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RESUMO 34 

Haemonchus contortus constitui um dos principais nematoides parasitos de pequenos 35 

ruminantes, que induzem a grandes perdas econômicas. O controle desse parasito se baseia 36 

principalmente na utilização de anti-helmínticos sintéticos. Porém, o uso inadequado ocasionou 37 

a seleção de populações resistentes, estimulando, assim, a busca por novas alternativas. Os 38 

óleos essenciais apresentam uma diversidade de bioatividades e quando combinadas com 39 

compostos sintéticos podem aumentar a eficiência dos medicamentos atrasando surgimento de 40 

espécies resistentes e melhorando a eficiência. Dessa forma, objetivou-se explorar a atividade 41 

anti-helmíntica dos óleos essenciais de Cinnamomum cassia, Cinnamomum camphora, Litsea 42 

cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus e Citrus 43 

aurantium var. amara, livres e combinados a compostos sintéticos como, tiabendazol e 44 

ivermectina. Os produtos foram avaliados in vitro por meio dos testes de eclosão de ovos (TEO) 45 

e desenvolvimento larvar (TDL). A análise estatística foi calculada utilizando o programa 46 

GraphPad Prism 8.0 para determinação das médias da IC50 e o programa SynergyFinder Plus 47 

para avaliação das combinações com a classificação de sinergismo ou antagonismo. Os óleos 48 

essenciais com a melhor eficiência de acordo com TEO foi C. cassia (0,058 mg/mL), seguido 49 

de E. caryophyllus (0,065 mg/mL). Segundo os valores de TDL IC50, os óleos com melhor 50 

desempenho foi L. cubeba ( 0,046 mg/mL) e C. cassia (0,055 mg/mL). Os óleos essenciais C. 51 

flexuosus e C. winterianus combinados com tiabendazol apresentaram um forte sinergismo (SC: 52 

10.28; 9.50). E, a combinação de Ivermectina com o óleo essencial C. aurantium var amara 53 

apresentou o melhor sinergismo (SC: 7.2) oposto do óleo de L. cubeba, que apresentou um forte 54 

antagonismo (SC: -23.38). Em conclusão, os óleos essenciais exibiram atividade anti-55 

helmíntica sobre ovos e larvas de H. contortus. A combinação com sintéticos apresentou 56 

interações sinérgicas e antagônicas. Portanto, futuros estudos devem ser realizados para 57 

elucidar melhor os mecanismos de interações e a viabilidade de sua eficácia in vivo. 58 

 59 

 60 

 61 

Palavras-chave: Sinergismo. Antagonismo. Produtos naturais. Endoparasitas. 62 
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1. INTRODUÇÃO 64 

Haemonchus contortus é um parasito gastrointestinal que afeta, particularmente, ovinos 65 

e caprinos. A alta carga parasitaria reduz a produção de carne, leite e lã, afetando negativamente 66 

a economia (Besier et al., 2016; Salle et al., 2019). A infecção pode se revelar de forma aguda 67 

ou crônica, apresentando como principais sintomas clínicos: anemia e edema submandibular 68 

(Selemon, 2018). O método de controle mais utilizado, se baseia na aplicação de anti-69 

helmínticos sintéticos com destaque para os benzimidazóis (BZs) e lactonas macrocíclicas 70 

(LM) (Herath et al., 2021). 71 

Os BZs agem sobre as β-tubulinas inibindo sua ligação e, consequentemente, a formação 72 

de microtúbulos, um exemplo desta classe é o tiabendazol (Son et al., 2020). O grupo das 73 

lactonas macrocíclicas é representado pelas avermectinas e milbemicinas, e tem como principal 74 

meio de ação nos tecidos do trato digestivo e na abertura dos canais de cloro mediadas por 75 

glutamato (Moreno et al., 2021). Dentro da classe das avermectinas, se destaca a Ivermectina, 76 

proveniente dos produtos de fermentação da bactéria Stheptomyces avermitilis (Martin et al., 77 

2021).  78 

Entretanto, o uso frequente e aplicações irregulares de compostos anti-helmínticos, 79 

acelerou a seleção de populações resistentes (Potârniche et al., 2021). A resistência anti-80 

helmíntica (RA) se caracteriza, como, uma perda hereditária da sensibilidade do anti-helmíntico 81 

em uma população que anteriormente era suscetível (Fissiha e Kinde, 2021). A resistência a 82 

ivermectina, se baseia em relatos de que os alvos do tratamento, como, os canais de cloro 83 

tenham sofrido mutações nos genes responsáveis pela codificação de suas proteínas (Kotze et 84 

al., 2014). 85 

Nos últimos anos, foi relatado que os óleos essenciais (OEs) de várias espécies de 86 

plantas apresentaram um grande potencial farmacológico (Sharifi-Rad et al., 2017). Esses se 87 

caracterizam por ser líquidos oleosos que são extraídos de várias partes das plantas (folhas, 88 

sementes, cascas, raízes, flores e frutos) (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2018). Em síntese, 89 

destacam-se por apresentarem diferentes tipos de atividades biológicas incluindo 90 

antibacteriana, antifúngica, anticancerígena e, também, anti-helmíntica (Álvarez-Martínez & 91 

