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RESUMO

Haemonchus contortus é o nematoide mais prevalente em ovinos e caprinos em regides
tropicais. O uso de anti-helmintico no controle desta parasitose inevitavelmente leva ao
desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica, isto ocorre em todas as classes de drogas
utilizadas no controle de nematoides gastrintestinais. Com isso, novos compostos sdo
buscados em produtos naturais para o controle das verminoses, tornando-se uma
alternativa potencial, considerando a alta prevaléncia da resisténcia anti-helmintica.
Desse modo, os objetivos desse estudo foram avaliar a atividade anti-helmintica do acido
anacardico e geraniol sobre ovos e larvas de diferentes isolados de H. contortus com
diferentes niveis de resisténcia anti-helmintica. Para ambos o0s compostos foram
realizados teste de eclos@o de ovos (TEO) e teste de desenvolvimento larvar (TDL). O
composto &cido anacardico no TEO apresentou CEso de 40,44 uM, 34,79 uM e 16,97 uM
para os isolados ISE (suscetivel a todos os anti-helminticos), Echevarria (suscetivel
nativo) e Kokstad (resistente a todos os anti-helminticos) respectivamente. As CEgs foram
de 52,02 uM, 75,23 uM e 56,45 UM para os isolados ISE, ECH e KOK. Para o geraniol
foram obtidas CEso de 679,90 uM, 681,70 uM e 651,60 uM, e as CEgs foram de 3.028,71
UM, 3.440,26 uM e 1.851,14 uM para os isolados ISE, ECH e KOK respectivamente. No
TDL com o acido anacardico as CEso foram de 5,31 uM, 7,38 uM e 6,11 puM e as CEgs
foram de 40,85 uM, 18,34 uM e 24,01 uM para os isolados ISE, ECH e KOK. No TDL
com minicoproculturas feito com geraniol, as CEso foram de 9.430 uM, 12.560 uM e
13.119 uM para os isolados ISE, ECH e KOK respectivamente e as CEgs foram de 28.154
UM, 35.318 uM e 35.064 UM para os referidos isolados. Portanto, o uso de acido
anacardico e geraniol apresentou eficacia contra ovos e larvas de H. contortus e estes
compostos sdo promissores para testes in vivo.

Palavras chaves: Compostos naturais. Haemonchus contortus. Resisténcia anti-
helmintica.



ABSTRACT

Haemonchus contortus is the most prevalent nematode in sheep and goats in tropical
regions. The use of anthelmintic to control this parasitosis inevitably leads to the
development of anthelmintic resistance, which occurs in all classes of drugs used to
control gastrointestinal nematodes. Thus, new compounds are sought in natural products
for the control of worms, becoming a potential alternative, considering the high
prevalence of anthelmintic resistance. Thus, the objectives of this study were to evaluate
the anthelmintic activity of anacardic acid and geraniol on eggs and larvae of different
isolates of H. contortus with different levels of anthelmintic resistance. For both
compounds, the egg hatch test (EHA) and the larval development test (LDT) were
performed. The anacardic acid compound in EHA presented ECso of 40.44 uM, 34.79
MM and 16.97 pM for the isolates ISE (susceptible to all anthelmintics), Echevarria
(susceptible native) and Kokstad (resistant to all anti-helmintics) respectively. ECos were
52.02 uM, 75.23 uM and 56.45 uM for ISE, ECH and KOK isolates. For geraniol, ECso
of 679.90 uM, 681.70 uM and 651.60 UM were obtained, and the ECgs were 3,028.71
uM, 3,440.26 uM and 1,851.14 uM for the isolates ISE, ECH and KOK, respectively. In
LDT with anacardic acid the ECso were 5.31 pM, 7.38 uM and 6.11 pM and the ECgs
were 40.85 UM, 18.34 uM and 24.01 uM for the isolates ISE, ECH and KOK. In the LDT
with minicoprocultures made with geraniol, the ECso were 9,430 uM, 12,560 uM and
13,119 uM for the isolates ISE, ECH and KOK respectively and the ECgs were 28,154
MM, 35,318 uM and 35,064 pM for those isolates. Therefore, the use of anacardic acid
and geraniol showed efficacy against eggs and larvae of H. contortus and these
compounds are promising for in vivo tests.

Keywords: Anthelmintic resistance. Haemonchus contortus. Natural compounds
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1.1 INTRODUCAO GERAL

Segundo dados publicados da Pesquisa da Pecuaria Municipal (PPM) realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a produgéo de pequenos ruminantes
é socioeconomicamente importante e ganhou destaque nos ultimos anos, apresentando
maior crescimento na regido Nordeste, que possui 10,7 milhdes de cabecas de caprinos,
sendo equivalente a 94,5% do rebanho nacional. A producdo de ovinos também se destaca
na regido, apresentando 13,5 milhdes de cabecas, equivalente a 68,54% do rebanho
nacional em 2019 (MAGALHAES et al., 2020).

Um dos fatores limitantes na producéo de pequenos ruminantes sdo as infecgdes
parasitarias causadas por Haemonchus contortus, de alta prevaléncia em regides tropicais
Umidas, que diminui a sanidade dos animais podendo causar diminuigdo da fertilidade,
anorexia, diarreia e emagrecimento e em infecgdes elevadas causando a morte do animal
(SILVA et al., 2019). Esse tipo de infec¢do geralmente é controlado com o uso de anti-
helminticos sintéticos (LINS et al., 2018). No entanto, o uso indiscriminado destes
farmacos causa o aumento da resisténcia dos nematoides as moléculas existentes no
mercado. Consequentemente, a resisténcia aos medicamentos usados contra 0s
nematoides gastrointestinais, causa serios problemas para o rebanho, incluindo a perda de
qualidade da carne e do couro, e perda de parte do rebanho devido ao 6bito dos animais
(OSORIO et al., 2020).

A resisténcia aos medicamentos utilizados comercialmente € um fator determinante
para o sucesso do tratamento, e essas drogas demonstram serem cada vez menos eficazes.
No entanto, outros métodos de controle alternativos podem ser associados com o uso de
anti-helminticos convencionais (BORTOLUZZI et al., 2020). Uma das alternativas a este
problema sdo a utilizacdo de plantas medicinais e seus 6leos essenciais e substancia
isoladas, pois tém demostrado a atividade bioldgica in vitro no controle de parasitas
(SILVA et al., 2017). O componente bioativo da planta pode ser extraido através dos
orgdos como flores, caules, raizes, cascas, sementes e brotos (ANDRE et al., 2018).

A busca de novos farmacos a partir de produtos oriundos de plantas apresenta
grande potencial. O &cido anacardico (AA) é um composto proveniente da casca da
castanha do caju (Anacardium occidentale) e o geraniol (GOH) é constituinte majoritario
de oOleos essenciais de diversas espécies de plantas. Ambos possuem grande potencial
como possiveis novos farmacos por apresentarem diferentes potenciais bioldgicos (DE
ARAUJO etal., 2020; OLIVEIRA, 2021). Desse modo, os objetivos deste trabalho foram
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avaliar a eficécia ovicida e larvicida dos compostos acido anacardico e geraniol sobre

isolados de H. contortus sensiveis e resistente a maltiplas drogas.
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1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade anti-helmintica dos compostos acido anacardico e geraniol em

isolados de H.contortus.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar in vitro o efeito dos compostos acido anacardico e geraniol sobre a eclosao
de ovos em isolados de H. contortus suscetiveis e resistente a anti-helminticos
sintéticos;
e Avaliar in vitro o efeito dos compostos acido anacardico e geraniol sobre o
desenvolvimento larvar em isolados de H. contortus suscetiveis e resistente a anti-

helminticos sintéticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Introducéo

A caprinovinocultura brasileira se encontra em crescimento, contudo ainda
enfrenta grandes problemas com as parasitoses causadas por nematoides gastrointestinais,
que afetam diretamente ovinos e caprinos, acarretando reducdo no crescimento,
comprometimento na produtividade e assim ocasionando altos custos com manejo. O
helminto H. contortus é a espécie de nematoide encontrado com maior frequéncia na
pecuaria ovina e caprina (MENDES et al., 2020).

O tratamento mais utilizado para o controle das verminoses é o uso de anti-
helminticos sintéticos. Entretanto, atualmente esté& sendo dificil controlar essas infeccdes,
devido a resisténcia anti-helmintica, visto que a utilizacdo destes farmacos seleciona
parasitas resistentes, tornando o controle ineficaz. Desse modo, pode ser uma alternativa
de controle, a utilizacdo de plantas bioativas com alto teor de compostos orgéanicos que
apresentem acdo semelhante aos anti-helminticos convencionais. Assim, apresentando
menor custo, baixo efeito colateral e lento desenvolvimento de resisténcia (OSORIO et
al., 2020). Outros fatores importantes do uso de compostos naturais ao invés dos farmacos
sintéticos sdo os residuos quimicos que esses farmacos deixam nos produtos da atividade
(carne, leite, iogurte, queijo entre outros) e 0s compostos quimicos que sao eliminados na
excreta dos animais, causando danos ao ambiente (PORTO et al., 2019).

Dentre as alternativas de controle, a utilizacdo de produtos naturais obtidos de
plantas, como os Gleos essenciais e seus constituintes, apresenta potencial para o controle
de nematoides (ANDRE et al., 2018), por apresentarem resultados promissores sobre a
eclosédo de ovos e desenvolvimento larvar contra nematoides gastrointestinais (MACEDO
etal., 2015). No entanto, a atividade anti-helmintica depende da variabilidade quantitativa
e qualitativa dos compostos bioativos da planta e da heterogeneidade dos parasitos (DE
FILHO ARAUJO, 2017).

O acido anacardico é extraido do liquido encontrado na casca da castanha do caju
e 0 geraniol pode ser encontrado em diversos 0leos essenciais. Ambos apresentam
potencial no controle dos nematoides gastrointestinais, pois em trabalhos anteriores
apresentaram acOes antiparasitaria (KATIKI et al., 2011), anticancer (LEGUT et al.,
2014), anestésico (CAN et al., 2018), anti-inflamatoria (FURTADO et al., 2019),
antifungica (COUTINHO et al., 2015; MOUTAOQOUAFIQ et al., 2019) e antimicrobiana
(RODRIGUES et al., 2020). Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo
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verificar a agdo anti-helmintica in vitro do &cido anacardico e geraniol em diferentes

isolados de Haemonchus contortus.

2.2 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus € um parasito que se aloja no trato gastrointestinal do
animal, mais precisamente no abomaso, alimentando-se de sangue. Os machos tém cerca
de 10 a 22 mm e as fémeas 20 a 30 mm de comprimento, os parasitos adultos sdo vistos
a olho nu, medindo cerca de 1 a 3 cm de comprimento (AMARANTE et al., 2014). A
fémea produz cerca de 10.000 ovos por dia, multiplicando rapidamente a populagdo no
ambiente (PRICHARD, 2001).

