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RESUMO

Os endoparasitas sdo uma preocupacao para a saude publica em todo o mundo. Por essa razéo,
pesquisadores estdo em busca de alternativas naturais que visem minimizar esses problemas. O
nematodeo Caenorhabditis elegans € um modelo experimental utilizado para avaliar a toxidade
de compostos bioativos e substancias que possuem efeitos toxicos em mamiferos. Logo, €
possivel examinar efeito de compostos no nematddeo. Portanto, a associagdo de moléculas de
compostos bioativos e sintéticos, a fim de potencializar a atividade dos medicamentos
comercializados, se torna promissor, visto que a sua comercializacdo ainda é uma alternativa
de baixo custo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de 6leos essenciais e seus
majoritarios, ambos isolados associados a levamisol sobre linhagens de C. elegans sensivel
(N2) e resistente a levamisol (CB330). Para isso, o teste de mortalidade C. elegans nas linhagens
nas linhagens N2 e CB330 foram realizados usando os OE Cinnamomum camphora,
Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus e Litsea cubeba isolados e associados a levamisol
Os compostos majoritarios dos OE eucaliptol, cinamaldeido, eugenol e citral também foram
testados isolados e em associacdo ao levamisol sobre C elegans. Os testes de mortalidade foram
incubados a 24 °C por 24 horas e 0s nematoides vivos e mortos foram contados com o auxilio
do microscépio invertido. Os resultados foram analisados para calcular a concentracdo
inibitoria de 50% (IC50) e o indice de sinergismo (SS) das composi¢des. O OE de C. cassia
apresentou a menor 1C50 nas duas linhagens de C. elegans (N2: 0,049 mg/mL; CB330: 0,048
mg/mL), assim comoseu composto majoritario, cinamaldeido, (N2: 0,041 mg/mL; CB330:
0,051 mg/mL). Em associacdo, na linhagem N2, os Unicos compostos que tiveram altas
respostas sinérgicas foram o OE de C. camphora (SS: 0,91; CSS: 77%) e o monoterpeno,
eucaliptol (SS: 4,04; CSS: 81%). Na linhagem resistente (CB330), a maioria dos 6leos e
majoritarios demonstraram atividade sinérgica. Entretanto, o OE de E. caryophyllus (SS: - 12,5;
CSS: 36%) e seu majoritario, cinamaldeido (SS: - 22,66; CSS: 61,1%) apresentaram alta
atividade antagbnica. As atividades dos 6leos essenciais em associacdo a levamisol tiveram
resultados promissores, podendo tornar uma alternativa eficaz e de baixo custo para o controle
de endoparasitas. Contudo, mais pesquisas devem ser feitas para melhor compreender a

atividade dessas composicgdes.

Palavras-Chave: Antiparasitarios; Parasitos gastrointestinais; Resisténcia.
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1. INTRODUCAO

Os endoparasitas sdo0 uma preocupacao para a salde publica em todo o mundo. Infeccdes
causadas por estes parasitos acometem cerca de 3,5 bilhGes de pessoas em todas as faixas
etarias, principalmente criancas na fase escolar (Correa, 2019). Nos ruminantes provocam a
perda de 30 a 40% dos animais jovens, prejudicando em torno de 60% os valores econdmicos
(Lino et al., 2016). A contribuicdo para a proliferacéo dos parasitos, ocorre devido ao sistema
precario de saneamento basico, o nivel socioecondmico da populacdo e o habito de higiene de
cada individuo. Em ovinos, a pastagem é a primeira fonte utilizada para alimentacdo, no

entanto, o pastejo contribui para a proliferacdo de nematoides (Da Silva Roberto, 2018).

Assim, o controle destas parasitoses é realizado, principalmente, pelo uso de anti-
helminticos sintéticos (Osorio, 2020). As principais classes de anti-helminticos sdo o0s
benzimidazois, imidotiazdis e as lactonas macrociclicas. Dentre os imidotiazois, destacamos o
levamisol. Este possui baixo peso molecular e age inibindo a atividade enzimatica na
musculatura, o que impede a conversdo de fumarato em succinato, levando o nematoide a
paralisia (Silva, 2020).

Na tentativa de obter o controle da alta carga parasitaria, ocorre o uso utilizagdo frequente
e desordenado de anti-helminticos. Isto ocasiona a selecao acelerada de nematodeos capazes de
resistir a estes compostos (Osoério, 2020). Novas alternativas de controle estdo sendo avaliadas
para lidar com os organismos resistentes, como a utilizacdo de compostos naturais (Camargo,
2020; Fagundes, 2019).

