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RESUMO
Haemonchus contortus constitui um dos principais nematoides parasitos de pequenos
ruminantes, que induzem a grandes perdas econdmicas. O controle desse parasito se baseia
principalmente na utilizacdo de anti-helminticos sintéticos. Porém, o uso inadequado ocasionou
a selecdo de populagdes resistentes, estimulando, assim, a busca por novas alternativas. Os
6leos essenciais apresentam uma diversidade de bioatividades e quando combinadas com
compostos sintéticos podem aumentar a eficiéncia dos medicamentos atrasando surgimento de
especies resistentes e melhorando a eficiéncia. Dessa forma, objetivou-se explorar a atividade
anti-helmintica dos 6leos essenciais de Cinnamomum cassia, Cinnamomum camphora, Litsea
cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus e Citrus
aurantium var. amara, livres e combinados a compostos sintéticos como, tiabendazol e
ivermectina. Os produtos foram avaliados in vitro por meio dos testes de eclosdo de ovos (TEO)
e desenvolvimento larvar (TDL). A andlise estatistica foi calculada utilizando o programa
GraphPad Prism 8.0 para determinacdo das médias da ICso e 0 programa SynergyFinder Plus
para avaliacdo das combinacgdes com a classificacdo de sinergismo ou antagonismo. Os 06leos
essenciais com a melhor eficiéncia de acordo com TEO foi C. cassia (0,058 mg/mL), seguido
de E. caryophyllus (0,065 mg/mL). Segundo os valores de TDL ICsg, 0s 6leos com melhor
desempenho foi L. cubeba (0,046 mg/mL) e C. cassia (0,055 mg/mL). Os 6leos essenciais C.
flexuosus e C. winterianus combinados com tiabendazol apresentaram um forte sinergismo (SC:
10.28; 9.50). E, a combinagdo de Ivermectina com o 6leo essencial C. aurantium var amara
apresentou o melhor sinergismo (SC: 7.2) oposto do 6leo de L. cubeba, que apresentou um forte
antagonismo (SC: -23.38). Em conclusdo, os o¢leos essenciais exibiram atividade anti-
helmintica sobre ovos e larvas de H. contortus. A combinacdo com sintéticos apresentou
interacOes sinérgicas e antag6nicas. Portanto, futuros estudos devem ser realizados para

elucidar melhor os mecanismos de interacdes e a viabilidade de sua eficacia in vivo.

Palavras-chave: Sinergismo. Antagonismo. Produtos naturais. Endoparasitas.
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1. INTRODUCAO

Haemonchus contortus € um parasito gastrointestinal que afeta, particularmente, ovinos
e caprinos. A alta carga parasitaria reduz a producéo de carne, leite e 13, afetando negativamente
a economia (Besier et al., 2016; Salle et al., 2019). A infeccdo pode se revelar de forma aguda
ou crbnica, apresentando como principais sintomas clinicos: anemia e edema submandibular
(Selemon, 2018). O método de controle mais utilizado, se baseia na aplicacdo de anti-
helminticos sintéticos com destaque para os benzimidazéis (BZs) e lactonas macrociclicas
(LM) (Herath et al., 2021).

Os BZs agem sobre as B-tubulinas inibindo sua ligacédo e, consequentemente, a formacao
de microtabulos, um exemplo desta classe é o tiabendazol (Son et al., 2020). O grupo das
lactonas macrociclicas € representado pelas avermectinas e milbemicinas, e tem como principal
meio de acdo nos tecidos do trato digestivo e na abertura dos canais de cloro mediadas por
glutamato (Moreno et al., 2021). Dentro da classe das avermectinas, se destaca a lvermectina,
proveniente dos produtos de fermentacdo da bactéria Stheptomyces avermitilis (Martin et al.,
2021).

Entretanto, o uso frequente e aplicacdes irregulares de compostos anti-helminticos,
acelerou a selecdo de populacOes resistentes (Potarniche et al., 2021). A resisténcia anti-
helmintica (RA) se caracteriza, como, uma perda hereditaria da sensibilidade do anti-helmintico
em uma populacdo que anteriormente era suscetivel (Fissiha e Kinde, 2021). A resisténcia a
ivermectina, se baseia em relatos de que os alvos do tratamento, como, 0s canais de cloro
tenham sofrido mutagdes nos genes responsaveis pela codificacdo de suas proteinas (Kotze et
al., 2014).

Nos ultimos anos, foi relatado que os Gleos essenciais (OEs) de varias espécies de
plantas apresentaram um grande potencial farmacologico (Sharifi-Rad et al., 2017). Esses se
caracterizam por ser liquidos oleosos que sdo extraidos de varias partes das plantas (folhas,
sementes, cascas, raizes, flores e frutos) (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2018). Em sintese,
destacam-se por apresentarem diferentes tipos de atividades biologicas incluindo
antibacteriana, antifungica, anticancerigena e, também, anti-helmintica (Alvarez-Martinez &
Barrajon-Catalan, 2021; Abd Rasehd et al., 2021; Sharma et al., 2022; Ferreira et al., 2018).

