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RESUMO

O parasitismo por nematoides gastrintestinais € um desafio na producdo de pequenos
ruminantes no mundo inteiro. Ocasiona grandes perdas produtivas e econdmicas,
principalmente devido a resisténcia anti-helmintica. Os compostos naturais com atividade
antiparasitaria sdo potenciais alternativas para o controle desses parasitos. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade biolégica dos compostos organicos cinamaldeido e
citronelal em isolados de Haemonchus contortus com diferentes niveis de resisténcia anti-
helmintica. Para tal foram realizados testes de eclosdo de ovos (TEO) e testes de
desenvolvimento larvar (TDL) em minicoproculturas. Os testes foram realizados utilizando o
isolado de H. contortus resistente a anti-helminticos Kokstad (KOK), o isolado suscetivel
Inbred-Strain-Edinburgh (ISE) e o isolado suscetivel Echevarria (ECH). Foram calculadas as
concentragOes efetivas para inibir 50% (CEsp) e 95% (CEogs) da eclodibilidade dos ovos e do
desenvolvimento larvar. Os resultados das CEso dos TEOs para cinamaldeido apresentaram
baixas variagdes entre os isolados KOK (133.6 uM), ISE (142.8 uM) e ECH (133.2 uM). O
mesmo ocorreu com os resultados de CEsp dos TEOs para o composto citronelal (KOK 294.5
uM; ISE 308.7 uM; e ECH 350.6 uM). J& a CEgs para citronelal apresentaram maiores variagcoes
entre os isolados estudados (KOK 1,083.1 uM; ISE 3,317.3 uM e ECH 2,008.2 uM). Resultados
de CEsp no TDL em minicoproculturas para cinamaldeido (KOK 7,396 uM; ISE 7,232 uM e
ECH 6,542 uM) e citronelal (KOK 28,422 uM; ISE 28,883 uM e ECH 31,816 uM) também
mostraram pouca variacdo entre os isolados estudados. Contudo, os resultados de CEgs
(Cinamaldeido: KOK 21,594 uM; ISE 14,115 uM e ECH 13,031 uM e Citronelal: KOK 99,284
uM; ISE 53,319 uM e ECH 81,654 uM) apresentaram maior variagédo entre os isolados do que
os resultados de CEso. De maneira geral o citronelal e cinamaldeido mostraram eficécia sobre
ovos e larvas de isolados de H. contortus com diferentes perfis de resisténcia a anti-helminticos.

Palavras-Chave: Cinamaldeido, citronelal, nematoides gastrintestinais, controle.



ABSTRACT

Parasitism by gastrointestinal nematodes is a challenge in the production of small ruminants
worldwide. It causes large productive and economic losses, mainly due to anthelmintic
resistance. Natural compounds with antiparasitic activity are potential alternatives for
controlling these parasites. Thus, the aim of this study was to evaluate the biological activity of
organic compounds cinnamaldehyde and citronellal in Haemonchus contortus isolates with
different levels of anthelmintic resistance. For this purpose, egg hatch tests (TEO) and larval
development tests (TDL) were performed in minicoprocultures. Tests were performed using
the anthelmintic-resistant H. contortus isolate Kokstad (KOK), the susceptible isolate Inbred-
Strain-Edinburgh (ISE) and the susceptible isolate Echevarria (ECH). The effective
concentrations to inhibit 50% (ECso) and 95% (ECgs) of egg hatchability and larval
development were calculated. The ECsp results of the TEOs for cinnamaldehyde showed low
variations between the isolates KOK (133.6 uM), ISE (142.8 uM) and ECH (133.2 uM). The
same happened with the ECsxo results of the TEOs for the citronellal compound (KOK 294.5
uM; ISE 308.7 uM; and ECH 350.6 uM). The CEgs for citronellal showed greater variations
among the isolates studied (KOK 1,083.1 uM; ISE 3,317.3 uM and ECH 2,008.2 uM). ECsp
results in TDL in minicoprocultures for cinnamaldehyde (KOK 7.396 uM; ISE 7.232 uM and
ECH 6.542 uM) and citronellal (KOK 28.422 uM; ISE 28.883 uM and ECH 31.816 uM) also
showed little variation among the studied isolates. However, the CEgs results (Cinamaldehyde:
KOK 21.594 uM; ISE 14.115 pM and ECH 13.031 pM and Citronellal: KOK 99.284 uM; ISE
53.319 uM and ECH 81.654 uM) showed greater variation between the isolates than did the
ECso results. In general, citronellal and cinnamaldehyde showed efficacy on eggs and larvae of
H. contortus isolates with different anthelmintic resistance profiles.

Key words: Cinnamaldehyde, Citronellal, gastrointestinal nematodes, control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01: Ovos do nematoide Haemonchus CONtOITUS ..........cccveiveiiiieiie e 17
Figura 02: Vulva de Haemonchus sp. e bolsa copulatoria de Haemonchus sp. ........ccccccevene.. 18
Figura 03: Ciclo de vida do nematoide gastrintestinal Haemonchus contortus ....................... 19
Figura 04: Estrutura quimica do cinamaldeido ...........ccocveeiienieie i 25
Figura 05: Estrutura quimica do CItronelal .............ccooveeiiiiiiiec e 27
CAPITULO |

Figura 1: Curvas de regressdo ndo linear dos TEOs com cinamaldeido (painel A) e citronelal
(painel B) e curvas de regressao ndo linear dos TDLs com cinamaldeido (painel C) e citronelal
(painel D) para os isolados de H. contortus KOK, ISE e ECH. R?: Coeficiente de determinac&o
40



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1: Concentracdes efetivas de cinamaldeido e citronelal para inibir 50% e 95% da eclosdo
dos ovos (CEso e CEgs) e seus intervalos de confianca a 95% (IC 95%) nos isolados de
Haemonchus contortus KOK, ISE @ ECH ........ooiiiiiiiiiie ettt 40
Tabela 2: Concentracdes efetivas de cinamaldeido e citronelal para inibir 50% e 95% do
desenvolvimento larvar (CEso e CEgs) e seus intervalos de confianca a 95% (IC 95%) nos
isolados de Haemonchus contortus KOK, ISE @ ECH .......cccccoiiiiiiininiiieene e 41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C: Graus Celsius

Hg: Micrograma

uM: Micromolar

BZ: Benzimidazois

CEso: Concentragdo efetiva para inibir 50% da ecloséo de larvas
CLso: Concentragdo letal

DMSO: Dimetilsulfoxido

ECH: Echevarria

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
IC: Intervalo de confianca

ISE: Inbred-Strain-Edinburgh

KOK: Kokstad

LC: Lactonas macrociclicas

L1: Larva de 1° estagio

L2: Larva de 2° estagio

L3: Larva de 3° estagio

mL: Mililitro

Ng: Nanograma

OPG: Ovos por grama de fezes

RZ: Coeficiente de determinagdo

TBZ: Tiabendazol

TDL: Teste de desenvolvimento larvar

TEO: Teste de ecloséo de ovos

TRCOF: Teste de Reduc¢édo de Contagem de Ovos nas Fezes
VG: Volume globular

WAAVP: World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ...t 14
LL1OBIETIVO GERAL ..o e e e 16
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .. oo 1B

