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RESUMO

LIMA, Emily Andressa Santos. Atividade inseticida e repelente dos 6leos essenciais de
Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia sclarea frente a
Ctenocephalides felis felis. 2022. 110p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A pulga Ctenocephalides felis (Siphonaptera: Pulicidae) é um inseto parasito de caes e gatos
com distribuicdo cosmopolita. S&o insetos de importancia na saude publica, destacam-se por
serem vetores de diversos agentes patogénicos a animais e ao homem. O nimero de pesquisas
e de tutores que buscam por produtos de origem vegetal, menos tdxicos e que causem menos
danos ao ambiente, é crescente. O objetivo deste trabalho foi determinar a composi¢do quimica
dos 6leos essenciais de Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia
sclarea, avaliar as atividades inseticida e, repelente, calcular as concentragdes letais 50 (CLso)
e 90 (CLoo) e eficacia residual frente a pulga Ctenocephalides felis felis. A analise da
composicdo quimica foi feita por Cromatografia Gasosa (CG) equipado com detector de
ionizacdo por chama (FID), e um injetor split / split-less para separar e detectar os constituintes
volateis dos Gleos essenciais. Para o teste in vitro, preparou-se solu¢do-mée dos 6leos essenciais
(OE’s) diluidas em acetona 20%, em diferentes concentragfes. Para avaliar a atividade
inseticida foram usados dez exemplares de cada estagio (ovo, larva, pupa e adultos). Para
avaliar a inibicdo do ciclo biologico foram utilizados dez ovos e, para o teste de eficacia
residual foram utilizadas dez pulgas adultas. Todos os testes foram realizados em seis
repeticdes. A fase adulta foi alocada em tubos de ensaio (1x10 cm), e uma fita de papel filtro
impregnada foi inserida com as concentragdes de cada dleo essencial. Os testes na fase imatura,
placa de petri (60x15mm) foram utilizadas, e inseridas em um disco de papel filtro impregnado
com as mesmas concentracdes. O nimero de insetos vivos e mortos apds determinado tempo de
exposicdo foram registrados. Utilizamos para calcular o percentual de mortalidade a seguinte
férmula: mortalidade (%) = nimero de insetos mortos X 100/nimero de insetos incubados. Para
avaliagdo estatistica, operou-se os dados tabulados e, a analise de Probit foi usado o programa
computacional R Studio Team software para calcular os valores das CLso com intervalo de
confianca de 95%. Os constituintes com maior percentual encontrados foram: B-cariofileno para o
OE de C. reticulata (OECR), linalol para L. hybrida (OELH), acetato de linalila para S. sclarea
(OESS) e, limoneno para C. paradisi (OECP). A respeito da atividade inseticida, foi possivel
obter a CLsg para os estagios de adulto, ovo, larva pupa e inibi¢do do desenvolvimento de todos
0s OE’s, exceto para 0 OECP. Para a acdo repelente, todos os 6leos demonstraram atividade
na concentracdo de 800 pg/cm?. Na persisténcia da eficécia, foi possivel observar que o OECR
apresentou maior persisténcia da eficacia, quando comparado aos outros. Conclui-se que cada
OE testado apresenta uma melhor atividade inseticida para cada fase de C. felis felis.

Palavras-chave: Pulga; Copaiba; Lavandin; Salvia; Grapefruit.



ABSTRACT

LIMA, Emily Andressa Santos. Insecticidal and repellent activity of the essential oils of
Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Lavandula hybrida and Salvia sclarea against
Ctenocephalides felis felis. 2022. 110p. Dissertation (Master of Science). Veterinary Institute,
Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

The flea Ctenocephalides felis (Siphonaptera: Pulicidae) is a parasitic insect of dogs and cats
with a cosmopolitan distribution. They are insects of importance in public health, they stand
out for being vectors of several pathogenic agents to animals and man. The number of research
and tutors looking for products of plant origin, less toxic and causing less damage to the
environment, is growing. The aim of this research was to determine the chemical composition
of the essential oils of Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Lavandula hybrida and Salvia
sclarea, evaluate the insecticidal activity, repellent action, calculate the lethal concentrations
50 (LCso) and 90 (LCg0) and residual efficacy against to the flea Ctenocephalides felis felis.
Chemical composition analysis was performed by Gas Chromatography (GC) equipped with a
flame ionization detector (FID), and a split/split-less injector to separate and detect the volatile
constituents of essential oils. For the in vitro test, a stock solution of essential oils (EO's) diluted
in 20% acetone was prepared at different concentrations. To evaluate the insecticidal activity,
ten specimens of each stage (egg, larva, pupa and adults) were used. To evaluate the inhibition
of the biological cycle, ten eggs were used, and, for the residual efficacy test, ten adult fleas
were used. All tests were performed in six repetitions. The adult phase was placed in test tubes
(1x10 cm), and a strip of impregnated filter paper was inserted with the concentrations of each
essential oil. The tests in the immature phase, a petri dish (60x15mm) was used, and inserted
into a filter paper disc impregnated with the same concentrations. The number of live and dead
insects after a given time of exposure was recorded. We used the following formula to calculate
the mortality percentage: mortality (%) = number of dead insects X 100/number of incubated
insects. For statistical evaluation, the tabulated data were operated, and, for the Probit analysis,
the computer program R Studio Team software was used to calculate the LC50 values with a
confidence interval of 95%. The constituents with the highest percentage found were: P-
caryophyllene for C. reticulata EO (OECR), linalool for L. hybrida (OELH), linalyl acetate for
S. sclarea (OESS) and limonene for C. paradisi (OECP). Regarding the insecticidal activity, it
was possible to obtain the LC50 for the stages of adult, egg, larva, pupa and inhibition of the
development of all OE’s, except for the OECP. For the repellent action, all oils showed activity
for the concentration of 800 pug/cm2. Regarding the persistence of efficacy, it was possible to
observe that the OECR presented greater persistence of efficacy, when compared to the others.
It is concluded that each tested EO presents a better insecticidal activity for each phase of C.
felis felis.

Keywords: Flea; Copaiba; Lavandin; Sage; Grapefruit.
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1. INTRODUCAO

A presenca dos animais de companhia em lares brasileiros tem crescido de forma
exponencial. O crescimento da procura por animais de estimacéo devido a organizagédo familiar
atual, tem favorecido a ampliagdo no mercado “pet”, sobretudo devido ao niumero crescente de
pessoas que moram sozinhas e que, buscam a companhia de animais para suprir essa caréncia.
Com o0 novo cenério sobre este mercado, se faz necessario a amplificacdo do conhecimento
sobre a epidemiologia, controle e prevencédo de ectoparasitoses.

Esta conexdo homem/animal agrava o risco de transmissdo de doencas, com
consequéncias na saude publica, principalmente onde a populagdo humana mundial esta cada
vez mais envelhecida, e a populagdo animal também. Dentre os agentes transmissores de
patdgenos com relevancia a satde publica e Unica, se encontram os ectoparasitos.

A pulga, em especial, também possui importancia veterinaria devido a capacidade de
gerar desconforto aos animais, acarretando espoliacdo sanguinea, intenso prurido onde os
animais desenvolvem tendéncia em morder, arranhar ou cocar a zona afetada, tendo potencial
a lesdes secundarias como: alopecia, eritema, hiperpigmentacdo da pele e lesdes papulares,
além da automutilacdo em casos de dermatite alérgica e, casos de grandes infestacfes podendo
gerar quadros graves de anemia, sobretudo em animais pequenos.

Quanto as espécies de pulga, Ctenocephalides felis felis e Ctenocephalides canis,
possuem maior prevaléncia em cées e gatos. Se apresentam como insetos achatados latero-
lateralmente, sem asas, pertencentes ao filo Arthropoda, a classe Insecta e a ordem
Siphonaptera. Podem ser vistos sem o auxilio de lentes ou aparelhos dpticos e, ndo demonstram
claramente as divisdes entre as partes do corpo (cabeca, térax e abddmen). As pulgas sdo
insetos apteros, minusculos, de cor amarronzada e, podem ser claramente visualizadas se
movendo frequentemente sobre a pelagem em alguns casos.

A compreensao sobre o ciclo de vida e epidemiologia das ectoparasitoses € fundamental
para o desenvolvimento e implementacdo de medidas preventivas e/ou controle, explorando a
prevencdo através do blogueio dos ciclos de vida dos respetivos vetores, responsaveis pela
transmissdo de doencas. O diagndstico precoce pode ser feito através da observacdo dos
parasitas adultos, ou de qualquer um dos outros estadios (ovos, larvas ou pupas) presentes no
ambiente, ou das suas fezes no pelo dos animais ou das suas fezes no pelo dos animais.

O controle de vetores traz como objetivo principal a reducdo das infestacfes a niveis
toleraveis no hospedeiro e no ambiente, com base em uma combinag&o equilibrada de métodos
mecanicos, culturais, e métodos de aplica¢do de compostos quimicos. Normalmente, o controle
de pulgas se faz com uso de inseticidas, e com menor frequéncia o uso de medidas mecanicas
como catacdo manual e aspiracdo de ambiente, principalmente chdos de madeira ou taco.

Dessa maneira, 0 numero de pesquisas em busca de produtos de origem natural e
vegetal que possam ser capazes de atuar como inseticidas, dispondo de menor toxicidade aos
animais e, capacidade de causar menos danos ao ambiente tem se tornado mais frequente.
Inseticidas botanicos se apresentam como alternativa de uso, e dentro dessa area, 0 uso de 6leos
essenciais tém grande potencial, apesar de se encontrar em estagio inicial de pesquisa.

Os objetivos deste estudo foram: determinar a capacidade de biocontrole dos 6leos
essenciais (OE’s) de Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia sclarea,
determinar as concentrages letais (CL) 50 e 90 nos estadios de ovo, larva, pupa e adultos e o
percentual de repeléncia frente a pulga Ctenocephalides felis felis. Além da busca por 0leos
promissores para o desenvolvimento de formulag6es adulticidas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacéo e Biologia de Ctenocephalides felis felis

S&o conhecidas aproximadamente 3.000 espécies e/ou subespécies de pulgas, incluidas
em 238 géneros e 15 familias, é considerada cosmopolita de distribuicdo mundial (LEWIS,
1998). Devido a sua importancia epidemiologica, merecem destaque as seguintes espécies:
pertencentes a familia Pulicidae: Pulex irritans L., Xenopsylla cheopis, Ctenocephalides felis
felis e C. canis; de Tungidae, a espécie Tunga penetrans (L.); e as do género Polygenis,
pertencentes a familia Rhopalopsyllidae (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Sua classificacdo taxondmica pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Siphonaptera, familia Pulicidae, género Ctenocephalides com duas espécies de importancia: C.
canis e C. felis. No entanto, para a sua determinacdo, se exige a existéncia das variacoes
morfoldgicas, hospedeiro, distribuicdo geografica e prevaléncia (ZURITA et al., 2016).

Algumas espécies merecem maior atencdo como C. felis parasita varias espécies de
mamiferos, entre eles canideos, felideos, roedores, marsupiais, além do ser humano
(LINARDI; SANTOS, 2012). Outra espécie de grande importancia é T. penetrans,
popularmente conhecida como “pulga da areia” ou “bicho-do-pé”, acomete animais € o ser
humano, causando lesBes podais, e podendo veicular patégenos para seus hospedeiros, como é
o0 caso de superinfec¢des estafilococicas (HEUKELBACH et al., 2001; CARVALHO et al.,
2003). Sob este aspecto, se tornam mais estudados, reunindo dados sobre interacdo parasito-
hospedeiro, biologia e controle (FELDMEIER et al., 2007).

A identificacdo de diferentes espécies de pulgas é baseada em caracteristicas
morfoldgicas. No entanto, ainda existem questbes e preocupacdes significativas sobre as
relacbes filogenéticas das pulgas e, a identificacdo de marcadores moleculares apropriados
neste importante grupo de insetos (WHITING et al., 2008)

A espécie C. felis, constituia-se de quatro subespécies originais: Ctenocephalides felis
felis, Ctenocephalides felis strongylus, Ctenocephalides felis orientis e Ctenocephalides felis
damarensis (LAWRENCE et al., 2019).

Devido as caracteristicas morfoldgicas, no final do século XIX, a taxonomia de C. felis
foi revisada por Ménier e Beaucournu (1998), e com base na genitalia masculina, C. orientis e
C. damarensis foram elevados a uma espécie completa. Recentemente Lawrence et al. (2019)
forneceu a primeira tentativa de esclarecer o status taxonémico das quatro subespécies dentro
de Ctenocephalides felis usando uma abordagem morfoldgica e molecular incorporada. Tais
autores concluiram dentro deste género a existéncia de trés subespecies africanas (C. felis felis,
C. felis. strongylus e C. felis. damarensis), além disso reconheceram C. felis orientis como
espécie, e manteve-se o nome C. felis orientis.

Os sifonapteros sdo insetos pequenos (2,0 - 3,0 mm em média), apteros, possuem o
corpo achatado lateralmente e revestido por cerdas dirigidas para tras, com coloracdo
acastanhada e o terceiro par de patas adaptadas para o salto. O género Ctenocephalides
possuem a caracteristica de apresentar ctenideos (= pentes), que compreende cerdas mais
robustas e esclerosadas atribuida a fixacdo e locomocdo entre os pelos do hospedeiro
(LINARDI, 2011).

Segundo Linardi (2011), no dimorfismo sexual, as fémeas se apresentam maiores que
0s machos e a parte posterior arredondada. Os machos, por sua vez, possuem extremidade
posterior voltada para cima pois possuem o 6rgdo copulador nos Gltimos dois segmentos. O
aparelho bucal é sugador-pungitivo apenas na fase adulta. O repasto sanguineo é realizado
pelos dois sexos, para as fémeas se torna importante para a maturagdo ovariana e oviposi¢ao
(LINARDI, 2011), e para 0 macho sem o repasto sanguineo, o epididimo do mesmo é
bloqueado com células epiteliais colunares dobradas, assim o repasto sanguineo desempenha o
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papel no estimulo a transferéncia de espermatozdides para o epididimo (DEAN; MEOLA,
1997).

Uma vez sobre o hospedeiro, C. felis felis iniciara a hematofagia, que é feita pela
introducdo do aparelho bucal sugador através da epiderme, durante o dia quanto a noite. Apos
sua replecéo, cerca de cinco minutos de succdo, a pulga prolonga sua alimentacéo até que
goticulas de sangue comecam a sair pela extremidade anal. Esse extravasamento de sangue
serve de alimento as larvas (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Cada repasto dura cerca de cinco minutos, com duas a trés refei¢des ao dia. Em um
periodo de 48 horas, fémeas e machos aumentam o peso do corpo em, respectivamente, 140%
e 19%, respectivamente (DRYDEN; RUST, 1994), com as fémeas podendo ingerir diariamente
uma meédia de quase 3,6uL de sangue, o que corresponde a 15 vezes 0 Seu proprio peso
corpéreo (DRYDEN; GAAFAR, 1991).

Apds o repasto sanguineo, se inicia o acasalamento, e segundo Linardi e Guimaraes
(2000), ocorre dentro das primeiras oito a 32 horas apds a saida do pupario, com as fémeas
copulando com varios machos. O pico da reproducdo, ocorre entre quatro e nove dias ap6s 0
inicio do processo alimentar, e a oviposicdo comeca somente uma hora depois da primeira
succdo (DRYDEN; RUST, 1994).

Pulgas sdo insetos com metamorfose completa (sdo holometabolos), com o ciclo
bioldgico dividido em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos (DRYDEN, 1993), com
duragdo de aproximadamente 25-30 dias, dependendo exclusivamente das condi¢Oes de
temperatura, umidade e alimentacdo obtida das larvas (LINARDI; NAGEM, 1972), e Lima
(1943) complementa que condicfes extremamente desfavoraveis, o ciclo bioldgico pode se
prolongar por um ano ou mais. As pulgas adultas visualizadas no animal de estimacéo,
representam apenas 5% de todo um ciclo, os outros 95% existem devido a presenca de ovos,

larvas e pupas no ambiente (Figura 1).
Pulga
5% adulta %\\ “i&

Estadios de
pulgas imaturas
no ambiente
representam 95%
da populagao total
de pulgas

Figura 1. Piramide da populacdo de pulgas mostrando as proporcdes das diferentes formas do ciclo de vida da
pulga com pulgas adultas. Fonte: WRIGHT; ELSHEIKHA (2014).

Os ovos sdo branco perolado, ovais ou elipsoidais, extremidades arredondadas, um
pouco transparentes, e possuindo 0,5 mm de comprimento (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).
A oviposigéo ocorre exclusivamente sobre o hospedeiro sendo depositados sobre a pelagem e
se apresentam com o corio Umido, assim que secam, 0s ovos caem da pelagem e se aglomeram
em areas de maior frequéncia do animal. Em um periodo de oito horas, 70% dos ovos ndo se
encontram no hospedeiro (RUST, 1992).

Geralmente eclodem em um a 10 dias, dependendo da temperatura e umidade (LYONS,
1915). Sdo extremamente sensiveis a dessecagdo, sendo 33% de umidade relativa letal as
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mesmas. No entanto, toleram temperaturas acima de 27°C se a umidade relativa estiver superior
a 50%, o que demonstra a dependéncia de seu desenvolvimento a este fator (DRYDEN; RUST,
1994).

Os padrdes temporais de deposi¢éo de ovos séo bimodais, com picos maiores no meio
ou no final da escotofase (fase escura) e um pico menor no meio da fotofase (fase clara) (KERN
et al., 1992), logo durante a fase noturna a deposicéo de ovos é maior quando comparada a fase
diurna. O nimero de ovos colocados varia com a espécie e estado de nutricdo das fémeas: C.
felis felis coloca quase 1.800 ovos durante um periodo de 50 dias, e uma média diéria de 50
ovos. (DRYDEN, 1989).

As larvas sdo eucéfalas, vermiformes, 4podas e de coloracdo esbranquicada, portam o
aparelho bucal mastigador e possuem trés estadios larvais (L1, L2 e L3). Habitam tocas e
ninhos de seus hospedeiros, de modo que se alimentam de excremento de pulgas adultas,
detritos organicos, dejetos do hospedeiro e o cério dos ovos, podendo ser canibais entre si entre
si (DRYDEN; RUST, 1994). Os requisitos nutricionais s&o minimos de sangue seco para o seu
desenvolvimento, no qual componentes sanguineos (exceto fibrina), uma dieta sintética
constituido por aminoacidos, gorduras, sais, acglcar e leveduras proporcionam o
desenvolvimento larval (BRUCE, 1948) e ap0s se alimentarem, o tubo digestivo passa a obter
uma coloragdo de marrom a vermelho (TAYLOR et al, 2017).

Durante cada estadio larval, o tamanho da larva é aumentado em que ao final do terceiro
estadio se atinge o dobro de comprimento. As larvas passam por duas mudas até se tornarem
pupa, podendo levar de 5 a 11 dias, pois seu desenvolvimento varia de acordo com a
temperatura (RUST; DRYDEN, 1997). Larvas de primeiro estadio sdo portadoras de uma
estrutura dorsal na cabeca e um espinho destinado a romper os ovos durante a eclosdo (KERN
etal., 1992).

Microambientes protegidos conciliando temperatura moderada, umidade relativa e
presenca de alimento favorecem o desenvolvimento larval, no qual areas expostas ao sol o
dificultam, ja que as mesmas podem se rastejar alguns centimetros se esquivando do contato
com a luz solar, confirmando o fato de que os primeiros instares ndo se moveram para longe
do seu local de eclosdo. Sdo capazes de tolerar temperaturas até 27°C e a umidade relativa
superior a 50%, e sdo extremamente sensiveis a dessecacdo (DRYDEN; RUST, 1994).

Segundo Joseph (1981) e Bryon (1987) na sensibilidade a dessecacdo, as larvas
possuem o comportamento que as possibilita encontrar locais seguros e escondidos para se
protegerem contra a dessecacéo, pois todos os instares larvais sdo geotecnicamente positivos
(com movimento direcional orientado pela gravidade), fototacticamente negativas (movem-se
em direcdo contréria a luz) e tigmotacticamente positivas (reconhecem estimulos técteis e
reagem ao contato mecanico) (KERN et al., 1992), com isso, as larvas buscam a base dos
carpetes domiciliares, se desenvolvem e podem se locomover por mais de 46 cm (DRYDEN,
1994). Kern et al., (1992) complementam que se confinadas a areia, as larvas penetram até 2,3
mm, para se esquivar da luz.

A larva de terceiro estadio, deixa de se alimentar esvaziando seu trato digestivo e
fabrica um casulo semelhante a seda, esbranquicado e com uma fivela frouxa de 0,5 cm de
comprimento, no qual é submetido a pupacdo (HUDSON; PRINCE, 1958). A larva em forma
da letra ""U” (ou de uma ferradura) inicia o desenvolvimento pupal cerca de 18 horas apods a
concluséo do casulo. O periodo de pre-pupacédo ocorre de trés a quatro dias ap6s a ultima fase
larvéria (LINARDI; NAGEM, 1972).