O uso de oleos essenciais ¢ comumente utilizado na industria de alimentos, cosmético e
farmacos. Recentemente, houve 0 aumento da sua utilizacdo na agricultura, saude humana e
animal (Andre, 2018). Os compostos terpénicos mais encontrados sao os monoterpenos (C10)
e sequisterpenos (C15) que segundo a literatura apresentam atividade carrapaticida (Tabari et
al., 2017; Costa-Junior et al, 2017). A acao anti-helmintica dos 6leos essenciais esta relacionada
aos seus compostos majoritarios ou ao sinergismo que alguns compostos possuem (Andre,
2018).

Para a selecdo de novas moléculas com possivel atividade anti-helmintica sdo necessarios
varios testes in vitro, o nematddeo de solo Caenorhabditis elegans ganha importancia para o0s
estudos dos efeitos dos dleos essenciais, por se tratar um modelo experimental eficiente para
examinar a toxidade de substancias que possuem efeitos toxicos. Possui facil manutencéo em

laboratério, tem um extenso banco de dados e é morfofisiologicamente semelhante aos
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nematddeos parasitos (Dos Santos et al., 2019; Piao, X., Sun, M., Yi, F., 2020; Sterken et al.,
2015).

Em razdo da resisténcia aos produtos sintéticos, algumas pesquisas vém apresentando
novas alternativas para minimizar esse desafio. A associacdo de compostos moléculas de
compostos bioativos e sintéticos, a fim de potencializar a atividade dos medicamentos
comercializados. Contudo, é necessario que haja sinergismo entre 0s compostos, apresentando
mecanismo de acdo divergentes e agindo em locais diferentes no parasito (Lanusse et al., 2018;
Lanusse, Alvarez e Lifschitz, 2014; Silva, 2020).

Diante do exposto, 0 presente projeto objetivou analisar a atividade dos 6leos essenciais
Cinnamomum camphora, Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus, Litsea cubeba e seus
componentes majoritarios associados a levamisol em linhagens sensivel e resistente de C.
elegans, como alternativa de utilizacdo de produtos naturais para potencializacdo de

vermifugos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Oleos essenciais e analise quimica

Os oleos essenciais foram adquiridos da Ferquima Industria e Comércio LTDA
(Vargem Grande Paulista — SP, BRA), o Tween 80 e os majoritarios foram obtidos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A composicdo quimica foi analisada por
Cromatografia de fase gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) em sistema
Shimadzu QP 2010 ultra e coluna capilar de silica Rtx-5MS (Restek, EUA) revestido com 5%-
difenil/95%-dimetil-polisiloxano. 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 a
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 retencdo linear (série de n-alcanos C8-C40).
2.2 Manutencéo das linhagens de C. elegans

A linhagem de C. elegans sensivel (N2) e resistente (CB330) sdo mantidas em placas
de Petri com meio NGM (Nematode Growth Medium) rico em nutrientes (KH2PO4 1M pH 6,
6
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CaClz 1M, MgSO4 1M), semeado com bactéria, Escherichia coli NA22, para alimentacdo dos
nematoides em BOD a 19°C. A linhagem sensivel foi obtida pelo Centro de Ciéncias Agrarias
e Bioldgicas da Universidade Estadual do Vale do Acarat (UVA), Ceard, Brasil. E a linhagem
resistente a levamisol foi adquirida do CGC (Caenorhabditis Genetics Center), da Universidade

de Minnesota, sob a referéncia CB330

2.3 Isolamento de adultos de C. elegans

As placas de cultura de C. elegans com quatro a cinco dias de idade foram isoladas
conforme descrito por Katiki et al. (2011), a fim de obter apenas nematoides adultos e jovens
adultos. Para isso, foi adicionada a solucdo tampdo M9 (KH2PO4 0,01 M, NaoHPO4 0,02 M,
NaCl 0,04 M, MgSO4 1 M) nas placas de Petri com a cultura de C. elegans para permitir a
suspencdo e retirada dos nematoides (Brenner, 1974). Os nematodeos adultos foram
recuperados por peneiras de 32 e 53 um, para separacdo de adultos de outros estagios larvas e
nematodeos vivos de mortos, respectivamente. A visualizacdo para a confirmacdo do

isolamento foi realizada no microscépio dptico invertido (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

2.4 Teste de mortalidade de adultos

Os testes de mortalidade foram realizados com a populagéo de C. elegans Bristol N2
(sensivel) e CB330 (resistente). Cada 6leo essencial e majoritario foi pesado para obter 20
mg/mL e logo, diluidos em Tween 80 a 3%. Em seguida, distribuidos em 12 concentracfes de
100 pL/pogo, que variaram de 10 a 0,005 mg/ml em placas de 96 pocos. Apoés a diluicdo das
concentracbes foram adicionados 100 pL/poco de M9 contendo, aproximadamente, 100
nematoides. Todos os testes foram realizados em triplicata, com trés repeti¢des. As placas foram
embaladas em papel filme para ndo haver a volatizagdo dos compostos, em seguida foram
incubadas a 24 °C por 24 horas. Os nematoides vivos e mortos foram contados no microscopio
invertido. Os nematoides sem movimento durante cinco segundos de observacdo foram

considerados mortos. O controle negativo foi realizado em Tween 80 a 3% diluido em M9.