Os parasitos estrongilideos possuem duas fases de desenvolvimento, a fase de vida
livre, onde os parasitos eliminam seus ovos nas fezes do animal e em 24 horas é formada
uma larva dentro do ovo que é chamada de larva de primeiro estagio (L1), porém, isso
depende das condi¢bes adequadas de oxigénio, umidade e temperatura, para o0
desenvolvimento das fases de segundo (L2) e terceiro (L3) estagios. A larva L3 € a forma
infectante. A fase parasitaria se inicia quando o hospedeiro ingere as larvas L3 presentes
na pastagem. No trato digestorio as larvas perdem a bainha e sofrem mais duas mudas
chegando na fase larval L5 ou adulto jovem. As larvas L5 possuem uma lanceta perfurante
em sua extremidade anterior, que é usada para obtencédo de sangue dos vasos presentes na
mucosa do abomaso. As larvas L5 fixam-se na mucosa gastrica do abomaso alterando o
pH (2,0 para 7,0), producéo de acido cloridrico e pepsinogénio. Apés 21 dias da infeccao
os helmintos adultos acasalam-se, ocorrendo a liberacdo de inUmeros ovos, assim
iniciando-se mais um ciclo (Figura 1) (DA SILVA, 2014; DO NASCIMENTO et al.,
2020).
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Figura 1. Ciclo bioldgico do H.contortus

Fonte: Adaptado MONTEIRO, 2007.
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2.3 Anti-helminticos e resisténcia anti-helmintica

Os anti-helminticos sintéticos sdo utilizados para controlar infec¢des causadas por
nematoides gastrointestinais, tanto em ovinos como em caprinos. Os anti-helminticos sdo
classificados em classes: benzimidazois e pro-benzimidazois, lactonas macrociclicas,
salicilanilidas, imidatiazois, organofosforado, substitutos fendlicos e os derivados da
aminoacetronitrila (AKASHI et al., 2017).

No Nordeste brasileiro, estudos epidemiolégicos mostraram que a infeccédo por
endoparasitas gastrintestinais na regido semiarida estava presente no rebanho durante
todo ano, entretanto, a infec¢cdo se intensifica em meados do periodo chuvoso ao inicio
da estacdo seca, indicando que apenas nessa época a pastagem estava contaminada por
larvas infectantes. Com base nesses resultados, durante muitos anos recomendou-se a
aplicacdo de quatro tratamentos anuais para todos os animais do rebanho, sendo trés
vermifugacgdes no periodo seco e uma em meados do periodo chuvoso (VIEIRA, 2008).
Porém, o uso desses anti-helminticos desta forma ndo é mais recomendado, por acelerar
0 desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica, uma vez que a concentragdo das
medicac¢fes anti-helminticas no periodo seco ndo mantém a refugia, ja que 100% da
populacdo de parasitos nessa época do ano encontra-se nos animais. A resisténcia anti-
helmintica (RA) consiste na capacidade de uma populagdo de parasitos sobreviver apés a
utilizag&o de doses de anti-helminticos, que deveriam ser letais para populagdes sensiveis
(PRICHARD, 1980). A RA podem ser chamadas de lateral, quando entre produtos do
mesmo grupo quimico ou resisténcia anti-helmintica cruzada, quando sdo envolvidas
duas drogas de diferentes grupos (DE JESUS et al., 2017).

O processo de desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica € inevitavel, porém
esse processo pode ser acelerado por inimeros fatores como vermifugacdo de todo
rebanho, uso de subdosagens de anti-helminticos aliado a problemas de manejo, repeticédo
de tratamento, rapida rotatividade de principios ativos (CAMPANARO et al., 2019),
escolha errada do vermifugo, larvas em estado de hipobiose e pastagem contaminadas
(VIEIRA, 2005). Outro fator agravante € ndo manter na pastagem populacdo de
nematoides in refugia, que € a populacdo de parasitos que ndo € exposta aos anti-
helminticos (MOLENTO et al., 2013).

Portanto, a fim de evitar o rapido desenvolvimento da resisténcia a uma
determinada classe de farmaco, recomenda-se que seja feita uma alternancia entre elas no
rebanho utilizando métodos alternativos como: método Famacha para controle seletivo,

manejo do rebanho e da pastagem, escolher racas tolerantes aos parasitos, controle
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biolégico com o uso de fungos nematdfagos, utilizacdo de vacinas e o uso de plantas que
apresentam potencial anti-helmintico em estudos in vitro (MOLENTO et al., 2013;
BORTOLUZZI et al., 2020).

2.4 Testes de diagndstico de resisténcia anti-helmintica
2.4.1 Testes in vitro
2.4.1.1 Teste de ecloséo de ovos (TEO)

Existem diversos testes de diagnostico para detectar a resisténcia, entre eles um
muito utilizado € o teste de eclodibilidade de ovos (TEO), que consiste na incubacgdo dos
ovos dos parasitos em inumeras concentraces do anti-helmintico. Utilizado para a
deteccdo de resisténcia aos benzimidazois (BZs), porém modificados por inimeros
pesquisadores. O tiabendazol (TBZ) é a droga utilizada para a realizacdo do teste por
possuir uma solubilidade elevada em &gua. Portanto, as fezes utilizadas no exame devem
ser usadas até trés horas apos a coleta ou armazenadas anaerobicamente (COLES et al.,
2006).

No TEO, os OEs agem inibindo o desenvolvimento embrionario das larvas,
ocorrendo a degradacdo da casca do ovo (MACEDO et al., 2011). Estudos recentes
mostraram que 0 OE da planta Cuminum cyminum (cominho) na concentracdo de 9,4
mg/mL, inibiu 98,62% da eclosdo de ovos de H. contortus (DE CASTRO et al., 2021).
Outro fitoterapico Anethum graveolens (endro) que pertence a familia da salsinha,
apresentaram acdo anti-helimintica inibindo 50% sobre a eclodibilidade dos ovos na
concentracdo de 0,006 mg/mL (CASTRO et al., 2020).
2.4.1.2 Teste de desenvolvimento larvar (TDL)

Outro teste muito usado é o teste de desenvolvimento larvar (TDL), que avalia a
inibicdo do desenvolvimento larvar na auséncia (controle) ou com tratamento anti-
helmintico (BATISTA et al., 2016). O teste é considerado fragil, porque requer fezes
frescas que, dependendo das condicdes de armazenamento, afetam o desenvolvimento
dos ovos prejudicando a eficacia do teste (FORTES & MOLENTO, 2013).

No TDL, os OEs causam alteragdes no sistema nervoso (BAKALLI et al., 2008)
ou lesdes na cuticula e no trato digestivo das larvas (GIARRATANA et al., 2014).
Pesquisadores avaliaram a atividade anti-helmintica in vitro do OE de Piper aduncum
sobre desenvolvimento larvar em isolado susceptivel (Mcmaster) e resistente
(Embrapa2010) de H. contortus. Os resultados apresentaram concentracdo de inibigdo

50% (Clso) de 0,10 mg/mL para o isolado McMaster ¢ 0,22 mg/mL para o isolado
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Embrapa2010, mostrando que o OE de P. aducun é eficaz contra L1 (GAINZA et al.,
2016).

2.4.2 Testes in vivo

2.4.2.1 Teste de reducédo de contagem de ovos nas fezes (TRCOF)

O teste de reducdo de ovos nas fezes (TRCOF) consiste na comparacao da reducgéo
da quantidade de ovos nas fezes entre 0s animais de um grupo controle e os animais de
um grupo tratado com anti-helmintico. As coletas de fezes devem ser realizadas nos dias
zero (antes do tratamento) e com 7, 14 e 21 dias apds o tratamento dependendo do anti-
helmintico a ser testado (COLLES et al., 1992).

O teste fenotipico TRCOF é o método mais utilizado para a detec¢do e o
monitoramento da resisténcia anti-helmintica, pois trata-se de um teste simples, de
execucdo facil, que pode ser usado com todos 0s grupos de anti-helminticos e nao requer
0 abate dos animais. Quando ocorre uma reducdo parasitaria maior que 95 %, indica que
o anti-helmintico utilizado foi eficaz para o controle parasitario. Portanto, deve-se ficar
atento, pois essa populagéo sobrevivente, pode tornar-se resistente com o uso constante
do farmaco (FORTES & MOLENTO 2013).
2.4.2.2 Teste controlado de eficacia (CET)

Este teste é bastante confiavel, porém mais caro e requer uma maior mao de obra,
tornando-se menos utilizado. Grupos de animais livres de parasitas devem ser infectados
com larvas de terceiro estadio (L3) e separados em grupos (tratamento e controle). Desse
modo, sdo testadas doses de anti-helmintico conforme o fabricante, cuja eficacia esperada
deve ser>a 99% (BATISTA etal., 2016). Os animais séo eutanasiados e apds a necropsia
é realizada a contagem dos parasitos no hospedeiro. Se a reducao dos parasitos for < 95%,

confirma-se a presenca de resisténcia anti-helmintica (COLES et al., 2006).

2.5 Compostos organicos como método alternativo de controle

A utilizacdo de compostos naturais oriundo de plantas com acéo contra diferentes
enfermidades é uma pratica bastante antiga (FERRARI et al., 2021). O uso de compostos
organicos no controle de nematoides gastrintestinais sdo estudados com o intuito de
reduzir os custos dos tratamentos quimicos e assim prolongar a vida util dos produtos
anti-helminticos disponiveis no mercado (VIEIRA, 2008).

A procura por compostos de origem natural que apresentem atividade anti-
helmintica, deve-se primariamente a uma crescente reducdo da atividade dos anti-

helminticos comerciais devido a resisténcia aos grupos quimicos disponiveis no mercado
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(VIEIRA, 2005). O Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do mundo, e 0 uso
desses medicamentos tém diversas vantagens potenciais como: a facilidade de aquisicao,
0 baixo custo e pouco ou nenhum efeito téxico ambiental (SPRENGER et al., 2016).

Os principios ativos encontrados nas plantas, podem ser divididos em
grupamentos quimicos presentes no extrato vegetal como: acidos organicos, alcaloides,
compostos fendlicos, compostos inorganicos, cumarinas, flavonoides, glicosideos
cardiotbnicos, antraquinonas, mucilagens, Oleos essenciais, saponinas, taninos,
substancias amargas, compostos sulfurados, ligninas, neoligninas, gomas e glucoquininas
(OLIVEIRA, 2013).

As substancias bioativas das plantas sdo provenientes do metabolismo secundario,
ndo tendo relagdo direta no desenvolvimento da planta. S&o produzidos em menores
quantidades e suas func@es sao proteger a planta contra herbivoros, ataques de patdgenos
e agir como atrativos (odor, cor ou sabor) para animais polinizadores. Os metabélitos
secundarios sdo compostos por dois grupos de substancias de origem biossintética
diferente, o principal grupo é composto pelos terpenos e terpendides (BORTOLUZZI et
al., 2020).

Os fatores ambientais responsaveis por controlar ou alterar a producdo desses
metabdlitos secundarios sdo composicdo do solo, clima, poluicdo atmosférica, idade da
planta, temperaturas, nutrientes, altitude e agua. Porém, as condi¢6es de coleta, horario
da coleta, estabilizacdo e estocagem da planta também podem interferir no contetdo final
dos metabdlitos secundarios (ANDRE et al., 2018).

