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Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito anti-helmíntico in vitro do linalol e sua associação ao fungo D. flagrans no controle de nematódeos gastrintestinais de ovinos. A ação larvicida do Linalol isoladamente e em combinação aos conídios de D. flagrans foi avaliada no Teste de Inibição da Motilidade Larval (TIML) sobre larvas infectantes (L3). O uso combinado de D. flagrans e Linalol, superou significativamente o uso isolado do fungo (p≤0,05) a partir de sete dias de interação, causando uma redução de 100% das L3 ao final de 14 dias. Conclui-se que a combinação de Linalol e conídios de D. flagrans apresenta atividade anti-helmíntica sobre nematódeos gastrintestinais de ovinos, demonstrando interação sinérgica entre o fungo nematófago e o monoterpeno.
Palavras-chave: Controle biológico; conídios; resistência anti-helmíntica; fitoterapia.

Introdução: A resistência aos anti-helmínticos tem promovido a busca por estratégias alternativas de controle dos nematódeos gastrinstestinais em pequenos ruminantes, como o uso de compostos vegetais com atividade anti-helmíntica e o controle biológico com fungos nematófagos (Ribeiro; Vilela, 2023). O monoterpeno linalol tem despertado crescente interesse como alternativa para o controle de parasitos por apresentar atividade antiparasitária (Helal et al., 2020, 2022). E o fungo predador Duddingtonia flagrans vem sendo amplamente estudado no controle de infecções gastrintestinais em diferentes espécies animais (Correia et al., 2025; Rodrigues et al., 2022).
Pesquisas já foram realizadas para avaliar a associação de produtos naturais derivados plantas no controle de nematódeos gastrintestinais em pequenos ruminantes (Helal et al., 2020, 2022), e resultados promissores foram obtidos em investigaram combinando diferentes espécies de fungos, assim como sua associação com compostos químicos (Vilela et al., 2016; Hao et al., 2024). Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito anti-helmíntico in vitro do Linalol e sua associação ao fungo D. flagrans no controle de nematódeos gastrintestinais de ovinos.

Material e métodos: O Teste de Inibição da Motilidade Larval (TIML) e seguiu a metodologia descrita por Ferreira et al. (2013). Utilizou-se o isolado do fungo nematófago D. flagrans (AC001) e o monoterpeno Linalol (≥97% de pureza) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).  Foram delineados dez grupos experimentais em microtubos de 1,5 mL, com volume final de 500 µL, contendo 250 µL (100 L3), incubadas com o mesmo volume dos tratamentos (Tabela 1). Os grupos foram mantidos em estufa de Demanda Bioquímica de Oxigênio (BOD) e, após 24h, 7 e 14 dias de exposição 7 aos tratamentos, a motilidade das larvas foi avaliada em microscopia óptica (aumento de 100x), com quantificação de larvas vivas e mortas. A eficácia de inibição da motilidade das L3 foi determinada pela fórmula: % Inibição = (Média de larvas grupo controle − Média de larvas grupo tratado) / (Média de larvas grupo controle) x 100. Os dados foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA) de uma via seguida do Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa GraphPad Prism 8.0. 

	Grupos experimentais
	Composição

	Grupo 1 (controle negativo)
	250 µL (100 L3) + 250 µL (água destilada)

	Grupo 2 (controle positivo)
	250 µL (100 L3) + 250 µL (DL50 Ivermectina)

	[bookmark: _Hlk192081956]Grupo 3
	250 µL (100 L3) + 250 µL (10.000 conídios)

	Grupo 4
	250 µL (100 L3) + 250 µL (100.000 conídios)

	Grupo 5
	250 µL (100 L3) + 250 µL (DL25 Linalol)

	Grupo 6
	250 µL (100 L3) + 250 µL (DL50 Linalol)

	Grupo 7
	250 µL (100 L3) + 250 µL (10.000 conídios + DL25 Linalol)

	Grupo 8
	250 µL (100 L3) + 250 µL (10.000 conídios + DL50 Linalol)

	Grupo 9
	250 µL (100 L3) + 250 µL (100.000 conídios + DL25 Linalol)

	Grupo 10
	250 µL (100 L3) + 250 µL (100.000 conídios + DL50 Linalol)


Tabela 1. Grupos experimentais delineados para avaliar o uso isolado ou combinado de Linalol e D. flagrans (AC001) sobre larvas infectantes de nematódeos gastrintestinais de ovinos.

