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RESUMO

Os nematoides gastrintestinais sdo umas das principais causas por perdas
econdmicas na criacdo de pequenos ruminantes e em sua forma mais grave podem
levar o animal a morte. Anti-helminticos sdo empregados no controle, porém, a
resisténcia dos parasitos a estes produtos é o principal complicador para um efetivo
controle. Metabdlitos secundarios das plantas estdo entre as alternativas de
investigagéo de controle. Neste sentido, o objetivo foi avaliar a atividade nematicida
do limoneno comercial e do 6leo essencial da Schinus terebinthifolia Raddi, as
composic¢des quimicas e o efeito sobre a morfologia dos ovos e larvas de nematoides
gastrintestinais (NG) de ovinos. Os processos metodologicos seguiram nas seguintes
etapas:1) coleta, identificacdo botanica e montagens das exsicatas; 2) obtencao do
Oleo essencial 3) obtencdo de ovos e larvas infectantes (L3) via coleta e
processamento de fezes por filtragem e coproculturas; 4) ensaios bioldégicos em
placas de cultivo ovos e larvas e quantificacdo de eclosdo e sobrevivéncia; 5) andlise
em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e andlise
morfologica por microscopica Gtica e eletrébnica de varredura e transmissdo. Nos
testes foram utilizadas diferentes concentracdes do 6leo essencial emulsionadas e do
limoneno, composto majoritario encontrado na planta neste estudo. Todas as
concentra¢gfes do Oleo essencial e limoneno mostraram-se eficiente na inibicdo da
ecloséo larval (1000 — 0,5 mg/mL), exceto 0,25mg/mL,ao passo que atividade larvicida
foi menos eficiente tanto no 6leo essencial (1000- 62,5mg/mL) quanto no limoneno
(1000- 31,2mg/mL). Alteracdes consideraveis foram observadas na morfologia de
ovos apoés exposicdo aos tratamentos. Conclui-se que o limoneno puro comercial e o
Oleo essencial de aroeira possuem atividade nematicida sendo o ovo o estadio mais
sensivel. Portanto, apresenta potencial no controle de NG de ovinos e pode contribuir
na reducdo no uso de anti-helminticos nas criagdes de ovinos, promovendo melhora

da saude e bem estar animal.

Palavras Chaves: Controle anti-helmintico, nematoides gastrintestinais, Oleo
essencial, Schinus terebinthifolia Raddi, limoneno.



ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes are one of the main causes of economic losses in the
raising of small ruminants and in their most severe form can lead to the death of the
animal. Anthelmintics are used for control, however, the resistance of the parasites to
these products is the main complicating factor for effective control. Secondary
metabolites of plants are among the alternatives for control investigation. Then, the
aim was to evaluate the nematicidal activity of Schinus terebinthifolia raddi (Aroeira
vermelha), the chemical compositions, and the effect on the morphology of eggs and
larvae of gastrointestinal nematodes (NG) of sheep, through the use of essential oil.
The methodological processes followed the following steps: 1) collection, botanical
identification, and assembly of exsiccates; 2) obtaining the essential oil; 3) obtaining
infective eggs and larvae (L3) through collection and processing of feces by filtration
and coprocultures; 4) biological tests on egg and larva culture plates and quantification
of hatching and survival; 5) analysis by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS) and morphological analysis by optical and scanning and
transmission eléctron microscopy. Different concentrations of emulsified essential oil
and limonene, the major compound found in the plant in this study, were used in the
tests. All concentrations of essential oil and limonene were efficient in inhibiting larval
hatching (1000 — 0.5 mg/mL), except 0.25mg/mL, while larvicidal activity was less
efficient for both the essential oil (1000 — 62.5 mg/mL) and limonene (1000 — 31.2
mg/mL). Considerable changes were observed in the morphology of eggs after
exposure to the treatments. It is concluded that pure limonene or limonene presente in
the essential oil of Aroeira has nematicidal activity, with the egg being the most
sensitive stage. Therefore, it has potential in controlling NG in sheep and can
contribute to reducing the use of anthelmintics in sheep farming, promoting improved

animal health and well-being.

Keywords: Anthelmintic control, gastrointestinal nematodes, essential oil, Schinus

terebinthifolia Raddi, limonene.



1. INTRODUCAO

Os nematoides gastrintestinais sdo umas das principais causas por
significativas perdas econdémicas na criagado de pequenos ruminantes. Em sua forma
mais grave podem levar o animal rapidamente a morte, em sua forma cronica pode
acarretar ao animal diversos problemas, como a perda de peso, menor
desenvolvimento corporal e até mesmo em queda no desempenho reprodutivo (Costa,
2017; Mottin, 2019). O abuso no uso indevido de anti-helminticos, vem gerando
resisténcia dos helmintos decorrentes ao excesso dessas substancias de maneira

inapropriada (Adams, 2003).

A resisténcia dos parasitos se d4 a partir do momento em que uma determinada
substancia ndo mantém a mesma eficacia apos um certo periodo de uso. No Brasil ha
registro de resisténcia anti-helmintica desde meados dos anos 60 (Cavalcante et al.,
2009; Coles et al.,1992). Desta forma surgiu a necessidade de novas sustancias
capazes de conter a proliferacdo dos parasitas. Outro grande obstaculo na criacédo
dos pequenos ruminantes sdo as quantidades de residuos dos farmacos na carne dos
animais e no meio ambiente (Atanastov et al.,2015). Devido aos fatos preocupantes,
estudos com base na utilizacdo de produtos naturais com potencial aplicabilidade em
medicamentos vem tomando espaco no pais e no mundo, além de ser uma alternativa
econdmica as plantas medicinais podem estar associadas também em melhorias do

bem estar dos animais (Sales Junior, 2017).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa complexos, influenciados
por fatores bidticos (organismos vivos) e abioticos (fatores nao vivos). Uma estratégia
central € a producdo de uma ampla gama de compostos quimicos, os metabalitos,
gue desempenham papéis cruciais na sobrevivéncia e adaptacao das plantas. Nesses
metabolitos sdo produzidos acgucares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos e
nucleotideos. Esses metabolitos sdo divididos em primarios e secundarios (Garcia e
Carril, 2009).

Os metabolitos secundarios sdo especializados devido a uma resposta
evolutiva dos vegetais e na interagdo deles com o0s seres vivos, de modo geral
pertencem a uma das trés classes de moléculas, que sao: 0s terpenos, compostos

fendlicos e nitrogenados. A comercializacdo desses metabolitos também gera muitos

14



lucros pela utilizacdo deles pelas industrias de farmacos, cosméticos, perfumaria,

corantes, aromas dentre outras (Raskin et al., 2002).

As plantas possuem muitos ativos gerados a partir dos seus metabolitos
secundarios, que sao fundamentais para a sobrevivéncia e estdo diretamente
relacionados a protecédo e evolucao das plantas (Ribeiro et al.,2020). Plantas que em
sua composicdo quimica apresentam tanino, timol e eugenol além de outros
compostos podem ter 6tima atividade no controle dos nematoides (Novibilsky et al.,
2011; Osorio et al., 2020; Dos Santos et al., 2021). Neste sentido o presente trabalho
pretende investigar a atividade nematicida do limoneno e do éleo essencial da aroeira
vermelha (Schinus terebinthifolia Raddi), suas composi¢cdes quimicas e atividade

morfologica em larvas e ovos de nematoides.

1.1 Importancia da ovinocultura

A ovinocultura brasileira € uma atividade pecuéaria muito importante, explorada
principalmente para a obtencdo produtos, como carne, leite e |1a (Osorio et al., 2020).
Estimativas recentes, baseadas em dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), indicam um rebanho brasileiro de ovinos entre 21 e 22 milhdes de
cabecas, sendo a regido nordeste detentora de cerca de 68,54% do rebanho nacional,
tendo o estado da Bahia como maior produtor do Brasil com cerca de 22,01% de todo
rebanho nacional, seguida das regiées Sul com 20,8%, tendo o Rio Grande do Sul
como maior produtor da regido com 15,51% do rebanho brasileiro. Em seguida,
destaca-se os estados de Pernambuco (13,71%), Cearé (12,07%), Piaui (8,47%), Rio
Grande do Norte (4,19%) do rebanho ovino do pais. Entretendo a regido sudeste
apresenta pouca representatividade no cenario nacional, o estado do Rio de Janeiro
apresenta atualmente 40 mil cabecas (0,19%) da producao nacional, tendo a cidade
de Campos do Goytacazes como maior produtora do estado (IBGE,2023).