Os compostos bioativos dos OEs, possuem efeitos sinérgicos que intensificam a
atividade farmacoldgica (Ali-Shtayeh et al., 2019). Alias, a sua combinacdo com drogas
sintéticas demonstra ser benéfica no combate a resisténcia parasitaria em razdo dos compostos

apresentarem mecanismos de a¢do diferentes (Lanusse et al., 2018). Portanto, o presente estudo
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teve como objetivo avaliar os efeitos in vitro dos 6leos essenciais de Cinnamomum cassia,
Cinnamomum camphora, Litsea cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus,
Cymbopogon flexuosus e Citrus aurantium var. amara, individualmente e associados com

tiabendazol e ivermectina sobre diferentes fases do ciclo de Haemonchus contortus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Compostos e GC-MS

Os 6leos essenciais foram adquiridos da Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande,
S@o Paulo). O seu grau de pureza foi avaliado em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra, com a injecéo de 1
ML de solucdo 3:500 de 6leo em hexano (Auto injetor AOC-20i), foi utilizado uma coluna
capilar de silica Rtx-5MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno revestido com 5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 um de espessura do filme).
A temperatura do forno do CG foi programa de 60 °C a 240 °C (10 min) a 3 °C/min, as
temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferéncia e camara de ionizacdo foram de
250, 250 e 200 °C, respectivamente. Hélio foi usado como gas de arraste com fluxo de
ImL/min. Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV com scans
automaticos (varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a 0,30 scans/s. A identificacdo dos
componentes foi baseada no tempo e indice de retencgdo linear (série de n-alcanos Cg-C40), na
interpretacdo e comparacao dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas Adams 2006,
Nist 2011 e FFNSC 2. Os compostos sintéticos tiabendazol e ivermectina foram obtidos na
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

2.2. Manutencéo da cepa de Haemonchus contortus

Ovinos e caprinos mantidos na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), foram
infectados com uma popula¢do monoespecifica de H. contortus que se encontra no laboratério
de controle de parasito (LCP). Este projeto esta inserido no Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da UFMA com o numero de protocolo 23115.005443/2017-51.

2.3. Teste de Eclodibilidade de Ovos (TEO)

Ovos de H. contortus foram coletados de animais artificialmente infectados, conforme

descrito por Coles et al., (1992). As fezes frescas foram maceradas e processadas em peneiras
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granulométricas (500 um; 105 pum; 55 pm; 25 um) para que 0s ovos sejam retidos. Os ovos
foram suspensos em solugdo salina saturada e lavado em agua destilada posteriormente.

O teste foi baseado na metodologia de Coles et al. (1992). Cerca de 100 ovos por poco
foram adicionados em placas de 96 pogos, com o0s tratamentos e controle. Os 6leos essenciais
foram dissolvidos em Tween 80 a 3%, e o Tiabendazol em DMSO 5%, com diluigéo seriada de
50% para obtencdo de 12 concentragdes (10 a 0,005 mg/ml). As placas foram mantidas em
B.O.D. em torno de 27 °C por 48h. Apods esse periodo, adicionou-se 10 L de Lugol para leitura
em microscopio invertido. Todos os 6leos, sintético e controles foram realizados em triplicata
e 0s que apresentaram a melhor média do indice de concentracdo letal (IC50) foram

selecionados para combinagé&o.

2.4. Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL)

O teste de desenvolvimento larvar seguiu 0 método descrito por Demeler et al., (2010).
Uma suspenséo de 100 pL ovos foram adicionados em uma placa de 96 pogos, armazenada em
B.O.D. sob 27 °C de temperatura e 80% de umidade. Apds 24h foi adicionado meio nutritivo
com as 12 concentragfes do produto (10 a 0,005 mg/ml) diluido em DMSO 1%. A incubacao
permaneceu por mais 5 dias e a proporcdo de larvas de estagio L1 e L3 foram contadas em
microscopio invertido. Todos os 6leos, sintético e controles foram realizados em triplicata e 0s
que apresentaram a melhor média do indice de concentracdo letal (ICso) foram selecionados

para combinacao.

2.5. Combinac&o de anti-helminticos sintéticos com Oleos essenciais

O desenho experimental e o indice de combinacdo foram baseados nos métodos de Fu
et al. (2016), com a projecdo de dados considerando 3 doses acima da ICso com dilui¢des

seriadas de 50%.

2.6. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em porcentagem de efic&cia da inibigdo da eclosdo de
ovos, e desenvolvimento larvar. Os experimentos foram analisados e calculados por meio do
programa GraphPad Prism 8.0. Para analise das combinagdes de drogas, foi utilizado o

programa SynergyFinder Plus (Zheng et al., 2022). O programa utiliza quatro modelos
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matematicos de referéncia a interacdo medicamentosa: agente Unico mais alto (HSA), que
quantificam o grau de sinergia como 0 excesso sobre a resposta maxima de um dnico
medicamento; definicdo de independéncia (Bliss), calcula o efeito multiplicativo de
medicamentos Unicos como se eles agissem independentemente; modelo Loewe (Loewe)
calcula a resposta esperada correspondente a um efeito aditivo como se os medicamentos Gnicos
fossem 0s mesmos composto e poténcia de interagdo zero (ZIP) que calcula o efeito como se as
drogas isoladas ndo afetassem a poténcia uma da outra. O escore de sinergismo (SS) > 5 foi
categorizado como forte sinergia, e < 5 como forte antagonismo. Para definir a sensibilidade da
combinacdo dos compostos, utilizou-se um modelo de pontuacdo de sensibilidade de
combinagdo (CSS) que calcula a inibigéo relativa de uma combinacdo de drogas com base na
area sob as curvas de dose-resposta em escala 1og10 das doses de ICso de cada constituinte
(Malyutina et al., 2019).

