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RESUMO

CASTRO, WIladymir Mendes Carvalho. Avaliacdo in vitro do 6leo essencial de
Caesalpinia pulcherrima(L)Sw. contra estagios imaturos e adultos de
Ctenocephalides felis felis. 2022. p Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Produtos

Naturais). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022

A interacdo entre humanos e animais tem aumentado cada vez mais, e com isso, eleva-
se a preocupacdo em relacao a saude desses animais. Gatos e cachorros estdo suscetiveis
a infestacdo por carrapatos e pulgas, sendo o Rhipicephalus sanguineus e
Ctenocephalides felis felis os mais comuns. A pulga do gato, conhecida como C. felis
felis, € um inseto hematdfago, sem asas que parasita 0s animais domésticos, que
necessitam de alimentacao diaria. Deste modo, 0s animais sofrem constantemente com
irritacbes cutaneas, anemias e dermatites alérgicas. Diante do desenvolvimento de
resisténcia desses insetos frente ao tratamento com produtos quimicos, os 6leos
essenciais mostram-se como alternativas promissoras, visto que ja possuem atividade
descrita contra alguns insetos. Sabendo-se desse potencial dos Oleos essenciais, 0
presente trabalho tem como objetivo extrair o 6leo essencial de C. pulcherrima,
identificar seus componentes, avaliar sua atividade inseticida contra adultos e estagios
imaturos da pulga do gato. Foram realizados testes in vitro de screening, para avaliar o
comportamento das pulgas frente ao 6leo essencial, em 10 concentracGes diferentes no
periodo de 24 e 48 horas utilizando-se 10 pulgas. Utilizou-se a técnica de impregnacao
em papel filtro. O éleo essencial de C. pulcherrima € rico em germacreno D (47,04 %)
e apresentou atividade contra C. felis. Contra adultos, foi possivel observar mortalidade
de 15% e 40% a 800 pg cm™, no periodo de 24 e 48 horas, respectivamente. Contra ovos
e pupas, observou-se 100% de mortalidade na concentragio maxima (800 pg cm™); ja
contra larvas, observou-se mortalidade méxima a 400 pg cm™ em ambos 0s tempos
testados. Testou-se também a atividade do dleo essencial, em duas concentragdes, na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, mas ndo foi possivel observar esta inibicao frente
as duas concentracBes analisadas. O 6leo essencial estudado apresentou atividade
significativa tanto para adultos quanto para os estagios imaturos de C. felis concluindo-
se que possa ser um étimo candidato para o controle de pulgas, sendo utilizado como
uma alternativa para o desenvolvimento de pulicidas naturais.

Palavras-chave: 6leos essenciais; pulicidas; testes in vitro.



ABSTRACT

CASTRO, WIladymir Mendes Carvalho.In vitro evaluation of the essential oil of
Caesalpinia pulcherrima(L)Sw. against immature and adult stages of
Ctenocephalides felisfelis. 2022. Dissertation (Masterin Chemistry, Natural Products).

Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The interaction between humans and animals has increased more and more, and with
that, the concern about the health of these animals increases. Cats and dogs are
susceptible to tick and flea infestation, with Rhipicephalus sanguineus and
Ctenocephalides felis felis being the most common. The cat flea, known as C. felis felis,
is a hematophagous, wingless insect that parasitizes domestic animals that need daily
food. In this way, animals are constantly suffering from skin irritations, anemia and
allergic dermatitis. Given the development of resistance of these insects to treatment
with chemical products, essential oils show themselves as promising alternatives, as
they already have described activity against some insects. Knowing this potential of
essential oils, the present work aims to extract the essential oil from Caesalpinia
pulcherrima, identify its components, evaluate its insecticidal activity against adults and
immature stages of cat flea. In vitro screening tests were carried out to evaluate the
behavior of fleas against the essential oil, at 10 different concentrations in the period of
24 and 48 hours, using 10 fleas. The technique of impregnation on filter paper was used.
The essential oil of C. pulcherrima is rich in germacrene D (47.04%) and has activity
against C. felis. Against adults, it was possible to observe mortality between 15% and
40% at 800 pugem, in the period of 24 and 48 hours, respectively. Against eggs and
pupae, 100% mortality was observed at the maximum concentration (800 pgem™);
against larvae, maximum mortality was observed at 400 pgecm™ in both times tested.
The activity of the essential oil was also tested, in two concentrations, in the inhibition
of the acetylcholinesterase enzyme, but it was not possible to observe this inhibition in
the two analyzed concentrations. The essential oil studied showed significant activity
for both adults and immature stages of C. felis, concluding that it may be a great
candidate for flea control, being used as an alternative for the development of natural
pulicidal.

KEYWORDS: essential oils; pulicidal; in vitro tests.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacdo da pulga Ctenocephalides felis felis ..o, 17
Figura 2: Demonstracdo da diferenca entre as fémeas de C. canis(1) e de C. felisfelis(2).
A/A’) Forma de sua cabeca; B/B’) Comprimento da 12 espinha da combinacdo frontal de suas
espinhas; C/C”) Numero de cerdas na area lateral indicada (Lateral Metanotal Area, LMA) 18

Figura 3: Ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides felis felis...........coiiviiniiniinniicce 19
Figura 4: Férmula Geral dos inseticidas, organofosforados, carbamatos e acetilcolina ......... 22
Figura 5: Formula Geral dos inseticidas piretrdides € do DDT .......ccoccoieirinnennienineneeee 22
Figura 6: Estruturas dos ciclodienosclordano, dieldrina e aldrina . ........c.ccccovevevecieicinennn, 22
Figura 7: Formula Geral das avermectinas .........ccoveieiiieieseeie e 23
Figura 8: Estrutura do composto amitraz, uma formamiding ............cccceeevvniinnveienieneen 23
Figura 9: Estruturas da deguelina e da rotenona, dois rotendides naturais..............ccccceevenene. 24
Figura 10: Estruturas do malation, DEET € permetring..........c.ccoeeveieiininenenenieneeeeseniens 25
Figura 11: A forma como a ACh se complexa ao sitio ativo da AChE. .........cccccceveeinniccnnn. 26
Figura 12: Demonstracdo de 3 mutac¢@es no sitio ativo da AChE em insetos resistentes. ....... 26
Figura 13: Representacdo dos locais de mutagdes no canal de sddio de insetos resistentes a
0rganoCloradoS/PIrEIIOIAES ......ccueiie et s be e sresrae e 28
Figura 14: ReSiStENCIa & PENELIAGAD. .........eviveirieisieieie ettt 29
Figura 15: Demonstracdo do espécime Caesalpinia pulcherrima..........ccccocooviiiiinincnnnn 35
Figura 16: Estrutura da galactomanana............cccceveieiiiieie st 37
Figura 17: Impregnacao por papel filtro ... 41
Figura 18: Avaliacdo da atividade adultiCida.............ccocvriiiiiieieieece e 42
Figura 19: Avaliagdo da enzima acetilCOliNESIErase ..........ccuvvererierieieiisice e 44
Figura 20: Cromatograma da amostra realizada no cromatégrafo gasoso acoplado ao

BSPECIIO (B MASSAS ...veuveeveiriiteeire st ettesteeteeteste et e sbeateestesteesbesbeessesbesssesesbeessesbeataenbesbeestesteeneenras 46
Figura 21: Estrutura quimica dos 5 principais compostos majoritarios da espécie

(O o101 [0 01T 11 1T OSSR 48
Figura 22: Exemplo de vias biossintéticas, pelos quais 0s compostos demonstrados estdo
relacionados frente a sua formagao na respectiva planta. ..........cccccevvieriiiienine s 49
Figura 23: Estruturas quimicas dos outros componentes identificados na espécie

C. PUICNEITIMA ... bbbttt b bbbt e et 50
Figura 24: Porcentagem de varias categorias de sesquiterpenos com potencial inibitdrio

A ACKE. ...ttt et ne et ens 56
Figura 25: Demonstracdo de como a nicotina pode ativar um receptor colinérgico................ 57
Figura 26: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicdes 1 a 3. .......cccooevvevnene 73
Figura 27: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicfes 4 a6 ..........c.coceveuneee. 74
Figura 28: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicfes 7 a9 .......c.ccocevrerennne. 75
Figura 29: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicdes 10 a 12 ............cce..... 76
Figura 30: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas elui¢cfes 13 a 15 ........c.c.c...... 77
Figura 31: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicdes 16 a 18 ............c........ 78

Figura 32: Espectro da espécie Caesalpinia pulcherrima nas eluicdes 19 a 20 ............cceue. 79



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicédo quimica do 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima..................
Tabela 2: Mortalidade na fase adulta e estagios IMaturosS...........ccocerrerneiiieinee e

10



11

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1: Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase frente ao éleo essencial de

Caesalpinia PUIChEITIMA ........cooiiiiie e et sre s 54



12

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

A, Angstron(s)

V1o FR Micrograma(s)

V1 I Microlitro(s)

MM, Micrometro(s)

AA.......... Aminoéacido(s), representado(s) em figuras

ACh...cccecn. Acetilcolina, um neurotransmissor colinérgico

AChE............ Acetilcolinesterase, enzima que metaboliza a acetilcolina

AINEs........... Anti-Inflamatdrios N&o Esteroidais

Ala................ Alanina (Aminoacido)

R TR Graus Celcius

CDC.............. Centro de Controle e Prevencao de Doencas (“Center for
DiseaseControlandPrevention ), dos EUA

CEUA........... Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais

CGurrrrnn Cromatografia Gasosa

CLso / CLgo.... Concentragdo Letal a 50% e a 90%

CMerereeee, Centimetro(s)

CYP450......... Citocromo P450 (enzimas metabdlicas)

DDT......cceee. Dicloro-difenil-tricloroetano, inseticida organoclorado

DEET............ N,N-dietil-m-toluamida, repelente

DIC.............. Detector por lonizacdo de Chama

DMSO.......... Dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo

DTNB........... Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) [5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)]

EM.......c........ Espectrometro de Massas

EUA........... Estados Unidos da América

| CT Formula Geral

GABA........... Acido Gama-Aminobutirico (Gamma-AminoButyricAcid)

Gly..cooeine. Glicina (Aminoé&cido)

GPS.....cccoeev. Sistema de Posicionamento Global (Global Positioning System)

GST.cocvvenne Glutationa-S-Transferase

o T Hora(s)

HGT.............. Transferéncia de Genes Horizontalmente (Horizontal Gene Transfer)

HP....oovev. Hewlett-Packard (marca)

HYS ..o Histidina (Aminoéacido)

IGRs.............. Reguladores de Crescimento do Inseto (InsectGrowthRegulators)

V2 Instituto de Veterinaria

LeU....coeeunenen. Leucina (Aminoacido)

LQEPV......... Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia e Veterinaria

Meiiiiiieenns Metro(s)

(1[0 FRUUR Miligrama(s)

MiN......ccoco.... Minuto(s)

1] Mililitro(s)

MM, Milimetro(s)

(1Y PO Né&o Identificado

MM Nandmetro(s)

OE/OEs....... Oleo Essencial / Oleos Essenciais

OECP............ Oleo Essencial de Caesalpinia pulcherrima

Phe............... Fenilalanina (Aminoacido)

Servtreree e Segundo(s)

Ser.ieeenn. Serina (Aminoécido)

SNoii Sistema Nervoso

1Y/ P Tirosina (Aminoécido)

AVZ:| U Valina (Aminoécido)



13

SUMARIO
O [N 200 510070 TR 14
2. REVISAO DE LITERATURA . ....oooviiiieeeeeee e tssss st s s stssssnes s ssnensees 16
2.1 As pulgas e sua importancia para a salde pUblica..........ccccocvevvveiiiiic i 16
2.2 Inseticidas e similares disSponiveis N0 MErCado..........ccoevrueririeirieinieise e 21
2.3 Caracteristicas e mecanismo de a¢do da acetilcolina no sistema nervoso............c.cceveneaee. 25
2.4 O mecanismo de resisténcia e boas alternativas............ccooovriiieinisneeese e 27
2.5 Alternativas inovadoras — OlE0S €SSENCIAIS............cocuevreurrerveeernssiseessensesessssessesessssesessenns 30
2.6 Aplicacdo dos Gleos essenciais em animais de eStIMAGAD. .........covervrveerieriereeirerieeeeeeees 33
2.7 Estudo da Caesalpiniapulcherrima como agente pulicida............ccocoooviiiiinininciciinne 34
3L OBUIETIVOS. ...ttt bbbttt b e sttt n et ans 38
3.1 ODJELIVO GEIAL...c.vi e e re b et e e nreere s 38
3.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS. ...ttt 38
4. MATERIAIS E METODOS........oiieieieee e eeeses s tesas s ssesses s s sssssssassenasnens 39
4.1 MALerial VEORTAL.......coiiiiiieieeee e 39
4.2 Extracdo por hidrodestilagdo, componentes e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de
CaesalpiniapUICREITIMAL .....cciiii i et sbe e bbb e sreens 39
4.3 Preparo das dilui¢des para o teste in
1YL (0TSSR PRPR 40
4.4 Avaliagdo da atividade adulticida in vitro do dleo essencial contra C. felisfelis
(o =] 0L a T e ) TSSOSO 41
4.5 Avaliagao da atividade lavircidain vitro do 6leo essencial contra C. felisfelis
(SCITEIIMING). ...ttt b ettt b bbbkttt bbb 42
4.6 Avaliacgdo da atividade pupicidain vitro do dleo essencial contra C. felisfelis
[T =101 T T ) PO TP P PP 43
4.7 Avaliagdo da atividade ovicida in vitro do 6leo essencial contra C. felisfelis
(o =] 01 a T e ) SO SRRSO 43
O | [oT | oo Y (o] 1FTo Vo S 43
4.9 Avaliacgdo da atividade da enzima acetilCOlNESErase. ........ccovvveriereerenererese e 44
5. RESULTADOS E DISCUSSAD.........oeiiieieeieeeeeseeeeeees e et es st s esesess s ennens 45
5.1 Extracdo por hidrodestilacdo do 6leo essencial de Caesalpiniapulcherrima...................... 45
5.2 Componentes e caracteriza¢do quimica do 6leo essencial de Caesalpiniapulcherrima......46
5.3 Mortalidade na fase adulta € eStdgios IMAtUNOS. ..........cccveerreiieieerireee e 52
5.4 Atividade da enzima acetilCOlNESLErase. ........cocoveeriiie et 54
8. CONCLUSOES. .....iiiiirriiiieisseisses ettt 59
7. PERSPECTIVAS FUTURAS. ...ttt sttt sabe e nee e 60
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coocevieieetieereeseeeesssesesse s sesassssessen s senasnenns 61

9. AINEXOS... e e 73



14

1. INTRODUCAO

As pulgas sdo insetos hematofagos de grande importéncia, tanto na &rea humana
quanto na area veterinaria, parasitam animais domésticos causando dificuldades para
seus proprietarios no controle em casos de infestacdo. O ambiente domestico acaba
tornando-se um potencial alvo para as pulgas, e consequentemente causando problemas
de saude aos humanos (OLIVEIRA et al., 2008).