2.5 Combinacao de anti-helminticos sintéticos com 0leos essenciais e majoritarios
Todos os compostos foram testados em triplicata para calcular a concentracéo

inibitéria média (1C50). O desenho experimental e o indice de combinacdo foram baseados nos

7
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métodos de Fu et al, (2016), onde a razao proporcional foi de 1:1, com 12 dilui¢des seriadas a

partir da IC50 dos OE e levamisol.

2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados para calcular a concentragdo inibitéria média a 50%
(IC50) dos compostos utilizados sobre as linhagens de C. elegans sensivel e resistente a
levamisol. Os dados foram calculados por meio do programa GraphPad Prism 8.0, com
intervalo de confianca de 95% (P <0,05), para o calculo da concentracéo letal a 50% (CL50) de
todos os 6leos estudados e seus compostos majoritarios (Roditakis, E.; Roditakis, N. E.;
Tsagkarakou, 2005).

Para andlise de variancia do gréafico de superficie de resposta em funcao das associagdes
6leo/sintético, majoritario/sintético, foi utilizado o software SynergyFinder Plus (Zheng et al.,

2022) para avaliar o aumento da eficiéncia em detrimento da potencializacédo do sintético.

3. RESULTADOS
3.1 Principais componentes encontrados nos 6leos essenciais

Os principais componentes dos 6leos identificados por analise CG-SM foram listados
na Tabela 1. Cinnamomum cassia, Cinnamomum camphora, Litsea cubeba, Eugenia
caryophyllus, tiveram como compostos majoritarios cinamaldeido (57,02%), Eucaliptol
(37,66%), Citral (Geranial) (19,48%) e Eugenol (82,94%), respectivamente.

3.2 Mortalidade de Bristol N2

Os resultados dos testes de eficacia dos OE nas linhagens de C. elegans foram
representados na Tabela 2. Na linhagem sensivel (N2), o OE de C. cassia apresentou a menor
IC50 (0,049 mg/mL; 1C95% = 0,04-0,05 mg/mL; R?=0,95), sequido pelo OE de C. camphora
(1C50 0,078 mg/mL; 1C95% = 0,15-0,13 mg/mL; R?=0,74). A IC50 dos OE de L. cubeba e E.
caryophyllus, foram de 0,206 mg/mL (IC95% = 0,14-0,27 mg/mL; R?= 0,91) e 0,204 mg/mL
(1C95% = 0,17-0,24 mg/mL; R?=0,97), respectivamente.
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Os compostos isolados dos OE na N2, cinamaldeido (IC50 0,041 mg/mL; 1C95% =
0,03-0,04 mg/mL; R? = 0,92), eucaliptol (IC50 0,384 mg/mL; 1C95% = 0,21-0,69 mg/mL; R?
= 0,75), citral (1C50 0,065 mg/mL; IC95% = 0,05-0,08 mg/mL; R? = 0,95) e eugenol (IC50
0,0,060 mg/mL; 1C95% = 0,05-0,07 mg/mL; R? = 0,95), também apresentaram eficacia, com o

majoritario do OE de C. cassia demonstrando a menor 1C50 (Tabela 3)
3.3 Mortalidade de C. elegans resistente a levamisol

Para os testes de eficacia dos OE na linhagem resistente a levamisol (CB330), o 6leo de
C. cassia também apresentou a menor 1C50 (0,048 mg/mL; 1C95% = 0,03-0,06 mg/mL; R? =
0,94) entre os demais OE. Seguido pelo 6leo de L. cubeba (IC50 0,086 mg/mL; 1C95% = 0,02-
0,10 mg/mL; R? = 0,96), C. camphora (IC50 = 0,107 mg/mL; 1C95% = 0,06-0,17 mg/mL; R?
=0,78) e E. caryophyllus (IC50 0,208 mg/mL; 1C95% = 0,17-0,24 mg/mL; R? = 0,93), com 0
altimo apresentando a maior concentracao inibitdria na linhagem CB330. A IC50 do levamisol
foi de 1,520 mg/mL (IC95% = 0,87-2,47 mg/mL; R? = 0,74) na linhagem N2 e 2,146 mg/mL
(1C95% = 1,18-4,22 mg/mL; R? = 0,77) na CB330 (Tabela 2).