3. RESULTADOS

3.1. Anélise GC-MS

A composi¢do quimica de cada 6leo é apresentada na Tabela 1. A anélise por GC-MS
identificou os principais constituintes dos 6leos de Cinnamomum cassia, Cinnamomum
camphora, Litsea cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus, e Cymbopogon
flexuosus. Os majoritarios de cada 6leo foram Cinamaldeido (57.02%), 1,8 cineol (37.66%),
Citral (32,23%), Eugenol (82.94%), Citronelal (31.65%) e Citral (58.63%), respectivamente.

3.2. Inibicéo na eclodibilidade de ovos

A eficécia individual in vitro dos diferentes Oleos foi avaliada neste estudo e todos
apresentaram atividade anti-helminticaem TEO (Tabela 2). O controle negativo ndo apresentou
efeito sobre os ovos (indice de eclosdo de ovos = 100%). Os OEs que apresentaram menor ICso
foram: C. cassia (0,058 mg/mL) e E. caryophyllus (0,065 mg/mL). Em seguida, os demais 6loes
exibiram as seguintes 1Cso: L. cubeba (0,190 mg/mL), C. flexuosus (0,211 mg/mL) C.
camphora (0,736 mg/mL), C. winterianus (0,888 mg/mL). O OE de C. aurantium var amara
expressou a maior 1Cso (3,319 mg/ml), por isso ndo foi selecionado para combinagdo. A ICso
para tiabendazol de acordo com TEO foi 0,000738 mg/ml (Tabela 2).
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3.3. Inibicdo no desenvolvimento larval

Todos os 6leos também apresentaram eficacia in vitro quando avaliadas no ensaio de
TDL (Tabela 3). Os OEs de L. cubeba e C. cassia exibiram a menor ICsq (0,046 e 0,055 mg/mL,
respectivamente), seguido por C. flexuosus (0,100 mg/mL), E. caryophyllus (0,164 mg/mL), C.
aurantium var amara (0,555 mg/mL), e C. winterianus (0,609 mg/mL). Em contraste, C.
camphora apresentou a maior 1Cso (0,959 mg/mL), sendo excluida da combinacdo com
Ivermectina. A média da ICso de Ivermectina foi de 2,432 ng/mL de acordo com TDL (Tabela
3).

3.4. Associacio de Oleos essenciais com Tiabendazol

A combinac&o de 6leos essenciais com os sintéticos, foram avaliadas usando o0s ensaios
de TEO para associagdo com tiabendazol. Os mapas de sinergismo com os indices de
sensibilidade sdo apresentados na Figura 1A. Os Oleos essenciais de C. flexuosus e C.
winterianus apresentaram um efeito altamente sinérgico quando combinado com Tiabendazol
(SS: 10,28; 9,50, respectivamente) com um escore de sensibilidade (CSS) de 67,72% e 65,15%,
nessa ordem. Em contraste a combinacdo de L. cubeba + TBZ (SS: -4.17; CSS: 52.44) e C.
cassia + TBZ (SS: -4.29; CSS: 58.73) exibiram efeitos antagonicos. As demais combinacdes
como: C. camphora + TBZ (SS: -5.84; CSS: 53.95) e E. caryophyllus + TBZ (SS: -7,41; CSS:
39,16) apresentaram os piores indices sinérgicos, sendo considerados altamente antagénicos

(Figura Sup.1).

3.5. Associacio de Oleos essenciais com lvermectina

A combinacdo dos OEs com Ivermectina foi realizada por meio do ensaio de TDL. Os
mapas de sinergismo e os indices de sensibilidade sdo apresentados na figura 1B. Somente a
combinacdo de C. aurantium var amara + IVM apresentou sinergismo (SS: 5,85; CSS de
60.66). As demais combinagdes como: C. cassia + IVM (SS:-2.09; CSS:58,83), C. winterianus
+ IVM (SS: -4,81; CSS: 51.96), apresentaram antagonismo. C. flexuosus + IVM (SS: -10.89
CSS: 39.51) e E. caryophyllus + IVM (SS: -13.52; CSS: 58.18), foram altamente antagdnicas
(Fig. Sup.5).
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4. DISCUSSAO

A estratégia de combinar sintéticos com produtos naturais surge como uma forma de
melhorar sua eficacia, reduzir sua toxicidade e a combater a resisténcia anti-helmintica
(Lanusse et al., 2018). Além disso, o sinergismo entre dois ou mais componentes, reforca o
efeito um do outro com a presenca de dois ou mais mecanismos de acao (Ni et al., 2021).