Barrajón-Catalán, 2021; Abd Rasehd et al., 2021; Sharma et al., 2022; Ferreira et al., 2018).  92 

Os compostos bioativos dos OEs, possuem efeitos sinérgicos que intensificam a 93 

atividade farmacológica (Ali-Shtayeh et al., 2019). Aliás, a sua combinação com drogas 94 

sintéticas demonstra ser benéfica no combate à resistência parasitária em razão dos compostos 95 

apresentarem mecanismos de ação diferentes (Lanusse et al., 2018). Portanto, o presente estudo  96 

97 



  

 

 
 

teve como objetivo avaliar os efeitos in vitro dos óleos essenciais de Cinnamomum cassia, 98 

Cinnamomum camphora, Litsea cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus, 99 

Cymbopogon flexuosus e Citrus aurantium var. amara, individualmente e associados com 100 

tiabendazol e ivermectina sobre diferentes fases do ciclo de Haemonchus contortus.  101 

. 102 

2. MATERIAL E MÉTODOS 103 

2.1. Compostos e GC-MS 104 

Os óleos essenciais foram adquiridos da Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande, 105 

São Paulo). O seu grau de pureza foi avaliado em cromatografia gasosa acoplada a 106 

espectrometria de massa (GC-MS) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra, com a injeção de 1 107 

µL de solução 3:500 de óleo em hexano (Auto injetor AOC-20i), foi utilizado uma coluna 108 

capilar de sílica Rtx-5MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de diâmetro 109 

interno revestido com 5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 µm de espessura do filme). 110 

A temperatura do forno do CG foi programa de 60 °C a 240 °C (10 min) a 3 °C/min, as 111 

temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferência e câmara de ionização foram de 112 

250, 250 e 200 °C, respectivamente. Hélio foi usado como gás de arraste com fluxo de 113 

1mL/min. Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrônico a 70 eV com scans 114 

automáticos (varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a 0,30 scans/s. A identificação dos 115 

componentes foi baseada no tempo e índice de retenção linear (série de n-alcanos C8-C40), na 116 

interpretação e comparação dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas Adams 2006, 117 

Nist 2011 e FFNSC 2. Os compostos sintéticos tiabendazol e ivermectina foram obtidos na 118 

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).  119 

 120 

2.2. Manutenção da cepa de Haemonchus contortus 121 

Ovinos e caprinos mantidos na Universidade Federal do Maranhão (UFMA), foram 122 

infectados com uma população monoespecífica de H. contortus que se encontra no laboratório 123 

de controle de parasito (LCP). Este projeto está inserido no Comitê de Ética em Experimentação 124 

Animal da UFMA com o número de protocolo 23115.005443/2017-51. 125 

 126 

2.3. Teste de Eclodibilidade de Ovos (TEO) 127 

Ovos de H. contortus foram coletados de animais artificialmente infectados, conforme 128 

descrito por Coles et al., (1992). As fezes frescas foram maceradas e processadas em peneiras  129 

130 



  

 

 
 

granulométricas (500 µm; 105 µm; 55 µm; 25 µm) para que os ovos sejam retidos. Os ovos 131 

foram suspensos em solução salina saturada e lavado em água destilada posteriormente. 132 

O teste foi baseado na metodologia de Coles et al. (1992). Cerca de 100 ovos por poço 133 

foram adicionados em placas de 96 poços, com os tratamentos e controle. Os óleos essenciais 134 

foram dissolvidos em Tween 80 a 3%, e o Tiabendazol em DMSO 5%, com diluição seriada de 135 

50% para obtenção de 12 concentrações (10 a 0,005 mg/ml). As placas foram mantidas em 136 

B.O.D. em torno de 27 °C por 48h. Após esse período, adicionou-se 10 µL de Lugol para leitura 137 

em microscópio invertido. Todos os óleos, sintético e controles foram realizados em triplicata 138 

e os que apresentaram a melhor média do índice de concentração letal (IC50) foram 139 

selecionados para combinação. 140 

 141 

2.4. Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL) 142 

O teste de desenvolvimento larvar seguiu o método descrito por Demeler et al., (2010). 143 

Uma suspensão de 100 µL ovos foram adicionados em uma placa de 96 poços, armazenada em 144 

B.O.D. sob 27 °C de temperatura e 80% de umidade. Após 24h foi adicionado meio nutritivo 145 

com as 12 concentrações do produto (10 a 0,005 mg/ml) diluído em DMSO 1%. A incubação 146 

permaneceu por mais 5 dias e a proporção de larvas de estágio L1 e L3 foram contadas em 147 

microscópio invertido. Todos os óleos, sintético e controles foram realizados em triplicata e os 148 

que apresentaram a melhor média do índice de concentração letal (IC50) foram selecionados 149 

para combinação. 150 

 151 

2.5. Combinação de anti-helmínticos sintéticos com Óleos essenciais 152 

O desenho experimental e o índice de combinação foram baseados nos métodos de Fu 153 

et al. (2016), com a projeção de dados considerando 3 doses acima da IC50 com diluições 154 

seriadas de 50%. 155 

 156 

2.6. Análise Estatística 157 

Os resultados foram expressos em porcentagem de eficácia da inibição da eclosão de 158 

ovos, e desenvolvimento larvar. Os experimentos foram analisados e calculados por meio do 159 

programa GraphPad Prism 8.0. Para análise das combinações de drogas, foi utilizado o 160 

programa SynergyFinder Plus (Zheng et al., 2022). O programa utiliza quatro modelos 161 