2. REFERENCIAL TEORICO ... e 17
2.1 HaemonChus CONOMTUS ... ...ouiuieieitiiii e ee e e et eveeeeesiee e eaee 1T
2.2 Anti-NelmintiCOS € FESISTENCIA ......veiviieieiie it 19
2.3 Diagndstico da resisténcia anti-helmintica ............ccoovveiiiiiiiiicicicee e 20
2.3.1 Teste de eclosdo de OVOS (TEQ) ....ocviiieieiie et 21
2.3.2 Teste de desenvolvimento 1arvar (TDL) ......cccoovoirieeieniesie e 21
2.3.3 Teste de reducéo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) ......ccccccevvvevevieveccie e 21
2.4 Compostos organicos na Medicing VELEriNAIIA .........cccvvveeieieiieiere e 22
2.5 Compostos organicos com atividade sobre nematoides gastrintestinais .............cccocevvennnne 24
2.5.1 CINAMAIEITOD ...o.veveiiiieeteiee ettt ra e s 25
2.5.2 CIEIONEIAL ...ttt bbb 26
2.8 REFERENCIAS ...ttt 28

CAPITULO |
3. ATIVIDADE BIOLOGICA DOS COMPOSTOS CINAMALDEIDO E CITBONELAL
EM ISOLADOS DE Haemonchus contortus COM DIFERENTES NIVEIS DE

RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA ..ottt ee e ee e ee e 35
B L RESUMO ..ottt e et et eee e e e e e eeee e e ee e e e e e e e s e e e e e 35
B 2 AB S T RACT et 36
3.3 INTRODUGAD ..ottt sttt sttt 36
BAMATERIAL E METODOS ....ooeeteeeeeeeeeeeeeeeeetetetet et et et eeeeeeeeeeeeeteeeeee et et eeeseeeesestaeseseeeseseaens 37
B.5  RESULTADOS ..ottt ettt ettt ettt et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et eeneenns 39
3.6 DISCUSSAD ..o e et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et ee et et et eeeeenaes 41
B.7 CONCLUSAOD ..ottt 42
3.8 CONFLITO DE INTERESSES ..ot eeeeeeeeee et seeeeeee e see e eeeeeseeeeeenenseeannenens 43
3.9 RECONHECIMENTOS ..ottt ettt e e e e e e e e e e 43
A, REFERENCIAS ..o oottt et et et et e et et et ate e et et et ete e e et et esetese st eseteeeteeneereeanens 43

O AINEXQD A s 46



14

1. INTRODUCAO GERAL

Os nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes mais predominantes nos
rebanhos do nordeste brasileiro s&o Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis,
Oesophagostomum columbianum e Strongyloides papillosus (COSTA & VIEIRA, 1984).
Haemonchus contortus é o nematoide de maior importancia dos sistemas produtivos de
caprinos e ovinos, ocasionando altas taxas de mortalidades nos rebanhos. E mais prevalente em
regides de clima tropicais, subtropicais e temperados, os quais favorecem a sobrevivéncia dos
estagios de vida livre do parasito (BESIER et al., 2016).

A principal forma de controle desses parasitos é através de drogas antiparasitarias. Os
principais grupos quimicos utilizados sdo os benzimidazois (BZ), as lactonas macrociclicas
(LM) e os imidazotiaz6is. Porem a utilizacdo destes farmacos leva inevitavelmente ao
desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica e o uso indiscriminado dessas drogas acelera
esse processo (GASSER & VON SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2016). A descoberta e
producdo de novas drogas € um processo lento, caro e trabalhoso o que agrava ainda mais o
problema (GEARY, 2016).

O desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica ocorre quando nematoides
gastrintestinais sobrevivem a tratamentos com anti-helminticos, os quais deveriam ser letais
para 0S mesmos. Essa resisténcia € transmitida para as proximas geracdes e aumenta a
frequéncia de individuos resistentes na populagéo, o que leva a falha do controle anti-helmintico
(PRICHARD et al., 1980). Ja existem relatos de H. contortus resistentes a todas as classes de
anti-helminticos disponiveis no mercado (KOTZE & PRICHARD, 2016).

O crescente problema com a resisténcia anti-helmintica justifica a buscas por novas
alternativas de controle (BARONE et al., 2018). Os compostos de origem vegetal estdo sendo
estudados quanto a suas caracteristicas antiparasitarias. Os 6leos essenciais de algumas plantas
demonstraram atividade sobre nematoides gastrintestinais, podendo ser utilizados como
alternativas para o controle desses parasitos (ANDRE et al., 2018).

O dleo essencial de Cymbopogon citratus possui atividade ovicida sobre ovos de H.
contortus (MACEDO et al., 2015). O citronelal (ARAUJO-FILHO et al., 2018) possui
atividade sobre os ovos e larvas de H. contortus e o cinamaldeido (KATIKI et al., 2017) possui
atividade sobre a eclosdo de ovos. Contudo, os estudos relatando as eficacias dos compostos
organicos sobre nematoides gastrintestinais ainda sdo relativamente poucos, sendo necessario

a realizacdo de mais pesquisas que comprovem suas eficacias. Dessa forma, o objetivo desse
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trabalho foi avaliar a atividade bioldgica dos compostos cinamaldeido e citronelal em isolados

de H. contortus com diferentes niveis de resisténcia anti-helmintica.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade bioldgica dos compostos cinamaldeido e citronelal em isolados de

H. contortus com diferentes niveis de resisténcia anti-helmintica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a atividade in vitro dos compostos cinamaldeido e citronelal sobre a ecloséo de
ovos em isolados de H. contortus sensiveis e resistentes.
e Avaliar a atividade in vitro dos compostos cinamaldeido e citronelal sobre o

desenvolvimento larvar em isolados de H. contortus sensiveis e resistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus é o nematoide gastrintestinal de maior importancia nos sistemas
produtivos de pequenos ruminantes, devido sua patogenicidade e capacidade de ocasionar
grandes perdas econdmicas. Infecta principalmente caprinos e ovinos e esta presente no mundo
inteiro, em regibes de climas tropicais, subtropicais e temperados. O estagio adulto habita o
abomaso dos animais, alimentando-se de sangue dos capilares da mucosa. Vermes adultos
podem ingerir em média de 30 a 50 ul de sangue por dia por parasito no abomaso. Em ovelhas,
apos 11 dias de infeccdo com 10.000 larvas infectantes, a perda de sangue diaria pode chegar a
30 mL (MONTEIRO, 2007; AMARANTE, 2014; GASSER & VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA, 2016).

Os ovos de Haemonchus tém formato de barril, tamanho medio de 74 um de
comprimento por 44 um de largura (Figura 01). As larvas de terceiro estagio (L3) sao
infectantes, possuem a cabeca arredondada e estreita. A cauda da bainha tem tamanho médio,

termina afiladamente e moderadamente curva (MONTEIRO, 2007).