Os testes in vitro e in vivo séo utilizados para confirmagdo da atividade anti-
helmintica de produtos naturais. Os testes in vitro sdo usados como método de sele¢éo,
com o objetivo de detectar a atividade anti-helmintica de possiveis compostos ativos
presentes nos vegetais. Ao apresentarem resultados positivos nos testes in vitro, deve ser
realizado teste de toxicidade do composto para a determinacao de concentragdes seguras
para 0 animal, ja que os testes in vitro demonstram efeito direto sobre o parasito, sendo
diferente das condigfes in vivo encontrada no trato gastrintestinal do animal (DE
ARAUJO FILHO, 2017).

Estudos in vitro confirmam a acdo dos OEs de Mentha piperita, Cymbopogon
martinii e Cymbopogon schoenanthus que foram testados em amostras contendo 95% de
H. contortus. Em todos os testes realizados no trabalho, o oOleo essencial de C.
schoenanthus foi o que apresentou melhor atividade anti-helmintica. Na inibicdo da

eclosdo dos ovos a concentragéo letal (CLsp) foi de 0,04 mg/mL, seguido por C. martinii



23

com CLso de 0,13 mg/mL. A Mentha piperita apresentou resultado inferior, uma CLso de
0,26 mg/mL, necessitando de uma concentracdo maior que C. schoenanthus e C. martinii
(KATIKI et al., 2011).

Extratos de plantas também apresentam atividades sobre nematoides. Extratos
etanolico e aquoso de Artemisia campestres (erva-lombrigueira) foram testados quanto a
propriedade anti-helmintica para o tratamento de H. contortus, ambos extratos foram
muito eficazes na inibicao do desenvolvimento dos ovos do parasita in vitro, apresentando
na concentragdo proxima a2 mg/mL uma CLso de 0,83 mg/mL para os extratos etanolico
e 1,00 mg/mL para o extrato aquoso (AKKARI et al., 2014). Outro estudo utilizando o
extrato hidroalcodlico de Artemisia annua (Erva-de-Sao-Jodo), apresentou atividade em
diferentes estagios do parasita H. concortus na concentracdo de 50 mg/mL, inibindo
93,22% da eclosdo dos ovos e 90,33% do desenvolvimento larvar (SPRENGER et al.,
2016).

Inmeros estudos com compostos bioativos isolados de plantas também tém
demonstrados atividades anti-helmintica in vitro e in vivo sobre nematoides de pequenos
ruminantes (BORTOLUZZI et al., 2020). Dados mostram, que o componente timol
oriundo do dleo essencial de Thymus vulgaris L (tomilho), inibiram a eclosdo dos ovos
em 96,4-100%, o desenvolvimento larval em 90,8-100% e a motilidade larval em 97-
100%, sendo semelhante ao resultado do controle positivo (levamisol 20 mg/mL)
(FERREIRA et al., 2016).

As lectinas sdo proteinas encontrada em diversos alimentos como por exemplo,
grdos, como quinoa, vegetais e legumes, como o tomate e a berinjela. Apresentam agédo
bioldgica contra virus, bactérias, fungos e parasitos, embora em um estudo a Canavalia
brasiliensis (ConBr) ndo apresentou resultados positivos, pois na sua maior concentragdo
de 1,2 mg/mL néo inibiu a eclosdo dos ovos. Porem, mostrou atividade inibitoria contra
L3 em diferentes concentracOes, apresentando uma CEsg de 0,26 mg/mL (BATISTA et
al., 2018).

Assim, o uso de compostos isolados de plantas, podem trazer grandes avangos no
controle parasitario, pois inumeros estudos apresentaram efeitos parasiticidas em testes
in vitro. Desse modo, a avaliagdo de compostos organico como anti-helmintico cresceu
nos ultimos anos (MOLENTO et al., 2020). Os resultados sdo promissores em estudos in
vitro, podendo ser utilizados futuramente no controle de nematoides gastrointestinais de
pequenos ruminantes em associagdo aos anti-helminticos convencionais, a fim de reduzir

a selecdo de populacdes resistentes aos farmacos convencionais (ANDRE et al., 2018).


https://vitat.com.br/quinoa/
https://vitat.com.br/alimentacao/busca-de-alimentos/busca?q=Tomate
https://vitat.com.br/berinjela/
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2.5.1 Acido Anacardico

O Brasil € um dos maiores produtores de caju, suas plantagdes sdo bem adaptadas
a solos de baixa fertilidade, temperaturas elevadas e concentram-se principalmente na
regido Nordeste do Brasil. O cajueiro (Anacardium occidentale) é constituido por duas
partes, a castanha (fruto) e o pedunculo floral (falso fruto), possui colora¢Ges em tons
amarelados a vermelhados. O caju e a castanha sdo muito utilizados na culinaria
nordestina, tanto na forma in natura como em outros subprodutos (NOVAES et al., 2021;
SERRANO & PESSOA, 2016).

O verdadeiro fruto do cajueiro € a castanha que é formada pelo pericarpo (casca),
pelicula e améndoa (semente). O pericarpo é subdividido por trés camadas: epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, no qual esta presente no mesocarpo o liquido da casca da
castanha do caju (LCC), conhecido internacionalmente como Cashew Nut Shell Liquid
(CNSL), é um liquido escuro com caracteristica viscosa. Este 6leo é composto por: &cido
anacardico, cardanol, cardol, e 6-metilcardol. O &cido anacardico (AA) é o constituinte
majoritario do LCC natural (80 a 90%), e a parte restante € composta por outros elementos
como o cardanol, cardol, outros fendis e substancia menos polares (FERRAZ et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020).

Este oleo ¢ classificado em dois tipos: LCC-Técnico, possui um elevado
percentual de cardanol, no qual a cascas da castanha sdo submetidas a temperaturas
superiores a 180 °C, convertendo os acidos anacardicos em cardol e cardanol por meio de
uma descarboxilagdo (BASTOS et al., 2020; RAMOS, 2020) e LCC-Natural, rico em
acido anacardico e ndo apresenta material polimérico em sua composicao, provém de
cascas que ndo se submeteram a altas temperaturas, conservando suas estruturas quimicas
(GONCALVES, 2018).

Os é&cidos anacardicos sdo apolares, insollveis em agua, constituido por uma
mistura de varios compostos organicos fortemente relacionados. Possui cadeia alquilica
com radical de 2 a 17 carbonos, porém no LCC sdo mais frequentes cadeias longas com
15 atomos de carbonos. Em sua estrutura podem apresentar moléculas saturadas
(nenhuma ligacéo) ou insaturadas (até trés ligacGes) (Figura 2) (COSTA, 2019). Ja em
sua composicdo contém acido gdalico, sais minerais, substancias nitrogenadas e
sulfuradas, sacarideos e fendis (MENDES et al., 1990).
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Figura 2. Estrutura quimica do 4cido anacérdico

Fonte: Adaptado OIRAM FILHO et al., 2018.

O AA tornou-se de grande atencdo em novos estudos devido a sua diversidade de
efeitos bioldgicos como citotoxicidade (MAMIDYALA et al., 2013), antitumorais
(ARAUJO, 2017), oxidante e antimicrobiana (FREIRE et al., 2017), antibacteriana
(ARAUJO et al., 2018) e antiparasitaria (DE FARIAS et al., 2021).

2.5.2 Acdo dos Acidos Anacérdicos
2.5.2.1 Atividade moluscicida

Os caramujos sdo moluscos gastropodes que vivem na dgua doce de cOrregos, rios,
lagos, represas ou em locais onde haja pouca correnteza. Em um estudo realizado pela
primeira vez em laboratdério e em campo desenvolvido por MENDES et al., (1984), o
extrato de Anacardium occidentale apresentou atividade moluscicida para Biomphalaria
glabrata, molusco transmissor da Faciola hepatica, trematddeo que parasita o figado de
ruminantes.

Estudos desenvolvido em laboratério utilizando o acido anacardico juntamente
com uma solucdo metanolica (hidroxido de chumbo) como alternativa de controle de
infestacdo de caramujos adultos Biomphalaria glabrata, demonstraram a eficacia de
100% de acdo moluscicida na concentracdo de 5 ppm (MENDES et al., 1990).
2.5.2.2 Atividade anti-inflamatoria

Estudos experimentais mostrou que o gel a base das cascas do cajueiro possuli
atividade anti-inflamatéria, auxiliando no processo de restauragdo tecidual em
camundongos, pois associacdo entre o gel a base das cascas do cajueiro a ultrassom

terapéutico contribuiu para uma cicatrizacdo mais efetiva das feridas cutaneas em
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camundongos, assim diminuindo o nimero de células inflamatdrias, proporcionando
efeitos benéficos para a cicatrizacdo (FURTADO et al., 2019).
2.5.2.3 Atividade inseticida

O anacardato de sddio extraido a partir do LCC mostrou a¢éo inseticida contra o
Aedes aegypti (mosquito transmissor da dengue) em diferentes fases de crescimento
(ovos, pupas e larvas), apresentando uma CEsg de 162.93 + 29.93 pg/mL para ovos, CLso
de 55,47 £ 3,0 ug/mL para larvas e 369,78 + 52,30 pg/mL para pupas. No mesmo estudo
foi avaliada a toxicidade aguda do anacardato de sédio para camundongos, mostrando
que este composto é seguro, pois ndo demonstrou efeitos adversos. Portanto, o LCC pode
apresentar diversas ac0es sobre larvas de A. aegypti, como inseticida, larvicida, ovicida.
(FARIAS et al., 2009).
2.5.2.4 Atividade anticancer

O acido anacardico e seus derivados possui atividades bioldgicas para inibir o
desenvolvimento e induzir morte em diferentes tipos de células tumorais como
melanomas, canceres de cdlon, prostata, pulméo, cervical, rins e mama (AMORIM et al.,
2020). Pesquisadores comprovaram que associacdo do acido anacardico a uma droga
(mitoxantrona) e ativamente encapsulada com a vitamina C, aumentou a atividade
anticancer, pois a adicdo de AA aumentou a citotoxicidade em células de melanoma. Os
resultados mostraram também que o AA e a vitamina C associados a mitoxantrona
protegem células normais contra os danos causados pelo farmaco, fornecendo
citoprotecdo as células (LEGUT et al., 2014).
2.5.2.5 Atividade antimicrobiana

Nanoparticulas carregadas com acido anacardico, demonstraram um desempenho
contra Enterococcus faecalis, apresentando uma concentragdo inibitéria minima (CIM)
de 0,0366 pg/mL e concentragdo bactericida minima (CBM) de 0,1465 pg/mL, podendo
ser uma alternativa promissora, pois resultou em valores abaixo do que a literatura tem
como padrdo para o tratamento (digluconato de clorexidina < 0,3 mg/mL) (DE ARAUJO
& SOUSA, 2017).

