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RESUMO

Os nematodeos gastrintestinais (NGI) afetam significativamente a economia pecuaria ao
comprometer a saude dos bovinos, sendo tradicionalmente controlados com anti-helminticos
sintéticos. No entanto, o uso indiscriminado desses farmacos tem levado ao aumento da
resisténcia parasitéria, tornando necessario o desenvolvimento de novas estratégias para
otimizar sua eficacia. O 6leo essencial de Citrus aurantium var. amara (OECa) pode apresentar
efeito sinérgico contra parasitos e favorecer a permeacgéo transdérmica de farmacos. Assim, este
estudo avaliou a eficacia anti-helmintica da combinacdo do OECa com ivermectina (IVM),
tanto in vitro quanto in vivo, contra NGI de bovinos naturalmente infectados. O estudo incluiu
a analise do OECa por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. A atividade
anti-helmintica foi avaliada in vitro por meio do teste de desenvolvimento larval (TDL),
expondo larvas L1 a diferentes concentracdes do 6leo, da ivermectina e da combinagdo de
ambos. Para os testes in vivo, foi desenvolvida uma formulagéo pour-on contendo éleo essencial
e ivermectina, utilizando dleo vegetal de girassol como excipiente. A estabilidade da
formulacdo foi avaliada em diferentes temperaturas. Por fim, a eficdcia anti-helmintica foi
analisada em bovinos naturalmente infectados, por meio do teste de reducdo da contagem de
ovos fecais (RCOF). As analises estatisticas foram realizadas com célculo de médias e desvio
padrdo. A andlise quimica identificou o limoneno (59,94%) e a carvona (4,93%) como 0s
principais constituintes do 6leo. O ensaio in vitro de TDL revelou que o OECa apresentou uma
ICso (concentracdo inibitoria média) de 0,554 £+ 0,006 mg/mL, enquanto a ivermectina isolada
teve uma ICso de 2,432 + 0,053 ng/mL. A combinagdo dos compostos demonstrou sinergismo,
com um Synergy Score (SS) de 14,71 e um Combination Sensitivity Score (CSS) de 65,58. Uma
formulag&o pour-on da combinacdo do OECa com IVM foi desenvolvida utilizando 6leo vegetal
de girassol como excipiente, mantendo-se estavel por trés meses sob diferentes temperaturas (5
°C, 25 °C e 37 °C), sem separagdo de fases ou degradagédo, e com pH constante (5,0). No
bioensaio in vivo, a formulacdo contendo a associacdo do OECa com IVM reduziu a excre¢ao
de ovos nas fezes em 40,60%. Contudo, ao avaliar os diferentes géneros de nematddeos,
observou-se que o OECa isolado foi altamente eficaz contra Haemonchus spp. (93%, IC 95%:
90-96), enquanto a combinagdo com ivermectina resultou em uma reducdo de 88% (IC 95%:
84-93). Para Cooperia spp., acombinacdo apresentou menor eficacia (20% IC 95%: 14— 27) em
comparacdo a ivermectina isolada (40% IC 95%: 29-51). Da mesma forma, contra
Oesophagostomum spp., a combinacédo teve efeito modesto (9% IC 95%: 6-11), enquanto a
IVM isolada foi mais eficaz (51% IC 95%: 48-55). Os resultados indicam que o OECa
apresenta atividade anti-helmintica promissora, especialmente contra Haemonchus spp., e pode
atuar sinergicamente com a ivermectina. No entanto, sua eficacia in vivo contra outros géneros
foi limitada. Pesquisas adicionais sdo necessarias para otimizar futuras formulac6es e explorar
seu potencial na terapia anti-helmintica.

Palavras-chave: Produtos naturais; Combinagdo de compostos; Helmintoses em bovinos.



ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes (GIN) significantly impact the livestock economy by compromising
cattle health and are traditionally controlled with synthetic anthelmintics. However, the
indiscriminate use of these drugs has led to increased parasite resistance, making it necessary
to develop new strategies to optimize their efficacy. The essential oil of Citrus aurantium var.
amara (OECa) may have a synergistic effect against parasites and enhance the transdermal
permeation of drugs. Thus, this study evaluated the anthelmintic efficacy of the combination of
OECa with ivermectin (IVM), both in vitro and in vivo, against GIN in naturally infected cattle.
The study included the analysis of OECa by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
Anthelmintic activity was evaluated in vitro using the larval development test (LDT), exposing
L1 larvae to different concentrations of the oil, ivermectin, and their combination. For the in
vivo tests, a pour- on formulation containing essential oil and ivermectin was developed, using
vegetable sunflower oil as an excipient. The formulation's stability was assessed at different
temperatures. Finally, anthelmintic efficacy was analyzed in naturally infected cattle through
the fecal egg count reduction test (FECRT). Statistical analyses were performed by calculating
means and standard deviations. Chemical analysis identified limonene (59.94%) and carvone
(4.93%) as the main constituents of the oil. The in vitro LDT assay showed that OECa had a
median inhibitory concentration (IC50) of 0.554 + 0.006 mg/mL, while ivermectin alone had
an 1C50 of 2.432 £ 0.053 ng/mL. The combination of the compounds demonstrated synergy,
with a Synergy Score (SS) of 14.71 and a Combination Sensitivity Score (CSS) of 65.58. A
pour-on formulation combining OECa with IVM was developed using vegetable sunflower oil
as an excipient, remaining stable for three months at different temperatures (5 °C, 25 °C, and 37
°C), without phase separation or degradation, and with a constant pH (5.0). In the in vivo
bioassay, the formulation containing the combination of OECa and IVM reduced egg excretion
in feces by 40.60%. However, when evaluating different nematode genera, OECa alone was
highly effective against Haemonchus spp. (93%, 95% CI: 90-96), while its combination with
ivermectin resulted in an 88% reduction (95% CI: 84-93). For Cooperia spp., the combination
showed lower efficacy (20%, 95% CI: 14-27) compared to ivermectin alone (40%, 95% CI.
29-51). Similarly, against Oesophagostomum spp., the combination had a modest effect (9%,
95% CI: 6-11), while IVM alone was more effective (51%, 95% CI: 48-55). The results
indicate that OECa has promising anthelmintic activity, especially against Haemonchus spp.,
and may act synergistically with ivermectin. However, its in vivo efficacy against other genera
was limited. Further research is needed to optimize future formulations and explore its potential
in anthelmintic therapy.