-

@}

.

Figura 01: Ovos do nematoide Haemonchus contortus.
Fonte: Arquivo pessoal.

O parasito adulto pode chegar a medir de 1 a 3 cm de comprimento (AMARANTE,
2014). Os adultos apresentam extremidade anterior afilada, capsula bucal pequena com a

presenca de uma lanceta em seu interior. Machos e fémeas apresentam papilas cervicais
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proeminentes e dirigidas para tras. Os machos possuem bolsa copulatéria (Figura 02) bem
desenvolvida com raio dorsal em forma de forquilha e espiculos com ganchos. As fémeas
possuem na regido vulvar um apéndice que pode ser linguiforme (Figura 02), liso e formato de
botdo (MONTEIRO, 2007).

Figura 02: Vulva de Haemonchus sp. fémea e bolsa copulatoria de Haemonchus sp. macho.
Fonte: Monteiro, 2007.

O ciclo de vida do Haemonchus (Figura 03) € direto, possui uma fase de vida livre e
outra parasitaria. As fémeas depositam ovos no abomaso que sdo eliminados nas fezes do
hospedeiro. No meio ambiente e sob boas condi¢es as larvas de primeiro estagio (L1) eclodem
dos ovos (cerca de 1 dia), sendo liberadas na pastagem e se desenvolvem em larvas de segundo
estagio (L2) até L3, em um periodo de no minimo 5 dias (GASSER & VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA, 2016). Esse periodo pode ser afetado por condi¢des climaticas como o
frio, podendo levar semanas ou meses. O animal se infecta quando ingere pastagem
contaminada com as L3 infectantes. No rimen as larvas perdem a bainha, sofrem muda para
larva de quarto estdgio (L4) e depois para adultos. Antes da ultima muda ocorre o
desenvolvimento da lanceta perfurante, usada para realizar o repasto sanguineo, responsavel
pelo desenvolvimento da sintomatologia. O periodo pré-patente varia de 18 a 21 dias
(AMARANTE, 2014).
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Figura 03: Ciclo de vida do nematoide gastrintestinal Haemonchus sp.
Fonte: Adaptado de Monteiro, 2007.

Por realizar hematofagia, H. contorus pode ocasionar gastrite hemorragica, anemia
grave, letargia, diferentes graus de edema subcuténeo devido a perda de albumina, reducdo no
desemprenho reprodutivo, no ganho de peso e na producéo de leite, reducdo na producéo de 1a
e em alguns casos diarreia. Pode ocorrer Obito, principalmente em animais jovens que
apresentam carga parasitaria elevada (GASSER et al., 2016; GONZALEZ-SANCHEZ et al.,
2019; SCHWARZ EYAL, 2013).

H. contortus possui maior distribuicdo nos rebanhos, apresentando mais de 80% de
prevaléncia em caprinos e ovinos (NEVES et al., 2008). No Brasil, H. contortus é o nematoide

mais prevalente e patogénico (SANTOS et al., 2014).

2.2 Anti-helminticos e Resisténcia

As verminoses afetam tanto animais de companhia como de produgdo. Como solucéo
para o controle foi langcado no mercado na década de 1960 o primeiro anti-helmintico do grupo
dos benzimidazoéis, o tiabendazol (TBZ) e posteriormente o albendazol, oxfendazol,
fenbendazol e mebendazol. Os imidazotiaz6is foram lancados no final da década de 1960
(BESIER et al., 2016), seguidos pelas lactonas macrociclicas (LMs) (ivermectina, milbemicina
e moxidectina) no inicio dos anos 1980, sendo considerados eficazes por anos. Porém, surgiram
relatos de resisténcia anti-helmintica a essas drogas, devido a isso mais trés principios ativos
foram disponibilizas para comercializagdo: o monepantel (Zolvix®), derquantel em combinagio
com abamectina (Startect®) e emodepside em combinagido com praziquantel (Profender®)
(BESIER et al., 2016; EPE; KAMINSKY, 2013).
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Atualmente o controle dos nematoides gastrintestinais € realizado quase que
exclusivamente por anti-helminticos. As exposicdes a essas drogas levam inevitavelmente a
selecdo de parasitos resistente (ANDRE et al., 2018; SANTOS et al., 2017).

A resisténcia anti-helmintica é um problema relatado em todo o mundo, ocorre com
todos os grupos de drogas utilizadas no controle de nematoides como os imidazotiazéis, BZ e
LMs. Hoje, praticamente todos os parasitos de campo apresentam algum grau de resisténcia aos
antiparasitarios, existindo relatos de vermes resistentes a multiplas drogas. Em H. contortus,
muitos anti-helminticos utilizados para realizar seu controle apresentam menos de 95% de
eficacia. Existe H. contortus resistente até ao mais novo anti-helmintico, o monepantel
(TAYLOR et al., 2002; KOTZE & PRICHARD, 2016).

A resisténcia anti-helmintica é causada por mutagdes genéticas que alteram a capacidade
dos parasitos sobreviverem a tratamentos com doses recomendadas de anti-helminticos que
deveriam ser letais para individuos de uma populacao sensivel. Os mecanismos de resisténcias
a LM, BZ e imidazotiaz6is, podem ocorrer devido a mutacdes nos genes envolvidos com a
desintoxicacdo e permeabilidade das células ou através de alteracfes nos genes que codificam
alvos especificos de drogas. Essa resisténcia € transmitida para as geracgdes futuras através dos
cruzamentos dos helmintos que sobreviveram a exposicdo ao medicamento (MELO &
BEVILAQUA, 2005; SANTOS, 2017; MICKIEWICZ et al., 2019).

Existem algumas alternativas de controle que ajudam a melhorar o problema da
resisténcia anti-helmintica, como o pastejo misto ou alternado com hospedeiros sensiveis e
resistentes, selecdo de animais geneticamente resistentes, suplementacdo com dietas ricas em
concentrado, confinamento de animais susceptiveis e manejo das pastagens (MOLENTO et al.,
2013; VIEIRA et al., 2010). Os produtos naturais também sdo estudados como possiveis
alternativas de controle (ANDRE et al., 2018).

2.3 Diagnostico da resisténcia anti-helmintica

Existem testes que podem ser usados para o diagndstico da resisténcia anti-helmintica
em nematoides, como os testes invitro (TEO e TDL) e in vivo (TRCOF). Os testes in vitro séo
utilizados como alternativas aos testes in vivo, sendo considerados mais econémicos, menos
laboriosos e de répida obtencdo dos resultados (BATISTA et al., 2016).
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2.3.1 Teste de Eclosao de Ovos (TEO)

E utilizado para a deteccdo da resisténcia a benzimidazdis e verificar se outros
compostos possuem atividade ou ndo sobre ovos de parasitos (COLES et al., 2006). Os ovos
de nematoides sdo cultivados em diluicdes seriadas da droga ou composto a ser testado. O
benzimidazol impede o embrionamento e consequentemente o desenvolvimento das larvas. Nao
apresenta sensibilidade caso uma populacgdo de parasitos tenha menos de 25% de nematoides
resistentes. Possui a limitacdo de poder ser realizado no méaximo até trés horas apés a coleta dos
ovos, depois desse periodo os ovos devem ser armazenados anaerobicamente (TAYLOR et al.,
2002). O ponto de corte para diagndstico da resisténciaa TBZ é 0,1 pg/mL, parasitos com CEso
acima desse valor sdo considerados resistentes. E utilizado em testes com isolados de
Teladorsagia circumcincta, H. contortus, T. colubriformis, Cooperia e Oesophagostomum
(COLES et al., 2006).