Atualmente, os estudos sobre esses parasitas, principalmente aqueles com
potencial de infeccdo em humanos, tem crescido com pesquisas na busca de estratégias
de combate destes possiveis vetores de doencas. Geralmente, a pulga do gato,
Ctenocephalides felis felis, pode ser encontrada nos seus hospedeiros na forma adulta e
também nas fases imaturas (ovo, larva e pupa), no entanto, as fases imaturas sdo
encontradas tipicamente no ambiente (RUST, 2005). Para o controle e eliminacao destes
parasitas existem uma variedade de substancias sendo a sua maioria ativos quimicos
como inseticidas (pulicidas) especificos para as pulgas, parasiticidas, pesticidas ou
praguicidas, a base de compostos organofosforados, organoclorados, piretroides, seja
pela aplicacdo de sprays, xampus especificos, spot-ons, coleiras, comprimidos
mastigaveis entre outros.

O uso indiscriminado destes produtos, pode levar a uma reducédo da eficécia do
tratamento pelo desenvolvimento de resisténcia a estas substancias (TAYLOR et al.,
2007). Sabendo-se disto, os 6leos essenciais tém se mostrado uma alternativa natural
para o0 combate deste ectoparasita, visto que ja sao amplamente utilizados na agricultura
com eficacia comprovada (LAHLOU, 2004).

A procura por produtos que minimizem os efeitos causados por parasitas, tem
demonstrado que os 6leos essenciais sao uma possibilidade de novas tentativas para
resolver o problema da transmissao e infestacdo desses parasitas. Considerando que 0s
Oleos esséncias apresentam muitos componentes fitoquimicos, diminuem a chance de
parasitas desenvolverem resisténcia com sua utilizacao.

Os 0leos essenciais sdo produtos naturais obtidos por varias técnicas disponiveis.
A mais utilizada é a hidrodestilacdo de partes especificas de plantas, sendo os 6leos
formados por uma complexa rede de constituintes quimicos, que juntos garantem uma
série de atividades medicinais importantes, como: anti-inflamatoria, para questes

neuroldgicas, antibacterianas, antifingicas, antivirais, acaricidas e acdo inseticida,
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dependendo da planta, sua parte escolhida e de sua composicio (BASSOLE et al.,
2014).

A espécime Caesalpinia pulcherrima é formada por um arbusto perene que pode
atingir até 4 metros de altura, contém espinhos e pertence a familia Fabaceae E uma
espécie exdtica com origem na América Central, muito utilizada em todas as regides
brasileiras por possuir um répido crescimento e lindas flores, sendo uma excelente
alternativa para seu uso no paisagismo das cidades. Possui uma variedade de atividades
terapéuticas, como antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, entre
outras de extrema importancia (YODSAOUE,et al., 2011).

A presente dissertacdo tem como objetivo avaliar os resultados da atividade in
vitro do oleo essencial de Caesalpinia pulcherrima no controle da pulga adulta e
estagios imaturos (ovo, larva e pupa) da espécie Ctenocephalides felis felis e seu
potencial acdo inseticida.

A partir da extracdo do 6leo essencial das folhas da planta, pela técnica de
hidrodestilacdo, foi possivel avaliar a composi¢cdo quimica do 6leo e a atividade
inseticida contra o inseto.

Esta dissertacdo estd organizada em cinco capitulos. O primeiro, a introducéo,
apresenta 0 contexto do problema da pesquisa. No segundo, sdo apresentados 0s
referenciais tedricos que contribuiram para a revisao bibliografica do estudo. No terceiro
capitulo sdo identificados os objetivos da pesquisa. No quarto sdo descritos 0s materiais
e metodos aplicados e sdo identificadas as estratégias que foram trilhadas para o
desenvolvimento deste estudo. No quinto, sdo apresentados os resultados e discussao do
trabalho com as anélises dos experimentos. E finalmente no sexto capitulo sao tecidas

as conclusdes ou consideracdes finais da pesquisa.



16

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 As pulgas e sua importancia para a saude publica.

As pulgas sdo insetos hemat6fagos da ordem Siphonaptera, que podem possuir
de 1-8 mm de comprimento, sem presenca de asas, com o corpo achatado lateralmente,
recoberto por cerdas e de coloracdo castanha (BENELLI& PAVELA, 2018).

Apresentam pecas bucais perfurantes, o que Ihes permitem grande perfuracédo da
pele do hospedeiro para sua alimentacdo sanguinea. As pulgas sdo insetos de grande
importancia para a satde publica e também veterinaria, e se destacam por serem vetores
de diversos agentes patogénicos, acometendo animais e humanos (LIMA et al., 2020).

Do ponto de vista epidemioldgico, as espécies que merecem maior atencao sdo
Pulex irritans (conhecida como pulga do homem), Xenopsylla cheopis (a pulga do rato),
Ctenocephalides felis felis (a pulga do gato) e C. canis (a pulga do cdo) entre os
Pulicidae; Tunga penetrans (o0 bicho-de-pé, Tungidae) e as incluidas no género
Polygenis (presentes em roedores silvestres e sinantropicos, coelhos, lebres e outros,
Rhopalopsyllidae) (LINARDI& GUIMARAES, 2000).

A maioria dessas espécies vivem sobre um determinado hospedeiro, mais
especificamente sobre sua pelagem e se alimentando intermitentemente (NEVES,
2011). Consideradas ectoparasitas, podem transmitir varios agentes patogénicos como
Yersiniapestis, Francisellatularensis (ambas bactérias gram-negativas), Hymenolepis
sp.(ténias), entre outros — tanto para o ser humano quanto para outros animais
(LIMONGI et al., 2013).

Séo conhecidas pela habilidade de realizar grandes saltos, que séo resultado tanto
da adaptacdo de seu par de patas posterior quanto da presenca de resilina, que é uma
proteina extremamente elastica que auxilia no salto (SUTTON& BURROWS, 2011).

Dentre o género Ctenocephalides, sdo incluidas 13 espécies e subespécies, mas
apenas as 2 apresentadas (C. felis felis e C. canis) sdo cosmopolitanas e detectadas na
América do Sul. Entre estas, a C. felis felis é mais adaptavel, e por infestar mais espécies
se tornou mais presente em areas muito extensas, se tornando mais importante na
questdo da transmissdo de doencas, e sua maior distribuicdo € relacionada a fatores
ambientais que influenciam na sua sobrevivéncia, desenvolvimento e reprodugédo
(LINARDI & SANTOS, 2012).
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Portanto, também j& demonstra resisténcia a inseticidas comuns, e por esta razéo,
a identificacdo correta das espécies é essencial para as devidas medidas de controle
(LINARDI& SANTOS, 2012).

A necessidade do parasitismo desses insetos, € resultado de um metabolismo
ativo, embora resistam muito tempo ao jejum (OLIVEIRA et al., 2008), o que pode
caracterizar um periodo intenso de infestagdo, dificultando muitas vezes o tratamento e
prevencdo. Estes ectoparasitas sdo descritos como dos maiores responsaveis de doencas
graves em pequenos animais, causando doencas dermatoldgicas e vetorizando agentes
patogénicos como virus, bactérias e protozoarios (ZORZENON& JUNIOR, 2006).

O comportamento dissoluto por uma alimentagéo a base de sangue de ambos 0s
sexos de pulgas (Siphonaptera), sua mobilidade, sua persisténcia no meio ambiente e
sua capacidade de atuar como vetores de uma variedade de patdgenos contribuem para
torné-los ectoparasitas clinicamente importantes de caes e gatos (DRUMMOND, 2018).

Essa espécie pode infestar carnivoros, edentados, lagomorfos, marsupiais,
primatas, roedores e ungulados, podendo ser encontrada nos ninhos, tocas, trilhas e
rastros dos hospedeiros. Pesquisas dos hospedeiros brasileiros incluiram, até 2012,
exatamente 7 ordens e 41 espécies de mamiferos, assim como algumas aves. S&o
comuns nos animais domésticos, resultando em irritacdes cutaneas, anemias, dermatites,
e pelo convivio dos humanos com animais, tornam-se suscetiveis a acdo das pulgas
também (LINARDI& SANTOS, 2012; RUST, 2005; DRYDEN, 2009). Ha a

representacdo da C. felis felis na Figura 1.

Figura 1: Representacdo da pulga Ctenocephalides felis felis em seu estado adulto.

FONTE: MUNDO ECOLOGIA, 2020
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Existe uma dificuldade em diferenciar as espécies C.canis e C.felis por
apresentarem pouca variacao da aparéncia externa (morfologia), precisando de uma boa
observacao para diferencia-las. As imagens apresentadas na Figura 2 com recorte para
a cabeca das duas espécies, trata-se de uma das estratégias mais usadas para
identificacdo. Entretanto existem outras formas usadas para diferenciacdo, em outras
partes de seus corpos, no entanto, pela complexidade, a cabega se mostra mais facil
diferenciacdo (LINARDI & SANTOS, 2012).

Figura 2: Demonstracdo da diferenca entre as fémeas de C. canis (1) e de C. felis felis
(2). A/A’) Forma de sua cabeca; B/B’) Comprimento da 12 espinha da combinagdo
frontal de suas espinhas; C/C’) Numero de cerdas na area lateral indicada (Lateral
Metanotal Area, LMA). Fonte: LINARDI & SANTOS, 2012.

O ciclo biolégico da pulga é composto por 4 fases: 1 — ovo; 2 — 3 estagios

larvares; 3 — pupa; e 4 — adultos. Os ovos possuem aproximadamente 0,5 mm de
comprimento, sendo ovais em suas formas e peroladas em suas aparéncias. E realizada
a postura dos ovos sobre o respectivo hospedeiro, mas pela falta de aderéncia aos pelos
do animal, caem no solo onde estes sdo encontrados. A fémea realiza a postura dos ovos
apos cada uma de suas alimentac6es, podendo chegar a colocar até 50 unidades por dia
(ESCCAP, 2015; DRYDEN, 2009).



19

Ciclo de vida
da pulga

OoVvOos

Figura 3: Ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides felis felis
Fonte: INSETISAN

Ap0s a eclosdo dos ovos ocorre a liberagdo das larvas, que possuem 1,5 mm de
comprimento, sendo filiformes, brancas e sem a presenca de asas. Ja apresentam
mandibulas adaptadas para morder, e no restante de seu corpo 3 segmentos toracicos e
10 segmentos abdominais, todos com a presenca de cerdas e projecdes em forma de
gancho no segmento abdominal do terminal (ESCCAP, 2015; DRYDEN, 2009).

As larvas tendem a se abrigar em locais de baixa luminosidade (assim como
podem fazer os adultos, em locais fechados, para sua profusa colonizacéo),
alimentando-se de residuos orgéanicos e fezes dos adultos (LINARDI& SANTOS,
2012).

Apobs aproximadamente 3 semanas, suas larvas iniciam o processo de tecer

casulos pela incorporacdo de residuos encontrados no ambiente, dando origem assim as
suas pupas. E possivel perceber uma alteragio de cor no interior do casulo indicando o
seu estado de desenvolvimento, que passa de castanho claro para castanho escuro a
medida que ocorre a maturagéo das pupas (ESCCAP, 2015; DRYDEN, 2009).
As pulgas adultas emergem de seu pupario por meio de influéncias externas, como a
vibracgdo do solo, por exemplo. A pulga adulta é a Unica fase encontrada no hospedeiro
e representa apenas 5% da infestacdo, sendo assim, 95% encontra-se no ambiente, sendo
dividida aproximadamente em 50% de ovos, 35% de larvas e 10% de pupas (BAYER,
2021). Seu ciclo bioldgico esta representado na Figura 3.
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No Brasil em 2012, estas pulgas adultas ja eram as mais comuns de todos 0s
animais domésticos, e pesquisas ja haviam as encontrado em 17 dos estados brasileiros:
Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais,
Paraiba, Parand, Pernambuco (incluindo a ilha Fernando de Noronha), Rio de Janeiro,
Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Roraima, Santa Catarina e S&o Paulo
(LINARDI & SANTOS, 2012).

Estes dados indicam a maior frequéncia das C. felis felis adultas, pois as C. canis
haviam sido encontradas em apenas 9 estados, que ndo eram exatamente 0S mesmos:
Amazonas, Bahia, Maranh&o, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e S&o Paulo (LINARDI & SANTQOS, 2012).