A importacao de ragas ovinas melhoradas, como Dorper, Texel, lle de France
e Suffolk, juntamente com a disseminacdo da raca Santa Inés, desenvolvida no
Nordeste brasileiro (Jardim,1987), tem criado expectativas de crescimento no
consumo de carne ovina na producéo pecuaria do Rio de Janeiro e em outros estados
das regifes Sudeste e Centro-Oeste do pais (Cruz et al., 2010). Embora a producao

de leite ovino ainda seja incipiente no Brasil, o foco principal da expansdo da
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ovinocultura nessas regides esta na producao de carne, impulsionada pela busca por

diversificacao da producéo pecuaria e pela crescente demanda por esse tipo de carne.

1.2 Nematoides gastrintestinais de ovinos

1.2.1 Aspectos gerais dos nematoides gastrintestinais

Os nematoides sao vermes de corpo cilindrico, cuja forma, embora variavel, é
frequentemente descrita como filiforme. Eles podem ser encontrados em diversos
ambientes naturais, desde que haja umidade suficiente para sua sobrevivéncia.
Algumas espécies desenvolveram a capacidade de suportar baixa umidade por
periodos prolongados, entrando em um estado de repouso com minimo dispéndio
energético e retornando a atividade normal quando as condicbes ambientais se
tornam novamente favoraveis. Apresentam sistema digestivo completo (boca e anus),
sistema nervoso e sistema reprodutor, sendo dioicos como representado na Figural

(Ferraz e Brown, 2016; Zaragoza,2023; Rey,2001).

Nematoides gastrintestinais infectam uma vasta gama de hospedeiros,
abrangendo animais e humanos. O ciclo de vida desses vermes compreende estagios
que se desenvolvem do ovo ao verme adulto, com as fases larvais concluidas mudas
gue se passam no interior do ovo, no meio ambiente ou no hospedeiro de acordo com
as espécies. A diferenciacdo entre os estadios juvenis e adultos se da pelo tamanho
do corpo e pelo desenvolvimento de génadas e 6rgaos copulatérios (Hempstead et
al.,2023; Dattar et al.,2024).

Alguns grupos de nematoides parasitas apresentam adaptacdes morfologicas,
como dentes, denticulos, lancetas, placas e cortantes, que lhes conferem a
capacidade de se fixarem as mucosas dos tecidos dos 6rgaos parasitados em seus
hospedeiros. Essas estruturas desempenham um papel crucial ndo apenas na
fixacdo, mas também na alimentacdo hematofaga desses parasitos. A alimentacao
hematofaga, ou seja, a base de sangue, resulta em lesdes nas mucosas
gastrintestinais dos hospedeiros, levando a quadros graves de anemia devido a

significativa perda sanguinea (Rey,2001; Sotillo,2014).

As nematodioses gastrintestinais representam um importante fator limitante
para a ovinocultura, constituindo um sério desafio sanitario com implicacdes negativas
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nos indices produtivos e potencial de impacto econdmico adverso (Costa et al.,2011).

No contexto brasileiro, o clima se apresenta como um fator ambiental que otimiza o

ciclo biolégico desses parasitos, proporcionando condi¢des favoraveis a viabilidade

dos ovos no ambiente de pastagem e,

consequentemente, aumentando a

probabilidade de infeccdo e reinfeccdo dos animais (Almeida e Santos,2018;

Molento,2004).

Figural: Morfologia geral de macho e fémea de nematoides gastrintestinais.
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1.2.2 Morfologia dos ovos e larvas

Os principais géneros de nematoides gastrintestinais que parasitam ovinos
(Haemonchus, Trichostrongylus, Strongyloides, Cooperia, Oesophagostomum e
Trichuris), em sua fase adulta, exibem uma diversidade morfolégica notavel entre as
diferentes espécies. Contudo, seus ovos apresentam uma uniformidade
surpreendente em relacdo as caracteristicas morfolégicas e tamanho, o que dificulta
a identificacdo precisa de géneros e espécies apenas pela observacado dos ovos. O
estadio larval que emerge do ovo pode variar entre o primeiro, segundo ou terceiro
estadio juvenil (Figura 2), dependendo da espécie sendo o0s estagios iniciais mais
suscetiveis aos estresses ambientais, o que os torna mais vulneraveis (Perry et al.,
2011).

Figura 2: Estadios de desenvolvimento dos ovos de nematoides gastrintestinais.

A= ovo em estadio de moérula, B= ovo em desenvolvimento embrionario, C= ovo

embrionado; D= Larva de primeiro estadio (L1) em inicio de eclosé&o.

Fonte: Foreyt (adaptado),1988.

18



Em muitas espécies de nematoides parasitas de ovinos, 0 ovo assume um
papel crucial como principal estagio de sobrevivéncia. Essa importancia se deve a
capacidade do ovo de retardar a eclosdo por periodos varidveis, que podem se
estender de alguns dias até varios anos. Esse fendbmeno, conhecido como diapausa,
permite que 0s nematoides sobrevivam a condicbes ambientais desfavoraveis,
aguardando o retorno de condi¢cdes mais propicias para o desenvolvimento (Perry e
Clarke,1981). A ecloséao, propriamente dita, € um processo complexo que depende da
interacdo adequada de fatores bidticos, ou seja, aqueles relacionados a organismos
vivos, como a presenca de um hospedeiro adequado, e fatores abidticos, que
englobam elementos ndo vivos do ambiente, como temperatura, umidade e condi¢cdes

do solo (Mkandawire et al.,2022; Masler e Rogers, 2011).

Para compreender as transformacdes que ocorrem nos ovos de nematoides, é
essencial conhecer a estrutura das camadas que compdem sua casca. Embora a
casca do ovo possa apresentar uma variacdo de até 6 camadas. A camada mais
interna, denominada camada vitelina, estd em contato direto com a membrana vitelina
do embrido, a camada quitinosa, € composta principalmente por quitina, um
polissacarideo que confere rigidez e resisténcia a casca, protegendo o embrido contra
danos mecéanicos e outros estresses, sendo mais intermediaria, a camada mais
externa, chamada de camada proteica ou lipidica externa, € formada por proteinas
elou lipidios e desempenha um papel fundamental na interacdo do ovo com o
ambiente externo, incluindo a prote¢céo contra dessecacéo e a mediacdo de sinais que

induzem a ecloséao (Perry e Clarke,1981; Masler e Rogers,2011).

Nas larvas de nematoides gastrintestinais parasitas de ovinos a cuticula é uma
estrutura essencial que reveste externamente o corpo das larvas e dos individuos
adultos (Weischer e Brown, 2000). Durante o desenvolvimento larval, essa cuticula
passa por um processo de muda a cada estadio de crescimento, sendo substituida
por uma nova cuticula maior e mais espessa, permitindo o aumento do corpo da larva.
Tanto em larvas quanto em adultos, a cuticula apresenta invaginacdes nas aberturas
naturais, como boca, anus, vulva e poro excretor. Alem disso, possui evaginacoes,
gque sd@o ornamentacdes sensoriais e tateis conhecidas como papilas, cerdas
(Bird,1968; Tapoka,2022).
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Em termos estruturais a cuticula é composta por quatro camadas epicuticula,
zona cortical (exocuticula), zona medial (mesocuticula), e zona basal (endocuticula).
Bioguimicamente, a cuticula é constituida de trés grupos de componentes, a saber:
(1) componentes estruturais (ou seja, insollveis em detergentes) dos quais o coladgeno
€ 0 mais abundante, enquanto a contraparte nao colagena é chamada de cuticlina, (2)
proteinas soluveis, que podem ter funcBes enzimaticas (proteinas, glicoproteinas) e
(3) componentes de baixo peso molecular, incluindo lipidios. Além disso, a superficie
da cuticula pode ser coberta com uma camada de glicoproteinas e outras proteinas
associadas a superficie, ou mais raramente com uma bainha adicional (Decraemer et
al. 2003).