2.3.2 Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL)

O TDL e um método de diagnostico sensivel e pratico, mede a capacidade de uma
substancia inibir o desenvolvimento de larvas (KOTZE & PRICHARD, 2016; ALEMAN
GAINZA et al., 2019). Cultivam-se as L1 até L3 na presenca de um anti-helmintico ou outro
composto a ser testado. Apoés, realiza-se a contagem do numero de L1, L2 e L3 em cada
concentracdo testada para determinacdo das eficiéncias e CEso (BATISTA et al., 2016;
TAYLOR et al, 2002). E um método de diagndstico confiavel para a detecgdo da resisténcia a
levamisol (COLES et al., 2006) e ivermectina (TAYLOR et al., 2002). Uma das suas vantagens
é permitir a analise simultanea de diferentes antiparasitarios ao mesmo tempo e nao depender
de ovos ndo embrionados como no TEO (ALEMAN GAINZA et al., 2019; TAYLOR et al.,
2002; COLES et al., 2006).

2.3.3 Teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF)

E utilizado para o diagndstico da resisténcia anti-helmintica in vivo, sendo considerado
um teste simples e eficaz. Nesse teste realiza-se uma estimativa da eficacia das drogas através
da contagem dos ovos antes e ap6s a administracdo dos antiparasitarios. E utilizado em animais
naturalmente infectados, podendo ser aplicado a todos os nematoides que eliminam ovos

através das fezes. Possui a limitagdo de ndo apresentar sensibilidade caso em uma populagao
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contenha menos de 25% de parasitos resistentes. Pode ser realizado para diagnosticar a

resisténcia a todos os anti-helminticos (COLES et al., 1992).

2.4 Compostos organicos na medicina veterinaria

Desde a antiguidade os seres humanos aprenderam a diferenciar plantas comestiveis,
toxicas e com propriedades curativas. O uso de plantas medicinais para combater diversas
patologias € utilizado h& séculos por todas as civilizagcbes (HOSTE et al., 2015). A fitoterapia
baseia-se no uso de plantas medicinais para realizar o tratamento de enfermidades.
Tradicionalmente os medicamentos fitoterapicos conservam a composicao original da planta,
ja os medicamentos industrializados derivados de plantas, apresentam apenas 0 componente
que apresentou propriedades terapéuticas (FALZON & BALABANOVA, 2017).

A etnoveterinaria é uma ciéncia que vem se desenvolvendo com o tempo, de forma que
0s medicamentos caseiros que eram utilizados para tratar doengas em humanos e mostravam
eficacia, passaram a ser usadas em animais também. O uso de medicamentos fitoterapicos
possui as vantagens de ndo deixarem residuos na carne e no leite, ter baixo custo, estar
prontamente disponivel e ser sustentavel. Na medicina veterinaria ha evidéncias de algumas
espécies de plantas que podem ter atividades sobre nematoides gastrintestinais (BAKARE et
al., 2020).

Para a correta utilizacdo dessas plantas na medicina veterinaria € necessario a
confirmacéo de sua eficacia e garantia de seguranca para uso em animais. A primeira etapa para
validar a atividade desses produtos naturais € a realiza¢do de testes in vitro. Os testes in vitro
sdo etapas preliminares para a determinacdo da atividade anti-helmintica dos provaveis
compostos das plantas e séo realizados antes dos testes in vivo. Para realizacdo dos testes in
Vvivo, € necessario realizar a analise de toxicidade com base nos dados obtidos nos testes in vitro,
visando determina a dose segura para uso na espécie estudada. O teste in vivo demonstra a acdo
direta do composto sobre o parasito presente no tubo digestivo do animal, diferentes das
condigBes encontradas em testes in vitro (ARAUJO-FILHO, 2017; QI et al., 2015).

Os testes in vivo sdo considerados mais preciso que 0s in vitro, porém, S0 mais caros
para executar, demoram mais tempo e possuem menor reprodutibilidade e precisdo devido as
variacdes entre animais e a farmacodindmica que ocorrem no organismo dos animais. Os testes

in vitro utilizando os estagios de vida livre dos parasitos, sdo considerados alternativas
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promissoras para realizar testes com compostos naturais em animais. Os testes in vitro e in vivo
se complementam, sendo necessario as duas metodologias para a realizacdo de estudos com
fitoterapicos (QI et al., 2015).

Na realizacao dos testes in vitro, H. contortus é o nematoide modelo dentro do grupo do
tricostrongilideos. Devido sua alta diversidade genética em uma populacdo e em diferentes
paises, sua capacidade de desenvolver resisténcia a anti-helminticos e facilidade de disseminar
essa resisténcia para as geracoes futuras (GASSER & VON SAMSON-HIMMELSTJERNA,
2016).

Na natureza as plantas produzem dois tipos de metabolitos. Os metabdlitos primarios
sdo substancias essenciais para formagdo, manutencdo e reproducdo das plantas. Ja 0s
secundarios ajudam na protegdo contra virus, bactérias, fungos, nematoides, insetos e animais
herbivoros (BOURGAUD, 2001; MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011).

Os metabdlitos secundarios também d&o origem aos 06leos essenciais. Estes 6leos séo
misturas complexas, compostas por constituintes naturais, volateis, de odor forte e
caracteristico (DHAKAD et al., 2017). Podem ser liquidos incolores, limpidos, solGveis em
solventes organicos e de baixo peso molecular. A composicdo dos 6leos essenciais € variavel,
alguns componentes estdo em maiores quantidades que outros, normalmente dois ou trés
componentes apresentam maiores concentragfes, sendo denominados componentes
majoritarios. Os efeitos dos compostos organicos podem ser atribuidos a um componente do
6leo ou podem ser pelas interacdes de dois ou mais (ARAUAJO-FILHO, 2017).

Os Oleos essenciais podem ser extraidos de diversas estruturas como flores, raizes,
galhos, brotos, folhas, sementes e caule (CARNEIRO et al., 2015). Sdo utilizados como
repelentes, herbicidas e inseticidas e por serem biodegradaveis ndo permanecem na agua e no
solo por muito tempo, sendo menos toxicos para mamiferos (DHAKAD et al., 2018). Algumas
plantas produzem o0leos essenciais com provaveis efeitos sobre nematoides gastrintestinais.
Estudos demonstraram atividade parasiticida desses 6leos, podendo ser utilizados como

alternativas para o controle de vermes (KATIKI et al., 2017).