O LCC e o &cido anacardico, também mostraram atividade antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, apresentando concentracdo inibitéria minima de
10,4 pg/mL, ndo mostrando diferencas significativas entre eles (RODRIGUES et al.,
2020).
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2.6.1 Geraniol

O GOH possui uma estrutura monoterpénica alifatica, apresentando a férmula
quimica (C10H1s0) (Figura 3). E uma mistura dos dois isdmeros cis-trans denominados
geraniol (trans) e nerol (cis). O 6leo possui cor transparente a amarelo claro, € insoltvel
em agua, mas sollvel por maior parte dos solventes organicos, tem odor e sabor
caracteristicos ligados a rosas (CHEN & VILJOEN, 2010). Muito utilizado em fragrancia
para cosméticos, materiais de limpeza doméstica e indGstria farmacéutica (DE SA et al.,
2021).

I_ISC\[/\/\(f\/OH
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Figura 3. Estrutura quimica do geraniol

Fonte: Adaptado Sigma-Aldrich®.

O GOH esta presente em tecidos vegetais de diversas plantas, principalmente nas
flores. Foi primeiramente isolado do 6leo de Cymbopogon martini, encontra-se também
em Pelargonium graveolens, Rosa damascena, Rosa centifolia, Cymbopogon nardus,
Cymbopogon winterianus (CHEN & VILJOEN, 2010; LIRA et al., 2020). Em diversos
estudos na literatura, o geraniol possui efeitos inseticida (NICULAU et al., 2013),
antioxidantes e anti-inflamatorio (WANG et al., 2016), antifingica (SINGH et al., 2016),
antibacteriana (COUTUINHO et al., 2015) e anticancer (Ql et al., 2018).

2.6.2 Acéo do Geraniol
2.6.2.1 Atividade inseticida

O GOH componente majoritario presentes nos 6leos essenciais Pelargonium
graveolens I'Herit (malva-cheirosa) e Lippia alba (erva cidreira), afetaram de forma
significativa 30% da mortalidade larval de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho do
milho), em comparagdo ao insecticida sintético (NICULAU et al., 2013). Segundo
pesquisadores o geraniol também mostrou atividade inseticida, porém como repelente
espacial contra Aedes albopictus, pois apos 48h na concentragio de 0,250 pg/cm?® de
GOH, aproximadamente 100% dos mosquitos perderam a capacidade de procurar por
hospedeiros (HAO et al., 2014).
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2.6.2.2 Atividade antibacteriana

Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-positivas responsaveis por diversos
tipos de infec¢do em nosso organismo. A acao antimicrobiana do geraniol foi confirmada
em um estudo, no qual potencializou a a¢do do antibidtico canamicina contra cepas de
bactérias de linhagem MRSA Staphylococcus aureus 358. Portanto, 0 GOH usado em
combinacdo com a canamicina, reduziu cerca de quatro vezes a concentracao de inibicao
de 19,53 para 2,44 pg/mL comparada com quando utilizada isoladamente. Desse modo,
os resultados mostram que o GOH contribui com a a¢do do antibiético (COUTINHO et
al., 2015).
2.6.2.3 Atividade antiflngica

Em estudos demonstraram que o GOH possui uma excelente agdo antifingica em
testes in vitro contra isolados de Candida albicans, mostrando que quanto maior a dose
do geraniol, menor é o tempo para sua atividade fungicida. Assim, podendo estar
interferindo nas fung¢6es da membrana do fungo, dividindo a membrana e alterando a sua
biocamada (LEITE et al., 2015).

As dermafitoses sdo conhecidas como micoses superficiais, causadas pelo fungo
Trichophyton rubrum, que possui afinidades por proteinas como pele, pelos, cabelo e
unhas. Segundo pesquisadores, 0 GOH a 32 pg/mL inibiu em 50% o crescimento das
cepas de T. rubrum. Demonstrando eficacias antifingicas, agindo na parede celular e
membrana celular do fungo (PEREIRA et al., 2015).
2.6.2.4 Atividade anti-helmintica

O GOH apresentou resultados positivos, mostrando atividade parasitaria em um
estudo com tratamento in vitro contra larvas de terceiro estadio de Contracaecum sp. em
Hoplias malabaricus (traira). Apds 48h, de exposicdo na concentracdo de 250 pg/ml,
ocorreu a letalidade de 90% das larvas. Este género pertencente a familia Anisakidae, é
causador Anisaquiase que € uma doenca que afeta o trato gastrointestinal do ser humano
por meio da ingestdo do parasito, através de peixes crus ou malcozidos, contaminados
com a larva (BARROS et al., 2009).

Em um estudo objetivou-se avaliar atividade anti-helmintica dos OEs de
Cymbopogon martinii, Cymbopogon schoenanthus e Mentha piperita em testes in vitro
em amostra contendo 95% de H. contortus e 5% de Trichostrogylus, em ambos os testes
0 6leo essencial de C. schoenanthus, que possui como componente majoritario o GOH,
teve a melhor atividade contra os Trichostrogylus, apresentando para o TEO e TDL uma
CLso de 0,04 mg/mL (KATIKI et al., 2011).
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3.1 RESUMO

As verminoses gastrintestinais causam sérios problemas na producéo de pequenos
ruminantes, principalmente em regides de clima tropicais e subtropicais. Sdo causadas
principalmente pelo parasito Haemonchus contortus. Anti-helminticos comerciais sdo
utilizados no controle desta parasitose, ocasionando a selecdo de parasitas resistentes.
Com isso, ha uma busca por formas alternativas para controle da hemoncose com
compostos naturais que apresentem potencial anti-helmintico. O objetivo deste trabalho
foi verificar a acdo anti-helmintica in vitro do acido anacardico e geraniol em diferentes
isolados de Haemonchus contortus quanto a resisténcia anti-helmintica. Para ambos 0s
compostos foram realizados teste de eclosdo de ovos (TEO) e teste de desenvolvimento
larvar (TDL). O composto acido anacardico nos testes de eclosédo de ovos apresentou
CEso de 40,44 uM, 34,79 uM e 16,97 uM para os isolados ISE (suscetivel a todos os anti-
helminticos), Echevarria (suscetivel nativo) e Kokstad (resistente a todos os anti-
helminticos) respectivamente. As CEgs foram de 52,02 uM, 75,23 uM e 56,45 uM para
0s respectivos isolados. Para o geraniol foram obtidas CEso 679,90 uM, 681,70 puM,
651,60 UM e as CEgs foram de 3.028,71 uM, 3.440,26 uM e 1.851,14 uM para os isolados
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ISE, ECH e KOK respectivamente. No teste de desenvolvimento larvar com o &cido
anacardico as CEso foram de 5,31 uM, 7,38 uM e 6,11 uM para os isolados ISE, ECH e
KOK respectivamente. As CEgs foram de 40,85 uM, 18,34 uM e 24,01 puM para 0s
isolados ISE, ECH e KOK. Para o geraniol, os testes de desenvolvimento larvar foram
realizados em minicoproculturas apresentando CEsg de 9.430 uM, 12.560 uM e 13.119
UM para os isolados ISE, ECH e KOK respectivamente e as CEgs foram de 28.154 uM,
35.318 uM e 35.064 UM para os referidos isolados. Portanto, o acido anacardico e o

geraniol mostraram atividade sobre ovos e larvas de diferentes isolados de H. contortus.

Palavras chaves: Acido anacardico. Controle. Geraniol. Haemonchus contortus

3.2 ABSTRACT

Gastrointestinal worms cause serious problems in the production of small ruminants,
especially in tropical and subtropical regions. They are mainly caused by the parasite
Haemonchus contortus. Commercial anthelmintics are used to control this parasite,
causing the selection of resistant parasites. Thus, there is a search for alternative ways to
control hemonchosis with natural compounds that have anthelmintic potential. The
objective of this work was to verify the in vitro anthelmintic action of anacardic acid and
geraniol in different isolates of Haemonchus contortus in terms of anthelmintic resistance.
For both compounds, the egg hatch test (EHA) and the larval development test (LDT)
were performed. The anacardic acid compound in the egg hatch tests presented ECso of
40.44 uM, 34.79 uM and 16.97 uM for the isolates ISE (susceptible to all anthelmintics),
Echevarria (native susceptible) and Kokstad (resistant to all anthelmintics) respectively.
ECos were 52.02 uM, 75.23 uM and 56.45 pM for the respective isolates. For geraniol,
ECs0679.90 uM, 681.70 uM, 651.60 uM were obtained and the ECgs were 3,028.71 uM,
3,440.26 pM and 1,851.14 uM for the isolates ISE, ECH and KOK respectively. In the
larval development test with anacardic acid the ECso were 5.31 uM, 7.38 uM and 6.11
UM for the isolates ISE, ECH and KOK respectively. The ECgs were 40.85 uM, 18.34
UM and 24.01 uM for ISE, ECH and KOK isolates. For geraniol, the larval development
tests were carried out in minicoprocultures showing ECsg of 9,430 uM, 12,560 pM and
13,119 uM for the isolates ISE, ECH and KOK respectively and the ECgs were 28,154
UM, 35,318 uM and 35,064 uM for the aforementioned isolates. Therefore, anacardic

acid and geraniol showed activity on eggs and larvae of different isolates of H. contortus.
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3.3 INTRODUCAO

Os parasitos gastrintestinais de pequenos ruminantes podem ser encontrados no
abomaso (Haemonchus spp), intestino delgado (Trichostrongylus e Strongyloides),
intestino grosso (Oesophagostomum e Trichuris) (COSTA & VIEIRA, 1984).
Haemonchus contortus é o principal nematoide que acomete caprinos e ovinos
apresentando maior grau de patogenicidade em relacdo aos demais helmintos
gastrintestinais (MENDES et al., 2020), sendo mais prevalente em animais jovens e em
clima temperado e tropical (SILVA et al., 2019).

Este parasito € caracterizado como hematofago, por se alimentar do sangue do
hospedeiro. Porém, este habito alimentar pode gerar nos animais perdas significativas
devido a diminuicdo da ingestdo de alimentos, influenciando no rendimento da carcaca,
devido a perda de peso, podendo causar diarreia, desidratacdo e o aparecimento de
sintomas de edema submandibular. Consequentemente, em casos mais severos podem
levar o animal até a morte (SILVA etal., 2019).

O tratamento das parasitoses gastrintestinais em ovinos e caprinos se da atraves
de uso frequente de anti-helminticos. No entanto, a utilizacdo desses farmacos sintéticos
contribui para a selecdo de populacdes de helmintos resistentes. Desse modo, a busca por
métodos alternativos de controle utilizando plantas, pode resultar em melhoria no
tratamento para o controle de verminose, pois diversas plantas possuem extratos e
substancias isoladas com propriedades quimicas que apresentam potencial anti-
helmintico, podendo assim garantir o sucesso no tratamento para nematoides (DA SILVA
FONSECA et al., 2019). Desse modo, componentes majoritarios isolados de plantas,
podem ser uma alternativa de controle as parasitoses, j& que na maioria das vezes o
componente majoritario de 0leos essenciais é que determina a propriedade da sua acéo
biologica (PAVELA et al., 2015).

