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RESUMO

Nascimento, Paloma Mathias. Influéncia de fitoativos no ciclo de vida de Caenorhabditis
elegans e Haemonchus contortus: Uma estratégia na procura de novos anti-helminticos.
2026. 138 folhas. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias - Instituto de Ciéncias
Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2026, Tese.

A resisténcia crescente de helmintos a anti-helminticos convencionais representa um desafio
critico para a saude animal e a sustentabilidade da producdo pecudria. Esta tese teve como
objetivo avaliar a atividade de 6leos essenciais (OEs) de Origanum vulgare (orégano) e
Cinnamomum cassia (canela), bem como de seus principais componentes, carvacrol e
cinamaldeido, como alternativas no controle de helmintos. Para isso, utilizou-se Caenorhabditis
elegans como modelo experimental para triagem inicial, examinando a atividade dos OEs e das
substancias isoladas em diferentes estagios do ciclo de vida do parasito. Os objetivos incluiram:
(1) determinar a atividade letal adulticida e inibitéria ovicida; (i1) avaliar a eficacia frente a cepas
resistentes as principais classes de anti-helminticos; (iii) investigar sinergia entre carvacrol e
cinamaldeido; (iv) desenvolver formulagdes; e (v) comparar os efeitos em Haemonchus
contortus, importante nematoide gastrintestinal de ruminantes. Os resultados demonstraram
atividade anti-helmintica significativa para ambos os OEs. O OE de orégano apresentou elevada
poténcia adulticida contra a cepa selvagem de C. elegans (CLso = 1,03 pg.mL™), superior ao
carvacrol isolado (CLso = 6,81 pg.mL"), sugerindo sinergia entre os constituintes do 6leo. Para
ovos, o carvacrol foi o principal responsavel pela atividade ovicida. O OE de canela mostrou
atividade adulticida semelhante ao cinamaldeido isolado (CLso = 50 pg.mL™'), mas o
cinamaldeido destacou-se como potente ovicida (CLso = 3,08 pg.mL™'). Ambos os OEs
induziram altera¢des morfologicas severas nos nematoides. Em cepas resistentes de C. elegans,
a eficacia adulticida do OE de orégano foi reduzida, enquanto o OE de C. cassia manteve sua
atividade, sugerindo mecanismos distintos e potencial para uso frente a parasitas resistentes. A
andlise de sinergia indicou efeito predominantemente aditivo ou moderado em adultos e aditivo
a ligeiramente antagonista em ovos, nao configurando sinergia abrangente. Formulagdes tipo
beads, desenvolvidas por gelificacdo idnica e com sulfato de calcio, mostraram boa
incorporagdo das substancias ativas. Testes em Haemonchus contortus confirmaram a atividade
dos OEs, com destaque para o efeito ovicida do OE de C. cassia. Em conclusdo, os OEs de O.
vulgare e C. cassia, assim como carvacrol e cinamaldeido, demonstraram perfis
complementares e promissores como candidatos a novos agentes anti-helminticos. O OE de O.
vulgare tem maior atividade em adultos, possivelmente devido a sinergia interna, enquanto o

cinamaldeido apresenta forte agdo ovicida, inclusive em cepas resistentes. Estes resultados



fornecem base para estudos in vivo, otimizacdo de formulagdes e desenvolvimento de

estratégias combinatdrias com anti-helminticos convencionais.

Palavras-chave: antiparasitario; 6leos essenciais; sinergia; nematoides.



ABSTRACT

Nascimento, Paloma Mathias. Influence of phytoactives on the life cycle of Caenorhabditis
elegans and Haemonchus contortus: A strategy in the search for new anthelmintics. 2026.
138 p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences) — Institute of Veterinary Sciences, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2026. Thesis.

The growing resistance of helminths to conventional anthelmintics represents a critical
challenge for animal health and the sustainability of livestock production. This thesis aimed to
evaluate the activity of essential oils (EOs) from Origanum vulgare (oregano) and
Cinnamomum cassia (cinnamon), as well as their main components, carvacrol and
cinnamaldehyde, as alternative agents for helminth control. For this purpose, Caenorhabditis
elegans was used as an experimental model for initial screening, examining the activity of the
EOs and isolated compounds at different stages of the parasite life cycle. The objectives
included: (i) determining adulticidal lethal activity and ovicidal inhibitory activity; (ii)
assessing efficacy against strains resistant to the main classes of anthelmintics; (iii)
investigating synergy between carvacrol and cinnamaldehyde; (iv) developing formulations;
and (v) comparing the effects in Haemonchus contortus, an important gastrointestinal nematode
of ruminants. The results demonstrated significant anthelmintic activity for both EOs. O.
vulgare EO showed high adulticidal potency against the wild-type strain of C. elegans (LCso =
1.03 pg.mL"), greater than that of isolated carvacrol (LCso = 6.81 pg.mL™), suggesting synergy
among the oil constituents. For eggs, carvacrol was primarily responsible for ovicidal activity.
C. cassia EO showed adulticidal activity similar to isolated cinnamaldehyde (LCso = 50 pg.mL"
1, while cinnamaldehyde stood out as a potent ovicidal agent (LCso = 3.08 pg.mL™"). Both EOs
induced severe morphological alterations in the nematodes. In resistant C. elegans strains, the
adulticidal efficacy of O. vulgare EO was reduced, whereas C. cassia EO maintained its
activity, suggesting distinct mechanisms and potential use against resistant parasites. Synergy
analysis indicated predominantly additive or moderate effects in adults and additive to slightly
antagonistic effects in eggs, not constituting broad synergy. Bead-type formulations developed
by ionic gelation with calcium sulfate showed good incorporation of active compounds. Tests
in Haemonchus contortus confirmed EOs activity, with emphasis on the ovicidal effect of C.
cassia EO. In conclusion, O. vulgare and C. cassia essential oils, as well as carvacrol and
cinnamaldehyde, demonstrated complementary and promising profiles as candidates for new
anthelmintic agents. O. vulgare EO is more potent against adults, possibly due to internal

synergy, while cinnamaldehyde shows strong ovicidal action, including against resistant strains.



These results provide a basis for in vivo studies, formulation optimization, and the development

of combinatory strategies with conventional anthelmintics.

Keywords: antiparasitic; essential oils; synergy; nematodes.
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1 INTRODUCAO

O controle de helmintos representa um dos maiores desafios para a medicina veterinaria,
com impactos significativos na satide animal € na economia pecuaria. O uso de anti-helminticos
¢ a principal estratégia para combater essas infestagdes, porém a crescente resisténcia a esses
medicamentos tem tornado essa abordagem cada vez mais ineficaz. A resisténcia anti-
helmintica resulta do uso excessivo e inadequado de firmacos, promovendo a selecdo de
parasitos mais resistentes, comprometendo a eficacia do tratamento e aumentando os custos de
manejo. Além disso, o parasitismo pode causar prejuizos considerdveis a produg¢do animal,
afetando o crescimento, a fertilidade e a qualidade do leite e da carne, tornando a busca por

alternativas mais eficientes uma necessidade urgente.

Neste contexto, os fitoinsumos, substancias naturais derivadas de plantas, surgem como
uma alternativa promissora no controle de helmintos, oferecendo solugdes sustentaveis diante
da crescente resisténcia a anti-helminticos convencionais. No entanto, o desenvolvimento de
novos farmacos enfrenta desafios significativos, incluindo a necessidade de comprovagao de
seguranga, eficacia e seletividade entre parasitos e hospedeiros. Além disso, os altos custos e as
rigorosas exigéncias regulatédrias tornam o processo complexo e dispendioso, com elevada taxa
de falhas. Nesse sentido, a pesquisa de novas substancias e estratégias como a sinergia entre
diferentes classes de farmacos, visando aumentar a eficacia e retardar a resisténcia, tém

demonstrado grande potencial.

Modelos experimentais, como o nematoide Caenorhabditis elegans, tém se mostrado
valiosos na triagem de novos anti-helminticos. Sua facilidade de cultivo e manipulacdo
genética, além de seu ciclo de vida curto, permitem uma triagem mais rapida e economica de
substancias, facilitando a identificagdo de novos agentes terapéuticos. Tais avangos na pesquisa,
junto com o uso de alternativas naturais como O6leos essenciais (OEs), estdo abrindo novos
caminhos para o desenvolvimento de medicamentos veterindrios mais eficazes e
ecologicamente sustentaveis. Assim, enquanto os desafios continuam, as inovag¢des no
desenvolvimento de anti-helminticos oferecem novas esperangas para o controle de parasitos e

a melhoria da saude animal.
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Nesse cendrio, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de fitoativos no ciclo de
vida de C. elegans. Para isso, foram avaliadas a influéncia dos OEs de O. vulgare e C. cassia
em diferentes estagios do ciclo de vida do C. elegans; seus componentes majoritarios; € sua
acdo frente a cepas resistentes aos principais anti-helminticos; e a combinagdo entre os
componentes majoritarios. Além disso, este projeto visa desenvolver formulagdes a base dos

OE:s citados e comparar os efeitos dessas substancias em Haemonchus contortus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama Geral dos Anti-helminticos Veterinarios

Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Satide Animal, a
classe com maior participacdo no mercado desde 2015 ¢ a de antiparasitarios, sendo responsavel
por 29% do faturamento liquido na industria veterinaria em 2024, o que equivale a R$ 3,5
bilhdes. Os ruminantes ocupam o primeiro lugar no mercado destes produtos, 47%, seguidos

de cdes e gatos (27%) (SINDAN, 2025).

Um desafio particular para as empresas engajadas na pesquisa de anti-helminticos e
nematicidas ¢ que a relagdo custo-beneficio constitui uma preocupagao primordial. Além disso,
existem restricdes adicionais quanto aos niveis de toxicidade tolerados pelo hospedeiro
(Holden-Dye & Walker, 2014). Nesse contexto, um antiparasitario de uso veterinario bem-
sucedido deve apresentar as seguintes caracteristicas: ampla margem terapéutica e
disponibilidade de antidoto em casos de sobredosagem; efeito potente e de agdo rapida; efeito
residual claramente definido e, preferencialmente, prolongado, permitindo a redugdo da
frequéncia de administragdo; seguranga para o animal tratado, sem comprometer a inocuidade
dos produtos de origem animal destinados a alimentacdo humana; relagdo custo-beneficio
favoravel; amplo espectro de acdo contra parasitos de importancia comercial; e facilidade de
administragdo (Lopez & Camberos, 2006). Os produtos disponiveis no mercado diferenciam-

se em funcao dessas caracteristicas.

Compreender o mecanismo de acdo dos anti-helminticos existentes pode fornecer
muitas informagdes sobre os aspectos da fisiologia e do metabolismo dos helmintos que diferem
do hospedeiro e sdo alvos para o desenvolvimento de novas familias quimicas com atividade
anti-helmintica. Desta forma, ¢ possivel indicar maneiras pelas quais a eficacia anti-helmintica
pode ser melhorada ou a toxicidade do hospedeiro reduzida, e pode ser instrutivo quanto ao
mecanismo de resisténcia anti-helmintica ¢ como essa resisténcia pode ser superada. Além
disso, o conhecimento do metabolismo e da fisiologia dos parasitos pode contribuir para o

desenvolvimento de vacinas (Prichard, 1997).

Os benzimidazoéis sdo comercialmente encontrados como fembendazol, oxibendazol,

albendazol, tiabendazol, entre outros. Possuem um amplo espectro de atividade, sendo
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altamente eficazes contra ovos, adultos, estadios larvais de nematoides, cestodeos e trematddeos
(Bogan & Armour,1987). O mecanismo de a¢ao dos benzimidazdis ocorre quando a droga age
no parasita ao ligar-se aos sitios de ligagdo na proteina [B-tubulina, que ocasiona uma
despolimerizagdo, prejudicando a fun¢do celular, além de alterar a divisdo mitdtica e o
transporte de nutrientes, que causa o esgotamento das reservas energéticas devido a diminui¢ao

no metabolismo da glicose, e, por fim, ocasiona a morte do parasita (Bullen et al., 2016).

As avermectinas ¢ as milbemicinas tém em sua estrutura lactonas macrociclicas com
acao nematicida, inseticida e acaricida, sendo, portanto, endectocidas (Shoop et al., 1995). As
avermectinas aumentam a atividade e a capacidade de neurotransmissores como o glutamato e
0 4cido gama-aminobutirico de estimular um influxo de ions cloreto nas células nervosas,
resultando na perda da fungao celular. Esse efeito interrompe os impulsos nervosos, resultando

em paralisia e morte na maioria dos invertebrados afetados (Shoop & Soll, 2002).

As salicilanilidas agem desacoplando a fosforilagdo oxidativa, interferindo na producao
de energia, o que leva a morte por paralisia espastica pelo aumento de ions de calcio nas células

musculares. E eficaz contra trematddeos, cestodeos e nematoides (Fairweather & Boray, 1999).

O levamisol e o tetramisol pertencem a classe dos imidazois, agindo em nematoides
gastrointestinais e pulmonares (Viana, 2000). Esses farmacos possuem a¢do semelhante a
nicotina, estimulando e, subsequentemente, bloqueando as jun¢des neuromusculares, sendo os

nematoides paralisados eliminados nas fezes (Rang et al., 2003).

Os compostos organofosforados tiveram suas origens como inseticidas e somente
posteriormente foram utilizados como anti-helminticos de espectro limitado. Entre os
organofosforados usados como anti-helminticos em animais estdo diclorvoés, triclorfon,
haloxon, coumaf6s, naftalofés e crufomato (Lanusse et al., 2009). Esses farmacos atuam por
inibicdo irreversivel das acetilcolinesterases, determinando interferéncia na transmissao
neuromuscular com consequente morte do parasito. Sua toxicidade fez com que deixassem de

ser usados na maioria dos casos (Viana, 2000).

\

Os anti-helminticos pirantel, morantel e oxantel pertencem a classe das

tetraidropirimidinas, eles atuam seletivamente como agonistas dos receptores nicotinicos de
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acetilcolina nas células musculares dos nematoides, causando contra¢do e paralisia espastica

(Lanusse et al., 2009).

Os compostos heterociclicos, como a piperazina, sdo utilizados no tratamento de
infecgdes por ascaris e por oxiuros. Essa classe inibe reversivelmente a transmissdao
neuromuscular no nematoide ao atuar como o0 GABA, neurotransmissor inibitério dos canais

de cloreto regulados por GABA no musculo do nematoide (Rang et al., 2003).

Avangos na pesquisa de anti-helminticos na medicina veterinaria resultaram na
disponibilidade comercial de trés classes: depsipeptideos ciclicos, derivadas amino-acetonitrilo
e espiroindodis. Esses compostos atuam sobre a transmissdo neuromuscular por mecanismos
distintos dos anti-helminticos classicos. Nesse contexto, os depsipeptideos ciclicos,
representados pelo emodepside, atuam principalmente sobre canais de potéassio do tipo SLO-1
em neurdnios e células musculares dos nematddeos, promovendo o efluxo de ions K*, a
hiperpolarizacdo da membrana e a consequente inibi¢ao da excitabilidade neuromuscular, além
de modularem a liberagao de neurotransmissores por interagao com receptores latrofilicos. Por
sua vez, as derivadas amino-acetonitrilo, como o monepantel, ativam seletivamente subtipos
especificos de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs), especialmente da subfamilia
DEG-3, levando a despolarizacao sustentada da musculatura, contragcdo espastica e posterior
paralisia do helminto. J4 os espiroindois, representados pelo derquantel, atuam como
antagonistas competitivos dos receptores nicotinicos de acetilcolina, bloqueando a transmissao
neuromuscular excitatoria e resultando em paralisia flacida do parasita, o que contribui para sua

eficacia, inclusive frente a cepas resistentes a outros anti-helminticos (Epe & Kaminsky, 2013).

A limitada disponibilidade de recursos financeiros nas regides mais afetadas por
doencgas tropicais tem dificultado o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias.
Consequentemente, muitos dos agentes atualmente utilizados no tratamento humano foram
originalmente desenvolvidos para uso veterinario. O nimero de agentes quimioterapicos
disponiveis permanece restrito, e essa limitagdo foi em parte acentuada pelo prolongado sucesso
da ivermectina nas Ultimas trés décadas, que reduziu o incentivo para o desenvolvimento de
alternativas terapéuticas e para programas de descoberta de novos anti-helminticos (Geary,

2005; Geary et al., 1999).
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2.2 Resisténcia Anti-helmintica

Cinquenta anos ap6s o primeiro relato de resisténcia anti-helmintica em parasitos de
bovinos, a prevaléncia da resisténcia aumentou globalmente e tornou-se um problema crescente
na industria animal. A resisténcia se desenvolve quando parasitos sobrevivem ao tratamento e
transmitem genes associados a resisténcia a seus descendentes. Com a selecao e reprodugao
continuas, esses genes tornam-se mais frequentes na populagao. Além disso, a resisténcia tende
a surgir de forma independente para cada classe quimica de anti-helminticos, geralmente
afetando uma classe por vez. Para que a resisténcia se estabeleca em uma espécie, os parasitos
com genes de resisténcia devem sobreviver ao tratamento, continuar a se reproduzir e ser
transmitidos ao proximo hospedeiro. Uma vez estabelecida, a resisténcia ¢ dificil de reverter;

portanto, a estratégia mais eficaz € prevenir seu surgimento. (Sangster et al., 2018).

A espécie H. contortus ¢ o nematoide tricostrongilideo mais extensamente estudado no
que diz respeito a resisténcia anti-helmintica. Em parte, isso se deve ao fato de ter demonstrado
grande capacidade de desenvolver resisténcia a todas as principais classes de medicamentos;
portanto, as resisténcias apresentadas por esta espécie tiveram um impacto econdmico
significativo em escala mundial. No entanto, além do impacto econdmico de suas resisténcias,
esta espécie também tem sido mais extensivamente estudada do que outras devido aos aspectos

de sua biologia e fisiologia que a tornam um bom modelo experimental (Gillerad, 2006, 2013).

A resisténcia aos benzimidazéis em H. contortus esta diretamente associada a mutagoes
pontuais bem conservadas na B-tubulina, especificamente Phe200Tyr, Phel167Tyr e Glu198Ala
nos isotipos 1 e 2 da proteina. Essas mutagdes alteram o padrao de isoformas da B-tubulina e
podem levar a perda de receptores de alta afinidade, reduzindo significativamente a liga¢ao do
albendazol ao seu alvo (Lubega & Prichard, 1991; Kwa et al., 1994; Prichard, 2001; Velan &
Hoda, 2020).

A resisténcia ao levamisol ¢ produzida por alteracdes nas propriedades das populacdes
de receptores nicotinicos (Robertson et al., 1999) e por uma alteragdo da ligagdo do farmaco

aos receptores nicotinicos nas células musculares dos nematoides.

A resisténcia as lactonas macrociclicas em H. contortus envolve multiplos mecanismos

genéticos e transcriptomicos. Tratamentos subterapéuticos com ivermectina ou moxidectina
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aceleram a sele¢do de haplotipos de resisténcia no locus do cromossomo V, incluindo o fator
de transcricdo HCON 00155390 (cky-1). Analises de RNA-seq mostram desregulagao
localizada de genes nesse locus em linhas selecionadas, enquanto ndo ha evidéncia de
resisténcia cruzada via P-glicoproteinas (Doyle et al., 2022; Laing et al., 2022). Além disso,
subunidades dos canais de cloreto dependentes de glutamato e GABA, P-glicoproteinas e [3-

tubulina também estdo associadas a resisténcia (Eng & Prichard, 2005).

Também ja foi relatada resisténcia ao monepantel, firmaco recentemente introduzido
da classe das aminoacetonitrilas. No entanto, o mecanismo responsavel ainda nao foi descrito
(Mederos et al., 2014; Van Den Brom et al., 2015). A existéncia de populagdes de campo
mostrando resisténcia a todas as trés principais classes de drogas e o aparecimento precoce de
resisténcia ao monepantel ameagam a sustentabilidade dos sistemas de producao de ovinos e

caprinos em todo o mundo (Kotze & Prichard, 2016).

2.3 Prejuizos do Parasitismo

Existem muitos desafios para a produg¢ao lucrativa de carne bovina, sendo o parasitismo
um dos mais significativos. Diversas sdo as doencas que afetam a producdo e reduzem o
rendimento e a lucratividade dos produtores. Boa parte dessas doencas, principalmente as
provocadas por virus e bactérias, pode ser evitada ou controlada pelo uso de vacinas e outras
medidas preventivas. No caso dos parasitos, ¢ dificil a imunizagdo do rebanho e estes acabam
sendo o problema sanitario de maior importincia para a producdo de gado de corte em todo o
mundo, em especial nos tropicos (Cancado et al., 2012). Parasitos e doencas transmitidas por
parasitos afetam negativamente o gado e influenciam o marketing e o comércio (nacional ou

internacional) de animais e produtos alimenticios (FAO, 2004).

Os prejuizos do parasitismo gastrointestinal podem ser observados em danos a mucosa
do abomaso e intestinos ¢ perda de peso causada pelo hematofagismo, competicio com o
hospedeiro por minerais e outros nutrientes ¢ diminui¢ao do apetite (Abidu-Figueiredo et al.,
2005). Esses efeitos comprometem a satide e o desempenho dos animais, refletindo diretamente
na produ¢do de alimentos ao reduzir tanto a quantidade quanto a qualidade de carne, leite e
fibra. Patdégenos endémicos ou emergentes, incluindo nematoides, trematddeos, protozoarios e
ectoparasitas, podem causar mortalidade e morbilidade, além de representar riscos a seguranca

alimentar para o consumo humano. A situacgdo se agrava em regides com infraestrutura limitada
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de vigilancia e controle sanitario, onde a prevencdo ¢ o manejo inadequado das infecg¢des
animais impactam diretamente a saude publica ¢ a seguranca alimentar global (Fitzpatrick,

2013).

O parasitismo também pode impactar a sustentabilidade da produgdo global de carne.
Gado e ovelhas infectados por nematoides gastrointestinais e fasciola hepatica apresentam
maiores emissoes de gases de efeito estufa em comparagdo a animais saudaveis (Kenyon et al.,
2013; Fox et al., 2018). Diante de metas governamentais de redugdo de emissdes, o controle de
parasitos pode se tornar uma estratégia necessaria para auxiliar os produtores de gado a atender

a crescente pressao politica e social por diminui¢do da pegada de carbono (UNEP, 2023).

As perdas econdmicas causadas pelos nematoides gastrointestinais sdo significativas em
varios paises produtores de carne bovina. No Brasil, as perdas alcangam impressionantes US$
7,11 bilhdes (Grisi et al., 2014). Nos Estados Unidos, as perdas chegam a US$ 8,5 bilhdes
(Lawrence & Ibarburu, 2007). Ja no México, o impacto financeiro ¢ de US$ 0,45 bilhdes
(Rodriguez-Vivas et al., 2017). Esses numeros ressaltam a importancia de estratégias eficazes
de controle helmintico para minimizar as perdas econdmicas e garantir a lucratividade do setor

de carne bovina.

Dentro do grupo de helmintos gastrointestinais prevalentes na criagdo de bovinos,
caprinos € ovinos, pode-se observar os géneros: Cooperia; Haemonchus; Oesophagostomum,
Ostertagia; e Trichostrongylus parasitando o trato gastrointestinal destes ruminantes (Viveiros,
2009). A variabilidade nos impactos do parasitismo sobre a producdo animal esta relacionada a
fatores como o nivel de infecgdo, o estdgio de desenvolvimento do parasita, caracteristicas
genéticas do animal que influenciam sua resisténcia ou tolerancia a infec¢ao, manejo nutricional
e outros elementos ainda pouco compreendidos. Esses fatores determinam a resposta de cada
animal a infec¢do, afetando a gravidade da doenca e a produtividade, mesmo em rebanhos
expostos a condi¢cdes semelhantes (Vercruysse & Claerebout, 2001). Compreender esses
determinantes ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias de controle eficazes e para

reduzir o risco de surgimento de resisténcia anti-helmintica (Fortes, 2004).

No segmento pet, a preocupagcdo com zoonoses supera a importancia econdomica. As
zoonoses parasitarias, doengas transmissiveis do animal para o homem e vice-versa, constituem

algumas das infecgdes mais importantes € comuns que ameagam as populacdes humanas
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(Baneth et al., 2015). O convivio desses animais com humanos ¢ indiscutivelmente benéfico,
porém caes e gatos podem abrigar muitos endoparasitos potencialmente transmissiveis ao
homem, o que pode representar um risco a saude, principalmente de criangas, idosos e

imunocomprometidos (Irwin, 2002).

O impacto de algumas dessas doengas ¢ desproporcionalmente mais alto em paises em
desenvolvimento como o Brasil, porque as condigdes de vida das populagdes geralmente
favorecem a exposi¢do a certos parasitos, cuja transmissao pode estar associada a mas
condi¢des sanitarias e de habitacdo, bem como com iniquidades no acesso a educacao e servigos
de atencdo primadria a satde. Os géneros Toxocara, Ancylostoma, Strongyloides, Trichuris sdo
parasitos comuns de cdes e gatos que podem afetar seres humanos em diferentes paises do

mundo (Dantas-Torres & Otranto, 2014).

Dai surge a necessidade de uma abordagem de One Health (Satde Unica/Uma Sé
Saude) para gestdo e controle mais eficientes desses parasitos. O conceito proposto ja na década
de 90 remete a estratégias interdisciplinares e integrativas de promog¢ao a satide, em que a satide
humana e a satde animal sdo interdependentes e vinculadas a saude dos ecossistemas (Lerner
& Berg, 2015). Uma abordagem de Saude Unica/Uma S6 Satide para a produgio de leite, satide
do rebanho, segurancga alimentar e prevencdo de doengas zoondticas pode levar a avangos
significativos na seguranca alimentar, nutricdo, higiene alimentar, bem como no avango da
saude global. Esta abordagem integrativa para resolver problemas complexos que afetam a
saude e a conservacao, onde animais, humanos e o ecossistema sao imperativos nos paises em

desenvolvimento (Garcia et al., 2019).
2.4 Potencial Uso de Fitoinsumos

As plantas medicinais sempre foram e ainda sao uma valiosa fonte de agentes
terapéuticos. Existem varias terapéuticas eficazes de fontes naturais amplamente utilizadas
hoje. Historicamente, a descoberta de medicamentos dependia exclusivamente de produtos
naturais como a principal fonte, o que influenciou significativamente os avangos na biologia e
inspirou a descoberta e desenvolvimento de medicamentos. Drogas naturais ou drogas de
origem natural sdo aquelas que contém seus ativos derivados de fontes bioldgicas ou minerais

e destinadas ao uso no diagnostico, cura, mitigacao e prevengao de doengas (Alamgir, 2017).
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Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A busca
por alivio e cura de doengas pela ingestao de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras
formas de utilizagdo dos produtos naturais. A histéria do desenvolvimento das civilizagdes
Oriental e Ocidental ¢ rica em exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no
controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagdo Egipcia,
Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade
e eficiéncia que, até hoje, muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados na
busca pelo entendimento de seu mecanismo de agdo e no isolamento dos principios ativos
(Viegas Jr. et al., 2006). Tradicionalmente, os medicamentos naturais eram amplamente usados
como misturas ou extratos de plantas concentrados sem isolamento de substancias ativas, mas
0s avangos nos procedimentos experimentais no século XIX possibilitaram o isolamento e

purificacao dos principios ativos dessas plantas (Thomford et al., 2018).