  

 

 
 

matemáticos de referência a interação medicamentosa: agente único mais alto (HSA), que 162 

quantificam o grau de sinergia como o excesso sobre a resposta máxima de um único  163 

medicamento; definição de independência (Bliss), calcula o efeito multiplicativo de 164 

medicamentos únicos como se eles agissem independentemente; modelo Loewe (Loewe) 165 

calcula a resposta esperada correspondente a um efeito aditivo como se os medicamentos únicos 166 

fossem os mesmos composto e potência de interação zero (ZIP) que calcula o efeito como se as 167 

drogas isoladas não afetassem a potência uma da outra. O escore de sinergismo (SS) > 5 foi 168 

categorizado como forte sinergia, e < 5 como forte antagonismo. Para definir a sensibilidade da 169 

combinação dos compostos, utilizou-se um modelo de pontuação de sensibilidade de 170 

combinação (CSS) que calcula a inibição relativa de uma combinação de drogas com base na 171 

área sob as curvas de dose-resposta em escala log10 das doses de IC50 de cada constituinte 172 

(Malyutina et al., 2019). 173 

 174 

3. RESULTADOS 175 

3.1. Análise GC-MS 176 

A composição química de cada óleo é apresentada na Tabela 1. A análise por GC-MS 177 

identificou os principais constituintes dos óleos de Cinnamomum cassia, Cinnamomum 178 

camphora, Litsea cubeba, Eugenia caryophyllus, Cymbopogon winterianus, e Cymbopogon 179 

flexuosus. Os majoritários de cada óleo foram Cinamaldeído (57.02%), 1,8 cineol (37.66%), 180 

Citral (32,23%), Eugenol (82.94%), Citronelal (31.65%) e Citral (58.63%), respectivamente. 181 

 182 

3.2. Inibição na eclodibilidade de ovos 183 

A eficácia individual in vitro dos diferentes óleos foi avaliada neste estudo e todos 184 

apresentaram atividade anti-helmíntica em TEO (Tabela 2). O controle negativo não apresentou 185 

efeito sobre os ovos (índice de eclosão de ovos = 100%). Os OEs que apresentaram menor IC50 186 

foram: C. cassia (0,058 mg/mL) e E. caryophyllus (0,065 mg/mL). Em seguida, os demais óloes 187 

exibiram as seguintes IC50:  L. cubeba (0,190 mg/mL), C. flexuosus (0,211 mg/mL) C. 188 

camphora (0,736 mg/mL), C. winterianus (0,888 mg/mL). O OE de C. aurantium var amara 189 

expressou a maior IC50 (3,319 mg/ml), por isso não foi selecionado para combinação. A IC50 190 

para tiabendazol de acordo com TEO foi 0,000738 mg/ml (Tabela 2). 191 

  192 



  

 

 
 

 193 

3.3. Inibição no desenvolvimento larval 194 

Todos os óleos também apresentaram eficácia in vitro quando avaliadas no ensaio de 195 

TDL (Tabela 3). Os OEs de L. cubeba e C. cassia exibiram a menor IC50 (0,046 e 0,055 mg/mL, 196 

respectivamente), seguido por C. flexuosus (0,100 mg/mL), E. caryophyllus (0,164 mg/mL), C. 197 

aurantium var amara (0,555 mg/mL), e C. winterianus (0,609 mg/mL). Em contraste, C. 198 

camphora apresentou a maior IC50 (0,959 mg/mL), sendo excluída da combinação com 199 

Ivermectina. A média da IC50 de Ivermectina foi de 2,432 ng/mL de acordo com TDL (Tabela 200 

3). 201 

 202 

3.4. Associação de Óleos essenciais com Tiabendazol 203 

A combinação de óleos essenciais com os sintéticos, foram avaliadas usando os ensaios 204 

de TEO para associação com tiabendazol. Os mapas de sinergismo com os índices de 205 

sensibilidade são apresentados na Figura 1A. Os óleos essenciais de C. flexuosus e C. 206 

winterianus apresentaram um efeito altamente sinérgico quando combinado com Tiabendazol 207 

(SS: 10,28; 9,50, respectivamente) com um escore de sensibilidade (CSS) de 67,72% e 65,15%, 208 

nessa ordem. Em contraste a combinação de L. cubeba + TBZ (SS: -4.17; CSS: 52.44) e C. 209 

cassia + TBZ (SS: -4.29; CSS: 58.73) exibiram efeitos antagônicos. As demais combinações 210 

como: C. camphora + TBZ (SS: -5.84; CSS: 53.95) e E. caryophyllus + TBZ (SS: -7,41; CSS: 211 

