidade. Foram realizadas 3
coletas de sangue (5 mL) a cada 7 dias (uma no DO, uma no D7 e outra no D14) por
meio de venopuncdo da veia jugular externa em tubos de vaccutainer contendo
ativador de codagulo, para retragdo e obtencdo do soro as amostras foram
centrifugadas durante 15 minutos a 5000 rpm. Em seguida, o soro foi separado,
dividido em aliquotas e reservado em tubos plasticos com tampa (eppendorfs).

Para a determinacdo da uréia foi utilizado espectrofotdmetro Bioclin com
comprimento de onda ajustado para 340 nm, com kit comercial para uréia enzimética
UV da marca Bioclin, que requer 10 pL de soro para cada analise em duplicatas.
Para determinar a creatinina o comprimento de onda foi ajustado para 510 nm e foi
utilizado o kit comercial para creatinina enzimatica colorimétrica da marca Bioclin,
que requer 250 pL de soro paracada analise com duplicatas.

Para determinar a aspartato amino transferase (AST) cinética, o comprimento
de onda foi ajustado para 340 nm, com kit comercial para AST cinética Bioclin, que

requer 100 puL de amostra para cada analise com duplicatas.
1.2.5. Estudo 3: Extrato hexanico em dose Unica

O ensaio foi realizado em animais oriundos da mesma propriedade, no més
de Junho de 2019 utilizando 10 animais jovens, provindos do mesmo rebanho, com
peso médio de 25 kg aos quais foram administrados uma Unica dose de 5 mg/kg de
peso vivo de extrato hexanico dos frutos da Piper cubeba no dia zero (D0O). As
coletas de fezes foram realizadas no DO e D10.

A reducédo de OPG (R-OPG) dos produtos, foi calculada segundo a formula
proposta por Coles et al. (1992) visando o DO como grupo controle:

Reducéo = (1- (OPGt/OPGDO0)) x 100 onde,

OPGt = OPG do tratamento
OPGDO0O = OPG no DO
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1.2.6. Analise estatistica

O percentual de reducéo do numero de ovos por gramas de fezes (R- OPG)
para cada grupo foi calculado comparando o OPG do grupo controle com o do poés-
tratamento utilizando as médias aritméticas das contagens de OPG antes e ap0s o
tratamento, por meio do programa ‘Reso’ FECRT Analysis Program, version 2.0
(WURSTHORN; MARTIN, 1989).

A avaliacdo da eficacia anti-helmintica do material testado foi confirmada por
meio da porcentagem de R-OPG maior ou igual a 95%, segundo a classificacao do
indice de eficacia proposto pela World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP).

Os resultados foram analisados por ANOVA e comparados pelo teste de
Tukey (P <0,05) utilizando o programa SAS University Edition (versédo 9.4).

1.3. RESULTADOS

1.3.1.Estudo 1

As médias de OPG e as eficacias calculadas dos produtos testados estdo
descritas na tabela 1. O percentual de reducdo do Levamisol foi de 100% como
controle positivo, permanecendo com OPG 0 até 21 dias ap6s o tratamento. O
percentual do extrato foi de 45% com 14 dias apés a primeira dose, 81% aos 14 dias

apos a segunda dose e 93% aos 14 dias ap0s a terceira dose.

Tabela 1. Médias aritméticas das contagens de OPG dos grupos tratados e

percentual de reducéo do OPG de cada grupo.

Dias Lev Ext Cont
Coletas OPG R-OPG % OPG R-OPG % OPG
DO 1340,9 a - 1363,6a - 969,1a
D4 44.4 a 95,4 (99;77) 1437,5b  -128,4 (43;-351) 629,1ab
D10 Oa 100 585ab 42,9 (85;-51) 1025b
D14 7,1a 100 585ab 45,6 (92;-37) 1075b
D21 375a 96,5 (99;87) 622,7b 42,4 (86;-143) 1081,8¢c
D28 375a 76,5(93:49)  293,7a 81,6 (96:46) 1595,8b
D35 327,2a  83,6(94,44)  438,8a 78,0 (95;19) 1998,7b
D42 445.,4 a 81,9 (93;39) 154,5a 93,7 (98;74) 2462,2b