No presente estudo, 0 OE de C. cassia e E. caryophyllus apresentaram a melhor 1Cso
quando avaliados individualmente no teste de ecloséo de ovos. Os seus principais constituintes,
de acordo com 0 GC-MS foram cinamaldeido e eugenol respectivamente. Estes majoritarios ja
tém sua atividade anti-helmintica comprovada in vitro sobre ovos de H. contortus com ICso de
0,0018 e 0,57 mg/mL, na devida ordem (Katiki et al., 2014).

A quitina é um componente estrutural da parede celular da membrana do ovo de H.
contortus (Gong et al., 2022). O modo de a¢do dos OEs e seus majoritario podem estar ligados
a esta estrutura de protecdo do ovo. O cinamaldeido diminui a sintese de quitina de Geotrichum
citriaurantii, apds uma exposicao de 60 min (OuYang et al., 2019). O eugenol, também, exerce
efeitos sobre a parede celular de Alternaria sp, com o0 aumento da atividade de B-1,3-glucanase,
uma hidrolise responsavel pela quebra de glicanos de algas, plantas e fungos (Ge et al., 2020).

Os 6leos essenciais de L. cubeba e C. flexuosus apresentaram valores de I1Cso de 0,160
mg/ml; 0,214 mg/ml, respectivamente. Estes apresentam o mesmo constituinte majoritario, o
citral. Este composto quando avaliado sobre ovos de H. contortus apresentou um valor alto de
ICs0 0,30 mg/mL (Sousa et al., 2021), comparado com os valores apresentados pelo 6leo. Dessa
forma, deve ser considerado, interacfes entre outros constituintes do 6leo, com agdes sinergicas
(Katiki et al., 2017).

O OE de C. winterianus teve ICso de 0,453 mg/ml, e 0 seu majoritario citronelal, pode
ser 0 principal responsavel por sua atividade anti-helmintica. Este monoterpendide quando
avaliado sobre ovos de cepas sucetiveis de H. contortus obteve ICso de 0,3 mg/ml (Araudjo-Filho
et al., 2018). Contudo, vale ressaltar que em dosagens altas, esse constituinte se mostrou toxico
quando avaliado em camundongos (Araudjo-Filho et al., 2019).

O género citrus sdo bem relatados por apresentar inumeras atividades biologicas,
incluindo suas aplicacBes medicinais e aromaterapedticas (Dosoky et al., 2018). Apesar de
Citrus aurantium var amara ter apresentado a maior I1Cso (3,319 mg/mL) no TEO, sua atividade
foi melhor quando avaliado sobre o teste de desenvolvimento larval com uma ICsg de 0,555
mg/mL. O oleo essencial de C. aurantifolia que, também, tem como principal componente o

limoneno, apresentou melhor desempenho na inibicdo do desenvolvimento larval do que na
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inibicdo da eclodibilidade de ovos (Ferreira et al., 2018). Assim, 0s mecanismos de a¢ao desses
6leos e de seu principal constituinte, pode estar associado com a devida fase do parasito,
atuando melhor em larvas.

O Oleo essencial de L. cubeba apresentou a melhor atividade na inibicdo do
desenvolvimento larval com ICso de 0,045 mg/mL. Seu bom desempenho pode estar associado
como inibicdo da permeabilidade da membrana celular e bloqueio do metabolismo respiratorio,
0 que impede a funcdo normal do acido nucléico (Dai et al., 2021). Em contraste, o0 6leo de C.
camphora apresentou a maior 1Cso (0,958 mg/mL) em TDL, assemelhando-se ao valor da ICso
(0,972 mg/mL) para TEO. Com uma atividade exibida em dosagens altas, fica inviavel sua
administracdo em teste in vivo. Devido a composicao variavel de componentes dos OEs, eles
podem ser altamente tdxicos para animais com doses muito altas (Lanzerstorfer et al., 2021).

Os OEs possuem a capacidade de interagir com os lipideos da membrana, perturbando
a estrutura celular, facilitando a entrada e acdo dos sintéticos (Sharma et al., 2020). A interacdo
entre o 6leo de C. flexuosus e C. winterianus com o tiabendazol testado em ovos, apresentou o
maior indice de sinergismo (10.28; 9.50). A combinagdo de albendazol com monoterpenos
quando avaliados em ovos de H. contortus, demonstrou alteragfes estruturais, como aumento
da rugosidade da superficie do ovo (Silva et al., 2021). Desta forma, 6leos essenciais e seus
principais constituintes induzem danos e lesdes a estruturas dos ovos, facilitando a capacidade
do sintético em agir na polimerizacdo dos microtubulos, impedindo a falha na divisdo celular
(Lima et al., 2010). Em relacdo as interacBes quimicas da combinacdo, uma avaliacdo com
espectroscopia de infravermelho indicou uma forte interacdo entre compostos sintéticos com
monoterpenos (Silva et al., 2021).

A combinacdo de C. aurantium var. amara com lvermectina foi a mais promissora
sinergicamente. O limoneno, que é o seu principal constituinte, aumentou a eficacia da
Ivermectina em isolados resistentes e sensiveis de H. contortus no teste de desenvolvimento
larval (Pacheco et al., 2022). Vermes adultos resistentes quando expostos a combinacéo de IVM
+ limoneno, apresentou menor expressao de proteinas de transporte de transmembranas (PgP)
que livra as células de moléculas toxicas, supondo que o limoneno pode modular esses genes
(Pacheco et al., 2022).