As diversidades estruturais e abundancia de produtos naturais servem como uma base
importante para a geracao de novos projetos de bibliotecas de susbtancias (Davison & Brimble,
2019). Apesar do potencial dos produtos naturais na descoberta de farmacos, até 2015
observou-se uma reducao significativa, por parte das industrias farmacéuticas, nos programas
de pesquisa e desenvolvimento voltados a prospeccao de compostos de origem natural. Essa
tendéncia esta associada aos avangos na sintese combinatoria e nas técnicas de triagem de alto
rendimento, que possibilitaram a geracdo de extensas bibliotecas de pequenas moléculas
sintéticas (Shen, 2015). No entanto, essa diminui¢do nos programas de descoberta de farmacos
baseados em produtos naturais nao se refletiu proporcionalmente no numero de aprovagoes
regulatérias, uma vez que se estima que aproximadamente metade dos medicamentos
recentemente aprovados tenha origem direta ou indireta em produtos naturais (Stratton et al.,

2015).

O uso de plantas medicinais tem uma importancia historica significativa no pais,
especialmente na area farmacéutica, o que pode ser explicado pela origem de nossa industria
farmacéutica, inicialmente voltada para o uso de insumos vegetais. Essa realidade persiste
atualmente, com grande parte da industria nacional ainda utilizando plantas como matéria-
prima basica. No Brasil, Furtado (2006) realizou um levantamento que identificou 106 espécies
de plantas com a¢ao anti-helmintica, das quais menos de 17% apresentam eficacia comprovada.

Dentre essas espécies, 17,9% foram indicadas para o tratamento de nematoides em ruminantes,
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0o que demonstra que, apesar do grande numero de plantas descritas com potencial

antiparasitario, poucas foram cientificamente avaliadas.

No entanto, o impacto economico desse setor ainda ¢ limitado, o que contrasta com o
elevado potencial da biodiversidade brasileira, favorecida por suas condi¢des climaticas,
edaficas e hidricas, que permitem a adaptacdo de inumeras espécies vegetais (Zuanazzi &
Mayorga, 2010). Nesse contexto, muitas grandes industrias farmacéuticas té€m
progressivamente excluido produtos naturais de seus programas de descoberta de farmacos.
Essa decisdo estd relacionada a desvantagens percebidas, como: (1) dificuldades de acesso e
fornecimento de matéria-prima, (2) complexidade estrutural e quimica dos compostos naturais,
(3) desafios associados aos direitos de propriedade intelectual e (4) maior expectativa de
sucesso com colegdes de substancias obtidas por métodos de quimica combinatoria (Lam,

2007).

O Centro de Pesquisa Clinica e Inovagao Tecnologica em Medicina Veterinaria — Laerte
Grisi (GRISIUS) tem se dedicado ao estudo da atividade antiparasitaria de fitoinsumos, com
diversas pesquisas que demonstram a eficdcia de substancias naturais contra diferentes
parasitos. Estudos com OEs de plantas como Syzygium aromaticum (Lambert et al., 2021),
Ocimum gratissimum (Oliveira et al., 2022), Thymus vulgaris e Origanum vulgare (Medeiros
et al., 2023) mostraram atividade acaricida e pulicida promissora contra ectoparasitos como
Rhipicephalus sanguineus e Ctenocephalides felis. Além disso, investigagdes com substincias
como eugenol, carvacrol e trans-anetol, em combinagdes sinérgicas ou antagonicas,
demonstraram eficacia contra Cochliomyia hominivorax e Rhipicephalus sanguineus (Miranda
et al., 2023; Medeiros et al., 2025). Esses estudos indicam que os fitoinsumos tém um grande
potencial para o desenvolvimento de alternativas naturais no controle de parasitos,

principalmente em um contexto de crescente resisténcia aos antiparasitarios sintéticos.
2.4.1 Oleos Essenciais (OEs) e seu Potencial Anti-helmintico

Os OEs sdo substancias secundarias que, diferentemente dos metabodlitos primarios,
apresentam frequéncia inferior a 1% do carbono total, sdo compostos principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanodides, que lhes conferem caracteristicas
organolépticas (Simoes et al., 2007). Sua eficacia ¢ frequentemente atribuida aos principais

componentes, tendo sua acdo de forma individual ou sinérgica (Ellse; Wall, 2014).
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Desempenham um papel importante na adaptacdo ambiental da planta, atuando como
reguladores quimicos e mensageiros na bioquimica vegetal, tendo papel fundamental na
fertilizagao, polinizagdo e adaptacdo ambiental da planta (Fumagali et al., 2008). A biossintese
dos OEs ¢ controlada geneticamente, associada a fisiologia da planta e dependente do seu estado
metabolico, mas fortemente influenciada por fatores ambientais, na colheita e pds-colheita

(Sangwan et al., 2001).

Devido ao grande numero de constituintes, os OEs parecem ndo ter alvos celulares
especificos. Como sdo lipofilicos tipicos, eles atravessam a parede celular e a membrana
citoplasmatica, rompem a estrutura de suas diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos ¢ fosfolipidios e os permeabilizam. A citotoxicidade parece incluir tais danos a
membrana. Para fins bioldgicos, ¢ mais informativo estudar um OE inteiro, em vez de alguns
de seus componentes, porque o conceito de sinergismo parece ser mais significativo (Bakkali

et al., 2008).

Entre 2000 e 2019, 40 patentes foram emitidas para nematocidas a base de produtos
naturais, abrangendo sete classes estruturais, embora nenhum deles esteja disponivel
comercialmente (Garcia-Bustos, 2019). Na base de dados Espacenet, foram encontradas
diversas patentes que abordam o uso de OEs e seus componentes para o controle de nematoides
e outros helmintos, representando alternativas promissoras para o desenvolvimento de novos
produtos. Exemplos como a patente CN107372644B (Xiaohui, et al., 2019), que propde uma
combinagdo de abamectina B2 e OE de canela, destacam as propriedades repelentes e mortais
do OE, sendo eficaz na reducao dos danos causados por nematoides nas raizes das culturas. A
patente CN117918388A (Zhang et al., 2024), por sua vez, foca no uso do OE de Artemisia
scoparia como uma preparacao bioldgica eficaz para o controle de uma variedade de pragas,

incluindo nematoides, com a vantagem de ser segura, ndo toxica e ecologicamente correta.

Além dessas patentes, outras pesquisas relatam o uso terapéutico de OEs como o de
Kunzea ambigua contra parasitos intestinais, patenteado na UE e na Austrilia,
AU2008241370B2 e EP2192912B1 (Hood, 2014; Hood, 2016), embora a eficacia anti-
helmintica nao tenha sido comprovada. O geraniol, patenteado para uso agricola na Coreia do
Sul, KR101862202B1, (Bon & Chul, 2018), demonstrou atividade anti-helmintica contra C.

elegans in vivo. Também se destacam os OEs de Trachyspermum ammi, timol e carvacrol, que
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ja demonstraram atividade anti-helmintica em varias pesquisas, como descrito na patente

KR100960871B1 (Park, et al., 2010).

O uso de OEs em sistemas de solventes também tem sido explorado, como
exemplificado nas patentes EP2331068B1 (Albright, et al., 2017) e US9283176B (Albright, et
al., 2016). Esses OEs, como o de fea tree e seus componentes como 1,8-cineol, eugenol e
limoneno, foram patenteados como aditivos para anti-helminticos benzimidazois, indicando um
novo caminho para a formulagdo de tratamentos anti-helminticos mais eficazes € com menor

impacto ambiental.

Essas inovacdes no uso de OEs destacam o potencial de produtos naturais como
alternativas viaveis para o desenvolvimento de novos anti-helminticos, alinhando-se com as

necessidades de seguranca, eficicia e sustentabilidade exigidas no setor veterinario.

Apesar de suas vantagens, a aplicacdo de OEs apresenta diversos desafios, como sabores
e aromas intensos que podem alterar propriedades sensoriais, baixa solubilidade em agua
devido a sua natureza hidrofobica, alta volatilidade e sensibilidade a fatores ambientais, como
luz, temperatura, pH e pressdo. Sua exposi¢do ao ar, luz ultravioleta, oxigénio e calor pode
causar evaporagao rapida, degradacdo fotoquimica e oxidacdo, levando a alteragdes na
composi¢do, cor, aroma ¢ eficacia, além de reduzir a vida util do OE (Ren et al., 2022; Falleh,
2025). Além disso, as substancias bioativas presentes nos OEs podem modular a atividade das
enzimas do citocromo P450 (CYP450) no figado e no intestino, responsaveis pelo metabolismo
de aproximadamente 75% dos medicamentos. Essa interagdo pode resultar na indugao ou
inibicdo dessas enzimas, alterando a eficdcia ou a toxicidade de farmacos administrados
simultaneamente. A exposicdo a esses constituintes pode ocorrer por vias cutdnea, oral ou
inalatdria, sendo que o uso concomitante com medicamentos ou a aplicagdo excessiva de OEs
pode gerar efeitos adversos inesperados, demandando atengdo quanto a seguranga e ao potencial
de interagdes medicamentosas (Zehetner et al., 2019). Esses fatores limitam a uniformidade, a
estabilidade e a eficacia dos 6leos essenciais, restringindo seu uso direto em alimentos,

cosméticos, formulagdes farmacéuticas e outros produtos.


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Zehetner/Petra
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2.5 Desenvolvimento, Desafios e Custos de Novos Produtos

O processo de descoberta e desenvolvimento de fairmacos ¢ dividido em duas grandes
fases: a primeira, de descoberta (pré-clinica), e a segunda, de desenvolvimento (ou clinica). Nos
estagios iniciais da fase de descoberta, as pesquisas geralmente se concentram na identificacao
e otimizagdo de moléculas pequenas capazes de representar novas entidades quimicas com
potencial de desenvolvimento clinico. A validacdo do alvo molecular selecionado ¢
fundamental por uma série de razdes, desde o estabelecimento de sua relevancia no processo
fisiopatologico até a caracterizagdo do impacto de sua modulagao seletiva no tratamento ou na

cura de doencas (Guido et al., 2010).

Os anti-helminticos representam desafios Unicos em todas essas dreas. A seguranca ¢
uma prioridade em qualquer programa de descoberta de medicamentos, e qualquer composto
pode ser prejudicial a um paciente devido a efeitos tanto em alvos desejados quanto ndo
desejados. Como eucariotos, os parasitos compartilham uma homologia significativa com seus
hospedeiros, tornando a seletividade e a seguran¢a mais dificeis de alcancar do que para os
antibiodticos contra bactérias (Gao et al., 2017; Dey et al., 2018). Além disso, a diversidade de
espécies e racas, a variedade de tamanhos corporais, diferencas no metabolismo e biologia,
variacoes sazonais, estados de doenga, economia e outros fatores complicam as estratégias de

design e desempenho de formas farmacéuticas veterindrias (Ahmed & Kasraian, 2002).

Além dos desafios clinicos e de seguranca, um novo medicamento anti-helmintico bem-
sucedido também deve superar obstaculos regulatorios em termos de seguranga, eficacia e
fabricagdo. Em contraste com outras areas de indica¢do, a eficacia dos anti-helminticos deve
ser de até 90%, com base nas diretrizes do Comité Internacional de Harmonizagao Veterinaria.
Para garantir a seguran¢a do consumidor, o 6rgdo regulador calcula os niveis méaximos de
residuos, determinando um periodo de caréncia que deve ser seguido pelos produtores (Delatour
etal., 2018). Um exemplo disso ¢ a ivermectina, que possui alta lipofilicidade e exige um longo
periodo de caréncia para o gado leiteiro, tornando-a indesejavel. Por outro lado, a
eprinomectina, com propriedades farmacocinéticas diferenciadas, apresenta um periodo de

caréncia de 0 dias para vacas lactantes.

Outro obstaculo regulatorio importante € a seguranca ambiental. Devido aos impactos

potenciais dos residuos farmacéuticos nos ecossistemas aquaticos e terrestres, as autoridades
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exigem uma avaliacdo de risco ambiental de todos os produtos farmacéuticos antes da
autorizagdo de comercializacao (Lee & Choi, 2019). Para o gado em pastagens, o risco
ambiental ¢ considerado ainda maior devido a combinacao de ecotoxicidade e persisténcia no
solo/sedimentos (Liebig et al., 2010; Lumaret et al., 2012), o que representa um desafio

adicional para os anti-helminticos de gado.

A legislacao brasileira sobre anti-helminticos veterinarios ¢ regida por normas que
visam assegurar a eficacia, seguranga e controle ambiental dos medicamentos utilizados no
combate a parasitos internos e externos em animais. A Portaria n° 48, de 12 de maio de 1997,
estabelece o Regulamento Técnico elaborado pelo Departamento de Defesa Animal, que regula
a producdo, controle e emprego de antiparasitarios de uso veterinario. Este regulamento exige
que todos os anti-helminticos sejam devidamente registrados, passando por rigorosas avaliagdes

de composicao, seguranga e eficacia, antes de sua comercializagdo (BRASIL, 1997).

Na industria de satide animal, estima-se que os custos de descoberta de medicamentos
antiparasitarios sejam de US$ 25 milhdes por ano, com uma média de apenas uma nova classe
de anti-helminticos sendo comercializada a cada década. O processo € repetitivo e tem uma taxa
de falha muito alta; estima-se que mais de 90% dos programas de descoberta falhem (Booth &

Zemmel, 2004).

2.6 Sinergia como Abordagem Estratégica

A sinergia ocorre quando dois ou mais farmacos que, individualmente, produzem efeitos
visivelmente semelhantes, podendo ter seus efeitos intensificados quando administrados em
combinagdo. Quando o efeito combinado ¢ maior do que o previsto pelas atividades individuais,
a combinacdo ¢ considerada sinérgica. Uma interacdo sinérgica permite o uso de doses mais
baixas dos constituintes da combinacdo, uma situa¢do que pode reduzir as reagdes adversas.
Combinag¢des de farmacos sdo bastante comuns no tratamento de canceres, infec¢des, dor e
muitas outras doengas e situacoes (Tallarida, 2011). Outro beneficio, embora pouco explorado,
¢ a acdo indireta da sinergia como estratégia para diminuir a contaminagdo ambiental. Oliveira
(2015) enfatiza que as praticas como a implantacdo de mecanismos que reduzam a geragdo de
residuos e/ou o seu tratamento adequado podem diminuir o impacto que os farmacos t€ém como

poluentes emergentes ao meio ambiente. Além disso, analises farmacoecondmicas apontam que
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a sinergia de farmacos pode reduzir significativamente os custos sem comprometer a qualidade

do tratamento (da Costa, 2013).

O uso de formulagdes que contém duas ou mais classes de anti-helminticos com
espectros de atividade semelhantes tem dois objetivos principais (Leathwick et al., 2009): (1)
manter o controle de nematoides na presenga de resisténcia a anti-helminticos, as vezes
envolvendo mais de uma espécie de parasito e/ou mais de uma classe de anti-helmintico e
simultaneamente, (2) retardar o desenvolvimento de resisténcia a anti-helmintica para as classes
quimicas componentes nas espécies em que a resisténcia ainda nao ¢ evidente. Sem o uso de
combinagdes, algumas classes de anti-helminticos ndo poderiam mais ser usadas em muitas
fazendas, apesar de ainda serem altamente eficazes contra uma grande proporcao das espécies

de parasitos nessas fazendas.

A pesquisa sobre sinergia em fitofarmacos tem se consolidado como uma atividade-
chave nos ultimos anos. Um dos principais objetivos desses estudos ¢ encontrar uma
justificativa cientifica para a superioridade terapéutica de muitos extratos vegetais usados na
medicina tradicional, em comparagdo com seus componentes isolados. A eficicia desses
extratos vegetais, utilizados hé séculos, foi verificada em muitos casos por meio de estudos
clinicos. Os efeitos sinérgicos da mistura de constituintes bioativos € seus subprodutos
presentes nos extratos vegetais sdo apontados como responsaveis pela eficacia aprimorada de
muitos desses extratos (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Os mecanismos mais comuns de

sinergia sao:

1) Efeitos sinérgicos de multiplos alvos: referem-se ao fendmeno em que os
constituintes individuais de um monoextrato ou de uma combina¢ao de multi-
extratos ndo afetam apenas um Unico alvo, mas sim vdrios alvos, cooperando de
forma agonistica e sinérgica. Esses efeitos podem resultar em uma eficacia maior do

que a soma dos efeitos individuais de cada componente (Imming et al., 2006).

2) Efeitos farmacocinéticos baseados em melhora da solubilidade, taxa de absorcdo e
aumento da biodisponibilidade: certas substancias acompanhantes presentes em um
extrato, como polifendis ou saponinas, que muitas vezes nao possuem efeitos
farmacologicos especificos por si mesmos, podem aumentar a solubilidade e/ou a

taxa de absorcdo dos principais constituintes do extrato, promovendo um efeito
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farmacocinético. Isso pode resultar em uma biodisponibilidade aprimorada e,
simultanecamente, em uma maior eficidcia do extrato em comparacdo com um

constituinte isolado (Butterweck et al., 2003).

Além da sinergia, a combina¢ao de substancias vegetais com farmacos pode resultar em
antagonismo, quando os bioativos interferem na a¢ao do medicamento, reduzindo sua eficacia
ou aumentando a toxicidade (Dehelean et al., 2021). Esse efeito pode ocorrer por alteragdes no
metabolismo, principalmente via enzimas do citocromo P450 (CYP), essenciais na eliminagao
de diversos farmacos (Bhattacharyya et al., 2015). Por exemplo, a erva-de-sao-jodo (Hypericum
perforatum) induz a CYP3A4, acelerando o metabolismo de anticoncepcionais orais e
imunossupressores, o que pode levar a concentragdes subterapéuticas e perda de efeito. Além
disso, polifendis presentes em chéas ou extratos vegetais podem formar complexos insoluveis
com farmacos, limitando sua absor¢cdo e biodisponibilidade. Adversamente, efeitos
antagonistas também podem surgir em nivel farmacodindmico, como quando ginseng
contrabalanca farmacos sedativos ou antioxidantes em altas doses durante quimioterapia
reduzem a morte de células cancerigenas induzida por radicais livres (Kraithong et al., 2022,

Akhlada et al., 2024).

Por outro lado, interagdes aditivas podem ocorrer quando substincias vegetais e
farmacos atuam de forma independente, mas complementar, promovendo maior beneficio
terapéutico sem alterar significativamente a seguranca (Martin et al., 2021). Nesse contexto,
bioativos como flavonoides, polifendis e alcaloides podem atingir alvos diferentes daqueles dos
farmacos, ampliando o efeito do tratamento. Por exemplo, a curcumina pode modular vias
celulares em conjunto com medicamentos anticancer, enquanto a quercetina age com anti-
inflamatorios ndo esteroides, bloqueando simultaneamente moléculas que desencadeiam
inflamacdo. Esses efeitos permitem reduzir doses de farmacos, minimizar efeitos adversos e
aumentar a eficacia geral do tratamento, embora exijam monitoramento cuidadoso para evitar

interferéncias indesejadas (Biharee et al., 2020; Almatroodi et al. 2021; Stossi et al., 2023).

2.6.1. Modelos Matematicos para Avaliagao de Sinergia

A avaliacao de combinagdes de farmacos tem se tornado cada vez mais relevante para a
descoberta de interacdes sinérgicas, principalmente em estudos de triagem combinatéria de alto

rendimento. Para facilitar a analise desses dados, diversas ferramentas de software de acesso
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livre foram desenvolvidas (Ianevski et al., 2022). Entre elas, o pacote R SynergyFinder se
destaca por implementar algoritmos que permitem calcular pontuagdes de sinergia a partir de
matrizes de dose-resposta, possibilitando uma andlise quantitativa das interagdes entre

substancias.

Atualmente, quatro modelos matematicos de referéncia sdo amplamente utilizados para
avaliar sinergia entre farmacos: Loewe Additivity (Loewe), Bliss Independence (Bliss), Highest
Single Agent (HSA) e Zero Interaction Potency (ZIP). Esses modelos fornecem pontuagdes de
sinergia que descrevem o desvio da resposta observada em relagdo a resposta esperada. Cada
modelo baseia-se em premissas distintas e apresenta vantagens e limitagcdes especificas, sendo

apropriado para diferentes contextos experimentais (Vlot et al., 2019).

O modelo Loewe (Frei, 1913; Loewe, 1926, 1927, 1953, 1959) fundamenta-se na
premissa de que nenhum farmaco pode interagir consigo mesmo ¢ que as substancias de uma
combinagdo sdo permutaveis. Matematicamente, o modelo é expresso pelo principio da
equivaléncia de dose e pelo principio da experiéncia simulada. Segundo o principio da
equivaléncia de dose, para um efeito especifico provocado pelo firmaco A, existe uma dose
equivalente de B que produz efeito similar, assumindo que as curvas de resposta possuem a
mesma amplitude e sdo paralelas. O principio da experiéncia simulada postula que a dose
equivalente de B produz um efeito aditivo esperado quando combinada com A (Vlot et al.,
2019). Entre as limita¢des desse modelo, destaca-se a necessidade de estimativa precisa das
curvas dose-resposta, tornando o modelo inviavel quando os dados sdo escassos ou dificeis de

modelar (Foucquier & Guedj, 2015).

O modelo de Bliss (Bliss, 1939; Berenbaum, 1989; Greco et al., 1995; Geary, 2013) ¢
amplamente utilizado para avaliar efeitos combinados de farmacos. Ele parte do pressuposto de
que os efeitos dos farmacos sao probabilisticos e independentes, ou seja, cada composto atua
sem interferir no mecanismo do outro, contribuindo para um efeito combinado. Esse modelo ¢
especialmente 1til quando os farmacos possuem locais de agdo distintos. Entretanto, apresenta
limitagdes quando as substancias possuem multiplos mecanismos de agdo complexos ou
desconhecidos, e aplica-se preferencialmente a efeitos expressos como probabilidades variando

entre 0 e 1, com curvas dose-resposta do tipo exponencial (Foucquier & Guedj, 2015).
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O modelo HS4 compara o efeito resultante da combinagao de dois farmacos (EAB) com
os efeitos de cada composto isoladamente (EA e EB). Um efeito combinado positivo ¢
considerado quando a combinagdo supera o efeito de ambos os agentes isolados (Lehar et al.,
2007). Embora simples de aplicar, a abordagem HSA4 ndo fornece uma avalia¢ao detalhada da

sinergia além do efeito aditivo, limitando a interpretagdao dos resultados (Foucquier & Gued;,

2015).

O modelo ZIP (Yadav et al., 2015) é um modelo hibrido que combina conceitos dos
modelos Loewe e Bliss. Ele avalia alteragdes na poténcia e na forma da curva dose-resposta de
uma combinag¢do em relagdo as substancias individuais, assumindo que a auséncia de interacao
implica a manuteng¢ao inalterada da curva. A principal limitagdo do Z/P ¢ a dependéncia de um
ajuste preciso das curvas de dose-resposta a modelos log-logisticos, o que pode ser desafiador

em processos complexos ou quando os dados possuem baixa qualidade (Vlot et al., 2019).

O SynergyFinder (lanevski et al., 2017, 2022) ¢ uma plataforma web gratuita que
permite a analise e visualizagao de dados de combinagdes de farmacos, incluindo matrizes de
duas ou mais substancias. A ferramenta possibilita calcular e comparar pontuagdes de sinergia
de acordo com os diferentes modelos matematicos descritos, oferecendo suporte a interpretacao
de interacdes complexas e a identificagcdo de combinagdes promissoras para estudos pré-

clinicos e clinicos.

2.7 Uso do Caenorhabditis elegans na Pesquisa de Novos Anti-helminticos

Caenorhabditis elegans ¢ um pequeno nematoide de vida livre e ndo parasitario. Na
natureza, C. elegans e outras espécies de Caenorhabditis sdo encontradas na maioria dos
continentes € em muitos territorios isolados. Mais de 25 espécies do género Caenorhabditis
foram caracterizadas at¢é o momento. Embora as espécies tenham muitas semelhancas
morfologicas, elas sdo divergentes no nivel genético. A divergéncia genética reflete a

especializacdo ecologica e a distribuicdo territorial de diferentes espécies (Hodgkin, 2001).

Como organismo modelo, C. elegans ¢ muito importante para pesquisa bioldgica em
muitos campos, incluindo gendmica, biologia celular, neurociéncia e envelhecimento. Entre
suas muitas vantagens para o estudo estdo seu curto ciclo de vida, genoma compacto,

desenvolvimento estereotipado, facilidade de propagacao e tamanho pequeno (o adulto chega a
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um milimetro de comprimento). O plano do corpo adulto ¢ anatomicamente simples, com cerca
de 1000 células somaticas. E passivel de cruzamentos genéticos e produz muitas progénies por
adulto. Reproduz-se com um ciclo de vida de cerca de 3 dias em condi¢des ideais. Pode ser
mantido em laboratério, onde € cultivado em placas de agar NGM (Nematode Growth Medium)
ou culturas liquidas com Escherichia coli como fonte de alimento. A descrigdo morfoldgica
deste nematoide foi concluida em nivel de microscopia eletronica e sua linhagem celular
completa, que ¢ invariavel entre os animais, foi estabelecida (Brenner, 1974; Byerly et al., 1976;

Sulston et al., 1983; Lewis & Fleming, 1995).

Existem dois sexos de C. elegans: hermafrodita autofertilizante (XX) e masculino (XO),
porém os machos surgem com pouca frequéncia (0,1%). O ciclo de vida do C. elegans ¢
composto pelo estadio embriondrio, quatro estdgios larvais (L1-L4) e adultos. Também pode
suportar condi¢des ambientais adversas, mudando para um estadio facultativo de diapausa

chamado larva dauer, isto acontece no final do estadio L2 (Altun & Hall, 2009).
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Figura 1. Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans a 20 °C. Fonte: Adaptado de Septlveda-
Crespo et al., 2020.

No ramo da pesquisa de novos anti-helminticos, C. elegans tém se mostrado um modelo
de organismo promissor para pré-triagem de moléculas, o que pode aumentar o rendimento de
futuras descobertas, pois as moléculas podem ser rastreadas com certa facilidade e velocidade.
Basicamente, C. elegans pode ser usado para avaliar centenas de milhares de moléculas em
multiplas concentragdes a uma fracao de custo e tempo que seriam necessarios na maioria dos

modelos de nematoides parasitos. Ha ainda a possibilidade de gerar em laboratérios cepas
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resistentes aos efeitos de benzimidazoéis, imidazodis e outras classes tradicionais, sendo favoravel

para a descoberta de novas moléculas (Burns et al., 2015).

A triagem baseada em C. elegans reduz custos, promove grandes bibliotecas quimicas
em base liquida nos formatos de 96, 384 ou 1536 pogos e expande o numero de medicamentos
que podem ser identificados. Todos esses avangos podem contribuir para o desenvolvimento de
farmacos contra helmintos e na compreensao dos mecanismos de resisténcia (O'Reilly et al.,

2013).

Além da triagem de substancias individuais, C. elegans tem se consolidado como
modelo para avaliagdo de combinagdes de farmacos, permitindo a deteccdo de interagdes
sinérgicas, aditivas ou antagonistas. Nesse tipo de ensaio, nematoides sdo expostos a diferentes
concentragdes e propor¢des de substancias, e alteragdes no comportamento, locomogao e
sobrevivéncia s3o monitoradas. Curvas concentragdo-resposta sdo geradas para cada fAirmaco
individual e para as combinagdes, permitindo determinar se a interagdo aumenta a eficacia
terapéutica ou reduz efeitos adversos. Essa abordagem amplia o potencial de descoberta de
farmacos, ndo apenas para novas moléculas individuais, mas também para combinagdes,
possibilitando a identificacio de formulagdes mais eficazes e estratégias para retardar o

surgimento de resisténcia (Hernando & Bouzat, 2025).