Produtos derivados de plantas apresentaram resultados positivos em testes in vitro
contra nematoides gastrointestinais (ANDRE et al., 2016; DE ARAUJO FILHO et al.,
2018; FERREIRA et al., 2016; KATIKI et al., 2017). A regido Nordeste € uma das
maiores produtoras de caju (Anacardium occidentale L.), a partir da casca da castanha €
extraido do liquido da castanha do caju, tendo o acido anacardico como o seu principal
constituinte (DE ARAUJO etal., 2020; RODRIGUES et al., 2020). O extrato da casca de
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Anacardium occidentale mostrou 100% de inibicdo da eclosdo dos ovos e paralisia das
larvas L3 de H. contortus (DUVULORI et al., 2020).

O geraniol é muito utilizado em diversos produtos comerciais, incluindo
cosméticos e fragrancias, e € 0 componente majoritario de 0leos essenciais de diversas
plantas aromaticas (DE SA et al, 2021). Os 0leos essenciais de Cymbopogon
schoenanthus e Cymbopogon martini possuem o geraniol como seu principal componente
bioativo, apresentando atividades sobre diferentes estadgios do desenvolvimento do
parasito H. contortus (KATIKI et al., 2011). Neste contexto, os objetivos desse estudo
foram avaliar as atividades anti-helminticas do acido anacardico e geraniol puro em teste
invitro de eclodibilidade e desenvolvimento larvar em diferentes isolados de H. contortus

com diferentes niveis de resisténcia anti-helmintica.

3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Animais experimentais

Os animais utilizados foram 13 caprinos, sendo 7 da raga Anglo Nubiana e 6 da
raca Saanen. Os animais foram confinados em baias com piso ripado suspenso e
alimentados com silagem de milho, concentrado e agua a vontade, de acordo com o
boletim do National Research Council (NRC, 2007). Para a obtencao de animais livres de
parasitas, todos foram vermifugados com trés anti-helminticos de diferentes grupos
quimicos com intervalos de dois dias entre eles. Foram utilizados os seguintes anti-
helminticos: Monepantel (2,5 mg/kg), Levamisol (10 mg/kg) e posteriormente
Albendazol (7,6 mg/kg). Apos 7 e 14 dias foram realizados o exame de contagem de ovos
por gramas de fezes (OPG) e coprocultura, para confirmar que os animais estavam livres
de infeccdo por parasitos gastrointestinais. Todos os procedimentos com animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Caprinos

e Ovinos sob protocolo nimero 004/2018.

3.4.2 Infeccgdes experimentais com isolados de Haemonchus contortus

Foram utilizados os seguintes isolados: Inbred-Strain-Edinburgh (ISE), referéncia
de suscetibilidade a todos os anti-helminticos sintéticos disponiveis no mercado (ROOS
etal., 1990), Echevarria (ECH), suscetivel nativo de uma propriedade rural do Rio Grande
do Sul — Brasil, (ECHEVARRIA et al., 1991), Kokstad (KOK), originario da Africa do
Sul, utilizado como referéncia de resisténcia a maltiplas drogas (BARRERE et al., 2014).

Os grupos de animais foram infectados via oral com larvas L3 de seus respectivos
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isolados, exceto o grupo controle (n=3 animais sem infecgédo). Os animais do grupo ISE
(n=5) receberam inicialmente uma suspensdo contendo 10.000 larvas L3, depois esses
animais foram reinfectados semanalmente com mais 2.000 larvas L3. J& os animais do
grupo ECH (n=2) e KOK (n=3), receberam uma dose inicial de 5.000 larvas L3 e mais

1.000 larvas L3 semanalmente, para a manutencao da infeccao.

3.4.3 Recuperacéao de ovos

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais infectados com
os isolados de H.contortus de interesse e 0os ovos foram isolados como previamente
descrito (BINZIMENYERA et al., 2006), com algumas modificacdes. As fezes foram
homogeneizadas, maceradas e lavadas em peneiras de 1 mm, 0,105 mm, 0,055 mm e
0,025 mm. A solucéo da ultima peneira, onde ficaram retidos os ovos foram centrifugados
por 15 min a 2.500 x g por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso foi misturado com uma solucéo saturada de agucar e centrifugada novamente
por 15 min a 2.500 x g. O sobrenadante foi lavado na peneira de 0,025 mm para remogéo
da solucdo saturada de acucar, posteriormente foi realizado a contagem dos ovos em

microscopio dptico.

3.4.4 Teste de eclosédo de ovos (TEO)

Os testes com o acido anacardico (gentilmente fornecido pelo Dr. Edy de Souza
Brito, Embrapa Agroindustria Tropical, purificado por meio da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa), foram realizados nas concentragcdes de 143,46,
71,73, 35,86, 17,93 e 8,96 M. Ja para o composto geraniol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), as concentragdes utilizadas foram de 6.480, 4.860, 3.240, 1.620, 1.210, 810, 410
e 200 pM. Para ambos os compostos foram testados os trés isolados (ISE, KOK e ECH).

Nos testes, foram utilizados 250 ul de solugdo de ovos (~100 ovos/pogo) e mais
250 pl da solucdo do composto em placa de 24 pocgos. O teste foi realizado com cinco
réplicas para cada concentracdo, incluindo um grupo controle positivo (tiabendazol 25
pg/ml), um controle negativo (DMSO 0,3%) para o0 acido anacardico e para o geraniol
controle negativo (Tween 80 a 0,25%) e um grupo sem tratamento (agua e solucdo de
ovos). Todos os testes foram incubados a 27 °C por 48 horas seguido por adi¢do de
algumas gotas de Lugol para imobilizar as larvas e leitura em microscopio Optico

invertido para identificacdo e contagem dos ovos e larvas L1 (COLES et al., 1992).
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3.4.5 Teste de desenvolvimento larvar (TDL)

O teste de desenvolvimento larvar para o acido anacardico foi realizado como
previamente descrito com algumas modificacdes (COLES et al., 2006). Em resumo, 340
I de solucéo de ovos mais 160 pl de meio nutritivo (Escherichia coli liofilizada, extrato
de levedura e anfotericina B) foi incubada por 24 horas a uma temperatura de 27 °C, para
obtencdo de larvas L1 de H. contortus. Em seguida, 340 pl de solucéo larvar contendo
aproximadamente 100 larvas L1, foram incubadas com 500 pl de diferentes
concentracdes do acido anacardico de 22,95, 11,48, 5,74, 4,30, 2,87,2,15 ¢ 1,43 uM para
os todos os isolados. Apo6s 6 dias foram adicionadas 2 gotas de Lugol para interromper a
reacao e as larvas L3 foram contadas utilizando um microscopio invertido. Os controles
utilizados foram: controle positivo (0,008 pg/ml de ivermectina), um controle negativo
(DMSO 0,3%) e um controle sem tratamento (dgua e solucdo de ovos). Todo o teste foi
realizado contendo seis réplicas de cada concentragdo, incluindo os controles.

Para o composto geraniol o teste de desenvolvimento larvar foi realizado em
minicoprocultura como previamente descrito (CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2007). A solucéo de ovos foi incubada por 24 horas a 27 °C para obtencdo de larvas L1
de H. contortus. Posteriormente, 500 pul da solugéo larvar contendo aproximadamente 250
larvas L1, 100 pl de meio nutritivo (Escherichia coli liofilizada, extrato de levedura e
anfotericina B) e 600 pl de geraniol nas seguintes concentracdes de 38.897,89, 32.414,91,
25.931,92, 19.448,94, 16.207,45, 9.724,47 e 6.482,98 uM, e incubados com 2 g de fezes
livres de nematoides durante seis dias a 27 °C. Ap0s esse periodo, as larvas L3 foram
recuperadas, 2 ml destas solucGes contendo larvas foram colocados em placas de 24 po¢os
seguido de adicdo de algumas gotas de Lugol (ROBERTS E O'SULLIVAN, 1950). As
larvas foram contadas através de microscopia 6ptica. Os testes continham os seguintes
controles: branco (agua destilada e meio nutritivo), sem tratamento (solugédo de larvas,
meio nutritivo e agua destilada), negativo (0,5 % Tween 80) e positivo (8 pg/ml de

ivermectina). Foram feitas cinco repeti¢cdes para cada tratamento e controle.

3.4.6 Analise de dados
As eficacias médias (%) de cada tratamento nos TEOs foram calculadas, através

da seguinte formula: namero de ovos/(nimero de ovos + nimero de larvas L1) x 100.
Enquanto, as eficacias para os TDLs foram calculadas pela formula: (X das larvas

L3 do controle negativo — larvas L3 com tratamento/X das larvas L3 do controle negativo)
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x 100 (RUFFELL et al., 2018), utilizando o software Microsoft Excel 2016 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) para ambos os testes.

As concentragdes efetivas para inibir 50% (CEsp) e 95% (CEgs) da eclosdo de ovos
e do desenvolvimento larvar foram calculadas apds transformagdo logaritmica usando
analise de regressao ndo linear no programa GraphPad Prism (v6.05, GraphPad Software
Inc, San Diego, CA, EUA).

3.5 RESULTADOS
3.5.1 Teste de eclosao de ovos (TEO)

As figuras 1 e 2 mostram os graficos com as curvas dose-resposta para 0
tratamento com &cido anacardico e geraniol no teste de inibi¢do da eclosdo de ovos nos
diferentes isolados de H. Contortus. As concentragdes efetivas do acido anacérdico e do
geraniol para inibir 50% e 95% (CEso e CEgs) das eclosdes nos diferentes isolados de H.
contortus estdo apresentados na tabela 1. Todos os valores de R? ficaram todos acima de
0,94 demonstrando que a analise de regresséo linear foi bem-sucedida (Figura 1 e 2). As
curvas dose-resposta para o0 TEO com geraniol foram bastante similares entre os
diferentes isolados enquanto no caso do acido anacardico o mesmo ndo ocorreu. De
maneira geral os valores de CEgs foram similares entre os isolados com exce¢do da CEgs
para o isolado KOK tratado com geraniol que apresentou cerca de metade do valor dos

outros isolados.
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Figura 01 - Curvas de regressdo nao linear (doses-respostas) dos testes de eclosdo de ovos com diferentes

concentragdes de acido anacardico em isolados sensiveis e resistente ao H. contortus
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Figura 02 - Curvas de regresséo ndo linear (doses-respostas) dos testes de ecloséo de ovos com diferentes

concentragdes do geraniol em isolados sensiveis e resistente ao H. contortus.

Tabela 01 - Concentragdes efetivas a 50 e 95% (CEso . CEgs) € intervalo de confianca a 95% (IC) do acido
anacardico e geraniol para inibir a eclosdo de ovos em isolados de Haemonchus contortus sensiveis e
resistente a anti-helminticos.