O resultado dos compostos isolados na CB330, ressalta o cinamaldeido como, o
majoritario que obteve a menor 1C50 (0,051 mg/mL; IC95% = 0,04-0,06 mg/mL; R? = 0,94),
seguido por eugenol (0,086 mg/mL; 1C95% = 0,06-0,11 mg/mL; R? = 0,88), citral (0,107
mg/mL; 1C95% = 0,08-0,13 mg/mL; R? = 0,91) e eucaliptol (0,537 mg/mL; IC95% = 0,31-0,93
mg/mL; R? = 0,71) (Tabela 3).

3.4 Associacao do levamisol com os 6leos essenciais e majoritarios sobre C. elegans sensivel

Os OE e majoritarios foram combinados com o sintético levamisol, para avaliar a
sinergia das composicOes (Figura 1), as doses combinadas que obtiveram valor positivo nos
graficos por vermelho e valores negativo por verde. O modelo Loewe foi utilizado para a
derivacédo dos dados. Na N2, apenas o OE de C. camphora, demostrou sinergismo (SS; 0,91;
CSS: 77%) (Figura S1). C. cassia (SS: - 2,2; CSS: 62,1%) e E. caryophyllus (SS: - 1,29; CSS:
81,5%) tiveram sinergismo parcial. O OE de L. cubeba (SS: - 9,22; CSS: 83,5%) foi 0 Gnico a

apresentar antagonismo sob a N2.

Os compostos isolados na cinamaldeido (SS: - 35,5; CSS: 36%), citral (SS: - 8, 95; CSS:
41,4%) e eugenol (SS: - 9,14; CSS: 50,2%) foram considerados altamente antagonicos (Figura

9
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S1). Em excecdo ao majoritario associado a levamisol, eucaliptol foi o Unico composto isolado,
na N2, que apresentou efeito sinérgico (SS: 4,04: CSS: 81,7%).

3.5 Associacdo do levamisol com os Oleos essenciais e majoritarios sobre C. elegans

resistente

Todos os Oleos essenciais em associacdo a levamisol C. camphora (SS: 16,1; CSS:
77,7%), C. cassia (SS: 9,6; CSS: 56%) e E. caryophyllus (SS: 7,5; CSS: 36%) apresentaram
alto sinergismo na cepa CB330 quando associados (Figura S2). Com L. cubeba (SS: 0,6; CSS:

55,8%) demonstrando baixos indices de sinergia.(Figura 2).

Os compostos majoritarios em associacao, eucaliptol (SS: 18,7; CSS: 71,2%), citral (SS:
17,17; CSS: 58,4%) e eugenol (SS: 20,23; CSS: 63,4%), apresentaram efeito altamente
sinérgico e score de sensibilidade superior a 50% (Figura S2). Diferente do exposto, o isolado

cinamaldeido apresentou uma alta atividade antagénica (SS: - 22,66; CSS: 61,1%).

4. DISCUSSAO

A atividade antiparasitaria dos OE pode ser resultante dos seus compostos majoritarios
(Andre, 2018). Logo, estudos com o objetivo de testar a bioatividade desses compostos sao
necessarios. O nematoide Caenorhabditis elegans € o organismo modelo escolhido para testar
drogas e compostos bioativos, por apresentar os efeitos das toxinas em seu organismo (Souza,
2021). Testes sinérgicos de compostos naturais com produtos sintéticos ja apresentaram
resultados com o objetivo de potencializar o efeito de medicamentos (Zago, 2009). Logo,
evidenciando a eficécia de alternativas para o uso de sintéticos em combinagdes com compostos

naturais contra a resisténcia maltipla aos anti-helminticos.