Em suma, um composto que tem um efeito anti-helmintico em C. elegans também pode
ter um efeito em uma ampla gama de nematoides parasitos, como foi demonstrado com a
maioria dos anti-helminticos disponiveis comercialmente. Além disso, o0 modo de acao das
drogas pode ser facilmente estudado com este modelo através do comportamento dos
nematoides, locomocao, reproducdo e morte (Sepulveda-Crespo et al., 2020). Ensaios com C.
elegans devem ser considerados como uma ferramenta 1til adicional no estdgio de triagem.
Resultados primarios devem ser identificados por meio de ensaios de sobrevivéncia de C.
elegans como um filtro inicial, seguido por ensaios de eficacia in vivo com parasitos adultos,
ensaios de eficacia in vivo com animais infectados experimentalmente e devem em seguida,
avaliar a toxicidade do hospedeiro de novos anti-helminticos usando linhas de células de

mamiferos ou modelos de vertebrados (Keiser et al., 2016).

Entretanto, nenhum organismo modelo pode ser utilizado para responder a todas as

questdes de pesquisa, e C. elegans apresenta limitagcdes importantes nesse contexto. Entre as
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principais restri¢des na pesquisa de anti-helminticos, destacam-se as diferencas fisiologicas e
biologicas, uma vez que C. elegans ¢ um nematddeo de vida livre, habitante do solo e
bacteridfago, diferindo substancialmente dos nematoides parasitos que vivem em ambientes
especificos do hospedeiro (como trato gastrointestinal, tecidos ou corrente sanguinea) e
apresentam ciclos de vida especializados. Além disso, diferencas na permeabilidade da cuticula
(barreira externa) e nas vias metabdlicas podem influenciar a absor¢ao, metabolizagdo e
eliminagdo de farmacos, resultando em perfis distintos de sensibilidade a anti-helminticos.
Outro aspecto relevante ¢ a auséncia do ambiente do hospedeiro, de modo que estudos com C.
elegans nao consideram a influéncia do sistema imune, da microbiota intestinal ou do
metabolismo do hospedeiro, fatores essenciais para a avaliagao da eficacia in vivo. Ademais, ha
controvérsias quanto a extrapolacdo dos resultados, visto que C. elegans nem sempre responde
de forma semelhante aos anti-helminticos comerciais quando comparado a parasitas de
importancia econdmica em animais de produ¢do. Por fim, embora seja amplamente utilizado
como modelo para triagem inicial, compostos promissores frequentemente ndo demonstram a
mesma eficidcia em modelos parasitarios, sendo necessaria valida¢do adicional em organismos
mais representativos (Arroyo-Lopez, 2020; Hahnel et al., 2020; Alberich et al., 2025; Shanley
et al., 2025; Sun et al., 2025)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

Os ensaios biologicos foram realizados no periodo de abril de 2022 a janeiro de 2026
no setor de Diagndstico de Helmintos e Artrépodes do GRISIUS no Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRYJ), Seropédica, RJ.

3.2 Materiais e Reagentes Quimicos

Os OEs comerciais utilizados foram Cinnamomum cassia’ (Ferquima, Brasil) e

Origanum vulgare’ (Quinari, Brasil).

Outros reagentes quimicos utilizados foram: carvacrol, cinamaldeido, albendazol
(Sigma-Aldrich, EUA), ivermectina (Champion Farmoquimico, Brasil) e dimetilsulfoxido
(Labsynth, Brasil). Todos os produtos quimicos foram diluidos primeiramente em DMSO e

posteriormente em H>O Mili-Q.

Para o desenvolvimento das formulagdes foram utilizados: alginato de sddio (Farmacia
Alquimia, Brasil); cloreto de calcio (ACS Cientifica, Brasil); tween 80 — polissorbato com EHL
= 15 (Synth, Brasil); sulfato de calcio (ACS Cientifica, Brasil); e 6leo mineral (Recanto das

Esséncias, Brasil).

Metanol, grau HPLC (Bio Scie, Brasil), foi utilizado para a analise cromatografica.

3.3 Aquisicao de Cepas de Caenorhabditis elegans e Escherichia coli

Os organismos e microorganismos utilizados foram fornecidos pelo Caenorhabditis
Genetics Center (CGC), Massachusetts, EUA. Foram utilizadas as seguintes cepas de C.

elegans: selvagem N2, DA1316 (resistente a ivermectina), CB3474 (resistente ao albendazol),

T Lote 226
2 Lote LUA
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CB211 (resistente ao levamisol) e DH404 (resistente a organofosforados). Para sua

alimentacao, foi utilizada Escherichia coli OP50.

3.4 Manutencgao de Cepas

As cepas de C. elegans foram cultivadas e mantidas em placas de Nematode Growth
Medium (NGM), meio capaz de proporcionar um ambiente adequado ao desenvolvimento dos
organismos ao longo dos experimentos. As placas de NGM foram incubadas a uma temperatura
constante de 21 °C. Como fonte de alimento, foi utilizada a bactéria E. coli OP50, uma cepa
mutante que serve como dieta padrdo para os nematoides, garantindo seu desenvolvimento

controlado.

Para a transferéncia e manuten¢ao das cepas, foi utilizado o método conhecido como
chunking, em que um pequeno pedaco da placa original de NGM, contendo os nematoides, foi
retirado com o auxilio de uma alga descartavel estéril e transferido para uma nova placa de Petri
contendo meio fresco. Esse processo de transferéncia foi realizado a cada 14 dias, garantindo
que as colonias de C. elegans fossem mantidas de forma sauddvel e ativa ao longo dos
experimentos, evitando a superpopulagdo e a contaminagdo das placas. Esse método também
permitiu a continua manutengdo do ciclo de vida dos nematoides, assegurando sua viabilidade

para os testes.

A colonia de E. coli OP50 utilizada como alimento para C. elegans foi mantida em
placas de Petri contendo meio Luria Bertani (LB). Para os experimentos que necessitavam de
cultura liquida de E. coli, uma unica colonia da placa de Petri foi inoculada em caldo de LB.
Apos a inoculagdo, os tubos contendo o caldo e as bactérias foram deixados a 37 °C por um
periodo de 8 horas. Apos esse periodo, as culturas liquidas de E. coli OP50 foram armazenadas

sob refrigeragao.

3.5 Meios de Cultura e Solugdes

Seguindo os protocolos de Brenner (1974) e Byerly (1976), foram preparados os
seguintes meios de cultura: NGM, LB e tampao S em cabine de seguranga bioldgica (Modelo

Pa40, Pachane, Brasil).
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3.6 Sincronizagdo de Caenorhabditis elegans

Para a obten¢ao de muitos individuos em placa de Petri e a realizagao de testes in vivo,
foi realizado o método de sincronizagdo descrito por Lewis & Fleming, 1995. Ao fim deste
processo, apenas os ovos protegidos por cdpsula estavam viaveis, permitindo o

acompanhamento do crescimento e selecao dos nematoides.

Trés dias antes do processo de sincronizagao, aproximadamente 20 hermafroditas jovens
adultas foram transferidas para uma placa grande de NGM. As placas foram mantidas em uma

incubadora a uma temperatura controlada de 20 °C por 3 dias.

No fluxo laminar, preparou-se um tubo estéril contendo 2 mL de hipoclorito de sodio a
5% e 5 mL de solucao de NaOH 1M, utilizada como solucdo de lise. A placa selecionada para
a sincronizagdo foi cuidadosamente lavada com agua Mili-Q, evitando qualquer esforco que
pudesse danificar os nematoides. Em seguida, o tubo foi centrifugado por aproximadamente 1

minuto a 1200 x g, permitindo que os nematoides se sedimentassem no fundo.

O sobrenadante foi aspirado até restar apenas 1 mL de volume no tubo. Em seguida, a
solucdo de lise foi adicionada e homogeneizada vigorosamente. Apds isso, a centrifugagao foi
repetida nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi novamente aspirado até que restasse apenas
I mL de volume no tubo, e entdo completou-se o volume até 10 mL com &agua. Este

procedimento foi seguido por mais duas vezes, totalizando trés lavagens.

Apos a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado até restar 1 mL de volume no
tubo. A seguir, adicionou-se 5 mL de meio liquido de NGM e o tubo foi centrifugado novamente
nas mesmas condicoes. O sobrenadante foi aspirado até que restasse apenas 1 mL, e o restante
da solugdo foi transferido para uma nova placa de NGM que nao continha E. coli, mantendo-a

em incubagao por 8 horas a 20 °C.

Todo procedimento foi realizado em um tempo maximo de dez minutos para evitar a

morte dos nematoides.
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No dia seguinte, a placa recebeu alimentacdo com 50 puL de E. coli OP50 liquida,
fornecendo a nutricao necessaria para os ovos, que agora estavam sincronizados e prontos para

0s experimentos subsequentes.

3.7 Caracterizagao Quimica dos Oleos Essenciais

A analise cromatografica dos OEs foi realizada em um sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM, GC-17A/QP2010 Plus, Shimadzu/USA), com
coluna capilar HP-5MS, a 60 °C por 1 minuto. Em seguida, foi aquecido a 290 °C (10 °C.min"
1) e mantido nessa temperatura por 10 minutos. A temperatura do injetor foi de 220 °C, com
interface de 310 °C, fonte de ions de 250 °C e a energia de impacto de 70 eV. Foi utilizado

hélio como gés de arraste, com taxa de fluxo de um mL.min’!

, razdo de divisdo 1:30, e 1,0 uL
de o6leo bioativo injetado com diclorometano. Os espectros de massa foram adquiridos na faixa
de varredura de 40-500 pm. Os componentes dos OEs foram identificados por comparagdo com

o banco de dados da biblioteca (Nist08).

3.8 Testes in vivo em Caenorhabditis elegans

3.8.1 Letalidade em Individuos Adultos

Para este teste, foram utilizadas as cepas N2 (selvagem), DA1316 (resistente a
ivermectina), CB211 (resistente ao levamisol) e CB3474 (resistente ao albendazol). O
procedimento experimental foi adaptado de Chaweeborisuit et al. (2016). Individuos adultos de
C. elegans foram cuidadosamente selecionados a partir de placas de cultura, com base em
tamanho e desenvolvimento, garantindo a inclusdo apenas de nematoides adultos para
padronizar a resposta ao tratamento. Os nematoides foram lavados com tampao S, garantindo
a remog¢do de qualquer residuo de meio ou contaminantes que poderiam interferir nas
observagdes subsequentes. Uma solu¢do contendo aproximadamente 20 individuos adultos em
20 uL de tampao S foi transferida para placas de 96 pocos. Juntamente a 20 pL de solugdo teste

e 160 pL de tampao S, sendo assim, o volume final em cada pogo foi estabelecido em 200 pL.

Todos os ativos foram solubilizados previamente em DMSO, de modo que a
concentragao final nos pocos durante o contato com os nematoides fosse de 0,1%, e prepararam-

se dez concentragdes equidistantes para o ensaio.
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Para assegurar a validade dos resultados obtidos, foram incluidos como controle
negativo DMSO 0,1% e como controle positivo foi utilizada ivermectina 1 pug.mL™! para as
cepas N2, CB3473 e CB211, e albendazol 0,5 pg.mL"! para a cepa DA1316. O ensaio foi
considerado valido quando o percentual de resposta no controle negativo apresentou até 10%

de mortalidade e o controle positivo atingiu no minimo 90%.

ApoOs a preparagdo das placas, estas foram incubadas em temperatura controlada a 20
°C por um periodo de 48 horas, permitindo a avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a

sobrevivéncia dos individuos.

Durante o experimento, as observacdes foram realizadas em dois tempos: no inicio (0
horas) e apds a incubagdo de 48 horas. Utilizando um estereomicroscopio, os individuos foram
examinados e classificados em vivos ou mortos. Os nematoides foram considerados vivos
quando apresentavam movimento livre e ativo, enquanto aqueles sem qualquer movimento

foram classificados como mortos. O procedimento experimental completo esta detalhado na

Figura 2.
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Figura 2. Desenho esquematico do teste in vivo de letalidade de individuos adultos. Fonte:
autor.

O teste de letalidade em adultos foi conduzido utilizando os OEs isolados, além de seus
componentes majoritarios, identificados posteriormente por CG-EM. Esses testes foram
realizados em quintuplicata, em dois dias distintos, para garantir a reprodutibilidade dos

resultados.
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3.8.2 Eclodibilidade de Ovos

O procedimento experimental foi adaptado de Bizimenyera et al. (2006) com
modificacdes. A solugdo contendo os ovos, apds a sincronizagdo, foi utilizada diretamente na

realizacdo do teste de eclodibilidade.

Aproximadamente 20 uLL de uma solugdo contendo cerca de 20 ovos de C. elegans N2
foram transferidos para placas de 96 pocos que continham 20 pL da solucdo teste. O volume
total na placa foi ajustado para 200 pL, completando com tampao S. Para garantir a consisténcia
dos resultados, utilizou-se 0,5 pg.mL! de albendazol como controle positivo e DMSO a 0,1%
como controle negativo. O ensaio seguiu os mesmos parametros de validade utilizados no

ensaio anterior.

As placas foram incubadas a uma temperatura controlada de 23 °C por um periodo de
24 horas, permitindo a observacdo do desenvolvimento, sendo contados os ovos ndo eclodidos

e os individuos em primeiro estagio larval (L1).

Durante esse tempo, os ovos ndo eclodidos e as larvas L1 foram cuidadosamente
observados e contados sob um estereomicroscopio. Os detalhes do procedimento podem ser

visualizados na Figura 3.

Controles —,
Positivo e Negativo mi——
«+—— 20 pL Solugdo de ovos de Contagemde L1 e Definicdo das
C. elegans ovos nao eclodidos concentracoes
20 pL Ativo inibitdrias
i 160 pL Tampao S
¥
Solugédo contendo
Qvos

Figura 3. Desenho esquematico do teste in vivo de eclodibilidade de ovos. Fonte: autor.

O teste de eclodibilidade de ovos foi realizado de maneira semelhante ao teste de
letalidade, abrangendo tanto os OEs quanto seus componentes majoritarios. Este experimento

foi conduzido em quintuplicata e em dois dias distintos.
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3.8.3 Postura de Ovos

O procedimento experimental foi adaptado de Lee e Kang (2017). Aproximadamente
10 individuos adultos gravidicos de C. elegans N2 foram cuidadosamente transferidos para
placas de Petri contendo meio NGM e os diferentes OEs individualmente na concentragdo
equivalente a CL1o. As placas foram incubadas a uma temperatura constante de 20 °C. Para
monitorar a producao de ovos, os individuos foram transferidos para novas placas a cada 24
horas, ao longo de um periodo de 5 dias. Durante este tempo, os ovos foram observados e
contados diariamente, permitindo a avaliagdo da taxa de eclodibilidade dos ovos em resposta

aos tratamentos aplicados. Este procedimento ¢ detalhado na Figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico do teste in vivo de postura de ovos. Fonte: autor.

Assim como nos testes anteriores, tanto de letalidade quanto de eclodibilidade, este teste
também foi realizado com os OEs e seus componentes majoritarios. O teste foi conduzido em

duplicata e em dois dias diferentes.

3.8.4 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O exame morfologico por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizado com
0 objetivo de avaliar alteragdes estruturais em C. elegans apos exposicao aos OEs. Para esta
analise, foram utilizados nematoides adultos da cepa N2 provenientes do ensaio de letalidade,
incluindo individuos expostos aos OEs de O. vulgare e C. cassia na concentragdo

correspondente a CLoo, bem como individuos controle correspondentes do mesmo ensaio.

O preparo das amostras foi realizado na Unidade de Microscopia Padron-Lins

(UniMicro) do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes (IMPPG).
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Inicialmente, as laminas ou laminulas de vidro foram tratadas com Poli-L-lisina por 5
minutos, sendo o excesso removido com papel filtro, e as amostras depositadas sobre a
superficie por 5 minutos para adesdo. Em seguida, as amostras foram fixadas em glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M por 1 hora, e lavadas trés vezes por 15 minutos cada
em tampao cacodilato 0,1 M. A pos-fixacao foi realizada em solug¢do de 1% de tetroxido de
osmio (OsO4) em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M (1:1) por 1 hora, seguida de lavagem
conforme descrito anteriormente. A desidratacao foi conduzida em série crescente de etanol
(30, 50, 70, 90 e 100%), com 15 minutos em cada concentragdo, incluindo trés trocas na
concentragdo final para garantir a remogao completa da agua. Caso fosse necessario interromper
0 processamento, as amostras eram mantidas em 70% de etanol sob refrigeragdo.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a secagem por ponto critico com gas carbdnico
e montadas em stubs com fita dupla-face de carbono. A metalizacdo foi realizada por sputtering

com ouro, seguindo o procedimento operacional padrdo do equipamento.

A andlise microscopica foi realizada no Centro Nacional de Biologia Estrutural e
Bioimagem (CENABIO), utilizando um microscopio Zeiss EVO 10 operando a 5 kV,

permitindo a observacgao detalhada da morfologia dos nematoides tratados e nao tratados.

3.8.5 Avaliagdo da Sinergia

Para a realizag@o do teste de sinergia, foi utilizada uma matriz de avaliagdo com uma
escala de 0 a 100, conforme Tabela 1. A metodologia aplicada seguiu os mesmos parametros
utilizados no teste de letalidade em adultos, assegurando a consisténcia na abordagem
experimental. As substancias majoritarias dos OEs de O. vulgare e C. cassia foram
identificados através da andlise cromatografica. Todos os testes foram realizados em duplicata,

em dois dias distintos.

Tabela 1. Matriz experimental da avaliacdo de sinergia.

Carvacrol Cinamaldeido (ng.mL™")

(ng.mL) 0 1 5 25 50 75 100
0 0:0 0:1 0:5 0:25 0:50 0:75 0:100
1 1:0 1:1 1:5 1:25 1:50 1:75 1:100
5 5:0 5:1 5:5 5:25 5:50 5:75 5:100
25 25:0 25:1 255 25:25 25:50 2575 25:100
50 50:0 50:1 50:5 50:25 50:50 50:75 50:100
75 75:0 75:1 755 75:25 75:50 75:75 75:100

100 100:0 100:1 100:5 100:25 100:50 100:75 100:100
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3.9 Testes in vitro em Haemonchus contortus

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Doengas Parasitarias da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul.

3.9.1 Teste de Eclodibilidade de Ovos (TEO)

O ensaio foi conduzido conforme o método descrito por Coles et al. (1992). Para o teste,
os OEs de O. vulgare e C. cassia foram preparados de forma idéntica aos testes anteriores.
Aproximadamente 100 a 150 ovos foram transferidos para cada pogo de uma placa de 96 pogos,
sendo adicionadas diferentes diluicdes da solucdo de trabalho em triplicata no mesmo dia. O
conteudo final de cada pogo consistiu em 940 pL de 4gua destilada, 10 pL de suspensdo de ovos
e 50 uL da solug¢do de trabalho. As placas foram incubadas a 27 °C, com umidade relativa
superior a 80%, por 48 horas, apoés o que ovos e larvas foram contados utilizando um

microscopio invertido. O ensaio foi realizado em triplicata no mesmo dia.

3.9.2 Teste de Inibicdo da Migragao Larval (TIML)

Previamente aos testes, foi realizada a selecdo das L3 vidveis com capacidade de
migra¢do, mediante o0 método de Baermann-Moraes (Moraes, 1948), com tela de nylon de 25
um de abertura, por periodo de 6 horas. Apos a selecdo, apenas as L3 viaveis foram utilizadas
no Teste de Inibicdo da Migragdo Larval (TIML) adaptado por Demeler et al. (2010), com
modificacdes. Foram utilizadas placas de cultivo celular com 24 pocgos, nos quais foram
adicionados 1690 pL de Tween 80 a 1,065%, 90 pL das OEs de O. vulgare e C. cassia em
DMSO a 10% e 20 pL de suspensao larval em SF, contendo de 90 a 100 L3, perfazendo o
volume final de 1800 pL. As placas foram incubadas a 27°C, em estufa BOD, por 24 horas.

Todos os testes foram realizados em conjunto com o controle negativo (DMSO a 0,5%
+ Tween 80 a 1%) e positivo (L3 aquecidas a 60°C durante 10 minutos), sendo utilizados os
dados de testes com pelo menos 90% de migracao no controle positivo e 0% de migracao no
controle negativo. Os principios ativos foram diluidos em DMSO e mantidos em forma de
solugdo estoque, congelados a -5°C na concentragdo de 10-1 molar (M), sendo utilizados em
até 30 dias ap0s o preparo. Nos pocos, as concentracdes finais de DMSO e Tween 80 foram de

0,5% e 1%, respectivamente.
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3.10 Desenvolvimento das Formulagdes

No processo de formulagdo, carvacrol e cinamaldeido foram selecionados como
principios ativos e incorporados em 6leo mineral para alcangar as concentragdes determinadas
em estudos anteriores. Para o desenvolvimento das formulagdes inovadoras, essas substancias
majoritarias dos OEs foram preparados de maneira a maximizar sua estabilidade, manipulagao
e biodisponibilidade. As preparagdes foram concebidas para proteger os principios ativos contra
degradacao, permitir a liberagdo controlada das substancias e garantir concentracdes eficazes

nos sistemas-alvo.

3.10.1 Beads por Gelifica¢do Ionica

O método de gelificacdo idnica ¢ uma técnica para a sintese de microparticulas ou
nanoparticulas, baseada na interagao eletrostatica entre cargas opostas e envolvendo pelo menos
um polimero sob agitagdo mecanica. Essa abordagem tem sido aplicada em diversas areas,
incluindo agricultura, farmacologia e biotecnologia, para o desenvolvimento de sistemas de

liberagdo controlada e formulac¢des funcionais (Hoang et al., 2022).

Para a produgdo das beads, a técnica de gelificacdo i6nica foi adaptada conforme o
protocolo de Calero et al. (2008). Primeiramente, foi preparada uma solug¢ao gelificante de
alginato de s6dio a 2% utilizando agua Milli-Q. Para garantir uma homogeneizagao eficaz, a
solugdo foi solubilizada com um dispersor Ultra-Turrax (T10 basic, IKA®, Brasil) na
velocidade méxima. Em seguida, foi adicionado Tween 80 a 1%, como emulsificante,
melhorando a estabilidade da solugdo e favorecendo a incorporagdo dos principios ativos. O
enriquecimento das beads foi realizado com cinamaldeido e carvacrol, cada um na concentracao
de 5%. O volume total da solu¢do gelificante preparada foi de 40 mL, permitindo uma produgao

adequada de beads para as avaliagdes posteriores.

Uma solugao de cloreto de célcio a 2% também foi preparada utilizando agua Milli-Q e
mantida sob agitacdo em um agitador magnético (Modelo 752A, Fisatom, Brasil). O processo
de gotejamento da solucdo gelificante na solucdo de cloreto de calcio foi realizado com uma
seringa e agulha (seringas de insulina acopladas as agulhas 13 mm x 0,45 mm), a uma altura de

aproximadamente 20 cm, garantindo a formacao de beads esféricas sob agitagao constante.
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Apos o gotejamento, as beads foram deixadas em contato com a solucdo de cloreto de calcio

por mais 30 minutos, permitindo a gelificagdo completa das esferas.

Para evitar aglomeragdo e remover o excesso de cloreto de calcio, as esferas foram
lavadas a vacuo com agua destilada, utilizando papel de filtro HV Durapore de 47 mm de
diametro e 0,45 pm. A secagem das beads foi realizada em uma bandeja, dentro da cabine de
seguranga bioldgica, durante 8 horas. No dia seguinte, as esferas secas foram pesadas e
armazenadas em um local apropriado, protegido de luz e umidade. Todo o processo foi
conduzido a temperatura ambiente, aproximadamente 20 °C, assegurando a integridade ¢ a

qualidade das beads produzidas (Figura 5).

Solugdo Gelificante
Alginato de Sddio 2%
Tiveen 80 1%

Carvacrol 100 pg.mL-!
Cinamaldeido 100 pg.mL"
H:0 gsp 40 mL

Solugio 2
Cloreto de Calcio 2%
H:0 gsp 600 mL

Figura 5. Preparo de beads por gelificagao i6nica. Fonte: autor.

3.10.2 Beads Carregadas com Sulfato de Célcio

Beads carregadas com sulfato de calcio sdo materiais versateis, geralmente
biocompativeis e reabsorviveis, que funcionam como veiculo para a liberagao local e controlada
de agentes ativos. Esses sistemas permitem a manutencao de concentragdes efetivas das

substancias no local desejado, aumentando a eficacia da agdo, efeitos terapéuticos ou
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funcionais. Além disso, beads de sulfato de calcio apresentam aplicacdes em diferentes areas,
como medicina, farmacologia e agricultura, evidenciando sua versatilidade em multiplos

contextos (Alkayali, et al., 2024).

A producdo de beads carregadas com sulfato de calcio foi realizada conforme o
protocolo de Shi et al. (2022), com algumas adapta¢des. Em um almofariz, foram adicionados
15 g de sulfato de célcio e 6,42 mL da solug¢do contendo 10% de cada principio ativo. A mistura
foi cuidadosamente homogeneizada para garantir uma distribuicao uniforme do 6leo mineral e

do principio ativo.

Em seguida, a mistura foi colocada em um molde de silicone com auxilio de uma
espatula. Apos o processo de moldagem, o material foi seco em uma cabine de seguranca
microbioldgica por aproximadamente 3 horas. Uma vez secas, as beads foram cuidadosamente
retiradas do molde para evitar danos. O material produzido foi armazenado em um ambiente

apropriado. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente (Figura 6).

Pasta

Sulfato de Calcio 15g

Carvacrol 10%

Cinamaldeido 10%

Oleo Mineral gsp 6,42 mL P

—

lo o ©

Figura 6. Preparo de beads carregadas com sulfato de célcio. Fonte: autor.

3.11 Método Analitico

O método desenvolvido teve como base as seguintes normas:

e Resolucdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da Anvisa,

e Guian® 10, versdo 1, de 30 de agosto de 2017, da Anvisa e
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® Guidelines for Standard Method Performance Requirements, Appendix F, p. 9
da AOAC.

O método foi desenvolvido e validado para a determinagao de carvacrol e cinamaldeido
nas formulagdes desenvolvidas, utilizando condi¢des especificas que atendem aos critérios de

qualidade analitica exigidos por essas regulamentacoes.
3.11.1 Condi¢des Cromatograficas

Para a validagao analitica, o carvacrol, o cinamaldeido ¢ as formulagdes contendo esses
ativos foram analisados por HPLC, com o objetivo de desenvolver e validar um método preciso,
reprodutivel e especifico para a identificacdo e quantificacdo dessas substancias nas

formulagdes.

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Ultimate
3000 Dionex, equipado com uma bomba quaternaria Ultimate 3000 Dionex, forno para coluna
Ultimate 3000 Dionex e detector de fluorescéncia RF2000 Dionex. Os dados cromatograficos
foram obtidos e tratados utilizando o software Chromeleon versao 6.80 (Dionex). Foi utilizada
uma coluna cromatografica Nucleosil C18, 100A, 3,5 um, 100 x 4,6 mm (Kromasil). A fase
movel foi composta por acetonitrila e agua (70:30), filtrada em membrana filtrante HV
Durapore de 47 mm de didmetro e 0,45 pm (Millipore), com um fluxo de 1 mL.min!. O volume
de inje¢do foi de 20 uL, com comprimento de onda ajustado para 278 nm para carvacrol e 292
nm para cinamaldeido. O tempo de corrida foi de 7 minutos e a temperatura do forno foi mantida

a 40 °C.