39,16) apresentaram os piores índices sinérgicos, sendo considerados altamente antagônicos 212 

(Figura Sup.1). 213 

 214 

3.5. Associação de Óleos essenciais com Ivermectina 215 

A combinação dos OEs com Ivermectina foi realizada por meio do ensaio de TDL. Os 216 

mapas de sinergismo e os índices de sensibilidade são apresentados na figura 1B. Somente a 217 

combinação de C. aurantium var amara + IVM apresentou sinergismo (SS: 5,85; CSS de 218 

60.66). As demais combinações como: C. cassia + IVM (SS:-2.09; CSS:58,83), C. winterianus 219 

+ IVM (SS: -4,81; CSS: 51.96), apresentaram antagonismo. C. flexuosus + IVM (SS: -10.89 220 

CSS: 39.51) e E. caryophyllus + IVM (SS: -13.52; CSS: 58.18), foram altamente antagônicas 221 

(Fig. Sup.5). 222 
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4. DISCUSSÃO 224 

A estratégia de combinar sintéticos com produtos naturais surge como uma forma de 225 

melhorar sua eficácia, reduzir sua toxicidade e a combater a resistência anti-helmíntica 226 

(Lanusse et al., 2018). Além disso, o sinergismo entre dois ou mais componentes, reforça o 227 

efeito um do outro com a presença de dois ou mais mecanismos de ação (Ni et al., 2021). 228 

No presente estudo, o OE de C. cassia e E. caryophyllus apresentaram a melhor IC50 229 

quando avaliados individualmente no teste de eclosão de ovos. Os seus principais constituintes, 230 

de acordo com o GC-MS foram cinamaldeído e eugenol respectivamente. Estes majoritários já 231 

têm sua atividade anti-helmíntica comprovada in vitro sobre ovos de H. contortus com IC50 de 232 

0,0018 e 0,57 mg/mL, na devida ordem (Katiki et al., 2014).  233 

 A quitina é um componente estrutural da parede celular da membrana do ovo de H. 234 

contortus (Gong et al., 2022). O modo de ação dos OEs e seus majoritário podem estar ligados 235 

a esta estrutura de proteção do ovo. O cinamaldeído diminui a síntese de quitina de Geotrichum 236 

citriaurantii, após uma exposição de 60 min (OuYang et al., 2019).  O eugenol, também, exerce 237 

efeitos sobre a parede celular de Alternaria sp, com o aumento da atividade de β-1,3-glucanase, 238 

uma hidrólise responsável pela quebra de glicanos de algas, plantas e fungos (Ge et al., 2020). 239 

Os óleos essenciais de L. cubeba e C. flexuosus apresentaram valores de IC50 de 0,160 240 

mg/ml; 0,214 mg/ml, respectivamente. Estes apresentam o mesmo constituinte majoritário, o 241 

citral. Este composto quando avaliado sobre ovos de H. contortus apresentou um valor alto de 242 

IC50 0,30 mg/mL (Sousa et al., 2021), comparado com os valores apresentados pelo óleo. Dessa 243 

forma, deve ser considerado, interações entre outros constituintes do óleo, com ações sinérgicas 244 

(Katiki et al., 2017).  245 

O OE de C. winterianus teve IC50 de 0,453 mg/ml, e o seu majoritário citronelal, pode 246 

ser o principal responsável por sua atividade anti-helmíntica. Este monoterpenóide quando 247 

avaliado sobre ovos de cepas sucetíveis de H. contortus obteve IC50 de 0,3 mg/ml (Araújo-Filho 248 

et al., 2018). Contudo, vale ressaltar que em dosagens altas, esse constituinte se mostrou tóxico 249 

quando avaliado em camundongos (Araújo-Filho et al., 2019). 250 

O gênero citrus são bem relatados por apresentar inúmeras atividades biológicas, 251 

incluindo suas aplicações medicinais e aromaterapeûticas (Dosoky et al., 2018). Apesar de 252 

Citrus aurantium var amara ter apresentado a maior IC50 (3,319 mg/mL) no TEO, sua atividade 253 

foi melhor quando avaliado sobre o teste de desenvolvimento larval com uma IC50 de 0,555 254 

mg/mL. O óleo essencial de C. aurantifolia que, também, tem como principal componente o 255 

limoneno, apresentou melhor desempenho na inibição do desenvolvimento larval do que na 256 



  

 

 
 

inibição da eclodibilidade de ovos (Ferreira et al., 2018). Assim, os mecanismos de ação desses 257 

óleos e de seu principal constituinte, pode estar associado com a devida fase do parasito, 258 

atuando melhor em larvas. 259 

O óleo essencial de L. cubeba apresentou a melhor atividade na inibição do 260 

desenvolvimento larval com IC50 de 0,045 mg/mL. Seu bom desempenho pode estar associado 261 

como inibição da permeabilidade da membrana celular e bloqueio do metabolismo respiratório, 262 

o que impede a função normal do ácido nucléico (Dai et al., 2021). Em contraste, o óleo de C. 263 

camphora apresentou a maior IC50 (0,958 mg/mL) em TDL, assemelhando-se ao valor da IC50 264 