A extragdo dos Oleos essenciais pode ser de varias formas, cada método possui
vantagens e determina as propriedades fisico-quimicas e propriedades bioldgicas do 6leo

extraido (AZIZ et al., 2018). Os métodos de extracdo mais utilizados sdo extracdo por solventes
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organicos, hidrodestilagdo, destilacdo a vapor, prensagem a frio, dentre outro (SILVEIRA et
al., 2012).

2.5 Compostos organicos com atividade sobre nematoides gastrintestinais

Usando o 6leo essencial de Cymbopogon citratus (MACEDO et al., 2015) em H.
contortus no TEO, os autores encontraram uma CEso de 0,46 mg/mL e eficacia meédia de
99,05% na concentracdo de 1,25 mg/mL. Compostos presentes na vagem de Acacia farnesiana
apresentaram excelentes resultados em testes in vitro, com H. contortus, apresentando quase
100% de eficécia nas atividades ovicida e larvicida nas concentracfes de 3,12 mg/mL e 6,25
mg/mL respectivamente (ZARZA-ALBARRAN et al., 2019).

Realizando testes com o 6leo essencial de Zanthoxylum simulans, em isolados de H.
contortus, no teste de ecloséo de ovos (concentragdes de 1,25 a 40 mg/mL) foi obtida CLso de
3,98 mg/mL e eficacia de 100% sobre a eclosdo dos ovos na concentracdo de 40 mg/mL. No
teste de desenvolvimento larvar em minicoproculturas (mesmas concentracdes) a CLso foi de
4,02 mg/mL, sendo obtido eficacia de 99,8% na concentracao de 40 mg/mL (QI H et al., 2015).

O extrato de Anacardium occidentale, testado nas concentracGes de 6 mg/mL a 0,125
mg/ml sobre H. contortus, apresentou 100% de eficacia na inibicdo da eclosdo dos ovos na
concentracéo de 0,5 mg/mL e DLso de 0,0255 mg/mL. Apresentou paralisia em 100% das larvas
na concentragao de 6 mg/ml e DLso de 0,196 mg/mL (DAVULURI et al., 2019).

Em estudos in vitro com extrato de taninos hidrolisaveis obtido da Castanea sativa, (2-
50 mg/mL) sobre H. contortus adultos coletados do abomaso de ovelhas, foram observadas
algumas alteracdes. Foi observado evisceragdo, ruptura das cuticulas ao redor da boca e de
orgdos reprodutivos. Além disso, 100% de mortalidade de H. contortus foi alcancado com 25
mg/kg. A DLso foi de 3,54 mg/mL e DLgo de 10 mg/mL (CARMEN ACEVEDO-RAMIREZ et
al., 2019).

Os oOleos essenciais de Croton zehntneri e Lippia sidoides também demonstraram
atividade em H. contortus. Para o teste de incubacdo de ovos, nas concentragdes de 1,25 mg/mL,
0,62 mg/mL e 0,31 mg/mL, a concentracédo de 1,25 mg/mL inibiu a eclosdo de ovos em 98%.
O TDL realizado em minicoproculturas nas concentragdes de 20 mg/mL a 1,25 mg/mL, na dose
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de 10 mg/mL foi observado inibicdo de 90% do desenvolvimento larvar (CAMURCA &
VASCONCELOS et al., 2007).

Da mesma forma (MACEDO et al., 2009) estudando os efeitos do Eucalyptus globulus
sobre H. contortus através do TEO (2,71-21,7 mg/mL), foi obtido 99,07% de eficacia sobre os
0vos na concentracao 21,75 mg/mL e CEso de 8,3 mg/mL. No TDL em minicoproculturas (2,71-
43,5 mg/mL) obteve-se 98,7% de eficacia na concentracdo de 43,5 mg/mL e CEs de 6,92
mg/mL.

Alguns dos fatores que pode limitar o uso de produtos naturais como parasiticidas sao
as variagdes quantitativas e qualitativas que podem ocorrer na composicao das plantas. As
varia¢Oes podem ser resultados da estacdo do ano, clima, tipo de solo, estagios fenoldgicos e
parte da planta que esta sendo utilizada. Outra importante fonte de variagdo dos resultados é a
heterogeneidade dos diferentes isolados de H. contortus, podendo ocorrer variacdes de resposta
de um isolado para o outro (ARAUJO-FILHO, 2017).

2.5.1 Cinamaldeido

O cinamaldeido é um alcool terpeno ciclico, considerado o principal componente ativo
do 6leo essencial da canela. E utilizado na industria como aromatizante natural, em sorvetes,
pées, goma, bebidas, cereais, doces e cosméticos (SILVA et al., 2017; BANG et al., 2016; ZHU
etal., 2017).

A canela é obtida a partir de plantas do género Cinnamomum sp, (Figura 04) pertence a
familia das Lauraceas, existindo mais de 250 espécies descritas, porém, nem todas sao utilizadas
como especiarias. A canela é oriunda do Sri Lanka, Java, india e Malasia, conhecida por suas
propriedades medicinais, sendo bastante utilizada na China, Egito e Roma. As espécies C.
verum (denominada de canela verdadeira) e C. cassia (conhecida como Cassia ou canela
chinesa), possuem maiores concentragcdes de cinamaldeido, apresentando 90,5% e 85,3%
respectivamente (DOYLE & STEPHENS, 2019; DUARTE, 2014; SILVA, 2018).
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Figura 04: Estrutura quimica do cinamaldeido.
Fonte: https://brainanswers.br.com/quimica/um-dos-ismeros-do-composto-conhecid-
23967750

O cinamaldeido demonstrou eficacia contra Aspergillus fumigatus, Trichophyton
rubrum, Aspergillus flavus, Laetiporus sulfuroso, Coriolus versicolor, Aspergillus ochraceus e
Candida spp (DOYLE & STEPHENS, 2019). Possui atividade antimicrobiana de amplo
espectro de acéo, sendo eficaz sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus na concentragéo
de 310 ug/mL (SHEN et al., 2015) e atividade anticancerigena contra melanoma em
camundongos (KWON et al., 2010). Estudando o cinamaldeido em ratos diabéticos durante 45
dias, foi observado reducédo na taxa de glicose do sangue, do colesterol total sérico e dos niveis
de triglicerideos, ocorreu ainda um aumento dos niveis de insulina plasmatica (BABU et al.,
2007).

Na parasitologia, possui acdo comprovada sobre ovos de nematoides. Em estudo
realizado com isolados de H. contortus resistentes, testando o cinamaldeido, linalol, eugenol,
carvona, anetol, vanilina, carvacrol, cineol, timol, eugenol e limoneno, verificou-se que o
cinamaldeido necessitou de uma menor concentracao para apresentar o mesmo efeito ovicida

gue os demais compostos (KATIKI et al., 2017).