3.11.2 Preparo de Amostras

Para o preparo das amostras, foi inicialmente preparada uma solugdo estoque na
concentragdo de 1 mg.mL!. Para isso, pesaram-se 25 mg de cada OE ou formulagdes, os quais
foram dissolvidos em 250 uL de DMSO e o volume final foi ajustado para 25 mL com agua
ultrapura em baldo volumétrico. As solugdes de trabalho foram obtidas a partir dessa solugao
estoque, mediante a transferéncia de aliquotas de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 1,2 mL para baldes

volumétricos de 10 mL, sendo o volume completado com a fase movel.
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3.11.3 Ensaios

A linearidade foi verificada analisando-se amostras de carvacrol e cinamaldeido nas
concentracdes de 5; 10; 50; 100 e 120 ug.mL!. Os critérios de aceitagdo para a avaliacio da
linearidade incluiram a representacdo grafica das respostas em fun¢do da concentracdo do
analito, acompanhada por um grafico de dispersao dos residuos e sua respectiva avaliagao
estatistica. A equacao da reta de regressao de y em x, estimada pelo método dos minimos
quadrados, foi apresentada, assim como a avaliacao da associacao linear entre as variaveis por
meio dos coeficientes de correlagio (r > 0,990) e de determinagdo (r?). Além disso, a
significincia do coeficiente angular foi significativamente diferente de zero. A
homocedasticidade dos dados foi investigada para garantir a utilizacdo do modelo estatistico

mais adequado. Nos testes estatisticos, o nivel de significdncia adotado foi 5% (p < 0,05).

O efeito matriz foi avaliado em formulag¢des contendo cinamaldeido ¢ carvacrol nas
mesmas concentragdes utilizadas na avaliacdo da linearidade. Para isso, foram utilizadas duas
matrizes distintas: beads obtidas por gelificacdo i0nica e beads de sulfato de célcio. A avaliacao
foi realizada comparando os coeficientes angulares das curvas de calibracdo construidas com a
Substancia Quimica de Referéncia (SQR) dos analitos em solvente e nas amostras fortificadas
com a SQR dos analitos. As curvas de calibragdo foram preparadas seguindo os mesmos
critérios adotados para a linearidade, utilizando cinco niveis de concentracao diferentes, cada
um analisado em triplicata. A auséncia de interferéncia dos constituintes das matrizes foi
determinada por meio da avaliagao do paralelismo das curvas de calibragdo, utilizando teste de
hipoteses com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O paralelismo foi considerado indicativo

da auséncia de efeito matriz nas formulagdes analisadas.

O limite de deteccdao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados com
base nos parametros da curva analitica, utilizando foérmulas especificas que relacionam a
resposta do equipamento a concentracao dos analitos. O célculo foi realizado a partir da equagao
abaixo:

_3,3xa 10x o

LD:=22 ¢ [Q: ==

Onde o representa o desvio-padrdo da resposta e IC ¢ a inclinagdo da curva de

calibracdo. Esses parametros foram obtidos a partir da andlise estatistica dos dados
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cromatograficos gerados durante a constru¢ao da curva analitica. O LD foi definido como a
menor concentragao detectavel com confianga estatistica, enquanto o LQ foi definido como a

menor concentragao quantificavel com precisao e exatiddo adequadas.

As precisdes intra-dia e inter-dia foram avaliadas nas concentra¢des de 10; 50 e 100
pg.mL™! (concentragdes baixa, média e alta, respectivamente) em triplicata de amostras. O
resultado foi expresso em fun¢do de CV%. As amostras foram consideradas precisas quando os
desvios foram inferiores a 15% para as concentragdes maiores do que o LQ e 20% para as

concentragdes do LQ (concentragio baixa).

A exatidao foi avaliada utilizando-se as mesmas amostras da precisao, comparando-se
a relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentragao teorica
correspondente. Esta ¢ utilizada como 100%. Foram desejaveis valores de exatidao entre 80 e

120%.

A faixa de trabalho foi derivada do estudo de linearidade e depende da aplicacao
pretendida do método. Deve atender simultaneamente aos critérios de aceitagdo da exatidao,

precisao e linearidade.

3.12 Analise Estatistica

Para a anélise estatistica dos testes in vivo de letalidade em adultos e eclodibilidade de
ovos, foram realizadas duas etapas. Inicialmente, aplicou-se o teste de Bartlett a todos os dados
obtidos nos bioensaios, permitindo a confec¢do de graficos de boxplot. Esses graficos foram
essenciais para identificar dados discrepantes ou aberrantes, evidenciando valores amostrais
nao tipicos em comparagdo com os demais resultados. Os dados considerados atipicos foram
excluidos antes de prosseguir para a segunda etapa da andlise, onde foi realizada a analise de
Probit. Para essa etapa, utilizou-se o software RStudio® versdo 4.3.3, com o pacote de
ecotoxicologia e o teste de Bartlett, para determinar os valores de CLso (concentracao letal 50%)
e CLoo (concentracao letal 90%) ou Clso (concentragdo inibitoria 50%) e Cloo (concentragao

inibitoria 90%).

Em cepas resistentes, foi avaliado o fator de resisténcia (FR), ou seja, a razao entre a

CLso da cepa resistente e a CLso de uma cepa selvagem ao mesmo tratamento. Essa medida ¢
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amplamente utilizada para quantificar a magnitude da resisténcia de organismos, como insetos,
acaros ou microrganismos, a pesticidas ou medicamentos (Castro-Janer et al., 2009). Para a
interpretagdo dos resultados sobre o diagndstico de resisténcia anti-helmintica em C. elegans,

foram utilizadas trés categorias estabelecidas por Castro-Janer et al. (2009), onde:
a) Suscetivel (S): quando FR <1
b) Resisténcia insipiente (RI): quando 1 <FR <2
c) Resistente (R): FR >2

Para o ensaio de postura de ovos, os resultados foram expressos em médias e desvios
padrdo, com a analise estatistica realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) de um
fator, utilizando o software Excel®. Essa abordagem permitiu a comparagdo das diferentes
condi¢des experimentais e a avaliacdo da significancia das diferencas observadas entre os
grupos. O teste ANOVA foi complementado pelo teste de comparagdo multipla de Tukey,

adotando um nivel de significancia de 95%, garantindo a robustez dos resultados obtidos.

A andlise estatistica para sinergia foi conduzida utilizando o SynergyFinder® 3.0, um
software que emprega diferentes modelos estatisticos para avaliar as interagcdes entre as
substancias. Essa ferramenta permite a modelagem de curvas dose-resposta, possibilitando a
identificacao de sinergia, aditividade ou antagonismo nas interagdes observadas. Os modelos
utilizados incluem o modelo de Bliss, o modelo de Loewe e o modelo de HSA. Os resultados
por modelos de intera¢do sdo expressos através de um mapa de pontuacdo de sinergia (Synergy
Score, = 95% IC), no qual a pontuagao varia de -30 a 30. As areas sinérgicas sao representadas
no mapa na cor vermelha, correspondendo a um score positivo, ou seja, de 10 a 30. As areas
antaglnicas sdo representadas no mapa na cor verde, correspondendo a um score negativo, ou
seja, de -10 a -30. Areas onde h4 auséncia de interagio ndo sdo utilizadas cores correspondendo
a um score de -10 a 10. Os eixos X e Y do grafico representam as concentragdes testadas de
cinamaldeido e carvacrol, respectivamente. O valor médio da pontuagdo de sinergia (SS) de
toda a matriz também ¢ determinado, e foi interpretado como: antagonica (pontuagdes menores
que -10), aditiva (pontuagdes entre -10 e 10) e sinérgica (pontuacdes maiores que 10) (Ianevski

etal., 2022).
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A taxa de atividade para a comparacao das CLso e seus intervalos de confiancga foi gerada
utilizando como base a formula descrita por Robertson et al. (2007) para o FR, sendo
representada abaixo. A significancia de cada comparagao foi determinada quando o RR IC95%
calculado foi > 1,0.

.. CL50 componenente majortitario x Teor do ativo
Taxa de atividade =

CL50 6loeo essencial x Teor do ativo

Por fim, nos testes realizados com H. contortus, para ambos os ensaios, TEO e TIML,
os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica por regressdo nao linear. No TEO, a

taxa de eclodibilidade foi expressa em percentual, conforme Coles et al. (1992):

Ly ey nameto de larvas
Taxa de eclodibilidade (%) = — - x 100
numero de ovos+numero de larvas

No LMIT, a porcentagem de inibi¢do da migracdo larval foi calculada pela formula:

T nameto de larvas nio—imigrantes
% de inibicao = g

100

nameto de larvas nio—imigrantes+ nimeto de larvas imigrantes

Curvas dose-resposta sigmoides foram construidas para cada composto ativo utilizando
regressao nao linear de inclinacdo variavel, apos transformagdo logaritmica das concentragdes
(X =log X) e normalizacdo da resposta em escala de 0 a 100%. A concentracdo efetiva média

necessaria para inativar 50% da populagdo (CEso) foi calculada pelas equagdes:
Y =100 /(1+10(L0gCE50—X)XHillSlope)

90

log CE50 = log CE9) — ———— X log —————
0g CES0=log CE90 = a2 > 199 160 =90

Top — Bottom

Y = Bottom + 1 + 10(og CES0—X)-HillSlope

Onde:

Y= percentual de eficacia ou inibi¢do;

X= logaritmo da concentragao;
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Bottome Top= valores minimo e maximo da curva;

HillSlope= inclinacdo da curva dose-resposta.

No TIML, o coeficiente de determinagio (r?) foi calculado para avaliar a qualidade do
ajuste do modelo. Apds a determinagao da CEso de cada composto contra os diferentes isolados,

foi calculado o fator de resisténcia:

CES50 isolado resistente
CE50 isolado sensivel

Fator de resisténcia =

A significancia das CEso e dos HillSlopes entre diferentes substancias foi avaliada pela
analise de sobreposicdo dos intervalos de confianca. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism, versao 6.00 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Composi¢ao Quimica dos Oleos Essenciais

A anélise cromatografica do OF de O. vulgare revelou predominancia de monoterpenos
oxigenados, que representaram a principal fragdo quimica do perfil analisado. O composto
majoritario foi o carvacrol (58,92%), seguido por outros monoterpenos oxigenados relevantes,
como timol (3,76%), linalol (5,21%), canfora (1,56%), borneol (1,83%), terpinen-4-ol (1,28%),
a-terpineol (1,48%) e 1,8-cineol (2,35%). Entre os monoterpenos hidrocarbonados
identificados, destacam-se o p-cimeno (7,25%), y-terpineno (6,53%), a-terpineno (1,11%) e
limoneno (1,17%), os quais contribuem para a complexidade do perfil volatil do 6leo. Também
foram identificados sesquiterpenos hidrocarbonados, como (E)-cariofileno (5,26%) e a-
humuleno (0,76%), em menores propor¢des. O perfil quimico foi complementado por uma

fragdo de compostos ndo identificados (1,52%), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Perfil quimico do 6leo essencial de Origanum vulgare.
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TR

%

IRL

IRL

Pi Substanci Cl imi
1eo (min) area  calculado literatura ubstancia asse quimica
) Nao .
1 8,246 1,52 879 n/i dentificado n/i
: Hi bonet
2 9657 111 918 1014 a-Terpineno idrocarboneto
monoterpenico
Hid bonet
3 9980 725 926 1022 p-Cimeno (CTocaTbOneto
monoterpenico
Hi t
4 10,149 1,17 930 1024 Limoneno idrocarboneto
monoterpenico
5 10288 235 933 1026 1,8-Cincol Monoterpeno
(Eucaliptol) oxigenado
: Hid bonet
6 11335 6,53 959 1054 y-Terpineno (CTocaTbOneto
monoterpénico
M
7 13,100 521 1002 1095 Linalol onoterpeno
oxigenado
M
§ 15263 156 1050 1141 Canfora onoterpeno
oxigenado
M
9 16367 183 1075 1165 Borneol onoterpeno
oxigenado
Monot
10 16715 1,28 1083 1174 Terpinen-4-ol ONOIEIPENo
oxigenado
Monot
11 17,393 1,48 1098 1186 a-Terpineol s
oxigenado
M
12 21,721 3,76 1195 1289 Timol onoterpeno
oxigenado
Monot
13 22288 5892 1208 1298 Carvacrol OROTEIPERO
oxigenado
Hid bonet:
14 27,079 526 1320 1417 (E)-Cariofileno o o1oOnT0
sesquiterpénico
Hi t
15 28561 0,76 1356 1452 o-Humuleno idrocarboneto
sesquiterpénico
Compostos terpénicos identificados % area
Hidrocarbonetos monoterpénicos 16,06
Monoterpenos oxigenados 76,39
Monoterpenos totais 92,45
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 6,02
Sesquiterpenos oxigenados -
Sesquiterpenos totais 6,02
Total identificado 98.47

IRL — Indice Retencdo Linear.

A anélise cromatografica do 6leo essencial de C. cassia revelou um perfil quimico

amplamente dominado por fenilpropanoides, com destaque para o (E)-cinamaldeido, que foi
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identificado como composto majoritério, representando 80,68% da composic¢ao total. Entre os
demais fenilpropanoides detectados, destacam-se o (E)-o-metoxicinamaldeido (9,68%), o (E)-
acetato de cinamila (3,62%) e o (Z)-cinamaldeido (0,31%), os quais contribuem para o perfil
aromatico caracteristico do O6leo essencial. Além desses, também foram identificados
compostos aromaticos de outras classes, incluindo o benzaldeido (0,88%) e o o-anisaldeido
(0,75%), ambos classificados como aldeidos aromadticos, bem como o alcool feniletilico
(0,35%) e o hexanol (0,27%). A cumarina (2,02%), pertencente a classe das cumarinas, também
foi detectada em proporcao relevante. Em menor abundancia, foi identificado o sesquiterpeno
hidrocarbonado a-cubebeno (0,29%), enquanto outros compostos minoritdrios nao
identificados corresponderam a pequenas fracdes da composicdo total. O perfil quimico

detalhado est4 apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil quimico do 6leo essencial de Cinnamomum cassia.
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) TR % IRL IRL A . , .
Pico . i . Substincia Classe quimica
(min) 4rea calculado literatura
1 3,181 0,27 750 796 Hexanol Alcool alifatico
2 3,322 0,19 755 n/i Nao identificado -
) Aldeido
3 6,481 0,88 872 952 Benzaldeido .
aromatico
Hi t
4 8338 0,16 930 1024 Limoneno idrocarboneto
monoterpenico
‘ S Alcool
5 11,874 0,35 1024 1107 Alcool feniletilico .
aromatico
Fenol 2-(1Z)-
6 13,921 0,53 1073 1146/1166 propenil- / Fenol
Coahuilensol
7 16,388 0,31 1132 1217 (Z)-Cinamaldeido Fenilpropandide
Aldei
8 17331 0,75 1154 1239 o-Anisaldeido deido
aromatico
9 19,016 80,68 1193 1270 (E)-Cinamaldeido Fenilpropanodide
Hid bonet
10 2249 029 1276 1348 a-Cubebeno (AOEATbONETo
sesquiterpénico
11 22,733 0,21 1281 n/i Nao identificado -
12 25,717 2,02 1355 1432 Cumarina Cumarinas
13 25851 3,62 1358 1443 (E)-Acetatode  gopiioropanside
cinamila
14 28,668 0,06 1429 n/i Nao identificado -
(E)-o- ) .
15 29,41 68 144 152 Fenil
% % ? 7 Metoxicinamaldeido enilpropandide
Compostos terpénicos identificados % area
Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,16
Monoterpenos oxigenados -
Monoterpenos totais 0,16
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,29
Sesquiterpenos oxigenados -
Sesquiterpenos totais 0,29
Total identificado 0,45

IRL — Indice Retencdo Linear.

4.2 Testes in vivo

4.2.1 Letalidade em Adultos

Os resultados dos testes de mortalidade de nematoides em cepa N2 com diferentes

concentracoes de OEs e seus respectivos componentes majoritarios mostraram variagao

significativa nos efeitos de cada substancia.
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Para o O. vulgare, foi avaliada a faixa de 0,06 a 542,2 pug.mL’!. Neste teste, a
mortalidade dos nematoides aumentou conforme a concentracdo do OE, atingindo 100% de
mortalidade a partir de 454,5 pg.mL™!. O coeficiente de variacdo indicou consisténcia nos
resultados. No caso do carvacrol, seu componente majoritario, observou-se que a mortalidade

aumentou gradualmente com a concentragdo, alcangando 100% a partir de 454,5 pg.mL™".

Para C. cassia, com faixa avaliada de 4,6 a 517,9 pg.mL!, foi observado o mesmo efeito
linear na letalidade x concentragdo, atingindo 100% de mortalidade a partir de 306,5 pg.mL™,
com uma média de 98,5% a 181,3 pg.mL!. O cinamaldeido, seu componente majoritério,
demonstrou um aumento na letalidade até a concentracdo de 518,0 pg.mL!, com 100% de

mortalidade nas concentra¢des mais altas. Os dados brutos estdo apresentados no Apéndice A.

Apds andlise estatistica, observou-se que OE de O. vulgare apresentou uma CLso de
1,03 pg.mL! e uma CLgo de 46,26 pg.mL™!. O carvacrol apresentou um valor de CLso de 6,81
png.mL"! e uma CLoo de 677,37 pg.mL".

O OE de C. cassia teve uma CLso de 53,09 pg.mL™! e uma CLgo de 356,47 pg.mL.
Enquanto o cinamaldeido demonstrou uma CLso de 47,87 pg.mL"! e uma CLo de 185,95

pg.mL ™,

Quando comparadas as inclinagdes das curvas dos 4 ativos, o cinamaldeido apresentou
a maior inclinacdo (2,1747), sugerindo que a mortalidade aumenta mais rapidamente com o

aumento da concentracdo para este composto.

A ivermectina, um fidrmaco amplamente estudado e utilizado no tratamento de
helmintoses, apresentou uma CLso de 0,14 nug-mL', demonstrando sua eficicia no modelo
experimental empregado. Em comparagdo, os resultados obtidos para as demais substancias
indicam que sdao necessarias concentragdes substancialmente maiores para alcancar a mesma

atividade.

Tabela 4. Ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) expostos a
diferentes tratamentos por 48 horas.
Parametros Oleo Essencial/Componente Majoritario
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Ivermectina! 0. Carvacrol C. . Cinamaldeido
vulgare cassia
CLso
0,14 1,03 6,81 53,09 47,87
(ng-mL™)

IC 95% 0,86 - 46,68 -

(ng.mL) 0,12-0,16 121 5,05-9,14 60.46 44,10 - 51,93
Cloo 07 46026 67737 35647 18595
(ng.mL™)

IC 95% 0.53 — 1.00 36,55 - 418,24 — 287,96 - 165,39 -
(ug.mL") ’ ’ 59,95 1,20x10° 457,79 211,92
Intercept 1,0026 4,989 4,4653 2,3274 1,3463

Slope 1,8554 0,7761 0,6416 1,5494 2,1747
R? 0,9424 0,4647 0,6053 0,8762 0,8097
p-valor 1 1 1 1 1
'Dados de Nascimento (2019).
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Figura 7. Curvas de concentragdo—mortalidade de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds 48
horas de exposi¢do ao 6leo essencial de Origanum vulgare (orégano) e ao carvacrol.
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Figura 8. Curvas de concentracio—mortalidade de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos 48
horas de exposi¢do ao 6leo essencial de Cinnamomum cassia (canela) e ao cinamaldeido.
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Figura 9. Comparagao dos valores de CLso (Logio) no ensaio de letalidade em adultos de
diferentes tratamentos em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds 48 horas de
€Xposi¢ao.

A andlise de probit do OE de O. vulgare revelou as seguintes informagdes para as trés
cepas resistentes avaliadas. O valor de CLso variou significativamente entre as cepas: DA1316
apresentou um CLso de 2,84 pg.mL!, CB3471 43,83 ug.mL!, e CB211 132,94 ug.mL"!. Para
a CLoo, DA1316 teve um valor de 82,88 pg.mL™, CB3471 apresentou 2737,85 pg.mL"! e

CB211 teve o maior valor de CLgo, com 22365,07 pg.mL!. Ao comparar as CLs encontradas,
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obteve-se a seguinte ordem: DA1316< CB3471<CB211. Ao avaliar o FR, todas as cepas
estudadas mostraram-se resistentes ao tratamento com OE de O. vulgare, com valores entre 2,8
—126,1. Os dados brutos estao apresentados nos Apéndices B - D.

Tabela 5. Ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepas resistentes)
expostos ao 6leo essencial de Origanum vulgare e anélise do fator de resisténcia.

Parametros Cepas
N2 DA1316 CB3474 CB211
CLso 1,03 2,84 43,83 132,94
(ng.mL™)

IC 95% 0,86 - 1,21 2,37 -3,38 36,64 - 52,52 102,77 -

(ug.mL™") 174,09
CL9o 46,26 82,88 2737,85 22365,07
(ng.mL™)

IC 95% 36,55-59,95 64,39-109,61 2014,92 - 13300,01 -
(ug.mL™") 3844,28 40857,41
Intercept 4,989 4,603 3,8282 3,7773

Slope 0,7761 0,8749 0,7137 0,5757
R? 0,4647 0,4882 0,7115 0,8482
p-valor 1 1 1 1
FR n/a 2,8 (R) 42,6 (R) 126,1 (R)

n/a: nao se aplica.

A andlise de probit do OE de C. cassia para as cepas avaliadas revelou os seguintes
resultados. O valor de CLso foi de 85,04 pg.mL! para DA1316, 50,58 pg.mL! para CB3471 e
41,06 pg.mL! para CB211. Para a CLoo, DA1316 apresentou 344,24 ug.mL™!, CB3471 teve
327,11 pg.mL"' e CB211 teve 338,31 ug.mL"".

Quando comparadas as inclinagdes das curvas das cepas resistentes, o tratamento na
cepa CB211 apresentou a maior inclinagdo (2,7427), sugerindo que a mortalidade aumenta mais
rapidamente com o aumento da concentragdo para este composto. Ao avaliar o FR, as cepas
CB3474 e CB211 mostraram-se sensiveis ao tratamento com OE de C. cassia, com valores de
1,0 e 0,8, respectivamente. Enquanto a cepa DA1316 revelou-se com resisténcia incipiente,

com valor de FR de 1,6.
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Tabela 6. Ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepas resistentes)
expostos ao 6leo essencial de Cinnamomum cassia e analise do fator de resisténcia.

Parametr Ccpas
etros N2 DA1316 CB3474 CB211
ClLso
53,09 85,04 50,58 41,06
(ng-mL")
IC 95% (ng.mL") 46,68 - 60,46 77,35-93,76 45,85-55,80 37,00 - 45,61
CL”_I 356,47 344,24 327,11 338,31
(ng.mL")
287,96 - 294,98 - 277,97 - 279.75 -
0 -1 ’ s ) ’
1C95% (ng.mL") 457,79 411,17 393,41 420,79
Intercept 23274 0,9276 2.3064 27427
Slope 1,5494 2.1105 1,5808 1,3991
R? 0.8762 0,8846 0,8828 0.8767
p-valor 1 1 1 1
FR n/a 1,6 (RI) 1,0 (S) 0,8 (S)

n/a: Nao se aplica.

4.2.2 Eclodibilidade de Ovos

Os resultados do estudo demonstraram uma variagdo significativa na inibi¢ao da eclosdo
dos ovos ao longo das diferentes concentragdes dos OEs e seus componentes majoritarios

testados.

Para o O. vulgare, foi avaliada a faixa de 0,06 a 542,2 ug.mL"!. A maior taxa de inibi¢do
(100%) foi observada na concentragio mais alta (5642,2 pg.mL™"), com uma média de inibicdo
de 100% ao longo dos dias de observagdo. O carvacrol, seu componente majoritario, também
demonstrou uma inibi¢ao elevada, com uma taxa de 99,7% na concentragao mais alta testada

(5642,2 ng.mL"), evidenciando sua alta atividade.

Para C. cassia, com faixa avaliada de 4,6 a 517,9 pg.mL"!, apresentou um padrio
semelhante ao do carvacrol, com uma inibi¢do maxima de 100% na maior concentragao. Em
geral, as substancias testadas mostraram um padrdo de aumento da inibicdo conforme a
concentracdo aumentava, com exce¢do de algumas variagoes, como o OE. de C. cassia, que
apresentou flutuacdes na eficacia de inibicdo entre as diferentes doses. Os dados brutos estdo

reportados no Apéndice E.

Os resultados obtidos a partir da analise da eclodibilidade de ovos indicam diferencas

significativas na atividade dos OEs e seus componentes majoritarios nas concentragdes testadas.
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O OE de O. vulgare apresentou uma Clso de 13,69 pg.mL™!' e uma Cloo de 381,61 pg.mL-
!, embora com uma variacdo considerdvel na concentracio necessaria para atingir 90% de
inibi¢do. O carvacrol demonstrou uma Clso de 20,57 pg.mL!, com uma Clyy de 3,71x10*
png.mL ! sugerindo uma atividade menos intensa e uma grande variacdo nas concentragdes de

eclosdo.

O OE de C. cassia teve uma Clso de 9,8 pg.mL"! e uma Clgy de 29,78 pg.mL'. O
cinamaldeido apresentou a Clso mais baixa (3,08 pg.mL™") e a Cloo foi de 62,35 pg.mL"!, com
uma boa consisténcia na faixa de concentragdo de inibigao.

Tabela 7. Ensaio de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) expostos a

diferentes tratamentos por 24 horas.
Oleo Essencial/Componente Majoritario

TR O. vulgare Carvacrol C. cassia Cinamaldeido
Clso
13,69 20,57 9,8 3,08
(ng-mL™)
(1)
IC95% — 1051-1758  14.86-28.80  9,04-10,58  1,98-431
(ng.mL™)
Cloo 4
381,61 3,71x10 29,78 62,35
(ng-mL™) \
IC 95% 264,21 - 1,70x10* -
(wamL) S80.43 5.44x10° 26,83 -33,63 49,38 -82,79
Intercept 3,992 4,4831 2,3681 4,5202
Slope 0,8868 0,3935 2,655 0,9813
R? 0,5982 0,7902 0,4982 0,7683

p-valor 1 1 1 0,8374
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Figura 10. Curvas de concentragdo—inibi¢ao de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis
elegans (cepa N2) ap6s 24 horas de exposicao ao oleo essencial de Origanum vulgare
(orégano) e ao carvacrol.
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Figura 11. Curvas de concentracao—inibicao de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis
elegans (cepa N2) ap6s 24 horas de exposicao ao oleo essencial de Cinnamomum cassia
(canela) e ao cinamadeido.
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Figura 12. Comparagao dos valores de CLso (Logio) no ensaio de eclodibilidade de ovos de
diferentes tratamentos em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds 24 horas de
exposicao.

4.2.3 Postura de Ovos

Este teste demonstrou a atividade dos OEs e seus componentes na inibi¢do da postura

de ovos nos trés dias de testes.

O OE de O. vulgare apresentou uma média de 51,46 ovos/individuo, com uma inibigao
de postura de 65,40%. O carvacrol resultou em uma média de 49,80 ovos/individuo e, com um

valor médio de 49,26% de inibicao.

O OE de C. cassia apresentou uma média de 70 ovos/individuo, com uma inibi¢do de
postura de 49,20%. O cinamaldeido teve uma média de 56 ovos/individuo e uma inibi¢do de
postura de 49,20%, variando consideravelmente entre os dias de teste, com 58,77% de inibicao

no primeiro dia, mas apenas 25,39% no terceiro.
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Tabela 8. Ensaio de postura de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) expostos a
diferentes tratamentos por 4 dias.
Oleo Essencial/Componente Majoritario

Replicata Parametros Controle 0. Carvacrol C.. Cinamaldeido
vulgare Cassia
Ovos/Individuos 152,56 57,57 56 70 62,9
o o~
Rl o de Inibigao de na 6226 6329 51,62 58,77
Postura
Ovos/Individuos 142,84 46,61 54,6 69,1 52,2
o o~
R2 Y%delmbiciode . g7 678 51,62 63,46
Postura
Ovos/Individuos 150,2 50,2 38,8 70,90 52,9
o o~
R3 % delnibigiode . gosg 2271 52,80 25,39
Postura
Ovos/Individuos 148,53 51,46 49,80 70,00 56,00
- o o~
Media S8 Yo de Inibigio desin o B 5001906 52,01 49,20
Postura
DP 2,8 23,0 0,7 20,8
70 C
60
a b b
50
2 40
© 30
=
20
10
0
C.Cassia Cinamaldeido O. vulgare Carvacrol

Figura 13. Gréfico de barras da inibi¢cdo (%) da postura de ovos de Caenorhabditis elegans
(cepa N2) apos 4 dias de exposicao aos diferentes tratamentos. Letras distintas indicam
diferenca estatisticamente significativa.