A invasdo do hospedeiro pelos nematoides atinge sua maxima eficiéncia
guando ha uma sincronia entre o ciclo de vida do parasito e o desenvolvimento do
hospedeiro. Essa sincronia garante que o nematoide esteja presente no momento em
que o hospedeiro estd mais suscetivel a infeccado (Tapoka,2022). Apds a invaséao, a
eclosdo da larva pode ser desencadeada por estimulos especificos liberados pelo
hospedeiro, indicando a presenca de um ambiente favoravel para o desenvolvimento
(Hussey e Williamson,1998). Em algumas espécies, a eclosdo s6 ocorre apos a
ingestdo dos ovos pelo hospedeiro e a chegada a 6érgdos especificos do trato
digestivo, onde as condi¢cbes, como pH e a presenca de enzimas digestivas, criam o
ambiente necesséario para a eclosdo e o desenvolvimento larval (Shepherd e
Clarke,1971; Perry et al.,2011).

1.2.3 Ciclo biolégico dos nematoides gastrintestinais de ruminantes

O ciclo de vida da maioria dos nematoides parasitas de ovinos apresenta um
padrdo semelhante (Figura 3). O processo tem inicio com a liberacdo de fezes pelo
hospedeiro no ambiente, contendo ovos em estagio de mérula. Os primeiros estagios
larvais, denominados L1 (larva de primeiro estadio) e L2 (larva de segundo estadio),
ocorrem no interior da massa fecal presente no ambiente. Nessas fases, as larvas se
nutrem de microrganismos e matéria organica ali presentes (Amarante, 2009, Abrao
et al., 2010). Em condi¢cBes edafoclimaticas propicias, as L2 se desenvolvem para o

estagio L3 (larva de terceiro estadio).
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As larvas L3 sdo consideradas infectantes, pois a infeccdo do hospedeiro
ocorre quando estas entram em contato com ele, sendo este contato essencial para a
continuidade do ciclo de vida do parasita (Abréo et al., 2010; Da Silva et al, 2018). O
estadio L3 representa a forma larval mais ativa dos nematoides, para a muda de
terceiro estadio (L3) a larva retém a cuticula da fase anterior e ndo mais se alimenta,
sobrevivendo das reservas nutritivas armazenadas nas células intestinais. A faixa de
temperatura ideal para o desenvolvimento das fases de vida livre situa-se entre 20°C
e 30°C. Temperaturas mais elevadas aceleram o desenvolvimento de ovos e larvas,
porém, concomitantemente, reduzem sua taxa de sobrevivéncia (Rocha et al.,2007;
Da Silva et al.,2018). Da mesma forma, temperaturas mais baixas reduzem o
desenvolvimento. Em condi¢des ideais de temperatura os ovos atingem o estéadio de

larvas infectantes em torno de cinco a sete dias.

Em pastagens, quando a temperatura e a radiacdo solar estdo baixas e a
umidade € favoravel, as L3 migram do solo e da base das touceiras para a parte aérea
das plantas forrageiras. Essa migracao tem como objetivo a ingestédo pelas ovelhas
durante o pastejo. A migracdo das L3 das fezes para o pasto é influenciada pela
intensidade e frequéncia das chuvas, pela temperatura e pela morfologia das
forrageiras. Em contrapartida, quando a temperatura e a radiagao solar aumentam, as
L3 realizam uma migracgao inversa, buscando protecéo e garantindo sua sobrevivéncia
(Amarante, 2009, Abréo et al., 2010; Da Silva et al,2018; Charles,1995).

ApoGs serem ingeridas pelo hospedeiro, as L3 perdem a cuticula externa e
penetram na mucosa do abomaso ou intestino de acordo com a espécie e dao inicio
a uma fase histotréfica. Posteriormente, apos poucos dias da infeccdo emergem na
luz intestinal como larvas de quarto estadio e posteriormente amadurecem
sexualmente formando machos e fémeas. Apés a cépula, as fémeas ovopositam e 0s
OovVOs seguem transito gastrintestinal e posteriormente séo liberados juntamente as

fezes para o meio ambiental (Amarante et al., 2015).
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Figura 3: Ciclo de vida de nematoides no trato gastrintestinal de ruminantes.

Localizacdo dos nematoides no abomaso(A) e intestinos do hospedeiro (B), ovo (C)
e estadios de vida livre (L1,L2 e L3).

Fonte: Adaptado de Monteiro,2007.

1.3 Impactos na producdo e saude animal de ruminantes

As infeccdes parasitarias por nematoides gastrintestinais representam um
desafio significativo para a producdo de ruminantes, como bovinos, ovinos e caprinos.
Dentre os géneros de nematoides mais prevalentes e patogénicos, destacam-se
Haemonchus, Trichostrongylus, Strongyloides, Cooperia, Oesophagostomum e
Trichuris. Esses parasitas afetam o trato gastrointestinal dos animais, causando uma
série de problemas de saude e impactando negativamente a rentabilidade das

criacoes (De Jesus et al., 2017).

Na ovinocultura, especificamente, a busca por maior lucratividade depende da
adocado de técnicas de manejo qualificadas e otimizacdo da producéo (Vieira,2008).
No entanto, a negligéncia das praticas sanitarias tem levado ao aumento da incidéncia
de infeccdes parasitarias e, consequentemente, da mortalidade, principalmente em
regides com menos recursos. A suscetibilidade a esses parasitas € comum a bovinos,

ovinos e caprinos, resultando em altas cargas parasitarias apdés a infeccdo. Os

22



animais jovens, devido a imaturidade do sistema imunoldgico, sdo particularmente
vulneraveis e apresentam maiores taxas de infeccdo em comparacado com os adultos
(Molento et al.,2013).

Os prejuizos econdmicos decorrentes das nematodioses na ovinocultura sao
multifacetados e interligados (Alves et al.,2022). Os custos de producdo sobem com
a necessidade de tratamentos e medidas preventivas, o que, por sua vez, impacta a
producéo de carne e |1&, reduzindo o ganho de peso e a qualidade da fibra (Amarante
et al. ,2015). Essa combinacdo, somada ao comprometimento da fertilidade e a
consequente diminuicdo das taxas de reproducdo, culmina, em casos graves, na
mortalidade dos animais, representando um duro golpe para a rentabilidade da
atividade (Oliveira-Sequeira e Amarante, 2001).

1.4 Resisténcia anti-helmintica e formas de controle de nematoides

A resisténcia parasitaria a anti-helminticos € um fenbmeno preocupante que
ameaca o controle de doencas parasitarias em todo o mundo. A exposicado constante
dos parasitos a esses medicamentos, devido ao uso indiscriminado e inadequado,
resulta na selecao de individuos com caracteristicas genéticas que lhes conferem
resisténcia. Esses individuos resistentes se reproduzem, transmitindo essa
caracteristica para as proximas geracdes, tornando os tratamentos convencionais
cada vez menos eficazes (Da Silva et al.,2024). Os mecanismos de resisténcia a anti-
helminticos podem ser agrupados em diferentes processos. A alteracdo do alvo da
droga, seja por modificacdo estrutural ou aumento do nimero de receptores, impede
sua ligacéo eficaz. A excregao acelerada e a metabolizagdo mais eficiente reduzem a
concentracdo do farmaco no parasita. O sequestro, por sua vez, impede que a droga

atinja seu sitio de acéo (Holsback et al., 2013).

A resisténcia a anti-helminticos em ovinos € um problema antigo e persistente,
gue desafia a ovinocultura. O primeiro relato data de meados da década de 60, com
a constatacao de resisténcia ao tiabendazol (Drudge et al., 1964). Desde entdo, o
fendmeno se alastrou para outros principios ativos essenciais no controle parasitario,
como o levamisol (com relatos a partir de 1979), a ivermectina (a partir de 1988) e a
moxidectina (a partir de 1995), conforme Molento (2004). A velocidade com que a

resisténcia se desenvolve apos a introdu¢cdo de um novo farmaco no mercado é
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alarmante, como demonstrado pelo caso do tiabendazol, em que a resisténcia foi
documentada apenas trés anos apos seu lancamento. Essa rapida progressao
impacta a eficacia dos tratamentos que exigem outras estratégias de manejo para o

controle dos parasitos (Little et al., 2010).