Além de causar problemas como os ja citados, as pulgas também podem ser
vetores de doencas e transmitir alguns vermes parasitas. No caso da Xeno psyllacheopis
(pulga dos ratos), pode ocorrer a transmissdo da peste bubdnica (BENELLI &
PAVELA, 2018).

A pulga C. felis felis pode causar dermatite alérgica, anemia, transmitir
protozoarios como gregarinas, microsporidios, alveolados (Steinina sp.) e
tripanossomatideos (Leishmania infantumchagasi, Leptomonas, Stenoctenocephala),
além de helmintos, como Dipylidium caninum (cestédeo) e Acanthocheilonema
reconditum (microfilaria), virus como Myxoma (causa mixomatose), fungos como
Nosema ctenocephali (causa nosemose) e bactérias como as Rickettsia typhi e R. felis, e
as Bartonella henselae e B.vinsonii (ESCCAP, 2015; HALOS et al., 2014; LINARDI
& SANTOS, 2012).

Portanto, existe uma preocupacdo dos responsaveis animais de estimacao,
utilizarem inseticidas/repelentes com muita frequéncia como meio de prevencéo frente
a estes insetos. Infelizmente, ndo percebem muitas vezes que estes produtos requerem
uma dose segura para seu uso, e que o uso indiscriminado nao deveria ser feito, pois 0s
compostos ndo sdo tdo seguros e muitas vezes acabam sendo toxicos.

Ainda em relagdo ao uso indiscriminado, um fator relevante que deve ser
considerado, é que a disponibilidade e a facilidade para aquisi¢do desses produtos vém
crescendo, inclusive sendo possivel a compra até por meio de canais digitais, motivo
pelo qual, quem prioriza a saude ndo deve utilizar os produtos quimicos do mercado
com frequéncia, pois podem ter problemas e agravantes como intoxicacdes e reacdes
indesejaveis (HAWKINS et al., 2019).
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2.2 Inseticidas e similares disponiveis no mercado

As pulgas sdo vetores de doencas e podem levar a grande impacto na populagéo.
Existem muitas maneiras de realizar prevencdo e controle desses ectoparasitas,
inseticidas pelo uso de xampus, coleiras, sprays, spot-ons (liquidos de aplicacéo
imediata sobre as pulgas), sabonetes, talcos, comprimidos, entre outros (RUST, 2005).

Antes da descoberta do organoclorado e inseticidas organofosforados no final da
década de 1930 e inicio da década de 1940, os inseticidas botanicos permaneceram como
arma importante no manejo de pragas de insetos de produtos agricolas (FORIM et al.,
2012).

Inseticidas atuam por diferentes mecanismos, e além de combater pulgas pelo
contato com o produto, diminuem sua alimentacdo prolongada, acarretando reducao da
producdo de ovos e viabilidade de dar prosseguimento ao ciclo. O tratamento ndo deve
ser voltado apenas para o hospedeiro, mas também para o ambiente, visto que ele
comporta aproximadamente 95% da infestacéo das pulgas (RUST, 2010; 2005).

O uso indiscriminado e equivocado leva a resisténcia dos insetos, como nos
carbamatos, organofosforados e organoclorados, utilizados a mais tempo e sabe-se da
resisténcia, gerada de uso ndo controlado oferecido livremente.

Existem casos de tolerancia, menor suscetibilidade dos insetos ao tratamento,
resultado da variabilidade genética pela selecdo natural (BENELLI& PAVELA, 2018;
ELLSE& WALL, 2014; COLES& DRYDEN, 2014; HALOS et al., 2014).

Estes produtos quimicos colocam em risco tanto o ambiente e 0 homem (RUST,
2010), devido a toxidade ndo seletiva e problemas residuais (GUPTA et al., 2019;
KABERA et al., 2011). Os mais utilizados sdo neurotdxicos ao sistema nervoso dos
insetos e a toxidade pode causar problemas a animais e humanos. A seguir os alvos das
classes mais utilizadas sdo apresentados, formulas gerais e exemplos de estruturas
(KLAASSEN& WATKINS Il11, 2012):

1) Acetilcolinesterase (AChE) — enzima que degrada a acetilcolina (ACh), inibida

pelos organofosforados e carbamatos (estruturas na Figura 4);
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HC O T X (=00us
H3C/NHVO\R 3 \H/ V\Ni /P\—R3
/
ll ol He TRy R
carbamatos FG acetilcolina (ACh) organofosforados FG

Figura 4: Formula Geral (FG) dos organofosforados e carbamatos, e estrutura da
acetilcolina (ACh). As semelhancas estruturais entre os inibidores e ACh faz com que
se complexem & enzima, impedindo a a¢do da AChE.

FONTE: LARINI, 1999; 1997

2) Canais de sodio — ativados pelos piretroides tipo |, tipo 11 e 0 DDT (dicloro-difenil-

tricloroetano, um organoclorado — Figura 5), e inibidos pelos diidropirazois;

O
e
Py OO
12

HoC' CHg por "o ¢
piretréides FG

Figura 5: Formula Geral (FG) dos inseticidas piretroides e do DDT.
FONTE: LARINI, 1999.
3) Receptores nicotinicos de acetilcolina (ACh) — ativados pela nicotina e pelos
neonicotindides, compostos baseados na estrutura da nicotina para a inibicdo destes
receptores;
4) Canais de cloro mediados pelo receptor GABA — inibidos pelos ciclodienos
(organoclorados), pelos fenilpirazois (organoclorados e fenilpirazolona, o fipronil da

classe dos fenilpirazois na Figura 6) e pelos piretroides tipo Il;

clordano dieldrin aldrin fipronil
cl cl Cl Cl
CN
/ =
Cl N
/
s~
cl [
c cl N ke

Figura 6: Estruturas dos ciclodienosclordano, dieldrina e aldrina (que é rapidamente

biotransformado em dieldrina) e da fenilpirazolonafipronila. Fontes: VERISSIMO, 2015;
KLAASSEN & WATKINS 11, 2012.
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5) Canais de cloro mediados por glutamato — ativados pelas avermectinas (Figura?),
antibioticaspara controle de bactérias, fungos, insetos e &caros. Tais canais S0
encontrados apenas em insetos, em mamiferos avermectinas ativam 0s receptores
GABA,;

o) o) CHs
HaC”™
o) R>
HO HsC
CH, CHy
R, =-CH,, H etc.
tinas FG
avermec R, = -C,H,, -CH, etc.
X = -CH=CH=,
-CH,-CH(OH)- etc.
Figura 7: Formula geral (FG) das avermectinas.
FONTE: LARINI, 1999
6) Receptores octopamina (ou p,4-dihidroxifenetilamina) — ativados pelas

formamidinas (o amitraz, muito usado em animais de grande porte, Figura 8), que em

mamiferos e insetos ativam 0s ap-adrenoceptores e inibem a enzima monoaminoxidase;

HaC CH,

e
\

CH3 CHz

CH,4
Figura 8: Estrutura do composto amitraz, uma formamidina.
FONTE: VERISSIMO, 2015.
7) Complexo mitocondrial 1 — cadeira respiratdria € inibida pelos rotendides,
constituidos por 6 ésteres naturais, sendo o mais abundante a rotenona (Figura 9),

inseticida e acaricida.
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deguelina

OCH OCH 4

Figura 9: Estruturas da deguelina e da rotenona, dois rotendides naturais.
FONTE: LARINI, 1999.

Muitas pessoas no mundo utilizam esses compostos quimicos como o malation,
DEET (repelente mais vendido) e permetrina (Figura 10), obtendo muitos problemas;
foram relatadas algumas situacgdes:
e Trabalhadores que usaram DEET repetidamente queixaram-se de dores/chiado no
peito, cdibras musculares, erupgdes cutaneas, tontura, desorientacdo e dificuldade de
concentracdo, diferente dos que usaram menos ou ndo usaram (ATSDR, 2017);
e Mistura de permetrina e DEET pode promover heranca genética de doencas de inicio
adulto e biomarcadores epigenéticos em exposicdes ambientais ancestrais
(MANIKKAM et al., 2012);
e DEET e permetrina sdo neuro toxicos em veteranos da Guerra do Golfo Pérsico.
Aplicacdo dérmica subcronica leva a morte neuronal difusa no cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo, causando anomalias fisioldgicas, farmacoldgicas e
comportamentais, como déficits motores e disfungdes de memoria e aprendizado
(ABDEL-RAHMAN, SHETTY, ABOU-DONIA, 2001);
e DEET causa diminuicdo hematoencefalica no tronco cerebral e declinio na
performance sensorial e motora; combinacdo com permetrina leva a diminuicdo na
AChE, necessaria na funcdo neuromuscular, tronco e mesencéfalo cerebrais (ABOU-
DONIA et al., 2001; 2001b);
e Exposicdo a doses de malation, DEET e permetrina produzem neurotoxicidade,
significantes déficits neurocomportamentais e degeneracdo neuronal (ABDEL-
RAHMAN et al., 2004).
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H,C CHj

c— \// DEET || permetrina
3C\o \Oﬂ /\©/ \O
malation
o T cH,

Figura 10.Estruturas do malation (dos mais usados organofosforados), DEET (ou N,N-

dietil-m-toluamida, repelente mais usado) e permetrina (um piretréide).
FONTES: KLANSSEN & WATKINS I11, 2012; pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/DEET-d10

2.3 Caracteristicas e mecanismo de acao da Acetilcolina no Sistema Nervoso (SN)

e seu metabolismo

O SN e direcionado no corpo por suas fracOes periféricas: o sistema colinérgico
(ou parassimpatico), pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh), proporcionando calma,
melhor digestdo, sono tranquilo, boa movimentacdo, descanso do corpo, fazendo com
que tudo ocorra da melhor forma; e o sistema adrenérgico (ou simpatico), pelo
neurotransmissor adrenalina, proporcionando rapidez, agilidade, velocidade, defesa,
medo e funcionamento eficaz (LEMKE et al., 2008; MARCUS & JACOBSON, 2003).

Os seres humanos buscam de forma natural suas formas de diverséo, risos e
muitas outras aptiddes que incluem o seu estado energético e o total estado de alerta.
Como nosso sistema colinérgico funciona em um ritmo de sinalizacdes e respostas, é
totalmente pertinente que tudo responda aos estimulos como por exemplo a digestéo,
hemostasia, e sem um funcionamento, ndo ha individuo que consiga viver em um estado
de bem estar. E ndo contempla apenas os humanos, também 0s animais e outros seres
vivos (LEMKE et al., 2008; MARCUS & JACOBSON, 2003).

Quando um dos sistemas nervosos agir (central ou periférico), € necessario que
ambos estejam em sincronia para que estimulos e respostas de diversas partes do corpo
promovam suas acdes. Sempre que um neurotransmissor desenvolver suas atividades,
ele ndo deve continuar em atividade por muito tempo, pois caso ndo haja uma boa
comunicacgdo entre os sistemas, ndao estaremos em equilibrio e isso ndo nos trara um
bom funcionamento corporal (VANDERAH, 2019).

O sistema colinérgico age de forma muito mais ativa na comunicacdo do
cérebro com a movimentacdo de musculos e do corpo. E significativo estar em
conformidade com as formas as quais este sistema se encontra. Se as enzimas
responsaveis pela forma dos neurotransmissores nao estiverem em bom funcionamento,
ndo ha como sobreviver (VANDERAH, 2019; MARCUS & JACOBSON, 2003).
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A forma de interagdo dos inibidores da AChE se da através da semelhanca
estrutural com a ACh — ndo sdo muitas e ndo sdo grandes, mas envolvem as partes
especificas da ACh que realizam as conexdes necessarias para que se ligue a AChE,
impedindo que a ACh se complexe, e fazendo com que a AChE perca sua atividade. Sua

interacdo sera demonstrada na Figura 11.

AA = aminoécido

His = aminoéacido histidina

Ser = aminoacido serina

Linhas pontilhadas = interacdes
moleculares realizadas (idnica,
dipolo-i6nica, dipolo-dipolo,
ligacéo de hidrogénio, van der
Waals etc.)

FONTE: adaptado de LEMKE et al., 2008.

Figura 11: A forma como a ACh se complexa ao sitio ativo da AChE, e como
promove suas interagcOes para que a reacdo de decomposicéo da ACh ocorra.

Mutacbes na AChE sdo a principal forma de resisténcia de muitos
insetos/artropodes. Até ano de 2016, 5 pontos de mutacdo foram identificados, fazendo
com que estes organismos ficassem extremamente resistentes, por impedir a ligacdo da
ACh ao sitio de sua enzima (Figura 12) (NAQQASH et al., 2016).

W83 = triptofano83
G147 = glicinal47
G148 = glicinal48
F327Y =
fenilalanina327
trocada por tirosina
S235 = serina235

L325 = leucina325 - ’} N y, " G365A (328
G262V = glicina2e2 7 (117 { 8 )

){7? -5
trocada por valina G148 (118) ‘ll e G S261(226)
S261 = serina261 s235 (2000 W
G365A = glicina365 QT Gaezv (27)

11477 (440)
)/ E364 (327)
S

/

trocada por alanina /

E364 = glutamato364 F327Y ~§, L325
Outros n® ao lado = (F290) J (F288)
numeracéo da ( o~

sequéncia de outro / -

inseto.