O OE de C. cassia testado isoladamente, apresentou a melhor IC50 na linhagem e
sensivel (IC50 0,049 mg/mL) e resistente (IC50 0,048 mg/mL). O majoritario do OE de C.
cassia, cinnamaldeido, também demostrou a melhor IC50 dos compostos isolados (N2: 1C50
0,041 mg/mL; CB330: IC50 0,051 mg/mL). C. cassia, pertencente a familia Lauraceae, tem
sido amplamente utilizado na medicina. Estudos ja relataram o potencial do cinnamaldeido

como antiparasitarios (Katiki et al., 2017; Williams et al, 2015).
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O OE de C. camphora testado isoladamente demonstrou eficdcia maior na cepa N2
(1C50 0,078 mg/mL), quando comparado a linhagem CB330 (IC50 0,107 mg/mL). O mesmo
ocorreu com eucaliptol, com a IC50 0,384 mg/ml (N2) e IC50 0,537 mg/mL (CB330). O
eucaliptol, possui atividade inibitéria dos nociceptores e uma reducdo da atividade
gastrointestinal sugerindo acdo depressora do sistema nervoso central (Oliveira, 2021). A
resisténcia a esses agonistas colinérgicos do levamisol, ocorre por mudancas nas propriedades
da populacédo de receptores nicotinicos, e por uma alteracdo na ligacdo dessas drogas com seus
receptores (Mayoral Pefia, 2017). Logo, podendo sugerir similaridade nos mecanismos de a¢ao
de uma linhagem resistente a levamisol a compostos com ac¢des similares ao sintético. Porém,

mais estudos devem ser feitos para melhor compreensédo desses fatores.

O OE de Litsea cubeba e seu composto majoritario foram eficientes em linhagens
diferentes, o OE na cepa resistente (IC50 0,086 mg/mL) e o citral na sensivel (IC50 0,065
mg/mL) de C. elegans (Tabela 2). Alguns mecanismos de resisténcias consistem em
modificacdo da acdo da molécula alvo, aumentando o numero de receptores alvos, que
permitem aumento na taxa de excrecdo de um determinado composto (Lins, 2018). O OE de L.
cubeba apresentou maior atividade na cepa resistente, sugerindo que o local de acdo dos
componentes ativos do OE, é diferente do local que é impactado pela droga. Os efeitos do 6leo
contra E. coli O157:H7 demostram a atividades como inibi¢ao da permeabilidade da membrana
celular e inibicdo do metabolismo respiratério, o que impede a fungdo do acido nucléico (Dai
etal., 2021)

O oleo essencial de Eugenia caryophyllus possui diferentes efeitos farmacoldgico como
antioxidante e anti-helmintica devido a presenca de grupos fenolicos na sua composicao. Entre
seus constituintes quimicos, destaca-se o0 composto isolado eugenol (Sary, 2019; De Figueiredo,
2021). O OE de E. caryophyllus na N2 (IC50 0,204 mg/mL) e CB330 (IC50 0,208 mg/mL)
tiveram eficécias similares. O composto isolado eugenol, teve maior eficacia na N2 (IC50 0,060
mg/mL). O mecanismo antibacteriano do eugenol ocorre por meio da inducéo da lise celular
das bactérias, danificando a parede celular da membrana, causando vazamento proteico e
lipidico. Como atividade antiparasitéria, o eugenol mostrou eficécia inibindo o crescimento de
Leishmania amazonesis, danificando morfologicamente, colapsando a membrana interna (Raja,
et al 2015; De Santana, 2021)

A combinagdo de compostos quimicos e Gleos essenciais ja apresentam resultados

promissores. Os efeitos sinérgicos de terpenos com larvicidas também j& apresentaram
11
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atividade sobre o inseto Aedes aegypti (Dhinakaran, Mathew e Munusamy, 2019). A capacidade
dos OEs de interagir com os lipideos da membrana, perturbando a estrutura celular, facilita a
entrada e acdo dos sintéticos (Sharma et al., 2020). Este trabalho estudou a interacdo dos OEs
ja apresentados e seus respectivos compostos majoritarios combinados ao composto quimico
levamisol. Na linhagem sensivel, os Gnicos compostos que tiveram altas respostas sinérgicas
foram o OE de C. camphora (SS: 0,91; CSS: 77%) e 0 monoterpeno, eucaliptol (SS: 4,04; CSS:
81%). CombinacGes de substancias com efeito sinérgico podem aumentar a biodisponibilidade
das substancias ativas e/ou reduzir sua dosagem. Como resultado, a toxicidade e as reagoes
adversas sdo reduzidas, contribuindo assim para uma melhor eficacia (Casanova, 2017). C.
cassia (SS: - 2,2; CSS: 62,1%) e E. caryophyllus (SS: - 1,29; CSS: 81,5%) tiveram sinergismo
parcial. Com o OE de L. cubeba (SS: - 9,22; CSS: 83,5%) apresentando antagonismo.
Cinamaldeido (SS: - 35,5; CSS: 36%), citral (SS: - 8, 95; CSS: 41,4%) e eugenol (SS: - 9,14;
CSS: 50,2%) foram altamente antagbnicos. O antagonismo pode ser observado quando dois ou
mais compostos ndo possuem o seu efeito melhorado do que quando usadas individualmente
(Hyldgaard et al 2012) Os mecanismos que sdo responsaveis pelo antagonismo de alguns

metabdlicos secundarios, necessitam de mais investigacdes (Katiki et al, 2017).

