Efeito ovicida de quimiotipos de óleos essenciais de Lippia alba sobre Haemonchus contortus 
Ovicidal effect of Lippia alba essential oil chemotypes on Haemonchus contortus
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RESUMO
O uso inadequado de anti-helmínticos sintéticos vem acelerando a resistência anti-helmíntica em populações de nematoides gastrintestinais (NGI) de pequenos ruminantes e consequentemente levando a perdas econômicas na ovinocaprinocultura. Portanto a investigação por métodos alternativos de controle se torna cada vez mais importante, dentre eles o uso de óleos essenciais (OE). O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito ovicida de quimiotipos carvona (LaCV) e citral (LaCT) do OE de Lippia alba sobre H. contortus. Caracterização química foi realizada por meio de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/MS) e o efeito dos OE foi avaliado no teste de eclosão de ovos (TEO). A microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) foi realizada após exposição dos ovos as maiores concentrações dos OE para observações qualitativas de seus efeitos. O LaCV apresentou 70,0% de carvona e LaCT apresentou 29,4% de geranial e 20,4% de neral, isômeros do citral. No TEO, os valores de CE50 de LaCV e LaCT foram 0,2 e 0,3 mg/mL, respectivamente. O MCVL mostrou que LaCV provocou alterações na motilidade larvar, enquanto o LaCT promoveu alterações na embriogênese dos ovos. Conclui-se que LaCV e LaCT causaram alterações morfológicas e inibiram a eclosão de ovos de H. contortus. 
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INTRODUÇÃO 
A criação de pequenos ruminantes é uma das atividades socioeconômicas mais importantes em nível mundial. Entretanto, os NGI são os principais responsáveis por provocar enfermidades parasitárias gerando impacto negativo na ovinocaprinocultura (Besier et al., 2016). Dentre as espécies de NGI, a mais relevante é H. contortus devido ao seu hábito hematófago, podendo causar elevada mortalidade nesses animais (Besier et al., 2016). O principal método de controle é o uso de anti-helmínticos comerciais, porém o seu uso inadequado desencadeou rápido desenvolvimento da resistência anti-helmíntica (Ploeger e Everts, 2018). Sendo assim, métodos alternativos de controle têm sido cada vez mais investigados, um deles é a fitoterapia que consiste no uso medicinal de plantas, que são consideradas fontes importantes de produtos com possíveis propriedades anti-helmínticas contra NGI de pequenos ruminantes (Garbin, 2021). 
Os OE extraídos de plantas são uma rica mistura de monoterpenos e muitos desses compostos também possuem atividade anti-helmíntica comprovada contra diferentes espécies de nematoides, incluindo H. contortus (Qi et al., 2015). Lippia alba é um arbusto amplamente distribuído na América do Sul, conhecido popularmente como “erva cidreira”, é caracterizado quimicamente em sete quimiotipos, dentre eles, o quimiotipo II constituído por citral, linalol e cariofileno e quimiotipo III composto principalmente por limoneno e carvona (Hennebelle et al., 2006). Outras espécies deste gênero como Lippia graveolens apresentaram resultados promissores contra H. contortus (Olmedo-Juárez et al., 2022). Ademais os seus compostos majoritários como carvona e citral também apresentaram atividade anti-helmíntica contra diferentes formas de vida do parasito H. contortus (Silva et al., 2021). Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos quimiotipos carvona e citral do OE de L. alba sobre ovos de H. contortus. 
MATERIAL E MÉTODOS
Aprovação ética: Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará (protocolo número 09915677/2019).
Óleos essenciais de Lippia alba, quimiotipos carvona e citral: As plantas de L. alba foram coletadas no canteiro de plantas medicinais da Universidade Federal do Ceará (UFC) (3°44’S, 38°33’W) e identificadas no Herbário Prisco Bezerra da UFC (números de protocolo EAC 63150 para LaCV e EAC 63151 para LaCT). Os OE de L. alba foram obtidos por hidrodestilação em aparelho de Clevenger. A composição química foi confirmada por espectrometria de massa por cromatografia gasosa (GC-MS).
Teste de eclosão de ovos (TEO): O TEO foi adaptado a partir de Coles et al., (1992) utilizando isolado multiresistente (KOK) de H. contortus e para a recuperação dos ovos, as fezes foram processadas de acordo com a técnica descrita por Hubert e Kerboeuf (1992). As concentrações dos OE variaram de 1,0 a 0,06 mg/mL e após incubação, ovos e larvas de primeiro estágio (L1) foram contados em um microscópio. Este teste foi acompanhado por DMSO 3% e 0,05 mg/mL de tiabendazol, como controle negativo e positivo, respectivamente. Foram executadas três repetições com cinco réplicas para cada tratamento. 
Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL): Para avaliação qualitativa de possíveis alterações nos ovos de H. contortus expostos às maiores concentrações de LaCV e LaCT (1,0 mg/mL) foram submetidos ao MCVL utilizando metodologia adaptada de Castelo Branco et al. (2016). 
Análise estatística: No TEO, o efeito foi determinado de acordo com a seguinte equação: (número de ovos/número de ovos + número de L1) × 100. Os resultados da porcentagem de eclosão foram avaliados por análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida de comparação com o teste de Tukey usando o software GraphPad Prism® 6.0. A concentração efetiva para inibir  50% (CE50) da eclosão dos ovos foi determinada por regressão linear usando o programa SPSS 17.0 para Windows.
RESULTADOS
A análise por GC-MS confirmou carvona (70,0%) e dois isômeros do citral, neral e geranial (20,4% e 29,4%) como os principais quimiotipos de cada óleo. Os efeitos de LaCV e LaCT na eclosão de ovos de H. contortus são mostrados na Tab. 1. LaCV teve efeito médio superior a 98%, enquanto LaCT apresentou efeito superior a 95% e ambos foram significativamente semelhantes quando comparados ao controle positivo (P>0,05), sendo o efeito dose-dependente. Os valores de CE50 para LaCV e LaCT foram 0,2 mg/mL e 0,3 mg/mL, respectivamente.
Tabela 01: Efeito (média±desvio padrão) dos quimiotipos de óleo essencial de Lippia alba carvona (LaCV) e citral (LaCT) em testes de eclosão de ovos sobre isolado Kokstad de Haemonchus contortus
	Concentrações (mg/mL)
	LaCV
	LaCT