Legenda: Lev — Fosfato de Levamisol 18,8%. Ext — Extrato de Piper cubeba em etanol a 25 mg/ml. Cont — sem
administracdo de anti-helmintico, R-OPG — Percentual de redugdo, Int. Conf.- Intervalo de confianca. Letras
minudsculas nas médias de cada tratamento indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
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Considerando os resultados de OPG nas 3 aplicacfes, ndo foi observada
diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos tratados a partir do 28° dia. Na
terceira aplicagdo, os grupos tratados com fosfato de levamisol e com o extrato
hidroetandlico da Piper cubeba nao diferiram estatisticamente, pois nos dias em que
o OPG do grupo tratado com levamisol comeca a aumentar, ha um aumento na R-
OPG do grupo tratado com extrato devido a diminui¢cdo do OPG.

O grupo controle permaneceu com médias crescentes desde o DO até o D42

aumentando o desafio parasitario relacionado aos grupos tratados.

FIGURA 1: Dinamica da contagem de ovos por gramas de fezes dos
trés grupos durante 42 dias e percentual de reducao (R-OPG) no grupo

tratado com o produto estado.
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A cultura de larvas do grupo do levamisol apresentou no DO maior quantidade
de Haemonchus spp., seguido por Strongiloydes spp., Coopéria spp. e
Tricostrongylus spp.. Apenas, apds o 21° dia houve predominancia de 100% de

Haemonchus até o D42 como descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Porcentagem de larvas de helmintos gastrintestinais de ovinos observadas
durante as coletas, através da coprocultura dos tratamentos com Fosfato de
Levamisol 18,8% na dose de 10 mg/kg de peso vivo, extrato bruto da Piper cubeba
na dose de 2,5mg/kg de peso vivo e controle.

Larvas de helmintos gastrintestinais (%)

Dias Controle Extrato Levamisol
(D0) H66%C5%T7%03%S19% H77%C1,7%01%S20,3 H72%C7%T06%S11%
(D4) HB80%C3%T4%01%S12% H8,6%091,4% -

(D10) H78%C9%T10%03% H59%T29%012% -

(D14) H77%C5%018% H63,2%C9,8%027% -

(D21) H85%C6%09% H25%C40%035% H100%

(D28) H73%C20%07% C100% H100%

(D35) H100% - H100%

(D42) H100% - H100%

Legenda: H — Haemonchus, C — Cooperia, T — Trichostrongylus, O — Oesophagostomum, S -
Strongyloides.

Em relacdo ao grupo tratado com extrato, houve predominéancia do género
Haemonchus apenas no DO, ja no D4 o percentual diminui para 8,6 e apresenta
percentual de 91,4 de Oesophagostomum spp. Nos Dias 10 e 14 comecam a
aparecer larvas de Trichostrongylus spp. e Cooperia spp. e 14 dias apés a segunda
dose ocorre predominancia do género Cooperia. Nos dias 35 e 42 nao foram
encontradas larvas. O grupo controle permaneceu com predominancia de
Haemonchus desde o DO até o D42.

Com base no comportamento da acao do extrato hidroetandlico descrito no

presente teste, foi sinalizada a necessidade da realizacdo do estudo 2 utilizando
maior dosagem e com analise dos parametros bioquimicos para verificar possivel

toxicidade.

1.3.2.Estudo 2
Como descrito na Tabela 3, o percentual de reducdo do OPG utilizando o
fosfato de levamisol foi de 100% como controle positivo, permanecendo até 21 dias
apos o tratamento. O percentual de reducdo de OPG apos a utilizagcdo do extrato
hidroetandlico foi de 96,6% com 14 dias apos a aplicacéo, 96,2% aos 21 dias e 91,8%

aos 28 dias.
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Tabela 3: Médias aritméticas das contagens de OPG dos grupos tratados e

percentual de redug&o do OPG de cada grupo.