A pupa € o estagio de resisténcia. Ocorre a formacdo de um casulo feito de seda
pegajosa, ovOide com meio centimetro de comprimento, coberto por residuos do meio
ambiente, geralmente encontrados no solo, vegetacao, tapetes, mobiliario, e sobre a cama dos
animais (SILVERMAN; RUST 1985). Podem ser nuas ou encasuladas, revestidas por material
inorganico cementado pelas glandulas salivares (SILVERMAN; RUST 1985). Desempenham
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0 papel de protecdo durante o desenvolvimento do adulto pré-emergido, como por exemplo,
protecdo contra predadores, como formigas (SILVERMAN; APPLE 1984).

Ap0s o desenvolvimento total da pupa, a pulga adulta pré-emergida se encontra dentro
do casulo, o qual pode ser estimulada por pressdo fisica/mecénica como: deslocamento do
hospedeiro nas proximidades e pisoteio sobre os casulos, além do estimulo a presenca de
dioxido de carbono e calor (SILVERMAN; RUST 1985). O estagio de pupa dura de seis a sete
dias e é mais resistente a dessecacdo, permanecendo inativos no casulo por até 140 dias em
temperaturas de 11°C e UR de 75%, e possui capacidade de sobreviver por longos periodos
dentro do casulo, se tornando extremamente importante pois sdo insetos que infestam
hospedeiros moveis o qual ndo conseguem retornar com frequéncia ao seu ninho ou toca
(DRYDEN; RUST, 1994).

Com 27°C e 80% de umidade relativa, as pulgas comegam a surgir aproximadamente
cinco dias ap0ds a pupacdo e atingem o pico de emergéncia em oito a nove dias (HUDSON,
1958). Se o adulto pré-emergido ndo receber qualquer estimulo de emergéncia, ele
permanecera inativo no casulo por varias semanas ou meses até que um hospedeiro adequado
se aproxime (SILVERMAN; RUST, 1985). Segundo Linardi et al. (1997) a emergéncia dos
adultos a partir das pupas pode chegar a 93,3%.

As fémeas em especial podem ingerir uma média de 3,6 uL de sangue diariamente,
cerca de 15 vezes o seu peso corporal (HINKLE et al., 1991). Devido a essa alimentacdo, as
fémeas sobrevivem em média 11 dias e os machos 50 dias. Se ndo se alimentarem, podem ficar
viaveis no ambiente por até 90 dias a espera de um hospedeiro (BLAGBURN; DRYDEN,
2009).

2.2 Epidemiologia

A alternancia entre vida livre e parasitaria tanto nos estagios imaturos e adultos cria a
possibilidade de insetos sifonapteros participarem de diferentes elos na cadeia epidemioldgica:
parasitos propriamente ditos, vetores bioldgicos e hospedeiros invertebrados (LINARDI;
GUIMARAES, 2000). S&o considerados cosmopolitas, de distribuicio mundial, além de
parasitarem hospedeiros endotérmicos, especialmente mamiferos (94%), com o0s seguintes
percentuais de infestacdo encontrados entre as ordens (Marshall, 1981): Rodentia (74%),
Insectivora (8%), Marsupialia (5%), Chiroptera (5%), Lagomorpha (3%) e Carnivora (3%).
Menos de 1% dos registros sdo encontrados em Monotremata, Edentata, Pholidota, Hyracoidea
e Artiodactyla (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Em primatas, apenas o ser humano encontra-se como hospedeiro habitual. Segundo
Traub (1980), a Ordem Rodentia situa-se como a mais importante, por integrar o0 maior nimero
de espécies parasitadas, podendo atuar como reservatorios de infec¢des transmitidas por pulgas
como peste, tifo murino e tularemia.

A distribuicdo geogréafica das espécies esta possivelmente relacionada com deriva
continental e placas tectonicas e subsequente dispersao e redistribuicdo dos taxons hospedeiros
(TRAUB, 1980), ressaltando que qualquer animal, seja ele ectoparasito ou mamifero, nao
reconhece os limites politicos entre localidades, municipios, estados ou outros paises,
ocorrendo nas dependéncias de biomas ou dominios morfoclimaticos, alguns deles em
continuidade (TRAUB, 1980).

Segundo Linardi (2011) Em toda Regido Neotropical, com excec¢éo a por¢do mexicana,
ocorrem 52 géneros e cerca de 280 especies de sifondpteros. O nimero de espécies e/ou
subespécies assinalado no Brasil é pequeno, quando comparado com outros paises do Novo
Mundo de menor extens&o territorial e ocorréncia de biomas, observado na Tabela 1.



Tabela 1. Distribuicao geogréafica das espécies de sifonapteros (Insecta) na regido Neotropical.

Paises Numero de espécies/subespécies Referéncia
Panama 37 (TIPTON; MENDEZ, 1966)
Venezuela 52 (TIPTON; MACHADO-ALLISON, 1972)
Colémbia 44 (MENDEZ, 1977) )
México 134 MORALES-MUCINO; LLORENTE-BOUSQUETS, 1986)
Argentina 108 (AUTINO; LARESCHI, 1998)
Equador 41 (DPMIAC, 1998)
Chile 94 (HASTRITER, 2001)
Peru 81 (HASTRITER et al., 2002)
Guiana Francesa 15 (BEAUCOURNU et al., 1998)
Bolivia 29 (HOPKINS; ROTHSCHILD, 1971)
Paraguai 17 (HOPKINS; ROTHSCHILD, 1971)
Brasil 32 (LINARDI, 1987).

Adaptado de: LINARDI, P. M. Checklist de Siphonaptera (Insecta) do Estado de Sdo Paulo. Biota Neotropica,
11 (suppl 1), 607-617, 2011.

Ctenocephalides felis felis embora tenha origem afrotropical, presume-se que foi
introduzida no continente americano pela importacdo de gatos domeésticos junto com o0s
europeus na época das cruzadas (PETTER, 1973; BEAUCOURNU, 1990). Sendo considerado
0 ectoparasita mais disseminado entre cdes e gatos, sobrepondo a disseminagéo de C. canis
(RUST, 2005).

Gracia et al., (2008) ressaltam que a espécie de pulga dominante na infestacdo de caes
nos Estados Unidos da América, México e Europa Ocidental é C. felis felis, sendo que na
América do Norte, a infestacdo por pulgas em cées e gatos é considerada como a ectoparositose
mais comum (RUST; DRYDEN, 1997). No Sudeste da Africa, as pulgas chegam a ser os
parasitos mais comumente encontrados em animais domeésticos, e Gracia et al. (2008)
complementaram que independentemente da regido geografica, a C. felis felis é a principal
pulga.

Ctenocephalides canis é uma espécie menos adaptavel que C. felis felis, e ocorre com
menor frequéncia, principalmente em areas com altas ou baixas temperaturas (LINARDI;
NAGEM, 1973)., instalando-se em poucas areas, como Europa Central, Irlanda, Argentina
(GRACIA et al., 2008), e no Oriente, como a Coréia em que 28,4% dos cées de ar livre sdo
infestados por C. canis (AHN et al., 2018). Existem poucos registros em hospedeiros além dos
canideos (HOPKINS; ROTHSCHILD, 1935), como por exemplo, em raposas vermelhas na
Roménia (FOLEY et al., 2017). No Brasil, foi relatado infestagdes com C. canis em apenas
em nove estados: Amazonas, Bahia, Maranh&o, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo (LINARDI; SANTQOS, 2012).

Linardi (2017) relata que a subespécie com maior registro de ocorréncias é C. felis felis,
e a grande extensdo geogréafica do Brasil, permitindo diferencas climaticas regionais, seria fator
relevante na distribuicdo dessas pulgas (LINARDI; NAGEM, 1973), consequentemente a
floresta Atlantica aparece como o bioma que concentra 0 maior nimero de espécies de pulgas
conhecidas, seguido pela floresta de Araucéria (LINARDI et al., 2005).

Ctenocephalides felis felis foi encontrada em 17 estados brasileiros como Alagoas,
Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, S&o Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais,
Paraiba, Parana, Pernambuco (incluindo o territrio de Fernando de Noronha), Santa Catarina,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul e Roraima (LINARDI; SANTOS,
2012).

Em todo o territorio brasileiro 63 espécies e/ou subespécies de pulgas foram
assinaladas, incluidas em 19 géneros e oito familias (LINARDI, 2017) e o seu percentual de
ocorréncia pode ser visualizado na Tabela 2, conforme alguns estados brasileiros.



Tabela 2. Percentual de registro de ocorréncia de Ctenocephalides felis felis nos estados
brasileiros.

Estado Percentual Referéncia
Mato Grosso do Sul 15,9% (LINARDI, 2017)
Séo Paulo 61,3% (LINARDI, 2017)
Minas Gerais 54,8% (LINARDI, 2017)
Rio de Janeiro 41,9% (LINARDI, 2017)
Parana 37,1% (LINARDI, 2017)
Mossoro 11,3% (FERREIRA et al., 2009)
Rio Grande do Sul 39,3% (OLIVEIRA; RIBEIRO, 1983)
Pernambuco 8,94% (TORRES et al., 2004)
Santa Catarina 33,9% (LINARDI, 2017)
Manaus 72,7% (CASTRO; RAFAEL, 2006)

Adaptado de: LINARDI, P. M. Checklist dos Siphonaptera do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Iheringia,
Série Zoologia, 107(supl.): e2017148, 2017.

2.3 Importancia Médico-veterinaria

As pulgas possuem a capacidade de se alimentarem de seres humanos temporariamente,
caso ndo consigam encontrar hospedeiros preferenciais como cdo ou gato (ELSHEIKHAI;
DAVID, 2014) podendo provocar uma reacdo alérgica cutanea em hospedeiros sensiveis como
reacdo urticariforme alérgica as picadas, sendo importante realizar o diagndstico diferencial
para leishmaniose cutdnea e dermatite cercariana, particularmente no inicio de suas
manifestagdes (YOUSSEFI; RAHIMI, 2014).

A Dermatite Alérgica a Picada de Pulgas (DAPP) ocorre no periodo em que as pulgas
durante seu repasto sanguineo injetam saliva na pele do hospedeiro, o qual possui propriedades
anticoagulantes. Algumas das proteinas presentes na saliva estimulam o sistema imunoldgico,
0 qual pacientes alérgicos reagem contra essa proteina, desencadeando uma reacdo de
hipersensibilidade (ALVES, 2012). Os principais compostos alérgenos encontrados na saliva
da pulga séo: compostos histaminicos, enzimas, polipeptideos e aminoacidos de diferentes
tamanhos, que podem induzir reacdes de hipersensibilidade do tipo I, tipo IV e basofilicas
(HALLIWELL et al., 1987). Lee et al.,, (1999) complementa duas principais proteinas
responsaveis por ocasionar o quadro alérgico sao MW 40 k e MW 12 k-18 k.

Um importante alérgeno salivar da pulga (Ctefl) foi identificado e clonado
(McDERMOTT et al., 2000). A atividade do fator ativador de plaquetas-acetil-hidrolase
encontrou-se na saliva da pulga do gato, sugerindo que isso pode limitar a inflamacéo local e
as respostas imunologicas do hospedeiro (CHEESEMAN et al., 2003). Este antigeno Ctef1,
apresentou-se como manifestacdo de alergias em 80% dos cdes que tiveram contato com a
saliva da pulga apresentando uma resposta IgE ao Ctefl. Este nao é o unico alérgeno, alguns
caes alérgicos a pulga nao reagem ao Ctefl e nem todos manifestam a doenga mediada por IgE
(BIRCHARD et al., 2008).

Hnilica (2012) destaca que os sinais clinicos e a localizagéo envolvem principalmente
a area lombossacral caudodorsal, na base da cauda, perineo e na face caudomedial das coxas
(HARGINS; GINN, 2013). As lesbes compreendem erupcles pruriginosas, papulares e
crostosas, com eritema secundario, seborréia, alopecia, escoria¢fes, piodermite,
hiperpigmentacéo e liquenificagdo (HNILICA, 2012). Guimaraes et al., (2001) complementam
que em gatos, ndo ha um padrédo Unico de sintomatologia, pode-se apresentar como dermatite
miliar pruriginosa, crostas, com escoriacfes secundarias, alopecia em regides cervicais,
lombossacral, caudomedial das coxas e abdémen ventral, bem como alopecia simétrica a
limpeza excessiva e lesdes do complexo granuloma eosinofilico.



As pulgas de forma geral por apresentarem um baixo grau de especificidade quanto a
espécie hospedeira, concomitante a sua natureza hemato6faga, tornam-se muito eficientes como
vetores a transmissdo de uma série de doencas importantes para animais selvagens, de
companhia e domeésticos, bem como para humanos (ELSHEIKHAI; DAVID, 2014),
participando na transmissdo de viroses (mixomatose), doencas bacterianas (tifo murino,
bartonelose, salmoneloses, tularemia, peste), protozooses (tripanossomiases) e helmintoses
(himenolepiases, dilepidiose, filarioses, infec¢bes por tilenquideos), bem como podem ser
infectadas por outros artrépodes (LINARDI, 2004).

Na transmissd@o de patdgenos virais, inclui-se o virus da cinomose canina (TREBBIEN
et al., 2014), calicivirus felino (MENCKE et al., 2009), parvovirose canina (MILLER et al.,
2000) e o virus mixoma (KERR et al., 2015).

O agente etioldgico do tifo murino é Rickettsia mooseri (sinonimia de R. typhi), e
possuem como reservatorio os roedores. A transmissdo ocorre através do contato com as fezes
da pulga X. cheopis, especialmente quando sdo esmagadas pelos dedos. A riquétsia infecta e se
reproduz no tubo digestivo da pulga, porém ndo produz acdo patogénica sobre ele. Casos de
tifo murino j& foram relatados no Brasil, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (LINARDI,
2004).

Através de técnicas moleculares, Rickettsia felis foi diagnosticada em pulgas
Ctenocephalides spp. em Minas Gerais, sendo responsavel pela nova riquetsiose que infecta
humanos no México, Estados Unidos e Brasil (OLIVEIRA et al., 2002). Horta et al., (2010)
relataram a presenca de R. felis em humanos que possuiam acesso a uma coldnia de pulgas
experimental, embora o quadro clinico febril compativel com a febre maculosa cléssica (febre,
dor de cabeca e erupcdo cutanea) nao tenha sido lembrada por nenhum dos humanos infectados,
a riquetsiose pode se manifestar com uma variacdo de sintomatologia, tornando dificil a
lembranca clinica (PEREZ-OSORIO et al., 2008).

Evidéncias de exposicdo a espécies de Bartonella foram encontradas em gatos de
muitos paises, particularmente em regi6es com alta umidade e pulgas (PERSICHETTI et al.,
2018). Ctenocephalides felis € o vetor conhecido de B. henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae
(BREITSCHWERDT et al., 2010).

A doenca da arranhadura do gato (DAG) é uma zoonose causada por Bartonella
henselae, uma bactéria gram-negativa fastidiosa, hemotrdpica. B. henselae é mantida e
espalhada entre os gatos pela pulga do gato (C. felis); a transmisséo para humanos ocorre por
meio de arranhdes e possivelmente mordidas de gatos (FLORIN, 2008), e, também pode
ocorrer pelas fezes da C. felis felis (LINARDI, 2004), podendo sobreviver por pelo menos nove
dias em pulgas infectadas (LAPPIN; HAWLEY, 2009), sendo capaz de causar sintomas
semelhantes aos da gripe em humanos, angiomatose bacilar e peliose bacilar em pacientes
imunodeficientes (KAUFMAN, 2017).

A caracteristica clinica predominante da DAG ¢ a linfadenopatia proximal ao local de
uma arranhadura ou mordedura de gato; em alguns pacientes ocorre 0 surgimento de uma
papula no local inicial da ferida antes do inicio da linfadenopatia, e outros pacientes podem
apresentar manifestacoes clinicas mais severas como neurorretinite, sindrome oculoglandular
de Parinaud, osteomielite, encefalite ou endocardite (FLORIN, 2008).

A infeccdo por B. henselae pode ser particularmente grave para pacientes com
condi¢Bes imuno comprometedoras, como Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
nos quais lesbes vasculares proliferativas (angiomatose bacilar e peliose bacilar) podem se
desenvolver (REGNERY, 1995). As lesbes sdo caracterizadas por proliferacdo capilar
organizada em lébulos, no qual as manifestagdes cutaneas sdo as mais frequentes. As lesGes
podem ser papulares, tumorais ou nodulares, maltiplas, unicas e podem se espalhar por todo o
corpo (LEVELL et al., 1995).



A peliose bacilar é caracterizada por lesdes angioproliferantes associadas a dilatacéo
capilar, formacdo de espacos cavernosos cheios de sangue no figado, baco ou medula 6ssea
(LOUTIT, 1997).

Nos gatos Bradbury e Lappin (2010) relatam que ap6s inoculagdo experimental com B.
henselae houve presenca de febre que durou pelo menos 2 dias apds a exposicdo a C. felis
infectada. No entanto, a maioria dos gatos infectados com uma espécie de Bartonella
permanecera clinicamente normal (LAPPIN, 2020). Segundo Whittemore et al., (2012) a
ocorréncia de febre durante a infecgcdo por espécies de Bartonella é provavelmente influenciada
por fatores do hospedeiro e por uma interacdo complexa do organismo. Linfadenopatia,
endocardite, miocardite, hiperglobulinemia, osteomielite e uveite sdo algumas manifestacdes
de bartonelose em gatos (WHITTEMORE et al., 2012)

Dipylidium caninum é um cestoide frequente em carnivoros domésticos que porventura
podem parasitar o ser humano. A infeccao das pulgas (Ctenocephalides spp., P. irritans) ocorre
em suas fases larvarias, por meio da ingestdo do ovo do cestddeo liberado junto com as fezes
de cées, ou ainda pela ingestdo direta das proglotes. No interior do pulicideo (larvas ou adultos),
0s ovos de cestoides originam cisticercoides. Ao ser ingeridas, as pulgas liberam no tubo
digestivo dos vertebrados, as larvas de cestodeos, quando ingeridas, as pulgas liberam no tubo
digestivo dos vertebrados, as larvas de cestddeos, instaurando assim o ciclo bioldgico
(LUNARDI, 2004).

Criancas que manuseiam cdes, podem acidentalmente ingerir pulgas esmagadas ou
restos de fezes ou contetdo das pulgas, mostrando que o controle de ~"Ctenocephalides spp.™
nos ambientes domiciliar e peridomiciliar podem atuar na diminuig&o do potencial de risco de
dilepidiose na populacdo infantil (LUNARDI, 2004).

Acanthocheilonema reconditum (Grassi 1889) é um helminto de caes transmitidos por
vetores com distribuicdo global (OTRANTO et al. 2013). A pulga do gato, C. felis, é
considerada o principal vetor desse filaridide (BRIANTI et al. 2012). Nesta espécie, Grassi e
Calandruccio (1890) sugeriram que as larvas se desenvolvem até o estdgio infeccioso nas
células do tecido adiposo. E comumente considerado um parasita apatogénico, pois a maioria
dos estudos ndo descreve a doenca clinica associada a infeccao confirmada (OTRANTO et al.,
2013).

A Peste Bubonica €, sem davida, a principal moléstia transmitida pelas pulgas, devido
a sua morbidade, letalidade e registro histdrico, tendo dizimado ¥4 da populagéo europeia no
século XIX. O agente etioldgico é a Yersinia pestis e a transmissao ocorre pela picada de pulgas
infectantes apds as bactérias reproduzem-se e bloquearem o proventriculo do inseto,
atrapalhando sua alimentagdo, mas aumentando, significativamente, 0 numero de picadas
(LUNARDI, 2004). Os reservatorios sdo roedores domiciliares e silvestres, ainda que
carnivoros silvestres e domésticos atuem como veiculo de transporte de pulgas infectantes para
roedores ou até mesmo para o0 homem (LUNARDI, 2004).

Mais de 200 espécies de pulgas ja foram encontradas infectadas com Y. pestis (EISEN;
GAGE, 2009). No Brasil, em areas focais do Nordeste, as espécies Polygenis bohlsi jordani,
P. tripus (parasitas de roedores silvestres), X. cheopsis, P. irritans € C. felis foram encontradas
naturalmente infectadas pela Y. pestis (TAVARES et al., 2012). C. felis € um vetor competente,
mas sua capacidade vetorial é baixa em comparac¢do com outra espécie de pulga (EISEN et al.,
2008), como a a espécie X. cheopis, por sua facilidade de bloqueio, larga distribuigiao
geografica e grande capacidade em picar o homem, ¢ considerada o principal vetor (EISEN;
GAGE, 2009). Além disso, a familia de pulgas Rhopalopsyllidae inclui os géneros Delostichus
e Polygenis, que foram incriminados como vetores de Y. pestis responsaveis pela praga na sub-
regido Chile-Andina, na Argentina (Macchiavello, 1948; Dubyanskiy;Yeszhanov, 2016).