Figura 12: Demonstragéao de 3 mutagoes no sitio ativo da AChE em insetos resistentes.
FONTE: NAQQASH et al., 2016.
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Estas mutacGes citadas compreendem a troca de aminoécidos que podem estar
de alguma forma envolvidos na interacdo da ACh com seu sitio, impedindo que ela se
complexe corretamente a ele, ndo permitindo o bom funcionamento muscular: valina
(Val)-Leu, glicina (Gly) — alanina (Ala), Gly— Val, Phe— tirosina (Tyr) e Gly—
Ala, ocorrendo tanto isoladamente como em combinacdo (NAQQASH et al., 2016).

Alguns exemplos de enzimas como a AChE ndo possuem apenas o sitio ativo
para a ligacdo de compostos que a inibam ou a ativem, quase sempre existem sitios de
ligacdo de um cofator, para modificagéo estrutural na enzima, e sé entdo seu substrato
natural pode se ligar a ela, portanto, inibidores podem também atuar nos sitios dos
cofatores das enzimas (SOUZA et al., 2019). Os mecanismos e formas como as

resisténcias ocorrem serdo demonstrados a seguir.

2.4 O mecanismo da resisténcia e as boas alternativas

O controle de doencas transmitidas por vetores depende muito da acdo dos
inseticidas, porém o uso prolongado de limitados compostos tem gerado resisténcia ao
longo dos anos. Utilizar sempre 0 mesmo inseticida por muito tempo e em grande escala,
tem favorecido o0 aumento de resisténcia de muitas espécies de insetos. Casos extremos
a multiplas classes de inseticidas sdo preocupantes.

H& uma permanente preocupacdo da populacdo quanto ao uso de repelentes em
criangas (STEFANI, et al., 2009). Vérios pontos devem ser observados pelos cuidadores
para 0 uso correto de repelentes, propiciando uma protecdo suficiente contra doencas
transmitidas por insetos e vetores. A falta de informacdo e a orientacdo de um
profissional qualificado sdo aspectos importantes que podem ajudar na utilizacdo correta
do produto e ajudar o consumidor a compreender o tempo de acdo, eficacia e 0 modo
correto de aplicacéo.

Os mecanismos criados por espécies sdo mdltiplos, muitos ainda sdo
desconhecidos, e muito tem se pesquisado, mas alguns ja sdo descritos na sua forma
genética, metabolismo e desenvolvimento (BALADANIDOU, GRIGORAKI,
VONTAS, 2018; NAQQASH et al., 2016).

Dentre 0s mecanismos, 0s maiores envolvem a mutacdo (modificagdes do alvo)
levando & insensibilidade (afetam a eficiéncia da ligagdo aos sitios) ou modificacdo no
processo metabolico (expressao de enzimas de desintoxicacdo inativam o inseticida por

metabolismo ou sequestro). Trés tipos de enzimas desintoxicantes séo a glutationa-S-
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transferase (GST), as monoxigenases (mais eficientes e comuns) e as carboxilesterases
(BALADANIDOU, GRIGORAKI, VONTAS, 2018; NAQQASH et al., 2016).

A insensibilidade ao alvo de acdo foi a 1* questdo estudada. A resisténcia dos
piretroides e organoclorados aos canais de sodio foi reportada a Musca domestica
(mosca) por Farnham e Sawicki em 1976, a mutacdo de laminoacido, leucina (Leu)
trocada por fenilalanina (Phe) na sequéncia proteica, enquanto a DDT-desidroclorinase
foi a 12 enzima de desintoxicacdo do DDT (a GST na natureza) (CLARK& SHAMAAN,
1984).

O canal de cloro GABA-controlado mutante é resisténcia ao ciclodieno, como
demonstra a Figura 13 (GAO et al., 2020). Enzimas GST tém sido associadas com a
resisténcia a organofosforados e outros. O gene CYP6D1 é membro do citocromo P450
(CYP450), grande papel no metabolismo. Expressdo aumentada desse gene faz com que
a enzima seja muito sintetizada, e 0 composto metabolizado em rapidez nao tem efeito
(NAQQASH et al., 2016).

Figura 13: Representacdo dos locais de mutacGes no canal de sédio de insetos
resistentes a organoclorados/piretréides (a parte vermelha demonstra o polimorfismo

do canal de sodio).
FONTE: NAQQASH et al., 2016

Outra forma é a reducdo da penetracdo do inseticida no corpo do inseto, pela
modificagdo da sua cuticula: em Cimex lectularius (percevejo), a espessura foi
correlacionada com o tempo de efeito do composto. A desaceleracdo da penetracdo
permite que enzimas de desintoxicagdo tenham mais tempo para agir, com resisténcias
fortes a inseticidas de diferentes classes (resisténcia mudltipla, Figura 14)
(BALADANIDOU, GRIGORAKI, VONTAS, 2018).

Este mecanismo € levado aos Reguladores de Crescimento do Inseto (IGRs,
Insect Growth Regulators), até a larva tem reducdo na penetracao cuticular e resisténcia

metabdlica, assim como répida excrecdo do inseticida (NAQQASH et al., 2016).
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Figura 14:Resisténcia a penetracdo. Modificacdes cuticulares propostas para a absor¢éo
reduzida de inseticidas. *Resistente: espessamento da epicuticula, **Resistente:

espessamento da exo-cuticula, ***Resistente: composicdo da cuticula alterada.
FONTE: BALADANIDOU, GRIGORAKI, VONTAS, 2018.

As resisténcias possuem muitas formas genéticas de serem adquiridas, o que 0s
faz permanentemente insensiveis aos compostos. A melhor alternativa seria se a
populacdo de todo o mundo fosse advertida quanto as inUmeras possibilidades que estes
seres encontram para obté-las, gerando composto ndo mais ativo (YANG et al., 2021;
HAWKINS et al., 2019):
1) Resisténcia originada por “mutagdes de novo” ocorre apos uso do pesticida, selecdo
da variacdo geneética permanente pré-existente. Espécies montam sua resisténcia via
hibridizagdo ou transferéncia de genes horizontalmente (o0 HGT, Horizontal Gene
Transfer);
2) Origens da resisténcia tém implicacOes praticas na elaboracdo de avaliagfes de risco,
sendo complicado impor confiabilidade dos meétodos de deteccdo molecular em
diferentes populagdes e espécies, e estipular medidas mais eficazes para gerenciar ou
conter a resisténcia;
3) Pragas podem ser pré-adaptadas a pesticidas devido a exposi¢do a inibidores, como

compostos de defesa do hospedeiro ou toxinas patogénicas, como efeito de
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caracteristicas ndo relacionadas a resisténcia, e variacdo permanente pode se acumular
pOr processos neutros;

4) Origens de alelo resistente (diferente forma de gene por mutacdo) pode ser detectada
por seletivas varreduras duras ou suaves, deteccdo de resisténcia em populacfes ndo
expostas, reconstrucdo filogenética das origens de alelo, ou mapeamento de haplotipos
(combinacdo de alelos em mesmo cromossomo) dos antecedentes genéticos nos quais
resisténcia é encontrada;

5) Resisténcia é muitas vezes devida a metabolismo poligénico a partir da variacéo
permanente. Resisténcia a fungicidas é mais comumente devida a muta¢Ges de novo no
local-alvo, a inseticidas hd mutagdes de novo e selecdo de variagdo permanente, tanto
no local-alvo quanto nos principais genes codificadores de enzimas metabdlicas;

6) Transferéncia de alelos, horizontal ou por hibridacéo, é mais rara em ervas daninhas,
pragas e patdgenos fangicos do que HGT, na disseminacdo da resisténcia e criaturas
resistentes por evolucdo convergente ou paralela nas espécies do que por escape de
transgénicos;

7) Diferencas entre grupos de pesticidas podem refletir em fatores demogréaficos e
epidemioldgicos, taxas de mutacdo, repertorio metabolico ou taxas de exposicdo a
pesticidas em relacdo a fatores de resisténcia;

8) Resisténcia fornece muitos exemplos de evolugdo rapida e recente em acéo, que
aborda questbes fundamentais sobre as origens das adaptacfes a novas pressdes

seletivas.

2.5 Alternativas inovadoras — Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao produtos obtidos das plantas, principalmente através da
destilacdo com arraste a vapor de &gua (SAID-AL AHL; HIKAL; TKACHENKO,
2017).

O oleo essencial € uma mistura de substancias quimicas com estruturas
moleculares diversificadas, principalmente fenilpropandides e/ou (monoterpenos e
sesquiterpenos). Frente a resisténcia aos produtos quimicos e ao risco que podem
representar aos animais, humanos e ao meio ambiente, os Oleos essenciais (OES)
aparecem como alternativa para o combate aos insetos, e vém sendo utilizado por

individuos em diversos tratamentos através de solucbes, farmacos, cosméticos,
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alimentos e todos os produtos que de alguma forma melhorem a qualidade de vida dos
individuos.

Os Oleos essenciais sdo0 compostos por metabolitos secundarios como
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanodides. Como a maioria destes € soltvel em
lipidios, sdo facilmente absorvidos pelas células através da membrana plasmatica de
maneira pacifica, a melhor forma de absorcdo para as substancias exdgenas ao nosso
corpo (SIMOES et al., 2017).

Estes metabdlitos secundarios das plantas agem no mecanismo de defesa para
protecdo contra predadores, como insetos, animais herbivoros, fungos, bactérias, virus
e seres que as debilitam, assim como fatores naturais ou da propria humanidade.
Atividades antifungicas, antioxidantes, antitumorais, antivirais e antibacterianas sdo
muito estudadas. Possuem atividade inseticida na agricultura, combate a mosquitos,
besouros e carrapatos, utilizados para protecdo dos gréos armazenados (EL-KAREEM
et al., 2020; SIMOES et al., 2017; BALDIN, 2014).

Um fator importante que tém estimulado os estudos com 6leos essenciais € a
busca por inseticidas, fungicidas e bactericidas de origem vegetal que apresentam baixo
impacto sobre a natureza e a salde humana, servindo como uma alternativa ao uso de
agrotoxicos na agropecuaria (WEZEL et al., 2014).

Sabendo-se da atividade inseticida ja testada contra insetos, OEs séo alternativa
aos produtos quimicos do mercado, apresentando menor toxidade e maior variabilidade,
visto que sdo obtidos de qualquer planta. Pretende-se avaliar atividade inseticida do OE
de C. pulcherrima frente a pulga do gato, sabendo-se que alguns OEs ja tiveram
atividade demonstrada contra pulgas, mais especificamente C. felis felis (LAMBERT et
al., 2020; SANTOS et al., 2020; BATISTA et al., 2016).

Para a formulacdo de um inseticida seguro e de boa qualidade, os OEs sdo
considerados uma opg¢do promissora. Ha fatores que devem ser considerados: 0s
fitoquimicos dos OEs podem mudar no momento do més — se a planta se encontra ou
ndo em processo de floracdo, sua forma de cultivo e varios fatores ambientais devem
ser observados. OEs ndo duram como os constituintes toxicos do DEET por exemplo,
pois sdo volateis de facil evaporagéo, e podem ser absorvidos em minutos.

A forma pela qual os componentes contidos nos 6leos funcionam é criando
pelicula na pele, como barreira odorifica. O aroma do corpo é uma das questdes que
atraem os insetos e bloguear este odor é justamente a questao para proteger-se deles. Os

OEs possuem diferentes odores, e deve-se reaplicar de 60 a 90 minutos.
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Existem OEs para repeléncia de insetos (e ndo para morte), que ndo protege de forma
total e eficaz (THE STATIONERY OFFICE, 2020; ANVISA, 2019; MAIA& MOORE,
2011; MAGURANY!I et al., 2009; TRONGTOKIT et al., 2005):

Cedro (Juniperus virginiana), cravo-da-india (Eugenia caryophyllata, reportado
como o mais efetivo), citronela (Cymbopogon nardus), eucalipto-limdo (Eucalyptus
citriodora), patchuli (Pogostemon cablin), hortel&-pimenta (Mentha piperita), tomilho
(Thymus vulgaris).

Pesquisas sugerem a diluicdo destes OEs em pelo menos 2% de o6leos
carreadores, como Oleo de coco, 6leo de améndoas, 6leo de jojoba e varios outros,
promovendo repeléncia similar ao DEET em baixa-concentragdo por mais de 1,5 hora.
Em circunstancias que animais ou individuos sdo picados, reacdes alérgicas sao muito
comuns no local, sendo necessario utilizar um produto que traga a sensacao de alivio
para coceiras ou urticarias. Os OEs ajudam no alivio da dor da picada, trazendo
sensacOes refrescantes e relaxantes (FRADIN & DAY, 2002).

A procura por produtos de prevencdo para pulgas/carrapatos como os OEs, tem
aumentado significativamente, pois em muitas localidades de lazer como florestas,
parques, cachoeiras entre outros, devem se tornar seguros frente a estas possiveis
parasitas. Além da mistura descrita anteriormente para repeléncia de insetos, uma para
repeléncia de pulgas e carrapatos também foi descrita: 2 colheres de 6leo carreador e 1
gota dos OEs a seguir (ZIELINSKI, 2021; THE STATIONERY OFFICE, 2020;
ANVISA, 2019):

Lavanda (Lavandula angustifélia), toranja (Citrus X. paradisi), eucalipto
(Eucalyptus radiata), capim-limdo (Cymbopogon flexuosus), geranio (Pelargonium
graveolens).

O repelente aplicado ndo é utilizado apenas para cdes, mas também para
humanos. A mistura natural colocada é apenas para prevencdo, e ndo para remocao. Se
0 desejo € tratamento para infestacdo, deve ser removido de boa forma e nédo aplicar
OEs apenas depois de ser extraido. Pulgas/carrapatos podem ser irritados e regurgitar
toxinas em seu corpo (https://www.cdc.gov/lyme/removal/index.html).