(0,972 mg/mL) para TEO. Com uma atividade exibida em dosagens altas, fica inviável sua 265 

administração em teste in vivo. Devido a composição variável de componentes dos OEs, eles 266 

podem ser altamente tóxicos para animais com doses muito altas (Lanzerstorfer et al., 2021). 267 

Os OEs possuem a capacidade de interagir com os lipídeos da membrana, perturbando 268 

a estrutura celular, facilitando a entrada e ação dos sintéticos (Sharma et al., 2020). A interação 269 

entre o óleo de C. flexuosus e C. winterianus com o tiabendazol testado em ovos, apresentou o 270 

maior índice de sinergismo (10.28; 9.50). A combinação de albendazol com monoterpenos 271 

quando avaliados em ovos de H. contortus, demonstrou alterações estruturais, como aumento 272 

da rugosidade da superfície do ovo (Silva et al., 2021). Desta forma, óleos essenciais e seus 273 

principais constituintes induzem danos e lesões a estruturas dos ovos, facilitando a capacidade 274 

do sintético em agir na polimerização dos microtúbulos, impedindo a falha na divisão celular 275 

(Lima et al., 2010). Em relação às interações químicas da combinação, uma avaliação com 276 

espectroscopia de infravermelho indicou uma forte interação entre compostos sintéticos com 277 

monoterpenos (Silva et al., 2021). 278 

A combinação de C. aurantium var. amara com Ivermectina foi a mais promissora 279 

sinergicamente. O limoneno, que é o seu principal constituinte, aumentou a eficácia da 280 

Ivermectina em isolados resistentes e sensíveis de H. contortus no teste de desenvolvimento 281 

larval (Pacheco et al., 2022). Vermes adultos resistentes quando expostos à combinação de IVM 282 

+ limoneno, apresentou menor expressão de proteínas de transporte de transmembranas (PgP) 283 

que livra as células de moléculas tóxicas, supondo que o limoneno pode modular esses genes 284 

(Pacheco et al., 2022). 285 

A combinação de L. cubeba + TBZ e C. cassia + TBZ, apresentaram atividade 286 

antagônicas. Vale ressaltar que dentro da faixa de concentrações determinadas dosagens do 287 

estudo, exibem escores de sinergismo. O mesmo acontece com as combinações de óleo de C. 288 

cassia e C. winterinaus com Ivermectina, que exibiram uma média antagônica, mas 289 



  

 

 
 

apresentaram doses de classificação sinérgicas. Com isto, fica evidente que algumas 290 

combinações de drogas anti-helmínticas necessitam de concentrações efetivas para alcançar o 291 

modo de ação no parasito, garantindo sua eficácia (Lifschitz et al., 2017). 292 

A evidência de um forte antagonismo, também, foi relatada nas combinações de C. 293 

camphora+TBZ e E. caryophyllus + TBZ.  Os mecanismos responsáveis pelo antagonismo 294 

entre essa combinação, são menos conhecidos e investigações devem ser realizadas. Sendo 295 

assim, o que se pode hipotetizar é que os alvos das drogas acabam se sobrepondo, gerando uma 296 

competição que influencia o efeito quando combinados (Ke et al., 2021). Além disso, as 297 

combinações com efeitos altamente antagonistas podem ter produzido um produto inativo, 298 

devido a interações químicas dos fármacos (Naish, 2018). Assim, os efeitos de uma determinada 299 

combinação de compostos pode acabar alterando a atividade biológica de um dos componentes, 300 

reduzindo a eficácia geral dos compostos em combinação (Caesar et al., 2019). 301 

As combinações dos óleos de C. flexuosus, E. caryophyllus e L. cubeba com Ivermectina 302 

também foram altamente antagônicas, e o escore sinérgico foi relativamente menor comparado 303 

com Tiabendazol. A ivermectina atua como um modulador alostérico positivo, abrindo 304 

seletivamente canais iônicos inibitórios de cloreto, controlados por glutamato nas membranas 305 

de músculos faríngeos e nervos motores (Martin et al., 2021). Aliado a isso, recentemente foi 306 

descoberto que terpenos atuam como moduladores alostéricos negativos em receptores 307 

nicotínicos sensíveis ao levamisol, diminuindo a frequência de eventos de abertura (Hernando 308 

et al., 2019). Dessa forma, as duas drogas atuem em diferentes receptores, exercendo ações 309 

opostas, o que caracteriza um antagonismo fisiológico (Waller et al, 2021). Além do mais, se a 310 

atividade for no mesmo receptor, deve levar considerar o princípio da exclusividade mútua 311 

(apenas 1 ligante pode ocupar o receptor por vez). Com isto a atividade pode ser reduzida devido 312 

a competitividade dos fármacos por um receptor. 313 

 314 

5. CONCLUSÃO 315 

Em conclusão, todos os óleos essenciais apresentaram eficácia sobre ovos e larvas de 316 