	1
	98,72±1,75Aa
	95,36±3,9Aa

	0,5
	85,99±7,76Bb
	70,83±10,5Bc

	0,25
	38,26±10,18Cb
	20,48±6,49Cc

	0,125
	10,75±5,11Da
	11,85±3,74Da

	0,06
	3,59±1,7Da
	3,77±1,79Ea

	Tween 3%
	4,03±1,57Da
	3,77±1,76Ea

	Tiabendazol (0,05 mg/mL)
	96,95±1,67Aa
	94,10±3,29Aa


Letras maiúsculas comparam as médias nas colunas e letras minúsculas nas linhas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
A Fig. 1 apresenta ovos de H. contortus após tratamento com OE de L. alba. No controle negativo, as larvas foram coradas em verde, indicando integridade da membrana celular, enquanto em ambos os tratamentos, a coloraçao interna do ovo foi vermelha, demonstrando comprometimento da membrana celular. LaCV provalvemente atuou na motilidade larvar, pois a larva se desenvolveu internamente no ovo, enquanto o LaCT atuou no desenvolvimento embrionário, porque foi visualizado um conjunto de células amorfas. O controle negativo apresentou larvas móveis e intactas, diferente do controle positivo onde também não ocorreu desenvolvimento larvar semelhante ao LaCT.
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igura 01. Ovos de Haemonchus contortus observados por microscopia confocal de varredura a laser. A1. Controle negativo (Tween 3%); A2. Ovos tratados com LaCV; A3. Ovos tratados com LaCT; A4. Controle positivo (Tiabendazol).  Zoom 20.000x.
DISCUSSÃO
LaCV apresentou mais de 70% de carvona em sua composição, enquanto no LaCT foi detectada a presença dos isômeros do citral, geranial (29,4) e neral (20,4%). Esses achados são semelhantes aos de Matos (1996) que, ao analisar dois tipos de L. alba de canteiros de plantas medicinais da UFC, identificou carvona (50,6%) e os dois isômeros de citral, em quantidades de 23,1% e 31,9%, respectivamente, porém esses resultados diferiram de Castro et al. (2002) que obtiveram 35,4% de citral durante o verão, mas observaram um aumento de 59,5% no outono em diferentes cultivos em uma fazenda experimental pertencente à Faculdade de Ciências Agronômicas – Botucatu.  Essas variações na composição química dos OE é determinada por fatores genéticos, entretanto estímulos do ambiente também podem influenciar as rotas biossintéticas de produção desses metabólitos secundários (Silva et al., 2015).
No TEO, LaCV apresentou CE50 de 0,2 mg/mL, enquanto Silva et al. (2021) encontraram valores de CE50 de 0,3 e 0,4 mg/mL ao testar dois isômeros de carvona. Portanto no presente estudo o efeito de LaCV foi superior. O efeito de LaCT no TEO foi semelhante aos obtidos por Macedo et al., (2015), que avaliaram o citral adquirido comercialmente, com neral e geranial na proporção de 40:60 e encontraram CE50 de 0,13 mg/mL. Enquanto foi verificado CE50 de 0,3 mg/mL nos ovos expostos ao LaCT. Estudos sugerem que a atividade anti-helmíntica dos OE está associada aos efeitos de seus compostos majoritários (Qi et al., 2015) ou também podem estar associados ao sinergismo entre seus constituintes (Katiki et al., 2019). O efeito produzido por monoterpenos como carvona e citral pode ser devido à ação inibitória da acetilcolinesterase produzida por esses compostos (Kurt et al., 2017), que é o mesmo mecanismo clássico dos organofosforados, que são potentes anti-helmínticos para mamíferos (Ross et al., 2013). 
Por meio da microscopia confocal pode-se observar que LaCT agiu mais rápido do que o LaCV porque impediu a formação de larvas, possivelmente devido ao aumento da permeabilidade da membrana celular causada pelo citral, que estava presente no óleo em maior quantidade (Cao et al., 2021).
CONCLUSÕES
O teste ovicida é um dos primeiros a ser utilizado na avaliação de atividade anti-helmíntica de produtos naturais. Portanto conclui-se que a microscopia confocal demonstrou que pode indicar prováveis modos de ação dessas substâncias. Os óleos de L. alba possuem atividade promissora sobre ovos de H. contortus resistente a anti-hemínticos sintéticos. 
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