Gatos sdo sensiveis a 0leos altos em limoneno, entdo em vez de toranja, melhor
usar cedro. Avaliando repelentes naturais de pulgas/carrapatos, criou-se uma mistura de
diluicdo 5% de orégano (Origanum vulgare) e hortel&-pimenta, borrifando-a nas roupas,

tendo mesmo efeito que o DEET. Estas receitas fornecem diluicdo 2,5%, adaptavel as
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criangas. Altas concentragdes também sdo Uteis para tratamento de mancha (THE
STATIONERY OFFICE, 2020; SOUTAR, COHEN, WALL, 2019).

Nesse contexto, e tendo em vista a possivel utilizacdo dos OEs como agentes
terapéuticos, é importante considerar que o rendimento e a composi¢do do OE sdo
resultado de diversos fatores, incluindo gendtipo, ambiente, estagio de desenvolvimento
e préticas culturais. Dentre os OEs citados anteriormente, sdo considerados seus
possiveis componentes estruturais e suas conhecidas acdes (FALCO et al., 2013). A
obtencdo e criagdo de novos inseticidas de fontes botanicas podem servir como
alternativas aos inseticidas quimicos e sintéticos, devido a sua biodegradabilidade e
baixa toxidez nos organismos (ERHARUY et al., 2017)

2.6 Aplicacao dos 6leos essenciais aos animais de estimacao

E importante ressaltar que os OEs ndo sdo obtidos da mesma forma.
Considerando quando ou ndo utilizar os OEs, deve-se cuidadosamente prezar pela
qualidade do OE e seus beneficios nos pets, além de observar os seus estados fisicos e
emocionais durante e apds o uso. Os OEs ndo demonstram a mesma resisténcia a
bactérias como as terapias sintéticas, mas com a sua utilizacdo, é possivel obter
resultados que sejam paliativos para combater condi¢des dificeis, por aumentar a
imunidade do animal com abordagem totalmente natural (ZIELINSKI, 2021; SOUTAR,
COHEN, WALL, 2019).

Em animais que apresentam porte maior como cavalos, gado, Ihamas, alpacas
e até ovelhas, os OEs para pets sdo aplicados diretamente a area de preocupacgdo, com
ou sem diluicdo, por toda a coluna, a mesma forma como seria aplicado em um humano.
Os pequenos animais como gatos e cées, € necessario atencdo. Em pets como gatos, a
falta de uma enzima no figado, a glicuronil transferase, importante para a via de
metabolismo hepatico do CYP450 e que engloba o metabolismo de muitas questdes
corporais, torna 0s gatos mais suscetiveis a todos os tipos de toxidade, incluindo plantas,
AINEs (como é&cido acetilsalicilico, ibuprofeno e paracetamol), chocolate, cafeina
(metilxantinas), chumbo, zinco e muitos tipos de pesticidas. Os 0leos dos quais estes
animais devem ficar distantes apresentam altas concentracdes de compostos como
fendis e cetonas, assim como a sua aplicacdo direta (interna e topica) como por exemplo
— manjericdo, bétula (birch), canela, cravo, erva-doce, melaleuca, noz-moscada,

orégano, horteld-pimenta, tomilho, alecrim, horteld-verde e gaultéria (wintergreen).
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Eles sdo sensiveis a 6leos contendo limoneno (bergamota, endro, toranja, liméo, lima,
laranja e tangerina) (ZIELINSKI, 2021).

Quanto aos caes, existem muitas racas e tamanhos diferentes e de uma forma
geral, quanto menor for o cdo, mais sera necessario a diluicdo do OE. Alguns 06leos
devem ter sua utilizagdo monitorada como o de melaleuca, bétula, canfora e gaultéria,
por apresentarem resultados muito rapidos para fungos e bactérias, ainda que seus
mecanismos ndo sejam descritos. Alguns estudos mostram como os 6leos essenciais tém
beneficiado esses animais: questdes comportamentais, como ansiedade separatoria,
ansiedade em um temporal, e medo ou agressao baseada no medo — é recomendo tanto
0 6leo essencial de lavanda como monoterapia ou sua combinagdo com vetiver obtendo
um resultado satisfatorio (ZIELINSKI, 2021).

Existem muitas utilizacdes dos déleos essenciais incluindo suporte ao figado, ao
rim, ao sistema imune e a salude em geral. Na aplicacdo de OEs a pets, as vias de
administracdo mais comuns sdo: topica, inalatoria e oral. O cuidado no inicio do
tratamento deve ser acompanhado por um profissional especializado. Assim como €
necessario a modificacdo na alimentacdo do animal que deve ser realizada lentamente.

Deve-se comecar o inicio do tratamento com uma concentragdo pequena de OE
diluido, e observar o comportamento do animal. Se a resposta for neutra, e caso nao
esteja obtendo o efeito terapéutico desejado, pode-se adicionar mais OE ou aumentar a
frequéncia da aplicacdo, mas ndo deve iniciar o tratamento com uma quantidade alta
desde o inicio.

E importante observar o comportamento, caso 0 animal apresente uma reagao
diferente do habitual, deve-se esfregar o 6leo para fora da area de administracao topica,
esfregar a regido nasal com agua e deixar o animal em exposi¢do ao sol por alguns
minutos ZIELINSKI, 2021).

2.7 Estudo da Caesalpinia pulcherrima (L)Sw. como agente pulicida

A Caesalpinia pulcherrima é uma espécie da familia Fabaceae, um arbusto
perene nativo da América Central, como Guatemala e localidades do México, porém é
amplamente cultivada, distribuida e encontrada em regides tropicais e subtropicais da
Africa, Asia, Australia, Américas e Caribe— esta altamente presente em todas as partes
do mundo, sendo a india um dos paises que mais a possui e mais a estuda. E um

espécime extremamente comum no territorio brasileiro, denominado popularmente
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como flamboyanzinho, flamboyant-mirim, flor-de-pavéo, baio-de-estudante, barba-de-
barataou asa-de-barata (dependendo da regido), bastante utilizado no paisagismo de
cidades, e encontrado até nas areas mais semiaridas (Figura 15). Devido as suas cores
vibrantes, a sua velocidade de crescimento e facilidade de adaptacdo, € amplamente
utilizado na ornamentagéo, espalhada por todas as ruas das cidades e adorada pela
populacdo (ERHARUY!I et al.,2017; FIGUEIREDO E SABER, 2016; BURITI et al,
2014).

A: Estado vegetativo de C. pulcherrima B: Folhas de C. pulcherrima

Figura 15: Demonstracao da espécie Caesalpinia pulcherrima

FONTE: Blog plantas do Brasil (2003)
Disponivel em http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2012/03/caesalpinia-pulcherrima-I-sw.html

Os espécimes cultivados podem ter ampla variacao da cor das pétalas, podendo
ser laranja, rosa, vermelha ou amarela, sendo que estas cores podem estar em
combinagdo, como mostra a Figura 15 — a flor vermelha com suas extremidades
amarelas.

Alguns espécimes sdo encontrados sem aculeos. Ocorrem ao longo de todo
territorio brasileiro, em todas as regides, principalmente em areas antropicas. Sdo
reconhecidos pelo habito arbustivo, apresentando aculeos, pelas folhas bipinadas
terminando em um par de pinas, pinas opostas, foliolos simétricos, opostos, curtamente
mucronados, inflorescéncias em longos racemos axilares e terminais, flores geralmente
avermelhadas com longos pedicelos e estames.

Tradicionalmente, as flores, folhas, sementes, raizes de C. pulcherrima estdo em
uso na india desde a antiguidade. As folhas tém sido utilizadas como purgantes, tonicos,


http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/
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antipiréticos e emenagogos, enquanto as raizes tém uso em convulsdes, febres,
problemas respiratorios e doencas de pele; suas sementes podem ter diversos usos, sendo
0 mais explorado ultimamente o alimentar, para fornecimento de fibras e de substancias
para boas consisténcias e caracteristicas sensoriais (BURITI et al, 2014; CHATTERJE
e PRAKASHI, 2006; PULLAIAH, 2006). Em outros estudos como de (CONSTANI et
al., 2019) demonstram que as folhas e flores da espécie C. pulcherrima contém em seus
oOleos essenciais, fitoconstituintes como monoterpenos e sesquiterpenos.

Estudos etnofarmacologicos identificaram  atividades antimicrobianas
(antibacterianas, antifungicas, antivirais), dermatologicas, anticonvulsivantes,
antipiréticas,  anti-inflamatorias,  analgésicas,  antiasmaticas, antiulcerosas,
hipolipidémicas, laxantes, antitussigenas,  adstringentes,  anti-helminticas,
leishmanicidas, antimalaricas, antineoplasicas e antioxidantes nas folhas, flores,
sementes e raizes dos extratos de C. pulcherrima. Em outros estudos ja foi destacada a
presenga de constituintes importantes na medicina, como: compostos ferrosos,
compostos fendlicos, glicosideos (como polimeros e fibras), saponinas, alcaloides,
taninos, isoflavonas, flavonoides de diversos subtipos, diterpenos e esteroides
(DEEPIKA, SELVARAJ, ROOPAN, 2020; ERHARUYI et al., 2017; KHUMBARE et
al., 2012; PULIPATI et al., 2012; DHAKED et al., 2011; KUMAR et al., 2010).

Estudos variados utilizando-se esta planta ja foram realizados em muitos locais
do mundo —alguns com analises comparadas a outras espécies para a verificacdo das
possibilidades de seus efeitos farmacologicos ou dietéticos: C. pulcherrima + Cassia
fistula + Senna alata frente ao emagrecimento, C. pulcherrima+ Albizialebbeck+
Diospyrosmes piliformis frente a sua composi¢cdo de compostos lipofilicos, C.
pulcherrima + C. férrea + C. pyramidalis frente ao seu potencial citotdxico, genotoxico
e citoprotetor (SILVA et al., 2015; ADEWUYI, ODERINDE, 2014; CHICHIOCO-
HERNANDEZ, LEONIDO, 2011).

Além destes estudos, estas associacdes ocorrem também com outros farmacos e
compostos, gerando formas farmacéuticas que tém sido mais utilizadas ultimamente,
testando-as e montando-as a partir dos componentes desta planta:
¢ A galactomanana (Figural6), composto presente em suas sementes, ja foi usada

como um excipiente para a montagem de comprimidos (SELVI et al., 2010);



37

Ho OH
HO .
OH
(OH
S;*’oﬁ § : OQ\ / S ﬁ\
OH

Figura 16: Estrutura da galactomanana, polissacarideo presente nas sementes de C.
pulcherrimae muito utilizada por sua viscosidade, poder de fibras e muitas outras

formas.
FONTE: SOUZA et al., 2017

by

Embora a literatura disponha de estudos referentes a utilizacdo de C.
pulcherrima em varias doencas e sua atividade bioldgica é considerada promissora em
diversas formas medicinais, foram encontrados poucos estudos sobre sua atividade
inseticida e nenhum estudo sobre atividade pulicida.

O presente estudo considera importante a pesquisa desse espécime tdo comum
no Brasil, extremamente promissora e de grande utilidade ter registros de sua
composi¢cdo quimica em beneficio ao mercado, protecdo e estilo de vida que tem
crescido no nosso pais.

A pesquisa para a obtencdo de um 6leo essencial que apresente propriedades
frente aos insetos ndo apenas de forma repelente, mas que também consiga uma
interrupcao no seu ciclo de vida, seria muito importante para a populacéo considerando

maior seguranga para individuos e animais frente as doencas por eles transmitidas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de utilizacao inseticida e a atividade in vitro do 6leo essencial de
Caesalpinia pulcherrima no controle da pulga adulta e estagios imaturos (ovo, larva e

pupa) da espécie Ctenocephalides felis felis.

3.2. Objetivos especificos

o Avaliar a composigdo quimica do 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima no
controle de adultos da pulga Ctenocephalides felis felis.

. Avaliar o efeito inibitério da enzima acetilcolinesterase frente ao 6leo essencial
de Caesalpinia pulcherrima.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As folhas de Caesalpinia pulcherrima (L) Sw. foram coletadas no municipio de
Volta Redonda—Rio de Janeiro (bairro Séo Jodo, GPS22°52°68.10 S; 44°09°30.00 W).
Estas foram posteriormente secas em uma estufa com renovagéo de ar a 45°C por 72
horas interruptas, e a pulverizagdo foi realizada manualmente. Uma exsicata foi
preparada e a espécie foi depositada do Herbario do Instituto de Botanica n° do registro
RBR28926 da mesma instituicdo (UFRRJ, Brasil).

4.2 Extracdo e caracterizacao quimica do 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima

Amostras constituidas de partes aéreas (folhas secas e galhos) de C. pulcherrima
(50g cada) foram submetidas a hidrodestilacdo usando um aparelho do tipo Clevenger.
Os oleos essenciais (OE) das folhas foram recolhidos ap6s quatro horas para a avaliacao
da composic¢do quimica. Os OE’s foram secos utilizando-se sulfato de sédio anidro
Na>SO4 e concentrados com gas Nitrogénio (N2). Apds a secagem a amostra do 6leo foi
acondicionada devidamente em pequenos frascos ambar e direcionadas para a analise
de cromatografia gasosa.

A andlise por cromatografia gasosa (CG) foi realizada no aparelho Hewlett-
Packard 5890 Il (Palo Alto, USA) equipado com detector por ionizagdo de chama (DIC)
e com um injetor split-splitlessfoi utilizado para separar e detectar os constituintes dos
oleos essenciais.

As substancias foram separadas dentro de uma coluna capilar de silica fundida
(HP —30 m x 0,25 mm i.d., espessura do filme 0,25 um, Agilent J&W).

As temperaturas do forno, do injetor e do detector foram programadas como
indicado por Adams (2007). O gas de arraste utilizado foi o Hélio (1 mL/min). O volume
injetado foi de 1 uL em uma razao de 1:20.