Key-words: Natural products; Compound combination; Helminthiases in cattle.
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1. INTRODUCAO

As infecgbes por nematoides gastrointestinais (NGI) em ruminantes séo
responsaveis por perdas econémicas significativas na producéo pecuaria, levando a reducéo
do ganho de peso, diminuicdo da producao de leite e, em casos graves, morte animal (Craig,
2018; Charlier et al., 2020). O controle dessas infec¢des tradicionalmente depende do uso
de anti-helminticos sintéticos (Herath et al., 2021). No entanto, o uso continuo desses
compostos levou a selecdo de individuos resistentes em varias regides do mundo (Kaplan,
2020; Soutello et al., 2007). Esse cendrio ressalta a necessidade urgente de explorar
estratégias que aumentem a eficacia dos anti-helminticos disponiveis, como a ivermectina
(IVM).

A administracdo transcutanea usando formulagdes pour on €& amplamente
empregada devido a sua praticidade e a reducdo do estresse e lesbes aos animais durante a
aplicacdo (Leathwick et al., 2013; Laffont et al., 2001). No entanto, esse método pode n&o
garantir exposicdo prolongada ao ingrediente ativo, comprometendo a eficcia no controle
de parasitas adultos (Leathwick et al., 2021). Portanto, incorporar compostos naturais com
atividade anti- helmintica e propriedades de aumento da absorcéo pela pele em formulacdes
pour on representa uma abordagem promissora.

Oleos essenciais (OEs) derivados de plantas ganharam atencio por seu potencial
farmacoldgico e pela diversidade de compostos bioativos (Sharifi-Rad et al., 2017). Um
exemplo notavel é OE de Citrus aurantium var. amara L. (laranja amarga), obtido da casca
da fruta, um subproduto que constitui aproximadamente 50% do volume total da fruta
(Vukic et al., 2023). Este 6leo exibe propriedades bioativas, incluindo eficacia anti-
helmintica contra diferentes estigios de desenvolvimento de NGI (Garbin et al., 2021,
Ferreira et al., 2018).

Entre os principais compostos do OE de C. aurantium var. amara, o limoneno se
destaca devido a sua atividade anti-helmintica in vitro (Katiki et al., 2017). Alem disso, o
limoneno pode alterar o arranjo lipidico do estrato corneo, aumentando a permeabilidade
da pele e facilitando a administracdo transdérmica de medicamentos (Yang et al., 2020).

A combinagéo de IVM com OEs, como C. aurantium var. amara (OECa), oferece
uma estrateégia potencial para o gerenciamento de NGI resistente, empregando diferentes
mecanismos de acdo (Ali-Shtayeh et al., 2019). O potencial do limoneno como um
intensificador de absorgdo transdérmica pode melhorar a eficacia das formulagdes pour on,
proporcionando um tratamento mais eficaz e seguro para ruminantes (Hennessy, 1997;
Leathwick et al., 2013).

13



14

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 NEMATODEOS GASTROINTESTINAIS (NGI)

Os NGI sdo um grupo de vermes parasitos que infectam o trato gastrointestinal de seres humanos
e animais. Eles pertencem ao Filo Nematoda e incluem varias espécies que podem causar
doengas em seus hospedeiros (Craig, 2018). Em relacdo ao gado, esses parasitos representam
uma ameaca consideravel para os ruminantes, uma vez que as pastagens, que compdem a maior
parte de sua alimentacdo, acabam servindo como um veiculo de transmissdo para 0os NGI (
Rashid et al., 2018)

Os géneros mais frequentemente encontrado em bovinos sdo Haemonchus spp.,
Ostertagia spp., e Trichostrongylus spp. no (abomaso); Cooperia spp, € Nematodirus spp. no
(intestino delgado); Oesophagostomum spp. (intestino grosso) (Charlier et al., 2020).

A maioria dos NGI de bovinos tém um ciclo de vida direto (Figura 1). Os ovos séo
eliminados nas fezes e se desenvolvem com mudas sucessivas desde a larva de primeiro estagio
(L1) até o terceiro estagio infeccioso (L3), com as condigdes de temperatura e umidade ideais.
As L3 gue tem como caracteristica a presenca de uma bainha para suprir condi¢Ges adversas,
migram das fezes para a forragem. Apos a ingestdo por um hospedeiro adequado, a L3 sai da
bainha no rimen e o desenvolvimento posterior ocorre na mucosa do abomaso ou no intestino,
dependendo da espécie. Apos 2 mudas adicionais, os adultos emergem na superficie da mucosa,
cerca de 3 semanas ap0s a infeccao. Depois do acasalamento, a fémea libera os ovos, reiniciando
o ciclo (Charlier et al., 2020).

Os sintomas clinicos sdo caracterizados principalmente por diarreia, pelagem opaca,
anorexia e perda da condi¢do corporal (Zajac et al., 2020). A transmissdo de NGI para humanos
ndo € amplamente documentada, sendo relatada, de forma mais consistente, para pequenos
ruminantes, especialmente em infec¢Ges causadas por Trichostrongylus spp. Esses casos séo
geralmente isolados e observados com maior frequéncia em comunidades pastorais, onde ha
maior exposicdo ao ambiente contaminado (Bhat et al., 2023). Embora a maioria das infecgdes
seja assintomatica, em situacdes especificas, larvas de quarto estadgio (L4) e formas adultas
podem causar inflamacao na mucosa intestinal e dano tecidual. Em infec¢des com elevada carga
parasitaria, também ha relatos de evolugdo para eosinofilia e anemia (Flay et al., 2022).

Além das implicacdes de salde e bem-estar animal, os NGI afetam negativamente a

economia. O Brasil é o0 segundo maior produtor de carne bovina, e as perdas anuais estimadas
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na producdo de carne bovina devido a esses parasitos € de 7,11 bilhdes de reais (Grisi et al.,
2014). Paralelo a isso, conforme a populacdo mundial cresce e renda se eleva nos proximos dez
anos, é previsto um aumento de aproximadamente 14% no consumo de carne até 2030 (Strydom
etal., 2023). Ademais, a producéo de carne deve aumentar em torno de 5,9% para atender uma
parcela da crescente procura por carne (OCDE-FAO, 2021). Com isto, medidas devem ser

implementadas para mitigar o impacto do parasitismo na satde publica.

2.2 ANTI-HELMINTICOS COMERCIAIS

Os anti-helminticos sintéticos sdo os medicamentos mais utilizados no controle de
parasitos gastrointestinais e que ainda apresentam eficacia adequada (Calvete et al, 2020).
As classes utilizadas para este fim sdo benzimidazois, imidazotiazois, lactonas
macrociclicas, e salicilanilidas, contendo alvos Unicos no parasito (Herath, et al., 2021).