A busca por um controle mais eficaz e sustentavel das verminoses tem levado
a adocao de diversas estratégias complementares, com destaque para o controle
integrado. Essa abordagem reconhece a importancia de combinar o controle quimico
com préticas de manejo e outras alternativas inovadoras (Beys et al.,2020). Entre as
praticas de manejo, incluem-se 0 manejo estratégico de pastagens, com técnicas
como rotacao de pastos, uso de pastagens cultivadas e integracao lavoura-pecuaria,
visando reduzir a contaminagdo ambiental. O pastoreio com animais resistentes e o
confinamento estratégico de animais suscetiveis também contribuem para minimizar
a necessidade de tratamentos quimicos, também explorando outras frentes, como o
controle biolégico com fungos nematéfagos, o melhoramento genético para
resisténcia, a fitoterapia, o desenvolvimento de novos farmacos e a imunizacéo por
meio de vacinas, buscando solucdes inovadoras e sustentaveis (Berti e Macedo,
2010; Mascarin et al., 2019).

1.5 Metabolitos secundérios das plantas e os 6leos essenciais

Durante seu ciclo de vida as plantas desenvolvem compostos quimicos
fundamentais para o funcionamento de seu organismo, 0s compostos aromaticos
presente nessas plantas possuem uma ampla aplicabilidade (Garcia et al., 2019).
Oleos essenciais estdo presentes nas células vegetais, produzidos através de um
metabolismo secundario muito importante para atracdo de polinizadores,
comunicagdo entre as espécies e também na defesa contra a herbivoria de
predadores. Promovem para as plantas protecdo contra ao estresse causados por
mudancas de temperatura, deficiéncia de nutrientes, concentracbes de &gua
absorvida e possiveis danos acarretados a exposicéo intensa a luz UV (Goes et al.,
2020).
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Os oOleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos volateis
encontrados em plantas aromaticas, e das substancias presentes nos Oleos
essenciais, 0s terpenos e 0s sesquiterpenos sdo predominantes. Devido as suas
diversas propriedades e a grande variedade de terpenos encontrados na sua
composicao, os 0leos essenciais possuem alto valor agregado, por isso sao utilizados
como matéria-prima para obtencdo diversos compostos isolados importantes, bem
como séo utilizados como insumo em diversos setores industriais, 0os 6leos essenciais
extraidos das plantas medicinais em sua maioria possuem substancias com forte
atividade biolégica. (Wolffenbutel, 2010).

Os o6leos essenciais de algumas espécies vegetais tém demonstrado um
grande potencial terapéutico no combate a infec¢des parasitarias. Sua capacidade de
atravessar membranas bioldgicas e induzir estresse oxidativo nos parasitas os torna
eficazes no tratamento de diversas doencas. Além disso, a natureza lipofilica dos
Oleos essenciais permite que eles alcancem diferentes compartimentos do organismo,
ampliando suas possibilidades de aplicacéo, diversos estudos, tém demonstrado o
potencial anti-helmintico dos 6leos essenciais e de seus principais compostos (Nunes
et al.,2023).

1.6 Atividade bioldgica das plantas bioativas

As plantas medicinais, utilizadas por diversas culturas ha milénios, sdo uma
rica fonte de compostos bioativos com diversas propriedades terapéuticas. Esses
compostos tém sido a base para o desenvolvimento de muitos medicamentos
modernos e apresentam um grande potencial para o tratamento de diversas doencas,
tanto em humanos quanto em animais. O interesse pelo uso de plantas medicinais
vem crescendo, e seus efeitos benéficos estdo sendo redescobertos e aplicados em
diversas areas de estudo (Andrade et al.,, 2018). As plantas medicinais sao
consideradas reservatérios para uma variedade de compostos biologicamente ativos
com diversas propriedades terapéuticas. Os amplos efeitos terapéuticos, associados
as plantas medicinais, incluem atividades anti-inflamatdérias, antivirais, antitumorais,
antimalaricas, analgésicas, acaricida, inseticida, fungicida dentre outras (Aye et al.,

2019).
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O manejo convencional dos nematoides gastrintestinais em ovinos, € baseado
no uso de anti-helminticos sintéticos, que enfrenta desafios significativos quando nao
realizado corretamente. A prética inadequada tem levado a problemas como a
resisténcia a esses medicamentos e a presenca de residuos quimicos tanto nos
alimentos quanto no meio ambiente. O uso excessivo e incorreto de anti-helminticos
seleciona populacdes de nematoides resistentes, tornando os tratamentos menos
eficazes. (Fenaltia et al., 2016). Isso ressalta a necessidade de alternativas para
controle desses parasitos. Nesse cendrio, a utilizacdo de plantas bioativas com
propriedades anti-helminticas tem se tornado uma opcéo viavel para substituir o
controle quimioterapico (Santos et al., 2013; Oliveira et al., 2018). As plantas séo
conhecidas por fornecer compostos metabolicos com acdo anti-helmintica oriundos
de diversas fontes, que tém sido aplicados tanto no tratamento de infec¢cées em
humanos quanto em animais, ajudando a diminuir a presenca de residuos quimicos
(Zaro et al., 2014). Considerando a grande diversidade de compostos encontrados
nas plantas bioativas, a realizacdo de testes fitoquimicos é essencial para detectar a
presenca desses elementos e explorar seus potenciais efeitos (Luz et al., 2014). A
analise fitoquimica, que € uma metodologia simples, permite identificar metabolitos
secundarios com propriedades terapéuticas, possibilitando o isolamento de
substéancias bioativas e também auxiliando na criacdo de novos farmacos (Silva et al.,
2016).

A aroeira vermelha (Schinus terebinthifolia Raddi) também chamada de aroeira
pimenteira, pimenta rosa e aroeira da praia (Figura 4) € uma planta muito utilizada
pela medicina tradicional/popular devido as suas propriedades, estudos apontam a
presenca de uma grande variedade de compostos o0 que justifica suas propriedades
farmacoldgicas, que incluem acéo anti-inflamatéria, antifingica, antibacteriana,
cicatrizante, anticancerigena, antiparasitaria e antioxidante (Pereira et al.,2021). A
planta é originaria da américa do sul, mais precisamente de paises como Argentina,
Brasil, Paraguai e Uruguai, pode ser classificada como arbusto e/ou arvore perenifdlia
medindo de 5 a 10 metros de altura, suas flores sdo meliferas e sua madeira resistente
de grande durabilidade (Scalon et al.,2006; Maggieri et al., 2015).

A aroeira (S.terebinthifolia Raddi) pertence ao género Schinus e da familia
Anacardiaceae, existem aproximadamente 30 espécies pertencente ao género

(Souza e Lorenzi,2008). Na planta o 6leo essencial encontra-se nas folhas, flores,
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frutos, galhos e cascas do caule, nos frutos a composicédo do 6leo essencial possui
predominéncia de terpenos, como: limoneno,a—pineno, a-falandreno, p-pineno,

mirceno, B-cariofileno, germagreno D, entre outros compostos (Oliveira et al.,2014).

Figura 4: Folhas e frutos de aroeira vermelha (S.terebinthifolia Raddi).

Fonte: Pirani, 2020. Flora e Funga do Brasil.

O limoneno (1-metil-4-isopropenilciclohex-1-eno), € um monoterpeno ciclico
(Figura 5) amplamente reconhecido por seu aroma citrico caracteristico. Presente em
mais de 300 Oleos essenciais, como o0s de laranja, liméo e horteld. Essa substancia
possui uma vasta gama de aplicacBes. Além de ser utilizado como aromatizante em
alimentos e bebidas, o limoneno encontra aplicagbes em produtos de limpeza,
perfumaria e até mesmo como inseticida. Sua versatilidade e propriedades quimicas
o tornam um substituto promissor para solventes organicos nocivos, como

benzeno,tolueno e etilbenzeno.
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Figura 5: Estrutura quimica do limoneno.

CHa

HsC”~ “CH,

Fonte: Ravichandran et al.,2018.

