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RESUMO

GUIMARAES, Brena Gava. Avaliagdo da atividade inseticida in vitro de Gleos
essenciais sobre adultos de Haematobia irritans. 2023. 58p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinérias) - Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Responsavel por afetar a atividade pecuaria com perdas econdmicas em decorréncia do
seu parasitismo, a mosca-dos-chifres, Haematobia irritans, é literalmente irritante para
0s bovinos, pois suas picadas incessantes interferem no ganho de peso e na qualidade do
couro, o que prejudica diretamente a producéo de leite e de carne. Esses fatores afetam a
salde e o bem-estar desses animais, sendo indispensavel o controle deste ectoparasito,
feito por muito tempo de forma indiscriminada com inseticidas sintéticos, causando
resisténcia das moscas a alguns desses farmacos. No intuito de diminuir o uso dessas
moléculas sintéticas e assim, reduzir danos aos animais, humanos e ao ambiente, uma
alternativa é a utilizacdo de 0leos essenciais (OES) com amplo espectro de acdo inseticida,
porém, poucos OEs foram testados contra H. irritans. Por isso, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade inseticida dos OEs de Eugenia caryophyllus (cravo-da-india),
Cinnamomum cassia (canela cassia), Thymus vulgaris (tomilho branco) e Illicium verum
(anis estrelado) sobre moscas adultas de H. irritans, além de determinar seus valores de
concentragéo letal (CL): CLso e CLgo. Os OEs foram obtidos comercialmente e seus
constituintes foram determinados através de cromatografia gasosa, sendo 0s majoritarios
respectivamente: eugenol, (E)-cinamaldeido, timol e ocimeno, e (E)-anetol. Os espécimes
oriundos de bovinos naturalmente infestados da &rea de campo do Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterindria (LQEPV) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) foram expostos a discos de papel filtro
(63,62cm?) impregnados com diferentes concentracbes dos OEs em placas de Petri
(90x15mm). As avaliacdes da mortalidade das moscas foram feitas 2 e 4 horas apos a
exposicdo. As concentracdes que resultaram em 100% de mortalidade na avaliacédo de 2h
foram de 11,79 e 15,72 pg/cm? para E. caryophyllus; 39,30 pug/cm? para C. cassia, 47,15
pg/cmz2 para T. vulgaris e 235,77 pug/cm? para I. verum. E na avaliacdo de 4h de 15,72
pg/cm? para E. caryophyllus, 15,72 e 39,30 pug/cm? para C. cassia, 31,44 e 47,15 pg/cm?
para T.vulgaris, e 157,18 e 235,77 pg/cmz2 para I. verum. As CLso e CLgo foram calculadas
estatisticamente por meio da anéalise Probit pelo programa RStudio Team Software com
intervalo de confianga de 95% (p<0,05). As CLso dos 0leos em 2 e 4h foram: 5,04 e 5,27
pg/cm? para E. caryophyllus, 8,57 e 5,03 pg/cm? para C. cassia, 18,57 e 14,08 pg/cm?
para T. vulgaris e 83,91 e 71,88 pg/cm? para . verum. Ja as CLgo em 2 e 4h foram: 11,71
e 10,03 pg/cm? para E. caryophyllus, 19,26 e 11,22 png/cm? para C. cassia, 27,41 e 18,80
pg/cm? para T. vulgaris e 132,78 e 101,30 pug/cm? para I. verum. Com excecdo da CLso
do OE de E. caryophyllus, todas as CLs ap0s as 4h de exposi¢éo reduziram. Apesar disso,
0 0leo que apresentou melhor resultado foi 0 OE de E. caryophyllus, seguido dos OEs de
C. cassia, T. vulgaris e I. verum. Concluiu-se, portanto, que todos os 6leos avaliados
apresentaram atividade inseticida in vitro contra a mosca H. irritans.

Palavras-chave: mosca-dos-chifres, ectoparasitos de bovinos, produtos naturais



ABSTRACT

GUIMARAES, Brena Gava. Evaluation of insecticidal in vitro activity of essential oils
against Haematobia irritans adults. 2023. 58p. Dissertation (Master Science in VVeterinary
Sciences) - Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Responsible for affecting livestock activity with economic losses due to its parasitism,
the horn fly, Haematobia irritans, is literally annoying to cattle, because the incessant
bites interfere on weight gain and leather quality, which directly harms the milk and meat
production. These factors affect health and welfare of these animals, and the control of
this ectoparasite is indispensable, done for a long time indiscriminately with synthetic
insecticides, causing flies’ resistance to some of these drugs. To reduce the use of these
synthetic molecules and then reduce damage to animals, humans and the environment, an
alternative is essential oils (EOs) with a large spectrum of insecticidal action, however,
few EOs have been tested against H. irritans. Therefore, the objective of this work was
to evaluate the insecticidal activity of Eugenia caryophyllus (clove), Cinnamomum cassia
(cassia cinnamon), Thymus vulgaris (white thyme) and Illicium verum (star anise) EOs
on adult flies of H. irritans, and to determinate its lethal concentration (LC) values: LCso
and LCgo. The EOs were obtained commercially, and their constituents were determined
through gas chromatography. The major ones being respectively: eugenol, (E)-
cinnamaldehyde, thymol and ocymene, and (E)-anethole. The specimens from naturally
infested cattle from the field area of the Laboratory of Experimental Chemotherapy in
Veterinary Parasitology (LQEPV) at the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) were exposed to filter paper discs (63.62cm?) impregnated with different
concentrations of the EOs in Petri dishes (90x15mm). The evaluation of mortality was
made 2 and 4 hours after exposure. The concentrations that showed 100% of mortality at
the 2h evaluation were 11.79 and 15.72 pg/cm? for E. caryophyllus, 39.30 pg/cm? for C.
cassia, 47.15 pg/cm? for T. vulgaris and 235.77 pg/cm? for I. verum. And at the 4h
evaluation of 15.72 pg/cm? for E. caryophyllus, 15.72 and 39.30 pg/cm? for C. cassia,
31.44 and 47.15 pg/cm2 for T. vulgaris, and 157.18 and 235.77 pg /cmz for I. verum. The
LCso and LCqo were statistically calculated using Probit analysis using the RStudio Team
Software program with a 95% confidence interval (p<0.05). The LCso of the EOs at 2 and
4h were: 5.04 and 5.27 pg/cm? for E. caryophyllus, 8.57 and 5.03 pg/cm? for C. cassia,
18.57 and 14.08 pg/cm? for T. vulgaris and 83 .91 and 71.88 pg/cm? for I. verum. The
LCoo at 2 and 4h were: 11.71 and 10.03 pg/cm? for E. caryophyllus, 19.26 and 11.22
pg/cmz for C. cassia, 27.41 and 18.80 pg/cm? for T. vulgaris and 132, 78 and 101.30
pg/cmz for 1. verum. Except LCso of E. caryophyllus EO, all LCs after 4h of exposure
reduced. Despite this, the oil that showed better results was E. caryophyllus, followed by
C. cassia, T. vulgaris and I. verum. Concluding that all evaluated oils showed in vitro
insecticidal activity against the horn fly.

Keywords: horn fly, cattle ectoparasites; natural products
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro é o segundo maior do mundo e de acordo com o
ultimo censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021) existem em
torno de 224,6 milhdes de cabecas de gado. O Brasil também é o segundo maior produtor
e 0 maior exportador mundial de carne bovina, de acordo com os dados do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) (BUCHHOLZ, 2021).

A criacdo de bovinos é uma das atividades econdmicas mais importantes do pais
e seu crescimento continuo é consequéncia de um maior investimento no setor primario
da industria, com um numero cada vez maior de bovinos nos rebanhos e maiores gastos
em suprimentos. Ao passo que o rebanho bovino brasileiro cresce, é necessério reforcar
permanentemente 0s investimentos em programas sanitarios eficientes para garantir a
salde dos rebanhos, com melhoria da eficiéncia produtiva aliada ao controle e erradicacao
dos principais problemas encontrados, o que ajuda a diminuir custos de producdo
aumentando a competitividade entre os mercados consumidores. Os cuidados para 0
controle de seus ectoparasitos também devem aumentar, j& que estes trazem
consequéncias para 0s animais, como perda de peso corporal, danos ao couro, transmisséo
de agentes patogénicos e/ou lesdes que permitem infestacdes ou infecgdes secundarias, e
causam impacto negativo para atividade pecuaria.

A mosca Haematobia irritans, conhecida popularmente como mosca-dos-chifres,
é um dos mais importantes ectoparasitos de bovinos no Brasil, e encontra condi¢des
favoraveis para o seu desenvolvimento na maior parte do pais, onde o ciclo pode se
completar entre 7 e 12 dias no periodo chuvoso e pode apresentar até 30 geracGes anuais.
Quando isso ocorre, e ndao existe um manejo de controle, as infestacdes podem chegar de
5 a 10 mil moscas por hospedeiro, comprometendo assim a producdo de leite e carne,
além da atividade reprodutiva no caso dos touros.

A crescente utilizacdo de cruzamentos entre zebuinos e taurinos com o intuito de
melhorar a producdo de carne também traz certa complicacdo, pois aumenta a
suscetibilidade dos bovinos em relacdo as infestacBes por H. irritans. Esse fato eleva
ainda mais o custo da producdo, afetando diretamente a produtividade da pecuéria
brasileira, com perdas em decorréncia das infestacGes estimadas em aproximadamente
2,56 bilhGes de dolares por ano (GRISI et al., 2014).

O método de controle quimico é tradicionalmente o mais empregado dentre 0s
métodos de controle existentes para as moscas-dos-chifres, em que os farmacos das
classes dos piretroides e organofosforados foram bastante utilizados durante décadas,
além de outras bases quimicas como as lactonas macrociclicas, fenilpirazdis e os
reguladores de crescimento de insetos. O uso de forma errénea e muitas vezes de maneira
indiscriminada, resulta na selecdo de moscas resistentes a esses compostos. Hoje no Brasil
existem relatos de resisténcia aos piretroides em diversos estados, e pode ocorrer o
desenvolvimento de resisténcia a outras classes que sejam utilizadas de forma
descontrolada.

Por isso, uma alternativa potencial aos inseticidas convencionais € a utilizacao de
derivados de plantas com propriedades ectoparasiticidas, a fim de reduzir os impactos
ambientais e financeiros no uso de produtos sintéticos.

Espera-se que o0s Oleos essenciais (OEs) de plantas aromaéticas e medicinais
possam substituir a utilizacdo de produtos sintéticos, ou entdo, permitir uma menor
utilizacdo deles, através de associagcdes ou rodizios (usando uma menor concentracao de
produtos sintéticos), como uma ferramenta de auxilio para reduzir a velocidade do



desenvolvimento de resisténcia, os residuos nos produtos de origem animal e a toxicidade
para animais e humanos, além de minimizar o impacto na degradacdo ambiental.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade inseticida in vitro
de diferentes concentracbes dos OEs de Eugenia caryophyllus (cravo-da-india),
Cinnamomum cassia (canela cassia), Thymus vulgaris (tomilho branco) e Illicium verum

(anis estrelado) e determinar suas respectivas concentragoes letais (CL) CLso € CLgo Sobre
adultos de H. irritans.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagdo Taxon0mica

Haematobia irritans pertence ao Filo Arthropoda e a Classe Insecta, dentro da
Ordem Diptera e da Infraordem Muscomorpha. Se encontra na Divisdo Schyzophora
juntamente com as outras moscas de importancia médico-veterinaria. E membro da Secio
Caliptratae, pertencendo a familia Muscidae e a subfamilia Stomoxydinae (Tribo
Stomoxyini) (MONTEIRO, 2017).

O género Haematobia possui aléem da espécie H. irritans, disseminada pela
Europa, Américas e Australia, mais duas espécies: uma encontrada somente na Europa,
H. stimulans e uma na Africa, H. minuta (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-
BATTESTI, 2001; TAYLOR et al., 2017; MONTEIRO, 2017).

A espécie H. irritans possui duas subespécies: a mosca-dos-bufalos, H. irritans
exigua, encontrada na Asia e Austrélia, e a mosca-dos-chifres, H. irritans irritans, mais
importante economicamente e com maior distribuicdo mundial (GUIMARAES; TUCCI;
BARROS-BATTESTI, 2001; TAYLOR et al., 2017).

2.2 Morfologia

As moscas da espécie H. irritans possuem corpo dividido em cabeca, torax e
abddmen, trés pares de patas, e sdo aladas com um par de asas membranosas e um par
halteres ou balancins para auxiliar no equilibrio durante o voo (URQUHART et al.,
1998). Os adultos apresentam aparelho bucal do tipo picador-sugador, com machos e
fémeas hemat6fagos (URQHUART et al., 1998; MONTEIRO, 2017).

Externamente, sdo semelhantes aos adultos de Stomoxys calcitrans, a mosca-dos-
estabulos, porém de tamanho menor, com 3 a 5 mm de comprimento (SERRA-FREIRE;
MELLO, 2006; TAYLOR et al., 2017). O que as diferencia, principalmente, sdo 0s
palpos, enquanto S. calcitrans possui palpos curtos, H. irritans possui palpos quase do
tamanho da probdscida com dilatacdo em suas extremidades (MONTEIRO, 2017
TAYLOR et al., 2017).