4.2.4 Observagdes por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na observagdo por MEV, os nematoides do grupo controle apresentaram corpo bem

arredondado, com cuticulas simetricamente distribuidas ao longo de toda a extensao do corpo,
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evidenciando a morfologia normal dos individuos (Figura 13). Em contraste, os nematoides
tratados com os OEs de O. vulgare e C. cassia exibiram corpo encurtado e retraido,

acompanhado de cuticula pouco definida e desorganizada, sugerindo alteragdes morfoldgicas

significativas induzidas pelo tratamento (Figuras 14 - 15).

20 um EHT = 5.00 kv | Probe 4 pA Signal A = Noise Reduction = Frame Int. Done
ZEISN
WD = 40mm VP Target 22 Pa Mag 1.24 KX Scan 1= 3 Dat Feb 2023 Time :14:30:15

Figura 14. Observacao morfologica de adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) por
microscopia eletronica de varredura (MEV) no grupo controle do ensaio de letalidade em
adultos.

microscopia eletronica de varredura (MEV) no grupo exposto ao 6leo essencial de Origanum
vulgare no ensaio de letalidade em adultos.
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Figura 16. Observacao morfologica de adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) por
microscopia eletronica de varredura (MEV) no grupo exposto ao 6leo essencial de
Cinnamomum cassia no ensaio de letalidade em adultos.

4.2.5 Sinergia em Adultos

A escolha dos OEs para avaliagdo da sinergia foi fundamentada em estudos prévios que
destacaram a boa atividade em diferentes estagios de vida do C. elegans, O. vulgare em adultos

e de C. cassia em ovos.

Os resultados da andlise de interacdo entre o componente majoritario carvacrol e o
cinamaldeido, obtidos no ensaio de letalidade em adultos, indicaram predominancia de efeito
aditivo na maior parte da matriz de concentragdes, com ocorréncia pontual de regides sinérgicas
e antagonicas dependendo da combinagdo e do modelo estatistico aplicado. As médias globais
dos scores de sinergia foram de 1,90 para o modelo ZIP, 10,03 para Loewe, 7,33 para HSA e
0,11 para Bliss. De acordo com os critérios de classificagdo, a interagdo geral ¢ classificada
como aditiva, com tendéncia a sinergia mais evidente no modelo de Loewe e, em menor grau,

no modelo HSA.



70

- i, %)
-E il n
E 75
-0
25

0 i 5 25 sa 75 100
Cinamaldeide (meg/mL)
Figura 17. Matriz dose—resposta da combinagao de carvacrol e cinamaldeido no ensaio de
letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos 48 h de exposi¢ao.
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Figura 18. Curvas de concentragdo—mortalidade de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos 48
horas de exposicao ao carvacrol, ao cinamaldeido e a combinagao de ambos os tratamentos.
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Tabela 9. Scores de sinergia da combinagao carvacrol e cinamaldeido no ensaio de letalidade
em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos 48 h de exposi¢do, segundo diferentes
modelos estatisticos.

Componente Majoritario

Modelos estatisticos

Carvacrol (ng.mL™") Cinamaldeido (ng.mL™") ZIP Loewe HSA Bliss
0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
0 1 0,00 0,00 0,00 0,00
0 5 0,00 0,00 0,00 0,00
0 25 0,00 0,00 0,00 0,00
0 50 0,00 0,00 0,00 0,00
0 75 0,00 0,00 0,00 0,00
0 100 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 1 2,57 -2398 0,24 0,24
1 5 4,36 -22,02 -1,95 -1,95
1 25 -8,61 -490 -0,86 -0,86
1 50 -4,54 4,16 -733 -7,33
1 75 -2,79  -5,10  -1,22  -1,22
1 100 -4,60 4,60 -293 -293
5 0 0,00 0,00 0,00 0,00
5 1 6,28  -8,92 -342 -433
5 5 -0,96 -18,05 -16,98 -21,63
5 25 -8,25  -891 -5,74 -25,18
5 50 -12,89 -13,21 -20,89 -32,84
5 75 -9,69 990 -843 -19,64
5 100 1,L1I6 998 244 -343

25 0 0,00 0,00 0,00 0,00
25 1 7,09 -1245 4,77 3,70
25 5 10,38 -0,79 2236 16,91
25 25 4,25  -1,53 648 -4,70
25 50 4,63 1,94 0,86 -6,02
25 75 -2,78 6,53 12,95 6,50
25 100 0,44 9,61 2,08  -1,30
50 0 0,00 0,00 0,00 0,00
50 1 7,77 2,779 342 2,66
50 5 34,03 33,59 3433 3041
50 25 8,81 26,29 28,10 8,61
50 50 6,62 20,88 19,79 3,22
50 75 -5,72 335 9,77  -5,77
50 100 -2,85 13,28 5,74  -2,40
75 0 0,00 0,00 0,00 0,00
75 1 9,49 2581 1845 17,79
75 5 11,76 25,94 18,69 15,31
75 25 493 26,12 19,92 3,11



75

75

75

100
100
100
100
100
100
100

Média

50
75
100

[

25
50
75
100

816 31,88 30,79 10,77
4,62 21,31 27,774 8,95
7,58 27,94 20,41 10,57
0,00 0,00 0,00 0,00
2,30 39,88 -0,12 -0,36
-0,99 40,75 0,86 -0,38
9,03 55,85 16,98 10,84
3,49 37,86 14,17 3,10
-2,14 18,75 5,13  -6,43
1,46 24,34 15,34 0,27
1,90 10,03 7,33 0,11

As Figuras 18 - 21 apresentam os graficos de sinergia para a combinagdo de carvacrol e
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cinamaldeido, considerando diferentes modelos matematicos. Para cada modelo, sdo mostrados

um heatmap bidimensional e um grafico de superficie 3D do score de sinergia. No heatmap, as

cores verde e vermelho indicam, respectivamente, regides em que o efeito da combinagdo ¢

menor que o aditivo ou antagonista e regides de efeito sinérgico. O grafico 3D representa a

mesma métrica, destacando visualmente areas de sinergia leve e aditividade.
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Figura 19. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo ZIP da combinagdo carvacrol e

cinamaldeido no ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos
48 h de exposicao. A esquerda, mapa bidimensional de calor; a direita, grafico de superficie

tridimensional.
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Figura 20. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo Loewe da combinagdo carvacrol e
cinamaldeido no ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds
48 h de exposi¢do. A esquerda, mapa bidimensional de calor; & direita, grafico de superficie

tridimensional.
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Figura 21. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo HSA da combinagao carvacrol e
cinamaldeido no ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds
48 h de exposicdo. A esquerda, mapa bidimensional de calor; & direita, grafico de superficie

tridimensional.
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Figura 22. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo Bliss da combinagdo carvacrol e
cinamaldeido no ensaio de letalidade em adultos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds
48 h de exposicdo. A esquerda, mapa bidimensional de calor; & direita, grafico de superficie

tridimensional.

4.2.5 Sinergia em Ovos

Os resultados da andlise de interacdo entre o componente majoritario carvacrol e o
cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de ovos indicaram predominancia de efeito aditivo a
levemente antagdnico na maior parte da matriz de concentragdes, com poucas regides pontuais
de sinergia dependentes do modelo estatistico e da faixa de dose. As médias globais dos scores
de sinergia foram de —6,15 para o modelo ZIP, 0,61 para Loewe, —0,62 para HSA e —7,35 para
Bliss. De acordo com os critérios de classificagdo, a interacdo geral ¢ considerada
predominantemente aditiva, porém com tendéncia mais deslocada para antagonismo nos
modelos ZIP e Bliss, enquanto o modelo de Loewe indicou comportamento proximo da
neutralidade com raros pontos sinérgicos em concentragdes intermediarias. De modo
comparativo, a combina¢do apresentou perfil mais favordvel de interagdo no ensaio de

letalidade em adultos do que na eclodibilidade de ovos, onde o antagonismo foi mais frequente.
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Figura 23. Matriz dose—resposta da combinagao de carvacrol e cinamaldeido no ensaio de

eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) ap6s 24 h de exposigao.
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Figura 24. Curvas concentragdo—inibi¢ao da eclodibilidade de ovos Caenorhabditis elegans

(cepa N2) apos 24 horas de exposicao ao carvacrol, ao cinamaldeido e a combinacao de

ambos os tratamentos.



Tabela 10. Scores de sinergia da combinacdo carvacrol e cinamaldeido no ensaio de
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eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) ap6s 24 h de exposi¢do, segundo
diferentes modelos estatisticos.

Componente Majoritario

Modelos estatisticos

Carvacrol (ng.mL™") Cinamaldeido (ng.mL™") ZIP Loewe HSA Bliss
0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
0 1 0,00 0,00 0,00 0,00
0 5 0,00 0,00 0,00 0,00
0 25 0,00 0,00 0,00 0,00
0 50 0,00 0,00 0,00 0,00
0 75 0,00 0,00 0,00 0,00
0 100 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 1 -16,33 -13,70 -5,10 -19,33
1 5 -20,77 -7,32  -5,86 -23,75
1 25 -14,65 8,20 -890 -19,65
1 50 -14,35 222 340 -12,88
1 75 -14,66 7,00 -13,90 -23,29
1 100 -12,43 16,54 -10,10 -17,67
5 0 0,00 0,00 0,00 0,00
5 1 -15,57 -10,04 -4220 -17,40
5 5 -23,89 -10,94 -10,90 -31,69
5 25 -16,71 8,13 -8,60 -21,09
5 50 -9,94 24,66 2620 7,28
5 75 -10,65 9,14 -11,40 -2231
5 100 -7,00 2529 -1,00 -9,80

25 0 0,00 0,00 0,00 0,00
25 1 4,39 341 -4,60 -7,69
25 5 -0,04 6,38 10,30 3,99
25 25 -7,61  -6,76 1,00  -8,78
25 50 4,93 -581 4,70 -2,40
25 75 -3,45 532 6,20 -4,24
25 100 -1,44 440 790 -343
50 0 0,00 0,00 0,00 0,00
50 1 -1,06  -2,73  -3,70 -4,54
50 5 -1,88  -1,91  -1,90 -3,63
50 25 -1,09  -0,35 2,00 -0,67
50 50 -0,70  -1,58 0,90 -1,04
50 75 -0,46  -2,20 0,30  -2,55
50 100 -0,43  -0,85 2,50 -0,60
75 0 0,00 0,00 0,00 0,00
75 1 -1,46  -1,51 0,30  -0,54
75 5 -2,04 -1,49 050 -1,23
75 25 -1,59 3,12 -1,40 -4,07
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75 50 -0,28 0,50 4,10 2,16
75 75 -0,07 0,33 4,10 1,25
75 100 0,04 -0,78 2,70 -0,40
100 0 0,00 0,00 0,00 0,00
100 1 -1,64 -0,53 -1,60 -1,60
100 5 -2,09  -1,97 -3,70 -3,70
100 25 -0,92 0,50 0,00 0,00
100 50 -0,50  -0,98 -1,80 -1,80
100 75 -0,28 0,23 0,00 0,00
100 100 -0,18 0,17 0,00 0,00

Média -6,15 0,61 -0,62 -7,35

As Figuras 24 - 27 apresentam os graficos de sinergia da combinacdo de carvacrol e
cinamaldeido sobre a eclosdo de ovos, utilizando os mesmos tipos de heatmap bidimensional e

grafico de superficie 3D apresentados para adultos.
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Figura 25. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo ZIP da combinagao carvacrol e
cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds
24 h de exposicdo. A esquerda, mapa bidimensional de calor; a direita, grafico de superficie

tridimensional.
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Figura 26. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo Loewe da combinagdo carvacrol e

78

cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos
24 h de exposigdo. A esquerda, mapa bidimensional de calor; a direita, grafico de superficie

tridimensional.

Carvacrol imeg/mL)

‘ ~30

HSA synergy score: -0.617

-3 -20 -10 o 0 20 »
- e e—

HSA synergy score: =0.617
~20 -10 0 10 20 »

: 25 5
Cinamaldeido (meg/ml)

Figura 27. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo HSA4 da combinagdo carvacrol e

cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apos
24 h de exposi¢do. A esquerda, mapa bidimensional de calor; a direita, grafico de superficie

tridimensional.
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Figura 28. Mapa de sinergia heatmap pelo modelo Bliss da combinagdo carvacrol e
cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de ovos de Caenorhabditis elegans (cepa N2) apds
24 h de exposicdo. A esquerda, mapa bidimensional de calor; & direita, grafico de superficie

tridimensional.

4.3 Haemonchus contortus
4.3.1 Eclodibilidade de Ovos

Os OEs de O. vulgare e C. cassia apresentaram diferentes niveis de atividade anti-
helmintica contra Haemonchus contortus no ensaio de eclodibilidade de ovos, expressos em
CEso e CEgo. O OE de O. vulgare exibiu CEso de 45,09 pg.mL™" (IC95%: 40,91-49,69) e CEgo
de 220,4 pg.mL™" (IC95%: 96,54-503,20), com bom ajuste do modelo de regressao (R? =
0,9841 ¢ 0,9873, respectivamente). Ja o OE de C. cassia demonstrou maior atividade, com CEsg
de 3,21 pg.mL! (IC95%: 3,04-3,40) e CEq de 5,64 pg.mL™" (IC95%: 4,72—6,75), também
apresentando elevado coeficiente de determinagdo (R* = 0,9887 e 0,9892, respectivamente),
indicando alta confiabilidade no ajuste das curvas dose—resposta. Esses resultados evidenciam

maior eficacia de C. cassia em comparagdo a O. vulgare na inibigdo da eclosdao dos ovos.

Tabela 11. Ensaio de eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus expostos aos 0leos
essenciais de Origanum vulgare e Cinnamomum cassia.
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Oleos Essencial

Parametros 0. vulgare C. cassia
CEso
45,09 3,21
(ng-mL™")
IC 95% (ng.mL1) (40,91 — 49,69) (3,04- 3,40)
R? 0,9841 0,9887
CEo9o
220,4 5,64
(ng-mL™")
IC 95% (ng.mL™") (96,54 — 503,20) (4,72 -6,75)
R? 0,9873 0,9892

Oleo essencial de Orégano - EHT
EC90: 220,4 pg/mL. IC95%: 96,54 a 503,2. R?% 0,9873
EC50: 45,09 ng/mL. IC95%: 40,91 a 49,69. R? 0,9841
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Figura 29. Curva concentragdo—inibi¢ao da eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus
apos exposicao ao Oleo essencial de Origanum vulgare (orégano).
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Oleo essencial de Canela - EHT
EC90: 5,637 png/mL. IC95%: 4,719 a 6,734. R?: 0,9892
EC50: 3,213 pg/mL. IC95%: 3,037 a 3,398. R?: 0,9887
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Figura 30. Curva concentragdo—inibicao da eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus
apos exposicao ao dleo essencial de Cinnamomum cassia (canela).

4.3.2 Migragao Larval

Os OEs de O. vulgare e C. cassia demonstraram distinta atividade anti-helmintica contra
Haemonchus contortus, avaliada pelo ensaio de migragdao larval. O OE de O. vulgare
apresentou CE50 de 0,0058 pg.mL™", com intervalo de confianga de 95% entre 0,0033 ¢ 0,01
ug.mL™, e coeficiente de determinagdo R* = 0,9254. Ja o OE de C. cassia apresentou CE50 de
0,0187 ug.mL™*, com 1C95% de 0,0047—-0,0295 pg.mL! e R* = 0,94, indicando bom ajuste do
modelo dose—resposta. Esses resultados confirmam a atividade larvicida de ambos os OEs, com

maior atividade observada para o OE de O. vulgare nesse ensaio.

Assim, observa-se que o OF mais ativo variou conforme o ensaio: C. cassia foi mais

eficaz no teste de eclodibilidade de ovos, enquanto O. vulgare apresentou maior atividade no

teste de migracao larval.
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Tabela 12. Ensaio de migragao larval de Haemonchus contortus expostos aos 6leos essenciais
de Origanum vulgare e Cinnamomum cassia.
Oleo Essencial

Parametros

O. vulgare C. cassia
CLso
0,0058 0,0187
(ng-mL™")
IC 50% (ng.mL")  (0,0033 -0,01) (0,0047 - 0,0295)
R? 0,9254 0,94

Oleo essencial de Orégano - LMIT
EC50: 0,0058 pg/mL. 1C95%: 0,0033 a 0,01. R?: 0,9254
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Figura 31. Curva concentracao—inibi¢ao da motilidade das larvas L3 de Haemonchus
contortus ap0s exposi¢ao ao Oleo essencial de Origanum vulgare (orégano).
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Figura 32. Curva concentra¢ao—inibi¢do da motilidade das larvas L3 de Haemonchus
contortus apos exposicao ao 6leo essencial de Cinnamomum cassia (canela).
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4.4 Desenvolvimento de Formulacoes

As beads produzidas por gelificacdo iOnica apresentaram caracteristicas estruturais
uniformes, com boa formacdo esférica e consisténcia adequada apds a secagem. A
homogeneidade visual e a integridade fisica das esferas indicaram uma boa incorporagdo dos
principios ativos, carvacrol e cinamaldeido, nas concentragdes previstas. Nao foram observados
sinais de aglomera¢do ou deformagdo, e as beads mantiveram estabilidade durante todo o

processo de manipulacdo e armazenamento.

As beads carregadas com sulfato de célcio apresentaram resultados igualmente
satisfatorios, com uma distribuicdo uniforme dos principios ativos no material. As esferas
obtidas a partir do molde de silicone demonstraram consisténcia homogénea e resisténcia
mecanica, facilitando a manipulagdo. Apos o processo de secagem, o formato das beads foi

mantido, e nenhuma fissura ou irregularidade foi observada.

Ambas as técnicas resultaram em produtos com propriedades fisicas adequadas e
indicaram potencial para as etapas de caracterizacdo e analise funcional das substancias
incorporadas. Os materiais demonstraram estabilidade estrutural e preservagdo das

caracteristicas esperadas, essenciais para a continuidade das avaliagdes previstas.

Figura 33. Formulagdes desenvolvidas a base de carvacrol e cinamaldeido. A: beads
produzidas por gelificacdo 16nica. B: beads carregadas com sulfato de célcio.

4.5 Validagao de Metodologia Analitica

Os resultados da validagdo analitica para o carvacrol e o cinamaldeido estdo em

conformidade com os parametros estabelecidos pela RDC n°® 166/2017 da Anvisa.
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A linearidade foi confirmada com coeficientes de determinagdo (r?) superiores a 0,99
em todos os dias avaliados. A precisdo, expressa como desvio padrdo relativo (DPR), foi
satisfatoria tanto nas analises intra-dia quanto inter-dia, com valores inferiores a 9%, atendendo
aos critérios de aceitabilidade. A exatiddo, expressa como recuperagdo percentual, variou de
84,10% a 100,25% para o carvacrol e de 98,78% a 118,63% para o cinamaldeido, demonstrando
boa recuperacao nas diferentes faixas de concentragdo. Os limites de deteccao (LD) e
quantificagdo (LQ) foram compativeis com os requisitos do método proposto, sendo calculados
com base na formula estabelecida pela RDC n°® 166/2017. Para o carvacrol, observou-se um
efeito matriz significativo na formulagdo Bead por gelefeicacdo ionica, com varia¢ao de 31,37%
entre os coeficientes angulares, indicando auséncia de paralelismo entre as curvas e potencial
interferéncia da matriz na resposta analitica. Em contrapartida, na formulagdo de bead por
sulfato de calcio, a varia¢do observada foi de apenas 1,98%, sugerindo paralelismo adequado e
auséncia de efeito matriz relevante. Quanto ao cinamaldeido, ambos os sistemas apresentaram
variagoes inferiores a 5% (3,09% para gelificacdo i6nica e 3,45% para sulfato de calcio),
demonstrando boa concordancia entre as curvas e evidéncia de paralelismo, indicando que a
matriz ndo exerce influéncia significativa sobre a resposta do analito nessas condi¢des

experimentais.

Tabela 13. Validagao de carvacrol e cinamaldeido.
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Validacao Carvacrol Cinamaldeido

Linearidade Dial Dia2 Dia 3 Dial Dia2 Dia 3

Intervalo 5—-122 pg/mL 5—121 pg/mL
0,2693 0,2672  0,2667 2,3034 2,3320 2,2059

b - -0,2921 -0,3830 8,6195 17,3576  7,9560
0,3286

r? 0,9977 0,9988  0,9996 0,9994 0,9978  0,9908

Precisao (Intra-dia/inter-dia) - DPR

10 pg/mL 2,1200 /3,0237 1,0005 / 1,4705
50 pg/mL 60,3696 / 8,9637 1,0170/1,1815
100 pg/mL 3,9023 /4,0272 2,1663/2,3171

Exatidao (Intra-dia/inter-dia) - %

10 pg/mL 100,2479 / 100,2479 98,7874 / 98,7874
50 pg/mL 97,1533 /97,1533 118,6375/118,6375
100 pg/mL 84,1097 / 84,1097 113,1229/113,1229
LQ 1,7073 pg/mL 2,7679 pg/mL

LD 0,5634 pg/mL 0,9134 pg/mL

Efeito Matriz — Paralelismo (%)
Bead por GI 3,09 31,37
Bead por SC 3,45 1,98

a: slope; b: intercepto; 1%: coeficiente de correlagio; DPR: desvio padrio relativo; LQ: limite de
quantificagdo; LD: limite de deteccao; GI: gelificagcdo idnica; SC: sulfato de célcio.
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5 DISCUSSAO

Embora a atividade anti-helmintica especifica dos OEs de O. vulgare C. cassia contra
nematoides ainda seja um campo em expansdo, a pesquisa com essas substincias ¢ bem
consolidada em outros modelos biologicos, permitindo comparagdes valiosas com os achados
deste trabalho. Para tanto, as concentragdes reportadas na literatura foram convertidas para

pg.mL™.

Diante desse contexto, a o presente estudo adquire relevancia cientifica e pratica
significativa ao enfrentar a problemadtica critica e emergente da resisténcia anti-helmintica, um
dos maiores obstaculos contemporaneos para a saude animal e a sustentabilidade da produgao
pecuaria. Por meio de uma abordagem metodoldgica robusta e integrativa, que engloba triagem
inicial com C. elegans, avaliagdo de interagdes sinérgicas mediante modelos matematicos
avangados, desenvolvimento e caracterizacao de formulagdes e validagdo em um parasito-alvo
de alto impacto economico, H. contortus, o estudo demonstra de forma sistematica e
quantitativa o potencial dos OEs e de seus constituintes majoritarios como candidatos
promissores a novos agentes anti-helminticos. Os resultados obtidos, que revelam perfis de
atividade complementares, respostas diferenciadas frente a cepas resistentes e a viabilidade de
sistemas de liberacdo estaveis, fornecem uma base experimental sélida para futuros estudos in
vivo e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas combinatdrias, alinhando-se,
portanto, a urgente demanda global por alternativas sustentdveis € com menor propensao a

selecdo de resisténcia.

5.1 Atividade do OE de Origanum vulgare e Carvacrol

5.1.1 Composi¢ao Quimica do OE de Origanum vulgare

A caracterizagdo cromatografica do OE de O. vulgare no presente estudo revelou um
perfil quimico amplamente dominado por monoterpenos oxigenados, com destaque para o
carvacrol (58,92%), que se manteve como composto majoritadrio. Em seguida, destacaram-se
outros constituintes dessa classe, como timol (3,76%), linalol (5,21%), 1,8-cineol (2,35%),
canfora (1,56%), borneol (1,83%), terpinen-4-ol (1,28%) e a-terpineol (1,48%), evidenciando

a complexidade do perfil oxigenado do 6leo.
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Entre os monoterpenos hidrocarbonados, foram identificados p-cimeno (7,25%), v-
terpineno (6,53%), a-terpineno (1,11%) e limoneno (1,17%), enquanto os sesquiterpenos
hidrocarbonados foram representados principalmente por (E)-cariofileno (5,26%) e a-
humuleno (0,76%). Além disso, uma fracdo minoritaria de compostos nao identificados

(1,52%) também foi observada.

A comparagdo com Strbac et al. (2022) evidencia que, embora o carvacrol seja
predominante em ambos os estudos, a porcentagem observada foi maior no estudo citado
(76,21%). Diferencgas na composi¢ao secundaria dos monoterpenos aromaticos também foram
observadas: no presente estudo, o o-cimeno predominou entre os hidrocarbonados aromaticos
(7,25%), enquanto Strbac et al. (2022) relataram maior abundancia de p-cimeno (12,57%).
Essas variacdes podem ser atribuidas a origem geografica das plantas, condi¢des de cultivo,
estagio fenologico e métodos de extragdo, influenciando diretamente o perfil quimico e a

atividade biolégica do OE.

Esses resultados corroboram Morshedloo et al. (2018), que investigaram sete
populagdes de OE de O. vulgare do Ira, demonstrando ampla variabilidade no teor de carvacrol
(0,3 - 46,8%) e nos demais constituintes, como acetato de linalila, (Z)-a-bisaboleno, (E)--
cariofileno e 6xido de cariofileno. Os autores destacam que tais diferengas refletem a eficiéncia
e atividade das vias biossintéticas do metileritritol 4-fosfato (MEP) e do mevalonato, bem como

fatores genéticos e ambientais que modulam o perfil quimico intraespecifico.

Considerando a elevada propor¢ao do carvacrol e seu reconhecimento como principal
marcador quimico e bioativo do OE de O. vulgare, os ensaios bioldgicos subsequentes foram
conduzidos também com o carvacrol isolado, com o objetivo de discriminar sua contribui¢ao
individual para os efeitos observados e avaliar em que medida a atividade do OE poderia ser
atribuida a esse constituinte majoritario ou, alternativamente, a agdo combinada dos diferentes

componentes do 6leo.
5.1.2 Atividade em Adultos

A comparacao entre o OE de O. vulgare e o carvacrol isolado indica maior atividade do
oleo essencial no ensaio com adultos de C. elegans. Os valores de CLso e CLoo foram menores

para o OE, e os respectivos intervalos de confianc¢a de 95% nao se sobrepdem aos do carvacrol,
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sustentando que a diferenca entre os tratamentos ¢ consistente. Embora ambos atinjam 100%
de mortalidade em concentragdes mais elevadas, a diferenca de quase uma ordem de grandeza
na CLso reforca a maior atividade do OE em relagdo ao seu constituinte majoritario isolado. A
taxa de atividade observada no teste adulticida foi de 9,18, indicando que seria necessaria uma
concentragdo de carvacrol cerca de nove vezes maior do que a presente no OE de O. vulgare
para produzir o mesmo efeito. Em conjunto, esses achados sugerem que a atividade adulticida
nao depende exclusivamente do carvacrol, mas da contribui¢do da matriz quimica do OE,

possivelmente associada a interagdes entre seus diferentes constituintes.

Quando comparados a ivermectina, firmaco anti-helmintico de referéncia, observou-se
que o OE de O. vulgare apresenta atividade inferior 2 de um composto sintético altamente
especifico, porém ainda se destaca por exibir atividade expressiva dentro da mesma ordem de

grandeza, especialmente considerando sua natureza quimica complexa e multicomponente.

Esse padrao também se refletiu em outros desfechos bioldgicos. O OE de O. vulgare
promoveu maior reducao da postura de ovos do que o carvacrol isolado, indicando que seu
efeito ndo se limita a letalidade, mas também compromete a capacidade reprodutiva dos
nematoides. Esse achado amplia a relevancia biologica da atividade observada, uma vez que a
interferéncia na reprodugdo pode contribuir para o controle populacional mesmo quando a

mortalidade nao é imediata.