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ) é uma doenca causada por Leishmania
chagasi (sinonimia L. infantum), um protozoario amplamente distribuido nas Américas do Sul
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e Central. As formas infecciosas do parasita (0s promastigotas metaciclicos) se desenvolvem
no intestino do flebotomineo Lutzomyia longipalpis, principal vetor da LVZ (LAINSON;
SHAW, 1988). Embora seja aceito que a transmissdo natural da LVZ canina ocorra
principalmente pela picada de um mosquito-p6lvora infectado, outros mecanismos potenciais
ndo podem ser descartados. Dentre os hospedeiros vertebrados incriminados na epidemiologia
da LVZ, o cdo é a principal fonte de infeccdo de flebotomineos e também o principal
reservatorio doméstico de L. chagasi (COUTINHO; LINARDI, 2007).

Todos os reservatorios conhecidos de LVZ sdo parasitados por pulgas, mais comumente
por C. felis felis (LINARDI; NAGEM, 1973; LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Segundo Dryden e Gaarfar (1991), o comportamento alimentar de C. felis felis, faz com
que os cdes realizem o comportamento de escovacdo, na tentativa de se aliviarem do
desconforto removendo as pulgas com os dentes (HINKLE et al., 1998). Estas acOes, em
conjunto com os gestos submissos comuns de lamber e acariciar o focinho de outros cées,
facilitam a ingestdo do contetdo do intestino da pulga pelo animal, e isso pode atuar como um
modo de transmissdo na LVZ canina (COUTINHO; LINARDI, 2007).

Além disso, outros patdégenos podem ser transmitidos como Candidatus Mycoplasma
haemominutum (Mhm; anteriormente referido como a forma pequena ou variante California de
Haemobartonella felis) e Mycoplasma haemofelis (Mhf; anteriormente referido como a forma
grande ou variante de Ohio de H. felis) (NEIMARK et al., 2005). E uma bactéria de forma
cocbide e epieritrocitario (TASKER, 2004), responsavel pela micoplasmose felina ou
micoplasmose haemotrépica felina (MHF) ou até anemia infecciosa felina que na maioria das
vezes apresenta-se de forma subclinica, podendo ocorrer de forma aguda resultando em anemia
hemolitica que varia de leve a grave (NEIMARK et al., 2001), sendo transmitida atraves de
picada de pulgas, carrapatos, e sangue infectado (THRALL et al., 2007).

As infeccbes por hemoplasmas felino sdo geralmente mais comuns em gatos machos
ndo castrados com acesso externo e abcessos por mordedura de gato. A infeccdo por
Candidatus M. haemominutum é geralmente mais prevalente em gatos mais velhos,
possivelmente porque os gatos tém um risco crescente de adquirir infeccdo subclinica cronica
ao longo da vida (TASKER et al., 2018), e em cdes, o carrapato Rhipicephalus sanguineus
encontra-se como o principal vetor de M. haemocanis (SENEVIRATNA et al., 1973).

Na infeccdo por Candidatus M. turicensis geralmente a anemia € incomum.
Pressupdem-se que a doenga concomitante e a imunossupressdo estejam ambas envolvidas na
patogénese da doenca de Candidatus M. turicensis, semelhante a Candidatus M.
haemominutum (TASKER et al., 2018). Determinar a patogenicidade de Candidatus M.
haemominutum e Candidatus M. turicensis em gatos naturalmente infectados pode ser dificil,
pois coinfec¢bes com outras espeécies de hemoplasma costumam ocorrer, confundindo
associag0es de doencas (TASKER et al., 2018).

Bleich (1988) relata a possibilidade de transmissédo do virus da Leucemia Viral Felina
(FeLV) por pulgas através da sucgdo de sangue contaminado, transmitido a outros animais
atraves da picada, sendo uma transmissédo indireta que é transmitida por um vetor. Contudo,

Vobis et al., (2003) demonstrou em seus estudo que uma pulga alimentada por 24 horas
com sangue positivo para FeLV, excreta 0 RNA viral em suas fezes, além de ser participar da
transmissdo direta do virus pela picada da pulga. Podendo ser transmitido pela ingestdo da
pulga e excretado com as fezes e/ou durante a atividade de succéo do sangue. Mas segundo
Hartmann (2020), a transmissé@o por pulgas ndo parece desempenhar um papel importante na
natureza.

2.4 Controle
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Estratégias alternativas para controlar pulgas incluem controle biolégico, saneamento
e modificacbes ambientais (WITCHEY-LAKSHMANAN, 1999), envolvendo tratamentos
quimicos de superficies internas e externas, bem como o tratamento do animal de estimacéo
(COLES; DRYDEN, 2014).

Os inseticidas existem em diversos tipos de formulacdes e métodos de aplicagdo como
sabonetes, xampus, p6s molhaveis, concentrados emulsionaveis, talcos, “sprays” colares
impregnados, pipetas com aplicagdes do tipo “‘spot-on”, “strip-on” e “pour-on”, sendo
empregados no controle dos principais ectoparasitos de cdes e gatos (SCOTT et al., 2002),
além do uso de comprimidos administrados oralmente (SNYDER et al., 2007).

Nos ultimos anos, o foco da pesquisa e desenvolvimento tem sido o tratamento do
animal de estimacédo, matando rapidamente as pulgas adultas e evitando que o ciclo de vida da
pulga se mantenha (RUST, 2017).

Caso um animal de estimacdo encontre-se infestado, o controle de pulgas deve ser
realizado no animal e no ambiente, pois se ndo realizado, o animal podera re-infestar o
ambiente. E caso no domicilio haja a presenca de mais animais todos devem ser tratados ao
mesmo tempo, ou as pulgas fardo a migracdo do animal tratado para o ndo tratado (RUST,
2005).

Dada a alta prevaléncia de pulgas com potencial vetorial, o controle eficaz representa
um objetivo principal na medicina veterinaria e na satde Unica (HALOS et al., 2014). Porém,
as infestacOes por pulgas muitas vezes persistem ou reaparecem, mesmo apos a aplicacdo de
produtos para controle pulicida (COLES; DRYDEN, 2014), e muitas vezes esses fatores que
influenciam a eficacia de um tratamento estd compreendido no principal interessado, 0 dono
do animal (COLES; DRYDEN, 2014).

Uma das principais razdes de insucesso quando relacionado ao dono do animal, é a falta
de comprometimento, que incluem: aplicacdo pouco frequente do produto ou intervalo
estendido de aplicacdo; tratamento realizado somente quando o tutor visualiza pulgas no
animal; falha em tratar todos os animais presentes na mesma casa e, suspensdo do tratamento
em periodos de inverno, mesmo com as pulgas vivas. Além disso, pode-se incluir: dosagem
incorreta e técnica de administracdo incorreta (HALOS et al., 2014).

Halos et al., (2014) destacam que o tratamento regular em hospedeiros pode
interromper o ciclo de vida das pulgas e fornecer controle, se as regras fundamentais forem
seguidas como: aplicacao eficaz, intervalos de tratamento corretos e prevencéo a reinfeccédo de
novas fontes de pulgas, incluindo ndo somente a parte visivel da infestacdo, ou seja pulgas
adulta, mas também os estagios imaturos.

2.4.1 Controle mecanico

A primeira etapa para realizagdo do controle mecanico nos animais domésticos de pelo
curto é a higiene associada com a catagdo manual frequente. Rust (2005), revelou que em gatos,
as areas de cabeca e 0 pescoco dos animais infestados possuem o maior numero de pulgas,
podendo chegar a 29,4% na cabeca e 26,6% no pescogo.

O método de controle mecénico visa alterar e/ou remover as condi¢Bes que propiciam
0 desenvolvimento de populagbes em um ambiente interno e externo (LINARDI,
GUIMARAES, 2000).

O controle mecanico quando utilizado de forma isolada pode ndo ser o método mais
efetivo, contudo programas de controle que usam como base a combinagdo dos metodos
mecanico (manejo das condi¢bes ambientais) e quimicos (uso adequado de produtos seletivos),
conseguem um resultado mais eficaz (PEREIRA; SANTQOS, 1998).

No ambiente interno, o item essencial é a limpeza com a remocao de matéria organica
de tacos, tabuas, carpetes, tapetes e moveis, podendo ser realizado com a utilizacdo de um
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aspirador de pod, que ¢ eficaz na remocéo de ovos, larvas e pupas que estiverem sobre o tapete
também poderdo ser afetadas. Recomenda-se a aspiracdo de forma semanal em toda a casa,
especialmente nos locais de repouso dos animais, que pode ser aspirado a cada dois dias
(HNILICA, 2011), além de roupas e objetos dos animais, como camas, roupas e cobertas
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Segundo Miller et al. (2000) a aspiracao pode eliminar 63%
das pupas em tapetes, e Hink e Needham (2007) em estudos comprovaram que aspirar pulgas
adultas consegue-se uma mortalidade de 96%, e de 100% com pupas e larvas. O estimulo
mecanico do aspirador estimula a emergéncia dos adultos para o ambiente, facilitando sua
aspersdo (DRYDEN; PRESTWOOD, 1993).

Quanto ao ambiente externo, as &reas protegidas de luz solar e solo Umido,
proporcionam condic¢des adequadas para o desenvolvimento dos estagios imaturos de pulgas,
assim como locais com gramado, folhagens e matéria organica e que sejam frequentados pelos
animais (DRYDEN, 1993). Medidas como varrer o canil, limpar a vegetacdo, impedir a
circulacdo de biomassas para adubo, manejar o solo e evitar o contato do animal com animais
externos ao domicilio ajudam a reduzir a populacédo de pulgas (BATISTA et al., 2012).

2.4.2 Controle quimico

Um dos alvos no controle de ectoparasitos em animais domésticos como cées e gatos é
C. felis felis, em virtude das injarias causadas aos seus hospedeiros. Atualmente os produtos
veterinarios comerciais contém os dois ativos, inseticida adulticida, como por exemplo,
fipronil, imidaclopride, selamectina, isoxazolinas e os reguladores de crescimento de insetos
RCI), como: lufenuron, piriproxifen e S-metropene (RUST, 2020).

Organoclorados, organofosforados e carbamatos atuam inibindo a acdo da enzima
acetilcolinesterase, em que os organofosforados disputam com a acetilcolina pelos sitios de
ligacdo da acetilcolinesterase, provocando uma consecutiva estimulacdo nervosa, propiciando
a morte do inseto por paralisia, contudo o0 processo é reversivel; os carbamatos provocam uma
inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase, possuindo 0 mecanismo de acdo similar aos do
organofosforados (MASON et al., 1984). Na auséncia da acetilcolinesterase, a acetilcolina
liberada se acumula, provocando um colapso no sistema nervoso central, com hiper
estimulacdo parassimpatica, e paralisia neuromuscular (TAYLOR, 2001).

Os organofosforados quando usados para tratamento do ambiente onde ha a presenca
de mamiferos, incluindo o homem, pode ser extremamente tdxico, se fazendo necessario o0 uso
com precaucao, pois sdo produtos usados contra larvas de moscas e estadios imaturos de pulga,
contudo poucos continuam sendo usados no tratamento animal (TAYLOR, 2001).

Os principais compostos carbamatos comercializados no Brasil sdo: carbaril e
propoxur, pois apontam baixa toxicidade para mamiferos (TAYLOR, 2001) disponiveis em
formulacbes de talcos e coleiras para animais de companhia (SCOTT et al., 2002), e 0
fenoxycarb atua como RCI prevenindo o desenvolvimento embrionario no ovo da pulga,
desenvolvimento larval e emergéncia do adulto, caracterizado por ndo ser neurotoxico
(GRENIER; GRENIER, 1993).

O principal representante das formamidinas € o amitraz, atuando na enzima
monoaminooxidase (MAO) e nos receptores de octopamina dos ectoparasitos, gerando uma
hiperexcitabilidade neuronal tendo como efeito a morte (NATHANSON, 1985). Segundo Floz
et al., (1986), o amitraz possui atividade repelente de moderada a baixa para C felis em cées e
elevada eficacia no controle de Rhipicephalus sanguineus (RIBEIRO et al., 2006) e,
demonstrou eficacia no controle de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus (FERNANDES et
al., 2006).

Devido a sua atividade em artropodes, o amitraz € utilizado na medicina veterinaria
para controlar carrapatos pois possui atividade frente a acaros em cées, cabras, bovinos, porcos
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e ovelhas, porém para pulgas ndo possui a mesma eficacia quando comparado para carrapatos
(KITA et al., 2017).

Os piretroides sdo um grupo quimico de inseticidas sintéticos mimicos das piretrinas,
obtidos por sintese a partir da extracdo com solvente das flores secas do crisantemo
(Chrysantemun cineraefolium, anteriormente conhecido como Piretro, e Chrysanthemum
coccineum) (VALLE, 2000). A estrutura basica é embasada no acido crisantémico. As flores
da planta séo colhidas logo apos a floracdo e, em seguida, secas ou pulverizadas, ou 0s 0leos
sdo extraidos das flores usando solventes (TODD et al., 2003).

O modo de acédo dos piretroides € 0 mesmo nos mamiferos e nos insetos, interrupcéo
na bomba de sddio dos neurénios (NARAHASHI, 1996; RAY, 2000); causando interferéncia
na propagacdao de impulsos em nivel neuronal, por isso sdo chamados de neurotdxicos
(HENAULT-ETHIER, 2015), e quando nio presentes em quantidades fatais aos insetos,
continuam a agir como repelente (REIGART; ROBERTS, 2013) podendo ser usados na forma
de “spray" e aerossdis contra uma ampla variedade de insetos voadores (TODD et al., 2003;
VALLE, 2000).

Além disso, podem atuar deprimindo a funcdo nervosa e causando eventualmente
paralisia através da potencializacdo do acido gama-aminobutirico (GABA) que é um
neurotransmissor inibitorio (MATOS; BALTHAZAR, 2008).

Podem ser utilizados em ambientes domeésticos, comerciais, industriais, agricolas,
veterinario, &rea médica e salde publica. Na area agricola, seu uso se faz principalmente para
o controle de insetos em plantacdes e armazenamento de grdos (FEO et al., 2012), e no uso
doméstico, para o controle de baratas, mosquitos e formigas, os quais as substancias
deltametrina, permetrina, e cipermetrina sdo alguns exemplos de piretroides utilizados nesse
controle agricola e doméstico. (GRISOLIA, 2005).

Na veterinaria, se utiliza no controle de ectoparasitos, como por exemplo, carrapatos e
pulgas, e na medicina humana no controle de ectoparasitos como os piolhos, e na satde publica
no combate aos vetores de algumas doencas como dengue e malaria (UJIHARA, 2012).

As lactonas macrociclicas: avermectinas (ivermectina, abamectina, doramectina,
eprinomectina e selamectina) e milbemicinas (milbemicina e moxidectina) sdo oriundas da
fermentacdo de dois fungos Streptomyces avermitilis e S. cyanogriseus, respectivamente. Ha
indicacdo em bula para o uso em animais de companhia as seguintes lactonas: ivermectina,
milbemicina oxima, moxidectina, selamectina e eprinomectina (NOLAN; LOK, 2012). Atuam
inibindo a transmissao de sinais nas juncGes neuromusculares e hiperpolarizacao, por meio da
potencializagcdo da acdo do GABA e do aumento da permeabilidade da membrana ao cloro
promovendo ataxia e morte (TAYLOR, 2001).

A molécula spinosad, apesar de nao ser estruturalmente um neonicotinéide (se trata de
um macrolido tetraciclico, do grupo das espinosinas), derivado da fermentacdo do fungo
Saccharopolyspora spinosae (WILLIAMS; VALLE; VINUELA, 2003). Atua igualmente nos
mesmos receptores, mas em sitio distinto de ligacdo. Por possuir rapida absorcéo oral, se
encontra disponivel em comprimidos mastigaveis para cées e gatos, proporcionando protecao
por 30 dias, com acdo adulticida e redugdo na producéo de ovos (LYNN, 2009)

Dentre os fenilpirazoles, ha o fipronil, cujo mecanismo de agéo € inibir o influxo de
ions de cloreto pelo GABA, um neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central,
presente no inseto, fazendo com que ocorra uma hiperexcitacdo levando-o a morte
(BLACKBURN; LINDSAY, 2003). Especifico para invertebrados, matando pulgas e
carrapatos por um més ou mais, pois se dissolve na oleosidade da pele e se acumula nos
foliculos pilosos e glandulas sebéceas, o que permite sua continua liberacdo (MATQOS;
BALTHAZAR, 2008), possuindo alta persisténcia no ambiente (ZALUSKI, 2014).

Devido sua aplicagdo topica e poder causar a morte de insetos por contato, ndo exige
que as pulgas se alimentem nos animais para que entrem em contato com o produto, sendo
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recomendado para animais com dermatite alérgica (TAYLOR, 2001; BRANDAO, 2004).
Nessa classe também hé o piriprol, com atividade inseticida e acaricida, porém que o nédo se
encontra nenhum produto comercial no mercado brasileiro (PATEL; FORSYTHE, 2008).

Os reguladores de crescimento de inseto (RCI) atuam na interrupcdo de estadios do
ciclo de vida da pulga, ndo tendo efeito adulticida direto, podendo ser associados a um
adulticida em programa de controle integrado (PAGE, 2008), tendo como alvo outros 6rgaos
que nao o sistema neural, e atuam de forma lenta e gradual afetando o crescimento e
desenvolvimento do inseto (GRAF et al., 2004).

Por atuarem a nivel de fendmenos especificos do inseto, apresentam maior grau de
seletividade entre insetos e vertebrados, sendo mais seguros, sem efeitos biologicos no
hospedeiro (WALL; SHEARER, 2001) com menor toxicidade a mamiferos e vertebrados.
Apresentam rapida fotodegradacéo e dissipacdo e ndo persisténcia de residuos em sedimentos
(MARTINS et al.,, 2008). Podem ser divididos em inibidores da sintese de quitina
(benzoilfeniluréias), inibidores da deposi¢do de quitina (triazina/derivados de pirimidina) e
analogos do hormonio juvenil (RUST; DRYDEN, 1997).

As benzoilfeniluréias atuam impedindo a sintese e deposi¢do de quitina, componente
principal da cuticula do exoesqueleto do inseto. Com isso, o desenvolvimento e eclosdo dos
0vos sdo interrompidos, ou como consequéncia morrem em estadio de larva, pupa ou adultos
inviaveis — carracas (MEHLHORN, 2008). A molécula lufenuron é disponibilizada via oral,
isolada ou em associacdo a endectocidas, podendo ainda ser administrada por via subcutanea e
sua disposicao no tecido adiposo confere protecao até seis meses (BEUGNET; FRANC, 2012).

Os juvendides atuam como analogos do hormoénio juvenil, atuam impedindo a
metamorfose da larva em pupa, permanecendo em estadio imaturo (BAYNES, 2009). A
molécula mais utilizada é o metopreno, sob a forma de isomero ativo S-metopreno, aparecendo
associado a adulticidas (nomeadamente fipronil) em forma de “spot-on”, (BEUGNET;
FRANC, 2012). O piriprofixeno se apresenta sob a forma de “spray”, para instalagdes
(associado a ciflutrina), se tornando uma ferramenta Gtil no controle ambiental, devido a sua
aplicacdo no lar de animais de companhia e seu uso em carpetes inibindo a reprodugdo por um
periodo de seis meses (LYNN, 2009).

Quanto as semicarbazonas se destaca a molécula metaflumizona, um dos mais recentes
inseticidas na prevencao e controle de pulgas. Age maioritariamente por ingestao pelo parasito,
mais do que por contato (PAGE, 2008), e atua sobre os canais de sddio dos insetos causando
hiperexcitacdo e como consequéncia, a morte (SALGADO; HAYASHI, 2007). Se apresenta
como “spot-on”, isoladamente para gatos, ou associado a amitraz, para caes (PAGE, 2008). No
entanto, o uso de uma formulacdo “spot-on” com 15% amitraz e 15% metaflumizona
demonstrou rea¢fes medicamentaosas, semelhante a identificadas em caso de pénfigo foliaceio
(MUELLER et al., 2011). Larsson e Lucas (2016), relataram que o uso de medicamentos com
associacdo de metaflumizona pode predispor a dermatoses autoimunes em cdes como 0
pénfigo.

Indoxacarb, um dihidropirazol, em particular uma oxadiazina, se apresenta em " spot-
on’ " para gatos atuando como prevencao e controle de pulgas, reduzindo a contagem de pulgas
adultas, producédo de ovos e emergéncia de adultos (ARMSTRONG et al., 2015.), e para cées
é associado a permetrina. Para atuar, o indoxacarb tem de ser bioativado pelas enzimas do
inseto, bloqueando os canais de ions de sodio (BEUGNET; FRANC, 2012).