Possuem coloragéo castanha (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990) com quatro
listras escuras no térax e asa com primeira nervura mediana curvada para a margem
anterior; suas antenas possuem trés segmentos (pedicelo, escapo e flagelo), tendo o tltimo
aristas pectinadas (MONTEIRO, 2017; TAYLOR et al., 2017).

Os olhos compostos tém uma fileira de cerdas em cada lado da linha média, e o
veértice que separa os olhos das fémeas (dicdpticas) € mais espacado que o dos olhos dos
machos (holopticos) (MCLINTOCK; DEPNER, 1954).

Os ovos tém de 1 a 1,5 mm de comprimento e possuem coloracdo marrom-escura.
As larvas sdo cilindricas (vermiformes) com cabecas pontiagudas, coloracdo branco-
amarelada, apresentam ganchos na extremidade anterior e na extremidade posterior
estigmas respiratorios, com uma, duas ou trés aberturas de acordo com a fase larval L1,
L2, L3, respectivamente, e a medida que mudam de instar também aumentam de
comprimento de 1,5 até 7 mm. As pupas tém formato de barril e sdo foscas, de coloragéo
castanho-avermelhada, com 3 a 4 mm de comprimento (BRUCE, 1964; TAYLOR et al.,
2017; MONTEIRO, 2017).

2.3 Histérico

A mosca-do-chifre foi reconhecida como uma praga na Franga em 1830. Do sul
da Franca, foi introduzida acidentalmente nos Estados Unidos entre 1884 e 1886 com as
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exportac6es dos bovinos (FLETCHER, 1892; HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990). No
Canada foi relatada em 1892, oriunda de bovinos exportados dos Estados Unidos
(FLETCHER, 1892).

Com a expansdo americana para o oeste, em 1897 se espalhou para Honolulu,
capital do Havai, e em 1898 ja havia ocupado todas as ilhas do grupo havaiano, em razéo
do clima propicio para o seu desenvolvimento, se tornou mais prejudicial nessas ilhas no
meio do Pacifico do que nos Estados Unidos (MARLATT, 1910).

Foi identificada nas ilhas do Caribe, América Central e América do Sul,
possivelmente de moscas originarias dos Estados Unidos. Na América do Sul foi
reconhecida e introduzida na Coldmbia e na Venezuela em 1937 (FIASSON, 1943;
ZUMPT, 1973; HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990), e em 1967 foi encontrada no
Chile (GONZALEZ, 1968).

No Brasil, a Delegacia Federal de Agricultura de Roraima relatou o primeiro
registro entre 1976 e 1977, provavelmente oriunda da Guiana, e ndo da Venezuela como
suspeitavam (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990). Em 1980, técnicos do Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) identificaram esses espécimes como H. irritans (VALERIO;
GUIMARAES, 1983). E a partir do estado de Roraima a mosca-do-chifre se disseminou
rapidamente devido as condicGes climéticas da regido (BRITO et al., 2005).

Em 1984, alcancou e cruzou o Rio Amazonas chegando ao Para. Em 1987, sua
presenca foi registrada no Maranhdo, e em 1988 no Piaui e no Ceara. Seguiu para
Tocantins, Acre e Goids em 1989, e alcancou Minas Gerais, Rondo6nia, S&o Paulo, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, em 1990 (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990). Em 1991
chegou ao estado do Parana (FARIA, 1998), e comegou a ocupar a maioria dos estados
brasileiros. Desde entdo, encontra-se em todo o territorio nacional e paises da América
do Sul (BIANCHIN; ALVES, 2002).

2.4 Biologia

O ciclo bioldgico de H. irritans é semelhante ao de outros muscideos, sendo muito
rapido quando em condig¢des favoraveis de temperatura e umidade (BRITO et al., 2005).
Sao insetos com ciclo holometabdlico, ou seja, com metamorfose completa em que 0s
estagios larvais e adultos sdo ativos e 0s estagios de ovo e pupa inativos (BREWER et
al., 2021).

Apesar de possuirem preferéncia por sangue bovino, podem parasitar equinos
(FLETCHER, 1892; PRIETO et al., 1994), bubalinos e caprinos em pastagens adjacentes,
porém, a manutencdo da espécie s6 ocorre se a oviposicdo for feita em esterco bovino
fresco (FOIL; HOGSETTE, 1994). Raramente ataca cées, ovinos e 0 homem
(BIANCHIN; ALVES, 2002).

O periodo chuvoso é o mais propicio para o desenvolvimento da mosca-dos-
chifres, porém, periodos de chuva intensa (proximo de 100mm ou mais) reduzem a
populacdo de moscas adultas e de formas imaturas, ja que as massas fecais frescas
depositadas na pastagem sdo facilmente desfeitas pela acdo da chuva (BIANCHIN;
ALVES, 1997; 2002; MACEDO; BRITO; BORJA, 2001). Consequentemente, o ciclo
evolutivo da mosca € interrompido.

As larvas eclodem rapidamente se a umidade for suficientemente alta e com
temperatura 6tima de eclosdo (MCLINTOCK; DEPNER, 1954). Os exemplares de
primeiro instar penetram imediatamente no esterco, se protegendo dos raios solares
(BRITO et al., 2005) e se desenvolvem em larvas de segundo e terceiro instar em periodos
curtos, entre 3 e 5 dias, quando a umidade é adequada e a temperatura encontra-se por
volta de 27°C (BREWER et al., 2021).



A medida que ocorre a dessecacdo do esterco, as larvas migram para as partes
ainda Umidas no interior do bolo fecal (BRUCE, 1964). O teor de umidade ideal do
esterco para o desenvolvimento larval esta entre 84 e 90% (KURAMOCHI, 2000). As
larvas de terceiro instar iniciam a fase de pupa dentro da camada de esterco ou no solo
imediatamente abaixo (LANCASTER; MEISCH, 1986; TAYLOR, 2017).

Em caso de solos excessivamente secos, as pupas podem ser observadas no meio
do bolo fecal, porém se as fezes estiverem mais secas que 0 solo, as pupas serdo
encontradas enterradas no solo, até 3,8 cm de profundidade (BRUCE, 1964).

Em temperaturas baixas e clima seco os ovos ndo sdo eclodidos e o
desenvolvimento larval € retardado, porém o estagio de pupa sobrevive, com emergéncia
de adultos na primavera seguinte (TAYLOR et al., 2017). Esse mecanismo € conhecido
como diapausa, e no Brasil possui mais importancia na regido sul (HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1990).

O periodo de pupagdo dura de 5 a 6 dias, e apds a emergéncia, os adultos
apresentam coloracdo escura e movimentos lentos, permanecendo por aproximadamente
uma hora sobre a superficie das fezes ou da vegetacdo, com as asas estendidas e de cabeca
para baixo por causa do geotropismo positivo, e sO a partir disso saem em busca do
hospedeiro (BRUCE,1964; BORDIN, 1992; BRITO, 2005).

A copula pode ser realizada a partir do segundo dia de vida, nas partes mais altas
do corpo do hospedeiro (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990) ou na vegetagéo ao redor
dele (LANCASTER; MEISCH, 1986). A postura dos ovos ocorre a partir do terceiro dia
de vida das fémeas, e que depois de fecundadas, se deslocam para as partes mais baixas
do hospedeiro, no aguardo da defecacdo (LANCASTER; MEISCH, 1986; HONER;
BIANCHIN; GOMES, 1990).

A postura pode ocorrer durante o dia ou a noite (SANDERS; DOBSON, 1969;
KUNZ et al., 1970), e os ovos sdo depositados agrupados embaixo da borda fecal
(HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990). Cada fémea pode realizar cerca de 15 posturas
durante sua vida, que dura em média de trés a cinco semanas, e dependendo das condicdes
locais a producdo total de ovos varia entre 80 e 300 (KRAFSUR; ERNEST, 1983,
HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990; BORDIN, 1992; WISLOW, 1992).

As fémeas se alimentam do hospedeiro de forma mais frequente que os machos,
ja que necessitam de mais sangue para a producao dos ovos, podendo picar até 40 vezes
por dia para uma média diaria de 25 vezes dos machos (HARRIS; MILLER; FRAZAR,
1974).

2.5 Epidemiologia

A dindmica populacional da mosca-dos-chifres é influenciada pelas condigdes
climaticas locais. Em tese, a presenca ou auséncia da mosca € determinada pela
temperatura, enquanto sua abundéncia é determinada por chuvas e umidade (GORDON;
HAUFE; KLEIN, 1984).

Araga, a cor da pelagem, o sexo e a idade também influenciam na carga parasitaria
dos animais. Foi observado por Bianchin, Koller e Detmann (2006) que animais de ragas
europeias (Bos taurus) puros ou cruzados com a raca Nelore (B. indicus) possuiam maior
carga parasitaria de H. irritans do que os animais com predominancia de sangue Nelore,
ou seja, animais taurinos sdo mais susceptiveis a infestacdes que animais zebuinos.

Quando o numero de moscas € relativamente baixo (FRANKS; BURNS;
ENGLAND, 1964), uma preferéncia é demonstrada por animais de cor escura ou por
manchas escuras nos animais (FRANKS; BURNS; ENGLAND, 1964; HONER,;
BIANCHIN; GOMES, 1990). Quanto mais escura a pele, mais calor é absorvido e mais



as moscas sdo atraidas, até chegar um ponto em que procuram um local mais adequado
(MORGAN, 1964).

A preferéncia das moscas por machos inteiros esta relacionada ao tamanho das
glandulas sebéaceas que possuem maior atividade, assim como a concentracdo de
testosterona (CHRISTENSEN; DOBSON, 1979).

Em relacdo ao fator idade, Bianchin e Alves (1997; 2002) observaram que 0S
bezerros e animais mais jovens quase ndo possuiam moscas sobre 0 corpo em relacao aos
animais adultos, o que indica uma certa predilecdo das moscas por esses animais.

Foram chamadas de moscas-dos-chifres pelo comportamento preferencial de se
aglomerarem na base dos chifres dos bovinos, em climas temperados ou em manhé&s muito
frias. No Brasil, esse fendbmeno é observado raramente na regido sul (HONER,;
BIANCHIN; GOMES, 1990). Normalmente, se concentram no dorso e nas laterais do
animal (cupim, paleta, costas, barriga e pernas), pois sao partes que ficam fora do alcance
do movimento da cabeca e da cauda (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990; BIANCHIN;
ALVES, 2002), o que torna o parasitismo mais facil, porém sua localizacdo pode variar
de acordo com 0 macro e o microambiente (MORGAN, 1964).

Em dias chuvosos, as moscas se localizam na regido ventral do bovino, por
encontrarem abrigo das chuvas e temperatura favoravel (MORGAN, 1964; LIMA;
PRADO; PERRI, 2002). E em dias muito quentes, quando o céu esta claro e a temperatura
acima de 32°C, a temperatura da pele do gado holandés pode variar de 35°C em uma
mancha preta na sombra ou na parte branca da barriga, a até 46°C em uma mancha preta
ao longo da coluna fora da sombra, por isso as moscas normalmente encontram-se na pele
branca da barriga, especialmente perto do umbigo e entre o Ubere e as patas traseiras,
onde a temperatura € menor (MORGAN, 1964).

Outro fator que contribui para a ampla distribuicdo das moscas-dos-chifres é a
capacidade de se dispersar por grandes distancias, sendo capaz de migrar entre rebanhos
com distancia de 6 a 8 km, e barreiras fisicas, como arvores, ndo impedem a migracédo
para novos rebanhos (KUNZ; KINZER; MILLER, 1983; BYFORD et al., 1987).

2.6 Importancia Econdémica e Médico-veterinéria

Historicamente, a mosca-dos-chifres é considerada um dos ectoparasitos mais
importantes de bovinos que sdo economicamente prejudiciais, com perdas estimadas em
aproximadamente 2,56 bilhGes de délares por ano. E além dos prejuizos econdmicos, essa
espécie também traz prejuizos aos animais infestados (GRISI et al., 2014).

Alguns autores afirmam que ao sentirem as picadas das moscas, 0s bovinos ficam
irritados e utilizam bastante energia para se debater, com isso, o tempo dedicado a
alimentacdo é reduzido, o que interfere na digestdo e assimilacdo de nutrientes,
consequentemente reduz o ganho de peso e afeta na producao de leite e carne (BYFORD;
CRAIG; CROSBY, 1992; CRUZ-VASQUEZ et al., 2000).

Burns et al. (1975) definiram 200 moscas por bovino como limiar econémico
acarretando uma perda de 16kg de peso vivo/animal/ano. Steelman et al. (1991)
estimaram que para cada 100 moscas infestando um animal era esperada uma diminuigéo
anual de aproximadamente 8kg no ganho de peso vivo. J& Honer e Gomes (1990)
calcularam que em uma infestacdo de 500 moscas constantemente presentes, o animal
perderia 40kg de peso vivo no ano, sendo a perda de peso relacionada a acdo irritante da
mosca.