A comparacdo entre os modelos experimentais mostra ainda uma diferenga clara de
magnitude de resposta, com maior atividade do OE no ensaio com larvas L3 de H. contortus do
que no modelo de adultos de C. elegans. Esse contraste de sensibilidade bioldgica entre os
diferentes organismos destaca que o perfil de atividade pode variar conforme o estagio e o
sistema avaliado. Mesmo nesse cenario, mantém-se a tendéncia observada no ensaio adulticida:

o OE apresenta desempenho superior ao carvacrol isolado.

A andlise morfolégica por MEV refor¢a essa interpretagdo, ao revelar alteragdes
estruturais expressivas nos nematoides expostos, incluindo deformagdes corporais e
desorganizacdo da cuticula, compativeis com dano direto a estrutura externa. Em conjunto,
esses achados sustentam que a atividade do OE envolve nao apenas efeito toxico, mas também

comprometimento estrutural e funcional dos organismos expostos.
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A atividade adulticida do carvacrol, principal componente fendlico de 6leos essenciais
como o de O. vulgare, tem sido demonstrada em diferentes espécies de nematoides. Estudos in
vitro ¢ in vivo indicam que a eficacia do OE esta fortemente associada a presenga de carvacrol,
o principal componente fendlico do 6leo, que atinge concentragdes de até 76,21%, sendo que,
nesse estudo, o OE foi adquirido comercialmente e posteriormente emulsificado em Tween 80

a 3% (v/v) para preparo das solugdes de trabalho (Strbac et al., 2022).

Estudos utilizando C. elegans como organismo modelo demonstram que o carvacrol
apresenta elevada atividade nematicida, mesmo em concentragcdes muito baixas, evidenciando
seu potencial como ferramenta para estudos mecanisticos iniciais. Marjanovi¢ et al. (2018)
observaram que a CLso para adultos de C. elegans foi de 0,00797 pg.mL™" apds 24 horas de
exposicao e de 0,00508 pg.mL™" apos 48 horas, indicando aumento da toxicidade com o tempo
de exposicdo. De forma consistente, Abdel-Rahman et al. (2013) demonstraram que
concentragdes de 50 ug.mL™' de carvacrol promoveram mortalidade igual ou superior a 50%
nesse modelo, confirmando um efeito nematicida claramente dependente da dose, sendo que,
nesse estudo, a substancia foi previamente dissolvida em DMSO antes da dilui¢do em tampao

aquoso.

No contexto de nematoides gastrintestinais de ruminantes, o carvacrol também
demonstrou atividade relevante contra H. contortus. Ensaios in vivo indicaram CEso de 730
pg.mL™" no desenvolvimento larval e elevada inibicdo da migra¢do larval, alcancando até
95,6% a 100.000 pg-mL™" (Zhu et al., 2013). Andre et al. (2016) observaram CEso de 200
pg.mL™ tanto no ensaio de desenvolvimento larval quanto na reducdo da motilidade larval,
com diminuicao de 58,3% ap6s 24 horas de exposicdo, indicando um efeito consistente sobre
diferentes parametros bioldgicos, sendo que as substancias foram solubilizadas em sistemas
contendo Tween 80 a 1% ou meio aquoso tamponado. Além disso, analises por MEV revelaram
alteragdes morfologicas significativas em nematoides adultos de H. contortus, incluindo
enrugamento da cuticula e deformagdes na regido da aba vulvar, com formacao de bolhas no
tegumento, sugerindo dano estrutural direto induzido pelo composto, confirmando os achados

do presente estudo.

A atividade do carvacrol estende-se a outros nematoides patogénicos de animais. Boyko
& Brygadyrenko (2023) demonstraram que emulsdes aquosas contendo 10.000 pg.mL™" de

carvacrol resultaram em mortalidade de 100% das larvas apds 24 horas de exposi¢ao, enquanto
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concentragdes de 1.000 pg.mL™' promoveram mortalidade superior a 96% , sendo que, nesse
estudo, a substancia foi previamente dissolvida em DMSO para posterior dilui¢ao. Esses dados
reforcam o amplo espectro de agdo do composto contra helmintos de importancia veterinaria,

embora a sensibilidade varie entre espécies e estagios de desenvolvimento.

No ambito dos nematoides fitopatogénicos, estudos com quimiotipos de O. vulgare
reforcam o papel central do carvacrol na atividade nematicida. Ferreira et al. (2025)
demonstraram que o quimiotipo rico em carvacrol (OvPEF) apresentou maior mortalidade de
Meloidogyne javanica, com CLso de 845,20 pg.mL™" ap6s 24 horas e 840,40 ug.mL™" apos 48
horas, em comparagdo ao quimiotipo rico em timol e ao quimiotipo misto carvacrol-timol,
sendo que o OE foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger e posteriormente
solubilizado em mistura contendo etanol e Tween 20. Esses resultados indicam que a
predominancia de carvacrol na composi¢cdo quimica do OE ¢ determinante para o efeito

nematicida, embora a eficacia varie de acordo com a espécie avaliada.

Em nematoides associados a madeira, o carvacrol apresentou atividade variavel. Choi
et al. (2007) relataram CLso de 125 pg.mL™' para machos, 97 ug.mL™' para fémeas e 90
mg-mL™" para juvenis de Bursaphelenchus xylophilus, indicando maior suscetibilidade dos
estagios adultos, sendo que as substancias foram solubilizadas em agua contendo Triton X-100.
Em contraste, Kong et al. (2007) observaram CLso de 1.230 pg.mL ™" para o mesmo nematoide,
sugerindo variagdes metodologicas ou diferencas entre populagdes, sendo que, nesse estudo, os
OEs foram adquiridos comercialmente e solubilizados em sistema contendo 6leo de ricino e
etanol. Estudos adicionais também apontaram baixa atividade do carvacrol contra Pratylenchus
penetrans, com apenas 16,75% de mortalidade a 2.000 pg.mL™!, reforcando que a atividade

adulticida do composto nao ¢ uniforme entre nematoides fitofagos e associados a madeira.

Além dos nematoides, o carvacrol demonstrou atividade significativa contra outros
helmintos de importancia médica e veterinaria. Em Schistosoma mansoni, exposigoes a 100
pg.mL™" por duas horas resultaram em perda completa da viabilidade dos nematoides adultos
(Gomes et al., 2022). Adicionalmente, Moraes et al. (2013) demonstraram que o acetato de
carvacrol, um derivado com maior estabilidade quimica, interferiu significativamente na
producdo didria de ovos em concentragdes subletais entre 1,562 e 6,25 pg.mL™, indicando
impacto relevante sobre parametros reprodutivos, sendo que, nesse estudo, as substancias foram

dissolvidas em DMSO em baixa concentracdo e posteriormente diluidas em meio de cultura.



91

A avaliacdo da toxicidade aguda e da ecotoxicologia do carvacrol sugere um perfil de
seguranca relativamente favoravel. Andre et al. (2016) relataram DLio € DLso de 546,8 mg/kg
e 919 mg/kg, respectivamente, em camundongos, sem alteragdes comportamentais observaveis
durante os ensaios. Estudos de ecotoxicidade demonstraram que residuos de carvacrol em fezes
bovinas sdao extremamente baixos € ndo causam efeitos adversos sobre organismos coprofagos,
sendo que as substancias foram inicialmente dissolvidas em etanol antes da aplicagdao na matriz
e posterior evaporacao do solvente (Verdu et al., 2023). Adicionalmente, modificacdes
quimicas, como a benzilagdo do carvacrol, foram associadas a redu¢do da toxicidade, e testes
de toxicidade oral aguda indicam que faixas seguras de dose podem ser estabelecidas para
futuras aplicagdes em ovinos, sendo que, nesse estudo, foi utilizado Tween 80 como agente

solubilizante (Braga et al., 2025).

De forma geral, os trabalhos analisados indicam que o carvacrol, isolado ou como
constituinte majoritario do OE de O. vulgare, apresenta atividade nematicida relevante frente a
diferentes grupos de helmintos. A intensidade do efeito varia amplamente em fungdo da espécie
avaliada, do estdgio de desenvolvimento do parasito, da concentracdo empregada e do modelo
experimental, mas os resultados convergem para um padrdo de agdo dependente da dose e do
organismo-alvo. Em conjunto, esses achados reforcam a atividade do carvacrol como composto
bioativo de interesse para o desenvolvimento de estratégias alternativas de controle de

nematoides e outros helmintos.

5.1.3 Atividade em Cepas Resistentes

A avaliagdo da letalidade em cepas resistentes revelou um aumento expressivo das CL5so
em comparagao a cepa selvagem, evidenciando redugao da suscetibilidade ao OE de O. vulgare.
Os valores de CLso variaram de 2,84 pg.mL™"' (DA1316) a 132,94 ng.mL ' (CB211), resultando
em FR de 2,8 a 126,1. De acordo com os critérios estabelecidos por Castro-Janer et al. (2009),
todas as cepas avaliadas enquadram-se na categoria Resistente (FR > 2), embora em diferentes

magnitudes.

Esse comportamento diferencial observado entre as cepas resistentes sugere que a
atividade do OE de O. vulgare ¢ modulada por mecanismos de resisténcia anti-helmintica
previamente descritos para as classes de farmacos as quais essas cepas sao resistentes. A cepa

DA1316, caracterizada como resistente a ivermectina, apresentou o menor FR, o que pode estar
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relacionado a mecanismos associados as lactonas macrociclicas, como alteragdes na expressao
ou funcionalidade de canais de cloreto dependentes de glutamato e a superexpressao de
glicoproteinas de efluxo do tipo P-gp, que reduzem a concentragdo intracelular de substancias
xenobidticas. Ainda assim, a manuten¢do de relativa sensibilidade ao OE sugere que seus
constituintes, por apresentarem alvos multiplos e ndo altamente especificos, ndo dependem
exclusivamente dessas vias para exercer seu efeito toxico (Brownlee et al., 1997; Feng et al.,

2002).

Por outro lado, a cepa CB211, resistente ao levamisol, apresentou os maiores valores de
CLso, CLoo e FR, indicando um impacto mais pronunciado dos mecanismos associados a
alteracdes nos receptores nicotinicos da jun¢do neuromuscular. Considerando que a paralisia e
a perda de motilidade sdo eventos criticos para a letalidade em nematoides, modificagdes nesses
receptores podem reduzir a eficacia de substancias que, direta ou indiretamente, interferem na
excitabilidade neuromuscular, contribuindo para a expressiva reducdo da sensibilidade
observada (Robertson; Martin, 1993; Viana, 2000; Mckellar; Jackson, 2004). E relevante
destacar que levamisol atua como agonista do receptor nicotinico de acetilcolina, enquanto
carvacrol foi recentemente caracterizado como um antagonista potente e irreversivel desses
mesmos receptores em Parascaris sp., bloqueando correntes induzidas por acetilcolina e
abolindo contragdes musculares em preparacdes neuromusculares (Trailovic et al., 2021). Esse
contraste farmacoldgico indica que alteragdes nos nAChRs da cepa CB211 resistente podem
afetar a agdo de carvacrol, modulando sua eficdcia antiparasitaria. Dessa forma, o antagonismo

de carvacrol em receptores alterados pode contribuir para a redu¢ao da sensibilidade observada.

A cepa CB3474, resistente ao albendazol, apresentou valores intermediarios de
resisténcia, compativeis com mecanismos relacionados a mutagdes na P-tubulina,
especialmente aquelas que alteram a afinidade do farmaco pelo sitio de ligagdo. Embora os
oleos essenciais nao atuem diretamente sobre microtubulos, alteragdes estruturais ¢ funcionais
associadas a B-tubulina podem refletir uma reorganizagdo celular mais ampla, potencialmente
influenciando processos de divisdo celular, transporte intracelular e resposta ao estresse
quimico, o que pode contribuir para a redu¢ao parcial da eficacia do OE (Bogan; Armour, 1987,

Elard et al., 1999).

De forma integrada, esses resultados indicam que, embora o OE de O. vulgare nao

pertenga a nenhuma das classes quimicas tradicionais de anti-helminticos, sua atividade ¢
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influenciada pelos mesmos contextos fisioldgicos e moleculares que sustentam a resisténcia as

drogas convencionais.
5.1.4 Atividade Ovicida

Os resultados de eclodibilidade em C. elegans indicam que tanto o OE de O. vulgare
quanto o carvacrol apresentam atividade ovicida. Apesar da taxa de atividade calculada de 2,08,
observou-se que as faixas de resposta de ambos se sobrepdem, o que sugere que, apesar do
carvacrol ser o principal componente do 6leo, a diferenca na atividade entre o OE e o
componente isolado ndo ¢ significativa. Essa sobreposicdo também sugere que outros
constituintes presentes no OE podem modular a atividade, mas ndo ¢é possivel determinar se

aumentam ou diminuem o efeito.

Ao comparar com H. contortus, observa-se que os ovos desse nematoide apresentaram
menor sensibilidade ao OE de O. vulgare do que os ovos de C. elegans, indicando diferengas
na atividade entre espécies. Essa diferenga pode estar relacionada a barreiras bioldgicas nos

ovos ou a caracteristicas fisiologicas proprias do nematoide parasitario.

Quando analisada a letalidade em adultos de C. elegans, o padrao de atividade se
mantém: o OE demonstrou maior atividade do que o carvacrol isolado. Assim, o OE de O.

vulgare pode apresentar maior atividade em tanto em adultos como em ovos de C. elegans.

A atividade ovicida do OE de O. vulgare tem sido demonstrada em espécies de
nematoides. Strbac et al. (2022) avaliaram o efeito do OE de O. vulgare em GINs de ovinos e
observaram que o Clso foi de 150 pg.mL™", utilizando OE de origem comercial previamente
emulsificado em Tween 80 (3% v/v) e diluido em dgua para obtencdao das concentragdes de
trabalho. De forma semelhante, Andre et al. (2016) testaram H. confortus resistente a
benzimidazois e encontraram que uma dose de 500 pg.mL™!' de carvacrol inibiu 99,7% da
eclosdo dos ovos, confirmando que o composto mantém alta eficacia mesmo em populagdes
resistentes, sendo o carvacrol de origem comercial solubilizado em Tween 80 (~1%) ou em
meio aquoso (PBS) para os ensaios. Além disso, Braga et al. (2025) compararam o carvacrol
com seu derivado benzilado em H. contortus resistente a BZs, levamisol e lactonas
macrociclicas. Os valores de CEso foram 160 pg.mL™" para o carvacrol e 1.110 ng.mL™" para o

composto benzilado, indicando que a benzilagdo alterou a eficdcia do composto, sendo o
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carvacrol mais potente na inibi¢ao da eclosao, com ambos 0s compostos preparados utilizando
Tween 80 (1,5%) como agente solubilizante. Isso sugere que modificagdes quimicas podem
afetar significativamente a atividade anti-helmintica. Por fim, Katiki et al. (2017) testaram
carvacrol isoladamente em uma cepa multirresistente de H. contortus, observando Clso de 110
png.mL™', o que evidencia alta eficacia individual contra ovos, sendo a substincia previamente
dissolvida em Tween 80 (=3%) antes da dilui¢do nas solu¢des de ensaio. Esses achados
corroboram que o carvacrol mantém efeito ovicida consistente em diferentes contextos

genéticos, consolidando seu papel como alternativa natural.

A mortalidade observada em bioensaios de quimiotaxia e de mortalidade de nematoides
de solo e madeira também confirma o efeito do carvacrol sobre ovos e estagios iniciais. Ferreira
et al. (2025) avaliaram o quimiotipo de carvacrol (OvPEF) inibiu 15,94% da eclosdo de M.
Jjavanica em 216 horas, valor superior ao observado para o quimiotipo de timol (OvPS; 10,14%)
e para o quimiotipo carvacrol-timol (OvLL; 9,42%) sendo o OE obtido por hidrodestilacdo em
aparelho tipo Clevenger e posteriormente solubilizado em mistura de etanol (0,5%) e Tween 20

(1%) para preparo das solugdes de trabalho.

Ensaios in vivo corroboram esses achados. Jiménez-Penago et al. (2021) observaram
que o OE de O. vulgare reduziu a contagem de ovos em fezes de ovinos, com DLso para larvas
de H. contortus de 0,21 ng.mL™" e 3,58 ng.mL™' em Cooperia spp. utilizando OE de origem

comercial administrado diretamente aos animais, sem necessidade de sistemas de solubilizagao.

Os estudos revisados indicam que o OE de O. vulgare e o carvacrol isolado apresentam
atividade ovicida consistente contra diferentes espécies de nematoides, com intensidade do

efeito variando conforme a espécie e o tipo de ensaio realizado.

5.1.4 Inferéncia de Mecanismo de Agao

Os estudos revisados indicam que o carvacrol exerce sua atividade anti-helmintica por
multiplos mecanismos, afetando tanto estagios larvais quanto adultos. Ensaios de motilidade e
desenvolvimento larval em H. contortus resistente a benzimidazodis demonstraram que o
carvacrol reduz significativamente a viabilidade e a motilidade das larvas, indicando um efeito
direto sobre a fisiologia larval (Andre et al., 2016). Nesses ensaios, o carvacrol, de origem

comercial, foi solubilizado em Tween 80 (1%) e posteriormente diluido em meio aquoso ou
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PBS com antibidticos, evidenciando o uso de surfactantes para viabilizar a dispersdo de
compostos hidrofobicos em sistemas bioldgicos Imagens de MEV revelaram que, em
nemaotoides adultos, o carvacrol provoca alteragdes morfoldgicas na cuticula, incluindo
enrugamento e formacdo de bolhas no tegumento, sugerindo danos estruturais que

comprometem a integridade do parasito (Andre et al., 2016).

Além disso, o carvacrol atua sobre o sistema neuromuscular dos nematoides. Estudos
em Ascaris suum ¢ C. elegans mostraram que o composto interage com receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChRs) e com o receptor de tiramina (TyrR), resultando em inibi¢do da
despolariza¢ao muscular, redugdo das contragdes induzidas por acetilcolina e dessensibiliza¢ao
do receptor (Trailovi¢ et al., 2015; Stojkovic et al., 2025; Lei et al., 2010). Nesses estudos
mecanisticos, o carvacrol foi tipicamente dissolvido em DMSO e posteriormente diluido em
solugdes fisioldgicas ou tampdes experimentais, estratégia amplamente empregada para
garantir solubilidade sem comprometer a viabilidade dos sistemas biologicos. Ensaios em
odcitos de Xenopus laevis expressando Asu-ACR-16 ou nAChRs sensiveis a levamisol
demonstraram que o carvacrol atua como inibidor ndo competitivo, reduzindo a resposta
maxima a acetilcolina sem alterar o CEso, evidenciando que o efeito ndo depende da ligagao
direta ao sitio agonista (Choudhary et al., 2019; Marjanovi¢ et al., 2021). De forma consistente,
nesses modelos eletrofisiologicos, o preparo das solugdes também envolveu DMSO em baixa
concentragcdo seguido de dilui¢do em meio fisioldgico, permitindo a avaliacdo precisa das

interacoes receptor-ligante.

O carvacrol também apresenta atividade sobre ovos, alterando a ultraestrutura da casca
e aumentando a rugosidade da superficie, o que provavelmente compromete a eclosdo larval
(Silva et al., 2021). Neste estudo, o dleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger, e posteriormente solubilizado com auxilio de surfactantes e/ou etanol antes das
diluicdes em meio aquoso, evidenciando uma abordagem distinta dos ensaios com compostos
isolados. Estudos com Anisakis simplex indicam que o carvacrol pode interferir na capacidade
de penetracdo das larvas e inibir a acetilcolinesterase, sugerindo que a toxicidade também
envolve disfungdes na transmissao nervosa (Lopez et al., 2017). Nesse contexto, o carvacrol
utilizado foi dissolvido em etanol ou DMSO, seguido de diluicdo em meio biologico,

reforcando o padrao metodologico observado para compostos lipofilicos.
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Portanto, os mecanismos de a¢dao do carvacrol parecem envolver uma combinacao de
efeitos estruturais, neuromusculares e enzimaticos, que se manifestam tanto em ovos quanto em
larvas e nematoides adultos, explicando sua eficdcia consistente contra diferentes espécies e
estagios de parasitos. De forma integrada, observa-se que, independentemente do modelo
experimental, a solubilizacdo do carvacrol e de 6leos essenciais depende predominantemente
do uso de co-solventes organicos (como DMSO e etanol) ou surfactantes (como Tween),
destacando a importancia dessas estratégias para garantir biodisponibilidade e reprodutibilidade
dos ensaios bioldgicos. Apesar dessa multifuncionalidade, a eficécia do carvacrol foi reduzida
em cepas resistentes, possivelmente devido a competicdo por receptores compartilhados e a
resisténcia cruzada ou a efeitos compensatorios que modulam a sensibilidade dos nematoides a
diferentes substancias. Esses achados evidenciam que a agao do carvacrol depende nao apenas
de seus multiplos mecanismos de agdo, mas também do contexto fisiologico e genético das
cepas, destacando a complexidade da interagdo entre fitoquimicos e mecanismos de resisténcia

anti-helmintica.

5.2 Atividade do OE de Cinnamomum cassia ¢ Cinamaldeido

5.2.1 Composi¢ao Quimica do OE de Cinnamomum cassia

A andlise cromatografica do oleo essencial de C. cassia revelou um perfil quimico
fortemente dominado por fenilpropanoides, com destaque para o (E)-cinamaldeido, que
representou 80,68% da composicdo total, sendo identificado como o principal constituinte do
0leo. Além dele, outros derivados fenilpropanoidicos também foram detectados, como o (E)-o-
metoxicinamaldeido (9,68%), o (E)-acetato de cinamila (3,62%) e o (Z)-cinamaldeido (0,31%),
reforgando a predominancia dessa classe quimica no perfil analisado. Compostos aromaticos
de outras classes também foram identificados em menores proporg¢des, incluindo benzaldeido
(0,88%) e o-anisaldeido (0,75%), ambos pertencentes a classe dos aldeidos aromaticos. Além
disso, foram detectados o &lcool feniletilico (0,35%) e o hexanol (0,27%), bem como a cumarina
(2,02%), representando a fracdo de cumarinas presente no Oleo essencial. Em menor
abundancia, observou-se ainda o sesquiterpeno hidrocarbonado a-cubebeno (0,29%), além de

uma fragdo residual de compostos nao identificados.

A composicdo quimica do OE de C. cassia obtida neste estudo apresenta elevada

similaridade com a composi¢ao descrita na literatura por Cheng et al. (2024) para folhas da
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mesma espécie analisadas em diferentes estacdes do ano, embora algumas diferencas
quantitativas e qualitativas possam ser observadas. Nesse estudo, o OE foi obtido por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger, a partir de folhas da planta, seguido de secagem
com sulfato de sodio anidro e armazenamento sob refrigeracao até analise por GC-MS. Em
ambos os casos, os aldeidos aromaticos e fenilpropanoides constituem a classe quimica
predominante, confirmando o perfil caracteristico do OE de C. cassia. No estudo de referéncia,
o trans-cinamaldeido foi identificado como o principal constituinte em todas as estagoes,
variando de 73,24% no inverno a 92,59% na primavera, sendo responsavel pela elevada fracao
de aldeidos totais (83,48-96,23%). De forma consistente, no presente trabalho o (E)-
cinamaldeido também se destacou como o componente majoritario, atingindo 80,68%, valor
que se encontra dentro da faixa reportada para amostras sazonais, especialmente proxima aos

teores observados no verao e inverno.

Além do cinamaldeido, ambos os estudos identificaram derivados aromaticos
estruturalmente relacionados. O o-metoxicinamaldeido foi detectado em concentragdes
moderadas no estudo sazonal (2,08-8,07%), enquanto na amostra analisada neste trabalho esse
composto apresentou teor relativamente mais elevado (9,68%), sugerindo possivel influéncia
de fatores como origem botanica, condigdes ambientais, processamento do material vegetal ou
método de extragdo. De maneira semelhante, o o-metoxibenzaldeido (2-anisaldeido) foi
identificado em ambos os perfis, embora com diferencas nas proporgdes relativas (Cheng et al.,

2024).

Os sesquiterpenos, como a-cubebeno e cariofileno, apareceram como componentes
minoritarios no estudo de referéncia, com maior variabilidade sazonal, especialmente no
inverno. No presente trabalho, o a-cubebeno também foi identificado, porém em baixa
concentracao (0,29%), corroborando seu papel secundario na composi¢ao do OE de C. cassia.
Outros constituintes oxigenados e hidrocarbonetos alifaticos, como alcoois e acidos organicos,
foram detectados apenas na presente analise, em teores reduzidos, contribuindo pouco para o

perfil global do 6leo (Cheng et al., 2024).

De modo geral, a comparacao entre os dois conjuntos de dados demonstra forte
concordancia quanto ao predominio do (E)-cinamaldeido e de aldeidos aromaéticos,
confirmando a identidade quimica do OE de C. cassia. As diferencas observadas nas proporgdes

relativas de substancias secundérias, como o o-metoxicinamaldeido e alguns sesquiterpenos,
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provavelmente refletem variagdes sazonais, ambientais ou metodologicas, sem alterar o perfil

quimico central caracteristico dessa espécie (Cheng et al., 2024).

Considerando a elevada propor¢do do cinamaldeido e seu reconhecimento como
principal marcador quimico e bioativo do OE de C. cassia, os ensaios bioldgicos subsequentes
foram conduzidos tanto com o OE quanto com o cinamaldeido isolado, com o objetivo de
discriminar a contribui¢ao individual desse aldeido aromatico para os efeitos observados e
avaliar em que medida a atividade do OE poderia ser atribuida ao seu constituinte majoritario

ou a interacao entre os diferentes componentes da matriz quimica.

5.2.2 Atividade em Adultos

A avaliacdo da letalidade em adultos de C. elegans indica que tanto o OE de C. cassia
quanto o cinamaldeido isolado apresentam atividade adulticida, com intervalos de confianca
sobrepostos, sugerindo que a diferenca entre eles ndo ¢ significativa nesse estagio. A taxa de
atividade observada, de 1,13, confirma que ambos apresentam efeito muito proximo,
evidenciando que a contribui¢do do componente majoritario € relevante, mas a matriz quimica
do OE também desempenha papel importante. Em comparacdo, a atividade do OE de C. cassia
e do cinamaldeido foi menor do que a observada para o OE de O. vulgare e carvacrol, nos quais
o efeito adulticida do OE foi claramente superior ao do componente isolado, demonstrando que
a influéncia relativa do constituinte principal pode variar entre os OEs. Além disso, o fato de
ambos atingirem 100% de mortalidade apenas em concentragdes relativamente elevadas sugere
que o OE de C. cassia apresenta menor atividade em comparagao ao OE de O. vulgare,
refletindo diferengas intrinsecas entre as classes quimicas predominantes, aldeidos aromaticos

versus monoterpenos fenolicos.

Quando comparados a ivermectina, firmaco anti-helmintico de referéncia tanto o OE de
C. cassia quanto o cinamaldeido exibem atividade substancialmente inferior. No entanto, a
atividade observada permanece relevante do ponto de vista biologico, especialmente
considerando que o cinamaldeido atua por mecanismos distintos dos anti-helminticos classicos,

ndo relacionados a alvos moleculares altamente especificos.

Esse padrao de maior atividade do OE de C. cassia também se refletiu na reducao da

postura de ovos, com o OE promovendo maior inibi¢ao da reproducao do que o cinamaldeido,
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apesar da variacao observada entre os dias de teste, o que demonstra que o efeito do OE nao se
restringe a letalidade, mas compromete a capacidade reprodutiva dos nematoides. Ambos OEs
interferiram na capacidade reprodutiva dos nematoides; entretanto, o impacto do OE e do
cinamaldeido sobre a postura de ovos ¢ menos pronunciado do que o observado para O. vulgare,

sugerindo diferengas nos alvos fisiologicos envolvidos.