Os benzimidazo6is atuam interrompendo o desenvolvimento dos ovos dos parasitos
ao bloquear a producao de tubulinas, proteinas essenciais para a divisdo celular e obtengédo
de energia (Son et al., 2020). Entre os principios ativos dessa classe, destacam-se 0
albendazol e o tiabendazol, amplamente utilizados no controle de infestagdes parasitarias
(Janke et al., 2020). Outro grupo de compostos, 0s imidazotiazdis, age de forma diferente:
como bloqueadores neuromusculares despolarizantes, esses compostos se conectam aos
receptores nicotinicos de acetilcolina, intensificando sua atividade e resultando em
uma superdespolarizacdo das membranas. Isso provoca contragdes repetidas nos parasitas,
levando-os, eventualmente, a morte; o levamisol é o principal composto dessa classe (Fascio
et al., 2015; Shetty et al., 2010). As salicilanilidas, por sua vez, exercem seu efeito
antiparasitario interferindo nas reacdes mitocondriais que participam do transporte de
elétrons nos nematodeos, reduzindo a producdo de ATP. Essa interferéncia energética é
acompanhada por uma paralisia espastica rapida, causada pelo aumento da concentracéo
de ions de célcio nas células musculares dos parasitos (Swan et al., 1999). Um exemplo
bem conhecido desta classe é o closantel, que possui efeito marcante sobre parasitas de

grande impacto econémico (Bushra et al., 2019).
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O grupo das lactonas macrociclicas € representado pelas avermectinas e milbemicinas,
e tem como principal meio de a¢do nos tecidos do trato digestivo e na abertura dos canais de
cloro mediados por glutamato (Moreno et al., 2021). Dentro da classe das avermectinas, se
destaca a ivermectina, que foi descoberta em 1970, a partir do isolamento de produtos de
fermentacdo de Streptomyces avermitilis que consiste em uma mistura de dois homologos,
22,23-dihidro-avermectina Bla (80%) e 22, 23-di-hidro- avermectina B1b (20%) (Errecalde et
al, 2021). O seu mecanismo de acdo se baseia no blogueio da conducdo de impulsos nervosos,
utilizando canais i6nicos regulados por glutamato ou acido g-aminobutirico. Este efeito causa
a paralisia e morte do nematddeo, inibindo sua alimentagdo, motilidade e reproducdo (Martin
etal., 2021).

Nas Ultimas décadas, varias vias de administracdes foram projetadas para a aplicacédo da
ivermectina, como solug@es injetaveis, comprimidos, pastas orais, solucdes orais e formulacdes
pour on (Xu et al., 2020). As formulac¢Ges pour on limitam o risco de ferimentos ao usuério e ao
animal, além de ter um modo de aplicagdo mais pratico (Figura 2) (Canga et al., 2009).
Geralmente, a aplicacao é realizada em um Gnico ponto (dai 0 nome “pour-on’), mas, em alguns
casos, podem ser necessarios Vvarios pontos para garantir uma distribuicdo adequada sobre o
animal ou para alcancar a dosagem ideal (Lavy et al., 2022). Alguns medicamentos
permanecem temporariamente no pelo e na camada de sebo dos animais, sendo posteriormente
absorvidos e formando um depésito na derme. A partir desse depdsito, 0 medicamento é
liberado gradualmente, proporcionando uma liberacdo prolongada (Lavy et al., 2022).

Dessa forma, assim como ocorre com qualquer agente terapéutico administrado a
animais produtores de alimentos, a presenca de residuos de ivermectina nos tecidos animais
representa uma questdo de significativa relevancia, pois envolve a seguranca dos consumidores
de produtos de origem animal (Pawar et al., 2021). O carater altamente lipofilico da
ivermectina, e as diferentes proporcBes de gordura nos musculos, podem ser a razdo para a

distribuicéo irregular dos residuos (Suvarna et al., 2023).
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O contetdo de gordura no musculo também ¢ afetado pela idade, espécie, raga,
nutricdo e manejo animal, e assim, a quantidade de residuos que podem ser encontrados
pode variar dependendo dessas circunstancias (Moreno et al., 2007). Em bovinos, a taxa de
eliminacdo da ivermectina apresentou variagdes, com uma meia-vida méedia de 7,6 dias para
a gordura e 4,8 dias para o figado. Portanto, a meia-vida da ivermectina em bovinos pode
variar, mas geralmente é longa, permitindo que o medicamento persista nos tecidos por um

periodo prolongado (Chiu et al., 1986).

Figura 2. Aplicacao de produtos pelo método pour-on. (Wormer
administration 2014).

2.3 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

O uso frequente e aplicacBes irregulares de compostos anti-helminticos, selecionou
individuos resistentes (Potarniche et al., 2021). A resisténcia anti-helmintica (RA) se
caracteriza, como, uma perda hereditaria da sensibilidade do anti-helmintico em uma populacéo
gue anteriormente era suscetivel (Fissiha, Kinde, 2021). O progresso da RA ocorre quando 0s
parasitos sobreviventes ao tratamento, transmitem seus genes ligados a resisténcia aos seus
descendentes (Sangster et al., 2018). O resultado de numerosos estudos cientificos aponta, em
niveis variaveis, um aumento da resisténcia dos helmintos contra os conhecidos grupos de anti-
helminticos (Mickiewicz et al, 2021).

A resisténcia a anti-helminticos individuais, como a IVM , esta inclusa na resisténcia as

lactonas macrociclicas. Com o relato de que os alvos do tratamento como 0s canais de cloreto
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controlado por ligantes (GIuCIRs) tenham sofrido mutacBes nos genes responsaveis pela
codificacdo de suas proteinas (Kotze et al., 2014). As mutaces em GIuCIRs foram investigadas
em amostras de Haemonchus contortus que mostraram resisténcia a ivermectina e a
moxidectina, um alelo de um gene da subunidade GluCla sendo identificado com maior
frequéncia (Kenealy, 2019). Isso sugere que uma mutacdo neste gene especifico pode estar
associada a resisténcia ao grupo das lactonas macrociclicas (Kotze et al., 2014).

Além disso, ha relatos de resisténcia nas proteinas denominadas de P-gp, que funcionam
como transportadores de membrana presentes em muitos organismos incluindo nematddeos.
Essas proteinas desempenham o papel de eliminacdo de toxinas e moléculas hidrofobicas como
ivermectina e outras drogas através do mecanismo de bomba de efluxo celular (Lespine et al.,
2024). A resisténcia a IVM associada a Pgps também foi relatada em H. contortus. De forma
mais consistente, a PGP-2 foi identificada como estando ligada a resisténcia a IVM (Reyes-
Guerero et al., 2020).