Jaem relacéo a producéo de leite, estudos estimam que infestacdes de 200 moscas
por vaca reduz a producao de leite em 500mL/dia/vaca (JONSSON; MAYER, 1999), e
outros estudos estimam que vacas sob o estresse da infestacdo tém a producdo de leite



reduzida em 4 a 12% dependendo do nivel de infestagdo (GUGLIELMONE et al., 1998;
VELASCO et al., 2001).

Sanchez-Sandoval et al. (2022) apesar de concordarem com o0s demais autores,
que os comportamentos defensivos em bovinos infestados sdo maiores, concluiram que a
assimilacdo de nutrientes ndo difere entre bovinos infestados e ndo infestados, com
aumento apenas da concentracdo de acidos graxos volateis nos animais parasitados. E
provavelmente alguns animais suportem mais as infestacdes do que outros e ndo
apresentem prejuizos tdo relevantes (BIANCHIN et al., 2004).

O grande numero de picadas diariamente afeta o couro por causa da reacdo da pele
do animal, o qual se torna grosso e inflexivel, de baixa qualidade, e consequentemente
reduz seu valor comercial (HONER; GOMES, 1990; HONER; BIANCHIN; GOMES,
1990), porém Silva et al. (2002) avaliaram que embora a mosca cause lesdes
macroscopicas na pele, as perdas para a industria ndo sdo tdo consideraveis, visto que
essas lesBes sdo revertidas apds o processo de curtimento do couro.

A picada pode causar dermatite e a lesdo dar acesso a miiases secundarias e outros
patdgenos transmitidos pela mosca, como Stephanofilaria stilesi, nematddeo parasito da
pele de bovinos, causando uma dermatite chamada estefanofilariose, caracterizada por
areas de crostas ao longo da linha mediana do corpo do animal (HIBLER, 1966;
GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTI, 2001), além de poder carrear ovos da
mosca-do-berne, Dermatobia hominis (LEITE et al., 1998).

A mosca-dos-chifres também é capaz de transmitir Staphylococcus spp., bactéria
causadora de mastite ou infeccdo nos tetos de vacas leiteiras, particularmente no veréo
(OWENS et al., 1998, GILLESPIE et al., 1999), também pode introduzir a bactéria em
feridas abertas, causando infeccdo significativa (EDWARDS et al., 2000).

Ainda pode causar dermatite ulcerativa periorbital ou ventral em cavalos, e essa
lesdo, por consequéncia, pode ser infectada pelo nematdédeo Habronema spp., causando
habronemose cutanea (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTI, 2001), além do
mais, o cavalo possui uma pele mais fina e € muito sensivel as picadas desta mosca, o que
o deixaria incontrolavel se fosse atacado (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).

2.7 Controle de Haematobia irritans

As medidas adotadas pela populacdo logo apds o surgimento da H. irritans nos
Estados Unidos se baseavam na repeléncia topica através de alcatrdo, acido carbolico,
graxa e Oleos de peixe, além de acdo toxica como emulsbes de querosene ou tabaco e
creosoto em pd. Ainda contavam com o tratamento do esterco com cal ou através de
dessecamento (DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988).

Na década de 30 comegou a ser arquitetada uma armadilha para o controle de
moscas-dos-chifres (BRUCE, 1938), porém poucas pessoas pensavam em controla-las
devido a 22 Guerra Mundial. No entanto, quando houve a necessidade, na década de 40,
os pesticidas como diclorodifeniltricloroetano (DDT) foram mais atraentes, ja que ja eram
utilizados durante esse periodo no combate e prevencdo de tifo em soldados, que o
utilizavam na pele por causa de piolhos e mosquitos (MARICONI, 1988; HALL, 1996;
D’AMATO; TORRES; MALM, 2002).

O DDT faz parte do grupo dos organoclorados que atuam sobre o sistema nervoso
central do inseto, e resulta em alteracbes de comportamento e equilibrio, disturbios
sensoriais, atividade involuntaria da musculatura e depressdo dos centros vitais,
particularmente da respiracdo. Apesar de atravessar facilmente o exoesqueleto quitinoso
do inseto, ele € pouco absorvido pela pele humana, porém pode haver intoxicacao atraves
de inalagdo ou ingestdo de alimentos contaminados (BRASIL, 1997).



No inicio da década de 60 os organofosforados também comecaram a ser
utilizados para o controle da mosca-dos-chifres. Eles atuam interferindo no sistema
nervoso ao inativarem a enzima acetilcolinesterase (AChE), que catalisa a hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina, provocando hiperatividade nervosa e consequente colapso
do sistema nervoso (ELDEFRAWI et al., 1982; MASON et al., 1984; MUTERO et al.,
1994). Os organofosforados mais conhecidos e utilizados no controle de parasitos sao
diazinon, fenthion, clorpirifds, diclorvés (TAYLOR, 2001).

Os piretroides foram introduzidos no mercado ao final da década de 70 e
interrompem as transmissdes de impulsos nervosos normais em insetos, especificamente
por interferir no fechamento de uma porg¢éo dos canais de sddio que induz alteracGes na
permeabilidade da membrana axdnica, causando um quadro de hiperexcitabilidade, sendo
eles cipermetrina, alfa-cipermetrina, flumetrina, ciflutrina, deltametrina, fenvalerato e
permetrina (LUND; NARAHASHI, 1982).

Foram utilizados pela primeira vez no inicio da década de 80 em brincos
impregnados com uma abordagem eficaz para o controle das moscas-dos-chifres, sendo
amplamente aceito entre os produtores de gado em toda América do Norte (WILLIAMS;
WESTBY, 1980). Porém, o uso indiscriminado juntamente com a continua pressdo de
selecdo da espécie causaram resisténcia da mosca-dos-chifres a essa classe de inseticidas
(SHEPPARD, 1984; DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988).

Os produtores de gado insatisfeitos com o desempenho dos brincos impregnados
solicitaram informacbes sobre métodos alternativos de controle (HALL, 1996). Os
entomologistas com recursos limitados, recomendaram que as velhas préaticas de controle
voltassem a ser utilizadas (CAMPBELL et al., 2006). Assim, a armadilha planejada
anteriormente voltou a ser reavaliada (HALL, 1996).

A armadilha consiste em um sistema de passagem, em que 0 gado percorre um
corredor escuro contendo varios meios que possam eliminar as moscas de seu corpo
(HALL, 1996), como por exemplo um estudo realizado por Miraballes et al (2017) onde
avaliaram a reducdo da populacdo de moscas em vacas leiteiras passando por uma
armadilha contendo compartimentos separados por cortinas horizontais e verticais feitas
com tiras de borracha.

Por outro lado, empresas mudaram a composi¢do dos brincos inicialmente feitos
com piretroides, para organofosforados ou associagdo entre eles, com adicdo de
piretroides mais toxicos (CAMPBELL et al., 2006) ou ainda, 0 uso de sinergistas, como
0 butdxido de piperonila, composto organico amplamente utilizado na agricultura para o
controle de pragas agricolas resistentes aos piretroides, pois reduz a metabolizacdo destas
drogas pelo inseto e aumenta sua suscetibilidade (BECKEL; LORINI; LAZZARI, 2006).
Desde entdo, novas classes comecaram a ser introduzidas no mercado, entre elas as
lactonas macrociclicas e os fenilpirazéis (BARROS, 2004).

As lactonas macrociclicas potencializam a acdo inibidora neuronal mediada pelo
acido gama-aminobutirico (GABA) por interagirem com seus receptores, iSSoO promove
uma hiperpolarizacdo do neur6nio e inibe a transmissdo nervosa (SARTOR; BICUDO,
1999), no entanto, essas moléculas possuem maior afinidade com os receptores dos canais
de cloreto controlados por glutamato, aumentando a condutancia da membrana,
paralisando a musculatura somatica do inseto (DANAHER et al., 2006).

S&o conhecidas como endectocidas, pois sdo capazes de matar tanto endo como
ectoparasitos, e além de serem eficazes contra a mosca adulta por até quatro semanas e
poder afetar sua fecundidade durante o processo (MILLER et al., 1986; UZUKA et al.,
1999), também interferem nos estagios imaturos presentes nas fezes ja que as lactonas
saem inalteradas nelas (MILLER et al., 1981; MILLER; OEHLER; SCHOLL, 1994,
SCHMIDT, 1983; FINCHER, 1992). A excrecdo desses compostos no leite € uma



desvantagem importante para seu uso em animais produtores de leite, com exce¢do da
eprinomectina (SHOOP et al., 1996).

Da classe dos fenilpirazois, o inseticida que mais se destaca é o fipronil, que possui
amplo espectro de agdo e alta efetividade contra gafanhotos, mosquitos, pulgas e
carrapatos tanto nos estagios larvais quanto no estagio adulto (TINGLE et al., 2000;
RAVETON et al., 2007). Ele bloqueia a transmissdo de sinal através da inibicdo do canal
de cloreto controlado pelo GABA, inibindo o fluxo dos ions cloro para o interior da célula
nervosa, o que resulta na excitagdo excessiva do sistema nervoso, paralisia grave e morte
do inseto (RAUH; LUMMIS; SATTELLE, 1990; BOBE et al., 1998; AAJOUD;
RAVANEL; TISSUT, 2003).

Outras drogas também foram incorporadas ao esquema de controle quimico, como
os reguladores de crescimento de insetos (IGRs), pertencentes a terceira geracdo de
inseticidas, que, diferente dos convencionais, ndo matam os parasitos imediatamente, mas
interferem em seu desenvolvimento, com agdo principalmente nos estagios imaturos,
provocando alteracdes que podem até resultar na completa inibicdo da emergéncia de
adultos (CHAMBERLAIN, 1975; GRAF et al., 2004).

Eles sdo agrupados de acordo com seu mecanismo de acdo, em analogos do
hormdnio juvenil, inibidores da sintese de quitina e inibidores da deposicdo de quitina, e
por isso que em comparagao com inseticidas convencionais precisam de mais tempo para
reduzir a populagéo de insetos (GRAF, 1993). Dessa forma, ndo sdo os mais adequados
para serem utilizados isolados se existe uma necessidade de controle rapido da populacao
estabelecida, necessitando de uma associacdo com adulticidas para alcangar um efeito
mais rapido (GRAF, 1993; TAYLOR, 2001), mas pode ser utilizado de forma preventiva
quando se conhece a dinamica populacional do parasito (TAYLOR, 2001).

Para o controle de estagios imaturos de H. irritans foram utilizados, por via oral,
0 metoprene (MILLER et al., 1977) e piriproxifen (andlogos do horménio juvenil)
(OLIVEIRA et al., 2021), e o diflubenzuron (inibidor da sintese de quitina)
(DELL’PORTO etal., 2012). Por serem drogas muito especifica para dipteras, ndo afetam
0 crescimento de insetos Uteis para a desintegracdo e incorpora¢do do bolo fecal ao solo
(WILLIAMS, 1991).

Além do controle quimico, descrito anteriormente, utilizado sob a forma de
imersé&o, pulverizagéo, “pour-on” e “spot-on”, polvilhamento, mecanismos autodosadores
(dispositivos confeccionados para que 0s animais se tratem sozinhos) e brincos
impregnados, outras formas de controle também podem ser utilizadas, para combater as
moscas-dos-chifres (ALVES-BRANCO; PINHEIRO; SAPPER, 2000). Houve um
aprimoramento da armadilha do sistema de passagem, para controle mecéanico,
mencionado acima, em que foram colocadas armadilhas pegajosas ou de eletrocussao
pelo caminho, sendo mais eficazes para reduzir populagdes de moscas adultas (WATSON
et al., 2002). Ja para diminuir a sobrevivéncia das larvas (consequentemente dos adultos)
se utiliza a destruicdo da integridade dos estercos, para controlar melhor a infestacdo no
gado confinado. Em algumas pastagens, o alagamento do pasto também é uma forma de
inibir o ciclo (FOIL; HOGSETTE, 1994).

A integridade dos estercos também pode ser desfeita, por controle bioldgico,
através de um besouro africano coprofago da espécie Digitonthophagus gazella,
conhecido como rola-bosta, que foi introduzido no Brasil em 1989 pelo
CNPGC/EMBRAPA (BIANCHIN; HONER; GOMES, 1992) para compor 0 programa
de controle integrado da mosca-dos-chifres, que consiste em combater a mosca em sua
fase mais critica do ciclo bioldgico (fases ndo-parasitarias nas fezes) e na epoca mais
desfavoravel ao seu desenvolvimento (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).



Em uma propriedade, para dar inicio ao controle da mosca-dos-chifres deve-se
avaliar o grau de parasitismo dos animais, o que vai direcionar a melhor estratégia. Barros
(1992; 1995) e Melo (2018) descrevem que para o controle estratégico deve se conhecer
a dindmica populacional da mosca-dos-chifres, em que os tratamentos sdo direcionados
para épocas pré-estabelecidas em que a mosca possui maior abundancia na propriedade.
J& o controle tatico, para Barros (1992; 1995), deve ser feito em animais com infestacfes
médias de 200 moscas por animal (limiar econémico), independente da época do ano,
diferente do preconizado por Honer, Bianchin e Gomes (1990), em que o tratamento é
feito em épocas chuvosas.

Nesse caso, 0 programa de controle integrado considera os aspectos do controle
estratégico, além da utilizacdo do besouro rola-bosta para controlar as larvas nas fezes,
atuando tanto nas fases parasitarias como nas ndo-parasitarias (BIANCHIN; HONER;
GOMES, 1992).