Dias Lev Ext Cont
Coleta OPG %R-0OPG OPG %R-OPG
DO 11552 - 1560a - 11852
D7 Oa 100 160a 89,3 (96;73) 1500b
D14 302 98,5 (100;93) 70a 96,6 (99;84) 2040b
D21 60 a 97,1 (99;93) 80a 96,2 (99;85) 2100b
D28 120 a 95,1 (98;89) 200a 91,8 (99;88) 2430b
D35 230 a 91,0 (97:86) 350a 86,3 (97;85) 2550b

Legenda: Levamisol — Fosfato de Levamisol 18,8%. Extrato — Extrato de Piper cubeba em etanol a 25 mg/ml.
Controle — sem administracéo de anti-helmintico. Entre parénteses: Intervalo de confiangca de cada tratamento.
Letras mindsculas nas médias de cada tratamento indicam diferenca estatistica pelo tesde de Tukey com p<0,05.

A partir do D7, observa-se que a reducéo do OPG dos grupos tratados com o
extrato hidroetandlico e com fosfato de levamisol ndo diferem entre si (p>0,05). Nos
D14 e D21, as reducbes atingem 95%, permanecendo efetivo até o D28 e apenas no

D35 as R-OPGs comegam a diminuir conforme o aumento de OPG (Tabela 3).

FIGURA 2: Dinamica da contagem de ovos por gramas de fezes dos
trés grupos durante 35 dias e percentual de reducéo (R-OPG) no grupo

do extrato.
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A cultura de larvas do grupo tratado com fosfato de levamisol apresentou
predominancia de 100% do género Haemonchus desde o DO até o D35 (Tabela 4).
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Tabela 4. Porcentagem de larvas de helmintos gastrintestinais de ovinos observadas
durante as coletas, através da coprocultura dos tratamentos com Fosfato de
Levamisol 18,8% na dose de 10 mg/kg de peso vivo, extrato bruto da Piper cubeba

5mg/kg de peso vivo e controle.

Dias Larvas de helmintos gastrintestinais (%)

Coletas Controle Extrato Levamisol
(DO) H86%C5,50%08,50% H100% H100%
(D7) H76%C2%022% H100% -
(D14) H79%C7%014% H58%C42% H100%
(D21) H88%C10%02% H15%C38%047% H100%
(D28) H90%010% H29%C42%029% H100%
(D35) H87%C7%06% H100% H100%

Legenda: H — Haemonchus, C — Cooperia, T — Trichostrongylus, O — Oesophagostomum, S
— Strongyloides.

No grupo tratado com extrato hidroetandlico houve predominancia de 100%
de Haemonchus spp. até o D7, diminuindo para 58% no D14 seguido da Coopéria
spp. com 42%, indicando susceptibilidade do género ao produto testado. Nos dias
D21 e 28 houve aparecimento e predominancia do género Oesophagostomum, ja no
D35 voltou a ter predominancia de Haemonchus spp. O grupo controle permaneceu

com predominancia de Haemonchus desde o DO até o D42.

1.3.3. Analise dos parametros bioquimicos

Devido a maior dosagem do extrato hidroetandlico utilizada no presente
estudo, foram avaliadas variaveis bioquimicas conforme os padrdes de referéncia de
acordo com o Laboratorio de Andlises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul (LacVet) descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Parametros bioquimicos em ovinos tratados com o extrato bruto da Piper

cubeba a 5 mg/kg de peso vivo (PV).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Media
Uréia DO 76 79 94 87 82 8 77 97 69 72 818
Ref. D7 135 106 74 64 81 110 110 66 69 80 89,5

17-43 D14 80 102 76 66 94 79 115 114 108 77 911
Creatinina DO 0,7 0,7 07 09 08 08 08 1 08 09 0,8

Ref. br 12 1 1511 09 12 16 15 13 13 1,2
1,2-1,9 pi4 12 13 12 11 1 1 14 09 12 11 11
AST DO 46 35 59 60 60 72 21 61 59 112 585
Ref. D7 43 37 53 53 50 49 66 55 83 134 623
0-90 D14 54 52 46 55 67 49 54 50 65 87 579

Legenda: Ref — Padrdo de referencia (LacVet).

No presente estudo, a creatinina e ndo apresentou alteraces comparando 0s
valores antes e apoés a utilizacdo do extrato (produto testado), permanecendo dentro
dos parametros de referéncia.