Isolados e suas CEso e CEgs com intervalo de confianca (LM)

Tratamentos
ECH? KOKD ISE
Acido . 34,79 UM 16,97 uM 40,44 pM
anacérdico % (32,51 — 37,23) (16,30 — 17,67) (27,67 - 59,12)
CEos 75,23 uM 56,45 uM 52,02 uM
681,70 uM 651,60 UM 697,90 uM
Geraniol CEso (635,9 — 730,8) (604,3 — 702,6) (659,9 — 738,1)
CEss 3.440,26 uM 1.851,14 uM 3.028,71 uM

3ECH - Isolado nativo sem histdrico de resisténcia; PKOK — Isolado Kokstad; °ISE — Isolado Inbred-
Susceptible-Edinburgh.
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3.5.2 Teste de desenvolvimento larvar (TDL)

As figuras 3 e 4 apresentam os graficos com as curvas doses-respostas para 0s
tratamentos com &cido anacardico e geraniol no desenvolvimento larvar para os diferentes
isolados de H. contortus. A tabela 02 apresenta as concentragdes efetivas do acido
anacardico e do geraniol para inibir 50% e 95% (CEso e CEgs) do desenvolvimento larvar
nos diferentes isolados de H. contortus. As andlises de regressao linear foram bem
sucedidas, pois todos os valores de R? ficaram acima de 0,91 (Figura 3 e 4). No caso do
desenvolvimento larvar os efeitos dos compostos testados foram similares entre os trés

isolados.
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Figura 03 - Curvas de regressdo ndo linear (doses-respostas) dos testes de desenvolvimento larvar com

diferentes concentrag¢des do acido anacardico em isolados sensiveis e resistente ao H. contortus
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Figura 04 - Curvas de regressdo ndo linear (doses-respostas) dos testes de desenvolvimento larvar em
minicoproculturas com diferentes concentragdes do geraniol em isolados sensiveis e resistente ao H.

contortus
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Tabela 02 - Concentrag@es efetiva (CEso  CEgs) € intervalo de confianga a 95% (IC) do é&cido anacérdico e
geraniol para inibir o desenvolvimento larvar em isolados de Haemonchus contortus sensiveis e resistente

a anti-helminticos.

Isolados e suas CEso e CEgs com intervalo de confianga (UM)

Tratamentos
ECH? KOK® ISE®
Acido cE 7,38 uM 6,11 pM 5,31 uM
anacardico > (6,858 — 7,931) (5,558 — 6,710) (4,929 - 5,719)
CEss 18,34 UM 24,01 UM 40,85 UM
_ 12.560 uM 13.119 uM 9.430 uM
Geraniol CEso
(11.867 — 13.293) (11.210 — 14.096) (8.822 — 10.081)
CEss 35.318 UM 35.064 UM 28.154 UM

aECH — Isolado nativo sem historico de resisténcia; °KOK — Isolado Kokstad: ¢ISE — Isolado Inbred
Susceptible-Edinburgh.

3.6 DISCUSSAO
O uso de compostos naturais derivados de plantas apresenta potencial para ser

utilizado de forma alternativa para o tratamento de nematoides gastrintestinais, por
apresentarem agédo anti-helmintica. No entanto, alguns fatores podem influenciar esse
potencial anti-helmintico de compostos derivados de plantas, como a espécie animal
infectada, concentracdo/dose, a espécie do parasito e o tipo de extrato e bioensaio
utilizado (DE FARIA et al., 2021).

O acido anacérdico apresentou atividade ovicida e larvicida em todos os isolados
estudados (Tabela 1 e 2) em linha com a literatura onde extratos e o proprio acido
anacardico apresentaram atividade contra uma série de organismos. O acido anacardico
mostrou resultados positivos em larvas de Aedes aegypti, apresentando uma CLso de
28,69 uM (DE ANDRADE PORTO et al., 2013). Apresentaram também atividade
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moluscicida sobre Biomphalaria glabrata, sendo que o componente trieno mostrou uma
melhor eficadcia com uma concentracdo letal (CLso) de 0,35 ppm, seguido dos
componentes dieno e monoeno com uma CLso de 0,9 e 1,4 ppm, respectivamente
(SULLIVAN et al., 1982). Efeitos antiparasitario do liquido da castanha do caju (LCC)
foram observados contra o helminto Schistosoma mansoni realizados em hamster e
camundongos (MENESES et al., 2018). O composto acido 6- [8(Z)-pentadecenil]
anacardico e acido 6-[10(Z)-heptadecenil] anacardico isolados a partir de extratos de
frutos da planta medicinal Ozoroa insignis, também apresentaram atividade contra S.
mansoni adulto e esquistossomos recém-transformados, matando 100% dos organismos
na concentracdo de 100 uM (DUBE et al., 2021). Da mesma forma, nossos resultados
também apontam doses efetivas em concentracdes similares.

Até o presente momento nao se tem estudos do uso de acido anacardico isolado
contra H. contortus. Entretanto, ja foi testado o extrato da casca de Anacardium
occidentale sobre um isolado de campo de H. contortus, e o estudo apresentou 100% de
inibicdo da ecloséo dos ovos na concentragdo de 0,5 mg/mL e dose letal (DLso) de 0,0255
mg/mL e 100% de eficacia na paralisia das larvas na concentragdo de 6 mg/mL com DLso
de 0,196 mg/mL (DAVULURI et al., 2020). Desse modo, o acido anacardico pode ser
uma boa alternativa no controle parasitario, além de uma menor toxicidade ambiental,
baixo custo e facil acesso.

Oleos essenciais de plantas Cymbopogon schoenanthus e Cymbopogon martini,
sdo ricos em geraniol e mostraram atividade ovicida e larvicida sobre um isolado de
campo (95% H. contortus e 5% Trichostrogylus spp.). As CLso para atividade ovicida
foram de 129,65 uM com o 6leo de C. schoenanthus e 648,29 UM com o 6leo de C.
martini. Para atividade larvicida, o 6leo de C. schoenanthus apresentou CLso de 239,87
UM e o bleo de C. martini CLso de 790,92 uM (KATIKI et al., 2011). Nossos resultados
mostraram que o geraniol apresentou eficacia sobre ovos e larvas para isolados de H.
contortus com diferentes niveis de resisténcia a diferentes classes anti-helminticos
comerciais (Tabela 1 e 2). Geraniol na concentracdo de 2% (v/v) reduziu a motilidade
larvas L3 de H. contortus, Trichostrongylus axei e Teladorsagia circumcincta em 82%,
90% e 94%, respectivamente (HELAL et al., 2020). O composto geraniol também foi
efetivo contra Caenorhabditis elegans, com dose letal 50% (DLso) de 432,4 uM
(KUMARAN et al., 2003). Os compostos acido anacéardico e geraniol podem ser uma
alternativa para futuros testes in vivo pois apresentam baixa toxicidade (ARAUJO et al.,
2020; CARVALHO etal., 2011; MACZKA etal., 2020). Até entdo, 0 mecanismo de agdo



48

para o acido anacardico e geraniol em H. contortus sdo desconhecidos. Nossos resultados
sugerem que 0s mecanismos de resisténcia que o H. contortus possui para os anti-
helminticos convencionais, provavelmente ndo tenham acdo sobre o0s compostos

estudados.

3.7 CONCLUSAO
O é&cido anacardico e o geraniol possuem efeito sobre a eclosdo de ovos e
desenvolvimento larvar em isolados de H. contortus com diferentes niveis de resisténcia

a anti-helminticos sintéticos.
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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 especially when considering the
widespread occurrence of anthelmintic resistance. Our objective was to evaluate the
activity of anacardic acid, geraniol, cinnamaldehyde and citronellal on Haemonchus
contortus isolates with different levels of anthelmintic resistance. These compounds were

tested using egg hatch assays (EHAS), larval development tests (LDTs) as well as LDTs
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on mini-fecal cultures, on the Haemonchus contortus isolates Kokstad (KOK-resistant to
all anthelmintics), Inbred-Strain-Edinburgh (ISE-susceptible to all anthelmintics) and
Echevarria (ECH-susceptible to all anthelmintics). Effective concentrations to inhibit
50% (ECso) and 95% (ECgs) of egg hatching and larval development were calculated.
Results for EHA and LDT for all tested compounds, considering ECso and ECgs values,
showed low variation among the studied isolates with most RF values below 2x. All
studied compounds showed efficacy against egg hatching and larval development of H.
contortus isolates regardless of anthelmintic resistance profiles. The compounds with the
smallest ECso and ECgs values were cinnamaldehyde and anacardic acid making them

promising candidates for future in vivo studies.

Keywords: cinnamaldehyde, citronellal, geraniol, anacardic acid, Haemonchus

contortus, anthelmintic resistance.

RESUMO

A infeccdo por nematoides gastrintestinais € um dos principais desafios na
producdo de pequenos ruminantes e ocasiona perdas produtivas principalmente devido a
resisténcia anti-helmintica. Bioativos com atividade anti-helmintica séo potencial
alternativa para o controle desses parasitos em especial considerando a alta incidéncia de
resisténcia anti-helmintica nos rebanhos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
biologica do cinamaldeido e citronelal em isolados de Haemonchus contortus com
diferentes perfis de resisténcia anti-helmintica. Foram realizados testes de ecloséo de ovos
(TEO), testes de desenvolvimento larvar (TDL) e TDLs em minicoproculturas utilizando
o isolado Kokstad (resistente a todos os anti-helminticos), o isolado Inbred-Strain-
Edinburgh (suscetivel) e o isolado Echevarria (suscetivel). Foram calculadas as
concentracoes efetivas para inibir 50% (CEso) e 95% (CEgs) da eclodibilidade dos ovos e
do desenvolvimento larvar. Resultados de TEO e TDL apresentaram baixa variagao entre
os diferentes isolados para um mesmo composto testado com fatores de resisténcia
geralmente abaixo de 2x. Todos 0s compostos estudados mostraram eficacia contra a
eclosdo de ovos e desenvolvimento larvar de isolados de H. contortus independente do
perfil de resisténcia anti-helmintica dos mesmos. Os compostos que apresentaram
atividade nas menores concentracdes foram cinamaldeido e acido anacardico sendo estes

0S componentes mais promissores para futuros estudos in vivo.
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INTRODUCTION

Gastrointestinal nematodes are the main cause of productive and economic losses
in small ruminant production systems. Haemonchus contortus is considered to be the
most pathogenic parasite and can cause fatal anemia in animals with a high parasite load
(Zajac & Garza, 2020; Salgado & Santos, 2016).

The main way of controlling these nematodes is through antiparasitic drugs.
However, use of these substances has become compromised since many populations of
parasites have already developed anthelmintic resistance (Gaudin et al., 2016).
Considering this scenario, the prospection of new compounds with anthelmintic activity
may be a viable alternative to the commercial compounds with decreased efficacy
(Molento et al., 2020). In addition, the demand for animal products from sustainable
organic systems has increased (Zajac & Garza, 2020), thus making it necessary to search
for new control alternatives (Barone et al., 2018).

Essential oils from aromatic plants have been studied for their therapeutic and
nematocidal effects. Cinnamon (Cinnamomum spp.) belongs to the Lauraceae family,
from South and Southeast Asia, and is traditionally used in cooking and as a medicinal
plant (Bakar et al, 2020). Its major component, cinnamaldehyde, has been shown to be
effective against some species of fungi (Doyle & Stephens, 2019) and has antimicrobial
activity on bacteria of the quinolone-resistant Enterobacteriaceae family (Dhara &
Tripathi, 2019), on eggs of H. contortus (Katiki et al., 2017) and on nematodes such as
Caenorhabditis elegans (Lu et al., 2020).