Outras formas de controle bioldgicos sdo fungos entomopatogénicos como Isaria
fumosorosea, I. farinosa, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (MOCHI et al.,
2010a, 2010Db). O desenvolvimento de uma vacina feita com proteina salivar de H. irritans
também vem sendo estudado como uma forma de controle, com efeitos promissores em
relacdo a reducdo de sua carga parasitaria (CUPP et al., 2004; BREIJO et al., 2017).

2.7.1 Resisténcia aos inseticidas

O método de controle quimico ja demonstrou ser ineficaz em praticamente todo
campo da sanidade animal (HONER; GOMES, 1990). Seu uso indiscriminado mesmo
gue em conjunto com outras estratégias de controle traz consequéncias negativas, como
0 aumento dos custos de producdo (BARROS et al., 2012), contaminacdo do solo e da
agua por causa da alta persisténcia no ambiente, residuos na carne e no leite, intoxicacdo
em pessoas e animais, além de selecionar populacdes de moscas resistentes (DUBOIS,
1993; BYFORD et al., 1999; BARROS et al., 2001), pois quanto mais intensa for a
utilizacdo de parasiticidas, maior a pressdo de selecdo, mais rapido o desenvolvimento e
maiores 0s niveis de resisténcia atingidos (BARROS, 2003).

A resisténcia € induzida por uma mutacao do individuo e através dessa pressao de
selecdo pode se tornar uma caracteristica da populacdo ao longo da exposi¢do a essas
drogas letais, afetando o controle efetivo do inseto (BARROS et al.,, 2013). Os
mecanismos de resisténcia a inseticidas descritos sao diversos e complexos, além de que
podem atuar de forma simultinea em uma mesma populacdo (SODERLUND;
BLOOMOQUIST, 1990) e séo eles:

Resisténcia metabdlica, onde enzimas metabolizam e detoxificam o inseticida,
como esterases, glutationa S-transferases e citocromo P450 monooxigenases; resisténcia
por alteracdo de alvo, onde ocorrem modificacdes nos locais de ligacdo do inseticida,
reduzindo a afinidade do inseticida pelo alvo, como por exemplo, mutagfes no gene do
canal de sodio (resisténcia a piretroides e DDT) e no gene da AChE (resisténcia a
organofosforados e carbamatos); resisténcia por sequestro ou exclusdo, em que
mecanismos reduzem a quantidade de inseticida que atinge o local de agdo, como a
reducdo na penetracdo cuticular ou o0 aumento na excrecdo; além da resisténcia
comportamental, pois ocorrem mudangas no comportamento do inseto que evitam 0s
locais expostos a esses produtos (SODERLUND; BLOOMQUIST, 1990;
HEMINGWAY et al., 2004; LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007).

O primeiro relato de resisténcia da mosca-dos-chifres a inseticidas ocorreu na
década de 1960, nos Estados Unidos, antes mesmo da mosca chegar ao Brasil, quando o
controle feito com DDT e toxafeno ja ndo era mais eficaz (MCDUFFIE, 1960; HARRIS;
FRAZAR; GRAHAM, 1966). Também foi comprovada a resisténcia ao organofosforado
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fenclorfés em 1962 depois de trés anos de uso intenso (BURNS; WILSON, 1963) e ao
tetraclorvinfos em brincos impregnados em 1979 (SHEPPARD, 1983). Na década de 80
foi relatada a resisténcia a classe dos piretroides, na época dos brincos impregnados, que
pode ter sido acelerada pela resisténcia cruzada entre esta classe e o DDT
(QUISENBERRY et al., 1984; BYFORD et al., 1985; MWANGALA; GALLOWAY,
1993).

No Brasil, populacbes de mosca-dos-chifres permaneceram suscetiveis a
inseticidas piretroides e organofosforados até meados da década de 1990, conforme
verificado por bioensaios (SCOTT; COUMENDOUROQOS; GRISI, 1994) e estudos de
eficacia (GRISI; SCOTT, 1992; PEREIRA; COSSI JUNIOR; DIAS, 1994), quando as
suspeitas de populacdes resistentes se tornaram cada vez mais frequentes em todas as
regides do pais (BARROS, 2003).

O primeiro relato de resisténcia em populacdes de H. irritans no Brasil ocorreu
em 2001, quando em um estudo realizado de 1999 a 2000, foram encontradas populagdes
resistentes a cipermetrina em duas fazendas do Rio Grande do Sul (GUGLIELMONE et
al., 2001); resisténcia essa também encontrada em fazendas da Argentina, porém as
populacdes eram suscetiveis ao organofosforado diazinon.

Desde entdo, a resisténcia a cipermetrina foi verificada em outros estados
brasileiros como Piaui e Maranhdo (GIRAO et al., 2002), Goiés e o Distrito Federal
(SAUERESSIG; BARROS, 2003), Roraima (BRAGA; BARROS, 2003), Alagoas, Bahia
e Sergipe (OLIVEIRA et al., 2006), Mato Grosso do Sul (BARROS; GOMES; KOLLER,
2007; BARROS et al., 2013) e S&o Paulo (NASCIMENTO et al., 2012).

Tambeém ja foi constatada resisténcia a permetrina, provavelmente pela resisténcia
desenvolvida previamente a cipermetrina (OLIVEIRA et al., 2006; HOLDERMAN et al.,
2018).

Em 1997, foi relatado um caso de resisténcia das moscas a cipermetrina no
Uruguai, e isso pode ser justificado pela entrada, em 1991, de populacBes de moscas
vindas do Brasil que provavelmente j& haviam sido selecionadas por essa classe de
inseticidas, porém, também eram suscetiveis ao diazinon (MARQUES et al., 1997).
Também foi relatada resisténcia a cipermetrina no Chile (OYARZUN; LI; FIGUEROA,
2011).

Em relagdo aos organofosforados, Barros et al. (2001) observaram resisténcia ao
fention, etion, diazinon (HOLDERMAN et al., 2018), tetraclorvinfds e pirimifés-metilico
nos Estados Unidos. Kunz et al. (1995) observaram resisténcia ao diazinon em um dos
cinco locais no México, indicando niveis de resisténcia que podem interferir em um
controle adequado.

Ja no Brasil, de acordo com a literatura pesquisada, ainda ndo foi relatada
resisténcia de H. irritans aos organofosforados, lactonas macrociclicas, fipronil e/ou
IGRs. Existem apenas relatos que comprovem sua suscetibilidade a estes compostos
(OLIVEIRA et al., 2006; BRITO et al., 2019; MIRABALLES et al., 2021; OLIVEIRA
et al, 2021).

De modo geral, em condicdes laboratoriais, a resisténcia se torna evidente em uma
populacdo apos selecdo por 20 a 30 geragdes a depender da classe inseticida (KUNZ,
1991; MCKENZIE; BYFORD, 1993), mas a campo, o curto ciclo bioldgico da mosca e
a indiscriminada presséo de selecdo em que as populagfes geralmente sdo submetidas,
fazem com que o aparecimento da resisténcia seja acelerado (BARROS, 2003). Rodrigues
e Marchini (2001) encontraram 19,1 geracdes anuais de H. irritans em S&o Paulo, Barros
(2002) encontrou 22 geracgdes anuais no Pantanal, e Melo et al. (2020) encontraram 30
geragdes anuais na regido semiarida, o que pode justificar o aparecimento da resisténcia
em uma populagdo em 2 a 4 anos, pela redugéo na eficacia do inseticida (além da classe
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utilizada) e falhas no controle juntamente com a pressao de selecdo (QUISENBERRY et
al., 1984; SHEPPARD, 1984; BARROS et al., 2001; GUGLIELMONE et.al., 2002).

2.8 Uso de Quimica Verde

Para reduzir os impactos ambientais e financeiros do uso de produtos sintéticos
no controle desses insetos, Castrejon et al. (2003) propdem que sejam incorporados
métodos de controles que reduzam o uso de moléculas sintéticas, como a utilizagéo de
derivados de plantas que tenham propriedades ectoparasiticidas, em associa¢do ou ndo
com outras estratégias de controle, para reduzir ou eliminar substancias que possam
prejudicar o préprio animal, o ser humano e o ambiente (AGNOLIN et al., 2010).

O uso de produtos derivados das plantas no controle de pragas na agricultura é
relatado na literatura ha pelo menos dois mil anos, em paises como China, Egito, india e
Grécia (THACKER, 2002), porém com o advento dos pesticidas sintéticos, essa pratica
foi substituida por causa da acdo mais rapida desses pesticidas, mas houve o retorno do
interesse por causa dessa necessidade de reducdo de danos (MORAIS; MARINHO-
PRADO, 2016).

Esses derivados das plantas sdo conhecidos como metabolitos secundarios;
compostos que ndo possuem uma distribuicdo universal nas plantas, pois ndo sdo
necessarios para todas elas. Isso os difere dos compostos originarios do metabolismo
primario, que nesse caso Sd0 essenciais, como carboidratos, lipidios, clorofila,
aminoacidos e nucleotideos (PERES, 2009).

Os metabdlitos secundarios das plantas possuem funcdes ecoldgicas importantes
nos vegetais. Protegem as plantas contra herbivoros e contra a infeccdo por
microrganismos patogénicos, agem como atrativos para polinizadores e dispersores de
semente, além de atuar como agentes na competicdo planta-planta e nas simbioses
plantas-microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2008).

Dentre esses metabdlitos estdo os terpenos, compostos fendlicos e os alcaloides
(PERES, 2009), e os 0leos essenciais (OEs) sdo misturas de alguns desses metabolitos e
sdo responsaveis pelas propriedades bioldgicas da planta (GALLUCCI et al., 2009) e
podem ser extraidos de raizes, caules, folhas, flores, cascas e frutos (MORAIS;
MARINHO-PRADO, 2016).

2.8.1 Oleos essenciais

A busca por inseticidas naturais tem se intensificado mediante a necessidade de
métodos mais seguros para animais, seres humanos e meio ambiente (VIEIRA;
FERNANDES; ANDREI, 2004; CAMPOS et al., 2012), ja que as substancias extraidas
das plantas apresentam vantagens em relacdo ao emprego dos inseticidas sintéticos, pois
sdo obtidas de recursos renovaveis e mais rapidamente degradados, por muitos destes
apresentarem sensibilidade a luz solar, umidade ou calor (VIEIRA; FERNANDES;
ANDREI, 2004; MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016).

Diante disso, espera-se que os OEs de plantas aromaticas e medicinais utilizados
isolados ou de forma associada possam reduzir a velocidade do desenvolvimento de
resisténcia, os residuos nos produtos de origem animal, aléem da toxicidade para animais
e humanos e minimo impacto na degradacdo ambiental (CAMPOS et al., 2012).

Algumas das principais familias botanicas com potencial inseticida sao:
Anacardiaceae, Apiaceae (Umbelliferae), Araceae, Asteraceae (Compositae),
Brassicaceae (Cruciferae), Chemopodiaceae, Cupressaceae, Lamiaceae (Labiatae),
Lauraceae, Liliaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Schisandraceae e Zingiberaceae, das quais

12



podem ser extraidos os OEs (LEE et al., 2004; RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008;
PEREZ et al., 2010; WANG et al., 2011; BETT et al., 2016).

Os OEs sdo compostos volateis, naturais, complexos, caracterizados por um forte
odor, misturas de metabdlitos secundarios de plantas aromaticas (BAKKALI et al., 2008)
com um bom potencial inseticida e efeito repelente contra vetores artrépodes e pragas
(PAVELA; BENELLI, 2016) possuindo inimeros constituintes (ELLSE; WALL, 2014),
entre eles hidrocarbonetos (terpenos) e compostos oxigenados (alcoois, éteres, ésteres,
aldeidos, cetonas, lactonas, fendis e éteres fenolicos) (ISMAN, 2006; NERIO et al., 2010;
RAMSEY et al., 2020).

Os terpenos abrangem a maior e mais importante classe de substancias derivadas
de plantas, fungos e organismos marinhos. Também podem ser chamados de terpenoides
ou isoprenoides e sdo classificados em subgrupos de acordo com a sua unidade de
isopreno em: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos,
tetraterpenos e polisoprenoides (DE SOUZA et al., 2021). Esses compostos sdo
comumente responsaveis pelos odores e/ou aromas caracteristicos das plantas das quais
séo obtidos (ISMAN; MACHIAL, 2006), por isso sdo muito utilizados na producéo de
aromatizantes, perfumes e produtos farmacéuticos (B1ZZO, 2009).

A composicdo quimica dos OEs depende de fatores ambientais, periodo de
colheita, fatores genéticos e técnica de extracdo (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003;
SANTOS, 2004), que geralmente pode ser por vapor ou hidrodestilacdo (BAKKALI et
al., 2008). A maioria dos OEs comercializados é identificada e quantificada por
cromatografia gasosa e analise por espectrometria de massa (BAKKALI et al., 2008).

Eles podem atuar por contato, ingestao e fumigacao, e podem causar mortalidade,
repeléncia, diminuicdo na alimentagdo e oviposigdo, efeitos no crescimento e na
emergéncia de adultos (GUERRA et al., 2009; KANDA; KAUR; KOUL, 2017).