A principal fonte de limoneno atualmente é a industria de sucos citricos. O
processo de extracdo do suco dessas frutas gera o limoneno como um subproduto,
podendo representar até 98% do 6leo extraido das cascas (Jongedijk et al.,2016).
Embora o limoneno tenha demonstrado potencial em diversas atividades biolégicas,
como a acdo antimicrobiana, estudos mais aprofundados sdo necessarios para
elucidar seus mecanismos de acdo e explorar novas aplicacdes. A atividade anti-
helmintica e outras propriedades farmacoldgicas do limoneno representam areas

promissoras para futuras pesquisas (Lin et al., 2024).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do 6leo essencial da aroeira vermelha (S.terebinthifolia Raddi) e

seu composto majoritario (limoneno) no controle de nematoides de ovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito in vitro do 6leo essencial de aroeira vermelha e do limoneno

puro comercial sobre ovos e larvas de nematoides gastrintestinais de ovinos;

e Determinar os compostos quimicos da S. terebinthifolia Raddi por meio estudos

fitoquimicos em Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa;

e Avaliar o efeito do limoneno puro comercial e do 6leo essencial de S.
terebinthifolia Raddi sobre a morfologia dos ovos por microscopia eletrénica de

transmissao e varredura.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual do Norte Fluminense-
Darcy Ribeiro, localizada na cidade de Campos dos Goytacazes/ RJ, Brasil. Os
experimentos foram executados nos laboratorios de Biologia Celular e Tecidual
(Centro de Biociéncias e Biotecnologia); de Fitotecnia — Setor de Plantas Daninhas e
Medicinais (Centro de Ciéncias Tecnoldgicas Agropecuérias); e de Ciéncias

Quimicas, Setor de Quimica de Produtos Naturais (Centro de Ciéncias e Tecnologia).

3.1 Coleta e Identificacdo do Material Botanico

Para a obtencdo do material vegetal, foram coletados os frutos maduros da
aroeira vermelha na Estrada do Pires, municipio de Campos dos Goytacazes,
localizada na regidao norte do Rio de Janeiro (21°54'59.7"S 41°09'25.3"W). Os frutos
coletados foram armazenados em local protegido para secagem em estufa de
circulacao de ar forcada, onde permaneceram durantes dois dias sob temperatura de
40° C. ApGs a secagem, o material foi moido a fim de reduzir a sua area superficial e

melhorar a eficiéncia da extracdo do 6leo essencial.

3.2 Montagem das exsicatas da planta coletada

AplOs a coleta, o material foi depositado no herbario sendo identificado,
prensado e levado a estufa para secagem por sete dias a 65°C. As prensas foram
revisadas diariamente. Apos secas, as plantas foram costuradas e montadas em papel
rigido de cor branca, com a propor¢ao de 35 X 45 X 20 cm. No canto inferior direito
da cartolina foi aplicada uma etiqueta contendo as informagdes de coleta e no canto
inferior esquerdo foi plicada uma segunda etigueta com o numero de registro da
exsicata, sendo esta entdo depositada no Herbario do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense sob o numero de tombo
13992.
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3.3 Extracéo do Oleo essencial da aroeira vermelha

A extracdo do 6leo essencial da aroeira vermelha foi realizada pelo método de
hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger. Foram adicionados 150g do material
seco e 1000mL de 4gua destilada em um baldo de fundo redondo com capacidade

para 2000mL, conforme proposto por Dos Santos (2021).

A obtencéo do hidrolato se deu apds trés horas de extracédo, sendo retirado do
aparelho e submetido a centrifugacdo de 6000 RPM durante 10 minutos para separar
0 6leo da agua. O Oleo obtido foi pesado para determinacéo do rendimento, sendo o
processo realizado em triplicata, e depois foi armazenado em frascos de vidro,
protegido da luz e em uma temperatura inferior a — 10°C, para posterior identificagao

guimica e testes de atividade nematicida.

O rendimento médio do 6leo essencial extraido foi obtido através do célculo da
média do rendimento das extracdes, e 0s resultados expressos em porcentagem de
massa de 6leo essencial (g) por biomassa de folha seca (g) (%, m/m). Esses valores
foram obtidos através das pesagens das amostras em balanca analitica apds a
separacédo do 6leo essencial da agua, segundo a metodologia proposta por Souza et
al. (2017).

3.4 Preparo das emulsdes do 6leo essencial e limoneno

A emulséo preparada foi do tipo 6leo em agua (O/A), em que a fase dispersa
corresponde a fase oleosa, e a fase dispersante constitui-se de agua. Utilizaram-se o
Oleo essencial da aroeira vermelha e o limoneno limoneno obtido o comercialmente
(Destilaria Bauru, lote: 23L12) e 1% de emulsificante (Tween®) e o volume foi
completado com agua destilada estéril. A emuls&o foi homogeneizada com auxilio de

agitador Vortex.

3.5 Obtencéao das Larvas Infectantes (L3) e dos Ovos de Nematoides

Ovinos da raca Santa Inés foram doadores de fezes e estas foram coletadas
diretamente da ampola retal de um total de 15 animais. As L3 foram obtidas através
da técnica de coprocultura conforme descrito em Bonadiman et al. (2006) e
armazenadas sob refrigeracdo até analise em laboratério. Para obtencédo dos ovos,
foram utilizadas amostras fecais com a quantidade de ovos por grama (OPG) acima
de 6000 ovos. As amostras fecais foram reunidas, homogeneizadas, maceradas

filtragem em um conjunto de peneiras granulométricas com aberturas de 24, 48, 80,
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100, 200, 270 e 400 mesh. A Ultima peneira reteve os ovos que foram vertidos
juntamente com agua destilada. em tubos Falcon de 15mL e levados a centrifuga a
3000rpm. Este processo foi repetido com a adi¢éo de solugéo salina e o sobrenadante
descartado na peneira de 400 mesh. O sobrenadante descartado foi lavado com agua
destilada abundante para retirada de toda a solucédo salina. Posteriormente 0s ovos

foram transferidos para um tubo Falcon e usados em seguida (Oliveira, 2016).

3.6 Teste de atividade nematicida do 6leo essencial de aroeira vermelha e
limoneno frente as larvas Infectantes (L3) e ovos

O ensaio foi conduzido com a preparacao de uma solucdo estoque, contendo
adgua destilada e L3 de nematoides viaveis e ativas uso in vitro, também sendo
preparada outras solucdes estoque onde foi usado o 6leo essencial e limoneno, agua
destilada e como tensor ativo o Tween 80, o uso do solubilizante busca promover a

homogeneizacéo do 6leo essencial hidrofébico com a agua.

Os preparacdo com numero significativo de repeticbes € necessaria a fim de
se estabelecer qualidade dos dados por meio da aplicacdo dos fundamentos da
estatistica. Desta forma os ensaios foram repetidos em triplicatas para melhor
exatiddo dos dados. Foram distribuidas da mesma maneira 40uL da solucdo estoque
gue continha as L3, em placas de pocos, em seguida 200 uL da solucédo estoque
emulsionada A/O diluida de forma seriada com concentra¢des distintas de: 1000, 500,
250, 125, 62,5 e 31,2 mg/mL nos pogos que continham aproximadamente 90 L3 dos
nematoides, como testemunhas foram agua destilada e Tween 80, seguiram sendo
vedadas e incubadas em temperatura ambiente (aproximadamente 28° C), apds 24h

e 48h foram contabilizadas o nimero de L3 mortas em Microscopio Invertido.

O mesmo procedimento foi adotado em relagéo aos ensaios com ovos. Sendo
importante descrever que os ovos foram imediatamente utilizados apds o processo de
filtragem em peneiras e inclusas concentracdes menores a saber: 16, 8,4, 2,1,0,5e
0,25 mg/mL. O nimero de ovos utilizados em cada ensaio, aproximadamente, foi de
140 ovos/pogo enquanto de L3 foi de aproximadamente, 90 larvas. A concentragao
inibitéria de 50% (CI 50%), que representa a dose do Oleo essencial de S.

terebinthifolius e limoneno capaz de inibir 50% dos ovos foi determinada.
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3.7 Identificacdo e descricdo dos compostos quimicos presentes no 0Oleo
essencial da aroeira vermelha

O oleo essencial de S. terebinthifolius foi caracterizado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS QP2010, Shimadzu) e
quantificado em um cromatdgrafo gasoso (GC-2014, Shimadzu) acoplado a um
detector de ionizacdo de chama (DIC). As condi¢cGes cromatogréficas foram realizadas
pela injecdo de 1pL do dleo essencial diluido (1:100 mg/mL) em diclorometano
(299,9%) em um injetor a 260 °C com uma proporc¢ao de divisdo de 1:10. O hélio foi 0
gas carreador com uma vazao de 1 mL/min. A coluna capilar foi um RTX-5MS (Restek
corporation, id. 0,25 mm, 30 m de comprimento, espessura de filme de 0,25 um). A
temperatura do forno comecou em 60 °C e aumentou para 3 °C/min até 290 °C. A
espectrometria de massa (EM) foi realizada a 70 eV com 1 varredura/s. As condi¢gbes
cromatograficas GC-DIC foram semelhantes as da EM, exceto pela injecdo em uma
coluna RTX- 5 (id. 0,25 mm, 30 m de comprimento, 0,25 um de espessura de filme) e
temperatura DIC de 290 °C.