Os neonicotindides constituem um grupo descoberto a partir da molécula de nicotina,
atuam seletivamente no receptor nicotinico de acetilcolina do inseto, hidrolisada pela
acetilcolinesterase, ndo sendo degradados imediatamente. Portanto, os impulsos nervosos séo
transmitidos constantemente, gerando uma hiperexcitacdo do sistema nervoso
(SCARPELLINI; ANDRADE, 2010). Devido a diferencas estruturais entre esses receptores
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nos insetos e nos vertebrados, sdo moléculas de grande seguranca no hospedeiro (TAYLOR,
2001). No Brasil possuem como principais ativos: nitempiram, imidacloprida e dinotefuran.
As isoxazolinas se apresentam como uma nova classe de compostos com atividade
antiparasitéaria. Tais compostos possuem atividade contra o 4cido gama-aminobutirico (GABA)
e canais de cloro ativados por glutamato com seletividade significativamente maior pelos
neurénios do inseto do que sobre os neurdnios de mamiferos (OZOE, 2010). O principal
representante dessa classe é o fluralaner, onde estudos in vivo mostraram que, ap6s uma unica
administracdo por via oral a cdes, o composto fornece atividade de eliminagcdo de pulgas e
carrapatos persistente durante 12 semanas (ROHDICH et al., 2014). Outros compostos
representam esta classe como o afoxolaner, sarolaner e lotilaner (KUNKLE et al., 2014).

2.4.3 Controle com quimica verde

Desde 2008, o Brasil passou a ser o maior consumidor de praguicidas do mundo, foram
utilizadas mais de 700 mil toneladas de produtos quimicos (PEDLOWSKI et al., 2012).
Atualmente, o uso de inimeros inseticidas ndo estdo sendo mais permitido em varios paises,
por exibirem altos niveis de toxicidade e/ou devido a persisténcia no ambiente. Esta proibicao
vem gerando uma procura por novas moléculas, naturais ou sintéticas, para controle de
ectoparasitos (SANTOS et al., 2007).

Na Unido Europeia, no periodo de 2001 a 2008, 704 substancias ativas foram proibidas,
dos quais 26% eram inseticidas, 23% herbicidas e 17% fungicidas (KARABELAS et al., 2009).
Além da Unido Europeia, as agéncias da ONU (Organizacdo das NacGes Unidas) para salde,
OMS (Organizacdo Mundial da Saude), e para alimentacéo e agricultura, FAO (""Food and
Agriculture Organization of the United Nations ", 2015), afirmam que ha consenso crescente
de que é preciso "restringir severamente” o uso de neonicotinoides, por representarem "alto
risco ao meio ambiente™.

Produtos ectoparasiticidas demonstraram ser seguros e eficazes quando usados
conforme as instrugdes, e podem eliminar a necessidade de tratar ambientes internos e externos
(RUST, 2005). Por serem substancias toxicas os praguicidas exigem utilizagdo criteriosa e
demandam diagnostico preciso, para além de cuidados especiais de manuseio e aplicagao
(GONGALVES, 2016). No entanto, preocupacdes de seguranca relacionadas aos seus efeitos
em espécies ndo-alvo e residuos deslocaveis comecaram a ser questionadas. (GLEADHILL,
2004).

O sucesso atribuido ao atual modelo agricola predominante nao considera as
externalidades negativas sobre o ambiente e sobre a saude dos trabalhadores rurais (PORTO;
SOARES, 2012). Como por exemplo, consumo de dgua contaminada por pesticidas sobre a
satde humana e animal varia de acordo com o principio ativo ingerido, tais danos podem
envolver: problemas no sistema nervoso central e no figado, alteragoes nos sistemas
cardiovascular e reprodutivos, problemas oculares, nos rins e no bago (WELL, 2015).

Com isso, podemos destacar a quimica verde ou sustentdvel com a concepcao,
desenvolvimento e implementacao de produtos e processos quimicos que reduzem ou eliminem
0 uso e geracdo de substancias perigosas para saide humana e meio ambiente (CLARK et al.,
2012). Na perspectiva do desenvolvimento sustentavel, espera-se que governos, universidades
e empresas busquem maximizar a eficiéncia no uso dos recursos naturais por meio de atividades
associadas ao conceito Quimica verde (CARIOCA et al., 2010).

A palavra verde é sinbnimo de limpo e tem um tom politico; a quimica é o centro da
questdo ambiental, sustentabilidade ambiental, social e econdmica que traduz o futuro
desejado; e a quimica verde reflete a unido dessas idéias (CARIOCA et al., 2010). Dentro dos
principios fundamentais da quimica verde, encontra-se o uso de matérias-primas renovaveis: o
uso de biomassa como matéria-prima deve ser priorizado no desenvolvimento de novas
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tecnologias e processo; e a criacao de produtos biodegradaveis: os produtos quimicos precisam
ser projetados para a biocompatibilidade. Apds sua utilizacdo, ele ndo deve permanecer no
ambiente, degradando-se em produtos in6cuos (CARIOCA et al., 2010).

Com base nos dados acima, podemos destacar um dos produtos dentro da quimica
verde, que s@o 0s provenientes da natureza; substancias quimicas oriundas do metabolismo
secundario de espécies vegetais, que podem desempenhar o papel defensivo inibindo a acéo de
insetos, por inani¢do, reducdo na oviposi¢do e/ou afetar o crescimento larval (ISMAN, 2006).

Nesse contexto, segundo VASCONCELOS et al. (2006), uma alternativa que vem
sendo retomada para o controle de pragas é o uso de metabolitos secundarios presentes em
algumas plantas, que sdo chamadas de “plantas inseticidas”, no qual encontram-se alguns 6leos
essenciais e 0s extratos vegetais (SAITO; SCRAMIN, 2000).

Segundo Gelinski et al. (2007) os Oleos essenciais sdo fontes em potencial de
substancias biologicamente ativas, derivados das partes aromaticas das plantas, como flores,
raizes e folhas, usando um processo chamado destilagdo a vapor. Essa cdmara de vapor libera
uma corrente de ar capaz de exprimir 0s compostos aromaticos do material vegetal na forma
de 6leo. J& os extratos vegetais sdo obtidos por mistura a um solvente (agua ou alcool), o
material vegetal permanece embebido em um solvente por longos periodos, para que seu aroma
ou propriedades medicinais sejam infundidos no liquido.

O oleo essencial é uma mistura complexa de compostos quimicos, volateis, solGveis em
gordura e raramente coloridos (BAKKALI et al., 2008; BASER; BUCHBAUER, 2015), que
podem ser obtidos de diferentes 6rgdos da planta como botdes, flores, sementes, raizes, cascas
(KHATER, 2012); e pode ser extraido por hidrodestilagdo (DOS SANTOS CAVALCANTI et
al., 2015), sendo o método mais comum (TRAN, 2019) ou expressao de pericarpo de frutos
citricos, porém ha outros métodos de extragdo como a enfleurage, extragao por CO:
supercritico, técnica muito utilizada na industria (SAITO; SCRAMIN, 2000).

A composicdo quimica é baseada em terpernos (mono e sesquiterpenos) e/ou
fenilpropanoides, e tem se mostrado promissores devido ao seu potencial inseticida devido a
sua composicdo de bioativos (BENELLI; PAVELLA, 2018), podendo variar devido os
diferentes periodos de crescimento da planta (ABDI et al., 2019).

O modo de acdo de muitos Gleos essenciais ou seus componentes ainda estad sob
investigacao, mas ha muitas evidéncias de um efeito toxico no sistema nervoso do inseto. Um
exemplo € o terpinen-4-ol, um monoterpeno que inibe a artropode acetilcolinesterase (MILLS
et al., 2004; LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOQOS, 2010).

A natureza hidrofébica dos 6leos pode causar efeitos mecanicos ao romper as ceras
cuticulares e bloquear os espiraculos, levando a morte do parasita por estresse hidrico ou
sufocacdo (BURGESS, 2009) sendo capaz de afetar a taxa de crescimento, reproducéo,
longevidade e oviposicao de insetos (CASTILHOS et al., 2018), podendo também apresentar
efeitos de citotoxicidade (POWERS et al., 2018), fototoxicidade (ERDOGAN ELUIZ et al,
2017), mutagenicidade e carcinogenicidade (BAKKALI et al., 2008).

Na medicina veterinaria, 0s 6leos essenciais para o controle de ectoparasitas vem
ganhando espaco por apresentarem alta eficacia, multiplos mecanismos de acdo e baixa
toxicidade em vertebrados ndo-alvo (ELLSE; WALL, 2014), além disso, 0s potenciais
impactos adversos na sadude publica e no ambiente estdo incentivando o aumento da pesquisa
sobre opgdes terapéuticas alternativas, incluindo 6leos essenciais (ISMAN, 2008).

2.4.4 Uso de oleos essenciais frente a pulgas
A utilizacdo de 6leos essenciais no combate a pulga Ctenocephalides felis felis vem

sendo realizada por diversos pesquisadores e, nos mais diversos tipos de 6leos essenciais, como
por exemplo, 6leos de Cinnamomum osmophloeum (da folha), Taiwania cryptomerioides (do
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cerne) e Plectranthus amboinicus (SU et al., 2014), Ziziphora tenuiore e Myrtus communis em
Pulex irritans (GHAVAMI et al., 2016), Schinus molle (BATISTA et al., 2016), Alpinia
zerumbet, Cinnamomum spp., Laurus nobilis, Mentha spicata, Ocimun gratissimum e
Cymbopogon nardus (DOS SANTOS et al., 2020), 6leo de Syzygium aromaticum (LAMBERT
et al., 2020), Origanum vulgare, Thymus vulgaris e Cinnamomum spp (CONCEICAO et al.,
2020), Hlicium verum e Pelargonium graveolens (FREITAS et al., 2021),

Além disso estudos com 06leos essenciais de cascas citricas em p6 (ELHAG, 2000) e,
cascas de frutas citricas (WEINZIREL; HENN, 1992) também apresentaram resultados frente
a Ctenocephalides felis felis. 1sso nos mostra que os OE's sdo de grande importancia para o
controle de insetos e acaros. Alguns estudos relataram a acdo eficiente desses produtos, com
alto efeito residual, o que é desejado pela industria fitoterapica de produtos para tratamento de
animais (GEORGE et al., 2014).

Podemos quantificar tais estudos conforme o tipo de atividade/teste, autor e ano de
pesquisa (Tabela 3).
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Tabela 3. Plantas cujo seu 6leo essencial demonstrou atividade inseticida ou repelente frente a pulgas (Siphonaptera: Pulicidae).

Oleo Essencial Constituinte majoritario Espécie de Pulga Teste Estagio(s) Referéncia
Cinnamomum osmophloeum (Lauraceae) Trans-cinamaldeido C. felis felis Adulto Su et al., (2014)
Taiwania cryptomerioides (Cupressaceae) a-cadinol C. felis felis Adulto Su et al., (2014)
Plectranthus amboinicus (Lamiaceae) Timol C. felis felis Adulto Suetal., (2014)
Myrtus communis (Myrtaceae) a-pinene;1,8 cineol; Limoneno; Linalol Pulex irritans Adulto Ghavami et al. (2016)
Ziziphora tenuiore (Lamiaceae) Timol; Geraniol Pulex irritans Adulto Ghavami et al. (2016)

Schinus molle (Anacardiaceae)
Syzygium aromaticum (Myrtaceae)
Mentha spicata (Lamiaceae)
Ocimum gratissimum (Lamiaceae)
Alpinia zerumbet (Zingiberaceae)
Cinnamomum spp. (Lauraceae)

Laurus nobilis (Lauraceae)

Cinnamomum cassia (Lauraceae)
Thymus vulgaris (Lamiaceae)
Origanum vulgare (Lamiaceae)
Alpinia zerumbet (Zingiberaceae)
Cinnamomum spp. (Lauraceae)

Cymbopogon nardus (Poaceae)

Ilicium verum (Schisandraceae)
Pelargonium graveolens (Geraniaceae)

Lupenona; Octadecil-vinil-éter

Eugenol; B-cariofileno
Carvona
Eugenol; Eucaliptol
4-terpineol; Eucaliptol
(E)-cinamaldeido
Eucaliptol; Linalol;
Acetato de aterpineol
Cinamaldeido
Timol; Ocimeno
Timol; Carvacrol
4-terpineol; Eucaliptol
(E)-cinamaldeido
Citronelal; Geraniol;
Citronelol
(E)-Anetol
Citronelol; Geraniol

C.
. felis felis
. felis felis
. felis felis
. felis felis
. felis felis

OO0 O O0O0000 O O0O0000

felis felis

. felis felis

. felis felis
. felis felis
. felis felis
. felis felis
. felis felis

. felis felis

. felis felis
. felis felis

LT £ LKL £ £ mmmo™

Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos

Adulto e imaturos

Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos
Adulto e imaturos

Adulto e imaturos

Adulto e imaturos
Adulto e imaturos

Batista et al., (2016)
Lambert et al., (2020)
Dos Santos et al. (2020)
Dos Santos et al. (2020)
Dos Santos et al. (2020)
Dos Santos et al. (2020)

Dos Santos et al. (2020)

Conceigdo et al., (2020)
Conceigdo et al., (2020)
Conceicdo et al., (2020)
Dos Santos et al. (2020)
Dos Santos et al. (2020)

Dos Santos et al. (2020)

Freitas et al., (2021)
Freitas et al., (2021)

M = Mortalidade; R = Repeléncia
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2.4.5. Copaifera reticulata

Copaifera spp. sdo arvores pertencentes a familia Leguminosae e subfamilia
Caesalpinaceae (LEANDRO et al. 2012) apresentam de 25 a 40 metros de altura chegando até
quatro metros de didmetro. As copaibeiras sdo arvores comuns na América Latina e Africa
Ocidental, sendo encontradas, no Brasil, nas regibes Sudeste, Centro-Oeste e Amazoénica
(FRANCISCO, 2005).

No Brasil, as arvores sdo conhecidas como copaiba, copaibeira, pau-de-6leo, copaava,
copai, copaibo, copal, marimari e balsamo dos jesuitas, e 0 6leo ¢ chamado de 6leo de copaiba
ou balsamo (CASCON, 2004).

O oleorresina da copaiba ¢ derivado de um metaboélito secundario gerado por células
distribuidas em todos os tecidos da arvore. Apesar de ser mais evidente e usual a extracdo no
tronco, extrair de folhas, frutos e sementes também é possivel (ARRUDA et al. 2019).

A atividade do o¢leo de copaiba (Copaifera spp.) é conhecida em virtude das
propriedades cicatrizantes, anti-inflamatoria e antifangicas (DEUS et al., 2011; MENDONCA,;
ONOFRE, 2009). As principais substancias majoritarias dos compostos Vvolateis
(sesquiterpenos) do 6leo fixo da copaiba, sdo o B-cariofileno, a-humuleno e a-copaeno, como
exemplificado na Figura 2 (JUNIOR et al., 2007), e sua eficacia sobre os insetos pode ser
atrelada a presenca do -cariofileno (KEELER et al., 2011).

a-Copaeno B-Cariofileno a-Humuleno

.

Figura 2. Principais sesquiterpenos encontrados em ¢6leo de copaiba (Copaifera reticulata). Fonte: Junior et al.
(2007).

A espécie C. reticulata produz um o6leo fixo de aspecto liquido, fino, odor fraco e de
coloragao amarelo claro (OLIVEIRA et al., 2006). A copaiba tem apresentado boa atividade
in vitro contra os agentes causadores de doengas infecciosas parasitarias como, a inibi¢cdo no
crescimento das formas amastigotas de Trypanosoma cruzi (VIEIRA et al., 2002; 1ZUMI et
al., 2012), e atividade contra as formas amastigotas de Trypanosoma brucei e Leishmania
donovani (MIZUNO et al. 2015).

Como atividade inseticida, apresentou resultados na reducéo nos ataques de Bemisia
tabaci e Tuta absoluta a tomateiros apos 24 horas da pulverizagao (BARBOSA, 2007), além
de ter boa atividade larvicida contra Aedes aegypti (GERIS et al., 2008).

Silva et al. (2003) demonstraram através de bioensaios a acdo larvicida sobre C.
quinquefasciatus apds 48 h de exposicéo, para todos os estadios larvais desta espécie e, tem se
mostrado um eficiente acaricida alternativo no controle da populagdo de carrapatos
Rhipicephalus microplus, ainda na fase larval (FERNANDES; FREITAS, 2007). Em moscas
Liriomyza trifolii apresentou acdo toxica em larvas e pupas quando aplicado na fase de ovo e
quando aplicado sobre as pupas somente a maior concentragao teve um efeito satisfatorio, além
disso observou-se a agdo repelente (ZUIM, et al., 2013).
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Coutinho et al., (2006), observaram que o efeito do 6leo de copaiba sobre Sitophilus
zeamais MOTS ocasionou 20% de mortalidade do inseto e reduziu a emergéncia de adultos em
51%, e estudos realizados com Zabrotes subfasciatus observou-se uma reducdo 85% da
emergéncia de adultos, e agdo repelente também (FRANCA et al., 2012). Dos Santos et al.,
(2021) relataram um resultado satisfatorio quanto a repeléncia frente a baratas (Periplaneta
spp.) no ambiente doméstico.

2.4.6 Lavandula hybrida

O dleo essencial de lavandin (Lavandula hybrida) se encontra prontamente disponivel
em muitas areas do mundo e particularmente na regido de Castilla-Ledn (Valladolid) (CERPA,
COCERO, 2005). Lavandula hybrida € um clone estéril resultante da hibridizacdo entre
Lavandula angustifolia (anteriormente L. officinalis) e Lavandula latifolia (anteriormente L.
spica L.). Esta planta, pertencente a familia Lamiaceae (anteriormente Labiatae) (CHBAUER
et al., 1991). E natural da area mediterranica, cresce em solos rochosos pobres, com 70-80 cm
de altura, forma de arbusto sendo uma planta perene, conseguindo render quatro vezes mais
6leo por volume de plantas do que a lavanda verdadeira (LIS-BALCHIN, 2002).

Os principais constituintes (Figura 3) deste 6leo essencial sdo linalol, acetato de linalila,
canfora, 1,8-cineol e terpinen-4-ol (VARONA, 2009).
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Figura 3. Principais constituintes encontrados no 6leo essencial de lavandin (Lavandula hybrida). Fonte: Varona,
2009.

Acredita-se tradicionalmente que o 6leo essencial de lavandin tenha propriedades
sedativas e com eficiéncia em aromaterapia (BAROCELLI et al., 2004),
antiplaquetarias/antitromboticas (BALLABENI et al., 2004), atividade anti estafilococica, e
atividade antifingica moderada (ROBU et al., 2016), além da atividade antibacteriana
principalmente contra E. coli e S. agalactiae, e moderada a alta atividade antibacteriana contra
K. pneumoniae e S. aureus (BAJALAN et al., 2017).

A planta lavandin vem destacando-se por atuar no controle de pragas devido suas
propriedades inseticidas, repelentes ou antialimentares e, toxicidade fumigante do OE contra
ovos de insetos de produtos armazenados (PAPACHRISTOS; STAMOPOULOS, 2004).

O OE de lavandin também mostrou atividade acaricida e repelente contra Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e, atividade antifingica contra M. anisopliae e B. bassiana. (NARDONI
et al., 2018). Mostrou acdo fumigante e repelente contra Acanthoscelides obtectus (EROS;
BIRGUCU, 2020), e exibiu forte toxicidade fumigante para todos os estagios imaturos e
adultos de T. confusum (THEOU et al., 2013).
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Apresentou toxicidade para larvas de H. lusitanicum e moderadamente antialimentar
para S. littoralis (ORTIZ DE ELGUEA-CULEBRAS et al., 2018), e com Ctenocephalides felis
felis ndo possui atividade descrita.

2.4.7 Salvia sclarea

Salvia sclarea, também conhecida como sélvia, pertence a familia Lamiaceae, nativa
do sul da Europa e, cultivada mundialmente em climas temperados e subtropicais, como planta
ornamental e portadora de 6leo essencial (LATTO et al., 2006). E um importante 6leo fixo
comercial, representado por um liquido incolor, amarelo-acastanhado ou amarelo-palido com
odor caracteristico descrito como doce, verde, floral e picante com nuances limpas,
amadeiradas e citricas (SZENTMIHALY I, 2009).

Possui na sua composicdo o componente majoritario (Figura 4) o acetato de linalila,
seguido pela presenca de linalol, acetato de geranila, a-terpineol e esclareol (ACIMOVIC et
al., 2022).
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Figura 4. Principais constituintes encontrados em 6leo essencial de salvia (Salvia sclarea). Fonte: A¢imovi¢ et
al., 2022.

O teor de acetato de linalila aumenta no periodo de floracdo até a formacéo da semente
e, ¢ mais alto durante a maturidade da semente, enquanto o teor de linalol diminui (PESIC;
BANKOVIC, 2003).

Amplamente utilizada na industria de perfumes e aromaterapia contra estresse, tensao,
depressdo e ins6nia (VERMA et al., 2011), e possui a¢do contra condi¢des inflamatdrias da
cavidade oral, como gengivite, estomatite e aftas (KOSTIC et al., 2018). Além disso apresenta
atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e analgésica, bem como antidiabéticos e citotdxicos
(ACIMOVIC et al., 2018).