Apesar de ndo terem mecanismo de acdo completamente compreendido, existem
evidéncias de um efeito neurotoxico por causa de sua acdo rapida (ELLSE; WALL, 2014),
em que alguns 6leos apresentam mecanismos sobre canais de cloreto controlados por
GABA (PRIESTLEY et al., 2003), ou interferéncia do neuromodulador octopamina e
inibicdlo de AChE (ENAN, 2005a; PAVELA; BENELLI, 2016), alem de acdo em
enzimas digestivas e interacdo com o tegumento do inseto (ISMAN, 2006), que podem
penetrar na membrana citoplasmatica ja que sdo de natureza lipofilica (BAKKALI et al.,
2008). A microencapsulacdo de um OE pode reduzir a permeacdo da membrana
prolongando sua eficacia (SOLOMON et al., 2012).

A baixa toxicidade dos OEs aos mamiferos (ISMAN, 2000) sugere uma vantagem
em relagdo aos inseticidas sintéticos, porém ainda ndo é sabido se sdo encontrados no
leite quando aplicados como repelente de moscas em gado leiteiro (LACHANCE;
GRANGE, 2014). De qualquer forma, apesar de serem substancias naturais, devem ser
utilizadas com cautela, respeitando o0 modo de aplicacéo e precaucgdes estabelecidas (EL-
WAKEIL; GAAFAR; VIDAL, 2006; OGUH et al., 2019).

Embora exista uma quantidade significativa de substancias naturais com
propriedades para controlar pragas, que em sua maioria s@o de interesse agricola, sdo
poucos 0s produtos comerciais a base dessas substancias disponiveis no mercado
(MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016), pois de acordo com Pavela e Benelli (2016), se
deve a quatro razdes principais: muitos estudos publicados com apenas alguns resultados
praticos, legislacdo rigorosa, baixa persisténcia dos efeitos e falta de qualidade e
quantidade suficiente de materiais a precos acessiveis.
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2.8.2 Oleos essenciais utilizados no controle de Haematobia irritans

Todos os trabalhos encontrados na literatura utilizando OEs contra as moscas-dos-
chifres sdo recentes, que vao desde 2011 a 2022 com testes in vitro e in vivo.

Juan et al. (2011) testaram OEs de 16 espécies de Eucalyptus, em que o OE de E.
polybractea apresentou atividade “knockdown” de 50% das moscas (TKsg) em 3-4 min
em uma camara fechada, correlacionando o teor de 1,8-cineol presente no género
Eucalyptus com a toxicidade para moscas-dos-chifres (JUAN et al., 2011).

Klauck et al. (2014) avaliaram atividade inseticida dos OEs de Melaleuca
alternifolia (melaleuca) e Carapa guianensis (andiroba) em estudo in vitro utilizando os
6leos nas concentracfes de 1 e 5% e avaliaram que houve eficacia inseticida de 100% na
concentracdo de 5% de ambos os Oleos em até 4 horas ap0s a exposi¢cdo; também
avaliaram atividade repelente dos OEs em vacas holandesas naturalmente infestadas e
ambos demonstraram repeléncia por até 24 horas de 61,6% para o OE de M. alternifolia
e 57,7% para o OE de C. guianensis.

Espinoza et al. (2021) realizaram testes in vitro com os OEs de Blepharocalyx
cruckshanksii (palo colorado) e Pilgerodendron uviferum (cipreste-das-guaitecas) e
ambos apresentaram toxicidade contra a mosca, além de repeléncia espacial no
olfatdmetro e capacidade de reduzir significativamente sua alimentagcdo (ESPINOZA et
al., 2021).

Castro et al. (2022) também avaliaram a atividade inseticida in vitro dos OEs de
Alpinia zerumbet (col6nia), Mesosphaerum suaveolens (bamburral), Varronia
curassavica (erva-baleeira), e Psidium guajava (goiabeira) pelo método do disco papel
filtro impregnado, assim como Braga (2017) que testou o OE de Piper tuberculatum
(pimenta-de-macaco) pelo mesmo método e nos dois trabalhos os resultados de
mortalidade foram satisfatorios para todos os OEs: A. zerumbet e M. suaveolens
resultaram em 100% de mortalidade na concentragdo de 50000 pug/mL, e V. curassavica
e P. guava causaram 99,2 e 82,8% de mortalidade, respectivamente, na concentracdo de
100000 pg/mL. Os extratos etandlicos das folhas, dos talos, acetato de etila de talos e
hexanico de frutos de P. tuberculatum obtiveram concentracdo letal 50 (CLso) de 6000,
61140, 136880 e 1030 pg/mL, para cada extrato, respectivamente.

O OE de erva-dos-gatos (“catnip”), Nepeta cataria, e o geraniol (composto
majoritario de alguns OEs) também agem contra a mosca-dos-chifres. Em um
experimento in vitro, a alimentacdo das moscas ficou reduzida e a atividade residual foi
observada por até 3 dias, além de exibirem repeléncia. Ja em bovinos, a eficacia residual
durou 24 horas (ZHU et al., 2015).

Lachance e Grange (2014) testaram Oleos essenciais de Ocimum basilicum
(manjericdo), Lavandula angustifolia (lavanda), M. alternifolia (melaleuca), Abies
balsamea (balsamo de abeto), Pelargonium spp. (geranio), Cymbopogon citratus (capim-
limdo), Mentha x piperita (horteld-pimenta) e Pinus sylvestris (pinho silvestre), diluidos
em Oleo de girassol e alcool etilico, em bovinos confinados e a pasto. Apesar de bovinos
a pasto tratados com OEs diluidos em bleo de girassol terem apresentado menos moscas
que o grupo ndo tratado por um periodo de 24 horas, ndo houve diferenga no tratamento
entre os OEs e o0 6leo de girassol sozinho. Os bovinos confinados tratados apresentaram
menos moscas por até oito horas apos o tratamento, onde os OEs de O. basilicum,
Pelargonium spp., L. angustifolia, C. citratus e Me. x piperita repeliram mais moscas que
0 Oleo de girassol sozinho variando entre 1,5 e 4 horas ap0s o tratamento. Ja os OEs
diluidos em alcool etilico apresentaram menor repeléncia em comparagdo aos diluidos
em oOleo de girassol.
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Boito et al. (2018) também realizaram teste in vivo com OE de Cinnamomum
zeylanicum (canela-verdadeira) a 5% em bovinos naturalmente infestados e na Gltima
avaliacdo realizada 33 horas ap0s o tratamento, 0s animais do grupo tratado ainda
apresentavam menor nimero de moscas em relagdo ao grupo controle.

2.8.3 Eugenia caryophyllus

Eugenia caryophyllus (= Syzygium aromaticum), mais conhecido como cravo-da-
india, pertence & familia Myrtaceae. E nativo da Indonésia e bastante utilizado como
tempero (PAOLI et al., 2007). E uma arvore perene que pode chegar até 10-20 m de
altura, com folhas grandes e ovais de 7-11 cm de comprimento, e flores pequenas,
aromaticas, com tom carmesim, dispostas em corimbos terminais (Figura 1). Os botGes
florais inicialmente possuem uma cor palida e gradativamente se tornam verdes, e estdo
prontos para coleta quando se desenvolvem em um vermelho brilhante. Os cravos sao
colhidos quando atingem 1,5-2 cm de comprimento e consistem em um longo célice,
finalizando em quatro sépalas (folhas estéreis) espalhadas e quatro pétalas fechadas que
formam uma pequena circunferéncia ao centro (BISSET, 2001).

As propriedades terapéuticas de E. caryophyllus sdo seu efeito afrodisiaco
(TAJUDDIN et al., 2004), atividade gastroprotetora (SANTIN et al., 2011), atividade
antidiabética (SHUKRI; MOHAMED; MUSTAPHA, 2010), efeito antioxidante
(OGATA et al., 2000; BARBOZA et al., 2018), antitumoral (PAL et al., 2010; ARUNG
et al., 2011), anestésico e anti-inflamatério (ROTILI et al., 2012; BARBOZA et al.,
2018), atividade antimicrobiana (KUROKAWA et al., 1998; PAWAR; THAKER, 2006;
DEVI et al., 2010) e atividade inseticida e acaricida (CHOI et al., 2010; PASAY et al.,
2010; LAMBERT et al., 2020).

a). Fonte:

| &
Figura 1 — Cultivo de Eugenia caryophyllus (cravo-da-indi
Ferquima.
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2.8.4 Cinnamomum cassia

Cinnamomum cassia € uma espécie arbdérea aromatica pertencente a familia
Lauraceae (ZHANG et al., 2019), conhecida popularmente como canela cassia (Figura
2). Esta familia possui distribuigdo tropical e subtropical, concentrada em florestas
pluviais da Asia e Américas. No Brasil, ocorrem 25 géneros e cerca de 400 espécies, em
sua maioria arvores e arbustos, com cheiro caracteristico nas folhas quando esmagadas,
pela presenca de 6leos essenciais (GAIAD; CARVALHO, 2021). A canela é obtida da
casca dos ramos jovens, e é amplamente utilizada por sua fragrancia e sabor picante
(ZHANG et al., 2019).

Os OEs de plantas tém muitas funcbes bioldgicas importantes e atividades
fisioldgicas, e como caracteristica da familia Lauraceae, 0 OE de C. cassia possui
atividade antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2012; SANTOS et al., 2017) antitumoral
(YANG et al., 2015), anti-inflamatdria (SUN et al., 2016) e inseticida (CONCEICAO et
al., 2020).

Figura 2 — Cultivo de Cinnamomum cassia (canela cassia). Fonte:
Ferquima.

2.8.5 Thymus vulgaris

O tomilho branco Thymus vulgaris pertence a familia Lamiaceae e € um pequeno
arbusto perene (Figura 3), com uma cobertura semiperene que raramente chega a 40 cm
(vertical e horizontal). E originario da Europa e cultivado no sul e sudeste do Brasil
(REDDY et al., 2014; SAKURAI et al., 2016). As folhas de T. vulgaris séo pequenas, de
formato oval a retangular, e alguns componentes aéreos carnosos sao utilizados para a
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producdo do OE, extraido principalmente por destilagdo a vapor. O mercado
contemporaneo e de ervas secas a utiliza para fungdes culinarias (REDDY et al., 2014).

Sua atividade biologica é relacionada intimamente com seus principais
constituintes, timol e carvacrol (LEMOS et al., 1990; SAKURAI et al., 2016), e dentre
elas estdo: atividade antifingica (SPECIAN; DE OLIVEIRA; DE SOUZA DINIZ, 2009),
antibacteriana (MOHSENIPOUR; HASSANSHAHIAN, 2015), anestésica (YOUSEFI et
al., 2018), antioxidante (LEE et al., 2005), atividade inseticida (CONCEICAO et al.,
2020) e tripanocida (SANTORO et al., 2007).

~ J ude o
Figura 3 — Cultivo de Thymus vulgaris (tomilho branco). Fonte:
Ferquima.

2.8.6 Illicium verum

Pertencente a familia Schisandraceae, lllicium verum é uma arvore perene
aromatica com flores vermelho-pdrpura e frutas em formato de estrela, chamada de anis
estrelado (Figura 4), nativa do sudoeste da China e Vietnd e amplamente cultivada nas
areas tropicais e subtropicais da Asia. O anis estrelado é comumente utilizado como
especiaria, com sabor caracteristico de alcaguz derivado de um composto chamado anetol,
e é importante para a medicina tradicional chinesa, utilizado em tratamento de vomitos,
dores de estdbmago, insdnia, inflamacdo da pele e dor reumaética (LOI; THU, 1970;
VERGHESE, 1988; ITOIGAWA et al., 2004).

O OE de I. verum exibe diversas atividades bioldgicas, incluindo atividade
antifungica (HUANG et al., 2010), antimicrobiana (BRUM et al., 2022), inseticida
(CHAIYASIT et al., 2006; FREITAS et al., 2021) e acaricida (CORREA, 2017).
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Figura 4 — Cultivo de Illicium verum (anis estrelado). Fonte:

Ferquima.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao do Ensaio

O ensaio foi realizado nas dependéncias do Laboratdrio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) e em sua fazenda experimental,
pertencentes ao Departamento de Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria
(IV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As instalacfes da area
laboratorial do LQEPV ficam localizadas no Anexo | do Instituto de Veterinaria.

3.2 Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/IV/UFRRJ) sob namero de protocolo 8965270522 (Anexo A), realizado no
periodo de fevereiro a maio de 2022.

Nesse periodo foram utilizados cinco animais pertencentes a area de campo do
LQEPV, naturalmente infestados com moscas da espécie H. irritans, com um bom estado
sanitario e indole adequada para 0 manejo.

Os bovinos permaneceram juntos durante todo o periodo do estudo em piquete
isolado de Urochloa humidicola (= Brachiaria humidicola) com aproximadamente 2
hectares e consumo de agua ad libitum.

3.3 Captura e Acondicionamento das Moscas

Para a captura das moscas adultas, os animais eram levados até o curral de
apartacdo, para a coleta ser realizada na area de espera, sem a necessidade de conten¢do
dos animais.