A porcentagem dos componentes dos éleos essenciais foi calculada através da
area relativa de cada sinal analisado pela CG-DIC.

O dleo essencial foi analisado também por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG/EM — QP2010 Plus, Shimadzu JPN). As condi¢des de
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temperatura, corrente do gas de arraste e coluna capilar para a analise CG/EM foram as
mesmas descritas para a analise anterior por CG/DIC, conforme Adams (2007).

As condicOes de operacgdo para o espectrémetro de massas foram de voltagem de
ionizacdo a 70 eV e alcance de massa de 40-400 m/z e 0,5 scan/s. Os indices de retencéo
dos compostos foram calculados baseado na co-injecdo de amostras com uma mistura
de hidrocarbonetos C8-C20 conforme van DenDool e Dec. Kratz (1963).

Os constituintes foram identificados pela comparacéao de seus espectros de massa

de acordo com a biblioteca NIST (2008) e com os ja descritos por Adams (2007).

4.3 Obtencéo de Ctenocephalides felis felis e preparo das dilui¢cdes para o teste in

vitro

Os experimentos realizados seguiram os padrdes estabelecidos pela Comissao
de Etica para 0 Uso de Animais do Instituto de Veterinaria (CEUA/IV).

Ovos e pulgas adultas de C. felis felis utilizados no estudo foram obtidas de uma
col6nia mantida desde 1998, nas dependéncias do LQEPYV. Para manutencao da colbnia
foram utilizados gatos infestados duas vezes por semana com 50 casais de pulgas e
realizadas coletas do material contido na bandeja das gaiolas, onde ficam os gatos. Esse
material foi coletado com auxilio de pincel e pa, logo apds foi peneirado e
acondicionado em potes plasticos adaptados com tampas teladas para manutencdo dos
diferentes estagios de pulgas e mantidos em camara climatizada com demanda
bioquimica de oxigénio (tipo DBO) a 27+1°C e 75+10% até a emergéncia das pulgas
adultas.

Realizou-se a avaliacdo da atividade in vitro do OE de C. pulcherrima pela
técnica de impregnacdo de papel filtro (Figura 17), em que se preparam 10 diluicdes

seriadas (1:2) do OE com concentragdes variando entre 800 ugem™? e 1,56 ugem™.
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P

Arquivo Pessoal Dr. Diefrey Ribeiro Campos

Figura 17: Impregnacéo das fitas de papel filtro.

Utilizou-se acetona como diluente e controle negativo, visto que a mesma possuli
capacidade de solubilizar os OEs sem interferir nas analises, confirmando assim a
viabilidade da col6nia envolvida nos testes.

Apds preparadas, homogeneizou-se as dilui¢bes em ultrassom Ultronique por
aproximadamente 20 minutos.

Utilizou-se uma solugdo de fipronil 8 pgemem acetona (diluente) como
controle positivo, preparada a partir de uma solugdo de fipronil 1 mg/mL? em

acetonitrilina, confirmando a suscetibilidade da coldnia utilizada.

4.4 Avaliacdo da atividade adulticida in vitro do Oleo essencial contra
Ctenocephalides felis felis (Screening)

Impregnou-se as fitas de papel filtro (com aproximadamente 10 cm?) com 200
ulL da respectiva diluicdo em duplicata, deixando secar em repouso a temperatura
ambiente por uma hora.

Inseriu-se as fitas secas em tubos de ensaio contendo 10 pulgas adultas nao
alimentadas (cinco machos e cinco fémeas), que foram posteriormente vedados com

parafilme e fitas de borracha (Figura 18).
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Figura 18: Avaliagéo da atividade adulticida

Arquivo Pessoal Dr. Diefrey Ribeiro Campos

Alocou-se entdo os tubos de ensaios em camaras climatizadas a 27+1 °C com
umidade reativa de 75£10 %, avaliando-se a motilidade das pulgas entre 24 e 48 horas
apos as mesmas serem colocadas em contato com as fitas impregnadas.

Esta avaliacdo é realizada ap6s leves batidas do tubo de ensaio em superficie
solida, em que as pulgas que permanecem estaticas sem nenhuma movimentagdo sdo
consideradas mortas; e aquelas que se movimentam sdo consideradas vivas, mesmo se
0 movimento observado for minimo.

Contabiliza-se as pulgas vivas por concentracdo com auxilio de um microscépio

estereoscopico.

4.5 Avaliacdo da atividade larvicida in vitro do Oleo essencial contra
Ctenocephalides felis felis (Screening)

Impregnou-se discos de papel filtro (com aproximadamente 51 mm de didmetro)
com 451ul da respectiva diluigdo em duplicata, deixando secar em repouso a
temperatura ambiente por uma hora.

Inseriu-se os discos secos em placas de petri (60 mm x 15 mm), juntamente com
10 larvas alimentadas, no terceiro instar de desenvolvimento, que foram fechadas
posteriormente.

As placas de petri foram alocadas em camaras climatizadas a 27+1 °C com
umidade reativa de 75+10 %, avaliando-se a motilidade das pulgas 24 e 48 horas ap0s

as mesmas serem colocadas em contato com os discos impregnados.
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As pulgas que permanecem estdticas sem nenhuma movimentacdo sdo
consideradas mortas; e aquelas que se movimentam sdo consideradas vivas, mesmo se
0 movimento observado for minimo.

Contabiliza-se as pulgas vivas por concentracdo com auxilio de um microscépio

estereoscopico.

4.6 Avaliacdo da atividade pupicida in vitro do oOleo essencial contra
Ctenocephalides felis felis (Screening)

Impregnou-se discos de papel filtro (com aproximadamente 51 mm de diametro)
com 451ul. da respectiva diluicdo em duplicata, deixando secar em repouso a
temperatura ambiente por uma hora.

Inseriu-se os discos secos em placas de petri (60 mm x 15 mm), juntamente com
10 pupas com 15 dias de vida, que foram fechadas posteriormente.

As placas de petri foram alocadas em camaras climatizadas a 27+1 °C com
umidade reativa de 75£10 %, quantificando-se os adultos emergidos do pupario apos

incubacdo por 15 dias, com auxilio de um microscopio estereoscopico.

4.7 Avaliacdo da atividade ovicidain vitro do 6leo essencial contra Ctenocephalides
felis felis (Screening)

Impregnou-se discos de papel filtro (com aproximadamente 51 mm de didametro)
com 451pul da respectiva diluicdo em duplicata, deixando secar em repouso a
temperatura ambiente por uma hora.

Inseriu-se os discos secos em placas de petri (60 mm x 15 mm), juntamente com
10 ovos de pulga, que foram fechadas posteriormente.

As placas de petri foram alocadas em camaras climatizadas a 27+1 °C com
umidade reativa de 7510 %, avaliando-se a eclodibilidade ap0s 72 horas, ou seja, ovos

que eclodiram dando origem as larvas eram contabilizadas como vivas.

4.8 Célculo da mortalidade

O célculo da mortalidade foi realizado pela férmula de Abbott (1987):
Percentual de eficacia = [(média de pulgas do grupo controle — média de pulgas do grupo

tratado) / (média de pulgas do grupo controle)] x 100.
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4.9 Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase

A determinacéo da interacdo do OE com a AChE foi realizada pelo método
adaptado segundo Ellman (ELLMAN et al., 1961) e para determinacao da inibicdo da
enzima AChE, utilizou-se o ensaio quantitativo em microplaca (RHEE et al., 2001;
TREVISAN et al., 2003), utilizando-se leitor de microplaca de 96 pogos Bio-rad 3550
uVv.

Para o ensaio utilizou-se acetiltiocolina como substrato, os quais séo hidrolisados
pelas enzimas a tiocolina que reage com o reagente de Ellman (DTNB) produzindo 2-
nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato que é detectado a 412 nm.

Com o auxilio de micropipetas, foi pipetado nos pogos da microplaca o tampao
TRIS/HCI pH 8, DMSO a 40%, o oOleo diluido em DMSO 40%, a enzima
acetilcolinesterase (AChE) e 0 DTNB.

Apos isso, pipetou-se a acetiltiocolina, dando inicio a reago, esperando-se 10
min para realizar a leitura da placa no aparelho em comprimento de onda de 412 nm,
obtendo-se os valores de absorbancias em cada pocgo (representacdo dos pogos na
Figura 19).

As velocidades de reacdo foram entdo calculadas utilizando-se o programa de
computador Microplate Manager (Bio-Rad). A medida da velocidade de reacdo
catalitica para o OE também se fez pelo uso do método de Ellman.

Assim, utilizando-se das reacdes descritas, a absorbancia do 5-tio-2-
nitrobenzoato foi determinada em fungédo do tempo.

Construiu-se o grafico de determinacdo de ICso, em que para determinarolCsp,

foi feita uma curva com diferentes dilui¢Ges do 6leo.

Figura 19: Avaliacdo da atividade da enzima acetlicolinesterase

Fonte:Arquivo do autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo por hidrodestilacao do 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima.

Dentre as técnicas de extracdo conhecidas e disponiveis, a hidrodestilacédo foi a
técnica escolhida para este estudo, pois permite conhecer os componentes de uma matriz
complexa de maneira pratica em escala laboratorial, além de ser uma alternativa
eficiente para a extracdo de 6sseos essenciais (SCHLOSSER et al., 2020).

Sendo assim, o rendimento do OE de C. pulcherrima obtido foi de 0,20%. O
rendimento do OE de C. pulcherrima foi considerado baixo quando comparado com
outros estudos realizados de outras partes da planta como raizes, flores e caule. Alguns
estudos demonstraram um rendimento que variou entre 0,8% entre 1,7% (AZEVEDO
etal., 2018 USMAN et al., 2012).

Em um estudo realizado por (NJOKU et al., 2016) com folhas de C. pulcherrima
no norte da Nigéria foi demonstrado que o processo de secagem das folhas em diferentes
condicdes, influenciava diretamente nos resultados no rendimento do 6leo essencial. As
folhas foram secas em quatro condi¢6es diferentes, sendo (1) secagem diretamente no
ambiente apds a coleta 063%, (2) secagem ao ar 0,90%, (3) secagem ao sol 0,20% e (4)
secagem na estufa 0,58%. E perceptivel que houve uma diferenca significativa em
relacdo aos rendimentos do 6leo essencial nas diferentes condicdes de secagem, sendo
possivel identificar o mesmo rendimento no presente estudo com a condicdo (3)
secagem ao sol.

Em relacdo a floracdo da C. pulcherima, esses arbustos apresentam ciclos
intermitentes o ano todo desde janeiro até dezembro, e como foi utilizado as partes das
folhas da planta para estes estudos, € relevante considerar a influéncia de fatores
externos como chuvas, temperatura e habitat.

O meétodo de geracdo do OE possui grande importancia. O OE das partes aéreas
de orégano por exemplo quando feito por técnica de pulverizacdo gerando linalol
(2,6%), a-pineno (0,7%), éxido de cariofileno (0,6%), espatulenol (0,5%), germacreno
D (0,3%) e 1,8-cineol (0,3%); por hidrodestilagéo, 1,8-cineol (3,8%), cariofileno
(1,9%), germacreno D (1,1%), éxido de cariofileno (0,7%), espatulenol (0,6%), (E)-S-
farneseno (0,4%), a-pineno (0,4%) e linalol (0,3%) (VAZIRIAN et al.,, 2015;
TEIXEIRA et al., 2013).
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Quando os OEs forem produzidos, a importancia da classificacdo botanica da
espécie é primordial. Quanto ao eucalipto, por exemplo, se o OE for obtido da espécie
Eucalyptus globulus obtém-se 1,8-cineol (63,8%), a-pineno (16,1%) e cariofileno
(0,3%); de E. radiata, limoneno (68,5%), a-pineno (3,0%), cariofileno (0,25%), linalol
(0,4%), espatulenol (0,2%) e oxido de cariofileno (0,1%). De fato, a importancia de
estudos com espécimes diferentes mais que ainda constituam o mesmo género, pode
possibilitar através da literatura qual a melhor parte de uma planta para a extragéo, a
melhor estacdo para a coleta, para a obtencdo de uma maior quantidade do composto
desejado, logo as suas atividades bioldgicas, (LUIS et al., 2016).

Compostos e quantidades dependerdo muito da parte da espécie e seu
quimiotipo. No tomilho, OE dos talos secos produz 1,8-cineol (6,7%), linalol (4,4%),
cariofileno (2,3%), a-pineno (2,1%), limoneno (1,3%) edxido de cariofileno (0,3%); das
folhas frescas,cariofileno (3,2%), Oxido de cariofileno (2,9%), o-pineno (1,9%),
germacreno D (1,8%), limoneno (0,6%) e linalol (0,2%), repeléncia sera diferenciada
(GALOVICOVA et al., 2021; FACHINI-QUEIROZ et al., 2012).

5.2 Componentes e caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Caesalpinia

pulcherrima

A analise do OE de C. pulcherrima por cromatografia gasosa permitiu observar
a complexidade deste produto natural, possibilitando a identificacdo dos diferentes
constituintes que o compdem e que séo responsaveis pelas propriedades do OE (Figura
20). Os compostos identificados por cromatografia gasosa encontram-se listados abaixo
(Tabela 1).
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Figura 20: Cromatograma gasoso do 6leo essencial obtido de Caesalpinia pulcherrima.
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Tabelal: Composicdo quimica do 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima.