As médias de AST se mantiveram dentro do padrao de referéncia indicando
gue o extrato bruto da Piper cubeba ndo apresentou possivel hepatotoxicidade na
concentracdo e na dose utilizada.

A uréia apresentou-se alterada desde o DO em todos os animais de todos 0s
grupos, porém, no presente estudo, ndo houve alteracdo apdés a administracdo do
extrato.

O tratamento com o extrato bruto da Piper cubeba ndo aponta alteracdes nas

funcdes renais e hepéaticas como observado por meio dos parametros bioquimicos.

1.3.4.Estudo 3

A analise do extrato hexanico da Piper cubeba demonstrou uma reducéo na
contagem de OPG de 56,6%, 10 dias ap0s o tratamento na dosagem de 5 mg/kg de
PV e concentracdo de 25 mg/ml, mesma utilizada com o extrato hidroetandlico no
estudo 2 (Tabela 6).
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Tabela 6: Porcentagem de larvas de helmintos gastrintestinais de ovinos observadas
durante as coletas, através da coprocultura no tratamento com o Extrato hexanico da

Piper cubeba a 25 mg/ml na dose de 5 mg/kg de peso vivo.

Larvas de helmintos gastrintestinais (%)

Coletas OPG R-OPG% H C T (@)
(DO) 795 - 75% 12% 0% 13%
(D10) 345 56,6 0% 0% 0% 100%

H — Haemonchus, C — Coopéria, T — Trichostrongylus, O - Oesophagostomum

As culturas de larvas mostraram predominancia do género Haemonchus
no DO e 10 dias ap0s a aplicacao do extrato hexanico da Piper cubeba ha

aparecimento de Oesophagostomum spp.
1.4. Discusséo
1.4.1. Estudo 1:

Os resultados do estudo 1 indicam que o extrato passou a ser efetivo
apenas apo0s a terceira dose, proporcionando reducdo na contagem de OPG a
cada aplicacdo. Sabe-se que a eficacia de um produto anti-helmintico é
considerada adequada quando este atinge valores de R-OPG de pelo menos 90%
(COLES et al., 1992).

Se o periodo para avaliacdo de R-OPG for inferior a 10 dias apdés o
tratamento, a producao de ovos podera ser suprimida, levando a superestimacédo da
eficacia anti-helmintica Martin., et al. (1985). Por esse motivo, a recomendacao €
coletar amostras de fezes 10 a 14 dias apds o tratamento (COLES et al., 1992).
Desta forma, pode-se observar o efeito do extrato hidroetandlico a partir do 10° dia
(42,9%), mantendo até o 14° (45,6%) promovendo acédo anti-helmintica parcial do
produto segundo o MAPA. Dentro dessa faixa de eficacia, foi encontrada em outro
estudo utilizando alho desidratado adicionado a mistura mineral na concentracéo de
2% (aproximadamente 8 mg/kg/peso/vivo/dia) no controle de nematbédeos, em que
se observou a reducao de OPG de 47,3% (BIANCHIN et al., 1999).

Apés 14 dias da segunda administracdo do extrato hidroetandlico, foi
observada reducgéao de 81,6%, indicando ainda baixa efetividade (MAPA, PORTARIA
N ° 48, DE 12 DE MAIO DE 1997) para registro de produto. No entanto, apds 14 dias
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da terceira dose, houve reducéo de 93,7%, ja apresentando efetividade moderada.

Resultados semelhantes aos do presente estudo, foram obtidos, avaliando o
extrato da Artemisia absinthium em condi¢des in vivo com dados aos quais
apresentaram efetividade no extrato etanolico na dose de 2 g/kg com reducdo do
OPG de ovelhas infectadas por H. contortus de 90,46%, valores que se
assemelharam ao albendazol (TARIQ et al., 2009).