A coleta foi realizada com auxilio de um puca entomoldgico passado sobre o dorso
dos animais ou demais regies onde as moscas estavam localizadas (Figura 5). A medida
em que as moscas eram capturadas, elas eram soltas em gaiolas de polipropileno de
mesma dimensao (24x35x24cm) e esse procedimento de captura foi repetido até alcancar
um namero de moscas suficiente para a realizacdo dos testes, ou seja, aproximadamente
1000 espécimes por teste (Figura 6).

O puca foi confeccionado com cabo de 80 cm e uma abertura de 30 cm de
didametro, com tecido organza de 1 m de comprimento. E as gaiolas utilizadas (Figura 6)
possuiam uma abertura na tampa vedada com um tecido de poliamida, e outra abertura
em um dos lados menores onde havia um tecido de elastano sintético colado na borda por
onde ocorria a manipulacdo das moscas.

Apds a coleta, as gaiolas foram transportadas até o Laboratorio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV).
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Figura 5 — Captura dos espécimes adultos de em bovinos naturalmente infestados
oriundos da Fazenda Experimental do Laboratdrio de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Fonte:
Arquivo pessoal (2022).
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Figura 6 — Gaiolas de polipropilen 4x35x24c) adaptadas ‘com
abertura em um dos lados, fechada com tecido de elastano contendo os
espécimes adultos de Haematobia irritans coletados diretamente dos

bovinos. Fonte: Arquivo pessoal (2022).

3.4 Origem dos Oleos Essenciais

Os OEs utilizados foram de Eugenia caryophyllus (botbes), Cinnamomum cassia
(folhas/cascas/talo), Thymus vulgaris (folhas/flores), que foram obtidos comercialmente
através da empresa Ferquima (Vargem Grande Paulista/SP) e o OE de Illicium verum
(frutos) obtido da empresa Via Aroma (Porto Alegre/RS).

De acordo com o fabricante, o processo de extracdo foi realizado através de
destilacdo a vapor. Os OEs adquiridos foram mantidos em frascos de vidro ambar,
protegidos com batoque e tampa de rosca, acondicionados em freezer a -20°C para reduzir
a degradagdo dos compostos quimicos presente neles.

Os OEs mencionados anteriormente foram escolhidos por apresentarem alta
atividade pulicida em pesquisas anteriores realizadas no LQEPV (CONCEICAO et al.,
2020; LAMBERT et al., 2020; FREITAS et al., 2021).
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3.5 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais

A identificacdo e quantificacdo dos principais constituintes dos OEs de E.
caryophyllus, C. cassia, T. vulgaris e I. verum foram realizadas através de analise
cromatografica no Laboratério de Plantas Aromaticas e Medicinais da UFRRJ
(LABPAM/UFRRJ).

A identificacdo dos constituintes foi realizada pela técnica de cromatografia
gasosa (CG) com deteccgéo por ionizagdo de chama (FID). As substancias foram separadas
em uma coluna capilar de silica fundida HP-5, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno, filme de 0,25 pum de espessura, fabricante Agilent. As temperaturas do
forno, injetor e detector foram programadas conforme descrito por Adams (2007). O gas
hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL/min.

Os cromatogramas obtidos a partir da CG-FID permitiram realizar a analise
quantitativa das amostras de OEs através da area relativa de cada pico analisado. O
percentual dos constituintes de cada OE foi calculado a partir da area relativa de cada
pico analisado por GC-FID.

Os OEs também foram analisados através do método de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) no aparelho QP-2010 Plus, marca
Shimadzu. O fluxo de gas de arraste, a coluna capilar e as condi¢Ges de temperatura para
a andlise de CG-EM foram os mesmos descritos para CG-FID (ADAMS, 2007). O
detector de massas operou com ionizacdo por impacto de elétrons de 70 eV e varredura
de massas de 40 a 400 m/z e 0,5 scan/s. O indice de retencdo dos constituintes foi
calculado com base na co-injecdo de amostras com uma mistura de hidrocarbonetos C8-
C20 (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

Os constituintes foram identificados por comparacdo dos espectros de massa
obtidos pelo banco de dados do aparelho com a biblioteca NIST - Mass Spectrometry
Data Center e com aqueles relatados por Adams (2007).

3.6 Preparo das Solucdes

Para a realizagdo dos testes in vitro, os adultos de H. irritans foram expostos aos
OEs de E. caryophyllus, C. cassia, T. vulgaris e I. verum em concentracdes previamente
determinadas através de testes pilotos. As solugdes dos OEs utilizadas foram preparadas
no Laboratorio de Farmacometria, localizado nas dependéncias do LQEPV.

Cada OE foi diluido diretamente em acetona pura PA 99,5% em concentracGes
expressas em pg/mL, em que, apos a impregnacdo com 1 mL de cada concentracdo nos
discos de papel filtro com diametro de 90mm (63,62cm? de &rea) passaram a ser expressas
em pg/cm? e foram detalhadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Concentracdes utilizadas nos testes para os Oleos essenciais de Eugenia
caryophyllus, Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum antes e depois da
impregnacéo dos discos de papel filtro.

- . Concentragoes
Oleo essencial
ng/mL pg/cm?
OEEC 50, 250, 500, 750, 1000 0,79; 3,93; 7,86; 11,79; 15,72
OECC 50, 250, 500, 750, 1000, 2500 0,79; 3,93; 7,86; 11,79; 15,72; 39,30
OETV 500, 750, 1000, 2000, 3000 7,86; 11,79; 15,72; 31,44; 47,15
OEIV 2500, 5000, 7500, 10000, 15000 39,30; 78,59; 117,89; 157,18; 235,77

OEEC = ¢leo essencial de Eugenia caryophyllus; OECC = ¢leo essencial de Cinnamomum cassia;
OETV = Oleo essencial de Thymus vulgaris; OEIV = 6leo essencial de Illicium verum

Como controle positivo foram utilizados os ativos fipronil e cipermetrina, ambos
padrdo Sigma, também diluidos em acetona nas concentracdes apresentadas a seguir na
Tabela 2. E como controle negativo os discos de papel filtro foram impregnados somente
com acetona.

Tabela 2 — Concentracdes utilizadas nos testes para os ativos do controle positivo Fipronil
e Cipermetrina antes e depois da impregnacao dos discos de papel filtro.

Ativo Concentragoes
pg/mL ng/cm?
Fipronil 50, 100, 150, 250, 350, 450, 0,79; 1,57, 2,36, 3,93; 5,50; 7,07,
650, 1000, 1500 10,22; 15,72; 23,58
Cipermetrina 4000, 20000, 40000, 50000; 62,87; 314,37; 628,73, 785,92,
60000, 80000, 100000 943,10; 1257,47; 1571,83

3.7 Ensaio in vitro

A metodologia adaptada de Sheppard e Hinkle (1987) foi escolhida por ser uma
técnica rapida, barata e de facil execucdo, ja que os materiais utilizados sdo apenas placas
de Petri, discos de papel filtro, fita adesiva transparente e fita de papel crepado. Além
disso, € uma técnica de eleicdo para avaliar os casos de resisténcia das moscas aos
inseticidas.

Os discos de papel filtro (Whatmann n° 1) de 90 mm de diametro e area de 63,62
cm? foram impregnados com as concentragdes dos OEs e ativos citadas acima, em ordem
crescente de concentragéo. Foram utilizados seis discos por concentracao (sextuplicatas).
Depois da impregnacéo eles permaneceram sobre o papel aluminio na bancada, em
temperatura ambiente, durante 30 minutos para a completa evaporagdo do diluente, e
entdo, foram dispostos nas placas de Petri descartaveis de tamanho 90 x 15 mm.

Apbs os discos impregnados serem dispostos nas placas, suas laterais foram
vedadas com a fita adesiva. Com o auxilio de um sugador entomologico, uma média de
15 moscas foram transferidas para a placa de Petri, através de um orificio central com
aproximadamente 2 cm de diametro em sua parte superior, e esse orificio foi vedado com
fita crepe imediatamente ap6s as moscas serem inseridas na placa (Figura 7).
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Figura 7 — Placa de Petri (90x15mm) com disco de papel filtro
previamente impregnado vedada lateralmente com fita adesiva
transparente. Apos a insercdo das moscas, o orificio central foi vedado
com fita de papel crepado. Fonte: Arquivo pessoal (2022).

As avaliacGes da mortalidade foram feitas duas e quatro horas ap6s a exposicao,
através da visualizacdo do movimento das moscas, onde espécimes que apresentaram
qualquer tipo de movimento foram considerados vivos. Posteriormente, 0 nimero total
de moscas por placa foi contado, para calculo de percentual de mortalidade em cada
concentracdo, calculado de acordo com a formula proposta por Abbott (1925):

Mortalidads (%)= mortalidade do grupo tratado - mortalidade do grupo controle 100
ortalidade (7o (100 - mortalidade do grupo controle) i

3.8 Analise Estatistica

Os dados encontrados no ensaio foram tabulados e os valores de concentracdo
letal (CL) CLso e CLuoo, 0s limites inferiores e superiores, Slope, R linear, qui-quadrado e
o valor de p foram calculados por meio da analise 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).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

Os constituintes presentes nos OEs e seus respectivos percentuais foram
identificados através da cromatografia gasosa (Tabela 3) que possibilitou a identificacao
dos constituintes majoritarios de cada 6leo, sendo: 84% de eugenol em E. caryophyllus,
91% de (E)-cinamaldeido em C. cassia, 44,7% de timol e 26,6% de ocimeno em T.
vulgaris e 79,96% de (E)-anetol em I. verum.

Tabela 3 — Resultado da composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Eugenia
caryophyllus, Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum. (continua)

Percentual Identificado (%0)

OEEC OECC OETV OEIV

(E)-Anetol --- - S 79,96
(E)-Cariofileno --- --- 2.1 S
(E)-cinamaldeido --- 91,0 .- S
(E)-cinamil acetato --- 3,3 S S
(Z)-Anetol - S - 0,63
1,8-Cineol --- --- 1,1 0,42
Acetato de Eugenila 8,0 --- --- S
Anisaldeido --- .- - 2.49
Benzaldeido --- 1,9 - ..
B-Cariofileno 6,0 --- .- .
Borneol 1
Canfeno --- - 0,6 S
Canfora --- - 1,7 .-
Careno --- --- --- 0,36
Carvacrol --- - 32 S
Cumarina --- 2,5 .- .-
Estragol --- --- S 5,75
Eugenol 84,0 - .- .-
Himacaleno --- --- - 1,2
Isoborneol --- - 0,5 S
Limoneno --- --- - 2.05
Linalol --- --- 6,2 S
Mirceno 1,3
Ocimeno --- --- 26,6 .-
Salicilaldeido --- 0,5 .- S

Componente

25



Tabela 3 — Continuagéo

Terpinen-4-ol --- --- 1,1 0,29
Terpineol --- --- --- 3,58
Tijapicina --- --- --- 0,39

Timol --- --- 447 ---
Ylangeno --- --- --- 0,31

a-Felandreno --- --- --- 0,57
a-Pineno --- --- 2,2 0,97

B-Felandreno --- --- --- 0,43

y-Terpineno --- --- 7,8 ---

Né&o identificado 2 0,8 --- 0,6

Total identificado (%) 98,0 99,2 100,1 99,4
Total de constituintes (n) 3 5 14 16

Legenda: OEEC = 6leo essencial de Eugenia caryophyllus; OECC = 6leo essencial de Cinnamomum
cassia; OETV = Oleo essencial de Thymus vulgaris; OEIV = 6leo essencial de Illicium verum

Jirovetz et al. (2006) encontraram 23 constituintes no OE das folhas do E.
caryophyllus, compreendendo cerca de 99% de sua composic¢do total. Os principais
constituintes encontrados pelos autores foram eugenol (76,8%), seguido por B-cariofileno
(17,4%), o-humuleno (2,1%) e acetato de eugenila (1,2%). A andlise de Silvestri et al.
(2010) também apontou eugenol como constituinte majoritario (90,3%), além de B-
cariofileno (4,83%) e acetato de eugenol (1,87%). Buentello-Wong et al. (2016), assim
como no presente trabalho, encontraram acetato de eugenila em maior quantidade que f3-
cariofileno, com percentuais de p-cariofileno semelhantes.

Os constituintes encontrados no OE de C. cassia de acordo com Souza et al.,
(2016) foram (E)-cinamaldeido (84,52%), (E)-o-metoxicinamaldeido (8,79%) e acetato
de (E)-cinamila (1,44%). Ribeiro-Santos et al. (2017) também adquiriram o OE de C.
cassia da empresa Ferquima e encontraram 9 constituintes em sua composigéo, diferente
deste trabalho em que 5 constituintes foram encontrados, sendo eles (E)-cinamaldeido
(86,44%), (E)-o-metoxicinamaldeido (8,36%), cumarina (1,6%), acetato de (E)-cinamila
(1,14%), benzaldeido (1,02%), o-anisaldeido (0,59%), alcool feniletilico (0,33%),
salicilaldeido (0,27%) e pentil-benzeno (0,24%), além de percentuais distintos,
demonstrando que OEs de um mesmo fornecedor podem apresentar variagdes em sua
composi¢do quimica.