A combinacdo de L. cubeba + TBZ e C. cassia + TBZ, apresentaram atividade
antagbnicas. Vale ressaltar que dentro da faixa de concentracfes determinadas dosagens do
estudo, exibem escores de sinergismo. O mesmo acontece com as combinacdes de 6leo de C.

cassia e C. winterinaus com Ivermectina, que exibiram uma média antagbnica, mas
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apresentaram doses de classificacdo sinérgicas. Com isto, fica evidente que algumas
combinac@es de drogas anti-helminticas necessitam de concentracGes efetivas para alcancar o
modo de acdo no parasito, garantindo sua eficacia (Lifschitz et al., 2017).

A evidéncia de um forte antagonismo, também, foi relatada nas combinacgdes de C.
camphora+TBZ e E. caryophyllus + TBZ. Os mecanismos responsaveis pelo antagonismo
entre essa combinacdo, sdo menos conhecidos e investigacbes devem ser realizadas. Sendo
assim, o que se pode hipotetizar € que os alvos das drogas acabam se sobrepondo, gerando uma
competicdo que influencia o efeito quando combinados (Ke et al., 2021). Além disso, as
combinagbes com efeitos altamente antagonistas podem ter produzido um produto inativo,
devido a intera¢Bes quimicas dos farmacos (Naish, 2018). Assim, os efeitos de uma determinada
combinacdo de compostos pode acabar alterando a atividade bioldgica de um dos componentes,
reduzindo a eficacia geral dos compostos em combinacdo (Caesar et al., 2019).

As combinac@es dos 6leos de C. flexuosus, E. caryophyllus e L. cubeba com Ivermectina
também foram altamente antagénicas, e o escore sinérgico foi relativamente menor comparado
com Tiabendazol. A ivermectina atua como um modulador alostérico positivo, abrindo
seletivamente canais i6nicos inibitorios de cloreto, controlados por glutamato nas membranas
de musculos faringeos e nervos motores (Martin et al., 2021). Aliado a isso, recentemente foi
descoberto que terpenos atuam como moduladores alostéricos negativos em receptores
nicotinicos sensiveis ao levamisol, diminuindo a frequéncia de eventos de abertura (Hernando
et al., 2019). Dessa forma, as duas drogas atuem em diferentes receptores, exercendo agoes
opostas, 0 que caracteriza um antagonismo fisioldgico (Waller et al, 2021). Além do mais, se a
atividade for no mesmo receptor, deve levar considerar o principio da exclusividade mutua
(apenas 1 ligante pode ocupar o receptor por vez). Com isto a atividade pode ser reduzida devido

a competitividade dos farmacos por um receptor.

5. CONCLUSAO

Em concluséo, todos os 0leos essenciais apresentaram eficacia sobre ovos e larvas de
H. contortus. Ademais, as combina¢Bes com sintéticos exibiu classificagcGes sinérgicas e
também antag6nicas. Quanto a atividade de eclosdo de ovos, 0s 6leos de C. winterinaus e C.
flexuosus em combinacdo com tiabendazol, apresentaram os melhores indices sinérgicos. No
que diz respeito ao desenvolvimento larval, apenas o 6leo de C. aurantium var amara em

combinagdo com Ivermectina, demonstrou sinergismo. Nossos resultados fornecem evidéncias
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promissoras da atividade anti-helmintica de dleos essenciais, que pode ser usada em terapia
combinada com drogas sintéticas como tiabendazol e ivermectina, aumentando sua eficacia. O
devido uso desses compostos naturais em combinacdo apresentam doses efetivas menores,
evitando a toxicidade. Além disso, a complexidade dos mecanismos de acdo, controla o
surgimento de populagdes resistentes do parasito. Futuros estudos devem ser realizados
avaliando formulacGes adequadas para investigar sua eficacia in vivo, comprovando sua

viabilidade para o controle de nematodeos gastrintestinais.
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491  Tabela 1. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais.

Composto RI2 Composigéo do 6leo
C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C. camphora C. aurantium var amara

Benzadeildo 6.494 7.47 - - - - - R
Anisaldeido 17.42 1.77 - - - - - R
Cinamaldeido 18.543 57.02 - - - - - R
Cumarina 25.274 4.79 - - - - - -
Acetato de cinamil 25.687 8.37 - - - - - -
Acido cinamico 25.995  7.57 - - - - . B
2-Metoxicinamaldeido 29.121 4.78 - - - - - R
Hexan-2-one 3.067 0.04 0.03 - 0.04 0.02 - 0.07
Hexan-3-ol 3.126 0.02 0.02 - - 0.02 - -
Sabinene 6.903 0.05 0.04 0.27 0.13 0.05 4.85 0.38
n-decano 7.637 0.02 - 0.07 0.25 0.10 0.02 -
p-cimene 8.492 0.03 - 0.74 - - 12.88 0.15
Acetofenona 10.140 0.62 - - - - - R
Benzilformato 10.362 0.05 - - - - - -
orto-guaiacol 10.826 0.38 - - - - - R
Alcool fenetilico 11.755 0.11 - - - - - _
Hidrocinamaideido 13.760 0.16 - - - - - R
Benzoato de etila 14.243 0.71 - - - - - R
Fenetil formato 14.327 0.74 - - - - - R
Formato de isobornila  16.578 0.11 - - - - - -
Acido fenilacético 17.733 013 - - - - - .
Acetato de feniletil 17.787 0.19 - - - - - R
orto-acetanisole 19.337 0.04 - - - - - R
Ciclosativeno 22.465 0.03 - - - - - -
Acido-o-anisico 27.141  0.06 - - - - - _