Possui atividade contra as bactérias Gram-negativas: S. enteritidis, E. coli (ACIMOVIC
etal., 2022), Pseudomonas fluorescens, Kocuria marina e B. cereus (OVIDI et al., 2021), além
de mostrar atividade repelente contra A. albopictus (CONTI et al., 2012), A. aegypti, A.
stephensi e C. quinquefasciatus (AMER; MEHLHORN, 2006), e acdo larval contra C. pipiens
(CETIN et al., 2006), A. albopictus (MATHEW; THOPPIL, 2011), e atividade frente as pulgas
Ctenocephalides felis felis ainda ndo existem estudos realizados.

2.4.8 Citrus paradisi
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Pertence ao género Citrus da familia (XU et al., 2007). Possui em sua composi¢ao 0s
componentes (Figura 5) limoneno, a-pineno e 3-pineno (UYSAL et al., 2011).

H:C CH,

CHy

LIMONENO a-PINENO [-PINEND

Figura 5. Principais constituintes encontrados em o6leo essencial de grapefruit (Citrus paradisi). Fonte: UYSAL
etal., 2011.

O extrato das sementes de Grapefruit demonstrou possuir propriedades antimicrobiana
contra S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis, E. coli, S. typhimurium, S. marcescens e P.
vulgaris (UYSAL et al., 2011; HA et al., 2009), antibacteriana (ARSENE et al., 2021;
HEGGERS et al., 2002), bom efeito inibitorio sobre a proliferacdo de células cancerigenas de
figado e célon (DENG et al., 2020). Também demonstrou possuir atividade contra patégenos
orais S. mutans, P. intermedia, P. gingivalis e C. albicans (LEE et al., 2009) e cutaneos como
M. furfur, M. restricta, P. arnes, T. mentagrophytes e T. rubrum (HA et al., 2009),

O oOleo essencial de C. paradisi apresentou capacidade protetora (ROTIMI;
EKPERUSI, 2012) e fumigante (MORAVVEJ; ABBAR, 2008) contra Collosobruchus
maculatus, além de apresentarem protecdo contra Rhyzopertha dominica em graos
armazenados (ABBAS et al., 2012). Zahran et al., (2017) relatou o potencial do 6leo essencial
de C. paradisi para o desenvolvimento de larvicidas naturais e fumigantes para controle de C.
pipiens. Além de possui acdo termiticida contra Odontotermes feae Wasmann (KHANIKOR et
al., 2018).

Na industria é utilizada para a conservacao de alimentos, incluindo hortalicas (XU et
al., 2007; LEE et al., 1988), frutas (JANG et al., 2011), produtos de pescado (CORBO et al.,
2008) e carne suina (HONG et al., 2009). E Choi et al., (2017) mostraram que em doses
moderadas € um valioso OE para o desenvolvimento de agentes larvicidas em ambientes
aquaticos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e origem das pulgas

A pulga da subespécie Ctenocephalides felis felis e seu respectivos estagios (ovo, larva,
pupa e adultos) utilizados no experimento foram oriundas da col6nia experimental presente no
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV),
Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), a qual foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais do Instituto de Veterinaria da UFRRJ (CEUA-IV-UFRRJ) com protocolo
43131104109.
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3.2 Obtenc&o do Oleo Essencial

Os oleos essenciais das folhas de C. reticulata (Leguminosae), das cascas dos frutos de
C. paradisi (Rutaceae), das flores de L. hybrida (Lamiaceae) e das flores e folhas de S. sclarea
(Lamiaceae) foram obtidos de forma comercial em lojas online intitulada Via aroma Inddstria
de Aromatizadores de Ambientes LTDA - Porto Alegre, e mantidos em frascos ambar
protegidos com batoque e, em um freezer a -20°C até o momento da analise cromatogréfica e
analises bioldgicas com a finalidade de refrear a degradacdo dos compostos quimicos presentes.

3.3 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (CG) foi realizada no Laboratorio de Plantas Aromaticas e
Medicinais da UFRRJ (LABPAM- UFRRJ) através de um detector de ionizacdo por chama
(FID), e um injector split/split-less, utilizados para separagéo e detecgdo dos constituintes dos
6leos essenciais de Copaifera reticulata, Citrus paradisi, Salvia sclarea e Lavandula hybrida.

As substancias foram separadas em uma coluna capilar de silica fundida HP- (30 m x
0,25 mm d.i., espessura do filme 0,25 m, Agilent J & W). As temperaturas do forno, injetor e
detector foram programadas conforme descrito por Adams (2005).

O gés transportador utilizado foi de He (1 mL/min). O volume injetado foi de de 1uL
numa razdo de divisdo de 1:20. A percentagem dos compostos do éleo essencial foi calculada
a partir da area relativa de cada pico analisado por GC-FID. O 6leo essencial também foi
analisado em um GC/MS QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN). O fluxo de gas de arraste, a coluna
capilar e as condi¢fes de temperatura para a analise de GC/MS foram os mesmos descritos para
GC/FID (ADAMS, 2005).

As condicBes de operacdo do espectrdmetro de massa sera a tensdo de ionizacdo a 70
eV e a faixa de massa 40-400 m/z e 0,5 scan/s. O indice de retencdo de compostos foi calculado
com base na co-injecdo de amostras com uma mistura de hidrocarbonetos C8-C20. Os
constituintes foram identificados por comparagéo de seus espectros de massa com a biblioteca
NIST- Mass Spectrometry Data Center, e com os dados de Adams (2005).

3.4 Testes in vitro com Ctenocephalides felis felis
3.4.1 Resumo do delineamento experimental

Os ensaios in vitro para a avaliacdo da mortalidade dos diferentes estagios de C. felis
felis pelos quatro OE’s aconteceram em duas etapas:

e 12 etapa: determinacdo da atividade inseticida (teste "screening") no qual foi
realizado a exposicdo dos diferentes estgios a uma faixa de 10 diferentes
concentracdes de cada OE. A faixa de concentragdo utilizada é a padrdo nos
ensaios para testes in vitro do LQEPV. Estes testes foram sempre realizados em
duplicatas (2 réplicas), com um controle positivo, controle negativo e placebo.

e 2%etapa: determinacdo da concentracgdo letal (CL) 50 e 90 (teste definitivo) no
qual foram selecionadas cinco concentragdes dentro da faixa de mortalidade do
primeiro teste (“screening’) para o calculo de Probit. Estes testes foram sempre
realizados em sextuplicatas (6 réplicas), com um controle positivo, controle
negativo e placebo.

Delineamento em bloco

Além dos ensaios de avaliagdo da mortalidade, neste trabalho também foi realizada a
avaliacdo da atividade repelente e eficécia residual com as formas adultas de C. felis felis para
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0s quatro OE’s. O preparo das dilui¢bes dos OE's, a metodologia para a execucdo dos testes in
vitro para mortalidade e os controles positivos utilizados em cada um dos testes est4 descrito
nos tépicos seguintes.

3.5 Preparo das dilui¢des e impregnacao do papel filtro

Para o preparo das diferentes concentracdes dos 0leos essenciais neste estudo o diluente
escolhido foi a acetona 20%. Nos testes de avaliacdo da atividade adulticida e eficacia residual,
foram usadas fitas de papel filtro com &rea de 10 cm? (1x10cm) Whatman n°l (80g)
impregnadas com 0,200 mL de cada solugéo. Para a avaliagéo das atividades: ovicida, larvicida,
pupicida e na inibicdo do desenvolvimento do ciclo biologico utilizou-se discos do mesmo
papel filtro com area de 23,76 cm? impregnados com 0,470 mL de cada solugdo. Nos testes de
avaliacdo da atividade repelente, as tiras do mesmo papel filtro com area de 7 cm? (0,7x10cm)
foram usadas. Apos a impregnacdo o material permanecia em bancada por um periodo de 30
minutos para completa evaporacdo da acetona antes da realizacédo do teste.

No preparo das concentragdes do teste de “screening” foi realizada uma diluigdo seriada
1:2 com as concentrac6es de 40.000; 20.000; 10.000; 5.000; 2.500; 1.250; 625; 312,5, 156,25
e 78,12 pg/mL, que apds a impregnagdo correspondeu as concentragdes em gramas: area de
800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 pg/cm? para o estagio adulto e imaturos.
Para os testes definitivos foi efetuada a diluicdo direta a partir dos OE’s, ou solucdo estoque
para se obter a faixa de concentracdes desejadas (Tabela 4). Para o teste de repeléncia as foram
utilizadas trés concentragdes para 0s quatro OE’s que foram 40.000; 20.000 e 5.000 pg/mL que
corresponderam a 800; 400 e 85,7 pg/cm? ap6s a impregnagéo das tiras.

Tabela 4. Faixas de concentracdes para os testes definitivos para cada 6leo essencial.

Faixa de ConcentracGes

Estagio
ng/mL ng/cm?
Copaifera reticulada
Larva 5000; 7500; 10000; 15000; 20000; 30000 110; 165; 220; 330; 440 e 660
Pupa 10000; 15000; 20000; 30000 e 40000 200; 300; 400; 500; 600; 800
Adulto 10000; 20000; 25000; 30000; 35000; 40000 150; 200; 300; 400; 600; 800
ICB 2500; 5000; 7500; 10000; 15000 30; 50; 100; 150; 200; 300
Lavandula hybrida
Ovo 2000; 6000; 8000; 10000; 15000; 20000 40; 120; 160; 200; 300; 400
Larva 90; 130; 150; 180; 200; 220 4000; 6000; 7000; 8000; 9000; 10000
Pupa 15000; 20000; 30000; 35000; 40000; 50000 300; 400; 600; 700; 800; 1000
Adulto 10000; 20000; 25000; 30000; 35000; 40000 200; 400; 500; 600; 700; 800
ICB 250; 1000; 2000; 6000; 8000; 15000 5; 20; 40; 120; 160; 300
Salvia sclarea
Ovo  5000; 10000; 15000; 20000; 30000; 40000 100; 200; 300; 400; 600; 800
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Larva 4000; 5000; 6000; 8000; 9000; 10000 80; 100; 120; 160; 180; 200

Pupa 5000; 10000; 20000; 40000; 60000; 80000 100; 200; 400; 800; 1200; 1600
Adulto 20000; 30000; 40000; 50000; 60000; 80000 400; 600; 800; 1.000; 1.200; 1.600
ICB 500; 1250; 2500; 5000; 10000; 20000 10; 25; 50; 100; 200; 300

ICB= Inibicéo de controle biol6gico

Como controle negativo dos testes, os discos ou tiras de papel filtro ndo receberam
qualquer tipo de impregnacdo. O controle negativo tem como finalidade avaliar a viabilidade
das pulgas (adultas ou estagios imaturos) manipuladas nos testes.

Para o placebo usou-se tiras ou discos de papel filtro impregnados com o mesmo
volume de impregnacao de acetona 20% empregado nos testes com as diferentes concentragdes
de OE’s.

Como controle positivo, para os desafios que avaliaram atividade frente pulgas adultas,
larvas e pupas foi utilizado fipronil na concentragio de 400 pg/mL (8 pg/cm?) e para 0s ensaios
de ovo e inibicéo do ciclo bioldgico foi usado piriproxifen na mesma concentracdo. Para o teste
de repeléncia o controle positivo usou-se N,N-dietil-m-toluamida (DEET) na concentracdo de
40.000 pg/mL (800 pg/cm?).

3.6 Avaliacdo da atividade inseticida dos 6leos essenciais de Copaifera reticulada, Citrus
paradisi, Salvia sclarea e Lavandula hybrida frente a pulgas adultas

A metodologia descrita abaixo foi realizada da mesma maneira nos testes de
“screening” e, nos testes definitivos. Para determinar a atividade dos OE’s frente a pulgas
adultas, para cada repeticdo, foram selecionadas 10 pulgas adultas, ndo alimentadas, com 14
dias de idade, sendo cinco machos e cinco fémeas. Os insetos foram dispostos em um tubo de
ensaio (1x10cm) com uma fita de papel filtro impregnada com as diferentes concentracGes de
OE’s, conforme descrito no item acima.

Para a avaliacdo da atividade inseticida frente aos estagios imaturos, foram
selecionados por repeticdo: 10 ovos com idade inferior a 24 horas, 10 larvas com idade entre
cinco a sete dias (L3) e 10 pupas com idade de 10 dias de idade. Estes foram dispostos em
placas de petri plasticas (60x15cm) que continham em seu interior o disco de papel filtro
impregnado com as diferentes concentragdes de OE’s, conforme descrito no tépico acima.

Apbs o desafio, o material foi incubado em camaras climatizadas com demanda
bioquimica de oxigénio com temperatura e umidade relativa controlada (27+1°C; 75+10%). O
periodo de avaliagdo para as pulgas adultas e larvas foi de 24 e 48 horas, para ovos 72 horas e
para as pupas foram 15 dias ap0s a incubacéo.

O critério de motilidade empregado para pulgas adultas e larvas foi a movimentacéo,
onde, qualquer movimentacdo minima apresentada pelo inseto, caracteriza-o vivo. Os ovos
foram considerados mortos, aqueles que ndo ocorresse a eclosédo de larvas. Para pupas, foi
considerado como individuo morto, puparios que nao emergiram pulgas adultas. Apds as
avaliagOes os dados foram tabulados, e foi calculado o percentual de mortalidade.

3.7 Avaliacdo da atividade na interrupg¢éo do ciclo bioldgico de Ctenocephalides felis felis
dos oleos essenciais de Copaifera reticulada, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia
sclarea

Para anélise da interrup¢éo do ciclo biolégico de C. felis felis foram utilizados 10 ovos
com idade inferior a 24 horas dispostos em placas de petri plasticas (60x15cm) que continham
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em seu interior o disco de papel filtro impregnado com as diferentes concentracdes de OE’s,
conforme descrito no item acima.

Logo depois, foi adicionado meio grama de uma dieta larval para o desenvolvimento
larval a base de farelo de trigo, sangue de bovino desidratado e areia lavada, na proporgéo de
1:1:5, conforme descrito por Correia et al.,(2003). As placas de petri foram fechadas com suas
tampas, e acondicionadas em camara climatizada com temperatura de 27+1°C e umidade
relativa de 75£10% por um periodo de 30 dias. Foi considerado morto todo ovo que nao fosse
capaz de gerar uma pulga adulta. Apds as avaliacbes os dados foram tabulados, e foi calculado
o0 percentual de mortalidade para cada concentracéo.

3.8 Avaliacédo da eficacia residual de Ctenocephalides felis felis dos 6leos essenciais de
Copaifera reticulada, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia sclarea

Para avaliacdo da atividade residual dos OE’s foi utilizada a mesma metodologia
descrita no item 3.6. Neste caso, foi escolhida a primeira concentracdo que obteve 100% de
mortalidade nos testes definitivos e a mortalidade foi avaliada a cada 24 horas ap06s a exposicao
ao papel filtro impregnado e, entéo, as pulgas eram removidas e adicionados novos individuos.
A avaliacdo foi realizada até que se obtivesse percentual de mortalidade igual a zero.

3.9 Atividade de repelente dos 6leos essenciais de Copaifera reticulada, Citrus paradis,
Lavandula hybrida e Salvia sclarea frente a Ctenocephalides felis felis

A metodologia empregada para a avalia¢do in vitro da atividade repelente dos OE’s de
C. reticulada, C. paradis, S. sclarea e L. hybrida foi a técnica para determinar a suscetibilidade
ou resisténcia de pulgas com inseticidas descrita pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
1981), adaptada por Su et al. (2014).

Para a avaliacdo da atividade repelente in vitro, utilizaram-se tubos de ensaio de vidro
(1,4 x 25 cm) e, duas longas fitas de papel filtro que foram identificadas com o nome do OE
testado, concentracdo do produto e sua respectiva repeticéo.

Em seguida, as fitas de papel filtro foram impregnadas (conforme descrito no item 3.5)
e apos a secagem, uma fita adesiva dupla face transparente foi colada longitudinalmente nas
duas tiras de papel filtro impregnadas. Em cada tubo, foram inseridas duas fitas de forma
vertical ao tubo e paralelas entre si, uma impregnada com o diluente (acetona 20%) e outra
impregnada com o OE (ou controle positivo). Apdés fixacdo das fitas, foram inseridos cinco
casais de pulgas e, aguardado um periodo de 30 minutos.

Ap0s o tempo de exposicdo as fitas impregnadas, foi realizado o registro quantitativo
da distribuicdo dos exemplares nas duas tiras de papel filtro (impregnado com diluente e com
0 OE) presentes dentro do tubo de ensaio, possibilitando assim, a determinacao do percentual
de repeléncia. Para a avaliagdo da persisténcia, os exemplares foram removidos dos tubos e
novos casais foram introduzidos e novas avaliagdes foram realizadas nos tempos de 3, 6, 12,
24 e 48 horas e calculado o percentual de repeléncia.

3.10 Anélise dos Dados

Nos testes em que foi realizado a avaliacdo da atividade inseticida, apds a contagem do
numero de individuos vivos e mortos foi realizado o célculo do percentual de mortalidade para
cada concentracdo. utilizando a formula descrita por Abbott (1925) indicada abaixo

Mortalidade (%) = (nUmero de insetos mortos no tratado — nimero de insetos mortos no
controle) x 100 / (100 — numero de insetos mortos no controle).
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Os dados obtidos no experimento foram tabulados e, os valores de CLso € CLgo para
cada uma das avaliac@es listadas acima foram calculados estatisticamente por meio da anélise
Probit, utilizando o programa computacional RStudio Team software (2020, RStudio:
Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA, USA) com intervalo
de confianca de 95% (p<0,05).

Nos ensaios de repeléncia, apos contabilizado a distribui¢do das pulgas nas fitas foi
determinado o percentual de repeléncia a partir da férmula descrita pela WHO (1981):

Repeléncia (%) = (Numero de individuos na fita com placebo - Niumero de individuos na fita
com OE / Numero de individuos na fita com placebo) x 100
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4. Resultados e Discussao
4.1 Caracterizacdo da Composi¢do Quimica dos Oleos Essenciais
Na analise dos constituintes do 6leo essencial de C. reticulata, foi possivel observar a
presencga de 48% de B-cariofileno, e os demais constituintes apresentaram-se com uma variagéo

de 8 a 4% como descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizagdo da composi¢do quimica do 6leo essencial de Copaifera reticulata
(Seropédica, 2022).

RT Compostos Percentual %
25,427 Copaeno <o-> 7,87
27,393 p-cariofileno 48,82
27,835 Bergamoteno <o-trans> 7,02
28,798 Humuleno <a-> 8,65
29,846 Muuroleno <y-> 7.15
30,912 Bisaboleno <p-> 4,16

RT- Tempo de Retencéo.

Segundo Junior et al., (2007) o OE de copaiba foi constituido na sua totalidade 78,2%
de sesquiterpenos, no qual o B-cariofileno se apresentou com 40,9% em sua composi¢ao, Como
um dos componentes majoritarios. A andlise por CG-EM identificou sesquiterpeno e
hidrocarbonetos respectivamente, dois quais 6% de o-humuleno e 3% de a-copaene,
corroborando com os dados deste estudo. O percentual de sesquiterpenos deste trabalho vai de
acordo com o encontrado por Junior et al. (2007) e Barbosa et al., (2019) para o 6leo de C.
reticulata, e no trabalho de De Lima et al. (2021) com 6leo de resina de copaiba.

No 6bleo essencial de L. hybrida notou-se que 27,8% do 6leo € linalol, 19,29% acetato
linalila, e 13,48% de canfora, os demais constituintes encontrados estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6. Caracterizacdo da composicdo quimica do 6leo essencial de Lavandula hybrida
(Seropédica, 2022).

Compostos Alc Ait Percentual %
Linalol 1095 1104 27,81
Acetato de linalila 1254 1256 19,29
Canfora 1141 1154 13,48
1,8-cineol 1031 1038 9,17
Trans-cariofileno 1417 1425 7,29
Limoneno 1024 1033 5,61

Alc- cromatograma de ion analitico; Ait - [ax literatura.

Para o OE de lavandin, Varona et al., (2009) identificou 33,2% de linalool, 29,7% de
acetato de linalila, 7,1% de canfora e 7,6% de 1,8-cineole, o que corresponde com os resultados
obtidos nesse estudo com o Oleo essencial de L. hybrida, assim como Robu et al., (2016)
encontrou tais componentes quimicos na avaliacdo do OE de lavandin.

O dleo essencial de S. sclarea possui como um dos constituintes majoritarios o acetato
de linalila com 51,37% e 21,13% de linalol, os demais constituintes quimicos se apresentaram
entre 5 e 3% na composicéo, e estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Caracterizacdo da composi¢do quimica do 6leo essencial de Salvia sclarea
(Seropédica, 2022).

RT Compostos Percentual %
13,327 Linalol 21,13
17,611 Terpineol <a-> 5,17
20,006 Acetato de linalila 51,37
25,584 Acetato de geranila 3,61
27,315 Cariofileno <(E)-> 3,34
29,865 Germacreno D 3,88

RT — Tempo de Retengéo.

Hristova et al., (2013) em seus estudos com o OE S. sclarea encontraram como
constituintes majoritarios o acetato de linalila com 56,04%, e, linalol com 20,49%, seguido de
2,58% a-Terpineol, e 1,05% de geraniol, sendo compativel com os resultados que obtivemos
nesse estudo com o 6leo essencial de S. sclarea, bem como Aéimovic et al., (2022) encontraram
esta conformacdo quimica dos componentes do OE de sélvia.