H. contortus. Ademais, as combinações com sintéticos exibiu classificações sinérgicas e 317 

também antagônicas. Quanto à atividade de eclosão de ovos, os óleos de C. winterinaus e C. 318 

flexuosus em combinação com tiabendazol, apresentaram os melhores índices sinérgicos. No 319 

que diz respeito ao desenvolvimento larval, apenas o óleo de C. aurantium var amara em 320 

combinação com Ivermectina, demonstrou sinergismo. Nossos resultados fornecem evidências 321 



  

 

 
 

promissoras da atividade anti-helmíntica de óleos essenciais, que pode ser usada em terapia 322 

combinada com drogas sintéticas como tiabendazol e ivermectina, aumentando sua eficácia. O 323 

devido uso desses compostos naturais em combinação apresentam doses efetivas menores, 324 

evitando a toxicidade. Além disso, a complexidade dos mecanismos de ação, controla o 325 

surgimento de populações resistentes do parasito. Futuros estudos devem ser realizados 326 

avaliando formulações adequadas para investigar sua eficácia in vivo, comprovando sua 327 

viabilidade para o controle de nematódeos gastrintestinais. 328 

  329 
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Tabela 1. Composição química dos óleos essenciais. 491 

Composto  RIa Composição do óleo 
 

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

Benzadeíldo 6.494 7.47 - - - - - - 

Anisaldeído 17.42 1.77 - - - - - - 

Cinamaldeído 18.543 57.02 - - - - - - 

Cumarina 25.274 4.79 - - - - - - 

Acetato de cinamil 25.687 8.37 - - - - - - 

Ácido cinâmico 25.995 7.57 - - - - - - 

2-Metoxicinamaldeído 29.121 4.78 - - - - - - 

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 - - - - - - 

Benzilformato 10.362 0.05 - - - - - - 

orto-guaiacol 10.826 0.38 - - - - - - 

Álcool fenetílico 11.755 0.11 - - - - - - 

Hidrocinamaideído 13.760 0.16 - - - - - - 

Benzoato de etila 14.243 0.71 - - - - - - 

Fenetil formato 14.327 0.74 - - - - - - 

Formato de isobornila 16.578 0.11 - - - - - - 

Ácido fenilacético 17.733 0.13 - - - - - - 

Acetato de feniletil  17.787 0.19 - - - - - - 

orto-acetanisole 19.337 0.04 - - - - - - 

Ciclosativeno 22.465 0.03 - - - - - - 

Ácido-o-anísico 27.141 0.06 - - - - - - 

Benzoato de benzila 37.789 0.16 - - - - - - 
 492 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22o-Anisic%20acid%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2011370%5bStandardizedCID%5d


  

 

 
 

Tabela 1. Cont.   

Composto  RIa Composição do óleo 
 

 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 - - - - - 

α-copaeno 22.979 - 0.08 - - - - - 

Vanilina 23.775 - 0.15 - - - - - 

Metileugenol  24.104 - 0.08 - - - - - 

β-longipipeno 24.248 - 0.08 - - - - - 

β-isocomeno 24.483 - 0.40 - - - - - 

(E) -cariofileno 24.795 - 9.63 - - 0.16 - - 

y-elemeno 25.235 - 0.49 - - - - - 

α-guaieno 25.642 - 0.09 - - - - - 

α-humuleno 26.145 - 2.25 - - 0.11 - - 

Aromadendreno 26.245 - 0.12 - - - - - 

α-muruuleno 28.025 - 0.05 - - 0.59 - - 

óxido de cariofileno 31.237 - 1.37 1.49 2.72 - - - 

Humuleno epóxido II 32.233 - 0.18 - 0.23 - - - 

Triciclono 5.547 - - 0.12 0.29 - 0.02  

α-pineno 5.833 - - 0.85 0.26 0.02 8.54 0.45 

Campheno 6.238 - - 0.68 2.63 - 0.96 - 

β-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  RIa Composição do óleo 
 

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

Óxido de linalol cis-

furanóide 

10.213 - - 1.25 - - - 0.11 

Óxido de linalol trans-

furanóide 

10.807 - - 1.17 0.35 - - 0.07 

Linalool 11.236 - - 1.48 0.99 0.68 - 0.31 

trans-2,8-p-

menthadien-2-ol 

12.074 - - 0.22 - - - - 

cis-2,8-p-menthadien-

2-ol 

12.659 - - 0.11 - - - - 

α-campholenal 12.315 - - 0.11 - - 0.10 - 

cis-β-terpineol 13.062 - - 0.14 - - - - 

Citronellal 13.400 - - 0.16 - - - - 

Óxido de linalol cis-

piranoide 

14.075 - - 0.22 - - - - 

Óxido de linalol trans-

piranoide 

14.276 - - 0.20 - - - - 

Terpinen-4-ol 14.440 - - 0.11 - - - - 

α-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 - - 

Ácido nerânico 20.693 - - 0.57 0.23 - - - 

Ácido gerânico 22.249 - - 7.18 2.29 - - - 

4-heptanona  4.357 - - - 0.04 - - - 

n-octanal 7.735 - - - 0.09 - - 0.14 



  

 

 
 

Tabela 1. Cont.   