Benzoato de benzila 37.789 0.16 - - - - - R
492
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Tabela 1. Cont.

Composto RI2 Composicao do 6leo

C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C.camphora C. aurantium var amara

Benzoato de fenetil 40.874 0.09 - - - - - -

Fenetil cinamato 51.040 0.36 - - - - - -
Estragole 15.328 - 0.04 - - - - -
Chavicol 17.697 - 0.11 - - - - -
Eugenol 22.426 - 82.94 - - 0.47 - -
dihidroeugenol 22.630 - 0.04 - - - - -
0-copaeno 22.979 - 0.08 - - - - -
Vanilina 23.775 - 0.15 - - - - -
Metileugenol 24.104 - 0.08 - - - - -
B-longipipeno 24.248 - 0.08 - - - - -
f3-isocomeno 24.483 - 0.40 - - - - -
(E) -cariofileno 24.795 - 9.63 - - 0.16 - -
y-elemeno 25.235 - 0.49 - - - - -
a-guaieno 25.642 - 0.09 - - - - -
a-humuleno 26.145 - 2.25 - - 0.11 - -
Aromadendreno 26.245 - 0.12 - - - - -
a-muruuleno 28.025 - 0.05 - - 0.59 - -
oxido de cariofileno 31.237 - 1.37 1.49 2.72 - - -
Humuleno epoxido Il 32.233 - 0.18 - 0.23 - - -
Triciclono 5.547 - - 0.12 0.29 - 0.02

a-pineno 5.833 - - 0.85 0.26 0.02 8.54 0.45
Campheno 6.238 - - 0.68 2.63 - 0.96 -
f-pineno 7.028 - - 1.16 - 0.05 2.19 -
Sulcatona 7.221 - - 3.04 1.15 0.05 0.10

Limoneno 8.659 - - - 0.33 2.98 19.79 56.81
1,8 cineol 8.744 - - 4.16 - - 37.66 -

Isoamil-piruvato 9.469 - - 0.14 - - - -



Tabela 1. Cont.

Composto RI2 Composicao do 6leo

C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C.camphora C. aurantium var amara
Oxido de linalol cis-  10.213 - - 1.25 - - - 0.11
furanoide
Oxido de linalol trans-  10.807 - - 1.17 0.35 - - 0.07
furanoide
Linalool 11.236 - - 1.48 0.99 0.68 - 0.31
trans-2,8-p- 12.074 - - 0.22 - - - -
menthadien-2-ol
cis-2,8-p-menthadien-  12.659 - - 0.11 - - - -
2-ol
a-campholenal 12.315 - - 0.11 - - 0.10 -
cis-p-terpineol 13.062 - - 0.14 - - - -
Citronellal 13.400 - - 0.16 - - - -
Oxido de linalol cis- 14.075 - - 0.22 - - - -
piranoide
Oxido de linalol trans-  14.276 - - 0.20 - - - -
piranoide
Terpinen-4-ol 14.440 - - 0.11 - - - -
a-terpineol 14.994 - - 0.30 0.13 0.05 - -
Citronellol 16.589 - - 0.29 - 11.53 - -
Neral 17.125 - - 12.75 21.85 0.28 - -
Carvona 17.242 - - 0.58 - - - 5.31
Piperitona 17.676 - - 0.92 - - - -
Geranial 18.403 - - 19.48 36.78 0.69 - -
formato de citronelila  18.614 - - 0.11 - 0.04 - -
Acido neranico 20.693 - - 0.57 0.23 - - -
Acido geranico 22.249 - - 7.18 2.29 - - -
4-heptanona 4.357 - - - 0.04 - -

n-octanal 7.735 - - - 0.09 - - 0.14



Tabela 1. Cont.