Na cultura de larvas do grupo tratado com extrato hidroetandlico, houve
predominancia do género Haemonchus seguido de Strongiloydes spp no DO,
porém 4 dias apdés a primeira aplicacdo apresentou 91,4% de Oesophagostomum
spp. e apenas 8,6% de Haemonchus spp. Ja no D14 houve aumento na proporcéo
de larvas encontradas de Haemonchus. Porém, 7 dias apdés a segunda aplicacdo
(D21), houve predominancia dos géneros Oesophagostomum e Cooperia. No
entanto, no D28 foram encontradas apenas larvas de Cooperia spp e a partir de 7
dias apés a terceira aplicacdo, ndo foram encontradas larvas nas culturas. Em
outros trabalhos utilizando teste de efichcia com o levamisol, também houve
predominancia de Haemonchus, Coopéria e Oesophagostomum em diversas
propriedades (MELO et al., 2003).

1.4.2. Estudo 2:

No estudo 2, o tratamento com extrato hidroetandlico na dose de 5mg/kg foi
eficaz aos 14 dias apés a administracdo. Os percentuais de inibicdo da eclosao dos
ovos do extrato da Piper cubeba e lignanas mostraram resultados significativos
também em trabalhos preliminares. O extrato, has maiores concentracdes avaliadas,
inibiu a eclosdo dos ovos em 100%, mostrando atividade ovicida sem diferenca
significativa em relacdo ao controle de albendazol (12,5 pug / mL) (CARLIS et al.,
2019).

Além disso, o tratamento com extrato hidroetandlico permaneceu efetivo até o
28° dia, apresentando efetividade semelhante ao fosfato de levamisol. Resultados
semelhantes foram observados com a utilizacdo de Nauclea latifélia, que apresentou
eficacia anti-helmintica no extrato aquoso da casca administrado em ovelhas
naturalmente infectadas. A porcentagem de reducéo (93,8%) com a dosagem de
1600 mg/kg do extrato foi comparavel a 5 mg/kg de albendazol (94,1%) (ONYEYILI
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et al., 2001).

O tratamento com o fosfato de levamisol mostrou-se efetivo aos 7 dias apés a
aplicacdo e permaneceu até o 28° dia. A resisténcia parasitaria ao fosfato de
levamisol 18,8% é muito comum, uma vez que esta € uma das formula¢cdes mais
frequentemente utilizadas em ruminantes (MELLO et al., 2003). No entanto néo foi
observada no presente estudo.

Em ambos os estudos, o género Oesophagostomum apresentou resisténcia
ao extrato hidroetandlico, entretanto apresentaram menores percentuais de
Haemonchus spp. tanto no primeiro estudo como no segundo. Sendo assim, o
extrato demonstrou acédo superior sob Haemonchus spp. comparado ao levamisol,
gue apesar de permanecer com 100% de reducao durante 28 dias consecutivos, na
cultura de larvas apresentou predominancia de Haemonchus spp. em quase todas
as coletas. Em um trabalho realizado com bovinos na mesma propriedade também
descreve predominancia do género Oesophagostomum apoOs tratamento anti-
helmintico, apresentando resisténcia a moxidectina (CONDI et al., 2009).

O grupo controle permaneceu com predominancia de Haemonchus spp desde
o DO ao D35, mostrando constante desafios parasitarios aos grupos experimentais e
a auséncia de fatores extra-tratamentos na reducdo de OPG (MOLENTO et al.,
2004).

A acao eficaz do tratamento com o extrato hidroetandlico sobre Haemonchus
spp. também puderam ser observada em estudos in vitro preliminares, usando
microscopia eletrbnica de varredura, alteracbes estruturais induzidas no estagio L3
de Haemonchus apds contato in vitro com lignanas isoladas do extrato
hidroetandlico da Piper cubeba. As principais alteracdes observadas entre o controle
e o L3 tratado envolviam principalmente a superficie do corpo (cuticula). Em
comparacao com a condi¢cdo de controle, foram observadas alteragbes estruturais
extensas na superficie da cuticula L3, a qual foi lesionada, com exposi¢éo interna
do conteudo e perda da forma cilindrica principalmente apés o tratamento com as
lignanas hinokinina e dihidrocubebina (CARLIS et al., 2019).