O indice aritmético (Al) foi calculado pela interpolacdo do tempo de retencéo
(RT) padrdo de alcanos saturados (C7-C40) analisado sob as mesmas condicfes
espectrométricas e cromatograficas. As substancias do O6leo essencial foram
identificadas comparando seus indices de retencdo e espectros de massa com
agueles relatados em literatura especifica (Adams, 2007). O perfil de fragmentacéo
m/z foi comparado com as bibliotecas de espectros de massa do National Institute of
Standards and Technology (NIST). A abundancia relativa dos constituintes foi obtida

usando o método de normalizagéo de pico DIC.

3.8 Analises de microscopia eletrbnica de transmisséo e varredura

As analises de microscopia foram realizadas com base em De Souza et al
1989;2007). Assim apds a execucao dos testes biologicos, os ovos em interagdo com
as emulsdes de OE, limoneno e o controle foram fixadas em glutaraldeido a 2,5%,
para formaldeido a 4% e tampao cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2, por
aproximadamente duas horas em temperatura ambiente. Apos feita a lavagem com o
mesmo tampao repetindo o processo por 3 vezes e pos-fixacdo em OsO4 a 1% em
tampdao cacodilato de sdédio a 0,1M, pH 7,2, por 1 hora no escuro. Onde novamente,
se repete a lavagem no mesmo tampao. Em seguida ocorre a desidratagdo do material

em seéries crescentes de acetona com intervalos de 1h para cada serie
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(50%,70%,90%, 100%), sendo a ultima repetida trés vezes a cada 30min. O material
infiltrado deve ser incluido em resina Spurr, sendo a troca de cada proporcéo realizada
a cada 24h, e as mesmas 5/1 (acetona/spurr), 4/1, 3/1, 2/1, 11, 12, 1/3, 1/4, 1/5 e por
3 vezes resina Spurr pura, em seguida o material foi levado para estufa 60°C durante
18 horas. Onde foram obtidos cortes semifinos de 0,5 ym para Microscopia Optica
(M.O.) e 70nm para Microscopia Eletrénica de Transmissao (M.E.T.), sendo coletados
em grades de Cobre de 300 mesh e em seguida observados em microscopio
eletrbnico de transmissédo. Para observacdo do material em MET os cortes séo
contrastados em acetato de uranila a 1% e Citrato de chumbo 5%, sendo lavado em
seguida. Para visualizacdo em M.O os cortes foram corados em azul de Toluidina 1%.

As laminas foram visualizadas em Microscépio Optico.

O processamento das amostras para Microscopia de Varredura (M.E.V) seguiu
0 mesmo protocolo de fixagcdo em glutaraldeido a 2,5%, para formaldeido a 4%, em
tampéao cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2 e pés-fixagdo em OsO4 a 1%, CaCl 2 mM
em tampao cacodilato de s6dio a 0,1M, pH 7,2. Seguindo da desitratacdo em alcool
(309%,50%,70%,90% e 100%) sendo a ultima repetida trés vezes a cada 30min, apds
as desidratacfes as amostras foram levadas para realizacdo do ponto critico, que
permite a toda retirada de agua restante nos tecidos, com duracdo de 40 min,
finalizando o procedimento as amostras devem ser montadas em fita de carbono para

metalizacdo em ouro, para visualizacdo em MEV.

3.9 Anédlises estatisticas

Os resultados foram analisados sob analise de variancia (ANOVA), e o teste
Tukey para comparacdo das médias, sendo considerado o nivel de significancia
qguando p< 0,05. As analises foram obtidas com o auxilio do programa GraphPad
Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Identificagdo dos compostos do 6leo essencial de aroeira

As analises cromatograficas indicaram como constituintes do OE de aroeira os
compostos a-pineno, Mirceno, a-felandreno, Limoneno, b-cariofileno, Germacreno D
e o0 Elemol (Tabela 1). O limoneno foi o principal componente do OE de aroeira, tendo

cerca de 53,49 % na composi¢ao, outro composto que se destacou foi a-felandreno,

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de aroeira.

Pico Tempo de indice indice Nome da % Area %
retencdo  calculado tedrico substancia relativa Similaridade
(CG-DIC) (CG-EM)

1 11,826 932 937 a-pineno 8,65 95
3 13,952 988 991 Mirceno 1,10 95
4 13,952 1002 1008 a-felandreno 16,59 92
6 14,650 1024 1032 Limoneno 53,49 94
8 15,585 1417 1433 b-cariofileno 3,55 93
10 15,775 1480 1494 GermacrenoD 6,33 93
7 30,444 1548 1559 Elemol 3,55 94
Total - - - - 93,26 -
Classes Quantidade / area (%)

Monoterpenos Hidrogenados 79,83

Sesquiterpenos Hidrogenados 9,88

Sesquiterpenos Oxigenados 3,55

Compostos majoritarios listados na ordem de elui¢éo utilizando coluna RTX- 5. O indice aritmético (Al)
foi calculado pela interpolacdo do tempo de retencdo (RT) padréo de alcanos saturados (C7-C40).
Dados utilizados da espectroteca National Institute of Standards and Technology (NIST).
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4.2 Densidade e rendimento do 6leo essencial de aroeira

A determinacdo da densidade se deu por meio de calculos de média, apos
medida periddica de 10 aliquotas em uma seringa analitica de 10 pL. A densidade foi
determinada por meio da equagéo 1:

_ média das medidas (9)

volume (mlL)

Para determinar percentual do rendimento do 6leo essencial se deu por meio da
equacgao 2:

massa 6leo(mlL)

= x1
bio massa seca (g) 00

Para determinar o percentual do teor de umidade da amostra se deu por meio da
equacgao 3:
_amostra umida(g)

T = x 100
amostra seca (g)

Os valores referentes a densidade, teor de umidade e o rendimento do 6leo essencial
dos frutos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacédo da umidade, da densidade e rendimento do 6leo essencial de
aroeira.

Massa Teor de Rendimento Densidade
seca umidade dos do 6leo essencial (g/mL)
(9) frutos (%) (%)
150 12,56 2,96 0,892

4.3 Teste de atividade ovicida do 6leo essencial de aroeira e limoneno

De modo geral, os resultados referentes a atividade do OE de aroeira e
limoneno foram significativamente promissores, em vista de terem apresentado
capacidade de inibir a ecloséo larval muito acima de 50% (Figuras 6,7) em todas as
concentracbes testadas, nas mais altas concentracbes se obteve um resultado
superior a 90% nos ensaios usando o OE de aroeira, ja o limoneno apresentou 100%
de inibicdo da eclosao larval, exceto na concentracdo de 31,2 mg/mL apds as 48 horas
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Eclosao de L1

Eclosdo de L1
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de interacdo. Os ensaios in vitro demonstraram que tanto o limoneno quanto o 6leo

essencial de aroeira foram eficazes na inibicdo da eclosdo. Notavelmente, o limoneno

puro comercial manteve sua eficacia em todas as concentragdes testadas.