Composto RI2 Composicao do 6leo
C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C.camphora C. aurantium var amara

4-nonanona 10.182 - - - 3.49 - - -
Borneol 13.960 - - - 0.24 - - -
(E)-isocitral 14.644 - - - 0.12 - - -
Geraniol 17.716 - - - 4.40 22.04 - -
formato de geranila 19.770 - - - 0.79 0.08 - -
Ciclosativeno 22.572 - - - 0.14 - - -
Acetato de geranila 23.219 - - - 3.91 4.78 - -
f3-bourbonene 23.320 - - - 0.10 - - -
cubebol 27.777 - - - 0.17 0.14 - -
y-cadineno 28.564 - - - 2.68 0.65 - -
butanoato de geranilo  30.339 - - - 0.19 - - -
Mirceno 7.372 - - - - 0.03 0.95 0.10
Bergamal 9.484 - - - - 0.21 - -
Isopulegol 13.095 - - - - 1.8 - -
Formato de citronelila  18.606 - - - - 0.04 - -
Acido citronelico 20.326 - - - - 0.28 - -
neo-mentol-8-hydroxy  21.014 - - - - 0.09 - -
Acetato de citronelila ~ 21.930 - - - - 3.51 - -
{3 -elemeno 23.601 - - - - 3.74 - -
y-muuroleno 27.045 - - - - 0.23 - -
Germacreno D 27.224 - - - - 1.21 - -
B -selineno 27.426 - - - - 0.08 - -
Germacreno A 28.188 - - - - 0.10 - -
A-candineno 28.920 - - - - 2.02 - -
a -candineno 29.458 - - - - 0.12 - -
Elemol 29.929 - - - - 5.44 - -
Germacreno D-4-ol 30.924 - - - - 0.68 - -

(2)-Sesquilavandulol 32.496 - - - - 0.15 - -



Tabela 1. Cont.

Composto RI2 Composicao do 6leo

C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C.camphora C. aurantium var amara
y-eudesmol 33.053 - - - - 0.37 - -
a -epi-muurolol 33.435 - - - - 0.60 - -
o -muurolol 33.593 - - - - 0.07 - -
{3 -eudesmol 33.732 - - - - 0.44 - -
Cadin-4-en-10-ol 33.896 - - - - 1.04 - -
(2Z,6E)-Farnesol 36.336 - - - - 0.05 - -
o -tujeno 5.627 - - - - - 0.21 -
o -fencheno 6.195 - - - - - 0.11 -
Heptan-2-ol 6.300 - - - - - 0.21 -
cis-pineno 7.117 - - - - - 0.02 -
A-2-careno 7.725 - - - - - 0.05 -
cis-p-mentha-1(7),8- 7.820 - - - - - 0.03 0.16
dien-2-ol
1,4 cineol 8.179 - - - - - 0.44 -
Isobutirato de prenila 9.477 - - - - - 0.03 -
Fenchone 10.822 - - - - - 0.03 -
Epoximirceno 10.971 - - - - - 0.03 -
a-6xido-pineno 11.221 - - - - - 0.22 -
Perileno 11.304 - - - - - 0.04 -
trans-2,8-p- 12.072 - - - - - 0.17 0.86
menthanediol
cis-6xido-limoneno 12.597 - - - - - 0.76 1.07
trans-Oxido-limoneno  12.781 - - - - - 0.46 3.06
trans-verbenol 13.068 - - - - - 0.17 -
Sabinacetona 13.579 - - - - - 0.05 -
Pinocarvona 13.807 - - - - - 0.14 -
Criptona 14.766 - - - - - 0.55 -

Mirtenal 15.222 - - - - - 0.28 -
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Tabela 1. Cont.

Composto RI2 Composicao do 6leo

C.cassia E.caryophyllus L.cubeba C.flexuosus C.winterinaus C.camphora C. aurantium var amara
Verbenona 15.755 - - - - - 0.14 -
trans-carveol 16.171 - - - - - 0.35 -
cis-carveol 16.672 - - - - - 0.09 1.09
cuminaldeido 17.053 - - - - - 0.13 -
trans-ascaridolglicol 18.295 - - - - - 0.20 -
p-cimen-7-ol 19.237 - - - - - 0.09 -
trans-p-menth-6-em- 2.904 - - - - - 0.12 -
2,8-diol
Limona cetona 12.493 - - - - - - 0.08
cis-p-mentha-2,8-dien-  12.650 - - - - - - 0.54
1-ol
Nonanol 14.156 - - - - - - 0.06
acetofenona 14.695 - - - - - - 0.13
cis-p-mentha-1(7),8- 16.555 - - - - - - 0.16
dien-2-ol
Perilaldeido 18.526 - - - - - - 0.25
trans-Oxido-carvona 18.708 - - - - - - 0.50
Limonen-10-ol 19.230 - - - - - - 0.09
Alcool perilico 19.590 - - - - - - 0.46
Isoascaridole 19.850 - - - - - - 0.03
NIP 60.661 4.05 1.76 27.81 13 0.98 6.19 23.04
Total 100 100 100 100 100 100 100

a Indice de retencdo linear. b. Compostos néo identificados.



494  Tabela 2. A média e o desvio padrdo das concentracdes de inibicdo necessarias para atingir
495  50% (ICso) da eclosdo dos ovos de H. contortus, com respectivos intervalos de confianca de
496  95% (1C95%).

Oleos Essenciais ICs0 +SD (mg/mL) 1C95% R2
C. cassia 0,046+0,025% 0,042-0,050 0,97
E. caryophyllus 0,060+0,019%4 0,054-0,064 0,97
L. cubeba 0,160+0,00824 0,145-0,177 0,98
C. flexuosus 0,214+0,007%A 0,195-0,236 0,98
C. winterianus 0,453+0,005% 1,071-0,480 0,99
C. camphora 0,972+0,014%A 0.865-1,098 0,98
C. aurantium var amara 3,319+0,005°B 3,117-3,538 0,98
Sintético ICs0 £SD (ug/mL) 1C95% R?
Tiabendazol 0,73+0,0944 0,630-0,880 0,91

497  R? = coeficiente de regressio. O valor de R? quantifica a qualidade do ajuste ndo-linear da
498  curva de regressdo realizada para estimar a 1Cso. Valores com letras minusculas diferentes séo
499  significativamente distintos entre os 6leos e com letras mailsculas entre o sintético.