Souza et al. (2016) encontraram timol (50,89%) como composto majoritario do
OE de T. vulgaris, seguido de p-cimeno (24,87%), y-terpineno (5,91%), linalol (4,46%) e
carvacrol (2,93%). Foram 5 constituintes contra 14 do presente estudo, com percentuais
proximos encontrados para timol (44,7%), ocimeno (26,6%), y-terpineno (7,8%), linalol
(6,2%) e carvacrol (3,2%). Ja para Buentello-Wong et al. (2016), o percentual de timol
encontrado foi menor (36,85%) e o percentual de p-cimeno foi maior (32,49%) em relagdo
aos encontrados neste estudo e por Souza et al. (2016).

O principal constituinte do OE de I. verum encontrado por Freire et al. (2011) e por
Souza et al. (2016) também foi (E)-anetol com percentuais maiores que o encontrado neste
estudo, 90,41% e 87,69%, respectivamente. Outros constituintes encontrados por Freire et al.
(2011) foram limoneno (2,65%), metil-chavicol (1,26%), a-pineno (0,35%) e terpinen-4-ol
(0,30%). Ja Souza et al. (2016) encontraram metil-chavicol (3,48%), linalol (1,30%) e p-
anisaldeido (1,24%). Neste trabalho foram encontrados estragol (5,75 %), anisaldeido
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(2,49%), terpineol (3,58%), limoneno (2,05%) e terpinen-4-ol (0,29%), entre outros
constituintes com percentuais menores.

A composicao, quantidade e qualidade dos OEs podem variar consideravelmente
dependendo da espécie vegetal, gendtipo, idade, 6rgdo e estagio do ciclo vegetativo
(SILVESTRE et al., 1997; PERRY et al., 1999), bem como das condi¢des climaticas e
do solo, além da época do ano em que a planta foi cultivada e colhida (HOLM et al.,
1997; MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006; BAKKALI et al., 2008).
Temperatura, umidade relativa, exposicdo ao sol e regime dos ventos também
influenciam a composicdo, principalmente em espécies que possuem estruturas de
estocagem superficiais (SIMOES et al., 2004), além do armazenamento e forma de
aplicacio desses Oleos (PERINO-ISSARTIER et al, 2013; ROWSHAN;
BAHMANZADEGAN; SAHARKHIZ, 2013). Esses fatores justificam os diferentes
percentuais encontrados nos mesmos constituintes e até mesmo diferentes constituintes
encontrados em um mesmo Gleo essencial/planta.

4.2 Avaliacdo da Atividade Inseticida dos Oleos Essenciais

Ap0s 2 e 4 horas do inicio do ensaio, foram feitas as avaliagdes das moscas para
a determinacdo do percentual de mortalidade. Os resultados encontrados para os OEs em
cada tempo de avaliacdo podem ser observados nas Tabelas 4 e 5, e os controles positivos
se encontram nas Tabelas 6 e 7. A comparacdo do percentual de mortalidade de cada 6leo
pode ser observada na Figura 8.

Tabela 4 — Percentual de mortalidade de moscas adultas de Haematobia
irritans expostas aos Oleos essenciais de Eugenia caryophyllus,
Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum apds duas horas da
realizacdo do ensaio.

Avaliacao de duas horas

Concentragdes Mortalidade (%)

(Hglcm?) OEEC OECC OETV OEIV
0,79 1,51 0 - -
3,93 0,21 6,47 - -
7,86 85,92 52,66 1,25 -
11,79 100 61,30 1,32 -
15,72 100 81,04 34,62 -
31,44 - - 95,06 -
39,30 - 100 - 1,15
47,15 - - 100 -
78,59 - - - 45,24

117,89 - - - 81,82
157,18 - - - 95,40
235,77 - - - 100

Legenda: OEEC = oleo essencial de Eugenia caryophyllus; OECC = ¢leo essencial de
Cinnamomum cassia; OETV = Oleo essencial de Thymus vulgaris; OEIV = éleo essencial de
Ilicium verum
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Tabela 5 — Percentual de mortalidade de moscas adultas de Haematobia
irritans expostas aos Oleos essenciais de Eugenia caryophyllus,
Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum apos quatro horas
da realizacéo do ensaio.

Avaliacdo de quatro horas

Concentragdes Mortalidade (%)

(Hg/cm?) OEEC OECC OETV OEIV
0,79 4,10 0 - -
3,93 2,80 33,01 - -
7,86 80,80 66,97 1,25 -
11,79 97,72 93,76 18,42 -
15,72 100 100 70,51 -
31,44 - - 100 -
39,30 - 100 - 2,30
47,15 - - 100 -
78,59 - - - 58,33

117,89 - - - 98,70
157,18 - - - 100
235,77 - - - 100

Legenda: OEEC = 6leo essencial de Eugenia caryophyllus; OECC = 6leo essencial de
Cinnamomum cassia; OETV = Oleo essencial de Thymus vulgaris; OEIV = dleo essencial de
Ilicium verum

Tabela 6 - Percentual de mortalidade de
moscas adultas de Haematobia irritans
expostas ao Fipronil (controle positivo) apds
duas e quatro horas da realizacdo do ensaio.

Fipronil
Concentragdes Mortalidade (%0)
(Hg/cm?) 2h 4h
0,79 0 7,14
1,57 0 10,81
2,36 0 26,32
3,93 17,24 89,66
5,50 25,93 85,19
7,07 32,00 84,00
10,22 39,29 92,00
15,72 57,14 94,29
23,58 100 100
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Tabela 7 - Percentual de mortalidade de
moscas adultas de Haematobia irritans
expostas a Cipermetrina (controle positivo)
ap6s duas e quatro horas da realizagdo do
ensaio.

Cipermetrina

Concentracoes Mortalidade (%0)

(Hg/cm?) 2h 4h
62,87 0,0 6,35
314,37 1,92 4,73
628,73 3,13 25,96
785,92 21,43 46,15
943,10 20,00 56,92

1257,47 6,67 42,56

1571,83 14,29 43,59
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Figura 8 — Comparacéo do percentual de mortalidade dos adultos de Haematobia irritans em ambos os tempos de avaliagéo (2 e 4h) para os
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Todos os OEs resultaram em mais de 80% de mortalidade das moscas em pelo
menos uma concentracdo na avaliacdo de duas horas. Enquanto o OE de E. caryophyllus
resultou em 85,92% de mortalidade na concentracdo de 7,86 pg/cm2 e 100% nas
concentragdes 11,79 e 15,72 pg/cm?, o OE de C. cassia na concentracdo de 7,86 pg/cm?
resultou em apenas 53,66% de mortalidade, com percentuais acima de 80% na
concentracdo de 15,72 pg/cmz2 e 100% em 39,30 pg/cm2. O OE de T. vulgaris so resultou
alta taxa de mortalidade nas concentragdes de 31,44 e 47,15 pg/cmz2, com 95,06 e 100%,
respectivamente. Ja o OE de I. verum precisou de uma concentra¢cdo maior (117,89
pg/cm?) para matar 81,80% das moscas, e as concentracfes de 157,18 e 235,77 pg/cm?
resultaram em respectivamente 95,40 e 100% de mortalidade.

Na avaliacdo de quatro horas, os percentuais de mortalidade dos OEs de E.
caryophyllus e 1. verum se mantiveram semelhantes aos de duas horas, apenas com
pequenas varia¢les, que em comparacdao com o OE de C. cassia, que aumentou de
61,30% em duas horas para 93,76% em quatro horas na concentragédo de 11,79 pg/cmz2 E
0 OE de T. vulgaris com aumento consideravel do percentual de mortalidade para a
concentragéo de 15,72 pg/cm?, com 34.62% em duas horas para 70,51% em quatro horas,
porém o percentual ainda foi menor que dos outros OEs testados nessa mesma
concentragéo.

A concentracdo de 39,30 pg/cm? testada apenas nos OEs de C. cassia e I. verum,
resultaram em percentuais diferentes entre eles. O OE de C. cassia com mortalidade total
em apenas duas horas, enquanto o OE de I. verum ao final das quatro horas s6 havia
resultado em 2,30% de mortalidade, demonstrando uma maior poténcia do OE de C.
cassia em relacdo ao de I. verum. Estes dois 6leos também foram testados in vitro contra
adultos de besouros-do-fumo, Lasioderma serricone, na concentracao de 0,7 mg/cm? (700
pg/cm3), e o OE de C. cassia resultou 100% de mortalidade logo no primeiro dia apos a
exposicao e o OE de I. verum ao final do quarto dia de tratamento s6 havia resultado 25%
de mortalidade (KIM et al., 2003), corroborando com os resultados encontrados para H.
irritans neste estudo, onde o OE de C. cassia obteve acdo inseticida em menores
concentracdes que o OE de 1. verum.

O OE de E. caryophyllus apresentou uma pequena reducdo nos percentuais de
mortalidades entre duas e quatro horas para as concentracfes de 7,86 e 11,79 ug/cm?,
indo de 85,92 para 80,80% e 100 para 97,72%, respectivamente. Esse fato pode ser
justificado pelo potencial anestésico que o eugenol, constituinte majoritario do OE de E.
caryophyllus possui (ROTILI et al., 2012). No entanto, isso ndo inviabiliza o potencial
inseticida do OE de E. caryophyllus e do seu constituinte majoritario sobre os espécimes
de H. irritans, visto que as concentracdes letais permaneceram préximas nos dois tempos
de avaliacdo (Tabela 6). Até mesmo porque o eugenol tem sido utilizado de forma
promissora in vitro e in vivo, isolado ou associado a outros compostos no controle de
carrapatos (FERREIRA et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022).

As concentracfes 0,79; 3,93 e 15,72 pg/cm? estdo presentes em alguns OEs e no
fipronil. E comparando a mortalidade das moscas nestas concentracgdes, a de 0,79 pg/cm?
resultou em 0% de mortalidade tanto para o fipronil como para o 6leo de C. cassia e uma
mortalidade baixa de 1,51% para o 6leo de E. caryohyllus em duas horas ap6s o ensaio.
Na avaliacéo de 4 horas, o percentual sé aumentou para o fipronil com 7,14% e 4,1% para
0 OE de E. caryophyllus.

A concentracdo de 3,93 pg/cm? também resultou em mortalidade baixa para o
fipronil (17,24%) e para ambos os 6leos de E. caryophyllus (0,21%) e C. cassia (6,47%)
na avaliagéo de 2 horas. J& na avaliacéo de 4 horas a mortalidade das moscas com fipronil
aumentou consideravelmente para 89,66%. A concentracdo de 15,72 pg/cm? para o
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fipronil matou em duas horas mais de 50% das moscas (57,14%) e mais de 90% em quatro
horas (94,29%).

Somente apds quatro horas do inicio do ensaio, a partir da concentracdo 3,93
pg/cm? houve acima de 80% de mortalidade. Apenas a ultima concentragdo do fipronil
resultou em 100% de mortalidade em ambos os tempos de avaliacéo.

Nenhuma concentracdo de cipermetrina utilizada coincidiu com a de algum 6leo
ou até mesmo o fipronil; somente a menor concentracdo (62,87 pg/cm?) que esta entre
outras duas utilizadas para os OEs de T. vulgaris e |. verum, pois como ja exposto
anteriormente, existem relatos de resisténcia de populacdes de moscas a esse ativo no
Brasil (GIRAO et al., 2002; BARROS; GOMES; KOLLER, 2007). Como a finalidade
deste trabalho ndo foi estudar gene de resisténcia, ndo é possivel afirmar que a cepa
estudada possua tracos de resisténcia & cipermetrina, porém, com o0s resultados
encontrados, demonstrou ter baixa suscetibilidade, ja que a maioria das concentragdes
utilizadas foram bastante superiores as concentragdes utilizadas nos OEs.

Dito isso, a menor concentracdo utilizada de cipermetrina de 62,87 pg/cm?
resultou em apenas 6,35% de mortalidade e a maior (1571,83 pg/cm?) resultou em
43,59% ap0ds quatro horas da realizacdo do ensaio. Apenas uma concentracdo apresentou
pouco mais de 50% de mortalidade, que foi a de 943,10 pg/cm? com 56,92% na avaliagdo
de quatro horas.

A partir dos dados de mortalidade obtidos, a analise de Probit foi realizada para
calcular as CLsg e CLgo do fipronil e dos quatro OEs testados (Tabela 8). Nesse caso, ndo
foi possivel calcular as concentragdes letais da cipermetrina.

Tabela 8 — Valores das concentracdes letais (CL) CLsp € CLgoo em pg/cm?, slope,
coeficiente de regressdo, qui-quadrado e p-valor do fipronil e dos 6leos essenciais de
Eugenia caryophyllus, Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum.