No ensaio de migracgao larval em H. contortus, o OE de C. cassia manteve atividade
larvicida, confirmando o efeito observado em adultos de C. elegans e mostrando que sua agao
ndo se limita a um organismo ou estagio bioldgico. A magnitude da resposta nos adultos de C.
elegans foi menor do que nas larvas L3 de H. contortus, indicando efeito adulticida inferior
nesse modelo, embora ambos apresentem atividade. Um padrao semelhante foi observado para
o outro OE estudado: tanto o OE de O. vulgare quanto o carvacrol apresentaram comportamento
equivalente em larvas de H. contortus ¢ adultos de C. elegans. Assim, apesar de a intensidade
da atividade variar conforme o organismo ¢ o estagio, a relacdo relativa entre OE e componente
isolado se mantém, evidenciando um padrao geral de efeito para os OEs e seus constituintes

majoritarios.

A andlise morfoldgica dos nematoides tratados com OE de C. cassia por MEV revelou

alteragdes semelhantes nos nematoides tratados com o OE de O. vulgare.

Quando comparados os resultados de C. cassia e cinamaldeido com os previamente
obtidos para O. vulgare e carvacrol, observa-se que, em ambos os OEs, a atividade do OE em
adultos de C. elegans ¢ superior a do componente majoritario isolado, a matriz quimica
contribui para a redugdo da postura de ovos e ha efeitos estruturais evidenciados por MEV.
Uma diferenga relevante ¢ que, nos adultos de C. elegans, os intervalos de confianca se
sobrepdem para C. cassia e cinamaldeido, indicando atividade muito semelhante entre OE e
seu componente majoritario, enquanto para O. vulgare e carvacrol o OE se mostrou claramente
mais ativo. Outras diferengas estdo na magnitude da atividade: o OE de O. vulgare ¢ mais ativo
em larvas de H. contortus, enquanto o OE de C. cassia mantém forte efeito em adultos e na
reproducdo de C. elegans, demonstrando que cada OE pode apresentar perfis de atividade

distintos conforme o organismo € o estagio bioldgico avaliado.

No contexto de nematoides gastrintestinais de ruminantes, o cinamaldeido tem se

destacado pela elevada atividade frente a H. contortus. Frota et al. (2023) reportaram atividade
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estavel do cinamaldeido frente a isolados de H. contortus com diferentes perfis de resisténcia.
Nesse estudo, os valores de CEso nos ensaios de desenvolvimento larval situaram-se entre 864
e 977 ng.mL!, com fatores de resisténcia inferiores a duas vezes, indicando que os mecanismos
classicos de resisténcia a anti-helminticos ndo comprometem substancialmente sua eficacia. O
estudo utilizou cinamaldeido de alta pureza (>99%) adquirido comercialmente, com preparo de
solucdes padrao para ensaios larvais em meio aquoso suplementado, permitindo avaliagdo

direta da atividade em isolados resistentes.

A atividade do cinamaldeido também foi demonstrada contra outros nematoides
patogénicos de animais, incluindo parasitos de peixes e suinos. Ling et al. (2015) avaliaram a
eficacia in vivo do cinamaldeido contra o0 monogenético Dactylogyrus intermedius em peixes
dourados (Carassius auratus), observando CEso de 0,57 pg.mL™, valor consideravelmente
inferior ao obtido para o acido cindmico (6,32 pg.mL™), evidenciando maior poténcia relativa
do primeiro composto dentro do mesmo sistema biologico. Nesse estudo, o cinamaldeido foi
preparado a partir de padrao puro dissolvido em metanol/agua (1:1), com gerag¢do de curvas de
calibracdo por HPLC e aplicacdo direta em ensaios in vivo e in vitro aquaticos. A DLso de 13,34

pg.mL™, para os peixes indica uma margem terapé€utica favoravel.

Resultados complementares foram reportados por Ji et al. (2012), que demonstraram
100% de eficacia anti-helmintica de extratos da casca de C. cassia contra D. intermedius em
peixes dourados (C. auratus) na concentracdo de 200 pg.mL™", enquanto a toxicidade letal para
os peixes foi observada apenas a partir de 300 pg.mL™". A avaliacdo da toxicidade aguda de 48
horas revelou valores de CLso de 56,9 pg.mL™, para o extrato aquoso e de 31,3 ug.mL™", para
o extrato metanolico, corroborando a robustez da atividade antiparasitaria da espécie vegetal
nesse modelo e indicando uma margem de seguranca dependente do tipo de extrato avaliado.
O material vegetal foi submetido a extragdo sequencial com solventes organicos (incluindo
metanol e outros solventes polares e apolares), seguido de concentracdo em rotaevaporador e

preparo de solugdes finais diluidas diretamente em sistemas aquaticos experimentais.

Em contraste, Williams et al. (2015) observaram que, embora o trans-cinamaldeido
apresentasse elevada atividade in vivo contra A. suum, Trichuris suis € Oesophagostomum
dentatum, essa eficacia ndo se traduziu em redugdo significativa da infeccao por A. suum em
suinos in vivo, ressaltando limitagcdes de extrapolagdo entre ensaios laboratoriais e sistemas

bioldgicos complexos, bem como a influéncia da farmacocinética e da biodisponibilidade na
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resposta terapéutica. O cinamaldeido foi obtido comercialmente e posteriormente fracionado a
partir de extrato de casca de canela obtido por extracdo acetona/agua (7:3), seguido de
purificacdo e preparo de solugdes em sistemas aquosos ou administradas por encapsulamento

oral em ensaios in vivo.

No ambito dos nematoides fitopatogénicos, o cinamaldeido demonstrou atividade
relevante contra Meloidogyne incognita. Jardim et al. (2018) relataram que o OE de C. cassia
apresentou maior eficacia in vivo contra juvenis de segundo estagio na concentragao de 62
pug.mL™', superando o carbofurano a 173 pg.mL™". Nesse mesmo estudo, o (E)-cinamaldeido,
identificado como principal constituinte do dleo, foi avaliado isoladamente e demonstrou
desempenho comparavel ao nematicida sintético tanto em ensaios in vivo quanto em aplicagdes
em plantas de soja, resultando em redugao significativa do nimero de galhas. O OE foi obtido
por hidrodestilacio e posteriormente emulsificado em Tween 80 (0,01 g.mL™"), sendo diluido
em série para aplicagdo direta em suspensdes de nematoides e sistemas vegetais. Resultados
adicionais foram apresentados por Barros et al. (2021) demonstraram que o OE de
Cinnamomum zeylanicum apresentou elevada atividade nematicida contra M. incognita, com
valores de CLso € CLos de 49 ng.mL™" e 131 pg.mL™, respectivamente. O OE foi obtido por
destilacdo a vapor e solubilizado em Tween 80 para preparo de dilui¢cdes seriadas, enquanto o
cinamaldeido puro foi preparado em solugdo emulsificada para comparagdo direta de
toxicidade. O cinamaldeido, identificado como o principal constituinte do 6leo, apresentou CLso
de 64 pg.mL" e CLos de 768 ng.mL™, enquanto seu analogo estrutural, o cinamaldeido oxima,
apresentou CLso € CLos de 323 e 529 pg.mL™", respectivamente. Adicionalmente, juvenis de
segundo estdgio previamente expostos a concentracdo correspondente ao CLso do OE
promoveram redu¢do de 98% no numero de galhas. Vanegas et al. (2022) demonstraram que o
(E)-cinamaldeido apresenta alta atividade contra M. incognita, porém baixa persisténcia no
solo, o que motivou a avaliagdo de ésteres do acido cinamico. Os derivados metilicos p-
fluorados, p-clorados e p-bromados apresentaram CLso de 168, 95 e 216 pg.mL™,
respectivamente, contra juvenis, valores compardveis ao carbofurano (160 pg.mL™),
reforgando o cinamaldeido como estrutura lider para o desenvolvimento racional de novos
nematicidas. Caboni et al. (2013) avaliaram o cinamaldeido isolado contra M. incognita e
relataram CEso de 12 pg.mL™", valor comparavel a outros aldeidos aromaticos redox-ativos,
como ftalaldeido e salicilaldeido. Os compostos foram preparados a partir de padrdes quimicos
comerciais ¢ solubilizados em sistemas aquosos com Tween ou DMSO, sendo aplicados

diretamente em microplacas 96-well para ensaios de motilidade e inibi¢do de eclosdo. Em
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conjunto, esses resultados confirmam que o cinamaldeido contribui de forma majoritaria para
a atividade nematicida do OE, embora a matriz do 6leo apresente maior poténcia global,

possivelmente em funcdo de interagdes entre seus constituintes.

A atividade do cinamaldeido também se estende a nematoides associados a madeira.
Park et al. (2005) demonstraram que o OE de Cinnamomum verum apresentou forte efeito
nematicida contra B. xylophilus, promovendo 100% de imobilidade em machos, fémeas e
juvenis. A andlise quimica revelou o cinamaldeido como constituinte majoritario do 6leo
(78,4%), seguido do acetato de cinamaldeido (5,7%), sendo ambos avaliados individualmente
quanto a atividade nematicida. O acetato de cinamaldeido apresentou toxicidade mais
pronunciada, com valores de CLso de 32,81 pg.mL™" para juvenis e 39,30 pg.mL"', para machos,
enquanto o cinamaldeido, embora tenha demonstrado efeito nematicida relevante, ndo teve seus
valores de CLso detalhados no estudo. Ainda assim, a imobilidade total observada nos ensaios
com o OE confirma a contribuigdo significativa do cinamaldeido para o efeito global,
corroborando sua relevancia biologica nesse sistema. O OE foi testado em solucdes
emulsificadas em Tween 80 para avaliacao individual de toxicidade. Adicionalmente, Kim et
al. (2012) demonstraram elevada toxicidade fumigante de diferentes 6leos de canela contra
larvas utilizando insetos de Camptomyia corticalis, utilizando OEs aplicados em fase vapor
apos solubilizacdo em etanol e evaporacdo em sistemas fechados de bioensaio, com CLso
variando entre 0,58 e 0,66 pg.mL™', reforcando o amplo espectro de acdo biologica de

substancias volateis derivadas de Cinnamomum.

A avaliacdo toxicoldgica do cinamaldeido indica, de modo geral, um perfil de seguranca
favoravel, embora dependente do organismo e do estagio de desenvolvimento avaliado. Verdu
et al. (2023) relataram baixa toxicidade para organismos ndo alvo, com Clso de 5.439 mg/kg
para inibicdo da resposta antenal em Aegla cicatricosus. Os compostos foram preparados em
solucdes padrao diluidas em etanol e agua salinizada. Alves et al. (2021) corroboraram esse
perfil ao demonstrarem auséncia de genotoxicidade e baixa toxicidade em modelos murinos e
em larvas de Galleria mellonella. Entretanto, efeitos adversos foram observados em embrides
de D. rerio, com CLso de 0,311 pg.mL™", evidenciando que a sensibilidade ao cinamaldeido ¢
altamente dependente do modelo biologico, refor¢ando a necessidade de avaliagdes

toxicoldgicas especificas para cada aplicagdo proposta.
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Os dados da literatura analisados indicam que C. cassia € seus principais constituintes,
em especial o cinamaldeido, apresentam atividade antiparasitaria consistente frente a uma
ampla diversidade de nematoides, incluindo espécies de vida livre, parasitos de animais e
fitopatogénicos. A magnitude do efeito varia de acordo com o organismo avaliado, o estagio de
desenvolvimento do parasito ¢ o modelo experimental empregado, mas, de modo geral, os
resultados convergem para um perfil de elevada eficacia biologica, sustentando a atividade
dessas substancias como candidatas para o desenvolvimento de novas estratégias de controle

antiparasitario.

5.2.3 Atividade Ovicida

Os resultados de eclodibilidade em C. elegans indicam que tanto o OE de C. cassia
quanto o cinamaldeido apresentam atividade ovicida, mas, ao contrario do que ocorre em
adultos, os intervalos de confianga ndo se sobrepdem, mostrando que o OF ¢ mais ativo que o
componente isolado na inibicdo da eclosdo dos ovos. A taxa de atividade calculada, de 0,4,
indica que o cinamaldeido € o principal responsavel pela atividade ovicida, enquanto a
contribuicdo do OE ¢ menor nesse estdgio. Comparando os OEs e seus componentes, observa-
se que tanto o OF de C. cassia quanto o cinamaldeido apresentam maior atividade ovicida e
efeito mais intenso em C. elegans do que o OE de O. vulgare e o carvacrol, além de a diferenca

entre OE de C. cassia e o cinamaldeido ser mais evidente nos intervalos de confianga.

Nos adultos de C. elegans, os intervalos de confianca se sobrepdem, mostrando que OE
e componente isolado apresentam atividade semelhante, em concordancia com a taxa de
atividade. Isso demonstra que, enquanto nos ovos a contribuicdo do OE ¢ evidente, nos adultos
a atividade do componente principal ja reflete boa parte do efeito observado, mostrando que a

sensibilidade e o papel da matriz quimica variam conforme o estagio biologico.

Ao comparar com os ovos de H. contortus, observa-se que os ovos desse nematoide
foram mais sensiveis ao OE de C. cassia do que aos ovos de C. elegans, indicando que a
sensibilidade pode variar entre espécies e que caracteristicas bioldgicas proprias do parasita
podem influenciar a atividade. Em relacdo ao OE de O. vulgare, os ovos de H. contortus
mostraram menor sensibilidade ao OE de C. cassia, refletindo um efeito ovicida menos intenso
desse OE nesse nematoide. Esse padrao nao se mantém na migracao larval, em que ambos os

OE:s apresentam atividade larvicida, mas a sensibilidade das L3 de H. contortus ¢ maior para o
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OE de O. vulgare, mostrando que a magnitude da atividade varia conforme o estagio biologico

avaliado.

A atividade ovicida do cinamaldeido e de OEs de Cinnamomum tem sido investigada
em diferentes sistemas bioldgicos, evidenciando sua atividade como agente antiparasitario
natural. Em nematoides gastrointestinais de ruminantes, Katiki et al. (2017) demonstraram que
o cinamaldeido isolado apresentou Clso de 18 pg.mL™ contra ovos de H. contortus
multirresistente, indicando elevada eficacia individual. Frota et al. (2023) confirmaram esses
resultados, com CEso de 133,2 - 142,8 ng.mL™" e CEos de 34,2 — 36,4 pug.mL " nos ensaios de
eclosdo de ovos de diferentes isolados, evidenciando que a eficicia do cinamaldeido ndo ¢
comprometida pela resisténcia cldssica a anti-helminticos. Campbell et al. (2025) refor¢aram a
atividade ovicida do trans-cinamaldeido (TCL), relatando inibi¢do superior a 90% da eclosdo
de ovos de nemabiomas de ovinos resistentes a benzimidazoéis a 250 pg.mL™, com CEgo = 27

ng.mL™', mostrando-se mais potente que outras substancias aromaticas naturais.

Em nematoides fitopatogénicos, Jardim et al. (2018) também observaram que o OE de
C. cassia e o (E)-cinamaldeido reduziram a eclosdo de ovos em ensaios in vivo, com 62 pg.mL™
do 6leo e 416 ng.mL™" do aldeido, resultados compardveis ao nematicida carbofurano (415
pg.mL™"). Em plantas de soja inoculadas com ovos de M. incognita, a aplicacdo de (E)-
cinamaldeido a 1000 pg.mL™" de substrato reduziu a populagdo de nematoides de forma
equivalente ao Basamid (250 ug.mL™), evidenciando a relevancia do composto na redugdo da

eclosdo de ovos no campo.

Caboni et al. (2013) relataram CEso de 12 ng.mL " para cinamaldeido contra ovos de M.
incognita, comparavel a outros aldeidos aromaticos redox-ativos, sugerindo que o mecanismo
de acdo pode envolver interferéncia em processos internos essenciais para o desenvolvimento

do ovo, sem modificagdo direta da cuticula.

Por fim, Alves et al. (2021) demonstraram que em embrides de Danio rerio, o
cinamaldeido apresentou Clso de 0,311 pg.mL™", CEso de 0,097 pg.mL"! para atraso na eclosao
e CEso de 0,105 pg.mL™! para edema pericardico, evidenciando que a sensibilidade do modelo
biologico influencia a atividade sobre ovos e refor¢ando a necessidade de avaliagdes

toxicolodgicas especificas para cada aplicacao.
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Em sintese, os estudos revisados mostram que o cinamaldeido e os 6leos essenciais de
Cinnamomum possuem atividade ovicida significativa contra nematoides parasitos de animais
e plantas, com valores consistentes ¢ margem de seguranga varidvel conforme o organismo.
Esses resultados consolidam o potencial do cinamaldeido como candidato a desenvolvimento

de novos nematicidas e agentes anti-helminticos de origem vegetal.

5.2.3 Atividade em Cepas Resistentes

A avaliagdo da letalidade do OE de C. cassia em cepas resistentes revelou um
comportamento distinto daquele observado para O. vulgare. Os valores de CLso variaram de
41,06 pg.mL™' (CB211) a 85,04 ng.mL' (DA1316), sem aumento expressivo em relagdo a cepa
selvagem. Como consequéncia, os fatores de resisténcia calculados indicaram que as cepas
CB3474 e CB211 permaneceram sensiveis ao tratamento (FR = 1,0 e 0,8, respectivamente),
enquanto a cepa DA1316 apresentou resisténcia incipiente (FR = 1,6), de acordo com os

critérios de Castro-Janer et al. (2009).

Esse padrdo sugere que os mecanismos classicos de resisténcia associados as lactonas
macrociclicas, aos benzimidazdis e ao levamisol exercem impacto limitado sobre a atividade
do OE de C. cassia. A auséncia de resisténcia expressiva, mesmo em cepas altamente resistentes
a anti-helminticos convencionais, indica que o cinamaldeido e 0 OE como um todo atuam por
vias que nao dependem diretamente dos principais alvos moleculares afetados por essas classes
farmacoldgicas (Bogan; Armour, 1987; Robertson; Martin, 1993; Elard et al., 1999; Brownlee
et al., 1997; Viana, 2000; Feng et al., 2002; Mckellar; Jackson, 2004).

A maior inclinagdo observada para a cepa CB211 sugere ainda que, uma vez
ultrapassado determinado limiar de concentracdo, a mortalidade aumenta de forma mais
abrupta, o que pode refletir um mecanismo de agdo rapido e menos dependente de processos

fisiol6gicos moduldveis por resisténcia genética.

5.2.4 Inferéncia de Mecanismo de Acao

Os estudos revisados indicam que o cinamaldeido exerce sua atividade anti-helmintica
por multiplos mecanismos, afetando tanto ovos quanto estagios larvais e adultos de nematoides.
Ensaios com ovos de H. contortus multirresistente demonstraram que o cinamaldeido apresenta

CEso/CLso baixos, evidenciando alta eficacia ovicida, e seus efeitos nao sdo comprometidos
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pela resisténcia cléassica a anti-helminticos (Katiki et al., 2017; Frota et al., 2023; Campbell et
al., 2025). Estudos com nematoides fitopatogénicos, como M. incognita, mostraram que o
cinamaldeido reduz a eclosdao de ovos e a viabilidade de juvenis de segunda fase, indicando
acdo direta sobre processos essenciais do desenvolvimento embrionario (Barros et al., 2021;

Jardim et al., 2018; Caboni et al., 2013).

Em modelos de nematoides livres, como C. elegans, o cinamaldeido interfere no
metabolismo antioxidante, alterando a expressao de multiplos genes do sistema glutationa (gst-
1 a gst-8, gst-25, gst-30, gst-38, gst-44 e gcs-1), o que pode aumentar o estresse oxidativo
celular e comprometer a viabilidade do organismo (Lu et al., 2020). Além disso, o composto
pode afetar o sistema neuromuscular, uma vez que C. elegans apresenta uma grande diversidade
de receptores i6nicos do tipo Cys-loop, canais catidnicos e anidnicos essenciais para a
transmissao sindptica, sugerindo que o cinamaldeido pode prejudicar a coordenagao motora € o
controle muscular, interferindo indiretamente na locomogdo ¢ sobrevivéncia do nematoide

(Hernando et al., 2023).

Outro possivel mecanismo envolve a propriocepcao, mediada por canais TRP (trp-1 e
trp-2) e neurénios SMDD, que regulam a coordenagdo da movimentacao da cabeca em C.
elegans (Yeon et al., 2018). A interferéncia do cinamaldeido nesses canais pode comprometer
a percepcao de alongamento muscular e a coordenagdo motora, prejudicando o movimento e o

comportamento alimentar do nematoide, com reflexo na eclosdo e desenvolvimento dos ovos.

Portanto, os mecanismos de acdo do cinamaldeido parecem envolver uma combinagao
de efeitos metabodlicos, neuromusculares e sobre o desenvolvimento embrionario, que se
manifestam tanto em ovos quanto em larvas e nematoides adultos. Essa multifuncionalidade
explica sua eficacia consistente contra diferentes espécies de nematoides, reforcando o
potencial do cinamaldeido como candidato promissor para o desenvolvimento de agentes anti-

helminticos de origem vegetal.

5.3 Avaliagdo da Sinergia

A escolha do carvacrol e do cinamaldeido para os ensaios de sinergia foi fundamentada
ndo apenas em sua atividade bioldgica previamente demonstrada, mas também em aspectos

praticos e estratégicos relevantes para o desenvolvimento de alternativas anti-helminticas.
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Ambas sao substancias majoritarias de OEs disponiveis no mercado, facilmente obtidas com
alto grau de pureza, custo relativamente baixo e estabilidade quimica adequada, caracteristicas
que favorecem sua padronizagdo, reprodutibilidade experimental e eventual aplicacdo em
formulagdes. Além disso, sdo moléculas estruturalmente distintas, um fenol monoterpénico e

um aldeido aromatico, o que sustenta a hipotese de mecanismos de acdo complementares.

5.3.1 Sinergia em Adultos

A andlise da interacdo entre carvacrol e cinamaldeido no ensaio de letalidade em adultos
de C. elegans evidenciou padrao dependente da faixa de concentragdo e do modelo estatistico
empregado, com predominio global de efeito aditivo, mas presenca de regides bem definidas
de sinergia e antagonismo. Entre os modelos avaliados, Loewe e HSA foram os que mais
frequentemente detectaram zonas sinérgicas, enquanto Z/P e Bliss apresentaram maior
sensibilidade para identificar interagcdes antagdnicas em concentragcdes mais baixas. Os scores
médios positivos em todos os modelos estatiticos reforcam que a interpretacao da interacao
varia conforme o pressuposto matematico de cada modelo, especialmente quanto a aditividade

de mecanismos semelhantes (Loewe) versus independentes (Bliss).

Regides predominantemente aditivas foram observadas nas combinacdes com baixas
concentracgoes de carvacrol (< 5 pg.mL™") associadas a diferentes niveis de cinamaldeido, bem
como em parte das combinacdes intermedidrias, onde os scores permaneceram dentro da faixa
de —10 a 10 na maioria dos modelos. Por outro lado, interagdes antagdnicas localizadas foram
mais evidentes em faixas de carvacrol baixo a intermediario combinadas com cinamaldeido
moderado a alto, com destaque para os modelos HSA e Bliss, nos quais diversos pontos
apresentaram scores negativos expressivos (inferiores a —10), indicando desempenho

combinado inferior ao esperado pelo efeito do agente mais ativo ou pela independéncia de agao.

Em contraste, as regides sinérgicas concentraram-se principalmente nas faixas
intermediarias e altas de carvacrol (> 50 pug.mL™). Combinagdes como 50:5, 50:25, 50:50,
75:25-100 e 100:25-50 pg.mL™" apresentaram scores superiores a 10, e em varios casos
superiores a 20, sobretudo nos modelos Loewe e HSA, com concordancia parcial do modelo
ZIP. Esses achados sugerem que a presenca de carvacrol em concentracdo minima mais elevada
¢ determinante para a potencializagdo do efeito combinado, enquanto o cinamaldeido atua como

modulador da magnitude da resposta. A concordancia entre Loewe e HSA nessas regides indica
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possivel sobreposicdo ou complementaridade de mecanismos de acdo sob determinadas

proporgoes.

De modo geral, o mapeamento por multiplos modelos demonstra que, embora a
interacdo média seja aditiva, existem zonas especificas da matriz em que a combinacao resulta
em ganho ou perda relevante de atividade. Essa heterogeneidade refor¢ca a importancia de
avaliar superficies completas de resposta e maultiplos referenciais de aditividade na
interpretagdo de combinagdes bioativas, evitando conclusdes baseadas apenas em médias

globais ou em um tnico modelo de sinergia.

5.3.2 Sinergia em Ovos

A analise de interacdo entre carvacrol e cinamaldeido no ensaio de eclodibilidade de
ovos de C. elegans demonstrou padrao predominantemente aditivo com forte contribuicao de
regides antagonicas, variando conforme o modelo estatistico aplicado. Os modelos ZIP e Bliss
foram os mais sensiveis na deteccdo de antagonismo, apresentando médias globais negativas
(ZIP —6,15; Bliss —7,35), enquanto Loewe (0,61) e HSA (—0,62) indicaram comportamento
proximo da aditividade. De modo geral, os diferentes modelos mostraram menor concordancia
para sinergia em ovos do que a observada em adultos, sugerindo interagdo combinada menos

favoravel nesse estagio.

As regides antaglOnicas concentraram-se principalmente nas combina¢des com baixas
concentragdes de carvacrol (1-5 p.mL™) associadas a concentragdes intermedidrias e altas de
cinamaldeido (25-100 pg.mL™"). Nesses pontos, observaram-se scores fortemente negativos,
especialmente nos modelos ZIP e Bliss, com diversos valores inferiores a —10 e alguns abaixo
de —20, caracterizando antagonismo consistente. Em parte dessas mesmas regides, o modelo
HSA também indicou perda de efeito combinado, reforcando que, nessas proporgdes, a
associacao resultou em resposta inferior a esperada pelo agente mais ativo. Esse padrao sugere
possivel interferéncia de mecanismo ou limitagdo de penetragdo/acdo combinada no estagio

embrionario.

Regides aditivas abrangeram grande parte das combinagdes com concentragdes
intermediarias e altas de carvacrol (> 25 pg.mL™), sobretudo quando associadas a

concentragdes baixas a moderadas de cinamaldeido. Nesses pontos, 0s scores permaneceram
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majoritariamente entre —10 e 10 em todos os modelos, indicando efeito combinado previsivel.
Ja as regides sinérgicas foram mais restritas e dependentes do modelo, ocorrendo
principalmente em Loewe ¢ HSA em combinagdes especificas, como 5:50 pg.mL™" e 25:5
png.mL™", onde os scores ultrapassaram 10. Mesmo nesses casos, a sinergia foi localizada e ndo
sustentada de forma consistente entre todos os modelos, diferentemente do padrao observado

no ensaio com adultos.

Em comparagdo com os resultados em adultos, a matriz de ovos apresentou maior
frequéncia e intensidade de antagonismo e menor extensao de regides sinérgicas, indicando que
a interagdo entre carvacrol e cinamaldeido ¢ globalmente mais favoravel no estagio adulto do

que na eclodibilidade de ovos.

5.3.3 Analise Comparativa com Estudos da Literatura

A crescente resisténcia de nematoides gastrointestinais a anti-helminticos convencionais
tem impulsionado a busca por alternativas terapéuticas baseadas em substancias naturais. Os
monoterpenos e fenilpropanoides, tém se destacado pela capacidade de exercer atividade
nematocida tanto de forma isolada quanto em combinacdes sinérgicas, oferecendo novas

perspectivas para o manejo de parasitoses resistentes (Ropiak et al., 2016; Katiki et al., 2017).