A administracdo de dose incorreta e inadequada de anti-helmintico € um dos principais
fatores que podem contribuir para o desenvolvimento de RA (Fissiha, Kinde, 2021). Uma das
formas de administracdo como as formulagdes pour on, que surgiu como uma forma pratica de
aplicacdo, tém sido associadas a baixa disponibilidade plasmatica e concentragdes
subterapéuticas em bovinos (Lekimme et al., 2010). Por sua vez, essa subdosagem permite a
sobrevivéncia de vermes heterozigotos resistentes e, portanto, contribui para a selecéo de cepas
resistentes (Riaz et al., 2024).

Porém, apesar de ser preferivel a administracdo da IVM por via subcutanea, as suas
propriedades fisico-quimicas e comportamento farmacocinético, devido a sua natureza
altamente lipofilica, diminui sua absorcdo gastrointestinal e estabilidade (Leathwick et al.,
2013; Xu et al., 2020). Dessa forma, € um farmaco que apresenta baixa solubilidade e alta
permeabilidade, incentivando a investigacdo de novas estratégias para melhorar o desempenho

das formas farmacéuticas para aplicacdes veterinarias e humanas (Patel et al., 2018).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oes tém sido frequentemente utilizados na pratica popular ao longo da histéria. Se
caracterizam por ser liquidos oleosos que sdo extraidos de varias partes das plantas (folhas,
sementes, madeiras, cascas, raizes, flores, frutos e rizomas) (Aumeeruddy-Eralfi et al., 2018).
Os principais constituintes dos OEs podem ser categorizados de acordo com o ndmero de

hidrocarbonetos, sendo eles: terpendides, sesquiterpenos, diterpeno e fenilpropandides
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(Stephane et al., 2020). Se destacam por apresentarem diferentes tipos de atividades bioldgicas
incluindo antibacteriana, antifingica, anticancerigena e, também, anti-helmintica (Alvarez-
Martinez et al., 2021; Rashed et al., 2021; Sharma et al., 2022; Ferreira et al., 2018).

A espéecie Citrus aurantium var amara L. (familia Rutaceae) também conhecida
popularmente como a laranja amarga (Figura 3), € uma das culturas mais antigas e
comercializadas (Panwar et al., 2021). Suas origens ainda sdo bastantes debatidas, mas acredita-
se que tenha se originado no sudeste da Asia (Dozoky, Setzer, 2018). E abundante em
substancias bioativas, incluindo fendlicos, flavonoides e terpenoides, sendo bastante utilizada
para fins terapéuticos (Maksoud et al., 2021). Outra variedade dessa espécie, Citrus aurantium
var. dulcis, possui como principal componente do éleo essencial o limoneno, que demonstrou
eficiéncia in vitro na inibigcdo da eclosdo de ovos de H. contortus, indicando potencial anti-
helmintico (Mesquita-Sousa et al., 2023).

O Brasil lidera o ranking mundial de exportacao de frutas citricas processadas, com mais
de 18 milhGes de toneladas (Neves et al., 2020). Essa producdo em massa, acaba gerando muitos
residuos como cascas e sementes, 0 que pode ocasionar problemas ambientais (Mohsin et al.,
2022). Mas os residuos, possuem oportunidades de aproveitamento, principalmente a casca,
pois € a principal fonte de extracdo de 6leo essencial (Andrade et al., 2023).

A extracdo do OE da casca da laranja pode ser realizada de varias maneiras, incluindo
destilacdo a vapor, destilagdo por arraste de vapor, extracdo com solventes e extracdo por CO2
supercritico (Giwa et al., 2018). Na destilacdo a vapor a casca da laranja é aquecida com vapor
d'agua, permitindo que o OE seja liberado. O vapor contendo o OE é entdo resfriado e
condensado, resultando na separacdo do OE da dgua (Del Carmen Razola-Diaz et al., 2021).
Dessa forma, é um 6leo de féacil obtencdo, o que facilita para ser trabalhado em novas

formulacdes.



Figura 3. Frutos de Citrus aurantium var. amara (laranja amarga) na planta, caracterizados por sua
casca enrugada e cor vibrante (Klaus Rudloff, 2011).

2.5 ASSOCIACAO DE PRODUTOS NATURAIS COM SINTETICOS

Devido as grandes dificuldades associadas ao desenvolvimento de novas moléculas
anti- helminticas, a otimizacdo dos compostos existentes tem tido uma alta prioridade para
pesquisas na area. Dessa forma, a combinacdo de compostos sintéticos com OEs pode
combater as implicacdes negativas das grandes doses efetivas, como a selecdo de cepas
resistentes (Chopra et al., 2021). Os compostos, quando combinados, interagem de forma
diferente, gerando efeitos classificados como sinérgicos e antagbnicos. As interagdes
sinérgicas aumentam a atividade do farmaco, reforcando o efeito um do outro e afetando o
organismo alvo com mais eficiéncia (Adrar et al., 2016).

Em ruminantes, as combinacdes anti-helminticas podem ser usadas para retardar o
desenvolvimento da resisténcia, para controlar espécies especificas limitantes de dose
(Rehborg et al., 2023). A ldgica por trds do uso de combinagdes de drogas é que a
formulacdo com diferentes substancias pode reduzir a probabilidade de que vermes
individuais desenvolvam resisténcia, tornando o tratamento mais eficaz (cada produto
quimico com um modo de acdo/resisténcia diferente) em comparagcdo com o observado
guando uma unica molécula anti- helmintica ¢ usada (Zajickova et al., 2020).

Além disso, vermes adultos resistentes quando expostos a combinagdo de IVM +
limoneno, principal componente do OECa, apresentou menor expressao de proteinas de
transporte de transmembranas (PgP) que livra as células de moléculas toxicas, supondo que

o limoneno pode modular esses genes (Pacheco et al., 2022).
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Apesar de as formulagGes pour-on serem projetadas para a administragdo
transdérmica de farmacos, a degradacédo no local da aplicacdo, a biotransformacéo cutanea
e a ligacdo da VM ao pelo e/ou sebo sdo fatores que provavelmente contribuem para sua
biodisponibilidade relativamente menor (Gokbolut et al., 2010).