Por fim, o 6leo essencial de C. paradisi ap0s a analise de seus constituintes apresentou
como um dos constituintes majoritarios o limoneno com 91,42%, e os demais constituintes
apresentaram uma porcentagem entre 1 e 3% e, estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Caracterizacdo da composicdao quimica do 6leo essencial de Citrus paradisi
(Seropédica, 2022).

RT Compostos Percentual %
6,880 Pineno-a 1,08
8,737 Mirceno 3,76
10,394 Limoneno 91,42

RT — Tempo de Retengéo.

Em relacdo ao OE de grapefruit, Uysal et al., (2011) em seus estudos relataram que o
componente limoneno também foi observado com maior percentagem (91,5) e, 0s outros
compostos quimicos se apresentaram com porcentagens menores que 1%, conciliavel com os
resultados obtidos no presente estudo com C. paradisi.

4.2 Avaliagdo da Atividade Inseticida dos Oleos Essenciais

Os testes de avaliacdo da atividade inseticida dos OE’s foram realizados com a
finalidade de determinar uma faixa de concentragéo, na qual o percentual de mortalidade fosse
linear e crescente atingindo, quando possivel, o total de 100% de mortalidade para cada OE.

4.2.1 Avaliacio da Atividade Inseticida do Oleo Essencial de Copaifera reticulata

No teste para avaliacdo da atividade inseticida do OE de C. reticulata foi possivel
perceber que a faixa de mortalidade crescente ocorreu nos intervalos de 100 — 800 pg/cm? para
0 estagio de larva, 200 - 800 pg/cm? para 0 estagio de pupa e, 25 - 800 pg/cm? para 0 estagio
de adulto. Os resultados detalhados do percentual de mortalidades podem ser visualizados na
Tabela 9.
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Tabela 9. Atividade inseticida do 6leo essencial de Copaifera reticulata frente aos diferentes
estagios de Ctenocephalides felis felis.

Percentual de Mortalidade (%0)

pg/mL pg/cm?
Ovo Larva(24h) Larva(48h) Pupa Adulto (24h)  Adulto (48h)

Cont. Neg. --- 5,0 0 0 10,0 0 0
Placebo - 0 0 0 10,0 0 5,0
78,125 1,56 0 0 0 5,0 0 5,0
156,25 3,13 0 0 0 15,0 0 5,0
312,25 6,25 5,0 0 0 5,0 0 10,0

625 12,5 0 0 0 0 0 20,0
1250 25 0 0 0 40,0 0 5,0
2500 50 0 0 0 30,0 40,0 20,0
5000 100 0 15,0 20,0 45,0 70,0 30,0
10000 200 0 65,0 75,0 20,0 95,0 100,0
20000 400 15,0 90,0 90,0 60,0 95,0 100,0
40000 800 15,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Cont. Pos. 8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacéo); Cont. Pos. = controle positivo (fipronil para o estagio
adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).

Como para o estagio de ovo nao foi possivel obter 100% de atividade ovicida, um novo
teste foi realizado chegando & concentragdo maxima de 2000 pg/cm? (100.000 pg/mL) e ndo
foi verificada atividade ovicida para o OE de C. reticulata.

4.2.2 Avaliacdo da Atividade Inseticida do Oleo Essencial de Citrus paradisi

Para o primeiro ensaio com OE de C. paradisi, realizado nas concentragdes de 1.56 —
800 pg/cm? foi possivel perceber uma mortalidade méaxima de 5% para os estagios de ovo, e
adultos (ap6s 48h) e, 15% para o estagio de larva. Por este motivo, foi realizado um novo teste
chegando & concentragio maxima de 2000 pg/cm? (= 100.000 pg/mL). Nesta nova faixa de
concentracdo, foi obtido o percentual de mortalidade 25% para os estagios de ovo e larva. Os
resultados médios estdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade inseticida do 6leo essencial de Citrus paradisi frente aos diferentes
estagios de Ctenocephalides felis felis.

Percentual de Mortalidade (%)

pg/mL pg/cm?
Ovo Larva(24h) Larva(48h) Pupa Adulto (24h)  Adulto (48h)

Cont. Neg. --- 5,0 0 0 0 0 0
Placebo --- 10,0 0 0 0 0 0
78,125 1,56 5,0 0 0 0 0 0
156,25 313 59 0 0 0 0 0
312,25 6,25 0 0 0 0 0 0
625 125 5p 0 0 0 0 0
1250 25 0 0 0 0 0 0
2500 50 0 50 50 0 0 0
5000 100 5,0 0 0 0 0 0
10000 200 59 0 0 0 0 0
20000 400 5,0 0 0 0
40000 800 5,0 15,0 15,0 0 0 5,0
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Cont. Pos. 8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
2° teste para avaliacdo da atividade inseticida

Cont. Neg. --- 0 0 0 0 0 0
Placebo --- 0 0 0 0 0 0
50000 1000 15,0 0 0 0 0 0
60000 1200 0 0 0 0 0 0
70000 1400 0 0 0 0 0 0
80000 1600 10,0 0 0 0 0 0
90000 1800 25,0 25,0 25,00 0 0 0
100000 2000  25.0 25,0 25,00 0 0 0
Cont. Pos. 8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacdo); Cont. Pos. = controle positivo (fipronil para o estagio
adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).

Devido ao OE de C. paradisi ndo ter obtido mortalidade superior a 50% para nenhum
estagio, ndo foram realizados testes de CLsoe CLgo. Apesar do OE de C. paradisi (JEON et al.,
2016; EL HOUDA et al., 2020) apresentar atividade inseticida descrita na literatura para
diversos insetos devido ao seu componente majoritario d- limoneno (HOLLINGSWORTH,
2005), com base nos resultados desse estudo € possivel perceber que tal atividade nédo foi
demonstrada para nenhum estagio da pulga C. felis felis nas concentra¢des avaliadas. Contudo,
é possivel que o uso de concentracfes maiores permita a detec¢do de uma faixa de mortalidade
para este OE.

4.2.3 Avaliacio da Atividade Inseticida do Oleo Essencial de Lavandula hybrida

No teste para avaliacdo da atividade inseticida do OE de L. hybrida foi possivel perceber
que a faixa de mortalidade crescente ocorreu nos intervalos de 200 — 800 pg/cm? para o estagio
de ovo, 50 - 200 pg/cm? para o estagio de larva e, 25 - 800 pg/cm? para os estagios de pupa e
adultos. Os resultados detalhados do percentual de mortalidades podem ser visualizados na
Tabela 11.

Tabela 11. Atividade inseticida do 6leo essencial de Lavandula hybrida frente aos diferentes
estagios de Ctenocephalides felis felis.

Percentual de Mortalidade (%)

pg/mL pg/cm?
Ovo Larva(24h) Larva(48h) Pupa Adulto (24h)  Adulto (48h)

Cont. Neg. --- 10,0 0 0 5,0 0 0
Placebo --- 10,0 0 0 5,0 0 0
78,125 1,56 0 0 0 0 50 50
156,25 3,13 5,0 0 0 0 10,0 10,0
312,25 6,25 0 0 0 0 15,0 15,0

625 12,5 50 0 0 0 25,0 25,0
1250 25 10,0 0 0 0 15,0 15,0
2500 50 10,0 0 0 50 55,0 55,0
5000 100 0 75,0 95,0 15,0 80,0 90,0
10000 200 10,0 100,0 100,0 5,0 75,0 85,0
20000 400 95,0 100,0 100,0 40,0 90,0 100,0
40000 800  100,0 100,0 100,0 85,0 100,0 100,0

Cont. Pos. 8.0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnagao); Cont. Pos. = controle positivo (fipronil para o estagio
adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).

4.2.4 Avaliacio da Atividade Inseticida do Oleo Essencial de Salvia sclarea

No primeiro teste realizado com o OE essencial de S. sclarea foi possivel observar um
crescente percentual de mortalidade no intervalo de concentragdes de: 200 — 800 pg/cm? para
0 estagio de ovo e larva. Para os estagios de pupa e adultos os percentuais foram de 60 e 45%
respectivamente para a concentragio de 800 pg/cm?.

Apos a realizacdo do segundo teste, foi possivel verificar percentual de mortalidade
crescente nas concentragdes de 200 — 1600 pg/cm? para o estagio de pupa e 400 — 1600 pg/cm?
para o estagio adulto. Os resultados detalhados do percentual de mortalidade médio em cada
concentracgdo, para cada estagio e em cada teste estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Atividade inseticida do 6leo essencial de Salvia sclarea frente aos diferentes
estagios de Ctenocephalides felis felis.

Percentual de Mortalidade (%0)

pg/mL pg/cm?
Ovo Larva(24h) Larva(48h) Pupa  Adulto (24h)  Adulto (48h)

Cont. Neg. --- 5,0 0 0 0 0 0
Placebo --- 5,0 0 0 0 5,0 5,0
78.125 1,56 0 0 7,0 7,0 50 15,0
156.25 3,13 0 0 0 0 0 35,0
312.25 6,25 10,0 0 0 0 15,0 40,0

625 12,5 15,0 0 0 0 15,0 20,0
1250 25 15,0 0 0 0 0.0 60,0
2500 50 5,0 0 0 0 15,0 15,0
5000 100 20,0 0 30,0 5,0 45,0 45.0
10000 200 15,0 35,0 90,0 20,0 20,0 20,0
20000 400 20,0 100,0 100,0 15,0 33,0 33,0
40000 800 100,0 100,0 100,0 60,0 45,0 45,0

Cont. Pos. 8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

2° teste para avaliac@o da atividade inseticida

Cont.Neg.  ---  --- --- --- 10,0 0 0
Placebo .- .- .- .- 15,0 0 0

10000 200 --- --- --- 15,0 5,0 5,0
20000 400 --- --- --- 25,0 5,0 5,0
30000 600 --- --- --- 50,0 70,0 70,0
40000 800 --- --- --- 60,0 85,0 85,0
50000 1000 --- --- --- 65,0 95,0 95,0
60000 1200 --- --- --- 85,0 95,0 95,0
70000 1400 --- --- --- 95,0 95,0 95,0
80000 1600 --- --- --- 100,0 100,0 100.0
90000 1800 --- --- --- 100,0 100,0 100,0
100000 2000 --- --- --- 100,0 100,0 100,0
Cont. Pos. 8 --- --- --- 100,0 100,0 100,0

Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacéo); Cont. Pos. = controle positivo (fipronil para o estagio
adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).
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4.3 Determinacao da Concentracéo Letal 50 e 90 dos Oleos Essenciais

4.3.1 Determinacdo da Concentracdo Letal 50 e 90 do Oleo Essencial de Copaifera
reticulata frente aos diferentes estagios de Ctenocephalides felis felis

Apos a realizacdo dos testes definitivos com o OE de C. reticulata frente aos diferentes
estagios de C. felis felis foi possivel observar 100% de mortalidade nas concentracdes de 660
pg/cm? para o estagio de larva apos 48 horas de exposicdo ao papel filtro impregnado com o
OE e, na concentracdo de 800 pg/cm? para os estagios de pupa e adultos. Conforme
demonstrado na tabela 13.

Tabela 13. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Copaifera reticulata frente aos
estagios de larva, pupa e adultos de Ctenocephalides felis felis apds o ajuste de concentragdes.

Conc Larva Conc Pupa* Conc. Adultos

o (24h) (48h) Y (Mg.cm™?) (24h) (48h)
(H9-CM7)  Niortalidade %)  M9C™)  Mortalidade (%) Mortalidade (%)

Cont. neg. 0 0 Cont. neg. 12,2 Cont. neg. 0 0
Placebo 0 0 Placebo 11,7 Placebo 1,6 1,6
110 6,7 6,7 200 34,0 150 0 5,0
165 30,0 45,0 300 59,6 200 16,7 20,0
220 51,7 68,3 400 78,7 300 43,3 45,0
330 78,3 88,3 500 80,8 400 43,3 50,0
440 83,3 90,0 600 93,6 600 83,3 91,7
660 96,7 100,0 800 100,0 800 100,0 100,0
Cont. pos. 100,0 100,0 Cont. pos. 100,0 Cont. pos. 100,0 100,0

Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacao); Cont. Pos. = controle positivo (fipronil para o estagio
adulto, larva e pupa).

A partir da determinacao do percentual de mortalidade na nova faixa de concentracao
estabelecida foi realizado o célculo das concentracdes letais para os respectivos estagios em
seu tempo de avaliagdo. Para larvas a CLso foi de 230,6 pg/cm? (208,0 — 253,6 pg/cm?) para a
avaliacdo ap0s 24 horas e, de 159,6 pg/cm? (140,5 — 180,0 pg/cm?) apds 48 horas. Para pupa a
CLso foi de 223,1 pg/cm? (190,5 — 251,6 pg/cm?) e, para adultos foi de 462,5 pg/cm? (419,4 —
507,4 pg/cm?) apds 24 horas de exposicdo e, de 439,4 pg/cm? (412,2 — 539,0 pg/cm?) apds 48
horas.

Para CLgo foi obtido para larvas 477,3 pg/cm? (425,0 — 551,0 pg/cm?) na avaliagio de
24 horas, 405,7 pg/cm? (362,7 e 448,8 pg/cm?) para 48 horas; para pupa 533,2 pg/cm? (463,9
— 643,6 pg/cm?) e adultos 695,8 pg/cm? (595,8 — 718,4 pg/cm?) para avaliagdo apds 24 horas
e 659,1 ug/cm? (602,4 — 732,9 pg/cm?) para a avaliagdo apos 48 horas. Os valores slope,
coeficiente de regressdo (R?) e p estdo demonstrados na tabela 14.

Tabela 14. Concentracéo letal 50 e 90 obtidas para os diferentes estagios de Ctenocephalides
felis felis apos a exposicdo ao 6leo essencial de Copaifera reticulata.

: ) -
Estgio Intervzillo de Confianca (95%0) Slope Variacio  R? Qui
Concentracdo Letal  Minimo Méaximo quadrado

Larva2an  CL® 2306 2080 2536 4.5 050 09019 4779 0146
Cleo 4773 4250 5510

Larvadgh  CL® 1596 1405 1800 5,7 g9 0982 11,923 0,982
Cleo 4057 3627 4488

Pupa Clso 2231 1905 2526 549 95 0924 11,419 0878
Cls 5332 4639 6436
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ClLso 462,5 4194 507,4

Adulto 24h 722 151 0970 2258 0311
Clso 6958 5958 7184

Adulto4sh  CL®° 4394 4122 5390 4.5 gg 0977 13223 0,898
Cloo 6591 6024 7329

Quando comparadas as CLso do OE de copaiba frente aos diferentes estagios, foi
possivel perceber a seguinte ordem de poténcia: pupa (CLso = 223,12ug/cm?) > larva (CLso =
230,64 pg/cm?) > adulto (CLso = 462,45ug/cm?). Quando calculado a poténcia relativa,
percebe-se que este OE foi 2,07 vezes mais potente para pupa e 2,01 vezes mais potente para
larva quando comparado ao estagio adulto. Quando avaliada a poténcia relativa entre o tempo
de exposicdo de 24 e 48 horas para adultos e larvas € possivel perceber que a razao foi inferior
a 2 demonstrando que a exposi¢do por um tempo maior néo difere na mortalidade dos parasitos.

Apds a avaliacdo do OE de C. reticulata notamos que 0 mesmo apresenta atividade
inseticida frente aos estagios de larva, pupas e adultos corroborando com os resultados de
outros autores, mostrando que o OE de plantas do género Copaifera também possue atividade
inseticida frente a larvas e adultos de outros insetos hematofagos, como os mosquitos dos
géneros Anopheles e Aedes (KANIS et al., 2012; PROPHIRO et al., 2012; TRINDADE et al.,
2013).

Né&o foi observada atividade ovicida para o OE de C. reticulata neste estudo frente a C.
felis felis. Apesar disso, existem trabalhos publicados utilizando outros subprodutos (extratos
e 0 6leo resina) demonstrando esse tipo de atividade frente a ovos de artrépodes (YORULMAZ
SALMAN et al.,, 2014). No entanto, é importante destacar que a forma de extracdo e a
composi¢do quimica desses outros subprodutos, normalmente, é diferente da composi¢do
quimica de OE’s. Por este motivo, tal atividade ovicida ndo foi observada nesse trabalho.

4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Letal 50 e 90 dos Oleo Essencial de Lavandula
hybrida frente aos diferentes estagios de Ctenocephalides felis felis

Apos a realizacdo dos testes definitivos com o OE de L. hybrida frente aos diferentes
estagios de C. felis felis observou-se 100% de mortalidade nas concentraces de 400 pg/cm?
para o estagio de ovo, 220 pg/cm? para o estagio de larva, 800 pg/cm? para o estagio de adulto
e 1000 pg/cm? para o estagio de pupa. Conforme demonstrado na tabela 15.

Tabela 15. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Lavandula hybrida frente aos
estagios de larva, pupa e adultos de Ctenocephalides felis felis apos o ajuste de concentragdes.

Conc Ovo* Conc Larva Conc Pupa* Conc. Adultos
( cm"z) Mort. (%)  ( cml'z) (24h)  (48h) ( cm.'z) (Mg.cm?)  (24h) (48h)
HO: ' HO- Mort. (%) M9 Mort. (%) Mort. (%)
Cont. neg. 10,0 Cont. neg. 0 0 Cont. neg. 1,7 Cont. neg. 0 0
Placebo 50 Placebo 0 0 Placebo 1,7 Placebo 0 0
40 7,0 90 0 1,7 300 8,5 200 10,0 10,0
120 15,8 130 350 36,1 400 25,4 400 16,7 30,0
160 38,6 150 71,2 817 600 40,7 500 21,7 40,0
200 82,5 180 90,0 90.2 700 61,0 600 60,0 70,0
300 98,3 200 90,2 950 800 76,3 700 85,0 850
400 100.0 220 100,0 100,0 1000 100,0 800 100,0 100,0

Cont. pos. 100.0 Cont. pos. 100,0 100,0 Cont. pos. 100,0 Cont. pos. 100.0 100.0
Mort. = mortalidade; Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacdo); Cont. Pos. = controle positivo
(fipronil para o estagio adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).

A partir da determinacdo do percentual de mortalidade na nova faixa de concentracdo
estabelecida foi realizado o calculo das concentracfes letais para os respectivos estagios em
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seu tempo de avaliacdo. Para larvas a CLso foi 171,4 pg/cm? (116,1 — 193,0 pg/cm?) para o
estagio de ovo, de 142,0 pg/cm? (133,9 — 149,2 pg/cm?) para a avaliagdo apos 24 horas e de
136,7 (128,3 — 143,6 pg/cm?) apds 48 horas. Para pupa a CLso foi de 672,9 pg/cm? (508,2 —
708,0 pg/cm?) e para adultos foi de 559,3 pg/cm? (520,9 — 596,3 pg/cm?) apds 24 horas de
exposicdo e de 513,0 pg/cm? (465,7 — 553,4 pg/cm?) apos 48 horas.

Para CLgo foi obtido para ovos foi de 281,9 (240.1 — 352,3), larvas 188,4 pug/cm? (177,9
—204,1 pg/cm?) na avaliacio de 24 horas, 174,4 ug/cm? (165,4 — 188,1 pg/cm?) para 48 horas;
para pupa 961,3 pg/cm? (846,4 — 1199,9 pg/cm?) e adultos 748,3 pg/cm? (688,7 — 857,7
pg/cm?) para avaliagdo apos 24 horas e 735,4 pg/cm? (667,0 — 872,1 pg/cm?) para a avaliago
ap0s 48 horas. Os valores slope, coeficiente de regressdo (R?) e p estdo demonstrados na tabela
16.

Tabela 16. Concentracdo letal 50 e 90 obtidas para os diferentes estagios de Ctenocephalides
felis felis apos a exposicdo ao 6leo essencial de Lavandula hybrida.

. ) g
Estgio Interve~1lo de Confianca (95%) Slope  Variagio R? Qui 0
Concentracdo Letal  Minimo Méaximo quadrado
Oovo Clso 1714 1161 1980 44 0,25 0,951 29,313 0,999
CLoo 281,9 2401 3523
Larva2an  CL® 1420 1339 1492 .4, 301 0019 11328 0921
CLoo 188,4 1779  204,1
Larva 48h Clso 136,7 1283 1436 12,1 2,72 0917 5117 0,598
ClLso 174,4 1654  188,1
Pupa Clso 6729 5082 7080 57 123 0975 13532 0991
CLeo 961,3 846,4 11999
Adulto 24h G 5593 5209 5963 .47 154 0965 10345 1
CLeo 7483 688,7  857,7
Adultoagh  CL® 5130 4657 5534 4, 1,34 0,950 12,432 1
CLeo 735,4 6670 8721

Ao comparamos as CLso dos diferentes estagios, o OE de lavandin demonstrou a
seguinte ordem de poténcia: larva (CLso = 142,04 pg/cm?) > ovo (171,44 pg/cm?) > adulto
(CLso=559,26pg/cm?) > pupa (CLso= 672,90 ng/cm?). Para este OE o0 estagio menos suscetivel
foi o de pupa. Quando calculado a poténcia relativa, foi possivel perceber que este OE 3,9 vezes
mais potente para ovos, 4,73 vezes mais potente para larva quando comparado ao estagio de
pupa. A razdo entre as CLso dos estagios de pupa e adultos foi inferior a 2, por isso, é possivel
inferir que ndo existe razdo de poténcia entre esses dois estagios. A mesma interpretacao pode
ser realizada quando comparados os estagios de ovo e larva.