A combinacado de timol e carvacrol, ambos presentes no OE de O. vulgare (timol 3,76%
e carvacrol 58,92% conforme este estudo), ja foi avaliada por Katiki et al. (2014), que
observaram CLso de 0,11 pg.mL™" para carvacrol, 0,13 pg.mL™" para timol, e 0,037 pg.mL™!
para a combinacdo, evidenciando um efeito sinérgico expressivo. Dessa forma, avaliar
diferentes substancias do mesmo OEF representa uma estratégia complementar relevante, pois
permite investigar possiveis sinergias ou efeitos aditivos entre os constituintes majoritarios,
fornecendo informagdes importantes para o desenvolvimento de formulagdes mais eficazes.
Entretanto, resultados divergentes foram relatados por Ferreira et al. (2015), que avaliaram OEs
de O. vulgare com diferentes quimiotipos, contendo variagdes nas concentragdes de carvacrol
e timol, em modelos de fitonematoides, e ndo observaram beneficios significativos. Apesar da
abundancia de carvacrol e timol em uma das populagdes, a presenga de outros constituintes do
OE possivelmente modulou a atividade, interferindo na manifestacdo de efeitos sinérgicos.
Esses achados indicam que a eficicia de combinagdes depende ndo apenas da proporcao dos

componentes majoritarios, mas também do perfil quimico completo do OE.
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O cinamaldeido, principal componente de OEs de C. cassia, demonstrou elevada
eficacia ovicida contra ovos de H. contortus multirresistente, com Clso de 18 pg.mL™". Quando
avaliado em combinagdes bindrias, a sinergia mais potente foi observada entre cinamaldeido e
carvacrol, resultando em Clso reduzido para 12 pg.mL™', evidenciando a capacidade do
cinamaldeido aumentar a atividade de outras substancias bioativas (Katiki et al., 2017). Em
estudos de coadministracao com anti-helminticos sintéticos, como a doramectina, a combinagao
de cinamaldeido e OE de grapefruit rosa resultou em aumento da eficacia contra Haemonchus
spp., com redugdo de 40%, em comparagdo a 56% da doramectina isolada no Teste de Reducao
da Contagem de Ovos nas Fezes. A associagdo com loperamida aumentou ainda a taxa para
75%, sem alteracdes significativas nos parametros farmacocinéticos plasmaticos, sugerindo que

o efeito sinérgico ¢ mediado por interacdes locais na interface com o parasito (Mir6 et al., 2025).

Estudos realizados em ovinos portugueses resistentes a benzimidazdis demonstraram
que o trans-cinamaldeido apresenta inibi¢ao da eclosdo de ovos superior a 90% a 250 pg.mL™,
com Clgo = 27 pg.mL™", sendo mais eficaz que carvacrol, timol e salicilaldeido. Ensaios de
interagdo (checkerboard) com albendazol e tiabendazol indicaram sinergia forte, com Indice de
Concentragao Inibitéria Fracionaria <0,25, reduzindo a CE99 média dos benzimidazois em até
94,7%, refor¢cando a atividade do trans-cinamaldeido em estratégias combinatorias para
controle de nematoides gastrointestinais resistentes, independentemente da espécie de
nematoide (Campbell et al., 2025). De forma similar, o carvacrol isoladamente apresentou CEog
de aproximadamente 120,3 pg.mL™ contra ovos de nematoides gastrointestinais resistentes,
sendo necessario combinar o composto com benzimidazdis para alcangar efeitos sinérgicos
significativos (Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionaria entre 0,20 e 0,49), demonstrando
que tanto o carvacrol quanto o trans-cinamaldeido atuam de maneira complementar a agdo dos
anti-helminticos sintéticos, provavelmente por dano estrutural a casca dos ovos (Campbell et

al., 2025).

Além das substancias isoladas, a avaliacdo de combinag¢Oes binarias revelou efeitos
sinérgicos notaveis. A mistura de cinamaldeido e carvacrol reduziu a CLsp de 18 para 12
png.mL™" contra H. contortus, enquanto a combinagao de carvacrol com geraniol reduziu quase
10 vezes a CLso individual em C. elegans (Silva et al., 2021). Esses efeitos sinérgicos foram
também observados in vivo e in vitro em outros modelos parasitoldgicos, incluindo ensaios

eletrofisiologicos, nos quais o trans-cinamaldeido aumentou a atividade os efeitos paralisantes
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de levamisol e monepantel, demonstrando multiplos alvos de acdo e reforcando sua acdo da

politerapia com fitoquimicos (Hernando et al., 2025).

Estudos em ectoparasitos também confirmam o efeito sinérgico de monoterpenos e
fenilpropanoides. Novato et al. (2015) avaliaram timol, carvacrol e (E)-cinamaldeido em larvas
de Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens, observando que, isoladamente, o (E)-
cinamaldeido apresentou os menores valores de CLso (1.400 ug.mL™" para 4. sculptum e 1.680
ug.mL™" para D. nitens), seguido por timol e carvacrol. Quando combinados, timol e carvacrol
apresentaram efeito sinérgico moderado, enquanto a combinacdo de carvacrol com (E)-
cinamaldeido também resultou em sinergia moderada em A. sculptum, evidenciando que
associacdes de monoterpenos podem amplificar a eficacia antiparasitaria além dos efeitos

isolados.

Além de aumentarem a eficécia, as combinacgdes sinérgicas podem reduzir a necessidade
de altas doses individuais, mitigando riscos de toxicidade e ecotoxicidade. Por exemplo, a
puerarina, com baixa biodisponibilidade oral, teve sua absor¢do e efeito terapéutico
significativamente aumentados quando combinada com cinamaldeido, com Cmax e AUC(0-t)
4,84 e 11,54 vezes maiores, respectivamente, demonstrando como a sinergia também pode ser

explorada do ponto de vista farmacocinético (Wang et al., 2025).

O presente estudo contrasta com achados de literatura em H. contortus e C. elegans, nos
quais combinacdes de cinamaldeido e carvacrol ou com outros monoterpenos frequentemente
reduziram significativamente as CLso e CEso, destacando a variabilidade interespécies e o papel
critico da concentracao relativa e do estadgio biologico na manifestagdo de sinergia (Katiki et
al., 2017; Silva et al., 2021). Assim, os resultados obtidos reforcam a necessidade de ajustar
estratégias combinatorias e ressaltam que nem toda associacdo de substincias bioativas

resultard em sinergia relevante, especialmente em contextos de baixa atividade individual.

5.4 Desenvolvimento das Formulacdes e Validagao Analitica

Os resultados obtidos no desenvolvimento das beads indicam que ambas as estratégias
de encapsulamento, gelificagdo i0nica e incorporagdo em matriz de sulfato de calcio, foram
adequadas para a veiculacao das substancias bioativas carvacrol e cinamaldeido. A formagao
de esferas uniformes, com boa integridade estrutural e estabilidade apds a secagem, sugere que

os processos empregados foram suficientemente robustos para garantir a incorporagao
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homogénea dos principios ativos, sem comprometer as propriedades fisicas do sistema. Essas
caracteristicas sao particularmente relevantes para aplicagdes farmacéuticas ou veterindrias, nas
quais a reprodutibilidade do tamanho, da forma e da resisténcia mecanica das unidades ¢

determinante para o controle de dose e desempenho bioldgico.

A validagdo da metodologia para quantificagdo de carvacrol e cinamaldeido demonstrou
adequacdo para monitoramento nas formulagdes, atendendo aos critérios da RDC n° 166/2017.
A linearidade foi excelente (12 > 0,99), garantindo confiabilidade na quantificacdo, enquanto a
precisdao intra- e inter-dia (DPR < 9%) e a exatidio confirmaram repetibilidade,
reprodutibilidade e recuperacao satisfatoria dos analitos. Os valores de LOD e LOQ indicam

sensibilidade compativel com as concentracdes empregadas nos ensaios biologicos.

A avaliagdo do efeito matriz mostrou interferéncia significativa apenas para o carvacrol
em formulacdes por gelificagdo idnica (variagdo de 31,37%), possivelmente devido a interagdes
com a matriz polimérica, enquanto o sistema de sulfato de célcio apresentou variagdo minima
(1,98%), indicando maior confiabilidade. Para o cinamaldeido, ambos os sistemas nao
apresentaram efeito relevante da matriz (<5%). Esses resultados evidenciam que o método ¢
robusto e confiavel, sendo particularmente adequado para formulagdes baseadas em sulfato de

calcio e aplicacdes quantitativas futuras.

Assim, a integragdo entre o desenvolvimento das formulagdes e a validagao dos métodos
analiticos assegura a consisténcia dos dados gerados e fortalece a interpretacdo dos resultados
biologicos, consolidando essas beads como sistemas promissores para a veiculagdo de

substancias naturais com atividade anti-helmintica.

A literatura evidencia que diferentes estratégias de formulagdo influenciam
significativamente a eficacia biologica de substancias naturais com atividade nematicida e
antifungica. Estudos com esferas de quitosana incorporando p6 ou extrato de canela (CCP e
CCE) demonstraram que a composi¢cdo do nucleo afeta a atividade in vivo, tanto contra
Rhizoctonia solani quanto contra M. incognita. Seo et al. (2014) relataram que esferas contendo
5% de po6 de canela apresentaram atividade antifiingica relativa de 30,9% e 23,9% apos 1 e 2
dias, respectivamente, enquanto esferas contendo 0,5% de extrato de canela atingiram valores
mais baixos, indicando que a forma do composto e a concentracao influenciam diretamente o
desempenho biologico. No caso dos nematoides, a inibi¢do de eclosdo e mortalidade de juvenis

foi elevada para ambas as formulagdes, porém as esferas com extrato de canela mostraram
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mortalidade de 95,8%, levemente superior ao p6 de canela (85%), sugerindo que a extracdo e a
concentracdo das substancias ativas podem maximizar a disponibilidade biologica dentro da

matriz de quitosana.

A atividade dos OEs como alternativa nematicida também ¢ documentada. Barros et al.
(2021) observaram que o OE de C. zeylanicum reduziu em até 98% a infestacdo de M. incognita
em plantas de tomate quando juvenis tratados foram inoculados, enquanto o cinamaldeido
isolado apresentou CLso de 64 pg.mL™" e CLos de 768 ng.mL™, e seu andlogo cinamaldeido
oxima apresentou CLso de 323 pg.mL™" e CLos de 529 ng.mL™". Esses dados indicam que a
forma quimica do componente principal do OE influencia a poténcia nematicida, com o dleo
completo apresentando efeito superior, possivelmente devido a interagdes sinérgicas entre
constituintes minoritarios, como fendis e aldeidos aromaticos, que podem atuar em multiplos

alvos do nematoide.

Nanoencapsulagdes de derivados fendlicos também demonstram ganhos significativos
em estabilidade e reducao de toxicidade. André et al. (2021) relataram que carvacril acetato
nanoencapsulado em quitosana/goma de chichd manteve a atividade anti-helmintica in vivo,
atingindo reducao de 71,5% na contagem de ovos por grama de fezes, comparado a 52,9% do
composto livre, enquanto a toxicidade aguda foi significativamente menor. Esse resultado
evidencia que a encapsulacdo ndo apenas protege o composto contra degradacdo, mas também
aumenta sua eficacia bioldgica, permitindo doses menores € maior seguranca para aplicagdes

veterinarias.

Esses estudos reforcam que a escolha da forma de incorporacgao influencia diretamente
a eficécia bioldgica, a liberacdo dos principios ativos e a toxicidade do sistema. As interagdes
entre a matriz e as substancias, a concentragdo e a forma quimica dos bioativos sdo
determinantes criticos para otimizar o desempenho anti-helmintico e antifingico, indicando que
estratégias de formulagdo bem planejadas sdo fundamentais para o desenvolvimento de

alternativas naturais seguras e eficazes (Seo et al., 2014; Barros et al., 2021; André et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Os OEs de O. vulgare e C. cassia, assim como seus principais componentes, carvacrol
e cinamaldeido, apresentaram atividade adulticida e ovicida frente ao C. elegans. As CLso
(ng.mL™") para adultos foram: OE de O. vulgare = 1,03; carvacrol = 6,81; OE de C. cassia =
53,09; e cinamaldeido = 47,87. Para ovos, as Clso foram: OE de O. vulgare = 13,69, carvacrol

=20,57; OE de C. cassia = 9,8; e cinamaldeido = 3,08.

Em cepas resistentes de C. elegans, o OE de O. vulgare teve eficdcia reduzida (FR =

126,1), enquanto o OE de C. cassia manteve atividade (FR = 0,8 - 1,6).

A interagdo entre carvacrol e cinamaldeido foi aditiva ou moderadamente sinérgica em

adultos e aditiva a ligeiramente antagonista em ovos.
As formulagdes propostas incorporaram os principios ativos.

Por fim, os OEs de O. vulgare e C. cassia apresentaram os seguintes valores frente a H.
contortus: no ensaio de eclosdo de ovos, Clso = 45,09 e 5,64 pg.mL™, respectivamente; € no
ensaio de migragao larval, CLso = 0,0058 ¢ 0,0187 pg.mL™, respectivamente. No teste de ovos,
0 OE de C. cassia apresentou menor Clso que o de O. vulgare, indicando maior atividade anti-

helmintico, enquanto no ensaio larval o OE de O. vulgare mostrou maior atividade.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados deste estudo, existem perspectivas futuras importantes para

transformar os achados em solucdes praticas e sustentdveis para o controle parasitario.

E importante investigar de forma detalhada os mecanismos de agdao dos OEs e de seus
componentes, incluindo receptores neuromusculares, canais i6nicos € vias de estresse
oxidativo. Esse conhecimento permitird aprimorar as substidncias de maneira racional e

identificar novos alvos terapéuticos.

A otimizacao e validacdo in vivo das formulacdes desenvolvidas também ¢ essencial.
As beads demonstraram estabilidade e viabilidade em laboratério, contudo, faz-se necessaria
avaliar sua eficacia, farmacocinética e seguranga em modelos animais naturalmente infectados,

considerando efeitos residuais e impacto no bem-estar animal.

Dada a sinergia limitada entre carvacrol e cinamaldeido, explorar combinagdes
estratégicas com anti-helminticos convencionais ¢ uma abordagem promissora. Associagdes
com benzimidazdis ou lactonas macrociclicas podem gerar efeitos sinérgicos, superar
mecanismos de resisténcia, retardar sua evolucdo e reduzir as doses necessarias de cada

farmaco.

Uma avaliagdo abrangente de seguranga e impacto ambiental ¢ igualmente importante.
Estudos toxicologicos detalhados, incluindo efeitos cronicos e andlise de residuos em produtos
de origem animal, devem ser realizados, assim como pesquisas ecotoxicoldgicas para
compreender o destino dessas substadncias no ambiente agropecuario e seus efeitos sobre

organismos ndo-alvo.

Por fim, a plataforma experimental validada com C. elegans permite triagens ampliadas.
Bibliotecas mais diversificadas de fitoativos ou derivados sintéticos podem ser testadas, e os
candidatos mais promissores avaliados contra um espectro maior de helmintos de relevancia
veterinaria e médica. A integracdo dessas estratégias, da pesquisa basica ao desenvolvimento
aplicado e a avaliagdo ambiental, ¢ essencial para consolidar os fitoativos como ferramentas

vidveis e sustentaveis no controle parasitério.
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APENDICE A — Dados brutos do teste de letalidade em adultos — Cepa selvagem (N2)

Oleo D1 D2
Essencial/ Concentracao Numero Numero de o Numero Numero de o Média DP
Componente (ng.mL™) ; 7o de ; 7o de (%)
p ng Total de Nematoides Mortalidade Total de Nematoides Mortalidade
Majoritario Nematoides Mortos ! Nematoides Mortos !
0 140 1 0,7 174 6 34 2,1 1,9
0,067 363 79 21,8 202 60 29,7 25,7 5,6
0,238 287 84 29,3 229 98 428 36,0 9,6
0,837 201 88 438 257 130 50,6 472 4.8
2,949 266 132 49,6 275 169 61,5 55,5 8.4
O. vulgare 10,39 246 167 67,9 217 162 74,7 71,3 4,8
36,608 262 233 88,9 464 413 89,0 89,0 0,1
128,986 287 282 98.3 306 299 97,7 98,0 04
454,476 192 192 100,0 185 185 100,0 100,0 0,0
1601,329 234 234 100,0 234 234 100,0 100,0 0,0
56422 208 208 100,0 218 218 100,0 100,0 0,0
0 167 4 2.4 175 3 1,7 2,1 0,5
0.067 101 33 32,7 61 8 13,1 22.9 13’
0,238 117 41 35,0 81 11 13,6 243 125’
0.837 100 40 40,0 102 15 14,7 27.4 197 ’
Carvacrol
2,949 114 45 39,5 78 20 25,6 32,6 9,8
10,39 86 40 46,5 67 12 17.9 322 23’
36,608 124 67 54,0 66 24 36,4 452 152’
128,986 64 42 65,6 82 81 98,8 82,2 23,



454,476
1601,329
5642,2

4,6

7,78

13,5

22,23

C. cassia 37,57
63,49

107,3
181,34
306,48
517,97

4,6
7,78

13,5

Cinamaldeido 22.23
37,57

63,49

107,3
181,34

101
45
44

103
71
56
57
45
14
39
70
50
63
60

149
126

156

119
94

155
119
143
172

101
45
44

16
19
10

10
22
49
63
60

29
35

68

47
27
62
43
118
172

100,0
100,0
100,0

1,0
11,3
28,6
33,3
22,2
28,6
25,6
31,4
98,0
100,0
100,0

19,5
27,8

43,6

39,5
28,7
40,0
36,1
82,5
100,0

91
103
78

103
111
121
186
71

136
96

86

105
133
104

115
95

151

101
94

108
100
132
144

91
103
78

16
20
36
21
34
34
37
104
133
104

12

19

17
27
23
30
132
144

100,0
100,0
100,0

1,0
14,4
16,5
19,4
29,6
25,0
35,4
43,0
99,0
100,0
100,0

10,4
9,5

12,6

16,8
28,7
21,3
30,0
100,0
100,0

100,0
100,0
100,0

1,0
12,8
22,6
26,3
25,9
26,8
30,5
37,2
98,5
100,0
100,0

14,9
18,6

28,1

28,2
28,7
30,6
33,1
91,3
100,0

0,0
0,0
0,0

0,0
2.2
8,5
9,9
52
2,5
6,9
8,2
0,7
0,0
0,0

6,4
12,
21,

16,

0,0
13,

4,3
12

0,0

129
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306,48 154 154 100,0 157 157 100,0 100,0 0,0
517,97 122 122 100,0 107 107 100,0 100,0 0,0
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APENDICE B — Dados brutos do teste de letalidade em adultos — Cepa resistente a ivermectina (DA1316)

. D1 D2
OCle:)om ]i)ssﬁzlclzl/ Concentri_llcﬁo Numero Nl’lmerq de % de Numero Nl'lmer(? de % de Mfdia DP
Majoritério (ng.mL™) Totalde  Nematoides - .. . ~ Totalde Nematoides , . .. . (%)
Nematoides Mortos Nematoides Mortos

0 183 2 1,1 156 2 1,3 1,2 0,1

0,067 133 31 23,3 200 42 21,0 222 1,6

0,238 195 27 13,8 146 29 19,9 16,9 43

0,837 176 57 32,4 189 59 31,2 31,8 0,8

2,949 199 75 37,7 166 60 36,1 36,9 1,1

O. vulgare 10,39 201 101 50,2 174 96 55,2 52,7 3,5
36,608 163 126 77,3 179 160 89,4 83,3 8,5

128,986 214 214 100,0 205 205 100,0 100,0 0,0

454,476 202 202 100,0 119 119 100,0 100,0 0,0

1601,329 221 221 100,0 167 167 100,0 100,0 0,0

5642,2 190 190 100,0 147 144 98,0 99,0 1,4

0 110 1 0,9 110 1 0,9 0,9 0,0

4.6 69 6 8,7 128 5 39 6,3 3,4

7,78 68 6 8,8 124 6 4,8 6.8 2,8

13,5 148 19 12,8 152 10 6,6 9,7 4.4

22,23 48 7 14,6 151 14 9,3 11,9 3,8

C. cassia 37,57 97 15 15,5 140 19 13,6 14,5 1,3
63,49 22 6 27,3 172 27 15,7 21,5 8,2
107,3 98 24 24,5 96 39 40,6 32,6 11,4
181,34 156 114 73,1 82 82 100,0 86,5 19,0

306,48 55 55 100,0 136 136 100,0 100,0 0,0

517,97 39 39 100,0 151 151 100,0 100,0 0,0




APENDICE C - Dados brutos do teste de letalidade em adultos — Cepa resistente ao albendazol (CB3474)

. . D1 D2
Oleo Essencial/ o L ..
Componente Concentrz_llg:ao Numero Numero de % de Nimero Niimero de % de Mfdla DP
Majoritirio (ng.mL") Total de Nematoides MOl‘t:lli dade Total de Nematoides Mort:lli dade (%)
Nematoides Mortos Nematoides Mortos

0 171 2 1,2 228 5 2,2 1,7 0,7

0,067 202 21 10,4 217 26 12,0 11,2 1,1

0,238 164 19 11,6 194 28 14,4 13,0 2,0

0,837 214 38 17,8 216 31 14,4 16,1 2.4

2,949 197 32 16,2 215 41 19,1 17,7 2,0

0. vulgare 10,39 214 44 20,6 237 62 26,2 23,4 4,0
36,608 194 50 25,8 210 63 30,0 27,9 3,0

128,986 244 100 41,0 232 112 48,3 44,6 5,2

454,476 181 168 92,8 234 200 85,5 89,1 5,2

1601,329 188 188 100,0 212 212 100,0 100,0 0,0

5642,2 193 193 100,0 189 189 100,0 100,0 0,0

0 110 1 0,9 110 1 0,9 0,9 0,0

4,6 131 30 22,9 136 17 12,5 17,7 7,4

7,78 136 36 26,5 137 19 13,9 20,2 8,9

13,5 114 32 28,1 142 23 16,2 22,1 8,4
22,23 115 36 31,3 152 23 15,1 23,2 11,4
C. cassia 37,57 177 60 33,9 122 21 17,2 25,6 11,8
63,49 91 36 39,6 117 21 17,9 28,8 15,3

107,3 181 163 90,1 107 20 18,7 54,4 50,5

181,34 147 147 100,0 100 80 80,0 90,0 14,1

306,48 132 132 100,0 146 146 100,0 100,0 0,0

517,97 136 136 100,0 135 135 100,0 100,0 0,0
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APENDICE D - Dados brutos do teste de letalidade em adultos — Cepa resistente ao levamisol (CB211)

Oleo D1 D2
Cl(;;‘lsli[e)l(ifli:li/te C"(‘;;el‘::{ﬁ‘lﬁ;ﬁo I;Ilimero Nimero de % de Nimero Nimero de % de N:f,/d)ia DP
ponen . otal de Nematoides Mortalidade Total de Nematoides Mortalidade o
Majoritario Nematoides Mortos Nematoides Mortos

0 135 2 1,5 150 3 2,0 1,7 0,4

0,067 120 13 10,8 128 13 10,2 10,5 0,5

0,238 177 18 10,2 169 17 10,1 10,1 0,1

0,837 159 26 16,4 126 21 16,7 16,5 0,2

2,949 184 34 18,5 171 34 19,9 19,2 1,0

0. vulgare 10,39 157 42 26,8 139 42 30,2 28,5 2.4
36,608 149 45 30,2 153 49 32,0 31,1 1,3

128,986 148 42 28,4 148 46 31,1 29,7 1,9

454,476 157 55 35,0 142 55 38,7 36,9 2,6

1601,329 156 139 89,1 141 137 97,2 93,1 5,7

56422 134 134 100,0 151 151 100,0 100,0 0,0

0 110 1 0,9 110 1 0,9 0,9 0,0

4,6 101 32 31,7 211 43 20,4 26,0 8,0
7,78 90 29 32,2 291 51 17,5 24,9 10,4
13,5 82 35 42,7 143 29 20,3 31,5 15,8
22,23 102 44 43,1 215 54 25,1 34,1 12,7
C. cassia 37,57 83 39 47,0 303 86 28,4 37,7 13,2
63,49 78 41 52,6 151 53 35,1 43,8 12,3

107,3 106 50 47,2 138 70 50,7 48,9 2,5

181,34 84 84 100,0 160 160 100,0 100,0 0,0

306,48 149 149 100,0 83 83 100,0 100,0 0,0

517,97 63 63 100,0 187 187 100,0 100,0 0,0




APENDICE E - Dados brutos do eclodibilidade de ovos — Cepa selvagem (N2)

Oleo Essencial/ . D1 D2 -
Componente Concentrz_llg:ao Numero Numero de Nimero Niimero de Mfdla DP
Majoritario (ng.mL"™) Total de Ovos 1'\150- % de Inibigio Total de Ovos Nﬁo- % de Inibi¢io (%)

Ovos eclodidos Ovos eclodidos
0 100 2 2,0 101 3 3,0 2,5 0,7
0,067 79 8 10,1 76 9 11,8 11,0 1,2
0,238 82 9 11,0 97 18 18,6 14,8 5,4
0,837 80 16 20,0 67 13 19,4 19,7 0,4
2,949 89 18 20,2 91 2 242 22 28
0. vulgare 10,39 64 17 26,6 79 22 27,8 27,2 0,9
36,608 57 19 333 59 23 39,0 36,2 4,0
128,986 48 37 77,1 73 66 90,4 83,7 9,4
454,476 81 81 100,0 112 112 100,0 100,0 0,0
1601,329 86 86 100,0 124 124 100,0 100,0 0,0
56422 81 81 100,0 89 89 100,0 100,0 0,0
0 139 3 2,2 159 3 1,9 2,0 0,2
0,067 272 87 32,0 119 40 33,6 32,8 1,2
0,238 152 65 42.8 171 38 22,2 32,5 14,5
0,837 216 45 20,8 225 73 324 26,6 8,2
2,949 193 57 29,5 129 39 30,2 299 0,5
Carvacrol 10,39 156 60 38,5 146 53 36,3 37,4 1,5
36,608 182 62 34,1 169 68 40,2 37,2 4,4
128,986 150 59 393 155 84 542 468 10,5
454,476 141 78 55,3 86 82 95,3 75,3 28,3
1601,329 144 143 99,3 102 102 100,0 99,7 0,5
56422 148 148 100,0 101 101 100,0 100,0 0,0
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C. cassia

Cinamaldeido

4,6

7,78

13,5
22,23
37,57
63,49
107,3
181,34
306,48
517,97

4.6
7,78
13,5

22,23
37,57
63,49
107,3

181,34

306,48

517,97

115
211
210
224
213
203
202
213
185
203
210

105
75
91
99
109
92
97
115
101
91
90

45
64
179
195
189
192
208
184
202
209

46
61
77
86
78
85
109
98
90
90

1,7
21,3
30,5
79,9
91,5
93,1
95,0
97,7
99,5
99,5
99,5

2,9
61,3
67,0
77,8
78,9
84,8
87,6
94,8
97,0
98,9
100,0

115
111
94
68
68
69
75
54
71
61
78

93
96
106
120
100
116
84
96
110
125

24
22
26
66
68
75
54
71
61
78

61
68
82
79
99
73
86
103
123
97

1,7
21,6
23,4
38,2
97,1
98,6
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

2,2
63,5
64,2
68,3
79,0
85,3
86,9
89,6
93,6
98,4
100,0

1,7
21,5
26,9
59,1
94,3
95,8
97,5
98,8
99,7
99,8
99,8

2,5
62,4
65,6
73,1
78,9
85,1
87,3
92,2
95,3
98,7
100,0

0,0
0,2
5,0

29,5
3,9
3,9
3,5
1,7
0,4
0,3
0,3

0,5
1,6
2,0
6,7
0,1
0,4
0,5
3,7
2.4
0,4
0,0
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