Resultados e discussão: Após o primeiro dia de interação houve uma redução significativa (p≤0,05) no número de larvas infectantes nos grupos tratados em comparação ao controle negativo (Tabela 2). 

	 
	Horas/dias após tratamentos
	 
	 

	Grupos experimentais
	24 horas
	
	
	Dia 7
	 
	
	Dia 14
	 

	 
	Média ± DP
	R (%)
	
	Média ± DP
	R (%)
	
	Média ± DP
	R (%)

	Grupo 1
	96,3A ± 2,2
	-
	
	94,2A ± 1,8
	-
	
	92,1A ± 1,6
	-

	Grupo 2
	86,2A ± 3,9
	10,5
	
	0C ± 0
	100
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 3
	76,7B ± 5
	21
	
	68,3B ± 6,3
	27,5
	
	30,8B ± 4,4
	66,5

	Grupo 4
	85A ± 4,7
	11,7
	
	71B ± 7,1
	24,6
	
	27B ±4
	70,7

	Grupo 5
	56,3B ± 9,4
	41,5
	
	15,6C ± 4,1
	83,4
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 6
	26,2B ± 6,4
	72,8
	
	5C ± 0
	94,7
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 7
	45,3B ± 5,6
	53
	
	5C ±1
	94,7
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 8
	16,2B ± 6,5
	83,2
	
	0C ± 0
	100
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 9
	37,3B ± 5,2
	61,3
	
	12,1C ± 3,6
	87,1
	
	0C ± 0
	100

	Grupo 10
	29,4B ± 3,6
	69,5
	
	0C ± 0
	100
	
	0C ± 0
	100


 Tabela 2. Número médio de larvas vivas ± desvio-padrão e percentuais de inibição da motilidade de larvas infectantes de nematódeos gastrintestinais de ovinos após 72h de incubação.
DP: Desvio padrão; R (%): Percentual de redução. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas denotam diferença estatística significativa (p≤0,05), Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os grupos 7 a 10 (conídios + linalol), demostraram atividade inibitória sobre a motilidade das larvas a partir de 24h, com aumento significativo da redução de L3 ao longo do experimento e apresentando elevados percentuais de reduções após 14 dias (100%), superando significativamente (p≤0,05) o uso isolado do fungo (G3 e G4) a partir de sete dias de interação. Os resultados alcançados no presente estudo corroboram com os obtidos por Hao et al. (2024), que também relataram uma maior redução de L3 de nematódeos em ovinos com a combinação de D. flagrans e ivermectina, indicando que a combinação de agentes biológicos, como fungos nematófagos, com fármacos ou compostos naturais podem potencializar a eficácia anti-helmíntica e minimizar as falhas da administração isolada. Existem relatos sobre a ação antifúngica do linalol, porém, nos grupos associando a D. flagrans ao linalol, foi possível observar a formação de armadilhas e predação das larvas, indicando que não ocorreu efeito antagônico e que o monoterpeno não interferiu na atividade predatória do fungo. 
Este estudo foi o primeiro a avaliar a atividade predatória de um fungo nematófago associado a um monoterpeno no controle de nematódeos gastrintestinais de ovinos. O mecanismo de ação do Linalol não está totalmente elucidado, mas sugere-se que provoque efeitos neurotóxicos semelhantes aos organofosforados, inibindo a acetilcolinesterase (AChE) e comprometendo o sistema nervoso dos nematódeos (López, Pascual-Villalobos, 2010; Nadeem et al., 2013).  Por outro lado, o mecanismo de ação de D. flagrans envolve a produção de hifas adesivas tridimensionais que garantem a imobilização, penetração e destruição das larvas infectantes, promovendo uma redução das larvas nas pastagens e reinfecção dos animais (Araújo et al., 2021; Rodrigues et al., 2022).

Conclusão: Conclui-se que a associação do Linalol aos conídios de D. flagrans demonstrou eficácia anti-helmíntica, com potencialização da atividade larvicida e aumento da capacidade predatória do fungo, revelando-se como uma alternativa promissora para compor programas de controle integrado de verminose em pequenos ruminantes. 
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