Na linhagem resistente, C. camphora (SS: 19,7; CSS: 77,7%), C. cassia (SS: 9,6; CSS:
56%) e L. cubeba (SS: 0,6; CSS: 55,8%) foram os 6leos que apresentaram efeito sinérgico. Os
compostos isolados eucaliptol (SS: 18,7; CSS: 71,2%), citral (SS: 17,17; CSS: 58,4%) e
eugenol (SS: 20,23; CSS: 63,4%), também apresentaram efeito altamente sinérgico. A maioria
dos OE que tiveram efeitos sinérgicos ou antagonicos tiveram resultados semelhantes em
atividade com seus compostos isolados. Com excecédo do E. caryophyllus na cepa CB330, que
teve indice de sinergia de -12,5 e score de sensibilidade de 36%, com 0 seu composto
majoritario, eugenol, tendo indice de sinergia de 20,23 e score de sensibilidade <60%. E
cinamaldeido com alta atividade antagbnica (SS: - 22,66; CSS: 61,1%), enquanto o OE de C.
cassia apresentou atividade para sinergia em combinagdo com levamisol (SS: 9,6; CSS: 56%).
O sitio de acdo dos compostos que obtiveram sinergismo e eficacia na linhagem resistente a
levamisol, possivelmente possuem locais de acdo diferentes das subunidades proteicas que
formam os canais idnicos nicotinicos do C. elegans (Pifia Vazquez, 2014). Ja os resultados para
combinacBes com efeito antagbnico, sugerem que a atividade bioldgica de um dos
componentes, pode reduzir a eficacia geral dos compostos em combinacéo (Caesar et al 2019).
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5. CONCLUSAO

O OE de Cinnamomum cassia e seu majoritario, cinamaldeido, apresentaram as
melhoras eficacias sobre as linhagens sensiveis e resistentes de C. elegans, mostrando a
importancia do uso desses compostos principalmente sobre a linhagem resistente. Na
associacao, verificou-se que a maioria das combinacdes evidenciaram efeito do sintético na
linhagem resistente, indicando que a associag¢do pode ser uma possivel alternativa na resisténcia
ao levamisol. A combinacdo de substdncias com efeito sinérgico pode aumentar a
biodisponibilidade de substancias ativas potencializando o seu sinergismo. Mais testes devem
ser feitos analisando concentracdes com efeitos sinérgico e aditivos para a validagdo em testes
in vivo possibilitando o controle de nematoides gastrointestinais com resisténcia anti-

helmintica.
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Tabela 1. Componentes encontrados nos 6leos e suas porcentagens observadas no GC-MS.

Compostos C.céssia camghora caronp:_)Hyllus L. cubeba
% RI? % RI? % RI? % RI?

1,4 cineol i i 0.44 8.17 . - - -
2-Hexanol i i i _ 0.02 318 - -
2-Hexonona 0.04 3.06 ) ) _ . . R
3-Hexanol 0.02 312 - - 0.02 3.13 - -
4- terpineol ] ] ] ; - - 0.11 14.44
4-1sopropil-2-ciclohexenona ) ) 0.55 14.76 i ) ) i
5-Isopropilbiciclo (3.1.0) hexan-2-ona ) ) 0.05 13.57 i ) ) i
Acetato de cinz.jlmi.l 8.37 25 68 ) ) } ) . -
Acetato de feniletil 0.19 17.78 ) ) ; B - -
écc-etofe-nona- 062 10.14 ) ) _ . . -
émdo cinamico 757 25 99 ) ) ; 3 . -
écido fenilacético 013 1773 ) 3 ; . - -
Acido geranico i i i i 3 - 718 22 24
Acido nerélico ] ) ) _ . _ 057 20.69
Acido propanoico, 2-metil-, 3-metil-2-butenil

ester : : 003 947 - : : -
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Tabela 01 Cont.