Quando comparado o tempo de exposicao, poténcia relativa avaliada entre o tempo de
exposicao de 24 e 48 horas para adultos e larvas € possivel perceber que a razéo foi inferior a
2, respectivamente, mostrando que o tempo de exposic¢éo é indiferente para eliminar larvas ou
pulgas adultas.

Diferente do observado para o0 OE de C. reticulata, o OE de L. hybrida demonstrou
possuir atividade frente a ovos, larvas, pupas e adultos de C. felis felis. A atividade ovicida e
larvicida frente a ovos e larvas de outros insetos ja foi descrita para OE’s de plantas do género
Lavandula. (BARKER; ALTMAN, 2011; SALMAN et al., 2015; VALIZADEH et al., 2021)
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4.3.3 Determinac&o da Concentracéo Letal 50 e 90 dos Oleo Essencial de Salvia sclarea
frente aos diferentes estagios de Ctenocephalides felis felis

Apos a realizacdo dos testes definitivos com o OE de S. sclarea frente aos diferentes
estagios de C. felis felis foi possivel observar 100% de mortalidade nas concentracdes de 800
pg/cm? para o estagio de ovo, 200 pg/cm? para larvas apds 48 horas de exposicdo ao papel
filtro impregnado com o OE e, na concentracdo de 1600 pg/cm? para os estagios de pupa e
adultos, conforme demonstrado na Tabela 17.

Tabela 17. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Salvia sclarea frente aos estagios

de larva, pupa e adultos de Ctenocephalides felis felis apds o ajuste de concentracées.
Larva Pupa* Conc. Adultos

*

GO, N o aan) (asny S0, (ug.cm?)  (24h)  (48h)
(e wE ) ey Mort. (%) iy Mort. (%) Mort. (%)
Cont. neg. 0 Cont. neg. 0 0 Cont. neg. 10.0 Cont. neg. 0 0

Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 55 Placebo 0 0
100 10,0 80 21,7 233 100 55 400 1,7 1,7
200 13,3 100 46,7 53,3 200 18,2 600 8,3 11,7
300 25,5 120 61,7 66,7 400 30,9 800 40,0 450
400 53,3 160 850 88,3 800 54,5 1000 61,4 66,7
600 76,7 180 90,0 93,3 1200 80,0 1200 81,7 88,7
800 100,0 200 98,4 100,0 1600 100,0 1600 100,0 100,0

Cont. pos. 100,0 Cont. pos. 100,0 100,0 Cont. pos. 100.0 Cont. pos. 100,0 100,0
Mort. = mortalidade; Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacdo); Cont. Pos. = controle positivo
(fipronil para o estagio adulto, larva e pupa e piriproxifen para o estagio de ovo).

A partir da determinacdo do percentual de mortalidade na nova faixa de concentracdo
estabelecida foi realizado o célculo das concentracdes letais para os respectivos estagios em
seu tempo de avaliacdo. Para larvas a CLso foi 390,2 pg/cm? (346,1 — 438,3 pg/cm?) para o
estagio de ovo, de 103,7 pg/cm? (94,5 — 112,1 pg/cm?) para a avaliagio apos 24 horas e de
103,7 (94,5 — 112,1 pg/lcm?) ap6s 48 horas. Para pupa a CLso foi de 891,0 pg/cm? (823,0 —
958,6 pg/cm?) e para adultos foi de 559,3 pg/cm? (520,9 — 596,3 pg/cm?) apds 24 horas de
exposicdo e de 851,3 pg/cm? (783,6 — 916,1 pg/cm?) apos 48 horas.

Para CLgo foi obtido para ovos foi de 390,2 (346,1 — 438,3), larvas 168,0 pg/cm? (142,3
—187,1 pg/cm?) na avaliacio de 24 horas, 168,0 pg/cm? (142,3 — 187,1 pg/cm?) para 48 horas;
para pupa 1483,2 pug/cm? (1279,5 — 1573,9 pg/cm?) e adultos 1290,6 pg/cm? (1171,1 — 1502,0
pg/cm?) para avaliagdo apos 24 horas e 1237,3 pg/cm? (1124,2 — 1437,3 pg/cm?) para a
avaliacdo ap0s 48 horas. Os valores slope, coeficiente de regresséo (R?) e p estdo demonstrados
na tabela 18.

Tabela 18. Concentracéo letal 50 e 90 obtidas para os diferentes estagios de Ctenocephalides
felis felis apos a exposicao ao 6leo essencial de Salvia sclarea.

- Intervalo de Confianca (95%0) L i
Estagio . . - Slope Variacdo R? Qui-quadrado p
Concentracdo Letal Minimo Maximo

CLso 390,2 346,1 438,3
Ovo 4,85 0,74 0,989 9,749 0,955

CLo 716,6 609,7 923,6

CLso 103,7 94,5 112,1
Larva 24h 7,01 0,88 0,975 5,566 0,766

CLoo 168,0 1423 187,1

CLso 103,7 94,5 112,1
Larva 48h 7,01 0,88 0,975 5,566 0,766

CLoo 168,0 1423 187,1
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CLso 475,0 364,9 589,0
Pupa 2,45 0,50 0,997 14,286 0,994
CL 1483,2 1279,5 15739

CLso 891,0 823,0 958,6 7,97 0,66 0,995 2,754 0,400
CL 1290,6 1171,1  1502,0
CLso 851,3 783,6 916,1

Adulto 48h 7,89 054 0954 1,862 0,239
CLw 1237,3 11242 14373

Adulto 24h

A partir dos resultados expostos, quando comparadas as CLso dos diferentes estagios,
observamos que o OE de S. sclarea foi mais eficaz na seguinte ordem: larva (CLso =
103,73 pg/cm?) > ovo (CLso= 390,16 pg/cm?) > pupa (CLso= 474,97pg/cm?) > adulto (CLso =
891,04pg/cm?). A poténcia relativa foi de 8,58 vezes mais potente para o estagio de larva, 2,28
vezes mais potente para o estagio de ovo. A razao entre as CLso dos estagios de pupa e adultos
foi inferior a 2, por isso, é possivel inferir que ndo existe razdo de poténcia entre esses dois
estagios. Quando comparado o tempo de exposicdo, poténcia relativa avaliada entre o tempo
de exposicdo de 24 e 48 horas para adultos e larvas é possivel perceber que a razao foi inferior
a 2, respectivamente.

Assim como o0 OE de L. hybrida, o OE de S. sclarea apresentou atividade frente a todos
os estagios de C. felis felis. Resultado esperado devido a semelhanca na composicao quimica
e, por apresentarem como constituintes majoritarios o linalol e o acetato de linalila. A atividade
inseticida deste OE ja foi descrita para OE de plantas do género Salvia frente a piolhos (YANG
et al., 2004), além de atividade larvicida e adulticida frente aos mosquitos dos géneros
Anopheles e Aedes (MATHEW,; THOPPIL, 2011; ALI et al.,2015) e, a insetos que causam
problemas no armazenamento de grdos como: Tribolium confusum (SENER et al., 2009), T.
castaneum (UKUKANLLI et al., 2013) e Spodoptera littoralis (PAVELA et al., 2005).

4.4 Comparacdo entre a concentracdo 50 dos 0leos essenciais de Copaifera reticulata,
Lavandula hybrida e Salvia sclarea frente aos estagios de ovo, larva, pupa e adultos

Para realizar a atividade comparativa dos OE’s frente aos diferentes estagios, foi
utilizado somente o tempo de avaliacdo de 24 horas para os estagios de adulto e larva. Uma
vez que o tempo de exposicdo de 48 horas ndo demonstrou aumentar a poténcia de nenhum
deles.

Para o estagio de ovo, foi possivel verificar que o OE de L. hybrida apresentou um
menor valor de CLso (171,4 pg/cm?) quando comparado ao OE de S. sclarea (390,2 pg/cm?).
Quando realizado o célculo de poténcia relativa, foi possivel perceber que o OE de L. hybrida
foi 2,27 vezes mais potente quando comparado com ao de S. sclarea. A Figura 6 demonstra 0s
valores de CLsg e CLgo € seus respectivos valores minimos e maximos para os OE’s que
apresentaram atividade larvicida.
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Atividade ovicida
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Figura 6. Valores de concentragdo letal 50 ¢ 90 em pg/cm?2 dos 6leos essenciais de Lavandula hybrida (OELH)
e Salvia sclarea (OESS) frente a ovos da pulga Ctenocephalides felis felis.

Outros OE’s demonstraram possuir atividade ovicida frente a ovos de C. felis felis.
Conceicao et al. (2020) demonstrou tal atividade para os 6leos essenciais de O. vulgare (CLso
= 94,5 pug/cm?), T. vulgaris (CLso =13,5 pg/cm?) e C. cassia (CLso =3,0 ng/cm?). Freitas et al.
(2020) também demonstrou atividade ovicida para este mesmo parasito para os OE de I. verum
(CLs0=36,9 pg/cm?) e P. graveolans (CLso=18,8 pg/cm?). Quando comparados aos resultados
obtidos para os OE’s avaliados neste trabalho, € possivel verificar que todos eles apresentam
valores inferiores de CLso,

Quanto aos trés OE’s, é possivel inferir que o OE de S. sclarea foi 0 que apresentou
menor valor de CLso (103,7 pg/cm?), seguido dos OE de L. hybrida (188,4 pg/cm?) e C.
reticulata (230,6 pg/cm?) frente a larvas de pulgas. Com relagdo a poténcia relativa, foi possivel
verificar que este estagio foi 2,22 vezes menos suscetivel para o OE de C. reticulata quando
comparado aos demais. O OE de L. hybrida quando analisado com os OE’s de S. sclarea e C.
reticulata, notou-se que a razéo foi inferior a 2, portanto, ndo possuem diferenca entre eles para
0 estagio de larva. A Figura 7 demonstra os valores de CLsg e CLgo e seus respectivos valores
minimos e maximos para os OE’s avaliados neste estudo.
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Atividade larvicida
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Figura 7. Valores de concentragéo letal 50 e 90 em pg/cm2 dos 6leos essenciais de Copaifera reticulata (OECR)
Lavandula hybrida (OELH) e Salvia sclarea (OESS) frente a larvas da pulga Ctenocephalides felis felis.

Outros OE’s demonstraram possuir atividade larvicida frente a C. felis felis, como 0s
OE’s de I. verum (CLso=14.4 pg/cm?) e P. graveolans (CLsp=20,1 pug/cm?) em estudo realizado
por Freitas et al., (2020), enquanto Conceicéo et al. (2020) demonstrou atividade larvicida para
0s OE’s de C. cassia (CLso=17,2 pg/cm?), T. vulgaris (CLso=35,4 pg/cm?) e O. vulgare (CLso
=155,1 pg/em?).

Quando comparados aos resultados deste estudo, apenas 0 OE de orégano apresentou
CLso maior ao descrito para o0 OE de S. sclarea. Todos os outros OE utilizados para o controle
in vitro de larvas de C. felis felis apresentaram CLso inferiores encontradas neste estudo.

Para o estagio de pupa, o OE de C. reticulata foi o que apresentou menor valor de CLso
(223,1 pg/cm?), seguido dos OE’s de S. sclarea (475,0 pg/cm?) e L. hybrida (672,9 pg/cm?).
Com relacdo a poténcia relativa, foi possivel verificar que este estagio foi 3,01 vezes menos
suscetivel para o OE de C. reticulata quando comparado de L. hybrida, e de 2,12 vezes quando
comparado ao de S. sclarea. Quando comparado o OE de L. hybrida com o OE de S. sclarea,
foi possivel perceber que a razéo foi inferior a 2, portanto, ndo possuem diferenca entre eles
para 0 estagio de pupa. A Figura 8 demonstra os valores de CLso e CLgo € seus respectivos
valores minimos e maximos para os OE’s avaliados neste estudo.
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Atividade pupicida
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Figura 8. Valores de concentragéo letal 50 e 90 em pg/cm2 dos 6leos essenciais de Copaifera reticulata (OECR)
Lavandula hybrida (OELH) e Salvia sclarea (OESS) frente a pupas da pulga Ctenocephalides felis felis.

Oleos essenciais ja demonstraram possuir atividade pupicida frente a C. felis felis.
Conceicdo et al. (2020) demonstrou em seu trabalho atividade pupicida com OE de C. cassia
(CLso=34,6 pg/cm?), O. vulgare (CLso=98,4 pg/cm?) e T. vulgaris (CLso =203,2 pg/cm?), da
mesma forma, Freitas et al. (2020) demonstrou tal atividade para os OE’s de I. verum (CLso
=35,4 ug/cm?) e P. graveolans (CLso = 67,6 pg/cm?).

Sobre a atividade adulticida, foi possivel notar que o0 OE com maior valor de CLsg foi 0
de S. sclarea (891,1 pg/cm?) seguido pelo de L. hybrida (559,3 pg/cm?) e, 0 que apresentou
menor valor de CLso foi 0 de C. reticulata (462,5 pg/cm?). Com relagdo a poténcia relativa, foi
possivel verificar que para este estagio a razéo foi inferior a 2, portanto, ndo possuem diferenca
entre eles para o estagio de adultos. A Figura 9 demonstra os valores de CLso e CLgo € Seus
respectivos valores minimos e maximos para 0s OE’s avaliados neste estudo.
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Atividade adulticida
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Figura 9. Valores de concentragéo letal 50 e 90 em pg/cm2 dos 6leos essenciais de Copaifera reticulata (OECR)
Lavandula hybrida (OELH) e Salvia sclarea (OESS) frente a adultos da pulga Ctenocephalides felis felis.

A atividade adulticida de OE ja vem sido descrita. Freitas et al. (2020) mostraram que
0 OE de I. verum (CLso=121,7 pg/cm?) e P. graveolans (CLso=173,0 pug/cm?) demonstraram
ser eficazes no controle in vitro de pulgas adultas. Da mesma forma, Conceicéo et al. (2020)
observaram que os OE’a de O. vulgare (CLso=33,5 pg/cm?), T. vulgaris (CLso =64,5 pg/cm?)
e C. cassia (CLso =74,7 ng/cm?) também foram eficazes para este proposito. Assim como o OE
de S. aromaticum (CLso =5,7 pg/cm?) que dentro os OE’s descritos na literatura, apresenta
menor valor de CLso. Quando comparado aos resultados de CLso dos OE descritos para pulgas,
foi possivel verificar nesse estudo que os valores observados de CLso foram superiores aos
encontrados na literatura. De forma comparativa € possivel inferir que o OE de C. reticulata
foi o que apresentou melhores resultados frente a pupas e pulgas adultas. Demonstrando, desta
forma, ser promissor para o desenvolvimento de formulagdes adulticidas para que possam ser
administradas em animais de companhia para o controle deste ectoparasito.

Por outro lado, o OE de S. sclarea foi o que apresentou ser capaz de eliminar as larvas
de C. felis felis em menores concentragdes, enquanto o OE de L. hybrida demonstrou tal
caracteristica para eliminacdo de ovos. Tornando-o0s promissores para o desenvolvimento de
formulagdes que possam ser aplicaveis no ambiente com a finalidade de promover o controle
das formas imaturas deste inseto.

Apesar de grande parte das CLso dos OE’s avaliados neste estudo serem maiores do que
as descritas na literatura para a maioria dos estagios, € importante ressaltar que este é o primeiro
trabalho que avaliar a atividade inseticida dos OE’s de C. reticulata, L. hybrida e S. sclarea
frente a pulgas. Assim como, de maneira indireta, a possivel atividade inseticida de seus
constituintes majoritarios, pois apesar de algumas exce¢des, sao 0s responsaveis por tal acéo.
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Ainda assim, novos estudos podem ser realizados avaliando a atividade sinérgica destes OE’s
para o controle de pulgas.

4.5 Atividade na interrupcéo do ciclo biolégico de Ctenocephalides felis felis dos 6leos
essenciais de Copaifera reticulada, Citrus paradisi, Lavandula hybrida e Salvia sclarea

O OE de C. paradisi nédo foi capaz de interromper o desenvolvimento do ciclo bioldgico
de ovo a adulto, de C. felis felis. Em relagdo a emergéncia de pulgas adultas, ndo foi possivel
observar tal agdo na concentracdo utilizada para os outros trés 6leos (300 pg.cm?). Os
resultados de interrupcdo no desenvolvimento do ciclo bioldgico para cada OE estdo
demonstrados na Tabela 19.

Tabela 19. Percentual de interrupcdo do ciclo biolégico de ovo a adulto para a pulga
Ctenocephalides felis felis apds a exposicdo a diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de
Copaifera reticulata, Lavandula hybrida e Salvia sclarea.

Copaifera reticulata Lavandula hybrida Salvia sclarea
Conc. ICB* Conc. ICB* Conc. ICB*
(Mg.cm?) Mortalidade (%) (ug.cm?) Mortalidade (%) (ug.cm?) Mortalidade (%)

Cont. neg. 25,3 Cont. neg. 11,7 Cont. neg. 55

Placebo 21,5 Placebo 15,3 Placebo 55

30 0 5 3,8 10 1,7

50 1,7 20 18,9 25 10,0
100 13,6 40 34,0 50 35,0
150 52,3 120 62,3 100 68,3
200 72,7 160 88,7 200 85,0
300 100,0 300 100,0 300 100,0
Cont. pos. 100,0 Cont. pos. 100,0 Cont. pos. 100,0

ICB = interrupcdo do ciclo bioldgico; Cont. Neg = controle negativo (fitas sem impregnacao); Cont. Pos. =
controle positivo (piriproxifen).

Foi verificado mortalidade no controle negativo e placebo dos ensaios realizados com
os trés OE’s, e esse percentual de mortalidade variou de 5,5 a 25,3%. Apesar de ser considerado
alto para um grupo controle negativo/ placebo, este percentual de mortalidade se torna aceitavel
dentro deste tipo de ensaio, uma vez que, esta sendo avaliado o efeito desde a eclosdo das larvas
dos ovos até a emergéncia de adulto a partir do pupario. Dentro de uma populacéo saudavel de
pulgas existe uma mortalidade considerada normal que ocorre na ecdise de cada estagio e de
acordo com o descrito por Meola (2003) e Rust (1994), o percentual de emergéncia de adultos
pode variar de 70 — 100%, portanto, existe uma mortalidade inerente ao ciclo bioldgico que
pode corresponder até 30%.

A CLsopara os OE’s de C. reticulata, L. hybrida e S. sclarea 100,0 pg/cm? (80,3 - 112,0
pg/cm?), 47,8 pg/em? (37,2 - 58,4 pglcm?) e 75,0 pg.cm? (60,3 - 91,8 pg/cm?)
respectivamente. Para CLgo foram obtidos os valores de 262,8 pug.cm (207,8 - 389,6 pg.cm”
2), 183,8 pg/cm? (144,9 - 256,5 pg/cm?), 210,5 pg.cm (161,7 - 313, pg/cm?), para os OE’s de
C. reticulata, L. hybrida e S. sclarea (Tabela 20 e Figura 10). Para o OE de C. paradisi nao foi
possivel fazer os calculos de CL por ndo apresentar interrupcao no desenvolvimento do ciclo
bioldgico.
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Tabela 20. Concentracao letal 50 e 90 obtidas para inibicdo do ciclo biologico de ovo a adulto
de Ctenocephalides felis felis ap6s a exposicao aos 6leos essenciais de Copaifera reticulata,
Lavandula hybrida e Salvia sclarea.

Oleo Intervalo de Confianca (95%o) Qui-
E ial ) ) Slope Variagdo R? drad p
ssencial - concentragéo Letal ~ Minimo Méaximo gREilEe
; CLso 100,0 80,3 112,0
fe"tf’fl;{::: 31 1,11 0973 13,012 0,989
CLwo 262,8 207,8 389,6
Lavandula ClLso 47,8 37,2 58,4 29 132 0934 19747 0997
hybrida o . 1838 144,9 256,5
Salvia CLso 75,0 60,3 91,8 29 0.28 0.850 4435 0963
sclarea ), 2105 161,7 3131 ’ ’ ' ’ ’
Inibi¢do do Ciclo Biologico
500,0
450,0
400,0 .
350,0
300,0 :
2500 ® 262,80 -
200,0 - ® 2105
@ 183,80
150,0 - 2
100,0 ©100,0 =
= L 750
50,0 _ 478
0,0
06’(;? 04;-(’9 Oé‘dzf

Figura 10. Valores de concentragéo letal 50 e 90 em pg/cm2 dos dleos essenciais de Copaifera reticulata (OECR)
Lavandula hybrida (OELH) e Salvia sclarea (OESS) na inibigdo do ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides
felis felis.