Nesse contexto, 0 OECa atua como um intensificador transdérmico, facilitando a
absorcéo do farmaco (Santos; Gonzatto 2023). Esse efeito ocorre devido a interacdo do OE
com os lipidios do estrato corneo, promovendo alteracGes na solubilidade dessas estruturas
e aumentando a particdo da droga para camadas mais profundas da pele. Como
consequéncia, hd um potencial aumento da biodisponibilidade sistémica, favorecendo a
eficacia do tratamento. Além disso, uma absorc¢do mais eficiente pode contribuir para um
efeito bioldgico mais prolongado, reduzindo a necessidade de doses elevadas e
minimizando impactos ambientais associados a persisténcia do farmaco no ambiente (De
Matos et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficicia da formulacdo pour on contendo a associagdo do 6leo essencial de
Citrus aurantium var. amara com ivermectina em bovinos naturalmente infectados por

nematodeos gastrointestinais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Identificar a composi¢do quimica do 6leo essencial de C. aurantium var. amara por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS);

- Avaliar a atividade anti-helmintica in vitro do 6leo essencial de C. aurantium var. amara e
da ivermectina, individualmente e em combinacdo, contra Haemonchus contortus por meio do

teste de desenvolvimento larvar (TDL);

- Verificar a estabilidade da formulacéo pour on da associacdo do 6leo essencial de C.

aurantium var amara com ivermectina;

- Avaliar in vivo a eficacia da formulacdo pour on da associacdo do 6leo essencial de C.

aurantium var amara com ivermectina;

- ldentificar os géneros de nematodeos presentes nos bovinos tratados, por meio da obtencao
e anélise de larvas de terceiro estagio (Ls), apos o tratamento com a formulacéo da combinacéo

do 6leo essencial de C. aurantium var. amara e ivermectina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANALISE QUIMICA

O oleo de Citrus aurantium var amara foi adquirido da Ferquima Ind. e Com. Ltda.
(Vargem Grande, Sdo Paulo). O seu grau de pureza foi avaliado em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra, com a
injecdo de 1 pL de solucdo 3:500 de 6leo em hexano (Auto injetor AOC-20i), foi utilizado uma
coluna capilar de silica Rtx-5MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de
didametro interno revestido com 5%- difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 pum de espessura
do filme). A temperatura do forno do CG foi programa de 60 °C a 240 °C (10 min) a 3 °C/min,
as temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferéncia e cAmara de ionizacdo foram de
250, 250 e 200 °C, respectivamente. Hélio foi usado como gés de arraste com fluxo de ImL/min.
Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrdnico a 70 eV com scans automaticos
(varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a 0,30 scans/s. A identificacdo dos componentes foi
baseada no tempo e indice de retencdo linear (série de n-alcanos C8-C40), na interpretacéo e
comparacdo dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas Adams 2006, Nist 2011 e
FFNSC 2 (Adams, 2017).

4.2 TESTE IN VITRO

O uso de animais para fins de doacéo e infecgOes experimentais foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Maranh&o, Brasil
(Protocolo n° 23115.002637/2023-43).

O ensaio in vitro foi realizado utilizando Haemonchus contortus como modelo para
nematddeos parasitas de ruminantes. A cepa de H. contortus foi isolada a partir de vermes
adultos coletados de abomasos de cabras em matadouros no Maranh&o, Brasil. Os vermes foram
macerados e misturados com fezes de cabras ndo infectadas (Silva et al., 2020). Ensaios
anteriores de eclosdo de ovos in vitro confirmaram resisténcia aos benzimidazois.

Trés cordeiros mesticos da raga Santa Inés foram infectados oralmente com 2.000 larvas
de terceiro estagio (Ls). Fezes frescas desses animais foram utilizadas para o teste de

desenvolvimento larval.



4.2.1 Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL)

O teste de desenvolvimento larvar foi realizado conforme descrito por Demeler et
al. (2010). Os ovos de H. contortus foram coletados de animais artificialmente infectados.
Fezes frescas foram maceradas e processadas através de uma série de peneiras (500 pm,
105 pm, 55 pm e 25 um), retendo os ovos na malha de menor tamanho. Em seguida, 0s
ovos foram suspensos em solucdo salina saturada e lavados com agua destilada.

Uma suspensédo contendo 100 pL de ovos foi adicionada a cada pogo de uma placa
de 96 pocos, que foi incubada a 27 °C e 80% de umidade relativa em uma camara B.O.D.
Apds 24 horas, foi adicionado um meio de cultura [LC1], composto por uma mistura 2:2:1
de levedura/extrato de Earle, anfotericina B (0,5 mg/mL) e Escherichia coli K12 liofilizada
(3,8 mg/mL, suspensa em &gua destilada estéril). O meio continha 12 concentra¢des do
OECa (variando de 10 a 0,005 mg/mL), diluido em 1% de DMSO. Todas as concentraces
foram testadas em triplicata.

A IVM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada em concentracdes
variando de 100 a 0,04 ng/mL. As placas foram incubadas por mais cinco dias a 27 °C e 80%
de umidade relativa na cdmara B.O.D.

A proporcdo de larvas Li e Lz foi determinada por meio de um microscopio
invertido.. Os dados foram transformados logaritmicamente, normalizados e analisados por
regressdo ndo linear para estimar a concentracdo inibitéria média (ICsg), utilizando o

software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Inc., San Diego, EUA)

4.2.2 Combinacéao de doses

24

Os valores de ICso para OECa (0,554 mg/mL) e para a IVM (2,432 pM) foram

determinados conforme descrito anteriormente. Com base nesses valores, foram preparadas 10

doses (trés acima e seis abaixo da ICsp) por meio de dilui¢Ges seriadas.

As doses utilizadas para o OECa foram: 0,009, 0,017, 0,035, 0,069, 0,139 0,278,
0,555, 1,11, 2,22 e 4,44 mg/mL.. Para a ivermectina, as doses foram: 0,038, 0,076, 0,152, 0,304,
0,608, 1,217, 2,432, 1,866 € 0,732 ng/mL. Essas doses foram combinadas para criar uma matriz

de 10 concentragdes, incluindo um controle com 1% de DMSO.
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O efeito da combinacdo foi avaliado pelo modelo Highest Single Agent (HSA), que
preveé o efeito combinado com base no agente individual mais eficaz na dose utilizada. Escores
de sinergia (Synergy Scores — SS) superiores a 5 indicaram forte sinergismo, enquanto escores
inferiores a 5 indicaram antagonismo.

O Combination Sensitivity Score (CSS) foi calculado com base na area sob as curvas
dose-resposta log10 IC50 (Malyutina et al., 2019). Todos os calculos foram realizados
utilizando o software SynergyFinder Plus (Zheng et al., 2022).