C. E.
Compostos C.cassia camphora caryophyllus L. cubeba
% RI? % RI? % RI? % RI?
Alcool fenetilico
0.11 11.75 - - - - - -
Alo-aromadendreno i i i i 0.12 26.24 - -
Ascaridol glicol<trans-> i i 0.20 18.29 3 - - -
Benzaldeido 747 6.49 ) ) ; . - -
<feniletil>
Benzoato <feniletil 0.09 40.87 ) ) } . - -
Benzoato de benzila 016 37.78 ) ) ; 3 . -
Benzoato de etila 071 14.24 ) ) i} ) . -
Canfeno i i 096 622 - : 0.68 6.23
< -2->
Careno<delta-2 i i 0.05 772 ; . - -
<cis>
Carveol <cis i i 0.09 16.67 . _ - -
Carveol <trans> i i 0.35 16.17 - - - -
Carvona ; . 063  17.22 - - 0.58 17.24
Chavicol ) _ _ _ 0.11 17.69 - -
Ciclosativeno 0.03 22 46 ) ) . . . -
Cinamaldeido 57.02 18.54 ) ) . . . -
: <feniletil>
Cinamato <feniletil 036 51.04 ) ) } ) . -
Citronelal i ) 3 ) ; - 0.16 13.40

21



Tabela 01 Cont.

C. E.
Compostos C.cassia camphora caryophyllus L. cubeba
% RI? % RI? % RI? % RI?
Citronelol ) ) . - - - 0.29 16.58
Cumarina 479 25274 : - - - - -
Cuminaldeido i i 0.13 17.05 . - - -
Decano<n-> 0.02 7.63 0.02 7.64 - - 0.07 7.64
Dihidro-eugenol ) ) ) . 0.04 22.63 - -
Epoxido de humuleno 11 i ) 3 ) 0.18 32.23 - -
Epoximirceno <6,7-> 3 ) 0.03 10.97 - - - -
Eucaliptol - - 37.66 8.80 - - 4.16 8.744
Eugenol _ _ ; - 82,94  22.426 - -
Fenchona i i 0.03 10.82 - - - -
Formato de citronelita i ) ) . - - 0.11 18.61
Formato de feniletil 0.74 14.32 ) 3 ; . - -
Geranial ) } . - - - 19.48 18.40
He pt-5-en-2-ona <6-metil-> i ) 0.10 792 ; . 3.04 7.22
Heptan-2-ol<6-metil- i i 0.21 6.30 - - - -
Hexona i i i - 0.03 3.07 - -
Hidrocinamaldeido 016 13.76 ) ) ; B} - -
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Tabela 01 Cont.

C. E.
Compostos C.cassia camphora caryophyllus L. cubeba
% RI? % RI? % RI? % RI?
Limoneno - - 19.79 8.71 - - 12.11 8.65
Linalol ) ) - - - - 1.48 11.23
Menta-1(7),8-dieno<para-> i i 0.03 782 ; - - -
Metanoato de benzila 0.05 10.36 ) ) ) . - -
Metanoato de isobornila 011 16.57 ) ) } . - -
Metil-chavicol i i i _ 0.04 15.32 - -
Metil-eugenol i i i i 0.08 24.104 - -
Mirceno ) 3 0.95 737 . - - -
Mirtenal i i 0.28 15.22 3 - - -
Neral 3 ) - - - - 12.75 17.12
o-écetllanlsol 0.04 1933 ) ) ; B} - -
0-Acido anisico 0.06 27 14 ) } } . . -
o-Anisaldeido 177 17.14 ) . - - - -
0-Guaiacol 0.38 10.82 ) N ; 3 - -
CT-MGIOXI cinamadeido <E> 478 29 12 ) ) _ ; . -
Oxido de cariofileno ) ) ) . 1.37 31.23 1.49 31.22
Oxido de limoneno, cis- (-)- ) ) 0.76 1959 _ ] ] -
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Tabela 01 Cont.

Compostos C.cassia camghora caron:Hyllus L. cubeba

% RI? % RI? % RI? % RI?
Oxido de Linalol <cis-> ) i i i . - 1.25 10.21
Oxido de Linalol <cis-> (pirandide) i i ) ) - - 0.22 14.07
Oxido de Linalol <trans-> ) i i i i _ 1.17 10.807
Oxido de Linalol <trans-> (pirandide) i i ) ) . . 0.20 14.27
Oxido de trans-d-limoneno ] ] 0.46 1278 ] ] ] )
Oxido de a-pineno i i 0.22 11.22 . - - -
p-cimen-7-ol ; - 009  19.23 - - - -
p-cimeno 003 8492 1288 852 - - 0.74 8.50
Perileno : : 004  11.30 . : - -
Pinano<cis-> i i 0.02 711 . - - -
Pinocarvona i _ 0.14 13.80 - - - -
Piperitona ) ) - - - - 0.92 17.67
Piruvato de isoamila ) ) ) . - - 0.14 9.46
p-mentha-2,8-dien-1-ol <cis> i ) ) . - - 0.11 12.65
Sabineno 005 690 48 690 004 691 027 6.1
Trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol ) ) 017 12.07 i ) ) i
Trans-sobrerol ) ) 0.12 22 90 - - 0.22 12.07
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Tabela 01 Cont.