Composto  RIa Composição do óleo 
 

 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 - - 

β-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 - - 

Ácido citronelico 20.326 - - - - 0.28 - - 

neo-mentol-8-hydroxy 21.014 - - - - 0.09 - - 

Acetato de citronelila 21.930 - - - - 3.51 - - 

β -elemeno 23.601 - - - - 3.74 - - 

y-muuroleno 27.045 - - - - 0.23 - - 

Germacreno D 27.224 - - - - 1.21 - - 

β -selineno 27.426 - - - - 0.08 - - 

Germacreno A 28.188 - - - - 0.10 - - 

Δ-candineno 28.920 - - - - 2.02 - - 

α -candineno 29.458 - - - - 0.12 - - 

Elemol 29.929 - - - - 5.44 - - 

Germacreno D-4-ol 30.924 - - - - 0.68 - - 

(Z)-Sesquilavandulol 32.496 - - - - 0.15 - - 



  

 

 
 

Tabela 1. Cont.   

Composto  RIa Composição do óleo 
 

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

y-eudesmol 33.053 - - - - 0.37 - - 

α -epi-muurolol 33.435 - - - - 0.60 - - 

α -muurolol 33.593 - - - - 0.07 - - 

β -eudesmol 33.732 - - - - 0.44 - - 

Cadin-4-en-10-ol 33.896 - - - - 1.04 - - 

(2Z,6E)-Farnesol 36.336 - - - - 0.05 - - 

α -tujeno 5.627 - - - - - 0.21 - 

α -fencheno 6.195 - - - - - 0.11 - 

Heptan-2-ol 6.300 - - - - - 0.21 - 

cis-pineno 7.117 - - - - - 0.02 - 

Δ-2-careno 7.725 - - - - - 0.05 - 

cis-p-mentha-1(7),8-

dien-2-ol 

7.820 - - - - - 0.03 0.16 

1,4 cineol 8.179 - - - - - 0.44 - 

Isobutirato de prenila 9.477 - - - - - 0.03 - 

Fenchone 10.822 - - - - - 0.03 - 

Epoximirceno 10.971 - - - - - 0.03 - 

α-óxido-pineno 11.221 - - - - - 0.22 - 

Perileno 11.304 - - - - - 0.04 - 

trans-2,8-p-

menthanediol 

12.072 - - - - - 0.17 0.86 

cis-óxido-limoneno 12.597 - - - - - 0.76 1.07 

trans-óxido-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 - 



  

 

 
 

Tabela 1. Cont.   

Composto  RIa Composição do óleo 
 

 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 

cuminaldeído  17.053 - - - - - 0.13 - 

trans-ascaridolglicol 18.295 - - - - - 0.20 - 

p-cimen-7-ol 19.237 - - - - - 0.09 - 

trans-p-menth-6-em-

2,8-diol 

2.904 - - - - - 0.12 - 

Limona cetona 12.493 - - - - - - 0.08 

cis-p-mentha-2,8-dien-

1-ol 

12.650 - - - - - - 0.54 

Nonanol 14.156 - - - - - - 0.06 

acetofenona 14.695 - - - - - - 0.13 

cis-p-mentha-1(7),8-

dien-2-ol 

16.555 - - - - - - 0.16 

Perilaldeído 18.526 - - - - - - 0.25 

trans-óxido-carvona 18.708 - - - - - - 0.50 

Limonen-10-ol 19.230 - - - - - - 0.09 

Álcool perílico  19.590 - - - - - - 0.46 

Isoascaridole 19.850 - - - - - - 0.03 

NIb 60.661 4.05 1.76 27.81 13 0.98 6.19 23.04 

Total  100 100 100 100 100 100 100 

a Índice de retenção linear. b. Compostos não identificados. 493 



  

 

 
 

Tabela 2. A média e o desvio padrão das concentrações de inibição necessárias para atingir 494 
50% (IC50) da eclosão dos ovos de H. contortus, com respectivos intervalos de confiança de 495 
95% (IC95%). 496 

Óleos Essenciais IC50 ±SD (mg/mL) IC95% R2 

C. cassia 0,046±0,025aA 0,042-0,050 0,97 

E. caryophyllus 0,060±0,019aA 0,054-0,064 0,97 

L. cubeba 0,160±0,008aA 0,145-0,177 0,98 

C. flexuosus 0,214±0,007aA 0,195-0,236 0,98 

    

C. winterianus 0,453±0,005aA 1,071-0,480 0,99 

C. camphora 0,972±0,014aA 0.865-1,098 0,98 

C. aurantium var amara 3,319±0,005b B 3,117-3,538 0,98 

Sintético IC50 ±SD (ug/mL) IC95% R2 

Tiabendazol 0,73±0,094A 0,630-0,880 0,91 

R2 = coeficiente de regressão. O valor de R2 quantifica a qualidade do ajuste não-linear da 497 
curva de regressão realizada para estimar a IC50. Valores com letras minúsculas diferentes são 498 
significativamente distintos entre os óleos e com letras maiúsculas entre o sintético. 499 

 500 

Tabela 3. A média e o desvio padrão das concentrações de inibição necessárias para atingir 501 