Figura 6: Estimativa de ecloséo larval apos interacédo de 24 horas com 6leo essencial

de aroeira e limoneno.
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Figura 7: Estimativa de ecloséo larval apos interacédo de 48 horas com 6leo essencial

de aroeira e limoneno.
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4.4 Teste de atividade anti-helmintica do 6leo essencial de aroeira e limoneno

Nos ensaios onde foram avaliados o OE de aroeira e limoneno puro comercial
frente as L3, verificou-se que a capacidade de mortalidade das larvas foram de
aproximadamente 17% na maior concentracdo (1000 mg/mL) para o limoneno, 0s
valores seguiram muito proximos para o OE de aroeira com aproximadamente 15%
de mortalidade larval para a mesma concentracdo apos 24 horas de interacao (Figura
8), com 48 horas de interagéo foi observado o aumento da mortalidade larval sendo
de 20 % para o OE de aroeira e 22, 5 % para o limoneno na maior concentracao
(1000 mg/ mL) (Figura 9) .

Figura 8: Estimativa da mortalidade larval (L3) ap0s interacdo de 24 horas com 6leo

essencial de aroeira e limoneno.
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Figura 9: Estimativa da mortalidade larval (L3) apds interacdo de 48 horas com 0leo
essencial de aroeira e limoneno.
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4.5 Concentracao da inibicdo da ecloséo larval (Clso)

A Clso observada para OE de aroeira situou-se entre 16 e 8,0 mg/mL enquanto
para o limoneno entre 1 mg/mL (Figuras 10 e 11).

Figura 10: Estimativa da CI50 frente a inibicdo da ecloséo larval apds interacdo de 24

horas com 6leo essencial de aroeira e limoneno.
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Figura 11: Estimativa da CI50 frente a inibicdo da eclosao larval apoés interacéo de 48
horas com 6leo essencial de aroeira e limoneno.
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de Tukey.

4.6 Analises de microscopia eletrénica de varredura

Os resultados mostraram que tanto o 6leo essencial de S. terebinthifolia Raddi
guanto limoneno puro comercial sdo capazes de induzir altera¢gdes significativas na
camada mais externa dos ovos (Figura 12) quando comparado ao controle (Figura
13). A superficie dos ovos tratados demonstrou-se irregular caracterizada por um
enrugamento, protuberancias e perfuracées ao passo que nos ovos dos controles a
superficie manteve-se integra. Na Figura 12, pode-se visualizar uma perda
significativas nas estruturas externas dos ovos ocorrendo até mesmo descamacoes,
devido a capacidade do limoneno para dissolucao lipidios, quando comparado com o
controle que ndo recebeu tratamento (Figura 13) e as estruturas permaneceram

integras.
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Figura 12: Micrografias (M.E.V) ovos nematoides gastrintestinais de ovinos tratados
com OE de aroeira e limoneno.

Ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos tratados com limoneno (A e B) na

concentracdo de 1000mg/mL, ovos tratados com OE de aroeira concentracao 1000
mg/mL (C e D), ovos tratados com OE de aroeira concentragao 31,2 mg/mL (E e F).
Barras: A,CeE=10pum; B, D e F=5 pum.




Figura 13: Micrografias (M.E.V) de ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos

nao tratados.

Micrografias de MEV de ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos cultivados em
agua destilada (A e B) e Tween 80 a 1% (C e D). Barras: AeB 10 um; Ce D =5 pm.
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4.7 Andlises de microscopia eletrénica de transmisséao

Nos resultados obtidos por meio das analises de microscopia de transmissao foram
percebidas alteragdes na estrutura interna e na casca dos ovos tratados (Figuras 14
e 15) comparativamente ao observado nos controles (Figura 16). As cascas dos ovos
tratados apresentaram deformacdes, internamente foi possivel notar a presenca de
vacuolos e ainda vesiculas eletrondensas na proximidade da camada vitelinica da
casca ou no espaco vitelinico (Figura 15 D) nitidamente as estruturas internas
apresentam-se como que desorganizadas ao passo que nos controles percebe-se

uma preservagao desta organizacao.

Figura 14: Micrografias (M.E.T) ovos nematoides gastrintestinais de ovinos tratados

com limoneno.

Ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos tratados com limoneno (A e B) nas
concentracbes de 1000mg/mL e 31,2 mg/mL (C e D). casca do ovo (CO), espaco
vitelinico (EV), vacuolo (V). Barras: A,B,e C=10 ym; D =5 um.
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Figura 15: Micrografias (M.E.T) ovos nematoides gastrintestinais de ovinos tratados
com OE de aroeira.

Ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos tratados com OE de aroeira (A e B)

nas concentracdes de 1000mg/mL e 31,2 mg/mL (C e D). Casca do ovo (CO), espaco
vitelinico (EV), vacuolo (V), vesicula eletrondensas (seta). Barras: A, B=5 um; C e D=

2 um.
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Figura 16: Micrografias (M.E.T) ovos nematoides gastrintestinais de ovinos nao
tratados

Micrografias de MET de ovos de nematoides gastrintestinais de ovinos cultivados em
agua destilada (A, B e C) e Tween 8% a 1% (D, E e F) cortes transversais. Casca do
ovo (CO), espaco vitelinico (EV), vacuolo (V). Barras: B 10 um; A, C,D,Ee F =5 pm.
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5. DISCUSSAO

Diante do aumento da resisténcia de nematoides gastrintestinais, o estudo de
plantas como bioativas surge como uma perspectiva viavel para a descoberta de
novos farmacos. Neste contexto, a descoberta de compostos naturais que possam ser
eficazes contra os nematoides que afetam ovinos € de suma importancia, dado o
crescente numero de casos de resisténcia parasitaria contra anti-helminticos
convencionais. Aqui, demonstrou-se que OE de aroeira apresentou majoritariamente
limoneno e este composto apresentou atividade biologica elevada contra ovos de
nematoides gastrintestinais de ovinos alterando a morfologia superficial da casca do

ovo, o desenvolvimento do embrido e ocasionando a inibicdo da eclosao larval.

O dleo essencial de aroeira e o limoneno puro comercial demostraram atividade
efetiva na mortalidade de larvas infectantes (L3) de nematoides gastrintestinais de
ovinos, especificamente nas maiores concentracdes de 1000 e 500 mg/mL. Diante
disso, quando se estima a Clso para o limoneno, através das Figuras 9 e 10, observa-
se gue a concentracdo que inibe 50% da ecloséo de larvas (L1) é um pouco menor
comparada com a concentracéo Clso do OE de aroeira, o que indica que o limoneno
puro tende a ser mais toxico aos ovos de nematoides, aproximadamente 16 mg/mL
corresponde a Clso para o OE de aroeira e 1,0 mg/mL para a Clso do limoneno
comercial (Figuras 10 e 11). Para eficacia do composto ser constatada ao se comparar
com outros estudos deve apresentar dados similares ou melhores, como Katiki e
colaboradores (2017), que obteveram uma Clso do limoneno para inibicdo de
eclodibilidade de 207,56 mg/mL, uma dose muito maior do que apresenta esse estudo,
demonstrando o potencial ovicida tanto do limoneno quanto do o6leo essencial.
Todavia, os resultados percentuais foram baixos, em comparacao a capacidade de
inibicdo da eclosdo larval, em todas as concentracdes testadas, os compostos
mostraram-se eficientes e posteriormente eficazes na morte das L1 eclodidas na
menor concentracao de 31,2 mg/mL. A atividade biologica do limoneno ja vem sendo
relatada por estudos, dentre os diversos efeitos do limoneno sobre os microrganismos,
0 mais evidente é a desestruturacdo de suas membranas e paredes celulares,

estruturas protetoras essenciais para a sua sobrevivéncia.

Nos ensaios onde foram avaliados o OE de aroeira e limoneno puro comercial

frente as L3, verificou-se que, independentemente das concentracdes testadas a
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capacidade de mortalidade das larvas (Figura 8 e 9) ndo foi tdo promissora quanto na
inibicdo da ecloséo larval, a acdo dos compostos sobre os ovos foi maior, seguindo
pelas larvas de primeiro estagio (L1). A maior parte da atividade nos ovos podem ser
atribuida as caracteristicas das camadas protetoras, que, por sua vez, podem
apresentar menor barreira a penetracdo dos compostos avaliados. O OE de aroeira
e o limoneno apresentaram diferencas estatisticas em relacao as testemunhas, com
eficicia de 20% para o limoneno e 17% para o OE de aroeira nas concentracées mais
altas, essa diferenca de eficacia pode estar relacionada diretamente aos constituintes
presentes e a concentracdo dos mesmos, demostrando que o limoneno puro
comercial € mais letal para as larvas em relacdo ao 6leo essencial que em sua
composi¢cdo apresenta 53,49% de limoneno dentre outros constituintes do 6leo

essencial.