Ativo/ Clso Clgo Slope * )
oe N N (1C95%) (1C95%) DP R r P
10,59 28,10 302+
o e 2N (881-1320) (2068-4643) 042 099 1118 081
P 4 3,04 8,14 300+ 24 1815 0,98
(251-364) (643-1151) 048 O : :
5,04 11,71 3,50 +
OEEC 840 2N (405-5094)  (968-1559) 2028 085 16259 1,00
4 521 10,03 459 83 150161 1,00
(443-604)  (856-1275) 9,66 6L 1L
8,57 19,26 3,64+
oEce 820 2N (749-968) (1616-2495) o03g 088 643 073
ah 5,03 11,22 367+ 476 1358 0,98
(416-581)  (9,59-1399) 059 : :
18,57 27,41 758+
OETV 850 2N (16.04.2067) (24.05-3344) 101 094 848 0%
" 14,08 18,80 1020 (o 13 o1g
(13.16-1526) (1691-2320) 084 O : :
83,91 132,78 6,43 +
OEIV 906 2N (7305-9330) (11747-15912) o027 %89 069 012
" 71,88 101,30 860t (o1 a7 057

(63,26 - 79,42) (90,88 - 120,06) 0,88
Legenda: OE = 6leo essencial; OEEC = OE de Eugenia caryophyllus; OECC = OE de Cinnamomum cassia;
OETV = OE de Thymus vulgaris; OEIV = OE de Illicium verum; n = nimero de moscas utilizados nos
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testes; h = horario de avaliagdo apds exposicdo; CL = concentragdo letal (pg/cm?2); IC = intervalo de
confianca; DP = desvio padrdo; R2 = coeficiente de regressdo; x> = qui-quadrado.

De Oliveira et al. (2006) evidenciaram a ocorréncia de um nivel elevado de
resisténcia a cipermetrina ao realizarem a mesma metodologia em uma fazenda em Belém
(Alagoas), quando encontraram uma CLsg de 1928,30 pg/cm?; concentragdo essa que se
assemelha a ultima concentracdo utilizada nesse trabalho, de 1571,83 pug/cmz?, e que ainda
assim nao conseguiu resultar em 50% de mortalidade das moscas.

Barros et al. (2013) ao testarem cipermetrina em alguns locais do Mato Grosso do
Sul, em 2004 e 2005, também encontraram elevados niveis de resisténcia em populacoes
de moscas pelo estado utilizando concentracfes bem menores que as utilizadas neste
trabalho. A maior CLsg encontrada de todas as localidades foi de 163,29ug/cm?, em
Campo Grande, na avaliacdo de 2 horas. Essa concentracdo ficaria entre as duas primeiras
utilizadas neste trabalho (62,87 e 313,37ug/cm?) que resultaram em 0 e 1,92% de
mortalidade, respectivamente. As CLso da colbnia suscetivel mantida no USDA-
Agricultural Research Service (ARS) (Kerrville, Texas, EUA), em 2004 e 2005, foram
de 0,21 e 0,16 pg/cm?, respectivamente; concentracdes consideravelmente abaixo das
utilizadas neste trabalho.

Miraballes et al. (2021) também realizaram o0 mesmo tipo de ensaio utilizando
fipronil em 31 populagdes de H. irritans de diferentes locais do Uruguai e encontraram
apos duas horas da realizacdo do ensaio que a maioria das populagdes apresentou valores
de CLso abaixo do valor de referéncia da coldnia suscetivel do USDA-ARS que foi 7,28
pg/cm2. Neste presente trabalho o valor de CLso encontrado para o fipronil foi de 10,59
pg/cm?, acima do valor de referéncia da cepa suscetivel, porém dentro de seus limites de
confianca (4,67-14,88ug/cm?).

O oleo essencial que apresentou menor CLso em duas horas foi o OE de E.
caryophyllus (5,04 pug/cm?), enquanto o OE de C. cassia s6 apresentou 0 mesmo valor de
CLso (5,03 pg/cm?) em quatro horas. O OE de I. verum, apesar de gerar mortalidade entre
as moscas, foi o 6leo com menor atividade, precisando de uma concentracdo maior para
matar metade da populagdo com CLsg de 71,88 pg/cm? em quatro horas.

Matos et al. (2020) avaliaram a atividade inseticida do OE de E. caryophyllus e I.
verum contra Callosobruchus maculatus, inseto praga do feijdo-caupi, e obtiveram como
resultado uma maior atividade do OE de E. caryophyllus em comparacdo com o I. verum,
0 que corrobora com o resultado obtido neste trabalho, onde E. caryophyllus apresentou
uma relacdo de toxicidade 16,65 vezes maior que o I. verum apos duas horas de exposicdo
das moscas aos 6leos.

O OE de I. verum também foi testado contra adultos de Musca domestica através
do contato e da ingestdo, apresentando alto potencial ovicida e de dissuasdo de
oviposicdo. Por contato, a concentracao de 10% (1571,8 pg/cm?2) do bleo resultou 100%
de “knockdown” apds uma hora de exposi¢ao. A CLso foi de 9,48% (1490,1 pg/cm?) e o
tempo de “knockdown” suficiente para matar metade da populacdo (TKso) foi 18,66
minutos (SINTHUSIRI; SOONWERA, 2013). Ja por ingestdo, a concentragcdo de 10%
apresentou taxa de inibicdo de ecloséo de 97,33%, com CLso de 6,85% (1076,7 pg/cm?)
(SINTHUSIRI; SOONWERA, 2014), comprovando a necessidade de altas concentra¢oes
do OE de I. verum para promover atividade inseticida.

A atividade inseticida dos OEs de E. caryophyllus e de T. vulgaris foi avaliada in
vitro contra a mosca-da-fruta mexicana, Anastrepha ludens, através de alimentacdo dos
oleos ad libitum em diferentes concentragdes, com os valores encontrados de CLso de
3529 ppm (55,47 pg/cm?) para o E. caryophyllus e 5347 ppm (84,05 pg/cm?2) parao T.
vulgaris (BUENTELLO-WONG et al., 2016). O OE de T. vulgaris foi 2,67 vezes menos
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potente que o OE de E. caryophyllus para H. irritans nesse estudo, semelhante ao
observado por Buentello-Wong et al. (2016) contra a mosca A. ludens.

Os OEs de E. caryophyllus (botéo e folhas) apresentaram maior repeléncia quando
comparados com outros OEs e repelentes comerciais sobre fémeas adultas de Culex
pipiens pallens em teste in vivo com maos humanas (KANG et al., 2009). Hieu et al.
(2010) testaram a repeléncia in vivo de 21 OEs contra S. calcitrans, também em maos
humanas e entre os 0leos testados também estavam o de botéo de E. caryophyllus e o de
T. vulgaris que apresentaram atividade repelente por 3n30min e 2h07min na concentragio
de 0,50 mg/cm? (500 pg/cm?) e por 1h12min e 35min em 0,25 mg/cm?2 (250 pg/cm?),
respectivamente. A acgdo repelente, além da acdo inseticida apresentada pelos OEs de E.
caryophyllus e T. vulgaris é uma vantagem no controle de H. irritans. E mesmo nédo sendo
avaliada nesse estudo, deve ser avaliada futuramente contra as moscas-dos-chifres, pois
substancias com acao repelente impedem o artropode de pousar ou picar a pele do animal,
funcionando como uma barreira capaz de reduzir a transmissao de patogenos, além do
estresse causado pelo parasito (SCHREIBER; CAMPBELL, 1986; CAMPBELL;
THOMAS, 1992; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; CADIOLI et al.,
2012; SALAS et al., 2017).

Relacionando os constituintes dos OEs com os modos de agdo encontrados em
outros estudos, pdde-se concluir que os diferentes constituintes de um 6leo essencial
podem atuar simultaneamente, e por isso seus modos de acdo neurotoxicos ndo sdo
mutuamente exclusivos (NOLL, 2020).

Os constituintes eugenol e B-cariofileno, presentes no 6leo essencial de E.
caryophyllus, se mostraram tdéxicos contra outros dipteros (BARBOSA et al., 2012;
KHANIKOR; BORA, 2014). O eugenol atua através do sistema octopaminérgico
ativando receptores para octopamina (neuromodulador) (ENAN, 2005a), onde em
estudos com células cultivadas da barata de esgoto Periplaneta americana e cérebros de
moscas-das-frutas Drosophila melanogaster, o eugenol mimetizou a a¢do da octopamina
e aumentou os niveis intracelulares de calcio (ENAN, 2005b). O B-cariofileno causou
danos significativos ao aparelho locomotor de D. melanogaster (BEZERRA et al., 2017),
além de toxicidade de contato para trés espécies de insetos de grdos armazenados (SUN
et al., 2020). Neste trabalho, os dois constituintes podem ter atuado em sinergismo, o que
pode justificar o dleo de E. caryophyllus ter sido o mais potente entre os quatro OEs
avaliados.

Lépez e Pascual-Villalobos (2010) viram que linalol e estragol produziram maior
inibicdo da AChE de insetos de grdos armazenados, podendo ser um possivel modo de
acdo para os Gleos de T. vulgaris e I. verum estrelado neste trabalho, j& que possuem,
respectivamente, estes constituintes.

A inibicdo da AChE também foi avaliada por Anderson e Coats (2012) como
possivel modo de acdo do carvacrol, ja que possui atividade inibitéria da enzima em
moscas, carrapatos e baratas. O timol também possui capacidade de inibir a AChE, porém
em niveis menores que o carvacrol (JUKIC et al., 2007). O timol se liga aos receptores
GABA associados aos canais de cloreto localizados nas membranas dos neurénios pos-
sinapticos e interrompe o funcionamento das sinapses (PRIESTLEY et al., 2003). Dois
modos de a¢do que podem funcionar sinergicamente, potencializando seus efeitos sobre
a mosca-do-chifre e reforgando os resultados encontrados para o OE de T. vulgaris.

Trabalhos com OEs de plantas da mesma familia do E. caryophyllus (Myrtaceae)
ja demonstraram ser eficazes contra H. irritans, como espécies de Eucalyptus (JUAN et
al., 2011), P. guajava (CASTRO et al., 2022) e M. alternifolia (KLAUCK et al., 2014),
assim como da familia do T. vulgaris (Lamiaceae) como Men. x piperita, O. basilicum,
L. angustifolia (LACHANCE; GRANGE, 2014), N. cataria (ZHU et al., 2015) e Mes.
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suaveolens (CASTRO et al., 2022), mas ainda sd@o poucos os trabalhos avaliando a
atividade inseticida dos OEs sobre esse parasito.

Pesquisas como essa e como as citadas acima podem servir como base para
avaliacdo de outros OEs que possuem 0s mesmos constituintes majoritarios, ou ainda
avaliar os préprios constituintes majoritarios de forma isolada ou associada sobre as
moscas-dos-chifres. A utilizacdo dos OEs no controle de H. irritans é uma éarea
promissora que esta apenas no inicio e mais pesquisas devem ser realizadas visando
compreender melhor a a¢éo desses OEs e de seus majoritarios sobre a moscas, para que
futuramente sejam produzidas formulacdes inseticidas a base desses compostos, com 0
intuito de aumentar a eficécia nas estratégias de controle, reduzir os periodos de caréncia
e residual, além de driblar o aparecimento de populaces resistentes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os quatro OEs testados foram toxicos possivelmente pela juncdo das atividades
de contato e fumigagdo contra moscas-dos-chifres adultas em condicOes laboratoriais,
sendo mais promissores o0s 0leos de E. caryophyllus e C. cassia. No entanto, as condi¢des
climéticas nas fazendas ndo sdo controladas como nesses ensaios e formulagbes que
contenham esses OEs podem ter alguns dos seus constituintes ativos degradando ou
evaporando rapidamente, quando expostos ao sol, a chuva ou até elevadas temperaturas
perdendo assim sua efetividade.

Nesse caso, antes dos OEs serem utilizados em animais parasitados em condic6es
de campo, deve-se pesquisar formas que aumentem o tempo de atividade do OE,
retardando o periodo de degradacdo dos seus constituintes, como o processo de
encapsulamento, e a partir dai desenvolver e avaliar a estabilidade de formula¢des, como
concentrados emulsionaveis em ensaios a campo.
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6 CONCLUSAO

Ap0s as avaliagOes realizadas, concluiu-se que os 6leos essenciais de Eugenia
caryophyllus, Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Illicium verum apresentaram
atividade inseticida in vitro contra moscas adultas de Haematobia irritans, e o 6leo
essencial de E. caryophyllus resultou em melhores percentuais de mortalidade, seguido
de C. cassia, T. vulgaris e I. verum.
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ANEXOS

Anexo A — Comprovante de submissio de proposta & Comisséo de Etica no Uso de
Animais

UFRRJ Comisséo de Etica no C‘.‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  [J F3 A

Seropédica, 27 de maio de 2022
CEUA N 8965270522

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE PROPOSTA A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CPF: 001.382.167-97
Titulo do projeto: Atividade inseticida in vitro de Oleos esséncias sobre adultos de "Haematobia irritans"
Responsavel: Fabio Barbour Scott

Diefrey Ribeiro Campos, Barbara Rauta de Avelar, Gabriela Ferreira de Oliveira, Thiago de Souza Vieira, Brena Gava

Equipe: Guimaraes

Telefone: 9922492333 e-mail: scott.fabio@gmail.com

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, avaliaré os documentos
seguindo calendario de reunides vigentes. Todo o processo podera ser acompanhado no sistema (https://ceua.ufrrj.br/) por meio da sua

senha de acesso.
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Viviane de Souza Magalhaes
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR] - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com

CEUA N 8965270522 - 09/06/2022 16:26:09
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