500
501 Tabela 3. A média e o desvio padrdo das concentracGes de inibi¢do necessarias para atingir

502  50% (ICso) do desenvolvimento larval de H. contortus, com respectivos intervalos de confianga
503  de 95% (1C95%).

Oleos Essenciais IC50 £SD (mg/mL) 1C95% R?
Ivermectina 2,432e-5+0,053% 2,174e-5-2,731¢-° 0,96
C. cassia 0,054+0,003%4 0,049-0,060 0,98
E. caryophyllus 0,164+0,0292°A 0,149-0,180 0,96
L. cubeba 0,045+0,003* 0.040-0,050 0,98
C. flexuosus 0,100+0,00284 0,092-0,108 0,99
C. winterianus 0,609+0,006%° 0,545-0,680 0,98
C. camphora 0,958+0,004°8 0,885-1,037 0,98
C. aurantium var amara 0,554+0,006%°A 0,515-0,597 0,99

Sintético IC50 +SD (ng/mL) 1C95% R?
Ivermectina 2,432+0,0534 2,174-2,731 0,96

504 R?=coeficiente de regressdo. O valor de R? quantifica a qualidade do ajuste nio-linear da
505  curva de regressao realizada para estimar a 1Cso. Valores com letras minusculas diferentes séo
506 significativamente distintos entre os 6leos e com letras mailsculas entre o sintético.
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507
508 Figura 1. Mapa de sensibilidade de sinergismo. (A) Combinacéao de 6leos essenciais com

509  Tiabendazol. (B) Combinacdo de 6leos essenciais com Ivermectina. O modelo de referéncia
510 utilizada é de aditividade de Loewe.
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519

520 Figura Sup. 2. Mapa de calor com pontuac@es de sinergismo de acordo com poténcia de

521 interacdo zero (ZIP). (A) Combinacdo de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinacéo de E.
522  caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinacéo de L. cubeba com Tiabendazol. (D)
523  Combinacéo de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinacédo de C. winterianus com
524  Tiabendazol. (F) Combinagéo de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica

525  sinergismo e a verde antagonismo.
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Figura Sup. 3. Mapa de calor com pontuac6es de sinergismo de acordo com agente Unico
mais alto (HSA). (A) Combinacéo de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinacdo de E.
caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinacéo de L. cubeba com Tiabendazol. (D)
Combinacéo de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinacao de C. winterianus com
Tiabendazol. (F) Combinacao de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica

sinergismo e a verde antagonismo.
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Figura Sup. 4. Mapa de calor com pontuac6es de sinergismo de acordo com definicao de
independéncia (Bliss). (A) Combinacéo de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinagao de E.
caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinacéo de L. cubeba com Tiabendazol. (D)
Combinacéo de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinacao de C. winterianus com
Tiabendazol. (F) Combinacdo de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica

sinergismo e a verde antagonismo.
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5. Mapa de calor com pontuagdes de sinergismo de acordo com Loewe. (A)

de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinacéo de E. caryophyllus com

(C) Combinacéo de L. cubeba com Ivermectina. (D) Combinacdo de C.

flexuosus com Ivermectina. (E) Combinacdo de C. winterianus com lvermectina. (F)

Combinacédo de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica sinergismo e a verde

antagonismo.
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Citrus aurantium var amara (mg)

Figura Sup. 6. Mapa de calor com pontuacdes de sinergismo de acordo com poténcia de

interacéo zero (ZIP). (A) Combinagédo de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinacdo de E.

caryophyllus com lvermectina. (C) Combinacdo de L. cubeba com Ivermectina. (D)

Combinacéo de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinacéo de C. winterianus com

Ivermectina. (F) Combinagdo de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica

sinergismo e a verde antagonismo.
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Figura Sup. 7. Mapa de calor com pontuacdes de sinergismo de acordo com agente Unico

mais alto (HSA). (A) Combinacgéo de C. cassia com lvermectina. (B) Combinagéo de E.

caryophyllus com lvermectina. (C) Combinacéo de L. cubeba com lvermectina. (D)

Combinacéo de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinacéo de C. winterianus com

Ivermectina. (F) Combinagdo de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica

sinergismo e a verde antagonismo.
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Figura Sup. 8. Mapa de calor com pontuac6es de sinergismo de acordo com definicdo de

independéncia (Bliss). (A) Combinacéo de C. cassia com lvermectina. (B) Combinacéo de E.

caryophyllus com lvermectina. (C) Combinacdo de L. cubeba com Ivermectina. (D)

Combinacéo de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinacéo de C. winterianus com

Ivermectina. (F) Combinagdo de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica

sinergismo e a verde antagonismo.