2.5.2 Citronelal

O citronelal é um alcool monoterpenoide, principal componente do 6leo essencial de E.
citriodora (60-80%), sua extracdo é realizada a partir de folhas secas da planta. E utilizado por
perfumarias e na industria de cosméticos (CARNEIRO et al., 2015; ARAUJO-FILHO et al.,
2018; SINGH et al., 2012).
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O Eucalyptus (Figura 05) é uma planta nativa da Australia, porém se encontra
distribuida por todo o mundo, sendo cultivado por paises de clima tropical, subtropical e
temperado. E cultivado principalmente por sua madeira, producio de tabuas, painéis e celulose.
Esse grande género pertencente a familia Myrtaceae, composto por cerca de 900 espécies e
subespécies. S8o conhecidos por seus Oleos essenciais, sendo extraidos por vapor ou
hidrodestilacdo. Os 6leos comumente utilizados s@o os das espécies: Eucalyptus citriodora, E.
globulus, E. polybractea e E. camaldulensis (ELAISSI et al., 2019; SINGH et al., 2012;
BATISH et al., 2008).
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Figura 05: Estrutura quimica do citronelal.
Fonte: https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Citronellal, MDA _CHEM-814575

Em estudo realizado com E. citriodora em Lutzomyia longipalpis foi obtida 94,68% de
eficacia sobre a eclosdo de ovos na concentracdo de 40 mg/mL (MACIEL et al., 2010). Em
estudo com larvas de Amblyomma cajennense e Anocentor nitens com extratos de E. citriodora,
foi demonstrado atividade acaricida satisfatéria com 53,1% de eficacia para o A. cajennense e
de 100% para A. nitens (CLEMENTE et al., 2010).

Ainda nédo se tem o conhecimento definido da atividade anti-helmintica do citronelal
sobre Haemonchus. Possivelmente a a¢do do citronelal seja através de alteracGes de estruturas
internas, podendo causar disturbios fisiol6gicos e morte do nematoide (ARAUJO-FILHO et al.,
2018). Estudos in vitro comprovam que o 6leo de E. citriodora em H. contortus promoveu a
inibicdo da eclosdo de ovos em 98,9% na concentragdo de 5,3 mg/mL e sobre o
desenvolvimento larvar de 99,71% na dose de 10,6 mg/mL. Esses efeitos observados podem
ter ocorrido pelas interacdes sinérgicas existentes entre os constituintes do éleo essencial ou
apenas do citronelal (KATIKI et al., 2017; MACEDO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2014).
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3.1 RESUMO

A infeccdo por nematoides gastrintestinais € um dos principais desafios na producéo de
pequenos ruminantes. Ocasiona perdas produtivas principalmente devido a resisténcia anti-
helmintica. Bioativos com atividade anti-helmintica sdo potencial alternativa para o controle
desses parasitos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade bioldgica do cinamaldeido e
citronelal em isolados de Haemonchus contortus com diferentes perfis de resisténcia anti-
helmintica. Foram realizados testes de eclosdo de ovos (TEO) e testes de desenvolvimento
larvar em minicoproculturas (TDL) utilizando o isolado Kokstad (resistente a todos os anti-
helminticos), o isolado Inbred-Strain-Edinburgh (suscetivel) e o isolado Echevarria
(suscetivel). Foram calculadas as concentracdes efetivas para inibir 50% (CEsg) e 95% (CEdgs)
da eclodibilidade dos ovos e do desenvolvimento larvar. Resultados de TEO para cinamaldeido
apresentaram baixa variacédo entre os isolados estudados. O mesmo ocorreu com os resultados
de CEso de TEO para citronelal. Ja a CEgs para citronelal apresentou maior variagdo entre os
isolados estudados. Resultados de TDL também mostraram pouca variacdo entre os isolados
estudados. Em geral, os resultados de CEgs apresentaram maior variagao entre os isolados do
que os resultados de CEsg. O citronelal e cinamaldeido mostraram eficacia sobre ovos e larvas

de isolados de H. contortus com diferentes perfis de resisténcia a anti-helminticos.
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3.2 ABSTRACT

Parasitism by gastrointestinal nematodes is a challenge for small ruminant farming
worldwide. It causes productive and economic losses, especially due to parasite resistance to
conventional anthelmintics. Natural compounds with antiparasitic activity are a potential
alternative for controlling these parasites. Our objective was to evaluate the activity of
cinnamaldehyde and citronellal on Haemonchus contortus isolates with different levels of
anthelmintic resistance. Cinnamaldehyde and citronellal were tested using egg hatch assays
(EHASs) and larval development tests (LDTs) on mini-fecal cultures, on the Haemonchus
contortus isolates Kokstad (resistant to all anthelmintics), Inbred-Strain-Edinburgh (susceptible
to all anthelmintics) and Echevarria (susceptible to all anthelmintics). Effective concentrations
to inhibit 50% (ECso) and 95% (ECgs) of egg hatching and larval development were calculated.
Cinnamaldehyde EHA ECso and ECogs results both showed low variation among the studied
isolates. Citronellal also had a similar effect on EHA ECsg results. However, citronellal ECos
results showed higher variation between the isolates studied. The results from LDTs also
showed little variation between the different isolates. In general, ECgs results showed higher
variation among the isolates studied than did ECso results. Both cinnamaldehyde and citronellal
showed efficacy against egg hatching and larval development of H. contortus isolates, with
different profiles of anthelmintic resistance.

Keywords: cinnamaldehyde, citronellal, Haemonchus contortus, anthelmintic resistance.

3.3 INTRODUCAO

Os nematoides gastrintestinais sdo a principal causa de perdas produtivas e econémicas
nos sistemas produtivos de ovinos e caprinos. Haemonchus contortus é considerado o parasito
mais patogénico, podendo ocasionar anemia fatal em animais com alta carga parasitaria
(ZAJAC & GARZA, 2020; SALGADO & SANTOS, 2016).

A principal forma de controle desses nematoides é através de drogas antiparasitarias,
porém o uso dessas substancias estdo comprometidos, muitas populacdes de parasitos ja
desenvolveram resisténcia anti-helmintica (GAUDIN et al., 2016). Além disso, aumentou a

demanda por produtos de origem animal provenientes de sistemas sustentaveis e organicos
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(ZAJAC & GARZA, 2020), fazendo-se necessario a busca por novas alternativas de controle
(BARONE et al., 2018).

Os 06leos essenciais oriundos de plantas aromaticas tém sido estudados quanto aos seus
efeitos terapéuticos e nematicidas. A canela (Cinnamomum spp.) pertencente & familia
Lauraceae, oriunda do sul e sudeste da Asia ¢ utilizada tradicionalmente na culinaria e como
planta medicinal (BAKAR et al, 2020). Seu componente majoritdrio o cinamaldeido
demonstrou eficacia contra algumas espécies de fungos (DOYLE & STEPHENS, 2019),
atividade antimicrobiana sobre bactérias da familia das Enterobacteriaceae resistente a
quinolonas (DHARA & TRIPATHI, 2019), sobre ovos de H. contortus (KATIKI et al., 2017)
e nematoides como o Caenorhabditis elegans (LU et al., 2020).