50% (IC50) do desenvolvimento larval de H. contortus, com respectivos intervalos de confiança 502 

de 95% (IC95%). 503 

Óleos Essenciais IC50 ±SD (mg/mL) IC95% R2 

Ivermectina 2,432e-6±0,053A 2,174e-6-2,731e-6 0,96 

C. cassia 0,054±0,003aA 0,049-0,060 0,98 

E. caryophyllus 0,164±0,029abA 0,149-0,180 0,96 

L. cubeba 0,045±0,003aA 0.040-0,050 0,98 

C. flexuosus 0,100±0,002aA 0,092-0,108 0,99 

C. winterianus 0,609±0,006abA 0,545-0,680 0,98 

C. camphora 0,958±0,004bB 0,885-1,037 0,98 

C. aurantium var amara 0,554±0,006abA 0,515-0,597 0,99 

Sintético IC50 ±SD (ng/mL) IC95% R2 

Ivermectina 2,432±0,053A 2,174-2,731 0,96 

R2 = coeficiente de regressão. O valor de R2 quantifica a qualidade do ajuste não-linear da 504 
curva de regressão realizada para estimar a IC50. Valores com letras minúsculas diferentes são 505 
significativamente distintos entre os óleos e com letras maiúsculas entre o sintético. 506 



  

 

 
 

 507 
Figura 1. Mapa de sensibilidade de sinergismo. (A) Combinação de óleos essenciais com 508 

Tiabendazol. (B) Combinação de óleos essenciais com Ivermectina. O modelo de referência 509 

utilizada é de aditividade de Loewe. 510 



  

 

 
 

7. MATERIAL SUPLEMENTAR 511 

 512 

Figura Sup. 1. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com Loewe. (A) 513 

Combinação de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinação de E. caryophyllus com 514 

Tiabendazol. (C) Combinação de L. cubeba com Tiabendazol. (D) Combinação de C. 515 

flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinação de C. winterianus com Tiabendazol. (F) 516 

Combinação de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica sinergismo e a verde 517 

antagonismo.518 



  

 

 
 

 519 

Figura Sup. 2. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com potência de 520 

interação zero (ZIP). (A) Combinação de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinação de E. 521 

caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinação de L. cubeba com Tiabendazol. (D) 522 

Combinação de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinação de C. winterianus com 523 

Tiabendazol. (F) Combinação de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica 524 

sinergismo e a verde antagonismo. 525 
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 527 

Figura Sup. 3. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com agente único 528 

mais alto (HSA). (A) Combinação de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinação de E. 529 

caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinação de L. cubeba com Tiabendazol. (D) 530 

Combinação de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinação de C. winterianus com 531 

Tiabendazol. (F) Combinação de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica 532 

sinergismo e a verde antagonismo. 533 



  

 

 
 

 534 

Figura Sup. 4. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com definição de 535 

independência (Bliss). (A) Combinação de C. cassia com Tiabendazol. (B) Combinação de E. 536 

caryophyllus com Tiabendazol. (C) Combinação de L. cubeba com Tiabendazol. (D) 537 

Combinação de C. flexuosus com Tiabendazol. (E) Combinação de C. winterianus com 538 

Tiabendazol. (F) Combinação de C. camphora com Tiabendazol. A cor vermelha indica 539 

sinergismo e a verde antagonismo. 540 



  

 

 
 

 541 

Figura Sup. 5. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com Loewe. (A) 542 

Combinação de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinação de E. caryophyllus com 543 

Ivermectina. (C) Combinação de L. cubeba com Ivermectina. (D) Combinação de C. 544 

flexuosus com Ivermectina. (E) Combinação de C. winterianus com Ivermectina. (F) 545 

Combinação de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica sinergismo e a verde 546 

antagonismo. 547 



  

 

 
 

 548 

Figura Sup. 6. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com potência de 549 

interação zero (ZIP). (A) Combinação de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinação de E. 550 

caryophyllus com Ivermectina. (C) Combinação de L. cubeba com Ivermectina. (D) 551 

Combinação de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinação de C. winterianus com 552 

Ivermectina. (F) Combinação de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica 553 

sinergismo e a verde antagonismo. 554 



  

 

 
 

 555 

Figura Sup. 7. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com agente único 556 

mais alto (HSA). (A) Combinação de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinação de E. 557 

caryophyllus com Ivermectina. (C) Combinação de L. cubeba com Ivermectina. (D) 558 

Combinação de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinação de C. winterianus com 559 

Ivermectina. (F) Combinação de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica 560 

sinergismo e a verde antagonismo. 561 



  

 

 
 

 562 

Figura Sup. 8. Mapa de calor com pontuações de sinergismo de acordo com definição de 563 

independência (Bliss). (A) Combinação de C. cassia com Ivermectina. (B) Combinação de E. 564 

caryophyllus com Ivermectina. (C) Combinação de L. cubeba com Ivermectina. (D) 565 

Combinação de C. flexuosus com Ivermectina. (E) Combinação de C. winterianus com 566 

Ivermectina. (F) Combinação de C. camphora com Ivermectina. A cor vermelha indica 567 

sinergismo e a verde antagonismo.568 