Quando comparada com os estagios evolutivos de C. felis felis (ovo, larva, pupa e
adultos) a ICB foi que apresentou os menores valores de CLsg para os trés OE’s que
apresentaram tal atividade (C. reticulata, L. hybrida e S. sclarea). Essa menor concentragdo
encontrada para evitar a emergéncia de pulgas adultas, quando comparadas com 0s estagios
imaturos isolados, se deve muito provavelmente, a exposic¢do do parasito a um maior periodo
ao OE, o que pode ter resultado em uma toxidade cronica.
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Dentre os OE’s analisados, C. reticulata foi o que apresentou maiores valores de CLso
na ICB, possivelmente, tal resposta tenha sido causada pelo fato deste OE ndo possuir atividade
ovicida somada a seu efeito final, resultando em maiores concentraces para inibir a
emergéncia de pulgas adultas.

Com a metodologia aplicada nesse trabalho, € dificil afirmar que tenha ocorrido o efeito
como regulador de crescimento de insetos (disruptor de crescimento de insetos), pois ndo foi
acompanhado o desenvolvimento de cada estagio, apenas o resultado final (a emergéncia do
adulto). Contudo, tal mecanismo de acéo ja foi descrito para outros OE’s frente a outros tipos
de insetos (HALDER et al., 2012) e pode ser mais bem elucidado no futuro.

Quando comparados entre os OE’s avaliados neste trabalho, foi possivel perceber que
em ordem crescente de CLso frente a ICB temos: L. hybrida (47,8 pg/cm?) > S. sclarea (75,0
pg/cm?) > C. reticulata (100, 0 pg/cm?). Quando comparados, o OE de L. hybrida foi 2,09
vezes mais potente do que de C. reticulata. A razdo entre o OE de S. sclarea: L. hybrida e, C.
reticulata: S. slcarea foi menor do que 2, demonstrando que ndo existe diferenga de poténcia
entre eles.

Né&o foram encontrados outros trabalhos que apontassem a atividade dos OE’s avaliados
neste trabalho na ICB de outros insetos. No entanto, quando comparados as CLso de outros
OE’s frente a C. felis felis como S. aromaticum (CLso = 0.3 pg/cm?) (LAMBERT et al., 2020)
C. cassia (CLso = 2.3 pg/cm?) O. vulgare (CLso = 6.2 pg/cm?), T. vulgaris (CLso = 4.7 pug/cm?)
(CONCEICAO etal., 2020), I. verum (CLso = 7.9 pg/cm?) e P. graveolens (CLso = 12.5 pg/cm?)
(FREITAS et al., 2021). Quando comparados aos OE’s citados anteriormente, é possivel
perceber que as CLsg obtidas para os OE’s de C. reticulata, L. hybrida e S. sclarea foram
superiores, mostrando que outros OE’s possuem melhor atividade na ICB quando comparadas
aos avaliados neste estudo.

4.6 Eficécia residual dos o6leos essenciais de Copaifera reticulada, Citrus paradisi,
Lavandula hybrida e Salvia sclarea frente a adultos de Ctenocephalides felis felis

A eficécia residual ndo foi calculada para o 6leo essencial de C. paradisi pois este ndo
apresentou atividade adulticida na concentragdo de 2000 pg/cm? (100000 pg/mL). Para o OE
de C. reticulata a concentracdo utilizada para a eficacia residual foi de 800 pg/cm? (40000
pg/mL), o percentual de mortalidade foi de 100% apenas no primeiro dia e foi decrescendo até
a zero no dia 21. Os dados de eficacia residual para o OE de C. reticulata estdo demonstrados
na figura 11.
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Figura 11. Eficéacia residual do 6leo essencial de Copaifera reticulata frente a Ctenocephalides felis felis.

O OE de L. hybrida foi testado também na concentragdo de 800 pg/cm? (40000 pg/mL)
e apresentou percentual de mortalidade igual a 100% no primeiro dia de analise e foi decaindo

até a zero ap0s seis dias do desafio. Os dados de eficécia residual para o OE de L. hybrida estdo
demonstrados na figura 12.

Oleo Essencial Lavandula hybrida
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Figura 12. Eficacia residual do 6leo essencial de Lavandula hybrida frente a Ctenocephalides felis felis.

Para o OE de S. sclarea (Figura 13) a concentracéo utilizada foi de 1600 pg/cm? (80000
pg/mL) e foi possivel observar 100% de mortalidade apds 24 horas do desafio e a eficacia
residual foi decaindo até a zero no décimo primeiro dia apds inicio do desafio.
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Oleo Essencial Salvia sclerea
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Figura 13. Eficécia residual do 6leo essencial de Salvia sclarea frente a Ctenocephalides felis felis.

Juntamente com os desafios sempre foi realizado o controle positivo (fipronil 8 ug/cm?
- 400 pg/mL) que apresentou eficacia residual de 99% no vigésimo segundo dia ap0s o desafio.
Também foram realizados controle negativo e placebo em conjunto, que ndo foi observado
mortalidade durante as anélises.

O teste de eficécia residual busca avaliar a persisténcia da atividade inseticida dos OEs
frente ao estagio adulto de C. felis felis, tal avaliacdo se faz importante pensando na
aplicabilidade de OE’s para o tratamento das formas adultas quando aplicados, por exemplo,
em animais.

O OE de C. reticulata foi o0 que apresentou maior periodo de eficécia residual, durante
21 dias, seguido pelo OE de S. scalrea (11 dias) e do OE de L. hybrida (6 dias). Tais resultados
mostram que OE’s possuem um efeito inseticida persistente que vai decaindo ao longo dos
dias, muito provavelmente, pelo fato de que seus constituintes sdo volateis e, vao sendo
perdidos ao longo do tempo.

Apesar de Else e Wall (2014) questionarem a aplicacdo de OE's para o controle de
ectoparasitos de animais devido ao seu baixo efeito residual, os resultados demonstrados neste
estudo mostram que alguns OE"s possuem maior persisténcia para o controle de insetos do que
outros, e talvez, o desenvolvimento de algumas formulagbes farmacéuticas que reduzam a
volatilidade dos constituintes aumente essa persisténcia da eficacia quando utilizado para o
tratamento de animais.

Por outro lado, o fato de a eficacia destes produtos serem menores, mostra que em teoria
sd0 menos nocivos para 0 ambiente, uma vez que seu residuo ndo permanece de forma
persistente como contaminante. Atendendo aos objetivos da utilizacdo de produtos naturais
(quimica verde) para tornar o controle de ectoparasitos mais sustentavel (LINTHORST, 2010;
DUNN 2012). A eficacia residual do fipronil foi de 99% ap6s 21 dias de impregnacéo,
mostrando que produtos sintéticos permanecem sim por mais tempo, principalmente por ndo
possuirem a caracteristica de serem volateis. Contudo, da mesma forma, permanecem por mais
tempo como contaminantes do ambiente (TINGLE, et al. 2003)

4.7 Avaliag¢ao da Atividade de repeléncia dos 0Oleos essenciais de Copaifera reticulada,
Citrus paradis, Lavandula hybrida e Salvia sclarea e frente a Ctenocephalides felis felis

Para 0 OE de C. reticulata o percentual de repeléncia (PR) observado para a
concentracéo de 800 pg/cm?foi de 90,9; 82,4; 69,6; 75,0; 50,0; e 18,8% nas avaliagGes de 1, 3,
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6, 12, 24 e 48h respectivamente. Para a concentracio de 400 pg/cm? o percentual de repeléncia
foi de 78,0; 72,3; 57,1; 53,7; 28,6 e 15,2%. Ja para a concentragdo de 100 pg/cm? o percentual
de repeléncia foi inferior a 30%. Os percentuais de repeléncia por momento de avaliacdo estao
demonstrados na Figura 14.

Oleo Essencial Copaifera reticulata
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Figura 14. Percentual de repeléncia do 6leo essencial de Copaifera reticulata frente a pulgas adultas de
Ctenocephalides felis felis.

A atividade repelente de OE’s ja foi reportada frente a diversas espécies de insetos de
importancia na agricultura e em saude (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010;
MARSIN et al., 2020). Especificamente para pulgas, ja foi descrita para as espécies C. felis
(SU et al. 2014) e P. irritans (GHAVAMI et al., 2017). Para 0 OE de C. reticulata n&o foi
descrita para nenhuma espécie de inseto na literatura. Contudo, o OE de C. langsdorffii ja foi
descrita para Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Chrysomelidae). Da mesma forma, outras
plantas que possuem o f-cariofileno com constituinte majoritario também ja demonstraram
possuir atividade repelente (ADJALIAN et al., 2015; BOUGHERRA et al., 2015). Logo, a
possivel atividade repelente deste OE esta atribuida ao seu constituinte majoritario.

Para o OE de C. paradisi o percentual de repeléncia observado para a concentracdo de
800 pg/cm? foi inferior a 60% a partir da avaliacdo de 1h e, de 30% na avaliagio de 48h. Para
a concentracdo de 400 pg/cm? o percentual de repeléncia foi inferior a 50,0% na primeira
avaliacdo e de 28,6% na avaliagdo de 48h. Ja para a concentragdo de 100 pg/cm? o percentual
de repeléncia foi inferior a 30%. Os percentuais de repeléncia por momento de avaliacdo estdo
demonstrados na Figura 15.
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Oleo Essencial Citrus paradisi
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Figura 15. Percentual de repeléncia do O6leo essencial de Citrus paradisi frente a pulgas adultas de
Ctenocephalides felis felis.

Atividade repelente do OE de C. paradisi ja foi descrita para Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae) com PR de 86% para este inseto considerado um problema para o
armazenamento de grdos (YONN et al., 2007). Para pulgas, o0 maior PR foi obtido na maior
concentragdo 800 pg/cm? na avaliagdo de primeira hora, decaindo de forma linear nas
avaliacGes subsequentes.

Assim como para o OE, o constituinte majoritario de C. paradisi, o D-limoneno,
também ja demonstrou possuir atividade repelente aos insetos (IBRAHIM et al., 2001;
MALACRINO et al., 2016). No entanto, pelo observado neste trabalho e em comparago aos
outros OE s avaliados o C. paradisi ndo se mostrou ser 0 mais eficaz para repelir pulgas adultas.
Apesar disso, quando avaliado isoladamente, este OE apresentou melhores resultados como
repelente quando comparado com sua atividade inseticida frente aos diferentes estagios de C.
felis felis.

Para o OE de L. hybrida o percentual de repeléncia observado para a concentracdo de
800 pg/cm? foi de 86,8; 53,7; 46,2; 37,8; 37,8 e 12,5% nas avaliacOes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h
respectivamente. Para a concentragdo de 400 pg/cm? o percentual de repeléncia foi 60,5; 42,1;
37,8; 26,5; 23,5 e 18,2% nas avaliagdes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h respectivamente. J4 para a
concentragdo de 100 pg/cm? o percentual de repeléncia foi inferior a 30%. Os percentuais de
repeléncia por momento de avaliagdo estdo demonstrados na Figura 16.
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Oleo Essencial Lavandula hybrida
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Figura 16. Percentual de repeléncia do dleo essencial de Lavandula hybrida frente a pulgas adultas de
Ctenocephalides felis felis.

A atividade repelente para o OE de L. hybrida ja foi descrita para insetos considerados
problematicos no armazenamento de grdos como Sitophilus zeamais, Cryptolestes ferrugineus
e Tenebrio molitor (COSIMI et al., 2009). Outras espécies dentro do género Lavandula, como
L. angustifélia, ja demonstraram possuir atividade repelente frente insetos também
considerados problemas no armazenamento de graos como S. granarius (DI STEFANO, 2017,
GERMINARA et al., 2017).

Para o OE de S. sclarea o percentual de repeléncia observado para a concentracéo de
800 pg/cm? foi de 92,9; 86,8; 53,7; 50,0; 50,0 e 46,2% nas avaliacdes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h
respectivamente. Para a concentragdo de 400 pg/cm? o percentual de repeléncia foi 60,5; 54,2;
53,7; 37,8; 28,6 e 23,5% nas avaliacdes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h respectivamente. Ja para a
concentracdo de 100 pg/cm? o percentual de repeléncia foi inferior a 20%. Os percentuais de
repeléncia por momento de avaliacdo estdo demonstrados na Figura 17.

Oleo Essencial Salvia sclarea
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Figura 17. Percentual de repeléncia do éleo essencial de Salvia sclarea frente a pulgas adultas de Ctenocephalides
felis felis.
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A atividade repelente do OE de diferentes espécies do género Salvia j& foram descritas
para insetos hematdfagos (CONTI et al., 2012; KAYEDI et al., 2014; ALl et al., 2015), moscas
causadoras de miiases (BENDI et al., 2020) e, insetos que causam problemas no
armazenamento de graos (SCARIOT et al., 2016; ALCALA-OROZCO et al., 2019).

Os constituintes majoritarios dos OE’s de L. hybrida e S. sclarea, linalol e acetato de
linalila, também ja demonstraram possuir atividade repelente de forma isolada. O linalol
demonstrou possuir atividade repelente frente 8 mosquitos (MULLER et al., 2009; TAMBWE
etal., 2014; ESTRADA) e, a carrapatos (TABARI et al., 2017; DEL FABBRO; NAZZI, 2019).
Assim como o acetato de linalila j& demonstrou atividade repelente frente a ninfas do percevejo
Rhodnius prolixus (SFARA; ZERBA; ALZOGARAY, 2009)

Para 0 DEET o percentual de repeléncia observado para a concentragio de 800 pg/cm?
foi de 100,0; 100,0; 93,3; 66,7; 60,0 e 66,7% avaliacbes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h respectivamente.
Para a concentragéo de 400 pg/cm? o percentual de repeléncia foi 93,3; 86,7; 73,3; 46,7; 40,0
e 13,3 nas avaliacOes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48h respectivamente. J& para a concentracdo de 100
pg/cm? o percentual de repeléncia foi inferior a 40%. Os percentuais de repeléncia por
momento de avaliacdo estdo demonstrados na Figura 19.
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Figura 18. Percentual de repeléncia do controle positivo (N, N-Dietil-m-Toluamida) frente a pulgas adultas de
Ctenocephalides felis felis.

Ap0s a andlise estatistica realizada entre as diferentes concentragcdes de um mesmo 6leo
essencial nas diferentes tomadas de tempo, foi possivel verificar que as concentracdes de 800
e 400 pg/cm? ndo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05) no entanto ambas diferiram
estatisticamente da concentragdo de 100 pg/cm? (p < 0,05) para os OE's de C. reticulata, L.
hybrida e S. sclarea nas avaliagdes de 1, 3, 6 e 12h. A partir de 24 h ndo foi observada diferenca
(p > 0,05) estatistica para esses mesmos OE’s. N&o foi observado diferenca estatistica (p >
0,05) em nenhuma concentragdo em nenhum momento de avaliagéo para o OE de C. paradisi
(Tabela 21 — letras ab).

Quando realizada a analise estatistica comparando uma dada concentracdo de um 0leo
essencial dentro das diferentes tomadas de tempo de avaliacdo, para os OE's de C. reticulata e
S. sclarea foram verificadas diferencas estatisticas (p < 0,05) nas concentragdes de 400 pg/cm?
a partir da avaliacdo de 12h e na concentracio de 800 pg/cm?a partir da avaliagdo de 6h. Para
o OE de L. hybrida foi verificada diferenca estatistica significativa (p < 0,05) a partir da
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avaliacdo de 3h. Para o OE C. paradisi ndo foi verificada diferenca estatistica significativa (p
> 0,05) em nenhuma avaliacdo (Tabela 21 — letras cd).

Quando comparado com o controle positivo (DEET), o OE de C. reticulata ndo
apresentou diferenca estatistica significativa (p > 0,05) ao DEET em nenhuma concentragéo e
em nenhuma tomada de tempo. O OE C. paradisi apresentou diferenca estatistica significativa
(p < 0,05) quando comparado com os demais OE e o controle positivo nas concentragdes 400
e 800 pg/cm? nas avaliagdes de 1 e 3 horas.

Tabela 21. Percentual de repeléncia dos 6leos essenciais Copaifera reticulada, Citrus paradis,
Lavandula hybrida e Salvia sclarea frente a Ctenocephalis felis felis.

Oleo Essencial pug/mL pg/cm? 1h 3h 6 h 12 h 24 h 48 h
. 5000 100 20,62¢¢  28.6ace 18 2ace 18 2ace 1D Gace G Gace
Copaifera 20000 400 78,0bce  723bce 57 1bee 53 7bde  pggade 15 Dade
reticulata ' ' ' ' ' '
40000 800 90,9bce  824bce  gQ gbde 75 Qbde 5O pade 18 gade
5000 100 18,2ace 9,42.ce ,5%¢e  §5ace G Hace Qace
Salvia sclarea 20000 400 60,5bce 54 2bcf 53 7bee 37 gade  pg gade D3 made
40000 800 92,9bce g @hce 53 7bde  5gQbde 5O Qbde  4p pade
5000 100 28,62c¢  230%ce  1803ce  §5ace Qace Qace
Citrus paradisi 20000 400 50,02¢f  37,8acf 2B Gace  333ace D8 GACe 28 paAce
40000 800 60,5%¢f 46,280 4 2ace 4] Dace 38 pace 30 3ace
5000 100 33,33,0,9 28,6a,0,e 6,5a,c,e Oa,C,E Oa,c,e Oa,c,e
Lavandula b ‘ ‘
hybrida 20000 400 60,5Pce 42 1acf  37.@ace g Bact 3 Gace 18 Dace
40000 800 86,8bce 53 7adf  4gade 37 gadf 37 gade 1) Bade
5000 100 40,08 40,08c¢  26,73ce  26,73ce G QAce Qace
DEET 20000 400 03,3vce g, 7bef  733bce 46 7ade  40,0ade 13 3ade
40000 800 100,0°¢¢  100,0bce  93,3bce  gp,7Pce  GO,0bce 6B, 7PCE
Placebo --- --- 6,5 0,0 0,0 6,5 0,0 0,0

Médias com letras diferentes 2 diferenca estatistica entre as concentragdes de um mesmo 6leo essencial (ou
DEET) nas diferentes tomadas de tempo; ° ¢ diferenca estatistica de uma mesma concentragio nas diferentes
tomadas de tempo; ¢ diferenca estatistica entre os diferentes 6leos essenciais na mesma concentragio e mesma
tomada de tempo

Quando comparados os quatro OE's avaliados neste trabalho € possivel perceber que o
OE de C. paradisi foi 0 que apresentou menores percentuais de repeléncia nas concentragoes
testadas, diferindo estatisticamente (p < 0,05). Os OE's de C. reticulata e S. sclarea se
destacaram como atividade repelente, pois, apesar de apresentar PR inferiores ao controle
positivo (DEET) ndo apresentou diferenga estatistica (p > 0,05) em nenhuma das avaliagGes
realizadas em nenhuma das concentragdes.

O OE de L. hybrida apresentou resultados de PR semelhantes na primeira avaliagdo
(1h). No entanto, a partir da segunda avaliagdo (3h) os PR foram inferiores a 50% diferindo
estatisticamente dos OE’s de C. reticulata, S. slcarea e do controle positivo.

o1



5. CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se que o o6leo essencial de Lavandula hybrida possui maior atividade
inseticida frente a C. felis felis na fase imatura de ovo e larva. O 6leo de Copaifera reticulata
apresentou maior atividade inseticida frente as outras fases imaturas (pupa) e a fase adulta de
C. felis felis, quando comparado aos 06leos essenciais de Lavandula hybrida, Citrus paradisi e
Salvia sclarea. O 6leo essencial de grapefruit ndo possui atividade inseticida frente a C. felis
felis.

Quanto a atividade repelente podemos observar a eficacia dos 6leos na seguinte ordem:
OESS > OECR> OELH > OECP. O 6leo essencial de Copaifera reticulata foi também o 6leo
essencial que apresentou persisténcia de eficacia prolongada, quando comparado aos 06leos
essenciais de Lavandula hybrida, Citrus paradisi e Salvia sclarea, apresentando eficacia
residual de 21 dias.

Acredita-se que esta pesquisa contribuird o meio académico, fazendo com que mais
estudos com os 6leos essenciais testados sejam realizados para outros parasitos de animais de
companhia, assim como, a realiza¢ao de estudos in vivo.
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6. CONCLUSOES

Concluimos que o 6leo essencial de Copaifera reticulada inibiu o desenvolvimento de
pulgas Ctenocephalides felis felis nos estagios de (larva, pupa e adulto), e apresentou eficacia
residual superior a 20 dias.

Contudo os Oleos essenciais de Lavandula hybrida, e Salvia sclarea inibiram o
desenvolvimento das pulgas Ctenocephalides felis felis em todos os seus estagios (ovo, larva,
pupa e adulto), apresentando eficécia residual de 7 e 11 dias, respectivamente.

O oleo essencial de Citrus paradisi ndo apresentou atividade inseticida frente a C. felis
felis, porém apresentou agéo repelente de 46% com 3 horas.
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