O citronelal é o componente majoritario do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora.
Possui eficacia comprovada como antimicrobiano (BEZERRA et al., 2019), acdo repelente
contra Anopheles gambiae s.s. (WU et al., 2020), atuacdo sobre biofilmes de Staphylococcus
aureus e Echerichia coli (BORGES et al., 2017) e sobre ovos e larvas de nematoides
(ARAUJO-FILHO et al., 2018). Nesse sentido o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
bioldgica dos compostos orgéanicos cinamaldeido e citronelal em isolados de H. contortus

sensiveis e resistentes a anti-helminticos.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Isolados de Haemonchus contortus

Foram utilizados isolados de H. contortus sensiveis e resistentes a anti-helminticos,
mantidos através de infeccBes experimentais continuas. O isolado ISE (Inbred-Strain-
Edinburgh) foi utilizado como referéncia de suscetibilidade a todos os anti-helminticos
comerciais (ROOS et al., 2004), o isolado KOK (originario de Kokstad - Africa do Sul) foi
utilizado como referéncia de resisténcia a multiplas drogas (BARRERE et al., 2014) e o isolado
nativo Echevarria (ECH), sem historico de resisténcia, oriundo de uma propriedade rural do
Rio Grande do Sul - Brasil (ECHEVARRIA et al., 1991).

Foram utilizados 12 ovinos adultos livre de parasitos ap0s serem submetidos a uma
desparasitacdo bem sucedida (ivermectina 200 ug/kg, oxfendazol 5 mg/kg, monepantel-2,5
mg/kg e levamisol 7,5 mg/kg). Os animais foram divididos em 4 grupos (n=3) sendo que cada
grupo foi infectado com um dos isolados de H. contortus e o ultimo grupo foi mantido como
controle ndo infectado. Cada animal recebeu cerca de 5.000 larvas infectantes de terceiro

estagio (L3) por via oral. Os monitoramentos das infeccdes experimentais foram realizados
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semanalmente através da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e volume globular (VG).
Todos os procedimentos que envolveram animais experimentais foram aprovados pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos sob protocolo 04/2018.

3.4.2 Teste de Eclosdo de Ovos (TEO)

As recuperacdes de ovos e os TEOs foram realizados seguindo o protocolo da World
Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) disponivel em
(COLES et al., 1992). Para os TEOs foram utilizados 250 pL de suspensdo de ovos (~100
0vos/100 pL), mais 250 pLL de uma solugdo de tratamento (cinamaldeido ou citronelal) para um
volume final de 500 pL/pogo. As placas foram incubadas a 27+1 °C por 48 h e ap6s os ovos e
larvas de primeiro estagio (L1) em cada poco foram contados utilizando microscépio invertido.

O cinamaldeido (concentragdes finais: 378,33; 189,16; 94,58; 47,29; 23,65 e 11,82 uM)
e o citronelal (concentragdes finais: 25.931,93; 6.482,98; 1.620,75; 405,19; 101,30; 25,32, 6,33
e 1,58 uM) foram diluidos em Tween 80 a 0,25%. Ambos os compostos foram testados com
seis réplicas para cada concentracdo nos isolados KOK, ISE e ECH. Nos controles negativos
foram usados Tween 80 a 0,25% e controles positivos tiabendazol (TBZ) (0,025 mg/mL diluido
em DMSO a 0,3%). Cinamaldeido e citronelal foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA).

3.4.3 Teste de Desenvolvimento Larvar em Minicoproculturas

Os TDLs em minicoproculturas foram realizados como previamente descrito
(CAMURCA-VASCONCELQOS et al.,, 2007) com pequenas modificagdes. Os o0vos
recuperados foram incubados por 24 horas a 27+1 °C para obtencdo das larvas L1. A seguir,
500 uL da solugdo de larvas L1 (~250 larvas), mais 100 puLL de meio nutritivo (Escherichia coli
liofilizada, extrato de levedura e anfotericina B 0,49 pg/mL) e 600 puL do tratamento
(cinamaldeido ou citronelal) foram adicionados a duas gramas de fezes (oriundas de animais
livre de parasitos), homogeneizados e incubados por mais 6 dias a 27+1 °C e umidade ideal
(>80%). As recuperacdes de larvas infectantes foram realizadas como previamente descrito
(ROBERTS; O’SULLIVAN, 1950). As larvas L3 foram recuperadas e transferidas para placas
de 24 pocos e realizada a leitura por meio de microscépio invertido.

O cinamaldeido (concentracfes finais: 22.699,75; 15.133,17; 11.349,87; 7.566,68;
5.674,93; 3.783,29 ¢ 1.891,64 uM) foi diluido em tween 80 0,4% e o citronelal (concentracbes
finais: 64.829,82; 32.414,91; 16.207,45; 8.103,72; 4.051,86; 2.025,93; 1.012,96 e 506,48 uM)
em Tween 80 a 1,1 %. Os testes foram realizados com cinco replicas para cada concentracao
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testada. Foi realizado um controle branco (agua destilada e meio nutritivo), controle sem
tratamento (solucdo de lavras, meio nutritivo e agua destilada), controle negativo (solucdo de

larvas, meio nutritivo e diluente) e controle positivo (ivermectina a 0,008 mg/mL).
3.4.4 Anélise de dados:

As eficacias dos tratamentos por pogo nos TEOs foram calculadas usando a seguinte

formula:

(nimero de ovos/numero de ovos + numero de larvas L1)x100

As eficacias dos tratamentos nos TDLs foram calculadas usando a seguinte férmula
(ARAUJO-FILHO et al., 2019):

(X1arvas L3 ctri. negativo — larvas L3 com tratamento /Xiqrvas L3 ctri. negativo)xloo
As concentragdes efetivas para inibir 50% (CEso) e 95% (CEogs) da ecloséo de ovos e do
desenvolvimento de larvas foram calculadas ap6s transformacéo logaritmica usando analise de
regressdo ndo linear (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA).

3.5 RESULTADOS

Os resultados de TEOs e TDLs com uso de cinamaldeido e citronelal nos isolados de H.
contortus KOK, ISE e ECH s&o mostrados na Figura 1.
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Figura 1: Curvas de regressdo ndo linear dos TEOs com cinamaldeido (painel A) e citronelal

(painel B) e TDLs com cinamaldeido (painel C) e citronelal (painel D) para os isolados de H.
contortus KOK, ISE e ECH. R? Coeficiente de determinacéo.