Ordem de Componentes 1A OECP (%)
Eluicéo
1 a-Pineno 933 0,42
2 Limoneno 1029 1,18
3 1,8-Cineol (ou Eucaliptol) 1033 0,85
4 Linalol 1101 1,17
5 Isoledeno 1376 4,07
6 (E)-Cariofileno 1420 11,63
7 (E)-p-Farneseno 1453 5,06
8 9-epi-(E)-Cariofileno 1461 0,65
9 n.i. 1476 1,73
10 Germacreno D 1482 47,04
11 [S-Selineno 1496 8,41
12 a-Muuroleno 1499 1,51
13 n.i. 1514 1,04
14 o-Amorfeno 1519 2,28
15 Espatulenol 1579 4,45
16 Oxido de Cariofileno 1584 2,49
17 n.i. 1645 4,58
18 n.i. 1650 0,63
19 n.i. 1659 0,52
20 n.i. 1841 0,29
Monoterpenos hidrocarbonados 1,60
Monoterpenos oxigenados 2,02
Sesquiterpenos hidrocarbonados 80,65
Sesquiterpenos oxigenados 6,94
Fenilpropanoides -
Total 91,21

OECP - dleo essencial de Caesalpinia pulcherrima; n.i. — ndo identificado. Ordem de eluicdo e
indice aritmético (1A.) foram calculados com base em uma série de alcanos.

A partir da analise de CG-EM (espectros em anexo) obteve-se que o
fitoconstituinte majoritario do OE de C. pulcherrima foi o germacreno D (Figura 21),
que corresponde a 47,04% da composicao deste. O germacreno D é um sesquiterpeno
com atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana contra bactérias gram-positivas
(DUARTE, 2006), atividade fungicida (PIETRO et al., 2011) e atividade inseticida de
forma inibitdria para alimentacéo de insetos (PETRAKIS et al., 2005; ALMEIDA et al.,
2005).
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Figura 21: Estruturas quimicas dos cinco principais componentes identificados na
espécie Caesalpiniapulcherrima, por Cromatografia gasosa acoplada ao Espectro de
massa.

O germacreno D também é considerado um precursor de outros sesquiterpenos
(BULLOW& KONIG, 2000). Alguns OEs ricos em germacreno D, apresentam
atividade  acaricida contra T. urticae (TENORIO et al, 2019).
No estudo realizado por Simfes (2019), o germacreno D apresentou atividade
antineoplasica, sendo um composto que futuramente terd grande importancia contra as
celulas tumorais.

Deve-se ressaltar que 0 mesmo pode ser encontrado em abundancia na natureza,
apresentando instabilidade, visto que quando submetido a elevadas temperaturas por um
longo periodo, pode sofrer degradacdo ou rearranjo molecular, originando artefatos
sesquiterpenoides (KRAKER et al., 1998; RADULOVICet al., 2007).

Varios dos compostos obtidos por meio deste OE, como 0s cinco principais,
podem ser explicados, pois estdo totalmente correlacionados um ao outro na forma como
as plantas os sintetizam, por fazerem parte das mesmas vias biossintéticas das plantas,
sendo produtos metabolicos um dos outros (Figura 22). Se as condi¢des sazonais
diminuem a concentragdo de 1 destes compostos, influenciardo na quantidade de todos

0s outros, por suas grandes correlacbes (CRUZ et al., 2022).
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Figura 22: Exemplo de vias biossintéticas pelos quais os compostos demonstrados estéo

relacionados frente a sua formacéo na respectiva planta.
FONTE: CRUZ et al., 2022

O (E)-cariofileno é um sesquiterpeno composto presente em muitas plantas, e
tem sido utilizado por muitos anos em especiarias, sabores citricos, sabonetes,
detergentes, cremes, locGes, produtos alimenticios, bebidas, mas sua utilidade tem maior
valor comercial na producao de fragrancias desde a década de 1930 (OPDYKE, 1973).
As atividades anti-inflamatdrias e anestésicas sao descritas nos estudos realizados por
(GHERLADINI et al., 2001). Uma vez que os constituintes do éleo essencial, como (E)-
cariofileno e germacreno-D, podem ser purificados, a planta investigada torna-se um
potencial de fontes alternativas desses importantes compostos bioativos (MONTANARI
et al., 2011). Outros 6leos podem ser utilizados como exemplo por apresentarem
compostos que apresentam atividade inseticida.
O oleo essencial de cravo, tendo seu OE extraido por hidrodestilagdo, o mesmo
apresenta entre seus 5 principais compostos em 1,4%, com acdo inseticida (inibindo
larvas de Culex pipiens) e acaricida (HYLDGAARD, MYGIND, MEYER, 2012;
CHAIEB et al., 2007); a lavanda o possui em 4,8%, junto ao linalol (26,8%) e 1,8-cineol
(2,1%) em comum (NAJIBULLAH et al., 2021; HASSIOTIS et al., 2014).
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Outro sesquiterpeno identificado foi o S-selineno, em que (Chandra et al, 2017)
relataram  esse composto como majoritdrio do OE de Callicarpa macrophylla
(Varbenaceae), e apresentou atividades antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica e
antipirética, comparado com a acdo de AINEs. Estudo realizado por Akter et al, 2016
identifica além da atividade antimicrobiana, a acéo antiflngica para f-selineno no OE
de Erythrinastricta Roxb. (Fabaceae).

O(E)-p-farneseno apresenta uma particularidade, funciona como feroménio para
muitos insetos, inclusive como alarme para, por exemplo, muitas espécies de pulgdes
(SATIAL et al, 2015). E segundo Zhang et al. (2019), apresentou taxas significativas
de repeléncia quando comparado a alguns inseticidas no mercado em estudo realizado
para o controle de uma determinada espécie de pulgdes.

O espatunelol é um sesquiterpeno triciclico presente em diversos OEs de varias
plantas aromaticas (NASCIMENTO et al, 2018), e suas atividades ja foram descritas
como antimicrobiana (TAN et al, 2016), anti-inflamatéria e imunomoduladora (ZAIEL
etal, 2011).

Os sesquiterpenos descritos acima (E)-cariofileno, p-selineno, espatunelol
mostraram diversidade de atividades, mas podemos destacar que 0S compostos
germacreno D e o (E)-p-farneseno apresentaram resultados que podem contribuir para
a compreensao dos resultados apresentados no presente estudo. Os outros componentes

identificados encontram suas estruturas demonstradas na Figura 23.
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Figura 23: Estrutura quimica dos 9 outros componentes identificados na espécie

Caesalpinia pulcherrima, por Cromatografia gasosa acoplada ao Espectro de massa
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Dentre os componentes secundarios, muitos deles também se encontram
presentes em outros Oleos essenciais ja determinados como sendo repelentes ou
inseticidas, conforme demonstrado anteriormente.

O composto quimico 1,8-cineol, € um monoterpeno presente na espécie C.
pulcherrima possui agdo repelente e inseticida para Periplaneta americana, assim como
larvicida e repelente ovipositivo para mosquitos (TRIPATHI et al., 2016).
Em um outro estudo com o 6leo essencial de Stachyriederi var. japénica o composto 1,8
cineol demonstradou atividades inseticidas e acaricidas, bem como repeléncia contra
varios insetos/acaros, incluindo os males de milho (S. zeamais) e a (L. bostrychophila)
(QUAN et al., 2018).

O limoneno se encontra em 2,5% no OE de citronela, que é muito utilizada
como repelente, dentre varias outras acdes (TOLEDO et al., 2016); o OE de toranja o
possui em 75,1%, junto ao a-pineno (2,1%) e cariofileno (1,9%), e acdo antibiotica
frente a fortes bactérias (tanto OE quanto combinagdo com antibi6ticos sintéticos) e
antifangica, com estas acdes devidas ao limoneno (KHALIL, FARGHAL, FARAG,
2020; OKUNOWO et al., 2013).

O linalol constitui 10,1% do OE das flores e folhas de geréanio, possuindo
atividade antibacteriana (EL-KAREEM et al., 2020), e no OE de capim-limé&o, feito com
Cymbopogonflexuosus, ha 0,7% de linalol, tendo estes OEs como repelente natural de
insetos e protegendo contra certas ameacas ambientais, além de outras a¢cdes (SILVA et
al.; 2018).

O oxido de cariofileno (1,5%), 1,8-cineol (1,0%), limoneno (0,5%) ea. -pineno
(0,8%) fazem com que o OE de eucalipto-liméo, extraido das folhas, brotos e caules por
hidrodestilacdo, possua dentre seus compostos acdo repelente, inseticida, fungicida,
bactericida potente, herbicida, biopesticida, aroma refrescante e cura da pele
(BENCHAA, HAZZIT, ABDELKRIM, 2018).

Algumas plantas podem possuir uma grande quantidade de compostos em
comum e o OE de hortela-pimenta, com atividade repelente ja determinada, possui
varios compostos: se extraidos das partes aereas da planta, pode-se determinar 1,8-
cineol (7,9%), germacreno D (1,7%), limoneno (1,2%), cariofileno (1,0%), a-pineno
(0,7%), linalol (0,5%) e E-p-farneseno (0,2%), possuindo inimeras atividades, junto a
repeléncia (ASKARY et al., 2016).
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5.3 Determinacéo da mortalidade de Ctenocephalides felis felis nos estagios

imaturos e na fase adulta

Para determinar se a concentracdo em que o OE de C. pulcherrima é capaz de
causar a mortalidade em todas as fases das pulgas, foi realizado o screening do mesmo
nas fases separadamente, para que seja possivel determinar a faixa de concentracao que
0 mesmo possui eficacia e assim, ajusta-la e determinar a concentracéo letal 50 e 90
(CLso e CLgo).

Quando aplicado sobre os ovos, 0 OE promoveu suas mortalidades logo na
primeira concentracdo analisada, sendo possivel perceber o aumento da mortalidade
para 0s outros estagios a medida em que a concentracao aumentava. O resultado foi de
100% de mortalidade contra larvas, ovos e pupas na maior concentracdo analisada
(800pg cm™). Deste modo, realizou-se o screening em 10 concentragdes, cujo resultado
esta abaixo (Tabela 2).

Pode-se perceber que o OE de C. pulcherrima possui atividade inseticida contra
adultos de C. felis, embora ndo tenha alcancado 100% de mortalidade na faixa de
concentracdo analisada. Contudo, 0 mesmo apresentou eficacia no periodo de 24 e 48
horas em concentragdes acima de 400 pg cm, chegando a 15% e 40%, respectivamente.

Tabela 2: Determinacdo de mortalidade das larvas, ovos, pupas e pulgas adultas de
Ctenocephalides felis felis, pelo 6leo essencial de Caesalpinia pulcherrima (OECP).

} OECP

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
1,56 0,00 0,00 23,5 0,00 0,00 0,00
3,13 0,00 0,00 23,5 0,00 0,00 0,00
6,25 0,00 0,00 23,5 0,00 0,00 0,00
12,5 0,00 0,00 70,6 5,00 0,00 0,00
25 0,00 0,00 41,2 10,00 0,00 0,00
50 0,00 0,00 29,4 20,00 0,00 0,00
100 60,00 75,00 41,2 25,00 0,00 5,00
200 95,00 95,00 82,4 40,00 0,00 0,00
400 100,00 100,00 | 94,1 90,00 10,00 10,00
800 100,00 100,00 | 100,0 | 100,00 | 15,00 40,00

Resultados expressos em % de mortalidade
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O OE de C. pulcherrima apresentou atividade inseticida contra C. felis de
maneira mais pronunciada frente aos estagios imaturos, indicando que sdo mais
suscetiveis a acdo do OE do que as pulgas adultas. A acéo sobre as larvas iniciou em
concentracdes mais elevadas, quando comparado ao ovo e a pupa, mas as mortalidades
apresentadas ja estavam acima de 50%, alcancando a mortalidade maxima em 100% em
400 pgem™.

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos realizados a partir de extratos de
C. pulcherrima frente as pulgas. Mas muitos estudos demonstraram a atividade
inseticida de extratos das partes da planta.

Em relacdo a atividade inseticida da C.pulcherrima um estudo mostrou que o
extrato bruto exerceu zero eclodibilidade (100% de mortalidade) a 375, 300 e 225 ppm
para os mosquitos (Culex quinquefasciatus), febre amarela mosquitos (Aedes aegypti) e
mosquitos da malaria (Anopheles stephensi) respectivamente e apresentaram LDso de
99,52 e 110,886 pg\mL em (Artemia salina) citotoxicidade para extrato aquoso e
metanolico respectivamente (Govindarajan et al., 2011, Pawar et al., 2009,
Govindarajan et al., 2013).

Um outro estudo proposto também por (Govindarajan et al., 2013) avaliou a
atividade larvicida do benzeno bruto e extratos de acetato de etila de folhas de
Caesalpinia pulcherrima para toxicidade contra trés importantes mosquitos vetores,
nomeadamente, Culex tritaeniorhynchus, Aedes albopictus e Anopheles subpictus. Os
extratos mostraram efeitos larvicidas moderados, com a extrato de benzeno mostrando
a maior mortalidade para o estagio larval.

Uma investigacdo para uma possivel atividade inseticida realizada por
(ERHARUYI et al., 2011) mostrou a acao do 6leo essencial de C.pulcherrima da raiz
frente a quatro espécies de pragas incluindo besouro de farinha vermelha (Tribolium
castaneum), gorgulho do arroz (Sitophilus oryzea), broca do grdo menor (Rhyzopertha
dominica) e besouro de pulso (Callosobruchus analis). As taxas de mortalidade
alcancadas foram de 20% contra (Tribolium castaneum) e 40% contra (Callosobruchus
analis) em 1019,10 pg/cm?. O estudo comparou a atividade do 6leo essencial da raiz de
C.pulcherrima com a acéo do inseticida permetrina sendo o o6leo significativamente

menos ativo contra as pragas de gréos testadas.
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Podemos considerar determinante que compostos possam eliminar ndo apenas
sua forma adulta, mas também em todas suas formas imaturas, pois estas se encontram
aos arredores dos animais infectados, e as formas adultas sdo apenas uma pequena
proporcao de sua populacéo total. Portanto, o controle de todas as suas formas deve ser
considerado, especialmente em casos de forte infestagdo (ESCCAP, 2015).