Citronellal is the major component of the essential oil of Eucalyptus citriodora. It
has proven effectiveness as an antimicrobial (Bezerraetal., 2019), repellent action against
Anopheles gambiae s.s. (Wu et al., 2020), action against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli biofilms (Borges et al., 2017) and action against nematode eggs and
larvae (Araujo Filho et al., 2018).

Geraniol is present in several plants such as Cymbopogon martini, Pelargonium
graveolens, Rosa damascena, Rosa centifolia, Cymbopogon nardus and Cymbopogon

winterianus (Chen & Viljoen, 2010; Lira et al., 2020). It has been shown to have
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insecticidal, antioxidant, anti-inflammatory, antifungal, antibacterial and antitumour
activities (Singh et al., 2016; Wang et al., 2016; Tabari et al., 2017; Qi et al., 2018; Lin et
al., 2021).

Cashew production in significant in Brazil and anacardic acid is the major
component of the cashew nutshell liquid. It has been the focus of several studies in the
past decades with biological properties such as antitumor, antibacterial, molluscidal and
anthelmintic (Sulivan et al., 1982; Muroi & Kubo, 1996; Hemshekhar et al., 2012; Tan et
al., 2017; Dube et al., 2021).

The aim of this study was to evaluate the biological activity of cinnamaldehyde,
citronellal, geraniol and anacardic acid against H. contortus isolates with differing

resistance and susceptibility to anthelmintics.

MATERIAL AND METHODS

Haemonchus contortus isolates

Haemonchus contortus isolates with differing resistance and susceptibility to
anthelmintics were used in this study. The Inbred-Strain-Edinburgh isolate (ISE) was
used as a susceptibility reference in relation to all commercial anthelmintics (Roos et al.,
2004); the Kokstad isolate (KOK) was used as a multidrug resistance reference (Barrere
etal., 2014); and the native isolate Echevarria (ECH), with no history of resistance, from
a farm in Rio Grande do Sul, Brazil (Echevarria et al., 1991), was compared against the
other two isolates.

Twelve adult sheep were used after deworming (ivermectin, 200 pg/kg;
oxfendazole, 5 mg/kg; monepantel, 2.5 mg/kg; and levamisole, 7.5 mg/kg), which was
confirmed through fecal egg counts (sensitivity of 25 eggs per gram) and fecal cultures
showing no eggs or larvae. The animals were divided into four groups (n = 3) and each
group was infected with a single H. contortus isolate, while the fourth group was kept as
an infection-free control. Each animal received 5,000 third stage (L3) infective larvae
orally. The experimental infections were monitored through fecal egg counts every week
and fecal cultures every two weeks. The animals from each group were confined in
isolated pens with slatted floors and given corn and sorghum silage and ration following
NRC’s requirements (NRC, 2007) as well as water ad libitum. All the experimental
procedures on these animals were approved by the Ethics Committee for Animal Use of

Embrapa Caprinos e Ovinos, under protocol 04/2018.
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Egg hatch assay (EHA)

Egg recoveries and EHAs were performed as per the recommendations from the
World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) (Coles et
al., 1992). For EHAs, 250 ul of egg suspension (~100 eggs/100 ul) was used, and 250 ul
of treatment solution (cinnamaldehyde or citronellal at the desired concentration) was
added, to make up a final volume of 500 pl/well. The plates were incubated at 27 + 1 °C
for 48 h and at least 100 eggs and L1 larvae were counted in each well using an inverted
microscope.

Cinnamaldehyde (final concentrations: 378.33, 189.16, 94.58, 47.29, 23.65 and
11.82 uM), citronellal (final concentrations: 25,931.93, 6,482.98, 1,620.75, 405.19,
101.30, 25.32, 6.33 and 1.58 uM) and geraniol (final concentrations: 6,480, 4,860, 3,240,
1,620, 1,210, 810, 410 and 200 uM) were diluted in 0.25% Tween 80. Anacardic acid
(final concentrations: 143.46, 71.73, 35.86, 17.93 and 8.96 uM) was diluted in 0.3%
DMSO. Cinnamaldehyde and citronellal tests were done with six replicates for each
concentration. Anacardic acid and geraniol tests were done with five replicates. The
negative controls consisted of 0.25% Tween 80 for all compounds except anacardic acid
which was 0.3% DMSO and the positive controls contained thiabendazole (TBZ) (0.025
mg/mL, diluted in 0.3% DMSQO). Pure cinnamaldehyde, citronellal and geraniol used in
all tests were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anacardic acid used

in all tests was supplied by Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, CE, Brazil).

Larval development tests (LDTS)

All the LDTs were performed in mini-fecal cultures as previously described
(Camurca-Vasconcelos et al., 2007), with minor modifications except for anacardic acid
which was evaluated by the regular LDT (Coles et al., 2006). For the LDT in mini-fecal
cultures, the eggs recovered were incubated for 24 hours at 27 =+ 1 °C to obtain L1 larvae.
Afterwards, 500 pL of the L1 larvae solution (~ 250 L1 larvae), plus 100 pL of nutrient
medium (lyophilized Escherichia coli, yeast extract and amphotericin B 0.49 pg/mL) and
600 pL of the treatment (cinnamaldehyde, citronellal or geraniol) were added to two
grams of feces (from parasite-free animals). This mixture was homogenized and
incubated for another 6 days at 27 + 1 °C and ideal humidity (> 80%). L3 larvae recoveries
were done as previously described (Roberts & O'Sullivan, 1950). The L3 larvae thus

recovered were transferred to 24-well plates and counted using an inverted microscope.
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Cinnamaldehyde (final concentrations: 22,699.75, 15,133.17, 11,349.87,
7,566.68,5,674.93, 3,783.29 and 1,891.64 uM) was diluted in 0.4% Tween 80, citronellal
(final concentrations: 64,829.82, 32,414,91, 16,207.45, 8,103.72, 4,051.86, 2,025.93,
1,012.96 and 506.48 puM) was diluted in 1.1% Tween 80 and geraniol (final
concentrations: 38,897.89, 32,414.91, 25,931.92, 19,448.94, 16,207.45, 9,724.47 and
6,482.98 uM) was diluted in 0.5% Tween 80. Anacardic acid (final concentrations: 22.95,
11.48,5.74,4.30,2.87,2.15 and 1.43 uM) was diluted in 0.3% DMSO. All the tests were
performed with five replicates for each concentration. The test with anacardic acid had
six replicates for each treatment. The controls comprised a test with water and nutrient
medium only; an untreated control (larvae, nutrient medium and water); a negative control
(larvae, nutrient medium and Tween 80 or DMSO at above mentioned concentrations);

and a positive control using ivermectin at 8 pg/mL.

Data analysis:
Treatment efficacies per well in EHAs were calculated using the following
formula:

(egg counts/egg counts + L1 larvae counts) x 100

Treatment efficacies in LDTs were calculated using the following formula
(Araudjo-Filho et al., 2019):

(xnegative ctrl. L3 larvae ~— L3 larvae in treatment/xnegative ctrl. L3 larvae) x 100

The effective concentrations for inhibiting 50% (ECso) and 95% (ECgs) of egg
hatching and larval development were calculated using nonlinear regression analysis
(Prism 6.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Resistance factors for ECso
and ECgs represent the ratios between KOK or ECH isolates in relation to the ISE isolate
(RFso= ECso for isolates X/ECso for the ISE isolate; RFgs= ECgs for isolates X/ECgs for
the ISE isolate).

RESULTS
The results from EHAs and LDTs for all tested compounds on the H. contortus

isolates KOK, ISE and ECH are shown in Figures 1 and 2. All non-linear regression

analysis resulted in coefficients of determination (R?) above 0.90 showing a good fit of
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the data against the calculated regression curves (Figures 1 and 2). Both ECsg and ECgs
for EHAs and LDTs were very similar between isolates for any given studied compound
and were never over or below 3 times the values for the ISE isolate. Anacardic acid was
the compound that inhibited egg hatching and larval development at the lowest
concentrations. Larval development was the least affected by the tested compounds
requiring concentrations in the millimolar range except for anacardic acid. Geraniol and
citronellal were the compounds requiring higher concentrations to inhibit larval

development and egg hatching (Tables 1 and 2).

DISCUSSION

The lethal dose of cinnamaldehyde for the free-living nematode C. elegans was
determined as 6,058.27 uM for 4 hours, which induced multiple gene expression changes
that were mainly involved in glutathione metabolism (Lu et al., 2020). Ascaris suum
exposed to Cinnamomum verum extract (7.8% cinnamaldehyde) showed damage to the
muscle layer and digestive tract, without many alterations to the parasite cuticle (Williams
et al., 2015). This suggests that the mechanism of action is through changes to internal
structures after ingestion. In addition to the effects on small-ruminant and pig nematodes,
cinnamaldehyde was also effective on the soybean nematode Meloidogyne incognita
(Jardim et al., 2018). The essential oil of Cinnamomum cassia (83% cinnamaldehyde)
caused 100% mortality and immobility of the larvae at a concentration of 389.37 uM.
During evaluations on supplying cinnamaldehyde in the diet of dairy cows, this
compound proved to be safe at concentrations of 0.2 to 4 mg/kg of body weight. It did
not cause changes to feed consumption, ruminal fermentation, ruminal pH, milk
composition or milk production and did not affect the digestion of nutrients in the diet
(Chapman et al., 2019). This suggests that this compound is also safe for carrying out in
vivo tests with small ruminants. The effect of cinnamaldehyde on egg hatching was
previously studied in a multidrug-resistant H. contortus isolate (resistant to ivermectin,
moxidectin, closantel, albendazole, levamisole phosphate and trichlorfon) resulting in an
ECso of 136.19 uM (Katiki et al., 2017). We observed similar ECsp and ECgs values for
the isolates studied here (Figure 1; Table 1). In the same manner, the LDT results were
also equivalent for all the isolates studied (Figure 2; Table 2) but required concentrations
to impair larval development were in general 50 times higher than the values obtained in

the EHA. These results are more in line with the values obtained against adult C. elegans
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as above mentioned. Since the results were similar for nematodes with different profiles
of anthelmintic resistance, it may be that the commercial anthelmintic resistance
mechanisms do not affect the action of cinnamaldehyde on H. contortus isolates. As
cinnamaldehyde has shown effects on different species of nematodes inhabiting different
environments and has the potential to be safe for small ruminants, it remains as an
interesting candidate for further studies.

The effects of citronellal on egg hatching and larval development were also
equivalent for the isolates studied (Figure 1; Tables 1 and 2). The essential oil of
Eucalyptus citriodora, containing 71.77% beta-citronellal was also effective against H.
contortus egg hatching and larval development with ECs values of 5.3 and 12.61 mM of
citronellal content for EHA and LDT respectively (Macedo et al., 2011). In the same
manner, citronellal was previously shown to have ovicidal activity with ECso values of
1.95 mM for the ISE isolate and 2.59 for the KOK isolate. It also impaired larval
development with ECso values of 14.91 mM and 15.56 mM for the same H. contortus
isolates respectively (Araujo-Filho et al., 2018). Our results (Figures and Tables 1 and 2)
are in general agreement with this data as we also found lower ECsp values for egg hatch
inhibition and higher values for larval development impairment. We also found similar
values across isolates with different anthelmintic resistance profiles Fecal egg count
reduction tests using E. citriodora essential oil (67.5% citronellal) and nanoencapsulation
reduced the egg counts by 40.5% and 55.9% for the free oil and nanoencapsulated oil
respectively (Ribeiro et al., 2014). Another study showed fecal egg count reduction
results of 69.5% for E. citriodora essential oil and no significant reduction with citronellal
alone (Araudjo-Filho et al., 2019). It appears that, despite having similar in vitro
anthelmintic activity against H. contortus isolates with differing resistance profiles,
citronellal alone did not show any efficacy in vivo against one field population. Thus,
further in vivo studies should be carried out to check if this is the case for other field
populations and H. contortus isolates as well.