4.3 FORMULACAO E ESTABILIDADE

O OECa é classificado como de baixo risco de fototoxicidade e, quando testado em uma
concentracdo de 10%, ndo causou irritacdo ou sensibilizacdo em 25 voluntarios humanos. Além
disso, os principais compostos presentes no éleo pertencem a categoria de toxicidade grau 11,
com DLso entre 500 mg/kg e 5000 mg/kg (Dosoky e Setzer, 2018).

Foi preparada uma formulacao pour on (100 mL) contendo 5 g do OECa e 0,5 g de IVM.
O 6leo de girassol, escolhido por ndo apresentar atividade anti-helmintica, foi utilizado como
excipiente principal para completar o volume da formulagéo para 100 mL.

A formulacdo foi submetida a um estudo de estabilidade acelerada conforme as
diretrizes da ANVISA (2004). Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 1
hora para avaliacdo da estabilidade macroscopica, sendo a separacéo de fases classificada em
quatro categorias: (1) auséncia de separagéo de fases, (2) leve separacdo de fases, (3) 50% de
separacdo de fases e (4) mais de 50% de separacdo de fases, conforme os critérios de LABA
(1993).

Em seguida, as amostras foram armazenadas em tubos de centrifuga de 15 mL sob trés
condigdes: temperatura ambiente (20-25 °C), refrigeracéo (3-8 °C) e incubagdo em camara (40
1 2°C). As avaliagdes de aparéncia, cor, odor, pH e viscosidade foram realizadas ap6s 24 horas,

30 dias e 90 dias, com andlise de trés amostras por condicéo.

4.4 TESTE IN VIVO

O ensaio in vivo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal (CEUA-UFMA, Protocolo
n°23115.002630/2023-21) e conduzido em uma fazenda de gado na Amazdnia brasileira (-4,31,
-46,23) durante a estacdo seca. O estudo utilizou bovinos da raca Nelore, naturalmente
infectados por nematddeos gastrintestinais (NGI) e sem nenhum tratamento previo. Os animais

eram machos, com idade entre 10 e 12 meses e peso médio de 267 Kkg.
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Para a avaliacdo da eficécia dos tratamentos, foi realizado um teste padronizado de
reducdo da contagem de ovos fecais (RCOF), conforme descrito por Coles et al. (2006). No dia
0, os bovinos foram pesados e amostras fecais foram coletadas direto da ampola retal para
agrupamento dos animais com base no peso e na contagem de ovos fecais, utilizando a técnica
de McMaster modificada (Paras et al., 2018). Para a contagem de ovos, 4 g de fezes foram
macerados com 25 mL de cloreto de sodio saturado (NaCl) com densidade especifica superior
a 1,2. A solucéo resultante foi utilizada para preencher duas camaras de McMaster distintas,
permitindo a contagem de ovos em até trés quadrantes. Esse método tem sensibilidade de 16
ovos por grama de fezes (OPG).

Além disso, foi realizada cultura fecal para identificacdo das larvas de terceiro estagio
(Ls), seguindo a metodologia de Roberts e O'Sullivan (1950), com a identificacdo do género
dos nematddeos baseada nos critérios descritos por Van Wyk e Mayhew (2013).

Os animais foram divididos em trés grupos (n = 28 por grupo). Grupo 1: Tratado com a
formulacdo pour on contendo OECa e IVM (1 mL por 10 kg de peso corporal, fornecendo 50
mg/kg de OECa e 5 mg/kg de IVM). Grupo 2: Tratado com a formulagdo contendo apenas
OECa (1 mL por 10 g de peso corporal). Grupo 3: Tratado com a formulagdo contendo apenas
IVM (1 mL por 10 kg de peso corporal). Os animais tratados foram separados para evitar
contaminacdo cruzada por lambedura. Reac6es adversas na pele ou outros sinais clinicos foram
monitorados nas primeiras duas horas apos o tratamento e diariamente no final do estudo. No
dia 15, amostras fecais foram coletadas e a contagem de ovos fecais e a cultura fecal também
foram realizadas. Os dados in vivo foram expressos como médias ou médias + desvios-padréo.
O RCOF (%) foi calculado usando a formula: RCOF (%) = 100 x (1 — T2/T1), onde T2 é o
EPG médio 15 dias ap6s o tratamento e T1 é o EPG médio no dia 0. Os célculos foram
realizados usando a plataforma shiny-eggCounts, que fornece uma interface web intuitiva para
analisar dados de contagem de ovos fecais com base no pacote R eggCounts. A plataforma
permite a modelagem de resisténcia e eficacia anti-helmintica usando dados de nivel individual.

A metodologia segue a abordagem descrita por Wang et al. (2018).
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE QUIMICA

A composic¢do quimica do OECa esta apresentada na Tabela 1. A analise por GC-MS
identificou o limoneno como o constituinte principal, correspondendo a 59,94% do 6leo,
seguido pela carvona, com 4,93%. Outros compostos, com média de 0,51%, foram identificados

em baixas porcentagens (<4%).

Tabela 1. Composicéo quimica do 6leo essencial de Citrus aurantium var. amara

Composto RI2 Area %
a-pineno 5.827 0.49
Sabineno 6.906 0.20
b-pineno 7.024 0.35
Mirceno 7.382 0.09
Octanal <n-> 7.733 0.03
Limoneno 8.729 59.94
Para-cimeno 10.854 0.08
Linalol 11.232 0.04
trans-para Mentha-2,8-dien-1-ol 12.072 0.84
Limona ketone 12.494 0.08
cis-oxido limoneno 12.788 3.04
Cis-para-mentha-2,8-dien1-ol 14.698 0.57
Trans-oxide-limoneno 12.788 3.04
Acetofenona 14.698 0.10
Trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 14.853 0.27
Alpha-terpineol 14.990 0.06
Octanol acetate 15.881 0.08
Carveol trans 16.190 3.15
Menta-1(7),8-dien-2-ol<cis-p> 16.553 0.14
Carveol cis 16.681 0.99
Carvone 17.245 493
Linalol acetate 17.733 0.19
Carvone oxide<cis> 18.133 0.31
Perilla aldehyde 18.526 0.23
Carvone oxide<trans> 18.704 0.49
Limonen-10-ol 19.220 0.06
Perilla alcohol 19.589 0.40
NI - 19,81
100

NI — Compostos néo identificados. RI?— Indice de retenco linear
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5.2 TESTE DE DESENVOLVIMENTO LARVAR (TDL)

O OECa demonstrou eficécia in vitro, com um ICso de 0,554 + 0,006 mg/mL no TDL
(Tabela 2). A ICso média para a IVM foi de 2,432 + 0,053 ng/mL (Tabela 2). A eficécia da
combinacdo do OECa com a IVM também foi avaliada utilizando o TDL. Os mapas de sinergia
e os escores de sensibilidade estdo apresentados na Figura 1.