Ovos, larvas e pupas devem ser alvos para um tratamento que apresenta eficacia
e seguranca para o0s hospedeiros, pois dessa forma o ambiente também estara protegido.
A alternativa de se utilizar um OE como este, possibilitara, menos riscos de eventos
adversos pois fard com que ndo haja intoxicagdes ou problemas ambientais, causados
pelos inseticidas quimicos (ESCCAP, 2015). Os resultados apresentados evidenciam
que ao eliminar os estagios imaturos outros animais/seres ndo terdo o risco de um
parasitismo recorrente ou um reinfestacdo, considerando uma interrupcdo do ciclo
efetivo da pulga. O 6leo essencial de C. pulcherrima apresentou atividade significativa

0 que estima a continuidade de pesquisas na area de produtos naturais.

5.4 Avaliacéo da atividade da enzima acetilcolinesterase

Avaliou-se a atividade da enzima acetilcolinesterase frente a duas concentracgoes
do OE de C. pulcherrima, cujo resultado estd demonstrado no grafico abaixo (Grafico
1).

Pode-se perceber que o OE de C. pulcherrima, em ambas as concentragdes
analisadas, ndo foi capaz de promover inibi¢do da enzima AChE, visto que a mesma
permaneceu com atividade maéxima. A atividade observada utilizando-se o dleo
essencial assemelhou-se com a apresentada pelo controle, comprovando-se assim

auséncia de inibicdo por parte do OE.
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Gréfico 1: Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase frente ao 6leo
essencial de Caesalpiniapulcherrima
As etiologias dos problemas cognitivos destacam os problemas com a transducao
de sinal através das sinapses, em contrapartida, regular e compreender como as
atividades da AChE funcionam tornou-se um importante foco de pesquisa (BRENNER
et al, 2012, CHOUDHARY 2001).

Para o controle e manejo de pragas na agricultura, inibidores da
acetilcolinesterase tem sido utilizado em formulagdes de produtos como herbicidas
organofosforados, carbamatos, produtos como repelentes e pulicidas todos com o
mesmo objetivo, levar a hiperestimulacdo dos receptores de acetilcolina (nicotinicos e

muscarinicos), impedido a neurotransmissao desses insetos (COLOVIC et al., 2013).

Os organofosforados séo inibidores irreversiveis da AChE e seu efeito pode
causar letalidade dependendo da dosagem. Esse efeito estd relacionado a ligagdo
covalente entre fésforo do composto e o oxigénio pertencente ao grupo hidroxila de
serino catalitica (OCHOA et al., 2016).

A acetilcolinesterase esta envolvida na interrup¢édo da transmissdo do impulso,
através da hidrolise rapida do neurotransmissor acetilcolina em numerosas vias
colinérgicas, nos sistemas nervosos central e periférico (SILVA, 2015).

A AChE destaca-se por ser uma serina hidrolase, isso significa que pertence a
uma das maiores classes de enzimas que se encontram na natureza, ja que esta classe
inclui as esterases, amidases, proteases, dentre outras (BACHOVCHIN et al., 2012).

A AChE tem sido o alvo mais explorado entre os inseticidas, havendo pesquisas
como por exemplo em que o fitoconstituinte cariofileno, apresentou inibicdes frente a
AChE; mas ndo sdo todos os sesquiterpenos que possuem tal atividade, porém
monoterpenos como o linalol também podem possuir tal atividade (BURCUL et al.,
2020).

Uma revisao sistematica realizada recentemente mostrou que de um total de 58
sesquiterpenos analisados, 12 compostos apresentaram potencial de candidatos a
anticolinesterasicos, apresentando 1Cso < 9uM. Os sesquiterpenos s&o considerados uma
importante classe de terpenoides que apresentam um grande espectro de atividades
biologicas, inclusive por desempenharem um papel significativo na transmissao
colinérgica e apresentarem atividade inibitéria da Ache. (ARYA et al., 2021). A
literatura destacou que compostos como amberboin, lipidiol, farneseno, ambrosina,

bilobalida, huperzina A e jatamansona apresentaram atividade inibitdria significativa
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frente a Ache e foram relatadas de acordo com as suas categorias como
demonstrada na Figura 24.

Sesquiterpenes

Agarofuran Sesquiterpenes
(17.5%) Alkaloids (2.7%)
Sesquiterpenes
“em 1
AChE inhibitors
Sequiterpene

Lactones (12.1%,
( ) Sesquiterpenoids

(66.2%)

Figura 24: Porcentagem de Vvérias categorias de sesquiterpenos com
potencial inibitério da AChE.

Fonte: ARYA et al., 2021.

O estudo concluiu que varios sesquiterpenos podem atuar na melhora da
transmissdo colinérgica retardando a aliviando os sintomas como por exemplo em
individuos que apresentam diagndstico da Doenca de Alzheimer (ARYA et al., 2021).

A atividade de ndo inibir a enzima AChE ja foi observada para sesquiterpenos,
como o (E)- cariofileno nos estudos de (BARREIRO et al., 2015) portanto a acdo das
folhas de C. pulcherrima como inibidora da acetilcolinesterase pode estar relacionada
com as substancias do 6leo essencial considerando que o dleo apresentou uma
quantidade significativa de sesquiterpenos.

Se a atividade ndo foi encontrada, o organismo utilizado para determina-la pode
ser a questdo responsavel, pois a modificacdo de um Gnico aminoacido em um sitio ativo
pode fazer com que ndo haja a complexagdo de tais compostos nesta enzima.

Muitos autores consideram que compostos ndo se complexariam & AChE pelo
seu tamanho e pela forma da ACh, mas isso ndo altera complexacdes — a Figura 25
mostra como um composto estruturalmente maior, como a nicotina, se complexa de
forma muito especifica ao mesmo sitio da ACh.

Compostos como estes presentes no OE estudado acabam sendo efetivos
inibidores de seus respectivos sitios ativos, pois se sdo maiores que o substrato natural,
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podem realizar melhores interacbes se complexando de forma mais especifica,

impedindo totalmente que o substrato se complexe.

Figura 25: Demonstracdo de como a nicotina pode ativar um receptor colinérgico — por sua
similaridade molecular com aACh, o substrato natural, e tal semelhanga pode ser confirmada
pela distancia molecular mostrada (5,9A) entre os grupamentos que realizam as interagdes
necessarias. AA = aminoacido realizando as interacBes moleculares para que este ligante se
complexe; linhas pontilhadas = qualquer interacdo molecular por eles realizadas (i6nica,
dipolo-dipolo, ligacdo de hidrogénio, Van der Waalsetc.).

FONTE: BARREIRO & FRAGA, 2015.

Muitos outros alvos podem ser explorados, conforme demonstrado
anteriormente, e inseticidas como organofosforados podem trazer prejuizos tanto para
0s parasitas quanto para os mamiferos, e sdo responsaveis por grande nimero de
intoxicagbes humanas e mortes. Para 0 CDC — Centro de Controle e Prevengdo de
Doencas (Center for Disease Control and Prevention), EUA — sdo os mais usados, e
limitarama disponibilidade em produtos, reduzindo a exposicdo evitando-os
(KLAASSEN & WATKINS 111, 2012; https://www.cdc.gov/index.htm).

Isso porque quando entram no corpo por inalacao, digestao ou contato, inibindo

a AChE, acumulam a ACh nos nervos, e sintomas como neuropatia retardada, disfuncéo

autondmica, baixo tébnus vagal e fadiga crénica sdo comuns. Outros menos comuns

incluem depressdo, problemas de memoria e concentracdo, irritabilidade, dores de
cabeca persistentes e fraqueza motora (KLAASSEN & WATKINS 111, 2012;)

Os organofosforados tém capacidade de causar danos prejudiciais e devem ser

evitados, e a exposi¢do pode gerar problemas neuroldgicos, psiquiatricos e no sistema



58

nervoso, portanto, é necessario limitar a exposi¢cdo quimica, e a reducgdo inclui: evitar
exterminantes a sua base; compra de produtos organicos; viver/trabalhar longe de uma
instalacdo para sua producao (https://www.cdc.gov/index.htm).

Os terpenos sdo a classe de moléculas aromaticas sintetizadas pelas plantas,
por centenas de enzimas especiais terpeno sintases para construir a partir de blocos
menores, 0s isoprenos, de 5 carbonos. Existem 3 tipos principais de terpenos:
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (SIMOES et al., 2017).

Diterpenos podem estar presentes em OEs, mas em quantidades muito
pequenas. Seu grande peso molecular evita que evaporem durante a destilacéo a vapor.
Monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s principais compostos encontrados e extraidos em
Oleos essenciais. Devido as suas diferencas de tamanho e estrutura, possuem efeitos
diferentes no corpo (SIMOES et al., 2017).

Os monoterpenos séo encontrados em quase todos os OEs. Eles apresentam 10
atomos de carbono derivados de 2 isoprenos. Podem ter cadeia reta ou um Gnico anel.
Devido ao seu tamanho menor, tendem a reagir rapidamente ao ar e calor, e sofrerem a
guebra mais rapidamente do que suas contrapartes sesquiterpénicas. Apresentam
atividade especifica nas membranas por se encaixarem entre as moléculas que a
compdem. Atravessam-na completamente sem afetar alvos dentro da célula (GOVIL &
TIWARI, 2013).

Os sesquiterpenos tém 15 atomos de carbono derivados de 3 isoprenos. Pelo
peso molecular mais alto, sdo menos volateis e menos prevalentes nos OEs. Podem ter
cadeia reta, 1 ou 2 anéis. Ndo sdo pequenos para atravessar a membrana como 0s
monoterpenos, mas possuem formas Unicas que lhes permitem aderir as proteinas,
afetando a atividade. Sdo conhecidos por ativar varios receptores da superficie celular
(SIMOES et al., 2017; GOVIL & TIWARI, 2013).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo se dedicou a avaliar os resultados da atividade in vitro do 6leo
essencial de Caesalpinia pulcherrima no controle da pulga adulta e estagios imaturos
(ovo, larva e pupa) da espécie Ctenocephalides felis felis, alem de conhecer o potencial
de utilizacdo inseticida do dleo essencial. O dleo analisado apresentou atividade
inseticida significativa de 40% contra as pulgas adultas e 100% contra os estagios
imaturos.

Sendo assim, o 6leo essencial pesquisado pode ser um 6timo candidato para o
controle dos estagios imaturos da pulga podendo assim ser utilizado como uma
alternativa para o desenvolvimento de pulicidas naturais. Como esta pesquisa nao teve
0 objetivo de avaliar a atividade bioldgica de cada componente do 6leo essencial de
forma particular, acreditamos que uma nova investigacao possa ser realizada no intuito
de conhecer um pouco mais sobre 0s potenciais dos compostos majoritarios encontrados
no referido dleo de Caesalpinia pulcherrima.

Este € o primeiro estudo que descreve ou que avalia os efeitos pulicidas in vitro
de Gleos essenciais e extratos obtidos de Caesalpinia pulcherrima. Os resultados obtidos
evidenciam a necessidade de novas informacdes e dados para avaliacdo da atividade
inseticida dos mesmos. As substancias identificadas como majoritarias devem ser
testadas isoladamente e em sinergismo porque pelos resultados obtidos, sdo possiveis
precursoras de novos farmacos para o controle alternativo de pulga. Embora 6leo
essencial de C.pulcherrima ndo tenha inibido a atividade da enzima AChe, € importante
que estudos sejam realizados para a compreensdo de possiveis mecanismos para a

mortalidade dos estagios imaturos e pulgas adultas.
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7. PERSPETCTIVAS FUTURAS

» Realizar os testes referentes aos compostos majoritarios isoladamente.

» Avaliar a toxidade do 6leo essencial em modelo eucarioto de Saccharomyces
cerevisiae in vitro.

» Avaliar o impacto dos 6leos essenciais na sobrevivéncia das células e na
funcionalidade mitocondrial.

» Realizar os testes in vivo e proposi¢cdo de formulacdo para o uso em animais.
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9. ANEXOS

Espectros da identificacdo dos compostos por cromatografia gasosa da espécie

Caesalpinia pulcherrima (Figuras 26 ao 32).
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Figura 16: Espectro da espécie C.pulcherrima nas elui¢bes 1 a 3.
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Figura 27: Espectro da espécie C.pulcherrima nas elui¢fes 4 a 6.
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Figura 38: Espectro da espécie C.pulcherrima nas eluicbes 7 a 9.
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Figura 30: Espectro da espécie C.pulcherrima nas elui¢fes 13 a 15.



Lzmicl & R Time W0 Sl 171

104}

78

Ll gi
I
TH
HH 7y
i 45
H
HH
I

1H]

o3

[}
LI

—_— 1
a 50 il M

Ll 17 RTime- 36 3 Seand: M0E)

104}

Eq

- T
a0 [LLl]

WL
110

L
B
i
il
HH
HH £
iy )
HH

1H

114

Il

¥

4 = & 0 B W WO

Ll 13 R Time 365 5eand H1X0)
104}

11

w43
EIH
i
A
S
41
3
3H

1H

a5

o b

T T
1o 1]
o

Figura 31: Espectro da espécie C.pulcherrima nas elui¢fes 16 a 18.
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Figura 32: Espectro da espécie C.pulcherrima nas elui¢bes 19 a 20.