Outros trabalhos foram realizados com o intuito de avaliar os efeitos anti-
helminticos de plantas e frutos do género Piper, no entanto, as atividades que foram

consideravelmente efetivas se deram a outros tipos de conjunto de compostos e nao
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necessariamente aos compostos presentes, como por exemplo, as lignanas. Existem
relatos que outras plantas do género Piper possuem propriedades anti-helminticas
contra varios tipos de parasitas (ADATE et al., 2012). Contudo, o presente estudo é
0 primeiro a relatar a atividade in vivo dos extratos de Piper cubeba em nematoides
gastrointestinais de ovinos naturalmente infectados com o intuito de contribuir para a
busca de moléculas cujas estruturas quimicas possam ser usadas como alvos para o
desenvolvimento de novos anti-helminticos.

Sendo assim conforme os dados obtidos no presente estudo, pode-se afirmar
gue o extrato hidroetandlico foi eficaz apds 14 dias em Unica dose, apresentando
reducdo de 96,6% no periodo de avaliacdo poés-tratamento (HOTSON et al. 1970 e
MARTIN et al., 1985). Assim, 0 extrato bruto da Piper cubeba na concentracao de 25
mg/mL e na dosagem de 5 mg/kg apresentou efetividade com redugcdo acima de
95% apoOs 14 dias permanecendo efetivo até o 28° dia. O estudo 1, por ter sido
realizado com metade da dose utilizada no estudo 2, houve necessidade de 3

aplicacdes para comecar a obter uma reducao acima de 90%.
1.4.2.1. Andlise dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos analisados ndo demonstraram alteracdes com
relacdo aos padrbes de referéncia apos a aplicacdo do extrato, com excecao da
uréia que ja vinha alterada antes da aplicacdo, uma vez que, qualquer processo que
induza um aumento do catabolismo proteico, como alimentagédo, pode resultar em
elevacao na concentracdo sanguinea de uréia (SATAKE et al., 2006).

Alguns autores avaliaram a toxicidade do extrato bruto da Piper cubeba por
diferentes protocolos e encontraram um LD50 maior que 2000 mg/kg em ratos
machos albinos Wistar (PERAZZO et al., 2013; MOUID et al., 2016). Do mesmo
modo, estudo avaliando o potencial tripanocida das moléculas cubebina e hinokinina
em camundongos infectados com Tripanosoma cruzi na dose de 50 mg/kg também
nao observaram toxicidade (ESPERANDIM et al., 2013).

1.4.3. Estudo 3:

O extrato hexanico da Piper cubeba na concentragdo de 25 mg/mL e

dosagem de 5 mg/kg ndo apresentou eficAcia como no estudo 2 com o extrato
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hidroetandlico na dose de 5 mg/kg. No entanto apresentou resultado semelhante ao
do estudo 1 apds a administracdo da primeira dose de 2,5 mg/kg do extrato
hexanico.

Analisando os resultados obtidos na cultura de larvas, o extrato hexanico
também mostrou efetividade contra o género de Haemonchus, o qual é o principal
parasita de ovinos no Brasil Arosemena et al. (1999); Amarante et al. (2004) e
Ramos et al. (2004). Da mesma forma, em estudo testando extratos hexanico e
etandlico da semente de manga (Mangifera indica) em ovos de Haemonchus spp foi
observado que o extrato etandlico inibiu 95,66% da eclosdo dos ovos a 50mg/mi
comparado ao extrato hexanico fornecido na mesma concentracdo, porém, nao
apresentou significancia entre os tratamentos (COSTA et al., 2002). Por outro lado, a
cultura de larvas realizada no presente estudo também evidenciou resisténcia do género

Oesophagostomum ao extrato hexanico.
1.5. CONCLUSAO

O extrato hidroetanodlico da Piper cubeba, demonstrou acéo antiparasitaria
para nematddeos gastrintestinais de ovinos em uma ou em trés aplicacbes
dependendo da dose utilizada, sem apresentar sinais de toxicidade.

O extrato hexanico ndo apresentou efetividade como o extrato hidroetandlico,
ainda que sua acao aponte certa capacidade anti-helmintica.

Mais estudos devem ser realizados buscando maior conhecimento sobre a

eficacia do produto.
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