Essa acao do limoneno foi comprovada por diversos estudos que utilizaram
técnicas avancadas de microscopia eletrbnica, como a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e a microscopia eletrdnica de transmissao (MET). Através dessas
técnicas, observaram que células de bactérias e fungos, apds o tratamento com
limoneno, apresentavam alteracées significativas em sua forma, na distribuicdo do seu
contelido interno (citoplasma) e na espessura da parede celular. Nas figuras (12,
13,14, 15 e 16) pode-se ver a diferengca significativa nos ovos de nematoides
gastrintestinais em relacdo a formas das estruturas dos ovos e também o
extravasamento dos conteddos internos dos ovos, o limoneno age diretamente na
estrutura dos microrganismos, danificando suas membranas e paredes celulares, o
gue compromete sua forma, organizagao interna e resisténcia, podendo levar a sua

morte.

Aléem de danificar as estruturas externas dos microrganismos, o limoneno
também interfere em diversas funcbes celulares essenciais. Ele aumenta a
permeabilidade da membrana celular, o que significa que a membrana, que
normalmente controla o que entra e sai da célula, se torna mais porosa. Isso permite
que substancias nocivas entrem na ceélula e componentes importantes vazem,
prejudicando o funcionamento celular, altera também o potencial da membrana, que
é a diferenca de carga elétrica entre o interior e o exterior da célula (Gupta, Jeyakumar
e Lawrence, 2021). Essa alteracéo interfere em processos celulares importantes,
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como a comunicacdo entre as células e a geracdo de energia. E possivel que um
processo similar tenha sido desencadeado sobre os ovos de ovinos tratados com OE
de aroeira e limoneno a partir de um aumento de porosidade das camadas da casca
e difusdo pelo interior do ovo. Outro efeito do limoneno € a diminui¢éo da resisténcia
ao calor dos microrganismos. Isso significa que os microrganismos se tornam mais
sensiveis a altas temperaturas, o que pode ser prejudicial para sua sobrevivéncia em

ambientes mais quentes (Sieniawska et al., 2015; Han, Sun e Chen, 2019).

O limoneno também causa o vazamento de substancias intracelulares, como
proteinas, lipidios e acidos nucleicos. Essas substancias sdo essenciais para o
funcionamento da célula, e seu vazamento pode levar a disfuncdo e até mesmo a
morte celular. Em altas concentracdes, o limoneno pode até mesmo causar a lise
celular, que é a ruptura da célula. Esse efeito € provavelmente devido as propriedades
lipofilicas e hidrofébicas que permitem que ele desorganize a estrutura das células. O
limoneno tem se mostrado promissor como agente antibacteriano e antifiangico em
diversos estudos. No entanto, apesar desses resultados promissores, ainda ha uma
lacuna no conhecimento sobre seus mecanismos de acao em detalhes. Com isso,
trabalhos sobre outras bioatividades, como sua ac¢do contra vermes parasitas
(atividade anti-helmintica) e suas propriedades farmacoldgicas em geral, sdo ainda
mais escassas (Yu et al., 2022; Melkina et al.,2021; Lin et al.,2024).

Estudos sobre os efeitos ovicidas, ou seja, a capacidade de matar ovos de
parasitas, de 6leos essenciais em nematoides gastrintestinais de ovinos séo raros na
literatura. Da mesma forma, o modo como esses 0leos atuam nesses parasitas ainda
nao foi completamente elucidado. No entanto, existe a hip6tese de que os 6leos
essenciais de algumas espécies vegetais, exercam seu efeito através da inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE). Essa enzima é essencial para o funcionamento do
sistema nervoso de vertebrados e invertebrados. Ao inibir a AChE, os 0leos essenciais
podem causar danos neurotdéxicos nos nematoides, de forma semelhante ao que
ocorre com os organofosforados, um tipo de pesticida (Lopez e Pascual-Villalobos,
2010).

Essa hipotese sugere que os 06leos essenciais podem ser uma alternativa

promissora para o controle de nematoides em ovinos, atuando de forma diferente dos
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vermifugos tradicionais e, potencialmente, com menor risco de desenvolvimento de
resisténcia por parte dos parasitos. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para
confirmar essa hipdtese e determinar a eficacia e seguranca do uso de Odleos

essenciais no controle de nematoides em ovinos.

A aroeira (S. terebinthifolius Raddi) € uma planta rica em compostos
biologicamente ativos, como alcaloides e 6leos essenciais, que possui um grande
potencial biotecnolégico, devido as suas propriedades. O 6leo essencial da aroeira,
em particular, possui diversas aplicacdes terapéuticas devido a sua composicao rica
em terpenos, como a-pineno, d-careno, limoneno e a-felandreno (Pereira et al.,2021),
muito similar aos compostos encontrados neste estudo, esses compostos pertencem
ao grupo dos hidrocarbonetos, especificamente monoterpenos hidrogenados,
sesquiterpenos hidrogenados e sesquiterpenos oxigenados, 0s terpenos em questao,
assim como outros compostos dessa classe, sédo insollveis em agua e, quando em
estado puro, apresentam-se na forma oleosa como demostrado na Tabela 1 (Karl et
al., 2002.), entretanto no trabalho de Oliveira Junior et al (2013) o 6leo apresentou 0s
compostos p-menth-1-en-9-ol, o canfeno, o germacreno-D, o hedicariol, o a-
gurjuneno, o a-eudesmol e o B-eudesmol como compostos majoritarios. Assim como
no trabalho de Barbosa et al., 2007; Santos et al., 2007 onde o perfil fotoquimico foi
identificado compostos como a-felandreno, B-felandreno, elemol, a-cadiol, sabineno,
0-3-careno e sylvestreno em amostras de aroeira. No entanto, a presente pesquisa
apenas detectou alguns compostos similares, o que evidencia a influéncia significativa
de fatores genéticos e abidticos na composicao quimica do 6leo essencial da aroeira,
corroborando com a literatura que descreve a ampla variagdo na composi¢cao quimica
de 6leos essenciais de plantas, atribuida a fatores genéticos e ambientais (Ibraim et
al., 2001).

Além disso, o Oleo essencial da aroeira apresenta atividade antimicrobiana,
sendo eficaz contra bactérias e acaros (Moura, Raffin e Santos, 2011; Silva et
al.,2010). Estudos demonstraram sua acao contra diversas espécies bacterianas e
também seu efeito acaricida, ou seja, a capacidade de matar acaros, também
investigaram o potencial do 6leo essencial da aroeira no tratamento de células de
cancer de mama humano (MCF-7), com resultados promissores (Bendoud et
al.,2010). Adicionalmente, o 6leo essencial da aroeira demonstrou atividade fungicida,
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sendo eficaz contra fungos (Braga et al.,2007). Em um estudo experimental realizado
por Shalders e colaboradores (2014), a adicdo de frutos de aroeira na alimentacéo de
caprinos mostrou-se eficaz no controle parasitério, reduzindo a carga de parasitas
sem comprometer o estado nutricional dos animais, demostrando assim a

potencialidade da aroeira como uma agente anti-helmintica.

Os resultados promissores obtidos com o estudo de 6leos essenciais e seus
compostos para o controle de nematoides gastrintestinais representam um avanco
significativo na busca por alternativas terapéuticas. A necessidade urgente por
solucdes eficazes e sustentaveis para combater as nematodioses. Apesar do grande
potencial demonstrado, o estudo dos 6leos essenciais e seus compostos ainda exige
investigacbes mais aprofundadas para que se possa compreender completamente
seus mecanismos de acao e validar sua eficacia. A identificacdo dos principios ativos
presentes é um passo crucial. E preciso isolar e caracterizar os compostos bioativos
responsaveis pela atividade anti-helmintica, para que se possa entender como atuam

sobre os nematoides.
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6. CONCLUSAO

O Oleo essencial de aroeira (S. terebinthifolius Raddi) e o limoneno puro
comercial mostraram-se eficientes frente a inibicdo da ecloséao larval dos ovos de

nematoides gastrintestinais de ovinos.

Com base nos resultados, sugere-se a realizagdo de mais estudos, como

ensaios in vivo.
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