A combinacdo do OECa com a IVM apresentou sinergismo, com um Synergy Score (SS)
de 14,71 e um Combination Sensitivity Score (CSS) de 65,58. ConcentracGes sinérgicas (em
vermelho) foram observadas predominantemente em doses do OECa a partir de 0,304 mg,
especialmente em combinacdo com concentracbes de IVM entre 0,152 mg e 2,433 mg. Por
outro lado, interacfes antagonicas (em verde) foram identificadas em doses mais baixas de
OECa (0 a 0,152 mg), combinadas com ivermectina em diversas concentrac@es, incluindo 2,433

mg e acima.

Tabela 2. A média e o desvio padréo das concentragdes de inibi¢do necessarias para atingir 50%
(ICs0) do desenvolvimento larval de H. contortus in vitro, com respectivos intervalos de
confianca de 95% (1C95%).

Composto IC50 £SD 1C95% R2
C. aurantium var amara 0,554+0,006 mg/mL 0,515-0,597 0,99
Ivermectina 2,432+0,053 ng/mL 2,174-2,731 0,96

R? = coeficiente de regressdo. O valor de R? quantifica a qualidade do ajuste ndo-linear da curva de regresséo
realizada para estimar a 1Csy.
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Mean: 14.71 (p = 3.96e-13)
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Figura 4. Mapa de calor com pontuag6es de sinergismo da combinagdo do OEca com IVM de
acordo com o modelo matematico HSA. A cor vermelha indica sinergismo e a verde

antagonismo.

5.3 TESTE DE ESTABILIDADE

Todas as formulagfes mantiveram uma aparéncia homogénea, caracterizada por um
liquido claro e de cor amarelo-claro, com um odor distinto de laranja. A textura permaneceu
oleosa e ligeiramente viscosa, sem separacéo de fases ou cristalizacdo observadas. Nao foram
detectados sinais de degradacdo ou instabilidade sob diferentes condi¢cdes de armazenamento
(5 °C, 25 °C e 37 °C) ao longo de um periodo de 3 meses. O pH das formulacdes foi

consistentemente mantido em 5,0. Apds centrifugagéo, ndo foi observada separacéo de fases.
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Figura 5. Tubos do tipo Falcon contendo 1° mL da formulagdo. 1 — Armazenado a 5°C. 2 -
Armazenado a 25°C. Armazenado a 37°C.

5.4 TESTE IN VIVO

A Tabela 3 apresenta a porcentagem de RCOF para diferentes espécies de nematoides
gastrointestinais tratadas com ivermectina, 6leo essencial de Citrus aurantium var. amara € a
combinacdo desses compostos. Para Haemonchus spp., o tratamento com OECa isolado (G2)
resultou na maior reducdo da carga parasitaria (93%, IC 95%: 90-96), seguido pela combinagéo
de OECa e IVM (G1), que mostrou um RCOF de 88% (IC 95%: 84-93). Em contraste, 0 grupo
tratado com IVM isolado (G3) mostrou um aumento relativo na carga parasitaria, com um
RCOF negativo de -44% (IC 95%: -46 a -42).

Para Cooperia spp., 0 grupo tratado com a combinagéo (G1) apresentou uma reducéo
de 20% (IC 95%: 14-27). O tratamento com OECa isolado (G2) resultou em um aumento na
carga parasitaria (-16%, 1C 95%: -31 a -2), enquanto I\VM isolado (G3) levou a uma reducdo de
40% (IC 95%: 29-51). Quanto a Oesophagostomum spp., a combinagédo (G1) reduziu a carga
parasitaria em 9% (IC 95%: 6-11), enquanto OECa isolado (G2) levou a um aumento relativo
na contagem de ovos (-19%, IC 95%: -20 a -17). Por outro lado, IVM isolado (G3) foi a
estratégia mais eficaz, com uma reducédo de 51% (IC 95%: 48-55).

Por fim, considerando a reducdo geral da carga parasitaria sem especificacdo de espécie
(reducdo ndo especificada de RCOF), a combinacdo (G1) resultou em uma reducao de 40% (IC
95%: 30-49). O tratamento com OECa isolado (G2) teve um efeito quase nulo (0,7%, IC 95%:
0,2-1), enquanto IVM isolado (G3) levou a uma reducdo de 33% (IC 95%: 22-42).
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Tabela 3. Porcentagem de RCOF (IC 95% inferior e superior) para diferentes espécies de
nematddeos gastrintestinais tratados com ivermectina (IVM), dleo essencial de C. aurantium
var. amara (OECa) e a combinagdo de OECa com IVM in vivo.

Espécies de nematddeos Gl G2 G3
Haemonchus spp. 88% (84 — 93) 93% (90 — 96) -44% (-46 — -42)
Cooperia spp. 20% (14 - 27) -16% (-31--2)  40% (29 - 51)
Oesophagostomum spp. 9% (6 —11) -19% (-20 —-17)  51% (48 - 55)
Reducdo de RCOF ndo 40% (30 — 49) 0,7% (0,2-1) 33(22-42)

especificada

G1 - Associacdo. G2 — OECa. G3 — IVM.
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6. DISCUSSAO

O limoneno é um terpeno presente em Oleos essenciais de diversas plantas, sendo
predominante nas cascas de frutas citricas como laranja e limdo (Anandakumar et al., 2020).
Esse composto destaca-se por suas mdaltiplas bioatividades, incluindo acdo inseticida e
antiparasitaria (Moungthipmalai et al., 2023; Moreno et al., 2018). No OECa, o limoneno
corresponde a 59,94%, sendo o constituinte majoritario.

Apesar de sua ampla distribuicéo e bioatividade, o limoneno apresenta baixa eficacia na
inibicdo da eclosdo de ovos e na redugéo da motilidade larval de Haemonchus contortus (Katiki
et al., 2014; Bortoluzzi et al., 2021).

No entanto, 0 OECa demonstrou potencial na inibi¢cdo do desenvolvimento larvar, com
um ICso de 0,55 mg/mL. De maneira semelhante, o 6leo essencial de Citrus sinensis, composto
por 96,0% de limoneno, também apresentou atividade, com ICso de 0,97 mg/mL. Esses
resultados sugerem que a atuacdo do limoneno estd associada ao comprometimento do
desenvolvimento larvar de nematddeos (Gainza et al., 2015).