C. E.
Compostos C.cassia camphora caryophyllus L. cubeba

% RI? % RI? % RI? % RI?
Triciclono i i 0,02 5.54 - - 0.12 5.54
Vanilina ) } . - 0.15 23.77 - -
Verbenol<trans-> i i 0.17 13.06 . _ - -
Verbenona i i 0.14 15.75 - - - -
a-campholenal i i 0.10 12.30 - - 0.11 12.31
a-copaene - - - - 0.08 22.97 - -
a-fenchone i i 0.11 6.19 - - - -
a-guaieno ] ; ; - 0.09 25.64 - -
a-humuleno ) ) . . 2.5 26.14 - -
a-muuroleno ) 3 ) - 0.05 28.02 - -
a-pineno ; - 8,54 5,83 - - 0.85 5.83
a-terpineol ) ) . - - 0.30 14.99
a-tujeno i ) 0.21 5.62 ; . - -
B-cariofileno ) ) . . 9.63 24.79 - -
[-isocomeno ) ) } . 0.40 24.48 - -
B-longipineno ] ] ; ; 0.08 24.24 - -
B-pineno ; . 2.19 7.02 - - 1.16 7.02
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Tabela 01 Cont.

C. E.
Compostos C.cassia camphora caryophyllus L. cubeba

% RI? % RI?2 % RI?2 % RI?
- i <cis>
B-terpineol <cis ) ] ] ] _ ; 0.14 13.06
v - elemento i - - - 0.49 25.23 - -
NI*

4.12 - 6.19 - 1.79 - 27.81 -

100 100 100 100

2[ndice de retencdo linear; NI*: Néo identificado
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Tabela 2. Atividade dos 6leos essenciais sobre C. elegans sensivel (N2) e resistente (CB330)

Compostos IC50 N2 (mg/mL) 1C95% R? IC50 CB330 (mg/mL) 1C95% R?
Levamisol 1,520+1,022 0,87-2,47 0,74 2,146+2,323 1,18-4,22 0,77
C. cassia 0,049+0,017 0,04-0,05 0,95 0,048+0,027 0,03-0,06 0,94

C. camphora 0,078+0,055 0,15-0,13 0,74 0,107+0,029 0,06-0,17 0,78
L. cubeba 0,206+0,040 0,14-0,27 0,91 0,086+0,018 0,02-0,10 0,96
E. caryophyllus 0,204+0,183 0,17-0,24 0,97 0,208+0,158 0,17-0,24 0,93

*1C50: concentracdo inibitéria de 50%; + média e desvio padréo; 1C95%: intervalo de confianca de
95%; R?: coeficiente de determinagio.

23



Tabela 3. Atividade dos compostos isolados sobre as linhagens de C. elegans sensivel (N2) e

resistente (CB330)
Compostos IC50 N2 (mg/mL) 1C95% R?  I1C50 CB330 (mg/mL) 1C95% R?
Cinamaldeido 0,041+0,014 0,03-0,04 0,92 0,051+0,002 0,04-0,06 0,94
Eucaliptol 0,384+0,144 0,21-0,69 0,75 0,537+0,290 0,31-0,93 0,71
Citral 0,065x0,007 0,05-0,08 0,95 0,107+0,015 0,08-0,13 0,91
Eugenol 0,060+0,108 0,05-0,07 0,95 0,086+0,005 0,06-0,11 0,88

*1C50: concentracdo inibitéria de 50%; + média e desvio padrdo; 1C95%: intervalo de confianca de
95%; R?: coeficiente de determinagio.
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Figura 1. indice de sensibilidade da associacdo dos OE e majoritarios na N2.
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Figura 2. indice de sensibilidade da associacdo dos OE e majoritarios na CB330.
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Material Suplementar

Figura S1. Superficie 2D de Synergy Scores para combinacdo dos 6leos essenciais com

levamisol na N2. O valor médio de Synergy € indicado na superficie (valor p comparado a 0%
d inibic&o).
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Figura S2. Superficie 2D de Synergy Scores para combinacdo dos 6leos essenciais e
majoritarios com levamisol na CB330.
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Figura S3. Superficie 2D de Synergy Scores e mapa de calor para combinagéo dos melhores

OE e majoritérios na N2.
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Figura S4. Superficie 2D de Synergy Scores e mapa de calor para combinagéo dos melhores

OE e majoritéarios na CB330.
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