Os resultados da CEsp e CEgs e seus intervalos de confianga a 95% (IC) dos TEOs e

TDLs com cinamaldeido e citronelal nos isolados de H. contortus KOK, ISE e ECH sao

mostrados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: ConcentracGes efetivas de cinamaldeido e citronelal para inibir 50% e 95% da

ecloséo dos ovos (CEso e CEgs) e seus intervalos de
Haemonchus contortus KOK, ISE e ECH.

confianca a 95% (IC 95%) nos isolados de

Isolados H.  CEsp (uM) 95% IC CEgs 95% IC

contortus (uM)

KOK 133,6 128,5-1389 2956 263,5-337,6
Cinamaldeido ISE 142,8 137,7-148,1 3011 270,4 — 340,8

ECH 133,2 126,7-140,0 283,2 245,8 — 335,8

KOK 294,5 268,6 —-322,9 1.083,1 801,9-1.615.2
Citronelal ISE 308,7 276,6 —3445 3.317,3  2.300,2-5.120,1

ECH 350,6 322,4-381,3 2.008,2 1.494,2-2.892,9

CEsp: concentragdo efetiva para inibir 50% da eclosdo dos ovos; CEgs: concentracdo efetiva para inibir 95% da

eclosdo dos ovos; IC de 95%: intervalo de confianca a 95%
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Tabela 2: ConcentracGes efetivas de cinamaldeido e citronelal para inibir 50% e 95% do
desenvolvimento larval (CEsg e CEgs) e seus intervalos de confianga a 95% (IC 95%) nos
isolados de Haemonchus contortus KOK, ISE e ECH.

Isolados H.  CEsp(uM) 95% IC CEgs (uM) 95% IC

contortus

KOK 7.396 6.766 — 8.083 21.594 16.127 — 32.738
Cinamaldeido ISE 7.232 6.787 — 7.706 14.115 11.510 - 19.164

ECH 6.542 6.319 - 6.772 13.031 11.529 — 15.183

KOK 28.422 25.363 - 31.850 99.284 69.237 — 167.158
Citronelal ISE 28.883 26.809 — 31.117 53.319 41.555 — 86.254

ECH 31.816 28.463 — 35.565 81.654 57.513 - 148.312

CEso: concentracdo efetiva para inibir 50% do desenvolvimento larval; CEgs: concentracdo efetiva para inibir 95%
do desenvolvimento larval; IC de 95%: intervalo de confianca a 95%

3.6 DISCUSSAO

Os potenciais de alguns 6leos essenciais e seus componentes majoritarios tém sido
estudados quanto aos seus efeitos sobre nematoides gastrintestinais, com foco em especial sobre
H. contortus (HELAL et al., 2020). Porém esse conhecimento ainda é limitado, sendo
necessario o desenvolvimento de mais pesquisas para tentar desenvolver novas substancias que
possam combater os parasitos.

Em fungos Saccharomyces cerevisiae, o cinamaldeido exerceu seu efeito através de
interferéncias na sintese da parede celular. Ocasionando inibicéo das isozimas da quitina sintase
na parede celular e inibindo a sintese de R-glucano (SHREAZ et al., 2016). Como o0s ovos de
Haemonchus também possuem quitina na sua composi¢do (MANSFIELD et al., 1992), sugere-
se que o cinamaldeido ocasione danos na estrutura dos ovos e assim promova seu efeito ovicida.

O cinamaldeido foi estudado em isolados de H. contortus multirresistente (ivermectina,
moxidectina, closantel, albendazol, fosfato de levamisol e triclorfon), através do TEO, sendo
obtida CEsp de 136,19 uM (KATIKI et al., 2017). Resultado similar aos obtidos na pesquisa
para os trés isolado em estudo (Figura 1-Painel A, Tabela 1). Em nossa pesquisa também nao
foram observadas diferencas nas CEso e CEgs dos isolados (KOK, ISE e ECH) (Tabela 01).
Como os resultados foram muito proximos para 0s nematoides com diferentes niveis de
resisténcia anti-helmintica, supde-se que o mecanismo de acdo associado a resisténcia anti-
helmintica ndo tenha efeito sobre a acdo do cinamaldeido sobre os ovos de diferentes isolados
de H. contortus. Da mesma maneira, os resultados de TDLs com cinamaldeido também foram
equivalentes para os diferentes isolados estudados (Figura 2-Painel C, Tabela 2).

A dose letal para o nematoide de vida livre C. elegans foi determinada em 6.058,27 uM

apos 4 horas de exposicdo, induzindo multiplas alteragcdes de expressdo génica envolvendo
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principalmente genes de metabolismo da glutationa (LU et al., 2020). A exposic¢do de Ascaris
suum ao extrato de Cinnamomom verum (cinamaldeido 7,8%) levou a danos na camada
muscular e no tubo digestivo, sem muitas altera¢@es na cuticula do parasito (WILLIAMS et al.,
2015). Isto indica que o mecanismo de acdo pode ser através de alteracGes nas estruturas
internas apds sua ingestdo. Seria interessante determinar se 0 mesmo procede para H. contortus.
Além dos efeitos sobre nematoides de pequenos ruminantes e suinos o cinamaldeido também
foi eficaz sobre o nematoide da soja Meloidogyne incognita (JARDIM et al., 2018). Exposi¢éo
ao 6leo essencial de Cinnamomum cassia (cinamaldeido 83%) levou a 100% de mortalidade e
imobilidade sobre as larvas na concentragdo de 389,37 uM. AvaliagOes de fornecimento de
cinamaldeido na dieta de vacas leiteiras, mostraram que esse composto foi seguro nas
concentracdes de 0,2 a 4 mg/kg de peso corporal. Ndo ocasionou alteragcdes no consumo de
racdo, fermentacao ruminal, pH ruminal, composicao e producao de leite e ndo afetou a digestao
dos nutrientes da dieta (CHAPMAN et al., 2019). Portanto, esse composto pode ser seguro para
testes in vivo com pequenos ruminantes. Como o cinamaldeido mostrou efeito nematicida em
diferentes espécies de nematoides que habitam ambientes diferentes e é potencialmente seguro
para pequenos ruminantes, permanence como um bom candidato para futuros experimentos.
Os efeitos do citronelal na ecloséo dos ovos e desenvolvimento das larvas também foram
equivalentes nos isolados estudados (Figura 1-Painéis B e D, Tabela 1 e 2). Oleo essencial de
Eucalyptus citriodora (71,77% de citronelal) também foi efetivo na inibicdo da eclosdo de ovos
de H. contortus e desenvolvimento larval (MACEDO et al., 2011). Da mesma forma, o
citronelal também mostrou efeito ovicida e inibiu o desenvolvimento larval em H. contortus
sensivel e resistente a anti-helminticos (ARAUJO-FILHO et al., 2018). Nossos resultados est&o
em concordancia com 0s mostrados na literatura. E importante mencionar que testes de reducio
de contagem de ovos nas fezes utilizando 6leo essencial de E. citriodora (67.5% de citronellal)
e nanoencapsulamento reduziram as contagens de ovos em 40.5% e 55.9% para o 6leo livre e

nanoencapsulado respectivamente (RIBEIRO et al., 2014).

3.7 CONCLUSAO

Até o momento, os mecanismos de acdo do cinamaldeido e citronelal permanecem
desconhecidos, mas demonstraram atividade ovicida e larvicida em isolados de H. contortus
com diferentes perfis de resisténcia anti-helmintica. E possivel que os mecanismos de
resisténcia aos anti-helminticos comerciais ndo apresentem acdo contra compostos estudados

fazendo dos mesmos interessantes candidatos alternativos aos anti-helminticos comerciais.
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