Diante de um possivel mecanismo de acdo do limoneno, a combinacdo de um oleo
essencial com um farmaco amplamente utilizado, mas que apresenta altas taxas de resisténcia,
pode representar uma estratégia promissora (Lanusse et al., 2018). Nesse contexto, a associagcdo
do 6leo essencial de C. aurantium var. amara (OECa) com ivermectina (VM) demonstrou
efeito sinérgico em determinadas concentracGes. A analise detalhada das doses revelou que o
sinergismo ocorre quando OECa é administrado a partir de 0,304 mg, em combinagdo com IVM
em concentracOes entre 0,152 mg e 2,433 mg. Em contrapartida, interagdes antagonicas foram
observadas em doses mais baixas de OECa (0 a 0,152 mg), quando combinadas com diferentes
concentracdes de ivermectina, incluindo as mais elevadas.

A interacdo sinérgica observada entre concentracdes mais elevadas de OECa e diferentes
doses de IVM pode estar relacionada a diversos fatores. O limoneno, principal componente
desse Oleo essencial, pode potencializar a agdo da ivermectina ao modular proteinas de
transporte associadas a resisténcia parasitaria (Pacheco et al., 2022). Esse efeito pode aumentar
a permeabilidade celular ou inibir mecanismos de defesa dos parasitas, tornando-0s mais
suscetiveis a agdo do farmaco. Além disso, a administragdo de limoneno (200 mg/kg/dia) em
associacdo com VM em cordeiros infectados por H. contortus reduziu em 96,29% a eliminacao
de ovos nas fezes (Katiki et al., 2023), refor¢cando o potencial dessa combinacgao no controle da

infeccdo.
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A escolha da administracdo pour-on baseou-se na sua praticidade e seguranca,
minimizando estresse e risco de ferimentos nos animais (Santos e Gonzatto, 2013). No entanto,
a biodisponibilidade de drogas em formulagfes pour-on pode ser limitada (Leathwick et al.,
2016). A ivermectina é uma substancia lipofilica, diluindo muito bem em o6leo. Assim, a
formulacdo foi preparada apenas com a o OE de laranja e OE de girassol como principal
excipiente. O produto de manteve estavel no periodo de 3 meses sob diferentes tipos de
condi¢Ges de armazenamento. Além disso, permaneceu dentro da faixa de pH considerada
normal para a pele, ndo sendo observada nenhuma alteragéo significativa nas propriedades
organolépticas iniciais.

Na avaliacdo in vivo do produto, os resultados obtidos demonstram diferencas na
eficdcia dos tratamentos contra os principais géneros de nematédeos gastrointestinais em
bovinos. Para Haemonchus spp., 0 OECa isolado (G2) foi o tratamento mais eficaz, reduzindo
a carga parasitaria em 93% (IC 95%: 90-96). Esse achado sugere uma atividade antiparasitaria
promissora do OECa contra essa espécie, possivelmente devido a presenca de compostos
bioativos como o limoneno com acéo larvicida. O comportamento hemat6fago de Haemonchus
spp. contribuiu para sua maior suscetibilidade aos tratamentos testados neste estudo.

Em contraste, a IVM isolada (G3) mostrou aumento relativo da carga parasitaria (-44%,
IC 95%: -46 a -42), possivelmente refletindo resisténcia pré-existente dos Haemonchus spp. a
IVM (Felippelli et al., 2014). Embora ndo seja o género mais prevalente no rebanho,
Haemonchus spp. pode causar surtos letais devido ao seu comportamento hematéfago, levando
a anemia, hipoproteinemia, perda excessiva de ferro, edema submandibular, anorexia e lesées
na mucosa abomasal (Lopes et al., 2017).

Além de sua relevancia no gado, Haemonchus spp. serve como um modelo importante
para outros hospedeiros, particularmente pequenos ruminantes, onde Haemonchus contortus é
a espécie mais prevalente e patogénica (Besier et gal., 2016). A alta suscetibilidade de
Haemonchus spp. para tratamento neste estudo alinha-se com descobertas em ovelhas, onde
comportamento alimentar hematofago semelhante torna H. contortus um dos alvos primarios
de intervencdes anti-helminticas. Portanto, a eficacia do OECa na redugéo da contagem de ovos
fecais de Haemonchus spp. sugere potencial aplicabilidade cruzada para ovelhas e cabras,
apoiando ainda mais a necessidade de tratamentos alternativos para controlar nematoides

gastrointestinais em varias espécies de gado.
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Para Cooperia spp., a IVM isolada (G3) apresentou a maior eficacia (40%, 1C 95%: 29—
51), enquanto a combinacdo com OECa (G1) mostrou reducdo de apenas 20% (IC 95%: 14—
27). O OECa isolado (G2) resultou em aumento da carga parasitaria (-16%, 1C 95%: -31 a -2),
indicando auséncia de atividade significativa contra esse género ou possivel interferéncia do
OECa na biodisponibilidade da IVM. No caso de Oesophagostomum spp., a IVM isolada (G3)
teve a maior eficiéncia (51%, I1C 95%: 48-55), enquanto a combinacgéo (G1) apresentou reducgéo
menor (9%, 1C 95%: 6-11). O OECa isolado (G2) levou a aumento na carga parasitéria (-19%,
IC 95%: -20 a -17), reforcando a falta de atividade contra esse género.

Na reducdo da contagem de ovos sem especificacdo de género, a combinacao
OECa+I1VM foi mais eficaz que a IVM isolada, mas sem diferenca estatisticamente significativa
guando comparada ao OECa isolado. Esses resultados indicam que, embora o OECa sozinho
ndo possa ser considerado um anti-helmintico efetivo, sua maior vantagem esta na capacidade
de melhorar a absorcdo e biodisponibilidade da IVM, atuando como um intensificador de
penetracdo na formulacdo. No entanto, a auséncia de diferenca estatisticamente significativa
entre o tratamento combinado e o tratamento com apenas IVM sugere a influéncia de fatores
como oxidacdo e volatilizagdo, que podem reduzir a concentragdo efetiva do OECa. Esses

fatores podem ter limitado a eficécia in vivo do tratamento combinado.
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7. CONCLUSAO

O ¢6leo essencial de C. aurantium var. amara, cujo composto majoritario € o limoneno,
apresentou atividade in vitro sobre larvas de Haemonchus contortus. Sua combinacdo com
ivermectina demonstrou sinergismo em concentragcdes mais elevadas do 6leo e antagonismo em
doses mais baixas. Nos ensaios in vivo, a associa¢cdo entre OECa e ivermectina exibiu eficécia
semelhante a do farmaco isolado, sem diferencas significativas. No entanto, ao considerar 0s
géneros separadamente, a maior atividade foi observada contra Haemonchus spp., indicando

um potencial direcionado para essa espécie.
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