Essential oils from Cymbopogon schoenanthus and Cymbopogon matrtinii, with
62.5% and 81.4% geraniol respectively, showed in vitro anthelmintic activity against a
field population of gastrointestinal nematodes (95% H. contortus and 5%
Trichostrongylus spp.). Egg hatching was inhibited at ECso concentrations of 162.08 uM
and 686.29 uM of geraniol for C. schoenanthus and C. martinii essential oils respectively.
Larval development was impaired at ECso concentrations of 243.11 uM and 791.57 uM

of geraniol for C. schoenanthus and C. martinii essential oils respectively (Katiki et al.,
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2011). We obtained similar EHA results to the C. martinii essential oil which contains
more geraniol than C. schoenanthus essential oil. On the other hand, our LDA ECso
resulted in higher amounts of geraniol than any of the Cymbopogon essential oils. Most
probably, other components in these oils also possess anthelmintic activity especially in
the case of larval development. Similar LCso values for geraniol were obtained against C.
elegans (432.42 uM) (Kumaran et al., 2003). Motility impairment by geraniol was also
observed against H. contortus, Trichostrongylus axei and Teladorsagia circumcincta at
2% (v/v) with decreased effects against Trichostrongylus colubriformis and Cooperia
oncophora (Helal et al., 2020). Resistance factors were very close to 1 in all cases,
considering the different isolates studied here, suggesting that the commercial
anthelmintic resistance mechanisms did not act on geraniol (Tables 1 and 2). Among the
compounds tested in this study, geraniol required higher concentrations to attain an
observable effect in EHAs and LDTs and, as far as we know, this is the first report of
geraniol effects against multiple H. contortus isolates. Finally, C. schoenanthus essential
oil had no significant in vivo effect in fecal egg counts from lambs when compared to
controls (Katiki etal., 2012) and it remains to be tested whether geraniol alone will behave
in the same manner.

Anacardic acid is extracted from the cashew nutshell liquid. There are few studies
of its action against H. contortus using the extract from the nutshell and dry cashew apple
fiber as a feed alternative for sheep. Cashew apple fiber containing 3.5% anacardic acid,
among other compounds, was given as an alternative feed for 28 days to sheep that were
experimentally infected with a multi-resistant H. contortus isolate. Egg counts throughout
a period of 63 days showed a mean reduction of 60% in the group that was fed cashew
apple fiber and anacardic acid was among the compounds postulated to have anthelmintic
activity (Lopes et al., 2018). Hydroalcoholic extracts from the cashew nutshell were also
tested for activity against egg hatching, larval motility, and adult motility in a natural
population of gastrointestinal nematodes (99% Haemonchus contortus) with LDsg doses
at 0.0258, 0.196 and 1.0365 mg/ml respectively (Davuluri et al., 2020). It is difficult to
compare studies with purified compounds with studies that used extracts due to the
presence of multiple substances in the extracts. Our results with anacardic acid match the
results using cashew extracts but larval development was more sensitive than egg
hatching with lower ECso and ECgs doses. Discrepancies could be due to the effect of
other compounds in the extracts. The above-mentioned studies also suggest that anacardic

acid could have in vivo activity. Of all tested compounds, anacardic acid was the one with
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lower ECsg and ECgs values in our in vitro tests and RF values of the studied isolates were
usually below 2x in comparison with the ISE isolate. This suggests that, like the other
compounds studied here, anacardic acid is not affected by commercial anthelmintic
resistance mechanisms. This added to the fact that Brazil is a cashew apple and cashew
nut producer producer with over 45,000 metric tons of fruit and 51,000 metric tons of
nuts produced in 2017 (IBGE, 2017) places anacardic acid as a promising candidate for

future in vivo tests.

CONCLUSION

In conclusion we demonstrated the in vitro anthelmintic activities of several pure
compounds against eggs and larvae of H. contortus isolates with differing anthelmintic
resistance profiles. Anacardic acid and cinnamaldehyde appear to be promising
candidates for future in vivo tests. In addition, resistance to commercial anthelmintics do

not appear to affect the action of the tested compounds.
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Figure 1: Nonlinear regression curves of EHAs with cinnamaldehyde (panel A),
citronellal (panel B), geraniol (panel C) and anacardic acid (panel D) for the H. contortus
isolates KOK, ISE and ECH. R?: Coefficient of determination.

Figure 2: Nonlinear regression curves of LDTs with cinnamaldehyde (panel A),
citronellal (panel B), geraniol (panel C) and anacardic acid (panel D) for the H. contortus
isolates KOK, ISE and ECH. R?: Coefficient of determination.

Table 1: Effective concentrations of cinnamaldehyde, citronellal, anacardic acid and
geraniol for inhibiting 50% and 95% of egg hatching (ECso and ECgs), 95% confidence
intervals (CI) and resistance factors for Haemonchus contortus isolates KOK, ISE and
ECH.

Table 2: Effective concentrations of cinnamaldehyde, citronellal, anacardic acid and
geraniol for inhibiting 50% and 95% of larval development (ECso and ECgs), 95%
confidence intervals (95% CI) and resistance factors for Haemonchus contortus isolates
KOK, ISE and ECH.
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Table 1: Effective concentrations of cinnamaldehyde, citronellal, anacardic acid and geraniol for inhibiting
50% and 95% of egg hatching (ECso and ECgs), 95% confidence intervals (CI) and resistance factors for
Haemonchus contortus isolates KOK, ISE and ECH.

H ECso 95% CI RFs ECo; 95% CI RFos
contortus,  (UM) (D)
isolates
KOK 1336 128.5-1389 0.94 295.6 263.5-337.6 0.98
Cinnamaldehyde ISE 142.8 137.7 - 148.1 1.00 301.1 270.4 - 340.8 1.00
ECH 133.2 126.7 - 140.0 0.93 283.2 245.8 - 335.8 0.94
KOK 294.5 268.6-3229 095 1,083.1 801.9-1,615.2 0.33
Citronellal ISE 308.7 276.6 - 344.5 1.00 3,317.3 2,300.2 - 5,120.1 1.00
ECH 350.6 3224-3813 1.14 2,008.2  1,494.2-2,892.9 0.61
KOK 16.97 16.30-17.67 0.42 46.12 44.30 - 48.02 0.89
Anacardig acid ISE 40.44 27.67-59.12 1.00 52.02 35.60-76.10 1.00
ECH 34.79 32.51-37.23 0.86 75.23 70.29 - 80.50 1.45
KOK 651.60 604.3-702.6 0.93 1,851.14 1,716.77 - 1,996.03 0.6l
Geraniol ISE 697.90 6599 -738.1 1.00 3,028.71 2,863.80-3,203.17 1.00
ECH 681.70 6359-730,8 0.98 3,440.26  3,209.13 - 3,688.05 1.14

ECso: effective concentration for inhibiting 50% of egg hatching; ECos: effective concentration for
inhibiting 95% of egg hatching; 95% CI: 95% confidence interval; RFso: resistance factor for ECs (ECso
of isolate X/ECs for the ISE isolate); RFos: resistance factor for ECos (ECos of isolate X/ECys for the ISE

isolate).

Table 2: Effective concentrations of cinnamaldehyde, citronellal, anacardic acid and geraniol for inhibiting
50% and 95% of larval development (ECso and ECgs), 95% confidence intervals (95% CI) and resistance
factors for Haemonchus contortus isolates KOK, ISE and ECH.

H ECsp 95% CI RFsg ECos 95% CI RFqs
conforfus,  (uMD (uM)
isolates
KOK 7,396 6,766 - 8,083 1.02 21,594 16,127 - 32,738 1.53
Cinnamaldehyde ISE 7,232 6,787 - 7,706 1.00 14,115 11,510 - 19,164 1.00
ECH 06,542 6,319 -6,772 0.91 13,031 11,529 -15,183 0.92
KOK 28,422 25,363-31,850 0.98 99,284 69,237 - 167,158 1.86
Citronellal ISE 28,883 26,809 -31,117 1.00 53,319 41,555 - 86,254 1.00
ECH 31,816 28,463-35,565 1.10 81,654 57,513-148,312 1.53
KOK 6.11 5.588 -6.710 1.15 24.01 21.85-26.38 0.59
Anagcardig acid ISE 5.31 4,929 -5.719 1.00 40.85 37.93 - 44.01 1.00
ECH 7.38 6.858 - 7.931 1.39 18.34 17.06 - 19.72 0.45
KOK 13,119 11,210- 14,096 1.39 42,670 39,741 - 45,880 1.52
Geraniol ISE 9,430 8,822 - 10,081 1.00 28,154 26,338 - 30,097 1.00
ECH 12,560 11,867 -13,293 1.33 35,318 33,369 - 37,379 1.26

ECso: effective concentration for inhibiting 50% of larval development; ECos: effective concentration for
inhibiting 95% of larval development; 95% CI: 95% confidence interval; RF so: resistance factor for ECsg
(ECsp of isolate X/ECs for the ISE isolate); RFos: resistance factor for ECos (ECos of isolate X/ECos for the

ISE isolate).



1004
= - KOK R%=0.99
= = |SER?*= 0.99
) ~+ ECHR?=0.98
£ B0 e
o
om
4]
0 T T T 1
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
A log [cinnamaldehyde (uM)]
100 -~ KOK R’=0.95
= -+ |SE R?=0.98
o
) -+ ECH R’=0.97
=
g
E 5O
(=]
()]
L
0 T T T
0 1 2 3 4

C

log [geraniol (uM)]

70

100 ;
s - KOKR*=0.98
i =+ |SE R*= 0.99
g ~ ECHR?=0.99
T L1 R | | SR e
o
o
w
G T T T
0 1 2 3 4 5
B log [citronellal (uM)]

100
_ -+~ KOKR?=0.99
2 -+ |SE R?=0.99
5 —* ECHR?=0.97
%50- .............................
j=2}
(=]
L

0 . : —

00 05 10 15 20
D log [anacardic acid (uM)]

Figure 1: Nonlinear regression curves of EHAs with cinnamaldehyde (panel A), citronellal (panel B),
geraniol (panel C) and anacardic acid (panel D) for the H. contortus isolates KOK, ISE and ECH. R?:

Coefficient of determination.
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Figure 2: Nonlinear regression curves of LDTs with cinnamaldehyde (panel A), citronellal (panel B),
geraniol (panel C) and anacardic acid (panel D) for the H. contortus isolates KOK, ISE and ECH. R?:

Coefficient of determination.



